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A koOzponti idegrendszer mikodése szamara elengedhetetlen allandd belsé kornyezet
fenntartdsdban a vér-agy gatnak donté jelentésége van. A vér-agy gat barrier funkcidjanak
ellatasaban kiemelked6 szerepe van az agyi endotélsejteknek illetve ezek interendotelialis és sejt-
matrix kapcsolatainak. Szamos olyan kozponti idegrendszeri megbetegedés ismeretes, (agyi
ischaemia, traumak, daganatok, neurodegenerativ korképek) amely a vér-agy gat sértiléséhez, és
ezaltal a kozponti idegrendszer homeosztazisanak felbomlasahoz vezethet. Ennek sulyos
kovetkezmeényei lehetnek a korkép lefolyasast illetéen. Kutatomunkak egyik legfontosabb célja
az interendothelialis junkciondlis fehérjék szerepének tisztdzasa volt a killénb6z6 idegrendszeri
megbetegedések soran kialakuld vér-agy gat karosodasok kialakulasaban.

Oxidativ sterssz

Egyre tobb kisérleti eredmény utal arra, hogy az agyi mikroerek fontos szerepet
jatszanak az ischaemias karosodasok patogenézisében. Az agyi ischaemiat kovets vér-agy
gat karosodasok patomechanizmusa még nagymeértékben ismeretlen, ezért megvizsgaltuk az
oxidativ stressz hatasat az agyi endotélsejtekre.

Agyi endotélsejt tenyészeteken végzett Kisérleteink azt igazoljak, hogy a
hipoxia/reoxigenacio illetve a kémiai uton kivaltott oxidativ sterssz (DMNQ illetve H,0,)
genotoxikus hatassal rendelkezik, amint azt a megnévekedett kromoszomalis aberraciok és
apoptotikus sejtek szdmanak névekedése mutatja. A valtozatlan LDH értékek arra engednek
kovetkeztetni, hogy ezek a valtozasok igen koran, még a sejtek fizikai karosodasa elott
bekovetkeznek.

A junkciondlis fehérjek expresszidjanak vizsgéalta soran azt tapasztaltuk, hogy a
hipoxia és az azt kdveté reoxigenacio az agyi endotélsejtek occludin expressziojanak
szignifikdns csokkenéséhez vezet, amint azt a Western-blot analiziseink eredmeénye
mutatja. Annak ellenére, hogy a gluk6zmentes meédium ©6nmagaban nem okoz
csokkenest az occludin mennyiségében, a hipoxia/reoxigenacio altal okozott occludin
expresszio csokkenés sokkal erételjesebb volt gluk6zmentes médiumban mint glukézt is
tartalmazo tapfolyadékban. Hasonlé eredményeket értlink el DMNQ alkalmazasaval is.
1-10 uM DMNQ Kkét 6ran at torténé alkalmazéasa szignifikansan csokkentette az occludin
mennyiségét. Az occludin downreguldciés mechanizmusai kozott fontos szerepet

jatszhatnak proteolitikus folyamatok is. Kimutattuk, hogy az occludin kapcsolddni képes az



itch nevii ubiquitin ligdzhoz, ezaltal ubiquitinilalodik és a proteoszomalis degradacio
szubsztratjava valhat.

Az adherens junction fehérjéinek valtozasa kevésbé volt erételjes. A cadherin
expresszidja kismertékben csokkent hipoxia/reoxigenacio, és DMNQ hatasara, mig a
catenin csalad (alfa, béta és gamma catenin) tagjainak mennyisege valtozatlan maradt. Ezzel
szemben a koimmunoprecipitacios vizsgélatok azt igazoljak, hogy a cadherin és béta-catenin
kdzotti kapcsolat sérul oxidativ stresz hatasara.

A junkcionalis fehérjék expresszidjanak csokkenése arra késztetett bennilinket, hogy
megvizsgaljuk a transzendotelidlis rezisztencia valtozasat hipoxia/reoxigenacié hatasara. A
transzendotelidlis rezisztencia a junkcionalis komplex integritdsdnak fontos paramétere. A
DMNQ kezelés a transzendotelialis rezisztencia gyors csokkenéséhez vezetett, értéke mar 10
perc utan a kiindulasi értek 50%-ra csokkent. Egy oOrés kezelés utan gyakorlatilag nem volt

transzendotelialis rezisztencia mérhetd.

A nikotin és poliaromas szénhidrogén szarmazékok szerepe a vér-agyi gat karosodasok
patomechanizmusaban

A dohanyzéas szamos olyan kézponti idegrendszeri megbetegedés kialakulasaban jatszik
szerepet, melyben a vér-agy gat is karosodik. Keveset tudnunk azonban a dohanyzas vér-agy
gatra kifejtett kozvetlen hatasarol.

Kiserleteink célja a dohanyfust fébb 6sszetevéinek agyi endotélsejtekre gyakorolt
hatdsanak vizsgalata volt. A vér-agy gat barrier funkcio ellatasa szempontjabol az
interendotelialis kapcsolatoknak van kiemelt jelentésége, igy a f6 junkcionalis fehérjék
expressziojat és sejten belili elhelyezkedésének valtozéasat tanulményoztuk primer patkany
agyi endotél sejttenyészeteken.

A sejteket 10 - 10" mol/dm? nikotinnal, 3x10”° mol/dm? 1-metilantracénnel (MA) vagy
fenantrénnel (Ph) kezeltlik. Az oxidativ stressz és nikotin 0sszegzett hatasanak vizsgalatara
10 mol/dm*® DMNQ jelenlétében alkalmaztuk a 10™ mol/dm? nikotin kezelést.

Western blot technikaval 24 6ras, 10 ~ mol/dm? nikotin kezelés hatasara az occludin,
Z0O-1 és cadherin csokkenését mutattuk ki. A fenantrén az occludin és claudin-5 detergens
szolubilis frakcioba valo redisztribdciojat okozta. Ez a fehérjék membranhoz valo
kotottségének csokkenésére utal. Egyik vizsgalt poliaromés szénhidrogén sem volt hatassal a
cadherin és ZO-1 fehérjékre.



A primer tenyészetek immunfluoreszcens festése alatamasztotta a nikotin ZO-1 és
cadherin fehérjékre gyakorolt hatasat. Nem talaltunk valtozast a sejtek tirozin-
foszforilaltsagéban, sem pedig a beta-catenin illetve a ZO-2 fehérjék festédésében.

A transzendotelialis ellenallast, ami a gatfunkcié megbizhaté méréje, nem befolyasolta
sem a nikotin sem pedig a poliaromas szénhidrogenek. Ugyanakkor viszont a 24 6ras nikotin
kezelés oxidativ stressz mellett az ellenallas jelentds csokkenését okozta.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a nikotin karositja az endothelsejtek kozti
kapcsolatokat és negativan befolyasolja a ver-agy gat miikodését. Ezt a karosito hatast tovabb
fokozza az oxidativ stressz.

2D elektroforézis segitségével kimutattuk, hogy a nikotin és a poliaromas
szénhidrogének szamos fehérje expresszidjat képes szabalyozni az agyi endotélsejtekben. A
2D elektroforézist koveté MALDI analizis segitsegével a nikotin altal indukalt fehérjek kdzott
jeltovabbito folyamatokban és stressz valaszban szerepet jatszd fehérjéket is sikerilt

azonositani.

Vérzéses shock

Irodalmi adatok utaltak arra, hogy a vérzéses shock szintén névelheti a vér-agy gat
permeabilitasat. Ezért kutatdsaink sordn megvizsgaltuk, hogy a haemorrhagias shock mikent
befolyasolja a vér-agy gat mikodését és integritasat. Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat
hasznaltunk, a haemorrhagias shock létrenozasahoz egy altalanosan elfogadott véreztetéses
modellt alkalmaztunk.

A vér-agy gat permeabilitas vizsgalataink azt mutattak, hogy a shock dekompenzalt
stddiumaban a vér-agy gat ateresztoképssége elsésorban a kis molekulasulyd anyagok
szamara né meg, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az agyi endotélsejtek kdzotti kapcsolatok
sérulnek. Ezért tovabbi vizsgalatainkat az interendotelialis kapcsolatokra, az igynevezett tight
junctionokra (TJ) és adherens junctionokra (AJ) 6szpontositottuk. Kisérleti allatokbdl izolalt
agyi kapillarisokbdl kimutattuk hogy a TJ egyik transzmembran fehérjéjének, az occludinnak
a mennyisege jelentésen csokken a shock soran, és ez a csokkenés kiilondsen a dekompenzalt
stadiumban erételjes. Ebben a folyamatban eredményeink alapjan a protein kindz C és a

MAPKIinazok jatszhatnak fontos szerepet.

Foszforilacio szerepe a junkcionalis komplexum mikodésének szabalyozasaban
Az interendothelialis kapcsolatok miikodését igen dsszetett regulacios mechanizmusok

szabalyozzak, amit jeleznek a junkcionalis komplexumba lokalizal6do jeltovabbité molekulak



is. A szabalyozas egyik fontos eleme a junkcionalis fehérjék foszforilacioja a szerin/threonin
illetve tirozin aminosavakon, ezért a protein kindzok és foszfatdzok vizsgalata kiemelked6
jelentéségii lehet az interendothelialis kapcsolatok mitkddésének megértésében

Kiserleteink soran megallapitottuk, hogy a fenilarzén oxid (PAO), ami a tirozin
foszfatazok specifikus gatldszere, erds tirozin foszforilaciot okozott az 50-110 kDa-0s
tartomanyban levo fehérjéken, és a foszforilacié a Triton X-100 inszolubilis frakciéban volt
kifejezett. A patkany agyi endotélsejtek PAO-val tortént kezelése az interendothelialis
junkciok ket transzmembran fehérjéje, az occludin és a cadherin expresszidjanak
csokkenéséhez vezetett, tovabba a ZO-2, az alfa- és béta-cateninek redisztriblciojat okozta a
Triton X-100 inszolubilis celluléris frakcidba. Immunfluoreszcens vizsgalataink valtozasokat
mutattak ki a junkcionalis fehérjék elhelyezkedésében is. A claudin-5 esetében a tight
junction feherjékre jellemzo6 folytonos membran fest6dés szétszakadozott, a béta-catenin es a
Z0O-2 eseteben pedig teljesen megsziint. A protein foszfatdz 1 és 2A okadasavval tortént
gatlasa szintugy az occludin mennyiségének csokkenését okozta agyi endothélsejtekben amit
a Z0-2 keveshé kifejezett redisztribucidja kisért. Ennek megfeleléen immunfluoreszcens
vizsgalataink soran azt taldltuk, hogy az occludin festédése a sejtmembranban teljesen
elttinik, mig a ZO-2 és a claudin-5 esetében szakadozotta valik. A barrier funkcidk vizsgalata
sorén a transzendotelidlis rezisztencia (TER) csokkenését figyeltik meg ugy okadasav mint
PAO hatasara. Az agyi endotélsejteken kapott eredményeink altalanossagat igazolja, hogy
hasonlo eredmenyeket kaptuk epithélsejteken is. Immunfluoreszcens vizsgalataink azt
mutattak, hogy a fokozot tirozin foszforilacio a membranban a legkifejezettebb.

Eredményeink alapjan Gagy gondoljuk, hogy a szerin/treonin és/vagy tirozin
foszforilacié-fuggé mechanizmusok direkt vagy indirekt modon befolyasolhatjak a
junkcionalis fehérjék funkcidjat, aminek jelentés hatasa lehet az agyi endothélsejtek barrier

tulajdonsagaira.

A beta-catenin szerepe a vér-agy gat hiperozmotikus megnyitasanak mechanizmusaban

A veér-agy gat egyik legfontosabb funkcioja, hogy relativ impermeabilitasa réven
megakadalyozza kilénb6z6 karos anyagoknak a kdzponti idegrendszerbe vald bejutésat.
Azonban épp ez az impermeabilitds akadalyozza meg azt is, hogy kilénb6zé gyogyszerek
terapias koncentracidban jussanak az agyba.

A hiperozmotikus koncentraciéban adagolt mannitol, amely egy sejt impermeabilis,
nem toxikus cukor, alkalmasnak tiinik a ver-agy gat reverzibilis megnyitasara. A sikeres

Klinikai kisérletek ellenére e jelenség molekularis hattere még nagyrészt ismeretlen. Mivel



a barrier funkcidk ellatasaban az interendotelialis kapcsolatoknak a tight junction-oknak és
adherens junkcion-oknak kiemelt szerepik van, ezért elsésorban ezeknek a fehérjéknek a
valtozasait vizsgaltuk. Ugyanakkor kerestik azokat a jeltovabbitdé mechanizmusokat,
amelyek a vér-agy gat reverzibilis megnyitasat szabalyozzak.

Kiserleteinkhez patkany agyi endotélsejteket hasznaltunk, amelyeket Kklinikailag
relevans koncentracioju (10-20%) mannitollal kezeltink 10-30 percig. Mannitol hatasara
gyorsan csokkent a transzendotelidlis ellendllds, ami a junkciondlis integritas egyik
megbizhatd fokméréje. A mannitol erételjes tirozin foszforilaciot indukalt az agyi
endotélsejtekben, ami elsésorban az 50-190 kDa kozotti fehérjéket érintette. A
koncentracid fuggé foszforilacio igen gyorsan kdvetkezett be, és a mannitol eltavolitisa
utdn egy oOraval a tirozin foszforilacio visszatért a kontroll szintre. A tirozin
foszforilacioval parhuzamosan az ERK1/2 reverzibilis aktivaldédasat is megfigyeltik. Az
ERK1/2 aktivalodasat jelz6 ERK1/2 foszforilacio mar 10 perccel a mannitol eltavolitasa
utdn megszint.

A tirozin foszforilaciot szabalyoz6 mechanizmusok vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy az Src kinaz inhibitor PP-1 képes megakadalyozni a fehérjék foszforilacidjat, mig az
ERK1/2 inhibitor U0126-nak, a Rho kindz inhibitor Y27632-nek, az L-tipusu kalcium
csatorna blokkol6 verapamilnak és EDTA-nak nincs gatlo hatésa.

A tirozin foszforilacio célfehérjéi kozott anti foszfotirozin ellenanyaggal tortént
immunprecipitacio segitségevel sikerilt azonositanunk a beta-catenint és ZO-1-et, amelyek
fontos szerepet jatszanak az agyi endotélsejtek 0Osszekapcsolasaban, és igy a gat
kialakulasaban. Szubcelluléaris frakcionalas illetve immunfluoreszcencias vizsgalatok
alkalmazasaval kimutattuk, hogy a beta-catenin tirozin foszforilacioja e fehérje
intracellularis redisztribuciojat okozza, mig koimmunoprecipitacios vizsgalataink pedig a
cadherinnel illetve alfa-cateninnel valé kapcsolatanak felszakadasat bizonyitottak. A beta-
catenin foszforil&cidjat az Src kindz inhibitor PP-1-el sikerilt gatolni, mig az ERK1/2
inhibitor U0126, a Rho kinaz inhibitor Y27632, az L-tipust kalcium csatorna blokkol6
verapamil és EDTA-nak hatastalan volt.. Eredményeink azt igazoljak, hogy a beta-catenin
Src kindz medialta tirozin foszforilacioja fontos szerepet jatszik a mannitol altal indukalt

reverzibilis vér-agy gat megnyilasban.

A ZO2 szerepe a szignéltranszdukcidban
Junkcionalis fehérjékkel végzett vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy a ZO2 tight

junction fehérje képes a magba vandorolni. Megallapitottuk, hogy a ZO2 rendelkezik



nuklearis lokalizacios szignalokkal (NLS) és a magban kolokalizalodik, illetve kapcsolddni
képes a SAF-B nevii fehérjével. Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a 202
fontos szerepet jatszhat az epitélsejtek illetve endotélsejtek jeltovabbit6é folyamataiban.
Kutatasaink sordn kimutattuk, hogy a kozponti idegrendszeri megbetegedésekhez
tarsuld vér-agy gat karosodasok kialakulasaban az interendothelialis junkciok fontos szerepet
jatszhatnak. Tovabba kimutattuk, hogy patologids korilmények kozott az agyi
endothélsejtekben szamos olyan jeltovabbité utvonal aktivalddik, amelyek szerepet jatszanak
a junkciondlis komplexum szabalyozésaban. Ezek a jeltovabbité Utvonalak () terapias

stratégidk célpontjai lehetnek.



