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1. BEVEZETES

1.1. A vér-agy gét attekintése és modellezése

A vér-agy gat az agyi hajszalerek funkciondlis egysége. Anatoémiai alapjat az
endotélsejtek képezik, melyek dinamikus kélcsonhatéasban &llnak a kdrnyezd sejtekkel: az
asztrocitékkal, a pericitikkal, a perivaszkuléris mikroglidkkal és a neuronokkal. A sejtek
kozotti kolesonhatas felelds az endotélsejtek egyedi fenotipusanak kialakuldsaért, beleértve a
morfolégiai, a metabolikus és az enzimatikus gatakat, valamint a receptorok, transzporterek, és
efflux pumpak egyedi mintazatat. A vér-agy gat legfontosabb feladata az idegi miikodéshez
szilkséges homeosztazis megteremtése, az agy tapanyagokkal valé ellatdasa, és a karos
anyagoktdl val6 védelme.

A Vér-agygat alapvetd tulajdonsaga a szoros paracellularis gat, melyet az adherens
(adherens junction; AJ) és szoros kapcsolatok (tight junction; TJ) szabalyoznak. A TJ-6k
megakadalyozzak, hogy a hidrofil molekulak, ionok és a viz szabadon bearamoljon a kézponti
idegrendszerbe. A TJ-6ket multiprotein komplexek alkotjak, melyek a lipidraftokban integrans
és veliik kapcsolodd citoplazmatikus fehérjékbdl épiilnek fel. Ilyen kapcsoloédo fehérjék a
zonula okkludens (ZO) és a B-katenin. A ZO fehérjék az okkludinokkal, a klaudinokkal és
egyéb junkciondlis adhéziés molekulakkal &llnak kapcsolatban. A p-katenin felelds a
kadherinek citoszkeleletalis fehérjéhez, az aktinhoz valé kapcsolddasaért. A fiziolGgiai gat
tovabbi fontos eleme az endotélialis fenesztracid hianya, valamint a pinocitotikus vezikulak
alacsony szdma. Az agy hajszalereinek transzendotélidlis elektromos ellenédllasa a sejtek
kozotti kapcsolatok szorossagat mutatja, amely in vivo meghaladja az 1000 Qxcm?-t.

Az agyi endotélsejteken a receptorok, a transzportek és enzimek polarizéltan
helyezkednek el. Az endotélsejtek a neuronok taplalékkal val6 ellatésdhoz szdmos
transzportert expresszalnak a gliikdz, az aminosavak és a nukleozidok széméara. A
kdzponti idegrendszer védelmére olyan xenobiotikum efflux pumpéakkal rendelkeznek,
mint a P-glikoprotein vagy a multidrog rezisztencia proteinek.

A vér-agy gat sejtes modelljei igen hasznosnak bizonyulnak az alapkutatasban valamint
a kozponti idegrendszerre hatd gyogyszerek atjutdsanak tesztelésében. Ezeknek a sejtes
modelleknek rendelkezniiik kell az altalanos endotélidlis és a specifikus vér-agy gat
tulajdonsagokkal. Ezen talmenden egy idealis in vitro modellnek kénnyen hasznalhaténak,
reprodukalhaténak, koltséghatékonynak és kutatasi valamint gyogyszerfejlesztési célokra is
alkalmazhatdnak kell lennie.

1.2. A vér-agy gét patoldgias korulmények kozott

Az agyi endotélsejetek patologids koriilmények kozotti védd szerepét a szakirodalom
egyre inkabb hangsulyozza. A legfrissebb klinikai adatok ramutattak, hogy a vaszkularis
véltozasoknak fontos szerepe van az Alzheimer-kor korai patogenezisében. Az Alzheimer-
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kor jellemzdje a perivaszkularis és parenchimalis amiloid-B peptid lerakédasok. A
amely a bazalis membranfehérjék és az AP perivaszkuldris lerakddasahoz valamint
csokkent vérellatdshoz vezet. A hipoperfuzio kovetkeztében az efflux pumpak miikodési
zavara, metabolikus anyagcseretermékek felhalmozodasa és megvaltozott pH és elektrolit
haztartas figyelheté meg, amely neuronalis diszfunkcidhoz vezet.

Kisérleteink sordn az Alzheimer korral 6sszefiiggésben allo két patoldgids faktor a
metilglioxal és az amyloid-p 1-42 peptidet (AB,,) vizsgaltuk. A metilglioxal amellett, hogy
a sejtekben oxidativ és karbonil stresszt indukal, elGsegiti az AB-aggregéaciojat.

1.3. A vér-agy gat, mint terapiés célpont

A vér-agy gat szerepét az agy védelmében, mind fizioldgias, mind pedig patoldgias
koérulmények kdzott szdmos tanulmény igazolja. Ennek kdvetkeztében megsokszorozddott
azoknak a kutatasoknak a szama, melyek kOzéppontjaban a vér-agy gat védelme all. A
potencialisan agyi endotélsejteket védé molekulaknak népes csoportja ismert. Kisérleteink
soran, olyan gyulladdscsokkentd molekuldkat teszteltiink, melyek hatékonysagat mas
sejttipusokon klinikai kutatdsok igazoljak. A harom tesztelt molekula koziil kettdt, a
pentozan poliszulfatot (PPS) és az edaravont mas betegségek gyogyitasaban mar sikeresen
alkalmazzak, mig a dokozahexaén sav (DHA) taplalék-kiegészit6ként kdzismert.

1.4. Célkitiizések

Kutatasaink soran a ABs, és metilglioxal karos hatasainak kivédése céljabol
vizsgaltunk védbanyagokat in vitro vér-agy gat modelljeink segitségével. A tesztelt
anyagok, a PPS, a DHA és az edaravon kivalasztdsa a csoport kordbbi eredményein
valamint irodalmi adatokon alapult.

Kisérleteink sordn a kovetkez6 célokat tliztik ki:

1. az AP, a vér-agy gat tulajdonsagaira és morfoldgidjara gyakorolt hatdsainak,
valamint ezek mechanizmusainak felderitése in vitro sejtes ko-kultdra
modellek segitségével

2. aPPSaz AB,,-vel szembeni véddhatasanak tesztelése vér-agy gat modellen
a DHA Apg,-vel szembeni védéhatasanak felderitése agyi endotélsejteken

4. ametilglioxal vér-agy gatra gyakorolt hatdsanak vizsgalata
human agyi endotélsejt-rétegen

5. azedaravon metilglioxallal szembeni védéhatdsanak
vér-agy gat specifikus felderitése



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Peptidek

Az APgo-t, az izoAP4,-t és az azonos aminosavakbol random szintetizalt peptideket a
Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetében szintetizalta Prof. Penke Botond
munkacsoportja. A feloldott AB4, peptid mintdban globulomereket, lancszerii és gytiriis, de
sosem klasszikus protofibrillumokat figyeltink meg. Az izoAB.,, fizioldgias kérilmények (37
°C, pH 7.4) kozott in situ oligomereket formalt. A 15 uM koncentracidban alkalmazott
oligomerek in vitro 24 6réas inkubécio alatt lassan aggregalddtak.

2.2. Sejttenyészetek

Kisérleteinkhez primer patkany agyi endotélsejtek kettos s harmas sejtkultirait valamint
human agyi endotél sejtvonalat hCMEC/D3 (passzasz szam < 35) hasznaltunk (1. abra). A
primer sejtkultirédk készitése tobb kozleménylinkben is leirt protokoll szerint tortént. Az
endotélsejt tenyészetek elballitasahoz agyi kapillarisokat izolaltunk két hetes Wistar patkany
agyakbdl, melyeket 1V-es tipust kollagénnel és fibrinektinnel bevont sejttenyésztd inzertekre
szélesztettink. A szintén agyi hajszalerekbdl nyert periciték izolaldsat mas sejttenyésztési
kortilmények alkalmazasa tette lehet6vé. A gliasejteket Ujsziilott patkany agyakbol nyertik. A
vér-agy gat specifikus tulajdonsagok indukaldsa céljabol, az endotélsejtek a gliasejtekkel és
pericitdkkal tartottuk ko-kultirdban. A modellek Osszedllitasanal az endotélsejteket a
sejttenyésztd inzertek felsé, a modell luminalis felszinére helyeztiik. A gliasejteket a 12-lyukd
tenyészté edényekben novesztettik. A pericitdkat a membranok alsé, a modell abluminalis
felszinére helyeztiik. Az endotélsejt tenyészetek egy hét alatt konfluenssé, azaz kisérleteinkre
alkalmassa valtak.

endotélsejtek
pericitak

asztroglidk

1. &bra. In vitro vér-agy gat modellek: monokultarak, kettds és harmas sejtkulturak

2.3. A sejttenyészetek kezelése

Az ABs, peptideket 0-200 pg/ml (0-45 puM), az izoAPgh-t 0-30 uM (0-135 pg/ml)
koncentracidban teszteltik. A metilglioxallal valé kezelés 100-1000 uM Kkoncentrécio
tartomanyban tértént. A PPS vizsgalt koncentracidja 1.6 és 166.6 uM (1 - 100 ug/ml) kdzott
volt. A DHA torzsoldatat (300 mM) etanolban készitettilk, mig a tovabbi higitasok (1-300 pM)
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sejttenyésztd médiumban torténtek. Az edaravont 600-3000 uM kozott alkalmaztuk. Az
aminoguanidin, kdzismert antiglikacios szer 600-2000 uM koncentracidban pozitiv kontrolként
szolgalt a metilglioxallal szemben.

2.4. Eletképességi és toxicitasi vizsgalatok

Kiilonboz6 modszereket alkalmaztunk parhuzamosan a kezelések toxikussaganak
meghatérozésara, ugymint az MTT festék konverzids tesztet, a laktét dehidrogendz (LDH)
felszabadulasi tesztet, valamint az impedancia méréssel torténé valds idejii sejtanalizist
(RTCA-SP). Az eclosejtek a sarga 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromidot
(MTT) lila oldhatatlan kristalyokkéd képesek alakitani. A kezelések kovetkeztében a festék
atalakitasaban lathatd csokkenés sejtkarosodasra utal. A kontroll csoportot 100%-0s
életképességilinek tekintettiik. A sejtmembran karosodas indikatora az LDH felszabadulésa,
melyet a sejtkultirédk tépfolyadékabol elére gyartott kit (Cytotoxicity detection kit LDH)
segitségével hataroztunk meg. A sejtpusztulds mértékét a Triton X-100 (10 mg/ml) detergenssel
kezelt minta alapjan szazalékban fejeztiik ki. Az RTCA-SP (ACEA Biosciences) kiilonb6z6
sejttenyészetek biologiai allapotdnak jelzéanyag nélkiili, valosidejii nyomon kovetésére
alkalmas miiszer. A modszer nagy elonye, hogy nem invaziv. A sejtek monitorozasa fiziologias
kdrulmények kozott, elektromos impedancia mérés segitségével torténik. A sejtindex ebbdl az
impedanciabdl - az (R,-Rp)/15 képlettel - meghatarozott mérészam. R, a sejteket még nem
tartalmazd, az R, pedig a sejtekkel bendvesztett minta impedancija. A modszert hatékonyan
alkalmazzak a sejtek letapadasanak, novekedésének, életképességének és a kezelések
toxicitasanak meghatarozasara.

2.5. A sejtmorfoldgia vizsgalata

faziskontraszt, elektron és holografikus faziskontraszt mikroszkdpok segitségével vizsgaltuk.
Az elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a sejteket a kezelést kovetéen mostuk, fixaltuk, majd
OsO4-el posztfixaltuk és dehidrataltuk. Végiil a sejttenyészté inzertek membranjat
eltavolitottuk és Taab 812-be 4agyaztuk. A polimerizaciot kovetéen ultratinmikrotémmal
metszettik, és Hitachi 7100 transzmisszids elektronmikroszkoppal vizsgéltuk. A digitélis
holografikus képeket Holo-Monitor M3 miiszer (Phiab) segitségével készitettiik. Ehhez a
vizsgélathoz az endotélsejteket kollagénnel bevont boroszilikdt Uveg alju edényekben
tenyésztettiik. A sejtmorfolégiat Holostudio 2.4 szoftverrel vizsgaltuk.

2.6. A permeabilitas vizsgalata
A transzendotélialis elektromos ellenallas (TEER) a sejtek kozotti TJ-6k szorossagat
mutatja, melyet EVOM ellenallasmérével mértink. Az endotélsejt-réteg felszinének tiikrében,



Qxcm?-ben adtuk meg. A sejtek kozotti ateresztdképesség mértékének meghatdrozasara
fluoreszceint (376 Da) illetve fluoreszceinnel jeldlt dextrant (4.4 kDa) hasznaltunk. A sejteken
keresztlli transzcellularis &tjutast albuminhoz kotott Evans kék festékkel (EBA, 67kDa)
lyukaiban (abluminalis kompartment) 1évé oldatokbdl hataroztuk meg, melyekbdl
transzendotélidlis permeabilitasi egyutthatét (Pe), vagy permeabilitasi egyutthatot (Papp)
szamoltunk.

2.7. Immunohisztokémia

Z0-1, okkludin és klaudin-5 TJ fehérjékre festettiik. A human hCMEC/D3 sejtvonal B-katenin
és klaudin-5 fehérjéit vizsgaltuk. A festéseket NikonEclipse TE2000 fluoreszcens
mikroszkoppal, Olympus Fluoview FV1000 vagy Leica SP5 konfokalis péasztdzo lézer
mikroszkopokkal tettiik 1athatova.

2.8. A reaktiv szabad oxigéngyokdk mérése

A szabadgyokok (ROS) fluorometrids detektélaséra klorometil-dikloro-dihidro-
fluoreszcein-diacetat (DCFDA) probéat alkalmaztunk. Az indikétor difflzidval a sejtekbe jut, és
a sejten bellli észterazok segitségével deacetilalddik. A reaktiv oxigéngyokok hatésara a
DCFDA oxidalodik és fluoreszcenssé valik. A floureszenciat Fluostar Optima fluorescent plate
readerrel 485 nm gerjesztési and 520 nm elnyelési hullamhosszon mértiik. A fluoreszencia
mértékét a kontroll csoport szazalékéban fejeztik ki az 1 6ras DCFDA indikatorral val6
inkubéci6 utéan.

2.9. A P-glikoprotein aktivitasanak meghatarozasa
hataroztuk meg. A kezelések utdn az endotélréteget 10 pM rhodamine 123-mal inkubaltuk
1 6ran keresztil 37 °C-on. A rhodamine 123 mennyiségét fluoreszcens plate readerrel
(excitacid: 485 nm, emisszi6: 538 nm) hataroztuk meg.

2.10. A fehérje modositads meghatérozasa

A borju szérum albumint (BSA; 50 mg/ml) foszfat pufferben oldva metilglioxal (2 mM) és
a véddéanyagok jelenlétében inkubaltuk steril kérilmények kozétt 7 napig sététben 37 °C-on,
pH 7.4-en. Az inkubAcids id6 letelte utan a modositott aminosavak mennyiségét fluoreszcencia
mérésével hataroztuk meg (gerjesztés: 360 nm, emisszié: 460 nm).



2.11. Statisztikai analizis

Minden adatot atlag + SD vagy SEM értékként adtunk meg. Az adatsorokon variancia
analizist (ANOVA) kovetéen Dunnett illetve Bonferonni posthoc statisztikai teszteket
végeztiink a Graphpad Prism 5.0 program (GraphPad Software) segitségével. A p<0.05
értékeket tekintettik statisztikailag szignifikdnsnak. Minden kisérletet legaldbb héaromszor
megismételtlink és a parhuzamos mintak szama 3-16 volt kisérletenként.

3. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK
3.1 A patologias faktorok hatasa az agyi endotélsejtekre

3.1.1. Az amiloid-p 1-42 peptidek hatasa a vér-agy gatra

Kisérleteinkben az AB,, (25 uM, 24h) drasztikusan megvaltoztatta a patkany primer agyi
endotélsejtek ultrastrukturajat. Az elektron- és féaziskontraszt mikroszkopos képeken
citoplazmatikus vakuolizaciot, a mitokondriumok és a sejteket Osszek6té TJ-0k kéarosodasat
figyeltik meg. Ezeket a véltozasokat el6ttink az irodalomban még nem irtdk le. A toxikus
hatést az életképességi vizsgalatokban is megfigyelhettik: csdkkent az MTT festék redukcidja
és megemelkedett az LDH felszabaduldsa, ami metabolikus valtozasokra, valamint a
plazmamembrén karosodéasara utal. Ezzel parhuzamosan a kezelés hatasira nétt a ROS
termel6édés és csokkent az P-gp efflux pumpa aktivitas az endotélsejtekben (2A. abra).

Az AP4, agyi endotélsejtek gat tulajdonsagaira gyakorolt hatasat tébb szempontbdl is
vizsgaltuk. A peptid-kezelés csokkentette a rezisztenciat, és fokozta mind a fluoreszcein, mind
az albumin &tjutésdt az agyi endotélsejt-rétegeken. Tovabba az AP4, hatdséra a kordbban
egyenletes festddés a sejthatarokon megtort vagy teljesen el is tiint az okkludin, a klaudin-5 és a
Z0-1 esetében (2A. abra).

Aggregécios valamint idegsejteken végzett kisérletek arra engednek kévetkeztetni, hogy a
metilglioxal hozzajarul az AB karos hatasahoz. A metilglioxal (600 uM) és az AB (10 pM, 24h)
kezelés hatasat, azonban még nem vizsgaltak endotélsejteken. Kisérleteink soran kimutattuk,
hogy a két anyaggal valo egylttes kezelés hatdsara az izoAB,, toxikussdga még kifejezettebbé
valik. Ezek az eredmények tovabb erdsitik a metilglioxal és az Alzheimer-kor kozotti
kapcsolatot.

3.1.2. A metilglioxal hatasa human agyi endotélsejteken

Eredményeink alatamasztjak, hogy a metilglioxal dGnmagéban is kdzvetlen karos hatassal
van az agyi endotélsejtekre (3A. &bra). A metilglioxal idé- és koncentracid-fiiggé modon
csokkentette a human endotélsejtek életképességét, szignifikdnsan megndvelte a sejtréteg
permeabilitasdt és drdmai modon megvéltoztatta a sejtek alakjat. A jelen tanulméany az
egyetlen, amely a metilglioxal toxicitasanak kinetikajat vizsgalja valos idejli impedancia mérés
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segitségével. A metilglioxdl karos hatasat nem csak karbonil, hanem oxidativ stresszen
keresztiil is kifejti. Kisérleteinkkel megerdsitettilk, hogy a metilglioxal (600 uM) oxidativ
stresszt indukal az agyi endotélsejtekben. A ROS felszabadulés kinetikaja segitségiinkre volt a
protekcids kisérletek optimalis idépontjanak meghatarozasaban: a 4 6ras kezelési id6tartamot
ennek megfelelden valasztottuk ki.

A toxicitasi vizsgalatokkal @sszhangban a metilglioxallal valo kezelés jelentésen
csokkentette az agyi endotélsejt-réteg gat tulajdonsagait, megndvelte a FITC-dextran és az
albumin &tjutdsat. A hatds koncentracio-fliggé volt, melynek soran a metilglioxal magasabb
koncentracidi okoztak a legjelentdsebb karosodast. A funkcionalis permeabilitasi adatok mellett
immunhisztokémia segitségével megvizsgaltuk a metilglioxal hatdsat a sejteket Gsszekotd
kapcsolatok fehéréjire, a B-kateninre és a klaudin-5-re. A kezelés hatasara a festés dramai
maodon megvaltozott: az endotélsejtek egybefliggd rétege felszakadozott, a sejtek kozott lyukak
jelentek meg. A fehérjék immunfest6désének intenzitasa a sejthatarokon lecsokkent. A
B - katenin és a klaudin-5 mintdzatinak megvaltozdsa szdmos betegségben kothetd a
megndvekedett permeabilitashoz. Els6ként irtuk le a B-katenin fest6dés valtozasat metilglioxal
kezelés hatasara, ezzel is erésitve a P-katenin szerepét a vér-agy gat permeabilitdsanak
szabalyozéasaban. Tovabba a metilglioxal drasztikusan megvaltoztatta az endotélsejtek alakjat: a
sejtek teriilete csokkent, mig a sejtek optikai vastagsaga nétt, ami sejtek egymas és a bazalis
membran kozotti kapcsolatainak lazulasara utal. Ezeknek a kapcsolatoknak a szorossaga
nélkilozhetetlen a vér-agy gat integritasanak és alacsony permeabilitdsanak fenntartasa
szempontjabol.

3.2. A vér-agy gat védelme

Az agyi endotélsejtek elégtelen mitkodése hozzajarul, az Alzheimer-kor lefolyasahoz.
Ennek kovetkeztében a neuronok mellett az endotélsejtek is terapias célpontnak szamitanak a
kozponti idegrendszeri és szisztémas elvaltozasokban. A metilglioxal okozta endotélialis
karosodas kivédése a legujabb tanulméanyok kdzéppontjaban all.

3.2.1. A pentozan poliszulfat védé hatésa

A PPS (100 pg/ml, 24h) sikeresen csokkentette az AB,, (25 uM) toxikus hatésat az agyi
endotélsejteken, emellett az endotélidlis gat integritast kérosito hatéssal szemben is szignifikans
maddon védett. A PPS 6nmagéaban nem befolyasolta az endotélsejtek vér-agy gat tulajdonsagait:
sem a TEER-re, sem a permeabilitasra, sem pedig a sejtmorfolégiara nem volt hatassal. Mivel a
PPS nem jut at a vér-agy gaton, igy védé hatasat feltételezhetGen az endotélsejteken fejti ki.
Atomerd mikroszkopos vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a pentozan kozvetlen maddon
megvéltoztatja az AB-aggregatumok méretét, szamat és kitapadasat. A PPS védé hatésa
valdszintisithetéen  kiilonboz6 mechanizmusokon keresztiil érvénysiil: ezek némelyike



celluléris, mig masok az AB-val val6 kolcsonhatason alapulnak (2B. &bra). Eredményeink
alatamasztjak a pentozan kettés hatasat valamint endotélt védé tulajdonsagat.

3.2.2. A dokozahexaén sav védé hatasa

Eredményeinkkel elséként bizonyitottuk, hogy a DHA nem csak neuronokat, de a vér-agy
gat endotélsejtjeit is képes megvédeni az AP, peptidek karos hatasaival szemben (2B. abra). A
DHA (30 uM, 24h) kezelés szignifikdnsan csokkentette az izoABs, (15 puM) toxicitasat,
emellett a vér-agy gat integritdsat karositd hatassal szemben is szignifikdns modon védett. A
DHA sikeresen gatolta a izoAP4, hatésara bekovetkezett P-gp aktivitds csokkenését. Mivel a
P-gp miikodése érintett az Alzheimer-kdrban, ezért eredményeink alatdmasztjdk a DHA
terapids felhasznalasanak lehetdségeét.

A B

PPS/DHA

2. dbra Az amiloid-p 1-42 és a pentozan, illetve a dokozahexaén sav hatasa az agyi endotélsejtekre.
Roviditések: AB: amyloid-B 1-42 fehérje; DHA: dokozahexaén sav; P-gp: P-glikoprotein; PPS: pentozan
poliszulfat; RAGE: AGE receptora; ROS: reactiv szabadgyokok; ZO-1: zonula okkludens fehérje-1.

Az Alzheimer-kérban az AB,, felhalmozodasa ROS termelddését indukalja, ami a lipid
raftok peroxidacidjahoz vezet. A citotoxicitashoz és a vér-agy gat diszfunkciokhoz hasonléan a
DHA a ROS-felszabadulast is meg tudta gatolni, valamint csdkkentette A4, és a metilglioxal
kombinalt hatasat. Teljes védelmet azonban nem nyujtott. Ezek a megfigyelések arra engednek
kovetkeztetni, hogy a DHA hozzajarul az agy antioxidans védelméhez, ebbe beleértve a vér-agy
gatat is. Az antioxidans védelem torténhet kozvetlenil a ROS gatlasan keresztill, vagy az
antioxidans enzimek indukci6janak segitségével. Eredményeink alapjan a DHA igéretes



molekula lehet a vér-agy gat elégtelen miikodésének kivédésére, habar a karbonil stressz
kivédéséhez mas anyagokra, mint példaul az edaravonra is szilkség lehet.

3.2.3. Az edaravon védé hatasa

Az edaravon teljes védelmet nyujtott a metilglioxal toxikus hatésa ellen (Fig. 3B). Az
impedancia mérés eredményei alapjan koncentracio és idofiiggd hatast tudtunk megallapitani.
A sejtek egyidejii kezelése edaravonnal (3 mM, 4h) és metilglioxallal (600 uM) visszadllitotta
az életképességet és a gat szorossagat. Elséként bizonyitottuk, hogy az edaravon nem csak a
vér-agy gat endotélsejtjeinek életképességét, hanem a sejtréteg alacsony permeabilitasat és
miikodését is képes megvédeni a metilglioxal kéarositdo hatasaval szemben. A metilglioxallal
valo kezelés nem csak az endotélsejt-réteg permeabilitasat, hanem a sejtkapcsold fehérjék
elrendez6dését is megvaltoztatta. Edaravon jelenlétében azonban a mind a klaudin-5 , mind
pedig a B-katenin festédése visszarendez6dott a sejthatarokra. Az edaravon-kezelés 6nmagaban
is novelte az endotélialis gat szorossagat, impedanciajat és a sejtek metabolikus aktivitasat.

A MG B Edaravone

AGE €——MG

© _complex

B

3. dbra A metilglioxal és az edaravone hatdsa az agyi endotélsejtekre. Roviditések: AGE: glikacios
végtermékek; ECM: extracellularis métrix; MG: metilglioxal; RAGE: AGE receptora; ROS: reactiv
szabadgy6kok; ZO-1: zonula okkludens fehérje-1.

Az edaravont Japanban mar sikeresen alkalmazzak, az ischemias stroke utani
neurorehabilitacidban antioxidans szerként. Antioxidans hatasat kisérleteink soran is
megmutatkozott. Emellett az edaravon megakadalyozta BSA fehérjéinek mddositasat is, igy a
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fehérje modositas soran képzédé ROS mennyiségét is hatékonyan csokkentette. Eredményeink
megerGsitik az edaravon vér-agy gatat védo hatasat.

3.3. Kdvetkeztetések

A idegrendszeri betegségek novekvOd szama kovetkeztében egyre tobb kozponti
idegrendszeri hatast gyogyszerjeldlt molekula, kiilondsen biomolekula, all fejlesztés alatt. A
gyogyszerek teszteléséhez megbizhaté vér-agy gat modellre van sziikség, amely a
fizioldgiasnak megfeleld felépitésii s az in vivo vér-agy gat tulajdonsagokkal is rendelkezik. A
kisérleteink soran alkalmazott primer vér-agy gat modellek szintén tartalmazzdk a
neurovaszkularis egység elemeit, a gliasejteket és pericitékat. Mivel a vér-agy gat transzporterei
és farmakokinetikei tulajdonsagai fajonként kiilénbdzhetnek, ezért a human modellek értékes és
fontos kutatasi eszkdznek tekinthetéek. Ezért kisérleteink soran mi is alkalmaztunk human agyi
endotélsejt-vonalat (\CMEC/D3). A modell megbizhatdsagat primer sejttenyészeteken végzett
vizsgalatokkal tamasztottuk ala, melyen hasonl6 eredményeket kaptunk.

A vér-agy gat modell lehet6vé tette szamunkra, hogy olyan patologias faktorok hatasat
teszteljuk, mint az AB,, és a metilglioxal, melyek szerepet jatszanak az Alzheimer-korban.
Eredményeink alatdmasztjak az amiloid peptidek és a metilglioxdl agyi endotélsejtekre
gyakorolt karos hatasat, valamint tovabb erdsitik a kapcsolatot az Alzheimer-kdr és a karbonil
stressz kozott. A két toxikus anyag tesztelése soran, az agyi endotélsejtekben az oxidativ stressz
volt a kozos utvonal, hasonléan mas sejtkultirakon tett megfigyelésekhez. A vér-agy gat
terapias célpontnak mindsiil az Alzheimer-kdrban, aminek kovetkeztében a gyulladasgatlo
molekuldk lehetséges védBanyagként szerepelnek. Az Alzheimer-kér megel6zése preventiv
stratégiakkal, mint a diéta és az életmdd, egyre elfogadottabb. A DHA potencialis védéanyag
lehet az AB,, okozta karosodéasok kivédésére a neurovaszkularis egység sejtjein. Eredményeink
alapjan a DHA véd6hatasat nem csak neuronokon, hanem a vér-agy gaton és annak miikodésén
is kifejti. Ez a hatés jotékony lehet az Alzheimer-kdr megel6zésére. A pentozan és az ederavon
két Uj tipust gyogyszer lehet, melyek megvédik az agyi endotélsejteket olyan patol6gias
faktoroktél, mint az AP vagy a karbonil stressz. A gyoégyszereknek indikacidjanak a
kiterjesztése hozzajarulhat a vér-agy gat funkciok, az agyi homeosztazis és az idegsejtek
pusztulasanak kivédéséhez az Alzheimer-kérban.

Eredmények igazoltdk a DHA, a PPS és az edaravon endotélidlis gat-véd6 hatasat
tenyésztett agyi endotélsejteken. Adataink hozzdjarulhatnak olyan betegségek és

és az Alzheimer-korral.
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4. OSSZEFOGLALAS

A vér-agy gat endotélsejtjeinek védelmi funkcidjat patologias koriilmények kozétt egyre
inkabb hangsilyozza az irodalom. Kisérleteink soran az amiloid-f3 1-42 (ABa,) és a metilglioxal
hatdsat vizsgaltuk. Ezek a faktorok kiemelked6 fontossaglak az Alzheimer-kdér és a karbonil
stressz patogenezisében. Az Alzheimer-kor jellemzdje a perivaszkularis és a parenchimalis AB-
lerakddasok. Az AB-aggregatumok képzOdését olyan karbonil komponensek segitik el6, mint a
metilglioxdl. A potencialis védéanyagok tanulmanyozasara primer patkany és human
(hCMEC/D3) vér-agy gat modelleket hasznaltunk. A kezelések hatdsdt a sejtek
életképességeire és gat-funkcidira vizsgaltuk. Az APy, és a metilglioxal koncentracié és
id6fiiggd modon csokkentette a sejtek életképességét, valamint drasztikusan megvaltoztatta a
sejtek alakjat. Az ApPs-vel kezelt endotélsejtekben citoplazmatikus vakuolizaciokat, a
sejtorganellumok és a szoros kapcsolatok szerkezetének megvaltozasat figyeltuk meg. A
metilglioxal-kezelés az endotélsejtek felvalasat valtotta ki. Tovabbi elégtelen gat-miikddés volt
megfigyelhet6 a csokkent rezisztencidban, valamint a megemelkedett para- és transzcellularis
permeabilitasban. A reaktiv szabadgyokok felszabadulasa is megemelkedett a patoldgias
faktorok hatasara. A pentozén poliszulfat és a dokozahexaén sav mérsékelte az AB,, kéaros
hatasat. A védéanyagokkal és az AP,-vel valo egylttkezelés soran a sejtek alakja és a
sejtkultdra integritésa a kontrolhoz hasonléva Valt, valamint az endotélsejt-réteg gat
tulajdonsaga is megmaradt. Molekularis szinten a pentozan csokkentette az amiloid
aggregatumok méretét és szamat. A dokozahexaén savnak egyéb hatésa is volt: amellett, hogy
csokkentette a megemelkedett szabad gyokok mennyiségét, visszadllitotta a P-glikoprotein
efflux pumpa aktivitasat. Eredményeink els6ként mutattak ra, hogy a pentozan és a
dokazahexaén sav megvédi a vér-agy gatat az A4, toxikus hatdsatdl, és ez a hatas terdpids
jelentBségii lehet az Alzheimer-kérban. A japan gyogyszer hatéanyaga, az edaravon, sikeresnek
bizonyult a metilglioxal okozta karosodasok kivédésében. Az edaravonnal és metilglioxallal
vald egyiittkezelés megérizte a sejtek életképességét, az endotélidlis gat integritdsat és
funkcidjat. Tovabba, az edaravon megakadalyozta a metilglioxal-okozta sejtfelvalast, a reaktiv
szabadgyokok felszabadulasat, valamint a fehérjék mddositasat is. Elséként mutattunk ra, hogy
az edaravon megvédi az endotelsejtek gat-tulajdonsagat nem csak oxidativ, hanem karbonil
stresszben is.

Eredményeinkkel aldtamasztottuk az amiloid peptidek és a metilglioxal karos hatasat.
Els6ként irtuk le a pentozan, a dokozahexaén sav és az edaravon agyi endotélsejtekre Kifejtett
védé hatasat. A jelen adatok hozzdjarulhatnak olyan vér-agy gatra haté anyagok
kifejlesztéséhez, melyek védelmet nyujtanak olyan karbonil stresszel kapcsolatos betegségek,
mint az Alzheimer-kor, kezelésében.
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