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1. Bevezetés

A vér-agy gat elkilonitett biokémiai kornyezetet biztosit a kozponti
idegrendszer szamara. Strukturalis alapjat az agyi kapillarisok bels6 falat burkold
endotélsejtek alkotjak. A vér-agy gat miikodésének megértése kiemelkedéen fontos
szamos idegrendszeri megbetegedés patomechanizmusanak tisztazasahoz, illetve
stressz hatasat vizsgaltuk agyi endotélsejt tenyészeteken.

Az agyi iszkémia és hipoxia &ltal Kkivaltott oxidativ stressz igen komoly
idegrendszeri karosodast okozhat. A neuronok érintettsége mellett napjainkban
szamos tanulmany utal az agyi endotélsejtek sériilésére is. Szakirodalmi adatok
alapjan iszkémia illetéleg hipoxia/reoxigenacié soran a vér-agy gat permeabilitdsa
megnd, ami vazogén 0démahoz vezet. Ezen folyamat molekularis részleteinek
megismerésehez jarulnak hozza Kkisérleteink, melyek soran az oxidativ stressz
hatasara fellép6 junkcionalis valtozasokat és jeltovabbitasi folyamatokat vizsgaltuk.

Mas megkozelitésbél nyuajt betekintést a Vvér-agy gat megnyilasanak
molekularis mechanizmusaiba az ozmotikus stressz endotélsejtekre kifejtett
hatasainak vizsgalata. Klinikai Kkisérletek igazoljak, hogy hiperozmotikus mannitol
segitségével reverzibilis moédon megnyithaté a vér-agy gat, ezaltal lehetévé téve
kiilonbozd gyodgyszereknek, kemoterapeutikumoknak a kozponti idegrendszerbe
torténd bejutasat. Kisérleteink soran elsGsorban az ozmotikus hatdsra torténé
permeabilitas novekedést kisérd tirozin-foszforilacios folyamatokat, valamint a

junkcionalis fehérjék kapcsolatainak valtozasat vizsgaltuk.



Célkitiizések

A vér-agy gat miikddésének megismerése donté fontossagu a kozponti
idegrendszer megbetegedéseinek gyogyitasa szempontjabol. Ebben a tekintetben a
vér-agy gat terapids céll, szabalyozott megnyitasa, valamint a stroke, agyi trauma
vagy neurodegenerativ elvaltozasok soran fellép6 permeabilitds novekedés
meggatlasa a vér-agy gat kutatas hosszu tava céljai kozé tartozik.

Vizsgalataink legfobb célja a hipoxia/reoxigenacio és hipoglikémia valamint a
hiperozmotikus koncentracioju mannitol altal a vér-agy gat endotélsejtjeiben Kivaltott
molekularis valtozasok megismereése.

Részletesen:

o A fent emlitett stresszfaktorok befolyasoljak-e a junkcionalis fehérjék:
o kifejezédését,
o sejten belili lokalizacidjat,
0 kolcsénhatasait?
e Mely jeltovabbitasi utvonalak aktivalodnak az oxidativ vagy hiperozmotikus
stressz hatasara?

e Hogyan befolyasoljak a fellép6 valtozasok a vér-agy gat integritasat?



2. Anyagok és modszerek

Sejttenyészetek

Kisérleteink soran egér agyi mikroerekbdl izolalt, valamint immortalizalt
patkany agyi endotélsejt tenyészeteket (GP8) hasznaltunk.

Az egér agyi endotélsejt tenyészet létrehozédsa steril korilmények kozott
tortént. Az agyhartya eltavolitdsa és az agyak kis darabokra vagasa utan kétlépéses
enzimatikus emésztés kovetkezett. A gradiens centrifugalassal elvalasztott mikroér
fragmensekb6l kivandorolt endotélsejtek tenyésztése milanyag Petri-csészékben
tortént. A sejtkultardkat 10 % FCS-t (fetal calf serum), 4 ng/ml ECGF alfat
(endothelial cell growth factor) és 100 pg/ml heparint tartalmazé DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tapfolyadékban tenyésztettiik 37 °C-on, 5 %
CO, tartalmu atmoszféraban, 100 % paratartalom mellett.

A GP8 patkany agyi endotél sejtvonal tenyésztése 20 % PDS-t (plasma derived
serum), 100 pg/ml heparint és 50 pg/ml gentamicint tartalmaz6 DMEM/F12
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium és Ham's F-12 Nutrient Mixture 1:1 aranyu
keveréke) tapfolyadékban tortént 37 °C-on, 5 % CO, tartalml atmoszféraban, 100 %

paratartalom mellett.

Az oxidativ stressz hatasainak vizsgalata

A hipoxias korilmények kialakitasa és a reoxigenacié 37 °C-on légmentes
kamraban tortént. A kamra légtere a 16 oOras hipoxias kezelés soran 5 % CO,-ot és
95 % N,-t tartalmazott, amit 4 6ras reoxigenacio kovetett 5% COy-ot, 70 % N,-t és
25 % O,-t tartalmazo légtérben. Az oxidativ stressz hatésainak vizsgalatara 10 uM
DMNQ (2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinone) kezelést is alkalmaztunk. A kisérletek
soran a hipoglikémia jarulékos hatdsainak vizsgalatara glikézmentes tapoldatot; a

MAP kinaz jeltovabbitasi utvonal gatlasara U0126-ot hasznaltunk.



Hiperozmotikus mannitol kezelés

A GP8 sejtek konfluens, egyrétegii tenyészetét 10, illetve 20 %-0s mannitol
oldattal kezeltlik szérummentes koriilmények kozott. A kezelések idotartama 10-30
perc kozott valtozott. A hiperozmotikus  mannitol okozta valtozasok
reverzibilitdsanak vizsgalatara iranyuld kisérletekben a kezelést 10-60 perces
mannitolmentes inkubacié kovette. A Kisérletek soran a kovetkezé gatloszereket
alkalmaztuk: 10 uM U0126 (MAP kindz géatlo), 10 uM Y27632 (Rho kinaz
inhibitor), 50 uM Genistein (tirozin kindz gatld), 10 uM verapamil (L-tipusi Ca™*-
csatorna blokkold), 5 uM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), 10 uM PP-1 (Src

kindz gatlo).

Sejtviabilitas

Az oxidativ stressz hatdsara esetlegesen fellép sejtpusztulas vizsgalataira LDH
(laktat dehidrogendz) aktivitast meértink a sejtkulturak tapoldatdbdél. Az LDH a
sejtplazmaban nagy mennyiségben megtalalhatd enzim, mely a sejtmembran
sériillésekor juthat ki a sejtbdl, ezért tdpoldatbeli aktivitisa ardnyos a sériilt sejtek
mennyiségével. Tovabbi analizisre csak olyan tenyészeteket hasznaltunk, melyekben

nem volt jelentds sejtpusztulas.

Western blot

A sejteket PBS-el torténé mosas utan 0,3 ml lizis pufferben (20 mM Tris-HCI
pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,5 % Triton-X-100, 0,5 % NP-40, 2 mM CaCl,, 5 mM NaF,
1 mM Na-orthovanadate és 1 mM Pefabloc) homogenizaltuk, majd 1 6ra jégen
torténd inkubalas utdn lecentrifugaltuk (10000 g, 5 perc, 4 °C). Meghataroztuk a
fehérje koncentraciot BCA mddszerrel, majd a felliliszéhoz (ez a Triton szolubilis
frakcid) otszords koncentracioju Laemmli puffert adtunk, az Uledéket (Triton
inszolubilis frakcid) pedig felvettik Laemmli pufferben. A fehérjemintakat
denaturaltuk 95 °C-on 3 percen at, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel méret
szerint elvalasztottuk és PVDF membranra blottoltuk. A membranokat 30 percig 5 %
sovany tejport tartalmaz6 TBS-T pufferben blokkoltuk (illetve tej helyett 1 % BSA-

val a foszfospecifikus antitestek esetén) 30 percen keresztiil. Ezt kovetéen a
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membranokat 1,5 6rat inkubaltuk primer antitestet tartalmazé TBS-T-ben. A
kovetkez6 antitesteket hasznaltuk a feltiintetett higitdsokban: anti-pan-cadherin:
1:2000, anti-a-catenin: 1:1000, anti-B-catenin: 1:2000, anti-B-actin: 1:5000, anti-VE-
cadherin: 1:1000, anti-foszfotirozin (clone PY20): 1:1500, anti-occludin: 1:1000,
anti-ERK: 1:1000, anti-phospho-ERK: 1:1000 és anti-phospho-p38: 1:1000. Ezt
kovetéen haromszor 10 perc mosas (TBS-T-ben), majd 30 perces inkubacid
kdvetkezett HRP (torma peroxidaz) kapcsolt szekunder antitesttel 1:5000 higitasban.
Ujabb mosast kovetéen a membranokat ECL segitségével hivtuk eld, és a jeleket

Agfa CP-BU rontgenfilmen rogzitettiik.

Immunprecipitacio

A sejteket PBS-el torténé mosas utan 0,5 ml lizis pufferben (20 mM Tris-HCI
pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,5 % Triton-X-100 0,5 % NP-40, 2 mM CaCl,, 5 mM NaF, 1
mM Na-orthovanadate és 1 mM Pefabloc) homogenizaltuk, majd 1 éra jégen torténd
inkubalas utan lecentrifugaltuk (10000 g, 5 perc, 4 °C). A fellllszok koncentracibit
kiegyenlitettik, majd 1 orat inkubaltuk protein G-sepharose-zal a nem specifikusan
kot6dé fehérjék eltavolitasara (preclearing). A mintdkat 2 6ran &t inkubaltuk
szobahdmérsékleten az anti-foszfotirozin, illetve anti-B-catenin ellenanyaggal
folyamatos keverés mellett. Ezt kdvette az immunkomplexek kicsapasa protein G-
sepharose-zal 4 °C-on, egész éjszakan at folyamatosan kevertetve. A sepharose
gombok négyszeri jéghideg TBS-T-vel val6 mosasa utdn az immunkomplexeket
egyszeres SDS mintapufferben 95 °C-on 3 percen 4t denaturaltuk. Az igy el6készitett

mintakkal western blot analizist végeztiink.

Immunfluoreszcens festés és fluoreszcens mikroszképia

A sejteket 1 cm atméréjii kerek fed6lemezen novesztettik. A konfluens
tenyeszeteket 30 perces 20 %-0s mannitol kezelés utdn haromszor 5 percig PBS-el
mostuk, majd -20 °C-on fixaltuk etanol/ecetsav 95:5 aranyu keverékével 10 percig.
Ujabb mosast kovetden 10 perces inkubalast végeztiink blokkold pufferben (3 %
BSA-t tartalmazd PBS). Ezt kdvetben a sejteket nyul anti-B-catenin primer antitesttel

inkubdltuk blokkolé pufferben, 1:100 higitasban, 1 o6radn at. Haromszori mosast
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kovetden 1 oras inkubacio kdvetkezett a szekunder ellenanyaggal (Cy3 anti-nyul)
1:500-as higitasban PBS-ben. Mosas utan a feddlemezeket viz alapu beagyazo géllel
(Gel/Mount, Biomeda, M01) rogzitettik a targylemezeken.

A képeket 40x-es objektivvel, Nikon Eclipse TE2000 mikroszk6phoz kapcsolt
SPOT RT digitalis kameraval készitettik.

Transzendotelidlis elektromos ellenallas mérése

A sejteket fibronectinnel bevont 0,4 pm porusméretic Millicell-CM filtereken
tenyesztettik. A transzendotelidlis elektromos ellendllas (TEER) mérését EVOM
voltohm mér6 késziilékhez kapcsolt elektrodkamraban végeztik. Ezzel a modszerrel

100 Qxcm? feletti értékeket lehet elérni.



3. Eredmények

Oxidativ stressz

Sejtviabilitas
A hipoxia/reoxigenacié nem novelte jelentés mértékben a tapoldatok LDH
aktivitdsat. Ez arra utal, hogy a sejtek membranja nem sérult, nem tdrtént

sejtpusztulas a fellép6 oxidativ stressz hatasara.

A junkciondlis fehérjék expresszidja és kdlcsonhatasai

Western blot analizissel kimutattuk, hogy a 16 6ras hipoxias kezelés, majd 4
oras reoxigenacid kovetkeztében jelentésen csokkent az agyi endotélsejtek occludin
expresszioja. Az occludin kifejez6dés csOkkenése fokozottabban jelentkezett, ha a
Kisérletet glikozt tartalmazd tapoldat helyett glukdézmentes oldatban végeztik.
Hasonlé eredményeket kaptunk, ha az oxidativ stresszt DMNQ kezeléssel valtottuk
ki. Két 6ras 10 uM DMNQ kezelés hatasara csokkent a sejtek occludin szintje.

Kevésbé Kifejezett valtozast figyeltink meg az adherens kapcsolat
transzmembran fehérjéje, a cadherin esetében. Mind glikézt tartalmazd, mind
glukézmentes tapoldatban tenyésztett agyi endotélsejtekben csdkkent a cadherin
mennyisége hipoxia/reoxigenacio kovetkeztében.

Immunprecipitacios eljarassal kimutattuk, hogy a cadherin és B-catenin kozotti
kdlcsdnhatas mértéke csokkent oxidativ stressz hatasara. Ez a csokkenés nagyobb
mértékii, mint a cadherin mennyiségének csokkenése. A [-cateninnel valo

kdlcsonhatashoz hasonldan sérilt a cadherin/a-catenin kdlcsonhatas is.

Transzendotelialis elektromos ellenallas
hatasara megfigyelt valtozasok a junkciok integritdsanak csokkenésére utalnak. Az
ezzel jard permeabilitds valtozast TEER méréssel kovettiik. 10 uM DMNQ kezelés

hatasara az agyi mikroér endotélsejteken mért TEER 10 perc alatt 50 %-ot csokkent.
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A méréseket folytatva azt tapasztaltuk, hogy a csdkkenés folytatddott majd egy

oranyi kezelés utan kdzel 0-ra csokkent.

MAPK aktivitas

Az oxidativ stressz kivaltotta junkcionalis miikodészavarhoz vezetd
jeltovabbitasi folyamatok vizsgalatara western analizist végeztink. A Kisérletek soran
megfigyeltiik, hogy a 2 6ras 10 uM DMNQ kezelés hatasara az aktiv, foszfo-ERK1/2
mennyisége megné agyi Kapillaris endotélben. Tovabba a sejteket gliikdzmentes
tdpoldatban tenyésztve nincs jelent6s valtozas az ERKI1/2 aktivacioban, ezzel
szemben a gluk6z hiannyal kombinalt oxidativ stressz nagyon erételjes aktivacidhoz

vezet. Az ERK aktivaciot nagymértékben csdkkentette az ERK gatlé U0126.

Hiperozmotikus stressz

Tirozin foszforilacio

A hiperozmotikus kornyezet hatasara aktivalédd szignalizacids jelenségek
vizsgalatara agyi endotélsejt tenyészeteket kezeltink 20 %-os (1,1 M) mannitol
oldattal. Hasonl6 koncentracioju oldatot alkalmaznak klinikai kérilmények kozott a
vér-agy gat megnyitasra. Western blot analizissel kimutattuk, hogy kontroll
koralmények kozott a GP8 sejtekben egy 50-60 kDa és egy 110 kDa molekulasulyu
savban figyelheté meg tirozin foszforilacio. Mar 10 perces mannitol kezelés hatasara
tobb fehérje igen erételjes tirozin foszforilacidgja mutathatd ki az 50-200 kDa
molekulasuly tartomanyban, amely 30 perc utan tovabb fokozodik. A tirozin
foszforilacié a mannitol eltavolitasa utdn 10 perccel jelentésen csdkken, 60 perc utan
visszaall a kontroll szintre.

A hiperozmotikus mannitol kivaltotta tirozin foszforildciohoz vezetd 1€pések
vizsgalatara tobb jelatviteli utvonal gatlészerét alkalmaztuk. 10 uM U0126 ERK1/2
inhibitor, vagy 10 pM Y27632 Rho kindz gatlo nem befolydsolta a fellépd
foszforilaciot. Ezzel szemben 10 uM PP1-et, az Src kinaz gatlé anyagat hasznalva
jelentésen csOkkent a hiperozmotikus mannitol kivéltotta tirozin foszforilacio. A

tirozin kinaz gatld Genistein 50 uM koncentracidban ugyancsak gatolta a tirozin
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foszforilacié kialakulasat. A kalcium szignalizacio szerepének vizsgalatdra EDTA-t
és verapamilt hasznaltunk. Sem az L-tipusu kélcium csatorna gatlé verapamil, sem a
tobbértékii kation kelator EDTA nem gatolta a hiperozmotikus mannitol kivéaltotta
tirozin foszforilaciot.

Kimutattuk tovabba, hogy a kezelés hatasara fellépd tirozin foszforilacid
jelentésen intenzivebb a Triton X-100 oldékony sejtfrakciéban a Triton X-100

oldhatatlan frakciéhoz képest.

MAPK aktivitas

A hiperozmotikus mannitolnak a MAP kinaz utvonalra kifejtett lehetséges
aktivalo hatdsat az aktiv, foszforilalt ERK1/2-t felismer6 antitesttel végzett Western
blot analizis segitségével vizsgaltuk. 30 perces 10 %-0s mannitolkezelés utan mar
megfigyelheté volt az ERK1/2 foszforilacioja. 20 %-0s mannitol hatasara az
aktivacio még kifejezettebbé valt. A tapoldat mannitolmentesre cserélése utan 60
perccel jelentdsen csokkent ERKI1/2 aktivacidt figyeltink meg. Az aktivacio
gatolhato volt az ERK inhibitor U0126-tal, azonban az Src kinaz gatlé PP1 hatastalan
volt. Kontroll koriilmények kozott nem volt kimutathaté mértékt ERK1/2 aktivacio,
valamint a hiperozmotikus mannitol kezelés nem valtoztatta meg az ERK1/2

mennyiségét a sejtekben. A p38 kinaz vizsgalata soran nem mutattunk ki aktivaciot.

A B-catenin foszforilacioja

A B-catenin tirozin foszforilacidja jelentdsen befolyasolhatja e fehérje
mitk6dését. Specifikus anti-foszfotirozin ellenanyaggal tortént immunprecipitacio
segitségével kimutattuk, hogy a mannitol hatasara tirozin foszforilalt fehérjék egyike
maga a [-catenin. Mannitol hidnydban nem mutathaté ki szdmottevd tirozin
foszforilalas a B-cateninen, mig 10 perces mannitol kezelés mar er6teljesen indukalja
a P-catenin tirozin foszforilaciojat. A mannitol hatds megszlinte utan 10 perccel mar
defoszforilalodott a p-catenin. A hiperozmotikus mannitol kivaltotta B-catenin
foszforilaciét kivedte az Src kinaz gatlé PP1. A tirozin kindz gatlé Genistein

jelenlétében a B-catenin foszforilacio kismértékii volt. Az Erk inhibitor U0126 és a
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Rho kinaz gatlo Y27632 hatastalan volt. Ugyancsak hatastalannak bizonyult a

verapamil és az EDTA a B-catenin foszforilaciojanak kivédésére.

A B-catenin lokalizacitja

A B-catenin  lokaliz&ci6janak  vizsgélatara a  sejttenyészeteken
immunfluoreszcens festést végeztink. Kontroll koértilmények kozott a B-catenin
elsésorban a sejtmembranban helyezkedik el, ott folyamatos, erés festést ad.
Mannitol hatdséara a folyamatos membranfestés felszakadozik, anélkil, hogy a festés
intenzitdsa megvaltozna. Tehat a B-catenin sejten belili elhelyezkedése valtozott, mig

mennyisége valtozatlan maradt.

Az adherens junkcio fehérjéinek kélcsonhatasai

Mivel az adherens junkci6 fehérjéinek mikodését befolyasolja tirozin
foszforilaciés allapotuk, megvizsgaltuk milyen hatassal van a hiperozmotikus
mannitol kezelés e fehérjék kolcsonhatasaira. 30 perces 20 % mannitol kezelés
hatasara a P-catenin ellenanyaggal precipitalt mintakban a VE-cadherin (vascular
endothelial = érfal endotél) mennyisége lecsdkken, vagyis az adherens kapcsolatok
cadherin-catenin komplexumai mannitol hatasara felbomlanak. Hasonloképpen
karosodik a B-catenin és a-catenin kozotti kapcsolat is. A vizsgalatok soran sem a

VE-cadherin, sem az a-catenin mennyisége nem csokkent.
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4. Osszefoglalas

Megfigyeléseink szerint agyi endotél tenyészetben oxidativ stressz hatasara
csokken két fontos junkcionalis fehérje, az occludin és a cadherin mennyisége. Ez a
csokkenés még kifejezettebbé valik glikoz hiany esetén — mely kértilmény gyakran
elofordul az agyi keringés karosodasa kovetkeztében. A  fehérje-fehérje
kdlcsdnhatasokat vizsgalva ko-immunprecipitaciés Kisérletekkel kimutattuk, hogy
csokken az 6sszekapcsolodo cadherin — B-catenin illetve a p-catenin — alfa-catenin
mennyisége. A junkciondlis komplexum oxidativ hatasra torténd sériiléséhez vezetd
szignalizacio vizsgalata soran az ERK1/2 kindzok aktivacigjat figyeltik meg, mely
gliik6z hidnyaban erdteljesebbé valt.

Hiperozmotikus mannitol kezelés hatasdra a fehérjek erdteljes tirozin
foszforilacidjat figyeltik meg 50-190 kDa tartomadnyban. Immunprecipitacio
segitségével kimutattuk, hogy a foszforilacio egyik célfehérjéje a B-catenin. A
hiperozmotikus kezelést kiilonb6z6 inhibitorokkal kiegészitve meghatéaroztuk, hogy a
B-catenin foszforilacioja Src-kinaz altal medialt folyamat. A kezelés hatasara
az adherens kapcsolat masik két fontos tagjaval, a cadherinnel és az alfa-cateninnel.
A pB-catenin a junkcionalis komplex egyik kulcsfontossagu molekulaja, igy Src
medialta foszforilacioja fontos szerepet jatszhat a hiperozmotikus mannitol hatasara
bekovetkez6 vér-agy gat megnyilasban.

Megfigyeléseink szerint mind oxidativ, mind ozmotikus stressz hatasara
jelentds valtozasok mennek végbe a junkcionalis komplexumban. Ezen valtozasok
érintik a sejtkozotti kapcsolatok kialakitasaban résztvevd fehérjék expressziodjat,
szubcellularis lokalizacidjat és a fehérjék kozotti kolcsdnhatasokat. A feltart
szerkezeti valtozasokon tul megismertiik az azokat kisérd szignalizacid tobb fontos

részletét is.
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5. KoszOnetnyilvanitas

Ez a tézis a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kdzpontjanak
Biofizikai Intézetében készilt a Molekularis Neurobioldgiai Laboratériumban.
Munkam soran sok ember tamogato segitségét élvezhettem, melyet eztton kdszonok.

Els6sorban témavezetomnek, dr. Krizbai Istvannak tartozom kdszonettel.
Végtelen tlrelme nagyban hozzajarult a dolgozat elkésziltéhez. Diak és
doktorandusz éveim soran nagy hatassal voltak ram a munkéaval, tudomannyal és
hegyekkel kapcsolatos gondolatai. Gondos vezetése mellett tanultam meg a
felhasznalt Kkisérleti mddszereket. A kutatasi tervek és eredmények megvitatasa
bdvitette ismereteimet és konnyebbé tette munkamat.

Kdszonetemet fejezem ki dr. Parducz Arpadnak és dr. Siklos Laszlonak, akik a
csoport vezetdiként lehet6vé tették dolgozatom elkészitéset.

Kdszdnet a csoport minden tagjanak segitségukért és baratsagukért. Név
szerint szeretném emliteni az Agyi Endotél Kutatocsoport jelenlegi és korabbi tagjait:
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