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1. Bevezetés

A hiperlipidémia, mely a véraramban 1év6 zsirok emelkedett szintjével jellemezhetd, szoros
kapcsolatban all szamos szisztémds korallapottal, kiilondsen a sziv- és érrendszeri
betegségekkel, valamint jelentds szerepet jatszik a neurodegenerativ korképek
kialakuldsdban is. A lipidek, beleértve a koleszterint és a triglicerideket, vizben valo
oldhatatlansaguk miatt a vérplazmaban lipoprotein komplexekben széllitddnak. Ezek a
komplexek egy hidroféb magot tartalmaznak, amely a lipideket foglalja magaban.
Koriilottiik egy hidrofil kiilsé héj taldlhatd, ami foszfolipidekbdl és fehérjekbol all, ez
biztositja a vérben valdé oldodast. A komplexek fehérje Osszetevdje, kiilondsen az
apolipoprotein B-100 (APOB-100), kulcsfontossagii a komplexek stabilitisaban és a
sejtekkel vald kolcsonhatasban. Az APOB-100 elsésorban az alacsony slirliségii
lipoproteinnel (LDL) €s a nagyon alacsony striiségli lipoproteinekkel (VLDL) tarsul,
amelyek a koleszterin szallitdsdban jatszanak fontos szerepet. Az emelkedett LDL-szintek a
vérben segitik az érelmeszesedés kialakulasat: az artéridk falai megvastagodnak a lipidek és
az immunsejtek felhalmozodasa kovetkeztében, és ez plakkok képzddéséhez vezet. Ezt a
folyamatot sulyosbitja az LDL-részecskék oxidacidja az erek faldban, ami gyulladasos
valaszok sorozatat valtja ki. Ez a gyulladdsos folyamat az endotélsejtek felszinén
sejtadhezios molekulak kifejezddésével jar, amelyek segitik a monocitak kitapadasat. Az
erek falaban a monocitdk makrofagokka alakulnak, felveszik az oxidalt LDL-t, ettdl lipid-
duas habsejtekké valnak, és novelik a plakk stabilitasat és méretét. A magas lipid szintek €s
az ¢érelmeszesedés kialakuldsa, valamint a kapcsolodd agyi érrendszeri valtozasok
ramutatnak, hogy a szisztémas lipid rendellenességek hogyan ronthatjak az agyi funkciokat
¢s segithetik eld a neurodegenerativ elvaltozasokat. Ez egyben azt is jelzi, hogy a

metabolikus, érrendszeri és neuroldgiai egészség szorosan dsszekapcsolodik.

Az érelmeszesedéses 1éziokban a makrofagok és simaizomsejtek termelik a gyulladaskeltd
interleukin-6 (IL-6) citokint, ami endotél diszfunkcidt okoz. Az érsejtek a tumor nekrozis
faktor (TNF)-a, IL-1B, IL-6, IL-8 és IL-15 termelésével eldsegitik gyulladasos folyamatokat,
mig fdleg a transzformald novekedési faktor-f termelésével kifejezett gyulladascsokkentd
hatéast gyakorolnak. Az IL-10 olyan citokin, ami az érelmeszesedésben gyulladascsokkentd
szerepet jatszik. Elsdsorban makrofagok, T- és B-limfocitdk termelik, és nagyon kis
mennyiségben az agyi kapillaris endotélsejtek is. A hiperlipidémia 0sszefiigg a szisztémas
gyulladdssal még sziv- és érrendszeri elvaltozasok nélkiil is. A magas trigliceridszinttel

rendelkezd betegekben megnovekedett TNF-a és IL-6 szintet mértek. A szisztémas



gyulladas szintén befolyasolja az agyat és annak érrendszerét, karositva azok miikodését. A
hiperlipidémia altal Iétrehozott patologiai valtozasok tanulmanyozasahoz Dr. Santha Miklos
csoportja a Szegedi Biologiai Kutatokozpontban egy allatmodellt hozott 1étre 2005-ben. Ez
az allatmodell egy transzgenikus egérvonal, amely kiilonboz6 szoveteiben, mint a maj, a sziv
¢s az agy, tiltermeli az emberi APOB-100 fehérjét. Az APOB-100 transzgenikus egerekben
jelentésen megemelkedik a szérum triglicerid- és koleszterinszint normal és koleszterinben
gazdag étrend mellett. Tovabba, az APOB-100 transzgenikus egerek agyaban kiilonb6z6
neurodegenerativ folyamatokat lehetett kimutatni. Széles kori idegsejtpusztulas, és a
kortikalis és hippokampalis neuronok apoptdzisa figyelhetd meg ebben a modellben. Az
APOB-100 tultermelése Osszefiiggést mutatott az emelkedett lipid-peroxidéacio szintjével a
kortikalis és hippokampalis agyteriileteken, valamint a kognitiv funkciok karosodéasaval. A
hiperlipidémia okozta megfigyelt koros agyi elvaltozasok az Alzheimer-koér jol ismert
jellemz6i. Tobb neurodegenerativ betegségben is (Alzheimer-kor, Parkinson-kor, multiplex
szkler6zis) igazoltak az agyi érrendszeri funkcidk kérosodésat, beleértve az agyszovet €s a

keringd vér kozott dinamikus hatarfeliiletet alkotd vér-agy gat (BBB) miikodésének zavarat.

Simaizom
Asztrocita végtalpak
Pericita

—Bazalis lamina

—Lumen
Endotélsejt

1. abra. Az érett vér-agy gat sejtalkotoi a szoros, 0sszefiiggd egysejtréteget alkotod endotélsejtek, az

alapmembran, valamint a kdrnyezé pericitak és az asztroglia végtalpak.



Az érett vér-agy gat szorosan kapcsolodo, egybefiiggd sejtréteget alkotd endotélsejtekbol,
alapmembranbol, és ezeket korbeoleld pericitakbol €s asztroglia végtalpakbdl all (1. dbra).
Az agyi endotélsejtek szoros kapcsolatainak (tight junction: TJ) két meghatarozo
transzmembran fehérjéje a klaudin-5 és az okkludin, ezek szabdlyozzak a paracelluléris
permeabilitast. Az anyagok atjutasat a BBB-n keresztiil kiilonféle transzportrendszerek
szabalyozzak. A tapanyagok agyi bejutasat foként az SLC (solute carrier) fehérjék végzik.
A toxikus molekuldk bejutasat az aktiv efflux pumpak akadalyozzak meg. Ilyen példaul a
P-glikoprotein (P-gp), amely a BBB kémiai védelmi miikodésében 1étfontossagu, de ismert,
hogy gyulladdsos és neurodegenerativ folyamatok kéarosithatjdk a miikodését. A BBB
integritasa ¢és miikodése az endotélsejtek, az asztrocitdk ¢és a pericitak kozotti
kolcsonhatasokon alapul. Az asztrocitdk perivaszkuldris végtalpain nagymértékben
fejezddik ki a vizcsatorna aquaporin 4 (AQP4), ami fokozza az agy €s a vér kozotti vizeserét,
ezért dontd fontossagli a kozponti idegrendszer homeosztazisaban. A neuroinflammacié

azonban csokkentheti az aquaporin 4 expresszidjat, ami ronthatja a BBB mitkodését.

Az idegi gyulladasos folyamatok komplex valaszt hoznak létre: a neurovaszkularis egység
kiilonboz6 sejtjei gyulladast fokozo és csokkentd citokineket termelhetnek. Az asztrocita és
a pericita sejtek gyulladasos citokineket, példaul TNF-a-t és IL-6-ot allitanak el6. Ezek a
citokinek olyan betegségek kialakulasdban vesznek részt, mint az ateroszkler6zis, és szintjiik
megemelkedik olyan betegségekben, mint az Alzheimer-kor és a szklerdzis multiplex, ami
arra utal, hogy szerepiik van a neurodegeneracio 1étrejottében. Az agyi erek kozelében 1évo
mikroglia sejteket is befolyasolhatjdk a citokinek és azok is termelhetik Oket, ezzel
megvaltoztatva az agyi véraramlast és a BBB miikodését. A proinflammatorikus
citokinekkel szemben az IL-10-hez hasonld gyulladascsokkentd citokinek enyhithetnek
bizonyos gyulladasos valaszokat. Mivel a kiilonb6z6 hatasu citokinek és az azokat termeld
neurovaszkularis sejtek kozott komplex kolcsonhatas all fenn, a vaszkularis gyulladas, a
BBB miikodése, és a neurodegeneracio kozotti kapcsolat részletei tovabbra is kevéssé

ismertek.

2. Célkitiizések

Célunk az volt, hogy tanulméanyozzuk az APOB-100 transzgenikus egerekben a vér-agy
gattal kapcsolatos szerkezeti és miikodésbeli valtozasokat, amelyek felfedhetik a

hipertrigliceridémia altal kivaltott, neurodegeneraciohoz vezetd patoldgias folyamatokat.



A molekuléris és sejtes mechanizmusokat illetéen két citokin vizsgalatdra koncentraltunk:
az érelmeszesedésben is szerepet jatszé proinflammatorikus IL-6 hatasait az agyi endotél-
¢és gliasejtek jellemzoire vizsgaltuk, mig a gyulladascsokkentd citokin IL-10 esetében a
lehetséges védOhatast tanulmanyoztuk. Kutatdsi munkank sordn az aldbbi kérdésekre

kerestiik a valaszt:
APOB-100 egerekben

e van-e valtozas kis és nagyméretii jelzdanyagok atjutasaban a vér-agy gaton keresztiil
az agykéregben ¢és a hippokampuszban?

e valtozik-e a kulcsfontossagut BBB gének ¢és az IL-6 és IL-10 citokinek kifejezédése
az agyi mikroerekben?

e van-e valtozas az okkludin, klaudin-5 €és P-gp immunfestésében az agykéregben és a

hippocampusban?
Van-e kiilonbség az IL-6 ¢és IL-10 hatasa kozott

e vad tipust (WT) és APOB-100 egerek agyi endotélsejteinek ndvekedésére,
¢letképességére €s sejtstirtiségére?

e WT ¢és APOB-100 egerekbdl szarmazd tenyészetes ko-kultira BBB modell
permeabilitasara €s efflux pumpa aktivitasara?

e WT ¢és APOB-100 egerek agyi endotélsejtjeinek okkludin, klaudin-5 és P-gp
immunfestésére?

e WT és APOB-100 egerek mikroglia €s asztroglia tenyészeteinek sejtstirliségére?

3. Modszerek

Szamos kisérleti technikat alkalmaztunk a vér-agy gat szerkezeti ¢és mikddésbeli

valtozasainak feltarasara hipertrigliceridémids koriilmények kozott.

In vivo vizsgalatok

A hipertrigliceridémias modell validalasara meghatarozott id6k6zonként mértiik az allatok
szérum triglicerid és koleszterin szintjeit. A BBB gatmiikodését kis- és nagymolekulaja
jelzdanyagok atjutasaval mértiik, amelyekkel a paracellularis és transzcelluldris utakon

torténd valtozéast egyarant kovetni tudtuk. A funkciondlis valtozdsok megerdsitésére



morfoldgiai vizsgalatokat végeztiink immunhisztokémia segitségével, hogy a kivalasztott

BBB fehérjék kifejezddését és lokalizaciojat lathatova tegytik.

In vitro vizsgalatok

Annak érdekében, hogy jobban megértsik a BBB strukturalis integritdsat és miikodését
befolyasolo sejtszintli mechanizmusokat és kolcsonhatasokat, agyi endotélsejteket, valamint
asztrocitdkat és mikroglia sejteket tartalmazo tenyészeteket készitettiink. Impedancia-
méréssel kovettiik az agyi endotélsejtek novekedésének kinetikajat, és a 24 6rés citokin
kezelés hatasat. A funkcionalis BBB vizsgalatok sordn a transzendotelidlis elektromos
ellenallast (TEER) és a jelzb6anyagok atjutasat tenyészetes agyi endotélsejt €s gliasejt ko-
kultira BBB modellen mértiik, mig a P-glikoprotein efflux pumpa aktivitasat fluoreszcens
marker segitségével kovettiik. A citokinek hatdsat asztrocitdkat és mikroglia sejteket
tartalmazo tenyészeteken is megvizsgaltuk. A funkcionalis méréseket kovetden morfologiai
vizsgalatokkal igazoltuk a BBB miikddésében kulcsfontossag fehérjék kifejezddésének

valtozasat mind az endotélsejtekben, mind a gliasejtekben.

Ex vivo vizsgalatok

A vér-agy gat funkciondlis és morfologiai allapotanak tovabbi vizsgalatara
hipertrigliceridémiaban agyi mikroereket izolaltunk, és a TJ fehérjék, az AQP4 és a P-gp
immunfestésének mintazatat elemeztiik. Emellett kvantitativ valos idejii PCR segitségével
mértiik a BBB szerkezeti felépitésében és miikddésében fontos néhany kivalasztott gén

kifejezodését.

Kép- és statisztikai analizis

Az immunfestési mintdk kvantifikalasdhoz képanalizist alkalmaztunk (ImagelJ, Matlab). Az
eredmények statisztikai kiértékeléséhez kétutas variancia analizist és Bonferroni post hoc
tesztet hasznaltunk (GraphPad Prism 5.0). Azoknal az adatsoroknal, ahol nem talaltunk

Gauss-eloszlast, Kruskal-Wallis és Dunn tobbszoros 0sszehasonlitd teszteket alkalmaztunk.



4. Eredmények

4.1. Kronikus hipertrigliceridémia az APOB-100 transzgenikus egerekben

Az APOB-100 transzgenikus egerek szérum triglicerid szintje kiilonb6z0 ¢életkorokban (7, 9
¢s 12 honapos kor) kovetkezetesen magasabb volt a WT egerekhez képest. Ez a kronikus
hipertrigliceridémia igazolta az emberi APOB-100 gén hatékony kifejezédését, ami lipid

anyagcsere zavarokat hozott létre az egerekben.

4.2. A vér-agy gat integritasanak karosodasa: in vivo permeabilitas mérések

Az vér-agy gat funkcionalis integritasat két kiilonbozé méretii jelzOmolekula atjutasaval
mértiik. A vizoldékony kis molekula fluoreszcein a sejtek kozotti, vagy paracelluldris ton
jut at, mig a nagy molekula Evans kék-albumin komplex a sejteken keresztiili, ugy nevezett
transzcellularis utvonalon. Szignifikdns ndvekedést mértiink a vér-agy gat atereszto-
mig a szérumfehérje albumin atjutdsa az erekbdl az agyszovetbe nem vaéltozott. A
transzgenikus egerek agykérgében a BBB ateresztoképessége egyik jelzOmolekulara sem

valtozott a WT csoporthoz képest.

4.3. A vér-agy gat gének kifejezodésének valtozasa

A kvantitativ PCR-analizis betekintést nyujtott a vér-agy gat valtozasok molekularis
hatterébe a hipertrigliceridémias egerekben. Szignifikdns mértékben csokkent a Meox2 gén
kifejez0dése, amely kritikus szerepet jatszik a vér-agy gat integritasdnak fenntartdsaban.
Hasonloképpen, jelentdsen lecsokkent az Mfsd2a kifejezodése, amely egy kulcsfontossagu
BBB lipid transzporter. Ezek a véltozasok a vér-agy gat szerkezeti elemeit és lipid
transzportjat szabalyoz6 folyamatok felboruldsat jelzik. Ezzel szemben megemelkedett a
Lox-1 gén szintje, ami az oxidalt LDL-re adott oxidativ stresszvalaszban jatszik szerepet. Ez
az expresszios valtozas adaptiv valasz lehet a megnovekedett lipid peroxidaciora a
transzgenikus egereknél. A lipid transzporttal és TJ integritassal kapcsolatos gének, mint az
Lrpl, Lrp2, valamint a P-glikoproteint kodold Abcbla és Abcblb gének megvaltozott
kifejezddése tovabbi megerdsitése a korabbi eredményeknek, hogy a lipid-anyagcsere

valtozasa a vér-agy gat mikodési zavardhoz, sériilésé¢hez vezet.



4.4. Az ateroszklerotikus folyamatokban részt vevé kulcsfontossagu citokineket

kodolo gének expresszios szintjei

Annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk a hipertrigliceridémiatdl a vér-agy gat miikkodési
zavaraig vezetd molekularis mechanizmusokat, qPCR segitségével megmértiik az IL-6, egy
az érelmeszesedés eldsegitésében részt vevo citokin, valamint az IL-10, egy potencidlisan
IL-6 antagonista citokin génexpressziojat izolalt agyi mikroerekben és agyszovetben. Az
1L-6 jelentésen magasabb kifejez0dést mutatott az agyi mikroerekben az agykéreghez képest
transzgenikus APOB-100 egerekben. Az IL-10 gén kifejezO0dése minden mintaban a

kimutatasi hatar alatt maradt.

4.5. A kulcsfontossagu vér-agy gat fehérjék immunhisztokémiai festésodése

A BBB szorossagat befolyasolo legfontosabb fehérjék, a klaudin-5 és az okkludin
kifejez0désének ¢és lokalizacidjanak vizsgalatdra a hippokampalis és kortikalis régiokban
immunhisztokémiai vizsgalatot végeztiink. A génexpresszids valtozasok ellenére a
konfokalis mikroszkopidval megfigyelt fehérjeexpresszids mintdk nem mutattak jelentds
kiilonbségeket a festés intenzitasaban vagy a fehérjék lokalizacidjaban a transzgenikus €s a
WT egerek kozott. Ez a megfigyelés arra utal, hogy poszttranszlacidés mechanizmusok vagy
kompenzacios valaszok mérsékelhetik a transzkripcids valtozasok hatasat a fehérjeeloszlasra

agyi mikroerekben.

4.6. Sejttenyészetek és életképességi vizsgalatok

A sejttenyésztési vizsgalatok a transzgenikus és a WT egerekbdl szarmazd agyi endotélsejtek
¢letképességére €s funkciondlis jellemzdire dsszpontositottak. Kisérleteink hozzajarultak a
citokinek kozvetleniil az egyes sejttipusokra gyakorolt hatasanak, illetve az IL-6 és az IL-10
hiperlipidémiés koriilmények kozott az endotelidlis sejtvalaszok modulalasaban betoltott
szerepének azonositdsahoz. Az IL-6 citokin kezelés a sejtek ¢€letképességének csokkenését
eredményezte, amit az IL-10 hatékonyan gatolt, ezzel is igazolva gyulladasos allapotokban

betdltott védo szerepét.

4.7. Agyi endotélsejtek miikodésének vizsgalata

Az agy endotélsejtek kulcsfontossagu funkcidit, példaul a gat integritasit TEER ¢&s
permeabilitasi tesztekkel, valamint P-gp aktivitasi vizsgalatokkal értékeltiik tenyészetes

BBB modellekben. Az APOB-100 transzgenikus allatokbdl szarmazé agyi endotélsejtek €s



gliasejtek egyiittes tenyésztésével létrehozott BBB modell gatmiikodése gyengébb volt,
csokkent TEER értékeket mutatott a WT modellhez képest, citokin kezeléssel vagy anélkiil.
Az IL-6 jelentdsen csokkentette a TEER-t a transzgenikus modellben. Az IL-10 6nmagéaban
nem valtoztatta meg a TEER ¢értékeket, de nem mutatott védohatast sem. A WT BBB modell
esetében a citokinkezelések csokkentették a TEER-t. A fluoreszcein permeabilitdsa minden
csoportban magasabb volt az APOB-100 modellben, mint a WT-ben. Az IL-6 ndvelte a
paracellularis permeabilitast a WT, de még inkabb a transzgenikus modellben. Az IL-10
Onmagaban nem befolyasolta a transzgenikus modell permeabilitasat, €¢s nem mérsékelte az
IL-6 hatasait. A WT sejtekben az IL-10 6nmagaban novelte a permeabilitast, és nem
befolyasolta az IL-6 hatasat. A P-gp aktivitasa csokkent az APOB-100 sejtekben, amit a
megnovekedett R123 felvétel jelez. WT agyi endotélsejtekben nem figyeltiink meg citokin

hatast. A transzgenikus endotélsejtekben a citokinek a P-gp aktivitdsat megemelték.

4.8. Az endotélsejtek morfologiajanak elemzése

A morfologiai vizsgélatok soran a P-gp ¢és a TJ fehérje klaudin-5, okkludin és ZO-1
immunfestését tanulmanyoztuk primer agyi endotélsejt tenyészetekben. A P-gp csokkent
immunfluoreszcencia intenzitdst mutatott transzgenikus és WT sejtekben kontroll
koriilmények kozott, a citokin kezelések pedig megvaltoztattak a P-gp intenzitasat. Az IL-6
csokkentette, az IL-10 pedig novelte a P-gp festddést transzgenikus sejtekben, az IL-10
pedig az IL-6 hatésait is ellensulyozta. A citokin kezelések valtozéan befolyasoltak ezeknek
a fehérjéknek a fluoreszcencia intenzitasat, az IL-6 és IL-10 pedig genotipus-specifikus
modon befolyasolta expresszidjukat. Citokinkezelést kdvetéen mindkét genotipusban
megnovekedett a ZO-1 festési intenzitasa, és megemelkedett a ZO-1 lokalizacioja is a sejtek

citoplazmajaban (2. dbra).

4.9. Citokin hatasa tenyésztett gliasejtekre

Az APOB-100 ¢és WT egerekbol szarmazd asztrocita €s mikroglia sejteket tartalmazo
tenyészetekkel végzett kisérletekben nem mértiink valtozast az asztrocita sejtek
stiriségében. A mikroglia denzitast az IL-6 megndvelte, mig az IL-10 csdkkentette a WT
tenyészetekben. Az asztroglia/mikroglia sejtarany stabil volt a transzgenikus
tenyészetekben, de 1L-6 kezelés hatasara csokkent a WT sejtkultardkban. Az asztroglia
végtalp-marker AQP4 nem mutatott genotipus-kiilonbséget kontroll koriilmények kozott, és

a sejtes lokalizacioja egybeesett az S100b fehérjéével. Az AQP4 immunfluoreszcencia



megndvekedett a transzgenikus asztrocitdkban az IL-6 kezelést kdvetden, ezt a hatdst nem

figyeltiik meg a kombinalt IL-6 és IL-10 kezelésnél.

4.10. Agyi mikroerek morfoldgiai vizsgalata

Izolalt agyi mikroerekben a P-gp, a klaudin-5, az okkludin és a ZO-1 immunfestése hasonld
mintdzatot és teriileti frakciokat mutatott a genotipusok kozott kontroll koriilmények kozott.
A citokin kezelések megvaltoztattak a P-gp és az AQP4 expressziojat a WT mikroerekben,
¢s az IL-10 befolyasolta az IL-6 hatasokat. A transzgenikus egerek mikroerei nem mutattak
citokin altal kivaltott valtozast az AQP4 teriiletfrakciojaban, még kombinalt IL-6 és IL-10

kezelés mellett sem (2. abra).

WT és APOB-100 mikroerek és tenyésztett endotélsejtek 6sszehasonlitasa citokin kezelés nélkiil

Mikroerek: Endotélsejt tenyészet:
P-gp ¥ P-gp ¥
ZO-14
Nincs valtozas:
Z0-1 Nincs valtozas:
Claudin-5 Claudin-5
Occludin Occludin
Aqp-4

Mikroglia  Asztrocita

Kapillaris lumen

/ Tight

* junction
Kapillaris lumen
{ o *=o0ccludin
\ [ Endotélsejt — Claudin-5
\\\\. A
Endotélsejt
Pericita

2. abra A vér-agy gat funkcionalis és morfologiai valtozasainak dsszehasonlitdsa WT és APOB-100

egerekben.

5. Megbeszélés

5.1. In vivo Kisérletek és kronikus hipertrigliceridémia

A kréonikus hipertrigliceridémia kimutataisa APOB-100 transzgenikus egerekben alapot
teremtett az emelkedett szisztémas lipidszintek agyi érrendszeri integritdsra gyakorolt

hatasainak feltdrasdhoz. A transzgenikus egerekben a WT csoporthoz képest folyamatosan
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magasabb trigliceridszintek nemcsak a modellt igazoljak, hanem kiemelik a trigliceridek
szerepét az érrendszeri betegségek kivaltasaban. Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a
hipertrigliceridémia a vér-agy gat tulajdonsagait olyan mechanizmusokon keresztiil
valtoztathatja meg, mint a fokozott oxidativ stressz és a gyulladas, amelyek hozzajarulnak a

metabolikus szindromaban gyakran megfigyelheté endotélsejt diszfunkciohoz.

5.2. A vér-agy gat permeabilitasa és integritasa

A kutatasunk eredményei a vér-agy gat ateresztOképességeével kapcsolatban megerdsitik azt
az elképzelést, hogy a hipertrigliceridémia karositja a gatfunkciot, elsdsorban a szoros
kapcsolatokon keresztiil, amelyek a paracellularis utat szabalyozzdk. A kis- és nagy
molekulak kiilonboz6 atjutasa a vér-agy gaton feltehetden egy enyhe foku karosodasra utal
a szoros kapcsolatok miitkodésében, ami nem okoz olyan foku megnyilast, hogy a nagy
szérumfehérjék szabadon bejussanak az agyba. Ez a szelektiv karosodas segithet annak
megértésében, hogy a lipidek hogyan fokozzdk a neurodegenerativ betegségek
stlyosbodasat, ahol a neurotoxikus anyagok agyi bejutdsdt hasonlé mechanizmusok

okozhatjak.

5.3. A vér-agy gat gének kifejezodése

A munkank soran kapott génexpresszios valtozasok molekularis betekintést nydjtanak a vér-
agy gat milkodési zavarat okozo koroki folyamatokba hipertrigliceridémidban. A Meox2 és
az Mfsd2a gének kifejezddésének csokkenése kozponti jelentdségli, mert ezek a gének
létfontossaguak a vér-agy gat felépitésének €s miikodésének fenntartasahoz. A Meox2
szabdlyozza az endotélsejtek osztddasat és az érfejlddést, és csokkent kifejezOdése az
érrendszeri stabilitas €és atrendezddés karosodasdhoz vezethet. Hasonloképpen, az
esszencialis zsirsavak vér-agy gaton keresztiili szallitasdhoz nélkiilozhetetlen Mfsd2a
csokkent kifejezOdése arra utal, hogy az agyi lipid homeosztazis sulyosan karosodik
hiperlipidémiés allapotban. A magas lipid szintek hatasdra megnétt Lox-1 gén kifejezddés
az endotélsejtek oxidativ stresszre adott adaptiv valaszénak tekinthetd, ami azonban
potencidlisan sulyosbithatja a gyulladasos valaszokat. Az LDL receptorral kapcsolatos
fehérjék (Lrpl és Lrp2) és a P-gp génjeinek valtozasai a vér-agy gat védelmi szerepének

fenntartdsa érdekében torténhetnek a lipid-indukalta stresszben.

11



5.4. Kovetkezmények neurodegenerativ betegségekre nézve

A vér-agy gat integritdsanak és miikodésének zavara mélyrehatd kovetkezményekkel jar a
neurodegenerativ betegségek, példaul az Alzheimer- €s a Parkinson-kor patogenezisében. A
vér-agy gat megvaltozott permeabilitasa, védelmi és transzport mechanizmusai elésegithetik
a neurotoxikus fehérjék, példaul a béta-amiloid felhalmozodasat az agyszovetben. Emellett
az emelkedett IL-6 citokin szinttel jellemzett gyulladasos kornyezet sulyosbithatja a
neurodegeneraciot azaltal, hogy fokozza a gliasejtek aktivalodéasat és az ezt kovetd

gyulladaskelté mediatorok felszabadulasat.

5.5. Az IL-10 protektiv szerepe

A citokinekkel kapcsolatos vizsgalatok feltartak az agyi endotélsejtek életképességében és
miikddésében a gyulladascsokkentd IL-10 védé hatasat a gyulladaskeltd IL-6 karosito
hatasaival szemben. Mivel az IL-10 képes ellenstulyozni az IL-6 hatésait, felmertil esetleges
terapids szerként vald alkalmazéasa olyan allapotokban, amikor a gyulladds hozzéjarul a
az agyi endotélsejtek integritasat, hanem biztositja a BBB megfeleld miikodését stressz

koriilmények kozott is.

6. Osszefoglalas

A hipertrigliceridémia komoly kockéazati tényezd a sziv- és érrendszeri betegségek
kialakulasaban, és hozzajarul az érelmeszesedés altal okozott gyulladasos folyamatokhoz, a
vér-agy gat (BBB) mikodési zavaraihoz ¢és a neurodegeneracio kialakuldsahoz.
Kutatdsunkban kronikus hipertrigliceridémids APOB-100 transzgenikus egereket
hasznaltunk annak vizsgalatara, hogy milyen cerebrovaszkularis valtozasok, BBB funkciok
¢s morfoldgiai jellemzOk figyelhetok meg in vivo, in vitro €s ex vivo korilmények kozott.
Azt tanulmanyoztuk, hogy az érelmeszesedést eldsegitd IL-6 citokin milyen BBB
valtozasokat hoz létre, és hogy a gyulladascsokkentd IL-10 citokin ellenstlyozza-e ezeket a

hatasokat.

Igazoltuk a kronikus hipertrigliceridémiat 7, 9 és 12 hénapos APOB-100 transzgenikus
allatokban. Megallapitottuk, hogy a BBB ateresztOképessége megnovekedett a
hippokampuszban, ami morfologiai valtozasokkal jart egyiitt. Az APOB-100 transzgenikus
allatokbdl izolalt agyi mikroerekben megndvekedett Lox-1 és csokkent Meox-2, Mfsd2a,
Abcbla, Lrp2, Glut-1 génexpressziot mértiink kvantitativ valds idejii PCR segitségével. Az
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IL-6 mRNA szintje magasabb volt az izolalt agyi mikroerekben, mint az agyszdvetben. A
csokkent Abcbla génexpresszid a P-gp fehérjeszinten is megfigyelhetd volt, amint azt
transzgenikus agyi régiok immunhisztokémiai elemzése és konfokélis mikroszkopia is
igazolta, mig az okkludin ¢és klaudin-5 TJ fehérjéknél nem tapasztaltunk valtozast az

immunfestés mintazataban.

A kovetkez0 kisérletsorozatunkban funkcionalis €s morfologiai kiilonbségeket mutattunk ki
a WT és az APOB-100 agyi endotélsejtek kozott kontroll koriilmények kdzott. A tenyészetes
vér-agy gat modellekben a funkciondlis jellemzOk, mint az elektromos ellenallds, az
ateresztOképesség és a P-gp aktivitas érzékenyek voltak az IL-6 ¢és IL-10 citokin kezelésekre,
de antagonisztikus hatast nem figyeltiink meg. Ezzel szemben az IL-6 kezelést kdvetden az
agyi endotélsejtek stirtiségének és P-gp immunfluoreszcencia intenzitasdnak csokkenését
mindkét genotipusban az IL-10 ellensulyozta. IL-6 kezelésre az APOB-100 agyi
endotélsejtekben csokkent a klaudin-5, mig a WT glia tenyészetben az AQP4 fluoreszcencia
intenzitdsanak novekedett, valamint az asztroglia/mikroglia sejtarany csokkent. Ezeket az
IL-6 altal l1étrehozott valtozasokat szintén ellensulyozta az IL-10. Az izolalt agyi mikroerek
altalaban, és az APOB-100 mikroerek kiillondsen, kevésbé reagaltak a citokin kezelésekre,
mint a sejttenyészetek. Ebben az ex vivo rendszerben az IL-6 a P-gp, ZO-1 és AQP4
immunfestett terliletek aranyanak csokkenését eredményezte WT mikroerekben. Az AQP4
immunfestett teriilet ardnyanak csokkenését kivédte az IL-10 kezelés. WT mikroerekben az
IL-10 gyulladascsokkentd citokinnel torténd kezelést kovetden csokkenést figyeltiink meg a
P-gp és ZO-1 immunfestett teriiletek aranyaban, és az IL-6 és IL-10 citokinek kozott
antagonisztikus hatast nem tapasztaltunk. Jelen eredményeink leirjadk azokat a BBB
jellemzoket, amelyek érzékenyek az IL-6 vagy IL-10 hatésaira, €s eldsz6r mutatjak ki, hogy

az IL-10 legalabb részben kivédheti az IL-6 altal okozott BBB kéarosodast.

7. Konkluzio

Az eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kronikus
hypertrigliceridémias APOB-100 transzgenikus egerekben mind funkcionalis, mind
morfologiai cerebrovaszkularis elvaltozasok megfigyelhetok. Ezért ez az allatkisérletes
modell hasznos eszkoz lehet a vaszkulédris eredetli neurodegenerativ betegségek és a
cerebrovaszkularis kéarosodas kozotti Osszefliggések tanulmanyozdsara, ami alapvetd

fontossagu hatékony gydgymodok kifejlesztéséhez.
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8. Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni halamat a témavezetdimnek, Prof. Deli Maridnak és Dr. Hoyk Zs6fianak
a tdmogatasért és segitségért, amit doktori tanulméanyaim soran nyujtottak. Kisérleteim

elvégzése €s a jelen tézis elkészitése nélkiiliikk nem lett volna lehetséges.

Halas vagyok Dr. Walter Fruzsina tdmogatasaért €s utmutatdsaért, a tudomanyos

iranymutatasért és az egyiitt dolgozott o6rakért.

Koszonetet szeretnék mondani Prof. Santha Miklosnak, Dr. Téth Melindanak és Dr. Dukay
Brigittanak a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont Biokémiai Intézetébdl, a segitségiikért €s

egylittmiikodésiikért.

Halasan koszonom a Biologiai Barrierek Kutatocsoport minden tagjanak a kozos munkat és
tamogatast. Kiilon koszonetet szeretnék mondani Dr. Harazin Andrasnak, Dr. Barna
Lillanak, Dr. Ana Raquel Santa Maria-nak, Dr. Molnar Rékanak és Vigh Juditnak a hosszu
egylitt toltott munkaorakeért.

Emlitést szeretnék tenni Hallgas Balézsrol, Lomen Eszterrdl és Karpati Evarol, a Navolab
Diagnostics csapat tagjairdl, akiknek halaval tartozom a tdmogatasukért, amely lehetévé

tette tanulmanyaim befejezését.

Koszonetet szeretnék mondani minden embernek, aki segitett és timogatott a munkam soran,

mindannyian hozzajarultak ahhoz, hogy ez megvalosuljon.

Kiilonleges koszonetem ¢€s haldm szeretném kifejezni a csalddomnak és legkodzelebbi

barataimnak. Mindig mellettem alltak.

Halamat szeretném kifejezni az Elméleti Orvostudoméanyi Doktori Iskoldanak is

tamogatasukért és, hogy részt vehettem doktori programjukban.
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