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1. Bevezetés és célkitiizések

A vér-agy gat a kdzponti idegrendszer €s a vér kozott dinamikus hatarfeliiletet képezd
sejtek funkciondlis egysége. Az agyi endotélsejtek kozti szoros kapcsolatok €s a sejteken
kifejez6d6 szamos efflux pumpa elsddleges szerepe az idegrendszer védelme, tobbek kozott a
karos vegyiiletek agyszovetbe jutdsanak megakadalyozasa. Ugyanakkor ez a két
mechanizmus gétolja a gydgyszerek és gyogyszerjeloltek agyba vald bekeriilését is, és ezzel
megneheziti a kozponti idegrendszeri betegségek, példaul az agytumorok kezelését. A glioma
a felnott korosztalyban leggyakrabban el6forduld agytumor, amelynek legstilyosabb fajtaja az
asztrocitabol vagy annak prekurzoraibdl kialakulé gyogyithatatlan glioblasztoma multiforme.
A gliomak kezelése jelenleg sugarterapiaval kombinalt kemoterapiaval és/vagy miutéttel
lehetséges, amivel csak rovid tava talélést lehet biztositani. A terdpias hatastalansag f6 oka a
vér-agy gat tulajdonsagai és transzportfolyamatai miatt az alacsony gyogyszerbejutas, ezért a
glioméak mikroereinek tanulmanyozasa régota a kutatas eldterében all. Az elmult évtizedekben
kiterjedt kutatasok folytak a betegség megallitasara és gyogyitasara, és napjainkban is fennall

az igény 1j, lehetséges terapias szerek €s adjuvansok felkutatasara.

1. abra. Funkcionalis és morfologiai eltérések a vér-agy gaton gliomaban. A és C: vér-agy gat
morfologia ép sejtkozotti szoros kapcesolattal (TJ), transzporterekkel; fiziologias kapcsolat a neuro-
vaszkularis egység tagjai kozott. B és D: A vér-agy gat gliomaban. Elektronmikroszkopos képek:
Wolburg és mtsai, 2012. A: asztroglia; BL: bazalis lamina; EC: endotélsejt; ECM: extracellularis
matrix; ET: efflux transzport; GC: glikokalix; hGB: human glioblasztoma; N: idegsejt; TJ: szoros
kapcsolat; SLC: tapanyag szallito fehérje.



A vér-agy gaton torténd legfobb valtozasok gliomaban az alabbiak: (i) megnd az
endotélsejtek szama, (ii) funkcié nélkiili eldotélsejtek alakulnak ki (hiperplazia), (iii) az
endotélsejtek sejttérfogata lecsokken, (iv) a sejtek alakja megvaltozik, (v) az endotélsejtek
kozotti szoros zardkapcsolatok felbomlanak, (vi) endotelidlis vezikulak, fenesztraciok
jelennek meg, (vii) a bazalis membran megvastagodik, szabalytalanna valik, (viii) a
perivaszkularis tér kitagul, (iX) sejtnekrozis 1ép fel a mikroér sejtekben, (x) a glioma sejtek
kiszoritjak az egészséges glia végtalpakat (1. &bra). Mindezek a morfologiai valtozasok
befolyasoljak a vér-agy gat mikodését.

Tobb lehetoség all rendelkezésre a gyogyszerek vér-agy gaton vald atjuttatdsara,
koztiik az agyi endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatok megnyitasa vagy az efflux pumpak
gatlasa (1. tablazat). Kisérleteinkben a rovidlancu alkilglicerolokat és a tezmilifent vizsgaltuk,

mint két 0 potencialis, a vér-agy gatat megnyitd vegyiiletet.

1. tablazat. A vér-agy gat mikodésének modositasa a sejtek kdzotti kapcsolatokat célzo megnyitassal
gyogyszerbejuttatas eldsegitésére. (Deli 2011, modositva)

Moédszer Gyoégyszermolekula, Gyogyszerfejlesztési | Ref.
bejutattott anyag fazis
Ozmotikus vér-agy Kemoterapeutikumok Klinikai alkalmazas Doolittle, 2014
gat megnyitas (intraarterialis alkalmazas
mannitollal agytumorok kezelésére)
Rovidlancu Fluoreszcein, albumin, Preklinikai fazis, Erdlenbruch
alkilglicerolok kemoterapeutikumok, allatkisérletek 2003a,b
és oligoglicerolipidek | antibiotikumok, antitestek Genzyme 2010
Cereport (bradikinin Kemoterapeutikumok: Fazis I-11. vizsgalat Packer 2005
analog) carboplatin utan leallitva
Zonula occludens Kemoterapeutikumok: Allatkisérletek Menon 2005
toxin metotrexat, paclitaxel
(intrakarotid alkalmazas)
Nitrogén monoxid Szukroz, y-amino vajsav Allatkisérletek Weyerbrock
donor (intrakarotid alkalmazas és 2012
in situ agyi perfuzio)
Magas frekvenciaju Antitestek, doxorubicin Allatkisérletek Burgess 2014
ultrahang (célzott)
Tezmilifen Kis molekuldju anyagok, preklinikai fazis, Deli 2000,
paracellularis atjutas allatkisérletek 2003
Walter 2015




Allatkisérletekben a révidlancu alkilglicerolok, az 1-O-pentilglicerol (PG) vagy a 2-O-
hexildiglicerol (HG) kozvetleniil artériaba adva koncentraciofiiggd modon, visszafordithatoan
nyitjdk meg a vér-agy gatat és novelik hatdoanyagok bejutdsat az agyszovetbe. Azonban
kisérleteink kezdetén az alkilglicerolok kozvetlen hatdsa agyi endotélsejtekre, illetve
lehetséges hatasmechanizmusa nem volt ismert. A tezmilifen, egy tamoxifen szarmazék, ami
fokozza a kemoterapias szerek daganatellenes hatasat, ugyanakkor védi az ép szoveteket mind
kisérletes, mind klinikai vizsgalatokban. Betegek tezmilifen kezelése soran atmeneti kozponti
idegrendszeri mellékhatasokat figyeltek meg, amelyek a vér-agy gat megnyilasara utaltak. A
csoportunk korabbi kisérleteiben a tezmilifen fokozta a vér-agy gat ateresztOképességét
patkanyokban ¢€s agyi endotélsejt tenyészeteken is. Célunk ezért az volt, hogy megvizsgaljuk
az alkilglicerolok és a tezmilifen kdzvetlen hatasat tenyésztett agyi endotélsejteken, és hogy
tanulmanyozzuk, hogy a tezmilifen hogyan befolyésolja a vér-glioma gét ateresztoképességét

patkanyokban.

2. Anyagok és médszerek
2.1. Kisérleti allatok

Az allatokon végzett vizsgalatok a magyarorszagi (1998. XXVIIL.) és az Eurdpai Unid
altal (2010/63/EU) alkotott az allati jolétrdl szolo és az allatvédelem alapelveit meghatarozo
torvényeknek és eldirdsoknak megfelelden torténtek. Kisérleteinkhez Wistar patkanyokat
hasznaltunk (himek és ndstények vegyesen, Harlan Laboratories, Egyesiilt Kirdlysag),

amelyek a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont konvencionalis allathazabol szarmaztak.

2.2. Vegyszerek

Minden reagenst a Sigma Aldrich Magyarorszag Kft.-tdl rendeltiik, hacsak masképp
nem jeloltiik. A tezmilifent (HCI s6, Mw: 319,9 g/mol) por formajaban Dr. Lorne J.
Brandestdl, a kanadai Winnipegi Egyetem professzoratél kaptuk. A rovidlanca
alkilglicerolokat a Genzyme (Cambridge, MA, USA) cégtdl szereztiik be, amelytdl engedélyt

kaptunk ezen anyagok hasznalatara.

2.3. Glioma beiiltetés és az agyba valé festékbejutas vizsgalata tezmilifen kezelés utan

A tezmilifen hatdsat a vér-agy gat és a vér-glioma gat jelz6anyagokra vald
atjarhatoésagara 3 honapos almiitott (n=12) és glioma beiiltetett (n=12) Wistar patkanyokon
vizsgaltuk. Az RG2 patkany glioblasztoma sejtek agyba valo betiltetése egy korabban leirt és
hatékony kisérleti protokoll alapjan tortént (Aas és mtsai, 1995). Két héttel a beiiltetést
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kovetden a vér-agy gat és a vér-glioma gat atjarhatosagat két festékanyag, a natrium
fluoreszcein (SF, 376 Da, 2 %) és az Evans kékkel jelolt aloumin (EBA, 67 kDa, 2 %), agyba
valo bejutasaval vizsgaltuk tezmilifen kezeléssel (5 mg/kg, iv., n=6) vagy anélkiil (fiziologias
sooldat, n=6). A permeabilitasi kisérlet utan szovetmintdkat gyljtottlink az agy alabbi
részeibOl: kisagy, kozépagy, jobb és bal agykéreg, és glioma szovet. A jelzdanyagok
mennyiségét a feliiluszobol spektrofotométerrel (Photon Technology International Inc., USA)

hataroztuk meg.

2.4. Sejttenyésztés
2.4.1. RG2 glioblasztéma sejtvonal

Az RG2 glioblasztoma sejtvonalat az ATCC cégtdél (American Tissue Culture
Collection, USA) vasaroltuk. Az RG2 sejteket tapfolyadékban (Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium, DMEM) tartottuk, amelyet 10 % borjisavoval és gentamicinnel (50 pg/ml)
egészitettiink ki. Minden tenyésztési feliiletet patkany farok inbol kinyert kollagénnel vontunk

be a sejtkirakast megelézden, eldsegitve a sejtek jobb letapadasat és novekedését.

2.4.2. A vér-agy gat in vitro modellezése

A kisérleteinket primer patkany agyi endotél egysejtrétegeken, valamint kettd és
harom sejttipusbol allo ko-kultira modelleken végeztiik, amelyekhez primer patkany agyi
endotél-, glia- és pericita sejteket hasznaltunk. A sejtek izoldlasanak és a modellek
Osszedllitasanak lépéseit tobb kozleményilinkben is leirtuk (Nakagawa és mitsai, 2009;
Veszelka és mtsai, 2013; Hiilper és mtsai, 2013; Jachne és mtsai, 2014; Walter és mtsai, 2015;
2. abra).

2. abra: A vér-agy gat ko-kultura modell Osszeallitasanak lépései: 1. gliasejtek tenyésztése, 2 hét
novesztés; 2. pericitdk passzalasa a sejttenyészté membran alsé oldalara; 3. agyi endotélsejtek
szélesztése a membran felsé oldalara; 4. a kész ko-kultira modell.

A primer agyi endotélsejt tenyésztés elsé négy napjan 4 pug/ml puromicint adtunk a

tapfolyadékhoz, hogy ndveljiik a tenyészet tisztasdgat. Az endotélsejtek tenyészté médiuma a
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kovetkez6 OsszetevOokbol allt: DMEM/F12, borjaplazmabol készitett savd (15 %, First Link
Ltd., Egyesiilt Kiralysag), bazikus fibroblaszt novekedési faktor (1 ng/ml, Roche), heparin
(100 pg/ml), inzulin (5 pg/ml), transzferrin (5 pg/ml), natrium-szelenit (5ng/ml) és
gentamicin (50 ug/ml). Az agyi endotélsejtek barrier funkcidjanak noveléséhez 500 nM
hidrokortizon (tezmilifen kisérletek) vagy ciklikus AMP kezelést alkalmaztunk (250 uM
CPT-cAMP + 17,5 uM foszfodiészteraz gatlo RO 201724, Roche; alkilglicerol kisérletek) 24

vagy 48 oraval a kisérlet kezdete el6tt.

2.5. Tenyészetek kezelése

A kisérleteink soran a rovidlancu alkilglicerolokat 15 —60 mM koncentracidban,
5 perces kezelési idovel hasznaltuk. Az alkilglicerol kezelést kovetden akut hatést, valamint a
rezisztenciamérés, a permeabilitasi vizsgéalatok és az immunhisztokémia esetén 10 — 30 perc
hosszi visszadllasi iddszakot is teszteltink a tapfolyadék visszaaddsaval. A szoros
kapcsolatok megnyitasara referencia kezelésként hiperozmotikus mannitolt (1,4 M)
alkalmaztunk a klinikai értékeknek megfeleléen. A tezmilifen hatdsat az 1 —200 uM
koncentraci6 tartomanyban és az 1, 16 és 24 oras kezelési iddpontokban vizsgéltuk agyi
endotélsejteken. Mindkét kisérletsorozatban a kontroll csoportba a nem kezelt, azonban
minden mas koriilményben azonosan tenyé€sztett és vizsgalt sejtek tartoztak. A kezelések
sejtteny€sztd médiumban torténtek. Az alkilglicerollal végzett kisérletek esetén az
¢letképességi vizsgalatokban izotonias sdoldatot hasznaltunk a kordbbi patkany kisérletekhez

hasonloan.

2.6. Eletképességi vizsgalatok

Az agyi endotélsejtek ¢életképességében bekdvetkezett valtozasokat alkilglicerol és
tezmilifen kezelés hatasara szamos teszttel vizsgaltuk. Festékredukcion alapuld MTT és WST
tesztekben az é16, metabolikusan aktiv sejtek a tetrazolium festékeket kék szini formazan
kristalyokka alakitjak at, tehat a toxikus, illetve karositd hatads mértékével aranyosan csokken
a festék redukcioja. Az apoptotikus sejthalal mértékének meghatarozasahoz alkilglicerol
kezelést kovetden egy enzim kotdtt immunoszorbens (ELISA) kitet hasznéltunk, a gyarto altal
megadott kisérleti protokollt kovetve (Roche). Az RTCA-SP rendszer (ACEA Biosciences,
USA) sejttenyészetek bioldgiai allapotanak nyomon kovetésére alkalmas jelzdanyag
hasznalata nélkiil. A miszer a sejtek novekedésérdl, életképességérdl, letapadasanak
mértékérdl valds idében ad informaciot egy specidlis, 96-lyuka, az aljan arany mikro-

elektrodédkat tartalmazo lemez (E-plate) segitségével. A rendszer nagy eldonye, hogy a sejtek
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monitorozasa folyamatos, a sejtek €s az érzékelo elektrodak kozott az impedanciat tenyészetes
koriilmények kozott, zavarasmentesen mérhetjilk. A tezmilifen esetében kettés fluoreszcens
sejtmagi jeloléssel is ellendriztiik a toxicitast. A metabolikus aktivitasban bekovetkezett
tovabbi valtozasok vizsgalatara meghataroztuk az endotélsejtekben az adenozin trifoszfat
termelddését. Méréseinkhez a CellTiter-Glo lumineszcencia kitet hasznaltuk (Promega,

Madison, W1, USA) a gyarto leirasanak megfeleléen.

2.7. Az agyi endotélsejtek gatfunkciojanak vizsgalata
2.7.1. Transzendotelialis elektromos ellenallas mérése

Az agyi endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatok a paracelluldris 1t szabad
atjarhatosagat korlatozzak. A sejtrétegeken keresztiil mérheté elektromos ellendllas a TJ
szorossagat tiikkrozi. Az ellendllast EVOM rezisztencia-mérdvel (WPI, USA) ¢és STX-2
elektroddkkal mértiik a kettds ¢és harmas ko-kultira modelleken. A TEER értékekbdl

(Q x cm?) levontuk a sejtmentes tenyésztd betéteken mért értékek atlagat (120 Q x cm?).

2.7.2. Permeabilitas vizsgalat

Az agyi endotélsejt rétegek permeabilitdsanak meghatarozéasara két olyan jelzdéanyagot
hasznaltunk, amelyekre a vér-agy gat dateresztoképessége ¢Elettani koriilmények kozott
alacsony. A paracellularis utvonalon valé atjutas mértékének meghatarozasara fluoreszceint
hasznaltunk, mig az endotélsejteken keresztiili atjutast albuminnal mértiik az in vivo
tenyésztdedény lyukaiban maradt oldatokbodl hataroztuk meg tobblyuka lemez leolvasoval. A
kapott eredményeket az endotélsejtréteg permeabilitasi egyiitthatoja (Pe) formatumban

fejeztiik ki, amely egy felszintdl és koncentracioktol fliggetlen érték.

2.8. Immunhisztokémia

A kisérletek soran az agyi endotélsejtek integrans membran TJ fehérjéi kozil a
klaudin-5 fehérjét, a citoplazmatikus linker molekulak koziil pedig a B-katenint és a zonula
occludens-1 (ZO-1) fehérjét mutattuk ki immunfestéssel alkilglicerol, valamint tezmilifen
kezelés utan. Primer antitestként anti-klaudin-5 (egér monoklonalis, Zymed/Invitrogen, Life
Technologies), anti-ZO-1 és anti-B-katenin (nyal polikonalis, Invitrogen) ellenanyagokat
hasznaltunk. Masodlagos ellenanyagként Alexa Fluor-488-jelolt anti-egér (Life Technologies)
¢és Cy3-jeldlt anti-nyul ellenanyagot alkalmaztunk bisz-benzimid magfestékkel kombinalva. A
mintakat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Nikon Eclipse TE 2000).
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2.9. Fagyasztva tort mintak elektronmikroszkopos vizsgalata

A szoros kapcsolatok finomszerkezetének vizsgélatdhoz a mintdkon fagyasztva toréses
kisérletet végeztiink a korabban leirt modszer szerint (Wolburg és mtsai, 1994). Akut PG ¢és
HG kezelés, valamint 30 perces helyreallas utan a sejteket elektronmikroszkopiara fixaltuk.
Fagyasztva torést kovetden a TJ-k gyongysorszerlien lathatok fagyasztva toréses mintakon, és
vagy a P-oldalon (plazmaallomany fel6li membran lemez), vagy az E-oldalon (extracellularis
térhez fagyott lemez) helyezkednek el. A P- és E-oldalon megjelend TJ fonatok aranya a gat

funkci6 mikodésének fontos indikatora.

2.10. Efflux pumpa vizsgalatok: P-glikoprotein (Pgp), emlérak rezisztencia fehérje
(Bcrp) és multidrog rezisztencia asszocialt protein-1 (Mrp-1) aktivitasanak mérése
Kisérleteinkben a két legfontosabb vér-agy gat efflux pumpa, a Pgp és a Berp
aktivitasat hataroztuk meg a rodamin 123 fluoreszcens ligand sejtekben valo
felhalmozddasaval. A glutation-S-biman az Mrp-1 szubsztratja és segitségével vizsgalhato a
transzporter aktivitdsa. Sejtekben a bimanhoz enzimek glutationt kapcsolnak, ami igy

fluoreszcens vegyiiletetté alakul.

2.11. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakciéo (PCR)

A génexpresszid vizsgalatdhoz az agyi endotélsejteket 10 cm-es csészékben
tenyésztettiik. A konfluens endotélsejt rétegeket 100 uM tezmilifennel 1 6rdn keresztiil
kezeltiik, a sejteket sejtkaparokkal Osszegytijtottiik ribonukleinsav (RNS) izolalasra. A
génexpresszios vizsgalatot korabban leirt modszeriink szerint hajtottuk végre (To6th és mtsai,
2014). A vér-agy gat szempontjabol fontos gének expresszids szintjének analizisét kvantitativ
PCR-rel (qPCR) végeztiik, TagMan Low Density Array 384-lyuka mikrofluidikai
rendszerben, amely alkalmas az altalunk meghatarozni kivant gének analizisére (Applied
Biosystems). Minden gén kifejez6dését a 18 S rRNS-hez, mint belsé kontrollhoz
normalizaltuk, mivel ez a gén minden eukaridta sejtben nagymértékben expresszalodik. A
vizsgalt gének expresszids értékének meghatarozasa a gének 2" formula segitségével
kiszamitott normalizalt expresszidjanak a legkisebb, a modszer altal még detektalhatd

expressziojahoz valo viszonyitasaval tortént.

2.12. Statisztikai kiértékelés
A statisztikai kiértékelésekhez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., USA)
programot hasznaltuk. A kisérletekben kapott eredményeket atlag + S.E.M. (az atlag standard
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hibaja) formaban adtuk meg, kivéve a tezmilifen in vivo adatsorat. Statisztikailag
szignifikansnak a p < 0,05 értékeket tekintettiik. Minden in vitro kisérletet kiilon izolalt
primer tenyészetbdl legalabb haromszor megismételtink ¢és az egyes kisérletekben
alkalmazott parhuzamos mintdk szdma legalabb hdrom volt. D’ Agostino-Pearson normalitéasi
tesztet kovetben egyutas variancia analiziseket, valamint ANOVA analiziseket végeztiink

Dunnett, Bonferroni, Kruskal-Wallis és Dunn tesztekkel.

3. Eredmények
3.1. Alkilglicerolok hatasa tenyésztett agyi endotélsejtekre

A nagy koncentracioju alkilglicerol (60 mM) kezelés csokkentette az agyi
endotélsejtek €letképességét, ezért ezt a koncentraciot késobbi kisérletekben nem hasznaltuk.
Akut PG és HG kezelést kovetden szignifikans rezisztencia csokkenést mértiink a kontrollhoz
képest. PG esetén a réteg ellenallasanak a helyreallasa nem volt teljes, de az akut kezelés utani
TEER emelkedés a PG kezelés visszafordithatosagat mutatja (3. A abra). A HG hatasa
hasonld volt a PG-hez, rezisztenciaesést tapasztaltunk a kontrollhoz képest, és a réteg
rezisztenciaja teljes mértékben visszadllt a kontroll szintjére 30 perc utan (3. B dbra). A

mannitol (1,4 M) nagymértékii rezisztenciaesést okozott, a sejtrétegek ellenallasa 30 perc alatt

nem allt helyre, tehat hatdsa ilyen rovid 1d6 alatt nem volt visszafordithato.

A) B)
1251 <= PG 10 mM 1251 = HG 10 mM
= PG 30 mM -+ HG 30 mM i 5
-+ mannitol 1.4 M -~ mannitol 14 M M
__ 100y--- 1005 LA
8 S i '
s 75 5
0 8 759
k] k]
o 1 z 0
L w
M w
25- o2
0 = ; ; ; 0 : : :
0 10 20 30 0 10 20 30
Time (min) Time (min)

3. abra. Transzendotelialis elektromos rezisztencia (TEER) mérés: alkilglicerolok hatasa agyi
endotélsejt rétegek ellenallasara. A) PG: pentilglicerol, B) HG: hexildiglicerol. *, p <0,05; **,
p <0,01; *** p < 0,001 a kezeletlen kontrollhoz képest.

A rezisztencia adatok kiegészitésére €s a barrier tulajdonsagokban bekdvetkezett
valtozasok tovabbi jellemzésére a fluoreszcein és az albumin jelzGanyagok atjutasat

vizsgaltuk a vér-agy gat ko-kultira modellen (4. abra). Rovid idejii PG és HG kezelést



(5 perc, 30 mM) kovetden jelentdsen megnovekedett a fluoreszcein atjutasa a sejtrétegen, mig

az albumin transzcitdzis mértéke nem valtozott szignifikansan.
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250+ 250-
[ Kontroll
O Akut hatas
200 Bl 15 min visszaallas 200+ a
a I 30 min visszaallas .
= T =
3 150 3 150+
£ b £
o b o
= 100 = 00 ——
o’ o
50 50
0 0
C) PG kezelés, EBA D) HG kezelés, EBA
250 -
[ Kontroll 250
[ Akut hatas |
200 I 15 min visszaallas 2004
- Bl 30 min visszaallas
® 2
=° 150+ % 150
=1 E
c c
o T
=< 100 é 100
o’ 2°
504 504
o ()}

4. abra. Permeabilitasi vizsgalat: alkilglicerolok hatasa agyi endotélsejtek natrium fluoreszcein (SF)
¢és Evans kékkel jelolt albumin (EBA) permeabilitasara. PG: pentilglicerol, HG: hexildiglicerol. a,
p < 0,05 a kezeletlen kontrollhoz képest; b, p < 0,05 az akut hatashoz képest.

A visszaallési fazisban 15 perc utan mindkét hatdanyag esetén a fluoreszcein atjutas a kontroll
szintjére csOkkent vissza (4. abra). Ezek az eredmények alatdmasztjdk a TEER mérési
adatainkat €s valosziniisitik, hogy az alkilglicerolok a paracellularis Gt megnyitasaval novelik
a vér-agy gat atjarhatésagat. Az agyi endotélsejt rétegeken mért rezisztencia és a
permeabilitasi adatokat a szoros kapcsolatokban talalhato klaudin-5, és az adherens junkcio
asszocialt B-katenin fehérjék immunhisztokémiai festése is alatdmasztotta.

A fagyasztva toréses vizsgalatokban megallapithattuk, hogy a kontroll esetén
megfigyelhetd E/P-oldal ardny nem valtozott meg sem PG, sem HG kezelés hatdsara és a
visszaallasi fazisban sem. Emellett a TJ fonatok gyongysorszerii lefutdsa sem modosult, igy
elmondhatd, hogy a szoros kapcsolatok finomszerkezetében ¢és komplexitasdban nem

kovetkezett be valtozas alkilglicerol kezelés hatasara.
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3.2. Tezmilifen hatasa a vér-glioma gatra és tenyésztett agyi endotélsejtekre
A tezmilifen kezelés sokkal nagyobb mértékben, szelektiven novelte a kis molekulaja
jelzéanyag bejutasat a glioma szovetbe, mint a gliomat koriilvevo agyszovetbe patkanyokban,

RG2 glioblasztoma sejt implantaciot kovetden (5. abra).

5. abra. Vér-agy/vér-glioma gat permeabilitasi kisérlet patkanyokban. A) A glioma a jobb
agyféltekében lathato. A lambda pont magassagaban a tobozmirigy talalhat6. Mérce: 5 mm. B) A
glioma méretének €s anatomiai helyzetének bemutatasa agyszeleten. Mérce: 1 mm.

crer

csOkkentette az agyi endotélsejtek életképességét, ezért ezt a koncentraciot nem hasznaltuk.

A Dbarrier integritasi tesztekben a harmas ko-kultira modellen a tezmilifen
csokkentette agyi endotélsejtek ellenallasat a 100 uM kezelési koncentracioban. A tezmilifen
(50 és 100 uM) megnovelte mind a fluoreszcein, mind az albumin atjutasat a sejtrétegeken,
azonban az 1 uM-os kezelés csokkentette a jelzéanyagok permeabilitasat. Mindkét jelz6anyag
agyi endotélsejt rétegen valod atjutasa csokkent cAMP (25 uM) hatasara (6. abra). A

junkcionalis fehérjék immunfestése is igazolta, hogy az 50 és 100 pM-os tezmilifen kezelés

crer

A) SF permeabilitas B) EBA permeabilitas
900- 900+
800- 800
= 600- £ 600
c
g 400+ g 4004
o’ o’
200- 200
100 100--|———|
0- (] | |
kontroll 1 10 50 100 cAMP kontroll 50 100 cAMP
Tezmilifen (uM) 25uM Tezmilifen (uM) 25uM

6. abra. Permeabilitasi tesztek a vér-agy gat harmas ko-kultura modelljén. A) és B) tezmilifen hatasa
agyi endotélsejtek natrium fluoreszcein (SF) és Evans kékkel jelolt albumin (EBA) permeabilitasara.
*, p <0,05; ***, p <0,001 a kezeletlen kontrollhoz képest.
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A tezmilifen kezelés hatasat efflux pumpakra is megvizsgaltuk. A teszt sordn a jol
ismert Pgp és Berp aktivitast gatld vegyiiletek, a ciklosporin A €s a verapamil; valamint az
Mrp-1 aktivitasat gatld probenecid hatdsat is megmértiik az agyi endotélsejteken. Az
inhibitorok szignifikansan csokkentették a fluoreszcens jelzbanyagok agyi endotélsejtekbol
valo kidramlasat, amit a lecsokkent extracellularis/intracellularis hanyados mutat (7. abra). A
tezmilifen kezelés (100 uM) szignifikdnsan csokkentette a ligand effluxot a gatloszerekhez

hasonloan. Alacsony tezmilifen kezelési koncentraciok nem voltak hatdssal a

pumpamiikodésre.
+ ivita B Mrp-1 aktivitas
A) 0,06 Pgp + Berp aktivitas ) 0.06- P
J— s et — 1
* — -
g § — —
¢ 0.04] ¢ 0.041
2 — 2 —
- ~ 7
a S 7
£ \ =
,N",' 0.02- 7 \ m‘? 0.02- %
- w
1N ) _
/ N /ﬁ
0-00=5¢ v CyA 1 10 100 000 P 1 10 100
2uM 1.6uM Tezmilifen (nM) 100uM Tezmilifen (uM)

7. abra. A tezmilifen hatasa agyi endotélsejtek efflux pumpainak aktivitasara. A) A P-glikoprotein
(Pgp) és az emlérak rezisztencia fehérje (Berp) aktivitasanak mérése rodamin 123 (R123) fluoreszcens
liganddal. B) A multidrog rezisztencia asszocialt fehérje-1 (Mrp-1) aktivitasanak mérése glutation
konjugalt bimannal (GS-B). K: kontroll; V: verapamil; CyA: ciklosporin A; P: probenecid; EC:
extracellularis; IC: intracellularis koncentracid. *, p < 0,05; **, p <0,01; ***, p< 0,001 a kezeletlen
kontrollhoz képest.

4.2.7. Tezmilifen kezelés hatasa az agyi endotélsejtek génexpresszidjara

A tezmilifen (100 uM kezelés, 1 6ra) csokkentette szamos, a vér-agy gat
szempontjabol fontos gén expressziojat agyi endotélsejtekben a kontroll, kezelést nem kapott
csoporthoz képest (8. abra). Mind a négy fehérjecsalad tobb tagjanal is downregulaciot
figyeltiink meg, az alabbiakban a jelentdsebb valtozasokat emeljiik ki. A junkciés fehérjék
koziil az Esam és klaudin-1, -3, -5, -11, -19 mRNS szintje, az efflux pumpak koziil foképpen a
Bcrp, Mrp-4, szerves anion transzporter polipeptid-1 (Oatpl) és serkentd aminosav
transzporter-2, -3 (Eaat-2,-3) szintje csokkent. Az SLC fehérjék koziil az aminosavakat (Sat-1,
Snat-5), a kreatint (Crt), az aszkorbinsavat (Asct2), a glicint (Glytl), a taurint (Taut), a
pajzsmirigy hormonokat (Mct8) szallitdé karriereck downreglulalodtak. A vér-agy gat
metabolikus enzimei kozil a szulfotranszferaz (SultlAl), a Cyp2D4 és a y-glutamil
transzferazok (Ggt-1, -5, -7) esetében mértiink mRNS csokkenést (8. abra).
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8. abra: Tezmilifen hatasa az agyi endotélsejtek génexpresszidjara. TJ: szoros kapcsolatok fehérjéi;
TSzF: Tapanyagszallitd fehérjék, SLC transzporterek; ET: efflux transzporterek; ME: metabolikus
enzimek; Tezm: tezmilifen; K: kontroll csoport. Az abran a kétszeresnél nagyobb mértékit mRNS
expresszio csokkenést az X-tengelyen a 2 feletti értékek jelolik.

A tezmilifen hatdasmechanizmusénak felderitésére megvizsgaltuk az agyi endotélsejtek

miitkodésének szabalyozasaban fontos MAPK/ERK és PI3K/Akt szignalizacios utvonalak

gatloszereit (U0126 és LY294002), valamint a B-Osztradiolt, az endotélsejtek Osztrogén

receptorainak ligandjat (9.4bra).
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9. abra: Tezmilifen hatasa agyi endotélsejtek impedanciajara jelatviteli ut inhibitorokkal (U0126 és
LY294002) és B-osztradiollal (B-estr) kombindcioban. Tezm: tezmilifen. a, p <0,05 a kontroll
csoporthoz képest; b, p < 0,05 a tezmilifenhez képest.
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Ennek a harom anyagnak a hatasat onalléan ¢és 100 uM tezmilifen kezeléssel
kombinacioban is teszteltik (9. abra). Rovid ideji, 1 6ra kezelést kovetéen mind a
gatloszerek, mind a B-Osztradiol részlegesen kivédte a tezmilifen kezelés okozta impedancia

csokkenést agyi endotélsejtekben.

Osszefoglalas

Fontos és aktualis kutatdsi teriilet olyan 0j molekuldk, moddszerek ¢és eljarasok
kifejlesztése, amelyekkel hatékonyabba tehetd a kdzponti idegrendszeri gyogyszerbejuttatas a
rosszindulati agydaganatok kezelésére. Mivel a vér-agy gat kulcsszerepet jatszik a vér és az
agy kozotti anyagtranszportban, vizsgalataink soran két 01j, a vér-agy gatat megnyitd vegylilet
agyi endotélsejtekre kifejtett hatasat tanulmanyoztuk.

Kisérleteinkkel eldszor mutattuk ki, hogy tenyésztett agyi endotélsejtek révidlanca
alkilglicerolokkal tortént akut kezelése reverzibilisen noveli a vér-agy gat permeabilitasat a

paracelluléris utvonalon keresztiil, hosszabb tavu karosit6 hatas nélkiil (10. bra).

’

?
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\ Okkludin
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10. abra: Az alkilglicerolok lehetséges hatasai agyi endotélsejteken. A paracellularis transzportut
megnyitasanak potencialis mechanizmusai: receptorokon keresztiili hatds, a sejtek citoszkeletalis
halézatanak atrendezése a sejtalak megvaltoztatasaval, a lipid raftok mddositasa, a membranfluiditas
novelése.

A sejtek kozotti kapcsolatok megnyilasa nem jart egyiitt a sejtkapcsold struktarak
finomszerkezeti atrendezddésével. A tenyészeteken kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy
az alkilglicerolok altal 1étrehozott megnyilast kovetéen az agyi endotél egysejtrétegek

mukodése helyredll, a vér-agy gat morfologidja és funkcidi nem sériilnek. Adataink
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mindenben aldtamasztjdk a korabbi allatkisérletes eredményeket. Az alkilglicerolok
hatasmechanizmusanak teljes feltarasahoz a lipidomika iranyaba mutat6 tovabbi kisérleteket
terveziink.

Kisérleteinkben elséként tartuk fel, hogy a kemoterdpids adjuvans tezmilifen sokkal
jobban novelte a kis molekulatomegli jelzéanyag glioma szovetbe valdo bejutasat az
agyszovethez képest patkdnyokban. A tezmilifen szamos olyan jelatviteli iton keresztiil
fejtheti ki a hatasat agyi endotélsejteken, amelyek a vér-agy gat permeabilitasat befolyasoljak.
Mivel emellett a tezmilifen az agyi endotélsejtek efflux pumpainak az aktivitasat is
csOkkentette, potencidlisan hatékony lehet kemoterapeutikumok agytumorokba valo

bejuttatasaban (11. abra).

Endotélsejt

Agy d%& gs

11. abra: A tezmilifen hatdsai agyi endotélsejteken: 1. az efflux pumpak aktivitisanak gatlasa; 2. a
tapanyagok transzportjanak modositasa; 3. a paracellularis transzportit megnyitasa, a szoros
kapcsolatot alkotd fehérjék génexpresszidjanak csokkentése; 4. a jelatviteli utak aktivalasa; 5. az
albumin transzport novelése; 6. a metabolikus enzimek aktivitasanak csokkentése.

Az alkilglicerolokkal ¢és a tezmilifennel kapott eredményeink felvetik annak
lehetdségét, hogy ez a két vegyiilet a vér-agy gat megnyitdsan keresztiil alkalmas lehet

gyogyszerbevitel fokozasara agytumorok kezelésében.
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