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,Az anyag csak 6nmagaban nem létezik. Minden awcga$f egy bizonyos &idltal
keletkezik és létezik, amely ®&raz atomrészecskéket rezgésbe hozza, és azt az atom
legparanyibb naprendszereként dsszetartja. De rmivéédirben sem egy intelligens sem
pedig egy 6rok & nem létezik, azt kell feltételezniink, hogy e mbgit e6 mogott egy
intelligens szellem létezik.”

Max Planck
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

1-MA: 1-metilantracén (1-methylanthracene)

ABC: ATP-ko® kazetta (ATP-binding casette)

AJ: adherens kapcsolat (adherens junction)

AP-1: aktivalo fehérje 1 (activating protein-1)

BBB: vér-agy gat (blood-brain barrier)

BCA: bicinkoninsav (bicinchoninic acid)

BCRP: mellrak rezisztencia fehérje (breast canesistance protein)

bFGF: bazikus fibroblaszt névekedési faktor (béibimblast growth factor)

BLP: bakteridlis lipoprotein (bacterial lipoprotgin

BSA: marha szérum albumin (bovine serum albumin)

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat (cyclic ademesmonophosphate)

CEC: agyi endotélsejt (cerebral endothelial cell)

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat (cyclic guamesmonophosphate)

CINC-1: citokin-altal indukalt neutrofil kemoattrilas 1 (cytokine-induced neutrophil
chemoattractant-1)

CNS: kdzponti idegrendszer (central nervous system)

CPT-cAMP: 8-(4-klorofeniltio)-adenozin-3',5'-ciklitss monofoszfat (8- (4- Chloro-
phenylthio) adenosine- 3', 5'- cyclic monophosphate

cPTK: citoplazmatikus protein tirozin kindz (cytapmatic protein kinase)

CSC.: cigarettafiist kondenzatum (cigarette smokeeuasate)

Cy3: karbocianin 3 (carbocyanine 3)

DMEM/F12: Dulbecco modositott Eagle tapfolyadéka:1Zes tapanyag keverék
(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixturel2)

EBA: Evans kékkel jel6lt albumin (Evans blue lalok&bumin)

EBM-2: endotelialis alap tdpfolyadék 2 (endothefiabal medium-2)

EGF: epidermédlis ndvekedési faktor (epidermal ghofattor)

EGM-2: endotélsejt ndvekedési tapfolyadék 2 (enel@hcell growth medium-2)

ELAM-1: endotél leukocita adhéziés molekula 1 (ethétial leukocyte adhesion molecule
1)

ERK: extracellularis szignal-szabélyozta kinaz (@sellular regulated kinase)

FITC: fluoreszcein izotiocianét (fluorescein isattyanate)



GAPDH: gliceraldehid-3-foszféat dehidrogenaz (glyddehyde-3-phosphate-
dehydrogenase)

GDNF: glia-sejtvonal eredétneurotrofikus faktor (glial cell line-derived netrophic
factor)

GK: guanilat kindz (guanylate kinase)

GLUT1: glukdz transzporter 1 (glucose transporfer-1

hCMEC/D3: huméan agyi mikroér endotélsejtek, D3 Elis populacié (human cerebral
microvascular endothelial cells, D3 clonal popualaji

HSP: lbsokkfehérje (heat shock protein)

ICAM-1: intercellularis adhéziés molekula 1 (intellalar adhesion molecule 1)

IL-1: interleukin-1

IRF7: interferon szabalyozo faktor (interferon riegory factor)

JACOP: junkcidhoz kapcsol6éd6 csavart-csavar fehraction-associated coiled-coll
protein)

JAM: junkcionalis adhéziés molekula (junctional adion molecule)

JEAP: junkciéban feldusulé és kapcsolédo fehérjendfion enriched and associated
protein)

JNK: c-Jun aminotermindlis kindz (c-Jun N-termikialase)

LPS: lipopoliszacharid (lipopolysaccharide)

LTA: lipoteikolsav (lipoteichoic acid)

MAGI: forditott domén szerkezietMAGUK fehérjek (MAGUKs with inverted domain
structure)

MAGUK: membranhoz kapcsol6dé guanilat kindz (membraassociated guanylate
kinase)

MAL: MyD88 adapter-szdr (Myd88-adaptor-like)

MAPK: mitogén altal aktivalt fehérje kindz (mitogantivated protein kinase)

MASCOT: MAGI-1-hez kapcsoldédd csavart-csavar szdkapcsolat fehérje (MAGI-1-
associated coiled-coil tight junction protein)

MRP: multidrog rezisztencia fehérje (multidrug stance protein)

MUPP1: multi-PDZ domén fehérje 1 (multi-PDZ domaiotein 1)

MyD88: myeloid differenciacié 88 (myeloid differeation 88)

nAchr: nikotinos acetilkolin receptor (nicotinicedglcholine receptor)

NF-«xB: nukleéris faktor kappa B (nuclear facids)

NO: nitrogén-monoxid (nitrogen monoxide)
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NOD: nukleotid kéd oligomerizaciés domén (nucleotide-binding oligoin&tion domain)
OVLT: organum vasculosum laminae terminalis

PA: fenantrén (phenanthrene)

PAH: policiklusos aroméas szénhidrogén (polycychoraatic hydrocarbon)

PAI-1: plazminogén aktivator gatld 1 (plasminogetivator inhibitor-1)

PAMP: korokozéhoz kapcsolédé molekularis mintédzaatijogen-associated molecular
pattern)

PDS: foszfattal pufferelt s6oldat (phosphate-beffiesaline)

PDTC: pirrolidin ditiokarbamat (pyrollidine dithiacbamate)

PDZ: PSD95-DIgA-Z0O-1

PECAM-1: vérlemezke endotél sejtadhézios molekulpldtelet endothelial cell adhesion
molecule 1)

PGN: peptidoglikan (peptidoglycan)

Pgp: P-glikoprotein (P-glycoprotein)

PI3K: foszfatidilinozitol-3-kinaz (phosphatidylinibsl-3 kinase)

PKC: protein kinaz C (protein kinase C)

PLAZ2: foszfolipaz A2 (phospholipase A2)

PRR: mintazatfelismérreceptor (pattern recognition receptor)

PVDF: polivinildén fluorid (polyvinylidene fluoride

RT-PCR: val6s iddj polimeraz lancreakci6 (real-time polymerase cheatction)

RTK: receptor tirozin kindz (receptor tyrosine lsea

SARM: sterila- és armadillo-motivumot tartalmazé fehérje (séaatl and armadillo-motif
containing protein)

SF: natrium fluoreszcein (sodium fluorescein)

SH-3: SRC homolég 3 (SRC Homology 3)

SRC: szark6ma (sarcoma)

TAT: a transzkripcio transzaktivatora (trans-adiivaf transcription)

TBS: Trissel pufferelt soldat (Tris buffered salin

TEER: transzendotelidlis elektromos ellenallasn@emdothelial electrical resistance)
TGF: transzformal6 névekedési faktor-béta (transfogrgrowth factor-beta)

TIR: Toll/IL-1

TJ: szoros kapcsolat (tight junction)

TLR: Toll-szefi receptorok (Toll-like receptor)

TNF: tumor nekroézis faktor (tumor necrosis factor)
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TRAM: TRIF-hez kapcsol6do adapter molekula (TRIFred adaptor molecule)

TRIF: IFNB-t indukélé TIR-domént tartalmazé adapter fehéfEREdomain-containing
adaptor protein inducing 1A

VCAM-1: vaszkularis sejtadhézids molekula 1 (vaacgkll adhesion molecule 1)

VE: vaszkularis endotelidlis (vascular endothelial)

VEGF: vaszkularis endotelidlis ndvekedési fakt@sgular endothelial growth factor)

Z0O: zonula occludens



BEVEZETES

A kozponti idegrendszeri homeosztazis biztositasa

Agyunk élettani nikddéséhez elengedhetetlen a homeosztazis, azaltand6a
belsy kdrnyezet biztositdsa. Testlnk egyéb részeibekragyaetfordul kilénbds ionok,
aminosavak, hormonok és szamos mas anyag sejtéh kdwncentraciojanak kismérték
ingadozasa, kulonodsen taplalkozas vagy fizikai rawglgzés soran. Agyunkban azonban
az effajta ingadozas szabalyozatlan idegi tevélégstseredményezhetne, ezért a kdzponti
idegrendszert meg kell védeni a vér dsszetétel@mmieneti ingadozasaitél. A kézponti
idegrendszerben az idegsejtek kommunikaciéja kémis elektromos jelek
kombinacidjaval torténik és a szinapszisok lokdélis mikrokdrnyezetének preci
szabalyozédsa kritikus pontja a megbizhaté neumng@itovabbitasnak. A jelenlegi
elméletek szerint ez lehetett az egyikeivollcios hajtoey, ami az idegi mikrokdrnyezet
homeosztazisanak fenntartasat biztosit6 mechanamkialakuldsahoz vezetett (Abbott,
1992).

Kdzponti idegrendszeri hatarfellletek

A koézponti idegrendszeri homeosztazis fenntartas&zarepet jatsz6 szerkezetek
kozul messze a vér-agy gat hatarfelllete a legriagylz agyi kapillarisok endotélsejtjei
altal képezett felszin kortilbeliil 150-200 Tegy gramm agyszdvetben, igy a gat teljes
felulete az atlagos fett emberi agyban korilbeltl 12-18°rfAbbott és mtsai, 2010). A
vér-cerebrospinalis folyadék gat felszine ennélzhuetlegesen oGtezerszer kisebb. Ez
utobbi hatarfellletet a plexus choroideus epitglieképezik, amelyek a 3. és a 4.
agykamraban, valamint az oldalkamrakban talalhat@alplexus choroideus epitéliuma
altal kivalasztott agy-gerincuél folyadék (liquor cerebrospinalis) az agykamrakizol
kemény (dura mater) és a lagy agyhértya (pia méatetti térbe aramlik. A dura alatt a
pokhalohartya (arachnoidea) epitéliuma altal képdmdarfelllet alkotja a harmadik géatat,
amely teljesen kdrbeveszi az agyat (Abbott és m2edis).

Az egyes neuronok nagyjabél 8-20 um tavolsagra alana kapillarisoktol
(Schlageter és mtsai, 1999), mig az agy-gerigcvélyadéktérsl vald tavolsaguk

milliméteres és centiméteres nagysagteisdehet. Emiatt a kdzponti idegrendszeri gatak
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kozll az agyi sejtek kdzvetlen mikrokdrnyezeténekbsilyozasaban a vér-agy gat szerepe

a leginkabb meghatarozé.

A vér-agy gat felfedezésének révid torténete

A vér-agy gatrdl alkotott mai ismeretiink tdbb msraz év kutatomunkajanak
eredménye. Egy, a keringést és a kozponti idegeendsgymastol elvalasztdé gat
létezésére utald diskisérletet Paul Ehrlich német bakteriologus végeat 1895-ben.
Kisebb &llatokba intravénasan festéket juttatva figgelte, hogy az 6sszes szerv
megfesddott, az agyat kivéve. E jelenséget Ugy értelmdmigy a kdzponti idegrendszer
affinitasa a festékhez sokkal kisebb, mint a téd#®rvé. Ehrlich e kezdeti elgondolasa
azonban tévesnek bizonyult, ezt sajat tanitvanylwic E. Goldmann bizonyitotta be
1913-ban. Goldmann a tripankék devestéket kozvetlenul nyulak és kutydk agy-
gerincvebi folyadékaba fecskendezve azt tapasztalta, hogdllatok egész agya azonnal
megfesddott, viszont a tobbi szervik festetlen maradtékétei révén Goldmann jutott el
elészor ahhoz megéllapitdshoz, hogy a kozponti idefymart valami elszigeteli a
véraramtél. Ezen szigetelrendszert Bluthirnschranke, azaz vér-agy gat néeleszor
Lewandowsky illette 1900-ban, mikdzben a néatriumeeianid kézponti idegrendszerbe
tortérd korlatozott bejutdsat tanulmanyozta (GoldsteiBétz, 1986).

Miutan a gat létét kétséget kizar6an sikerilt byitami, a kovetke& kérdés
finomszerkezetének meghatarozésa volt. Ehhez an@mrikség volt a képalkot6 technika
fejlédésére is, ugyanis az 1900-as évek elejen még natakvolyan mabdszerek,
amelyekkel az agyi ereket részleteiben lehetettgétni. Az 1950-es években kéndtt
meg az agyi hajszélerek elektronmikroszképos viasga Azt figyelték meg, hogy a
mikroerek falanak endotélsejtjei egyetlen réteghheiyezkednek el, hozzajuk pedig
pericitdk kapcsoldédnak. E két sejttipust korulvesdazalis membran és a kapillarisokat
szorosan burkoljdk asztrocita végtalpak is. Ez bitg@ddenség miatt kezdetben agy vélték,
hogy a gat kialakithsdban az asztrocitdké 6a sferep. Az 1960-as években az
elektronmikroszképpal kovethiet nyomjeld molekuldk felfedezése nagymértékben
segitette a vér-agy gatukbdésének tisztazasat. Reese és Karnovsky (19&kOra
tripAnkékes kisérleteket torma-peroxiddzzal medisivé medgfigyelte, hogy a keringési
rendszerbe juttatott jelddnyag nem jutott &t az agyi hajszalereken. 1969az¢édn Reese
Brightmannal egyltt az &¢6 kisérlet forditottjat is elvégezte, amely munkantdek

bizonyult a gat anatomiai alapjanak tisztazas&to#in. Kimutattdk ugyanis, hogy az
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agykamraba fecskendezett torma peroxiddz az aatre@gtalpak kozotti réseken
atdiffundalva eljutott egészen az endotélium abhétis felszinéig. Kiderllt tehat, hogy a
vér-agy gat kialakitasaban a dorgzerep nem az asztrocitdké, hanem az igen szorosan

illeszked endotélsejteké.

A vér-agy gat szerkezete

Az agyi mikroerek endotélsejtjeinek szerkezeten@leen kilonbozik a szervezet
tobbi kapillarisaétél. A szomszédos sejtek folytosaoros kapcsolatok (tight junction, TJ)
kialakitdsa réveén fizikailag 6sszekapcsolodnakzédtad még a legkisebb atnégi ionok
szdmara is fizikai akadalyt képeznek. Az agyi Kapdfal endotélsejtiei tovabba nem
fenesztraltak, azaz a periférids kapillarisok t&gel eltéen nem tartalmaznak
pérusokat. A paracellularis gaton, vagyis a sefi@otti anyagaramlas megakadalyozasan
til az endotélsejtekben igen kevés pinocitotikusikeda taldlhatd, az endocitézis és a
transzcitozis is igen alacsony stiiftranszcellularis gat). Az agyi endotélsejtek efpaas
endotélsejtekre nem jelledznzimekkel is rendelkeznek, mint az acetilkoliztésiz,
monoamin oxidazok vagy @-glutamil transzpeptiddz, amelyek a metabolikus gat
kialakitasaban vesznek részt. Végezetil az endfitsaz idegi rfikddés szamara karos
anyagokat efflux transzporterek révén tartjak Kkivilletve tavolitjdk el a kdzponti
idegrendszertd. Az agyi endotélsejtek ABC (ATP-binding cassett@nszporterei kdzil a
legfontosabbak a P-glikoprotein (Pgp, ABCB1), atidubg rezisztencia fehérjék (MRP-k,
ABCCl1, 2, 4, 5 és valésdileg a 3 és 6) és a mellrdk rezisztencia fehérjeRBC
ABCG2). A paracellularis, a transzcellularis, valaia metabolikus gat, illetve az efflux
pumpak altal képezett négyszeres védvonal kiakkitévén a gat funkcioért ésorban az
agyi endotélsejtek felések.

Az agyi endotélsejtek vér-agy gatat kialakitd6 ké&gge azonban nem egyrel
meghatarozott program eredménye. Stewart és WI881() transzplantacids kisérleteik
sordn bizonyitottdk, hogy a gat létrejottét a kdupddegrendszeri mikrokdrnyezet
indukalja. Janzer és Raff (1987) azonositottékélst e mikrokdrnyezet egyik fontos
elemeként az asztrocitakat, amely sejtek nem rislk@inyezetbl szarmazé endotélsejtek
esetében is képesek vér-agy gat tulajdonsagokdtéeindukalni. Onmagukban az agyi
endotélsejtek tehat nem lennének képesek ellatmikcfgjukat, a vér-agy gat
kialakulasdhoz (Bautch és James, 2009, Mancuso &wi,m2008) és fizioldgias

miikodéséhez mas sejttipusokra és kdrnyezeti elenekegikség van.
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A bazédlis membran extracellularis matrixdnak egyésszeteti direkt
kdlcsonhatdsban é&llnak az endotéliummal. A lamiainlV-es tipusu kollagén és mas
matrix fehérjék valamint az endotélsejtek integeceptorai kozott létrejévkapcsolatok
révén a bazélis lamina elemeihez mintegy kihorgengk az endotélsejtek (del Zoppo és
Hallenbeck, 2000). A sejt-matrix kbélcsdnhatas szamtracellularis jeltovabbitoé utvonalat
befolydsol (Tilling és mtsai, 2002) és a matrix §gék ebsegitik az endotelidlis TJ
fehérjék kifejeddését is (Savettieri és mtsai, 2000).

A bazélis membran megkétdésben talalhatd pericitdk 1V-es tipusu kollagén,
glik6zaminoglikanok, valamint laminin termelésékiekzajarulnak az ér bazalis membran
kialakitAsahoz (Cohen és mtsai, 1980, Mandarinmtgai, 1993). Ezek a sejtek tovabba
szdmos olyan faktort termelnek, amelyelésétik az endotélsejtek gat funkcidjat. A
pericitdk altal termelt angiopoietin-1 példaul faka egy fontos szoros kapcsolat fehérje,
az occludin kifeje@dését (Hori és mtsai, 2004). Az endotélsejtek ¢ericitak kozotti
direkt, réskapcsolatokon keresztili kommunikacitgétlds bizonyitottakin vitro (Lai és
Kuo, 2005).

Az asztrocitak jelenléte is &siti az endotélsejtek vér-agy gat tulajdonséagait. A
asztrocitédk és az endotélsejtek befolyasoljak egysaérkezetét: kdlcsdnhatasuk indukalja
és szabdlyozza a vér-agy gat kialakulasat. Szatrmermgdet faktor, igy a transzformald
novekedeési faktop- (TGFf), a bazikus fibroblaszt novekedési faktor (bFG&)glia-
eredeti neurotrofikus faktor (GDNF) és az angiopoietinslsiegiti az endotelialis szoros
kapcsolatok kialakuldsat és az egyedi agyi endet@tipus |étrej6ttét (Abbott és mtsai,
2006). Ezen anyagok hatdsara szorosabb kapcsolfitokai géat) jonnek létre az
endotélsejtek kdzott (Dehouck és mtsai., 1990, Rébimtsai, 1991), tovabb&stgitik a
specifikus transzporterek, példaul a Pgp (Schinked9) és a GLUT1 glukdz transzporter
(transzport gat) (McAllister és mtsai, 2001), vailaimspecializalt enzimrendszerek
(metabolikus gat) (Sobue és mtsai, 1999, Haselsffrésai, 2005) kifejgdését és
polarizalt elhelyezkedését az endotélsejtekben.

Mindezeken til az idegsejtek is részt vesznek aaggr gat nikddésének
szabalyozasaban. A neuronokrél Ggy gondoljdk, hagpsorban az asztrocitakon
keresztul kommunikalnak a vér-agy gattal (Koehlkemésai, 2006), de kdzvetlen endotél
beidegzést is azonositottak (Hamel, 2006). Az agylotélsejteket és/vagy az asztrocita
végtalpakat noradrenerg (Cohen és mtsai, 1997ajptenerg (Cohen és mtsai 1997b),
kolinerg (Tong és Hamel, 1999) és GABAerg (Vauokgmtsai, 2000) neuronok idegzik

be. Ezen idegi mechanizmusok szerepe a vér-aggzgdtalyozadsaban még nem teljesen
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tisztdzott folyamat, bar néhény részlete, igy amyhaz idegsejtek &egitik az agyi
endotélsejtek egyedi enzimeinek kifdjdését, régota ismeretes (Tontsch és Bauer, 1991).
Habar a gat funkcio kialakitasaért@erban az agyi endotélsejtek fékdk, a vér-
agy gat normdlis Gkodéséhez tehat szamos mas sejtre és kornyezaireglégy az
asztrocitédkra, a pericitakra, az idegsejtekre, malh a bazalis membran extracellularis
matrixanak elemeire is sziikség van. Az igy kial@kuinkciondlis egységet dsszefoglald

néven neurovaszkularis egységnek nevezzik (1..4bra)

asztrocita |
| bazalis
_ membran _
endotél | pericita |
sejt

#/4———— neuron \ N\

1. a&bra A neurovaszkularis egység sematikus rajza

Vannak azonban a kozponti idegrendszernek olyamerds, ahol a kapillaris
endotélsejtek nem zarnak ilyen szorosan. Az agy&knkorili egyes tertleteken, a
cirkumventrikularis szervekben a kapillarisok peabiditdsa megfelel az altaldnos
kapillarispermeabilitasnak, ezért a vérplazmabaf k€miai anyagok kozvetlenil hatnak
a cirkumventrikularis szervek idegsejtjeire. Ezekéa-agy gaton kivl talalhatdé szervek a
ko6zponti idegrendszerben a neurohipofizis, az emi@enediana, az organum vasculosum
laminae terminalis (OVLT), a subfornicalis szerg, @ea postrema, a subcommissuralis
szerv és a tobozmirigy (corpus pineale). Terméseatebar az emlitett terlleteken az
endotélsejtek nem toltik be gat funkcidjukat, erekehelyeken is létrejon egy hatarfelilet
a keringés és a kodzponti idegrendszer kozott. ikdiakadalyt a vérben keridganyagok

szamara ezekben az esetekben a cirkumventrikidaes/ek modosult ependima sejtjei
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altal képezett, valamint a tanicitak és az aszticnydlvanyai kozott kialakul6 szoros

kapcsolatok jelentik, amelyek elszigetelik e szket@z agyszoveit (Brightman, 1992).

Anyagtranszport a vér-agy gaton keresztul

A vér-agy gat természetesen nem zarhatja el teljgstékben a kozponti
idegrendszert a keringét hiszen akkor a tdpanyagok bejutasat is megakaddd, ami
végzetes kovetkezményekkel jarna az idegsejtekrevené Az agyi endotélsejtek
membranjaiban szamos transzporter talalhatdé, akelge agyszovet taplalasaval
kapcsolatos anyagszallitdst bonyolitjdk le. Az aggdotélsejtek tehat a géat (barrier)
funkciéjuk mellett szallitd (carrier) funkcioval lsirnak, ami az agy tapanyagokkal valé
ellatasat szolgalja. Mivel a szomszédos endotélsdjpzott kialakuld szoros kapcsolatok
fizikai akadalyt képeznek a vérben keldranyagok szdmara, az agy tdpanyagokkal tértén
ellatasa az endotélsejteken keresztil megy véghensécellularis transzport). Az
endotélsejtek plazmamembréanja fiziologias korulnednkozott csak a kis lipofil és a kis
molekulatdmety gazneni anyagok (igy az ©és CQ) szadmara jarhaté at szabadon. A
hidrofil, polaros és 400-500 Daltonnél nagyobb rkolatdmedi anyagok csak specialis
transzportrendszerek segitségével juthatnak a arét#l az agyba. Az endotélsejtek
membranjaban szamos transzport fehérje (szalligd&haté a hexdzok (glikoz, galaktdz),
bazikus, savas, neutralis aminosavak, monokarlzsls (tejsav, pirosidsav,
ketontestek), purinok (adenin, guanin), nukleozimienozin, guanozin, uridin), valamint
aminok (kolin), organikus anionok és kationok \#rh kdzponti idegrendszerbe toréén
szdllitAsahoz. Szamos makromolekula, igy peptiddigriek (példaul transzferrin, inzulin,
tumor nekrézis faktor (TNF), epidermalis ndvekedésktor (EGF), lipoproteinek és
glikozilalt fehérjék) receptor medialt transzpoévén jutnak at az agyi endotéliumon
(transzcitozis). Egyes pozitiv tdltéssel rendetkemakromolekulak pedig adszorpcid
medialt transzport segitségével jutnak a keringléalkdzponti idegrendszerbe (példaul a
human immundeficiencia virus TAT (trans-activatdr teanscription) fehérjéje. Ezen
molekulak endotélsejteken keresztlli érintetleutdgahoz elengedhetetlen a transzport
sordn a lizoszomak elkertlése, ami Udyik a vér-agy gat endotéliumanak egyedi
tulajdonsaga, mivel szamos periférias endotélsejgm jellemsé az intakt transzcitézis
(Nag és Begley, 2005). A kiulonb®anyagok helyes irdnyba tortéazallitasat biztositja a

transzportrendszerek endotélsejteken bellli aszinkne elrendeddése is (6sszefoglald
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koézlemények a témaban: Bernacki és mtsai, 2008p#ldis mtsai, 2010, valamint Ohtsuki
és Terasaki, 2007).

A vér-agy gat komoly akadalyt jelent a k6zpontigdendszert célzo gydgyszerek
terapias koncentracidban torééagyba juttatdsa esetében, mivel a potenciliahgagok
95%-a nem jut at az agyi endotéliumon (Persidskgntssi, 2006). A hatéanyagok agyba
juttatasara jelenleg alkalmazott modszerek szamtgitmyal rendelkeznek (6sszefoglald
kozlemények a téméban: Fehér és mtsai, 2007, B&@a9, valamint Misra és mtsai,
2003). Ezért a kozponti idegrendszeri gyogyszesupart problematikdja tovabbi, a
jelenlegieknél joval hatékonyabb és kevesebb karosllékhatassal rendelkéz
megoldasokat igényel. Eppen ezért a neurobiologyakealapved feladata a vér-agy gat

miikddésének mind jobb megértése, a molekularis mé&ahasok tisztazasa.

Az agyi endotélsejtek kozti kapcsolatok

Elektronmikroszképos felvételeken jol lathatbakzmszédos agyi endotélsejtek
kozott kialakul6  fuziés pontok, ahol a sejtek Kilsmembranjai fizikailag
O0sszekapcsolddnak, atjarhatatlan gatat képezveakZatek a kapcsolédasi pontok a mar
emlitett szoros kapcsolatok, amely sejtkapcsolGkszetek megtalalhatéak az epitél-,
endotél- és mezotélsejteknél is. A szoros kapadolat tlik bazalisan elhelyezkéd
adherens kapcsolatokkal (adherens junction, AJlitedepezik a sejtek kozotti kapcsolod
szerkezeteket. Szamos fehérje vesz részt e bohykdydcsolatok kialakitasaban. A
transzmembran fehérjék egymassal 6sszekapcsolditikadssze a szomszédos sejteket,
mig a citoplazmaban elhelyezkedlakkfehérjék a membranfehérjéket az aktin seftoaz
horgonyozzak. A sejtkapcsolé szerkezetek feléditésénikddését szamos jeltovabbitd
molekula szabalyozza, amelyek kozvetlenll is kadcst képesek a sejtkapcsold

fehérjékhez.

A szoros kapcsolatok

A tobbsejti élslények esetében a szoros kapcsolatok szerepe slamegymastol
elvalasztott kompartmentek kialakitdsaban, valaraibel$ és a kil§ kornyezet kozotti
anyagcserében. A szoros kapcsolatok dvsreveszik kdrbe az epitél- és endotélsejteket,
ezaltal paracellularisan fizikai akadalyt képeznekmellett ezek a szerkezetek

megakadalyozzak az integrdns membranfehérjék Istediffuzidjat is, elvalasztva
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egymastol ezéltal az apikdlis és a bazolateralisnionénfelszineket (kerités (fence)
funkcid), vagyis kialakitjak a sejtek polaritasat.

A szoros kapcsolatok teruletén 3 integrdns fehéajélhaté: az occludin, a
claudinok és a JAM (junctional adhesion molecudeelyek kozul az esketts alkotja a
szoros kapcsolatok gerincét. Az occludin volt arezdkapcsolatok ei&ént felfedezett
transzmembran fehérjéje (Furuse és mtsai, 1993m8g kisérlet igazolta az occludin
szerepét a szoros kapcsolatok kialakitdsaban (B&ddentsai, 1996, valamint Chen és
mtsai, 1997, Wong és Gumbiner, 1997). Ugyanakkorluoiin hianyos embrionalis
6ssejtek is képesek ép szoros kapcsolatokat kialagfiitélsejtekké differencialodni
(Saitou és mtsai, 1998).

A rejtélyt, hogy miképpen képesek szoros kapcsklatecludin nélkdl is
kialakulni, Furuse és munkatarsai oldottak megaudih-1 és -2 fehérje felfedezésével
(1998). A claudin fehérje csaladnak tdbb mint 2§j&t azonositottak eddig (Morita és
mtsai, 1999, Mitic és mtsai, 2000), amelyek koZsbsorban a claudin-5 jellertizaz agyi
endotélsejtekre, de a claudin-3, -10 és -12 isjddfelik e sejtekben (Ohtsuki és mtsai,
2008). A claudinok szovetspecifikus kombinaciobajefdnek ki, ami szdvetspecifikus
gat tulajdonsadgokat eredményez (Krause és mtsdl8)20Akarcsak az occludin, a
claudinok is négy transzmembran doménnel és kéaaaitularis hurokkal rendelkeznek,
azonban szekvenciahomoldgia nincs k6zottik.

A harmadik integrans membranfehérje, amely @zdéelkkel ellentétben egyetlen
transzmembran doménnel rendelkezik, a junkcionalihéziés molekula (junctional
adhesion molecule, JAM) (Martin-Padura és mtsé®8)9Napjainkra mar hat JAM fehérje
valt ismertté, amelyek koziul a JAM-A és a JAM-Cujdnozza a szoros kapcsolatok gat
funkci6janak kialakitdsahoz epitél- és endotélkbga (Liu és mtsai, 2000, valamint
Aurrand-Lions és mtsai, 2001).

A transzmembran fehérjék a citoplazmaban szamos atkddéelemmel hatnak
kolcson, amelyek nagy fehérjekomplexet, a citopitam plakkot alkotjak. Ezek a
molekuldk horgonyozzdk a mar emlitett transzmemife&érjéket az aktin sejtvazhoz. A
plakkfehérjék kozil az adapterek tobb fehérje-feh&blcstnhatast kialakitd doménnel
rendelkeznek. llyen domének az SH-3 (src homolgggp &K (guanylate kinase) és a PDZ
(PSD95-DIgA-Z0O-1) domének is (Harris és Lim, 20@Bwson és Nash, 2003). Ezek a
domének segitik a membranfehérjéket a sejtvazhagohgozni, valamint a jeltovabbito
komplexeket 6sszetartani (Ranganathan és Ross). 1®89@dapter fehérjék kozé tartoznak

a MAGUK (membrane associated guanylate kinase)jietsalad tagjai, amelyek kdzul a
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zonula occludens-1 (ZO-1) volt az &lazonositott TJ fehérje (Stevenson és mtsai, 1986).
A Z0O-2 és a Z0-3 fehérjéket kiish fedezték fel (Gumbiner és mtsai, 1991, Haskms é
mtsai, 1998). A ZO molekuldk a szoros, valaminadherens kapcsolatok alkotéelemei és
az aktin kozott teremtik meg az dsszekottetésaBzAzonban kizardlag az epitélsejtekre
jellemz (Inoko és mtsai, 2003).

Az emlitett molekuldkon tdl a szoros kapcsolatoktevAmos egyéb, PDZ-
doménnel rendelkézcitoplazmatikus adapter fehérje is kapcsolédikAgs/afadin (Ikeda
et al, 1999, Zhadanov et al 1999), a MUPP1 (multZRiomain protein 1) (Latorre és
mtsai, 2005, Sugihara-Mizuno és mtsai, 2007) és AGM(MAGUKs with inverted
domain structure) fehérjecsalad két tagja, a MA@sla MAGI-3 (Ide és mtsai, 1999 és
Laura és mtsai, 2002). Ezek a fehérjék a tobbkapftsol6 molekulaval is kdlcsdnhatnak,
valamint a jeltovabbitasban résztiefehérjékhez is kapcsolddnak, miéltal a sejtkaptsol
szerkezetek dsszerenddeésében is fontos szerepet téltenek be.

A citoplazmatikus plakk kialakithisdban szdmos PD@ént nem tartalmazo
fehérje is szerepet jatszik, ilyenek a cingulinti€s mtsai, 1988), a JACOP/paracingulin
(Ohnishi és mtsai, 2004), az angiomotin (Bratt ésam 2005), a JEAP (junction enriched
and associated protein) (Nishimura és mtsai, 2@82x MASCOT (MAGI-1-associated
coiled-coil tight junction protein) (Patrie, 200%ar ez utébbi két molekula nem talalhato

meg az endotélsejtekben.
Az adherens kapcsolatok

Az adherens kapcsolatok mindenitt jelen vannakée @s a nyirokerekben,
szerepet jatszanak az endotélsejtek adhéziojab&ontakt gatlas Iétrejottében az erek
novekedésekor és Ujrarenddésekor, a sejtpolaritas kialakitasanak elinditsads — a
szoros kapcsolatok mellett — a paracellularis pabitigéds szabdlyozdsaban is. Az
adherens kapcsolatok a szoros kapcsolatokhoz kiizeittél bazalisan helyezkednek el, és
szintén dvszdien veszik korbe a sejteket.

Az adherens kapcsolatok transzmembran elemei a edadhszupercsalad
glikoproteinjei, amely molekulak G&fiiggs moédon, homodimerek kialakitasa révén
segitik a szomszédos sejtek egymashoz tapadds@inb@g és McNutt, 1999). A
cadherinek kozil az agyi endotélsejtek adherensdddgtaiban a vaszkularis endotelidlis
(VE)-cadherin taladlhaté meg a legnagyobb mennyisggfDejana, 1996). A cadherin

citoplazmatikus, karboxi-termindlis doménjéhep-aésy-catenin (plakoglobin) (Kemler,
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1993), valamint a velik homolog p120 catenin kajimik (Anastasiadis és Reynolds,
2000). Mind aj3-catenin, mind a plakoglobin képes &dni aza-cateninhez (Ben-Ze'ev és
Geiger, 1998), amely fehérje homolég a vinculingal a cadherin-catenin komplexek
valamint az aktin kdzott teremti meg az 6sszekéste(Kobielak és Fuchs, 2004). Az
catenin képes tovabba a=zactininhez (Knudsen és mtsai, 1995) és a vincaliniWatabe-
Uchida és mtsai, 1998) is kotni, ezaltaldtve az adherens kapcsolatok és a sejtvaz kdzott
képezett hidat. E fehérje tovabba a szoros kapcsotatoplazmatikus elemeihez, a ZO-1
és Z0O-2 fehérjékhez is képes kapcsolodni (Itoh Bsiml997 és 1999).

Az a-catenin adherens kapcsolatokban betoltott szerepéyanakkor
megkérdjelezik azok a kutatdsi eredmények, miszerint &ifieghnem képes egyibden
kotni az aktinhoz és f-cateninhez (Yamada és mtsai, 2005). A vizsgalatakjan ugy
tanik, azo-catenin & szerepe a vandorlé sejtekben a cadherinek altalekibett sejt-sejt
kapcsolatok létrejotte utan a lamellipodiumok Kialhsanak megakadalyozasaban van
(Drees és mtsai, 2005).

Az adherens kapcsolatok funkci¢ja tehatélsgesen a szomszédos sejtek kozotti
kezdeti kapcsolatok kialakitasaban van, ezen tdbererviszont szikségesek a szoros
kapcsolatok létrejottéhez (Schulze és Firth, 1¥33fenntartdsahoz is (Pal és mtsai, 1997),
ezaltal a paracellularis permeabilitds szabalydmisas fontos szerepet jatszanak. A
szoros és adherens kapcsolatok altal kialakitatotetialis sejtkapcsolé komplexeket a 2.

abra mutatja be.
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2. &bra A szoros és adherens kapcsolatok sematikiggza

Az endotelialis kapcsolatok szabalyozasa

Az utébbi évek kutatadsai ravilagitottak, hogy a-agy gatat nem valamiféle
merev, statikus falként kell elképzelnink, hanem eggyon is dinamikus szerkezetként,
amely gyors és pontos valtozasokra képes. E folyatapjat a szomszédos endotélsejtek
sejtkapcsol6 szerkezeteinek bonyolult szabalyondesthanizmusai képezik (Matter és
Balda, 2003, Gonzalez-Mariscal és mtsai, 2008). zAras és adherens kapcsolatok
szabalyozéséra vonatkozo ismereteibként epitél és nem agyi eredetndotélsejteken
végzettin vitro kisérletekbl szarmaznak, az agyi endotélsejtekben lejatszob@rmatok
még nem teljesen tisztazottak. Ez azért is alakothagy, mivel a vér-agy gat sokkal
bonyolultabb rendszer, Iévén asztrocitakat, péiet, valamint extracellularis matrix
komponenseket is magaba foglal, ezaltal Iényegeskazebb modellezni.

A szoros és adherens kapcsolatokat alkoté fehékékplex szabalyozasi
mechanizmusok célpontjai, amely folyamatok a fedéi kddolé gének transzkripciojat, a
fehérjék poszttranszlaciés modositasaiként foszforilaciojat) és lebomlaséat is magukba
foglaljdk. A sejtkapcsold fehérjék kifejgdésének és foszforilacijdnak pontos
szabalyozésat a permeabilitds valtozasai is j€Hikase és mtsai, 2001, Kevil és mtsai,
2001). A szoros kapcsolatokat befolyasolé legfamitbs molekulak kdzé tartoznak a
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ciklikus nukleotidok (CAMP, cGMP), a nitrogén-monoxNO), a C&", a heterotrimer és
kis G-fehériek (Rho, Rac, Rab, Ras), illetve a isZieonin és tirozin foszforilacion
alapul6 jeltovabbit6 kaszkadok tagjai (MAP kindzokRho kindz, PI3K
(phosphatidylinositol-3 kinase)/Akt, receptor timozindzok (RTK) és citoplazmatikus
protein tirozin kindzok (cPTK) is (6sszefoglald lgmény: Krizbai és Deli, 2003).

Az utobbi években megjelentek a szakirodalombgarohdatok is, amelyek szerint
egy, az agyi endotélsejtekben a mai napig aliggéiltgeltovabbité utvonal, a Toll-sZer
receptorokbdl kiindulé jeltovabbitas effektor elenseképesek befolyasolni az endotelidlis

kapcsolatokat (Singh és mtsai, 2007).

A Toll-szewi receptorok

A Toll-szefi receptorok csalddjanak élslemét 1985-ben azonositottak &sebdr
az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) embriédégében, a dorzoventrélis polaritas
kialakitasaban betdltott szerepét irtdk le (Anderdss mtsai, 1985). 1996-ban Lemaitre és
munkatarsai felfedezték, hogy a receptor a gomtigiés elleni védelemben is fontos
szerepet tolt be. Egy évvel ezutan Medzhitov égél azonositottak a receptor emberben
talalhatd formédjat (amely k&b a TLR4 nevet kapta), valamint kimutattak, hogy a
receptor jelatviteli Utvonalanak aktivacidja gydldesos citokinek terméliéshez vezet
human sejtekben, tovabba egy, a T sejtek aktivalood szikséges kostimulaldé molekula
kifejezodését is serkenti. Poltorak és munkatarsai 199&badltek egy masik igen fontos
kisérleti eredményt: kimutattdk, hogy a Gram-negdbaktériumok membranjaban
talalhato lipopoliszacharid (LPS) altal kivaltagttpvabbitdshoz sziikség van a TLR4-re.

A Toll-szeli receptorokat egy nagyobb receptor csalddba, aamatielismed
receptorok (pattern recognition receptor, PRR) kéagoljuk (Akira és mtsai, 2006). E
receptorok kozos jellendje, hogy olyan elemeket ismernek fel, amelyek agakoa
kulénbd® patogénekben, mivel nélkilozhetetlenek a koérokoudkléséhez. Ezek az
elemek nem egy adott szerkezetet, hanem bizonydskuoiaris mintdzatokat jelentenek
(kérokozéhoz kapcsolédd molekularis mintazat, pgémeassociated molecular pattern,
PAMP). llyen, a gazdaszervezet sajat strukturadtdpveten kuldonbod mintazatot
jelentenek példaul a Gram-negativ baktériumok tafelen leé lipopoliszacharidok
(LPS), a bakterialis lipoproteinek (BLP), a pepttkanok (PGN), a lipoteikolsav (LTA),

a nem metilalt bakterialis CpG-DNS vagy az élésdetében a mannan és a zymosan.

21



A receptorok megtalalhatéak a sejtek felszinén eek abelsejében is. A
sejtasszocialt receptorok ligandjuk kotése utanomdiids jeltovabbité uUtvonalakon
keresztul eredményezik a korokozdk eltavolitasatseg)it effektor molekuldk
termebdését. Attél fuggen, hogy mely receptorok és mely intracellularioj@bbito
Gtvonalak aktivalédnak, tébbé-kevésbé patogénsgasifimmunvalasz generalédhat. A
Toll-szefi receptorok kulcsszerepet jatszanak a korokozdsnfierésében és a természetes
immunvéalasz beinditdsaban (Janeway és Medzhitd®2,20nderhill és Ozinsky, 2002,
Takeda és mtsai, 2003).

Az utébbi tiz évben igen intenziv figyelmet forditdk az immunolégusok a Toll-
szefi receptorokra. Mara mar ismertté valt, hogy egynigégdéta megley receptor
csaladrél van szé, amelynéke tobb, mint 600 millié évvel et alakulhatott ki. Ez a
fehérjecsaldd nagyfoku konzervaltsagot mutat aat\véithigban, tagjai a fonalférdgtaz
emberig minden eddig vizsgalt fajpan megtalalhaté&akissokben a mai napig 13 Toll-
szefi receptort azonositottak, az emberben pedig t@etif és mtsai, 2010) Az egyes
receptorokat kilon szammal jeldlik. A TLR molekdtdk homoldg fehérjéket
azonositottak mar névényekben is (Whitham és mi€84). A ndvényi R- (resistance)
fehérjék, amelyek szintén tartalmaznak TIR doménekmtos szerepet toltenek be az
antimikrobidlis védekezésben (Belkhadir és mt9a043.

A TLR-ek I-es tipusu transzmembran fehérjék, egyettanszmembran doménnel
rendelkeznek. Az interleukin-1 (IL-1) receptor éiia tartoznak, e besorolas alapjat az
intracellularis rész nagyfokd hasonlésdga adja,l ahdozos Toll/IL-1 (TIR) domén
taldlhaté. A TLR-ek ligandspecificitasa, sejten Ubelelhelyezkedése és jeltovabbito
Gtvonalai is kulénbdznek, s mivel a receptorok-sdjetve szovetspecifikus variacidban
fejezddnek ki (Hallman és mtsai, 2001), igy sokféle, @isdag specifikus immunvalasz
keletkezhet. Rdadasul a TLR-ek kifgjdése és transzkripcidés szabalyozasa a kil@nboz
sejtekben fajonkénti eltéréseket is mutat (Rel®2).

A sejten bellli elhelyezkedésiik alapjan a human -€kBt két csoportra lehet
osztani: tobbségik a plazmamembranban talalhat®1T12, 4, 5 és 6), mig néhanyan
intracellularisan, az endoplazmatikus retikulumbdietve endoszomak és lizoszémak
membranjaban helyezkednek el (TLR3, 7, 8, 9) (Takéd Akira, 2005). Egyes
megfigyelések szerint a sejten bellli elhelyezkediédontos szerepe lehet a sajat illetve a

nem sajat nukleinsavak megkulonboztetésében (Bagantsai, 2006).
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TLR ligandok és jeltovabbit6é utvonalak

A receptorok ligandspecificitasa igen széles spekfr és nagyon kilonbéz
(Akira és Hemmi, 2003). A TLR2 a Gram-pozitiv bakiéhok kiulonb6sd komponenseit
koéti, a peptidoglikdnokat, lipoteikolsavat, a Myedtériumbdl szarmazo
lipoarabinomannant, valamint a gomba sejtfal edgikos alkotéelemét, a zymosant is. A
TLR2 a TLR1 és TLR6 molekuldkkal heterodimert képeaik egyitt triacil- és diacil-
lipopeptideket is felismer (Ozinsky és mtsai, 2008lamint Farhat és mtsai, 2008). A
TLR2/6 heterodimert szadmos anyag aktivalhatja: Gpazitiv baktériumok alkotéelemei
éppugy, mint az éleszsejtfal komponensek, igy a zymosan is (Ozinskyméssi, 2000). A
vaccinia virus is e receptorokon keresztul fejtihkitdsat (Delaloye és mtsai, 2009). A
|éguti oriassejtes virus (respiratory syncytialsirszintén a TLR2/6-on keresztil aktivalja
a természetes immunrendszert (Murawski és mts@i9)2@erkentve ezaltal a TNE-az
IL-6, a CCL2 (monocita kemoattraktans fehérje) &CL5 (RANTES) terméldését is. A
TLR4 a Gram-negativ baktériumok falaban talalhgwégdoliszacharidot (LPS), a TLR5
pedig a Gram-negativ baktériumok mozgéséért deldlagellum & alkotéelemét, a
flagellint koti. A sejten belldl elhelyezkéd TLR-ek a mikrobidlis nukleinsavak
felismerésében jatszanak szerepet. A TLR3 a vikit®s szald RNS-t, mig a TLR7 és
TLR8 az egyszalu RNS-t koti. A TLR9 a bakterials \éralis metildlatlan CpG DNS
felismeréséért felés. A legujabb eredmények szerint a TLR10 a TLR2kaperalva
bakteridlis és gomba komponenseket ismer fel (@&samtsai, 2010).

A gerincesek Toll-szér receptorainak esetében a jeltovabbitas a ligagdkot
kovet dimerizacioval kezédik. A kulonbdzd TLR-ek homo-, illetve heterodimereket
képeznek mas TLR-ekkel vagy egyéb koreceptorokpedtful TLR3-TLR3, TLR2-TLR1,
TLR2-TLR6 vagy TLR4-MD2) (Jin és Lee, 2008). Az etbmének 6sszekapcsolodasa a
fehérjék citoplazmatikus részén olyan valtozasukdd, amely lehéivé teszi az adapter
fehérjék kobdését. Ez a folyamat a receptorok TIR doménjeinéjta elrendeédését
eredményezi, ezaltal biztositva a specificitdstaaohlé doménnel rendelkeadapterek
kotéséhez. Ot e adapter fehérjér ismert jelenleg, hogy sajat TIR doménjiikon
keresztul kozvetlenll kapcsolédnak az aktivalt Tékhez: ezek a MyD88 (myeloid
differentiation 88), a MAL (Myd88-adaptor-like), TRIF (TIR—domain-containing adaptor
protein inducing IFI§), a TRAM (TRIF-related adaptor molecule) és a SARderile a-

and armadillo-motif containing protein) fehérjék. rAceptoroktdl kiinduld jeltovabbitd
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Gtvonalak specificitasanak alapjat az azokhozéd®tadapter fehérjek kombinécidja
képezi.

Az adapter feheérjék altal elinditott jeltovabbitaskkadok elemei kdzul kdzponti
szerepe van az NEB (nuclear factokB) transzkripcios faktornak, mivel ezt a molekudéat
TLR3-on kivul mindegyik receptor képes aktivalni itracellularisan elhelyezkédoll-
szefi receptorok az NkB mellett az IRF3 és IRF7 (interferon regulatoryctéa)
transzkripciés faktorokat is aktivalhatjdk. A plaamembranban elhelyezkedlLR-ek
pedig a JNK (c-Jun N-terminal kinase), a p38 é&£RBK (extracellular regulated kinase)
MAP (mitogen activated protein) kindzokon kereszaéidl AP-1 (activating protein-1)
transzkripcios faktort aktivaljak. Ezen transzkigscfaktorok a Toll-szér receptorokbol
kiindulé jeltovabbito Gtvonalak effektor elemeitadlik torténik a gyulladasos citokinek, az
I-es tipusu interferonok és kemokinek kiféj@ésének indukélasa, azaz a természetes
immunvalasz beinditasa (6sszefoglalé kozleménye&naiban: Kawai és Akira, 2006,

Banerjee és Gerondakis, 2007, valamint Kumar éain609)

Endogén TLR ligandok

Az immunrendszer alapvefunkcidja, hogy kulonbséget tegyen sajat és ngat sa
anyagok kozott: a sajatot toleralja, mig a nemtsajinmunvalasszal reagal (Medzhitov és
Janeway, 1997 és Hoffmann és mtsai, 1999). A Tliis receptorok a természetes
immunrendszer részeként e folyamatban jatszanakdlied szerepet. Megldépmaodon
azonban az elmult évek vizsgalatai soran tobb olgmdogén anyagot — azaz a
gazdaszervezet sajat anyagat - is talaltak, amédgpksek kotni a TLR-ekhez. llyen jel
lehet egy sérilt sejtbh felszabaduld intracelluléaris alkotorész, amely ig fertzés
hianyadban is immunvélaszt generalhat. Stresszlaag@didaul a ésokkfehériek (HSP)
fokozott mértékben fejéznek ki, igy vészjelx molekulaként rkodhetnek. A
hésokkfehérjék kozul a HSP60-rél, a HSPBD-es a HSPOO&t is kimutattak, hogy
képesek aktivalni a TLR2 és TLR4 receptorokat (Mabés mtsai, 2001 és 2002, valamint
Chung és mtsai, 2009). Tovabbi kutatdsok egyébgdmdtaktorokrdél is kimutattak, hogy a
TLR4-hez kobdve képesek azt aktivalni, ugymint az extracellal@néatrix lebontasakor
képzdé hialuronsav és fibronektin toredékek (Okamura ésaim 2001, Scheibner és
mtsai, 2006).

A mar emlitett anyagokon tul a szabadgyokok is dssthvannak e receptorokra.

Bizonyos baktériumok ugyanis oxigén erddszabadgydkoket is képesek felszabaditani,
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amivel kérositjak a megtamadott szervezet seftjtfmann és mtsai, 2006). Ugyanakkor
a gazdaszervezet sajat sejtjei, igy abisek soran az aktivalédo immunsejtek is gyakran
termelnek reaktiv oxigén gyokoket (Forman és Tor2882), amelyek segitik a korokozok
elpusztitasat. Az immunsejtek altal termelt szapékigk azonban gyulladast és apoptézist
is generalhatnak a szervezet sajat sejtjeiben {iMiate és Holbrook, 2002), igy az érfal
endotélsejtjeiben is. Az oxigén gyokok éaltal indiuljéltovabbitd Gtvonalak még kevéssé
ismertek, azonban egyre tdbb az adat arra vonadkoz@ogy a Toll-szérreceptoroknak
nemcsak a fefkzések 4&ltal kivaltott, de az endogén gyulladasosyafoatok
eredményeképpen létrejd\oxidativ stressz hatasainak kozvetitésében isofosrzerepe
lehet (Zhang és mtsai, 2005, Bsibsi és mtsai, 208l&mint Gill és mtsai, 2010).

Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén vagy nitrogéredett szabadgyokok
keletkezése és az antioxidans védékesndszerek kdzotti egyensuly megbomlasa soran
lép fel. A mar emlitett szabadgyokok ugyanis olyaalekulak, amelyek egy vagy tobb
parositatlan elektront tartalmaznak, emiatt rendkikajlamosak a péarkéfdésre. A
szabadgyokok instabilak és igen reaktivak, azuMtalinditott reakciok nem enzimatikus
lancreakciok. A szabadgyokok féléletideje igen dj\szinte azonnal reakcidba lépnek a
szervezetben talalhaté makromolekulakkal (DNS, riék¢ szénhidratok, lipidek), az
oxidaciéo révén élidézve azok szerkezeti és funkciébeli karosodawéoli6, 2000).
Szabadgyokok a szervezetben élettani korulményekotkdis keletkeznek kis
mennyiségben, azonban ezeket antioxidans enzimahtixidans anyagok folyamatosan
inaktivaljdk (Gutteridge, 1995). Az oxidativ stres&ialakulasahoz a szabadgyokok
kontrollalatlan keletkezése vagy az antioxidangiseer nikodésének csokkenése vezet.
Szinte nincs olyan betegség, ahol a szabadgyokidské hatasat ne mutattdk volna ki,
vagy a szabadgyokok tulternddEse vagy az antioxidans rendszer kdrosodasa miatt.

Fokozottan képinek szabadgyokok kulonb®zgydgyszerek, antibiotikumok
(Amacher, 2006) hataséara is. A szervezetét adektromagneses sugarzas (Soloviev és
mtsai, 2003), az ultraibolya sugéarzas, tovabba lg&pe&ldaul 6zon) és anorganikus
részecskék (azbeszt, szilicium-dioxid, stb.) bgl#se, valamint toxinok, xenobiotikumok
(peszticidek, herbicidek, fémek, kémiai szenyamyagok) szervezetbe jutasa is jedent
szabadgyok kégdést indithat el (Stohs, 1995, valamint AmacheQ620 Az exogén
szabadgyokforrasok kdzott manapsag igeikedd helyet foglal el a dohanyfiist, ugyanis
egyre tobb ember hddol a dohanyzas szenvedély@nadly nemcsak a gyakorlojara, de

annak kdrnyezetébendéle is sulyos egészségkarosité hatdssal van.
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A dohanyzas élettani hatasai

A dohanytermékek (amelyek leggyakoribb forméja aam@tta) napjaink
legveszélyesebb, legtobb halalos aldozatot kdévetkgalis élvezeti szerei. Az
Egészségugyi Vilagszervezet legutobbi adatai szenara a dohanyzas lett az egyik
legfébb, megedzheth haldlozasi ok a vilhgon: a dohédnyzéssal dsszefiggdozhatd
megbetegedések évente korulbelul 5,4 millié embelalét okozzak vildgszerte. A
jelenlegi tendenciat tekintve ez a szam 20 év malegkétszerdlik. Manapsag ugyanis
a dohanyosok szama egyre emelkedik: jelenleg vkt korulbeltl 1,3 milliard ember
dohanyzik, ez a szam 2025-re 1,7 milliardra emekethjd és minden masodik dohanyos
halalat egy, a dohanyzas okozta betegség fogjanémgezni (WHO jelentés, 2008). A
Kdzponti Statisztikai Hivatal adatai szerint a doy#as miatt Magyarorszagon évente 28-
30000 ember hal meg (J6zan és Radnéti, 2002).

Ez az igen magas halédlozasi ardny annak a szanbet@mgségnek tudhatd be,
amelyek kialakuldsdnak kockézatat a dohanyzas yitoitan nagymértékben noveli. A
dohanyzas felés ugyanis az idult gyulladdsos léguti betegségel8BGzazaléekaeért,
tovabba a sziv- és érrendszeri betegségek 25-3alékaért is: szamos megbetegedés
kockazatat noveli, igy a miokardidlis infarktusBtghk és mtsai, 1966), a szivkoszorueér-
betegségét (Aronow, 1973), és a magas vernyom&ksimi és mtsai, 2002) is. A
dohanyzas sulyos kévetkezményei tovabba a raklkigegsis, amelyeknek legaldbb 12
tipusa hozhat6 kapcsolatba e tevékenységgel (Dafi8): ezek a szajureg, a gége, a garat,
a nyebcsy, a tud, a hugyholyag, a gyomor a vese, a hasnyalmirignaaés a méhnyak
rakos elvaltozasai, valamint a leukémia. Maga aadghas a tigtak okozta halalozas 90-
95 szazalékdért, az 6sszes rakhalalozasnak peditegyi 30-35 szazalékéért fdisl
Szamos kozponti idegrendszeri megbetegedés kidlskubk esélyét is jelésen noveli
ez a karos szenvedély: az agyi érkatasztréfa @tregyik tipusanak, az agyi vérellatasi
zavar miatt kialakulé vérellatasi hidnyossagnaks méven agylagyulasnak (ischaemias
stroke) egyik kivaltdo okaként is a dohanyzast &rzamon (Gallego és mtsai, 2007), és
az agyvérzéses esetek (szélutés, gutaltés, haagidsistroke) negyede is 6sszefliggésbe
hozhat6 a dohédnyzéssal (Hankey, 1999, valaminthKég mtsai, 2003). A dohényzéas
tovabbéa egyes neurodegenerativ betegségekkel ésddatha hozhato: a Parkinson-kér és
az Alzheimer-kér esélye is kétszer nagyobb a dobsoly esetében mint a
nemdohényzéknal (Fratiglioni €és Wang, 2000). A pasdohanyzés sem veszélytelenebb

a szervezetunkre, mintha mi magunk dohanyoznardzehi a passziv dohanyzas is
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jelentsen noveli példaul a sziv- és érrendszeri megbeésgd kockazatat (O'Toole és
mtsai, 2008, Raupach és mtsai, 2006, valamint Barrés Glantz, 2005). A kdrnyezeti
dohanyflust rdadasul sokkal mérfelz és rakkelibb, mint az elédlegesen belélegzett
ugynevezettdfust (Schick és Glantz, 2005).

A dohanyflst 6sszet@#\és az endotélsejtekre kifejtett karositd hatasaik

A dohanyfust elnevezés alatt altalabafadtot vagy el8dleges fustot értjuk, amit
a dohanyos kozvetlenll belélegez. A mellékfist pdigos fust) a dohanytermék égése
soran terméidé fust, amelynek az dsszetétele nem azonagistével. A dohanyflstben
tobb mint 4000 kulonbdzvegyllet keletkezik killonbézfizikokémiai és termodinamikai
folyamatok soran (Hoffmann és Hoffmann, 1997). Enie anyagok fele megtalalhat6 a
novényben, masik fele viszont az égés sordn keliétkeA flst vizsgalata soran
megkulonboztetiink részecske- és gazfazist. A gzféhb Osszetati a szénmonoxid,
széndioxid, ammonia, nitrogén oxidok, hidrogén ianhidrogén szulfid, metan,
kénhidrogén, illetve gazndmalkanok, aromas szénhidrogének, alkoholok, ketonok
nitrilek, furanok, piridinek és alifas aminok. As#ecskefazis legfontosabb alkotérészét
képezi a mintegy 300-400 szénhidrogén (ezek kdafillkelul 100 aromas szénhidrogén),
tovabba karbonil-szarmazékok, savak, észterek|dkrés fenoléterek, tovabbi alkaloidok
€s nitrogéntartalmu vegyiletek, peroxidok, sztdriéeterpének.

Az elmult évtizedekben szamos tanulmany vizsgatllateanyzasnak az egészségre
gyakorolt hatasat, és mara mar a dohanyfist jorekégyuletésél bizonyitottak, hogy
rendszeres dohdnyzas esetén komoly egészséglugydzaital birnak. Jelen értekezés
témajabol kifolydlag a tovabbiakban a dohanyfisbrazisszetedire szoritkozom,
amelyeknek hatasuk lehet az endotélsejtekre, kéltekintettel az agyi endotéliumra.

A dohanyflst egyik leggyakrabban vizsgalt alkotdeés nikotin (3-(1-metil-2-
pirrolidinil)piridin). E vegyuletsl jonéhany tanulmany bizonyitotta méar, hogy @& f
flggéséget okoz6 Osszetge a dohanyfistnek, ami a karos kovetkezményelnéiee is
folyamatosan dohanyzasra 6szténoz. A nikotinnalkangyhatasa van a pszichés allapotra,
megvonasa esetén hianytiinetek keletkeznek (Stateém&hoaib, 1991, Laviolette és van
der Kooy, 2004, valamint Hatsukami és mtsai, 20@®légzéskor a szervezet a nikotin
mintegy 90 szazalékét elnyeli, a dohanyzas sorfifuat nikotinséi a sz4j, a garat és az

alsé légutak falanak nyalkahartyajan, valamint rydédt nyalbol a gyomornyalkahartyan
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keresztul kertlnek a vérbe, a vérdram utjan pedmjilkelul 7 masodperc alatt az agyba
jutnak (Rose és mtsai, 2010).

Az endotélsejtek fikodési zavarat a dohanyfiist ezen egyetlen dssgetmsvképes
kivaltani (Sabha és mtsai, 2000). A nikotin viz$gdhtdsainak tobbségét a nikotinos
acetilkolin receptorok (nAchr) aktivaciojan keragzvaltja ki, amely receptorok az érfal
endotélsejtjein is megtaldlhatéak (Macklin és mtd4898). Ezek a receptorok szerepet
jatszhatnak a sejtek alakjanak fenntartasabanatglgnzasaban, igy a nikotin képes lehet
mikroér sériuléseket okozni e receptorokon keredzifiva (Conti-Fine és mtsai, 2000).
Tudvalew ugyanis, hogy a nikotin hataséra atrerididz a marha aorta endotélsejtek
sejtvaza (Cucina és mtsai, 2000), valamint a vdarkuendotelidlis ndvekedési faktor
(VEGF) kifejeddése is ndvekszik sertés aorta endotélsejtekbenk{i@aés mtsai, 2002).
A vegyulet a nAch receptorokon keresztll hatva slflja tovabba a DNS szintézist, ami
leukocitak adhézigjat is &eqiti (Yong és mtsai, 1997).

Ami az agyi endotélsejteket illeti, szdmos nAcheqgtor alegység kifejérdését
azonositottak mar e sejteken (Abbruscato és m§dl2, valamint Hawkins és mtsai,
2005) is. A nikotinnak kifejezett hatdsa van aziagikrokeringésre és az agyi artérias
tbnusra, ami az agyi endotélsejtekikindési zavarara utal (Neunteufl és mtsai, 2002,
Koide és mtsai, 2005, valamint Jiang és mtsai, Rd8fMeretes tovabba, hogy a nikotin az
agyi endotélsejtekben protein kinaz C (PKC) féiggddon ndveli a plazminogén aktivator
gatld 1 (PAI-1) termelését (Zidovetzki és mtsai99p és képes a patkany vér-agy gat
esetében a Na K'-ATPaz kifejepdését csokkenteni (Wang és mtsai, 1994). (Ezen
enzimnek fontos szerepe van a koézponti idegrendszehomeosztazis szabalyozasaban.)
Kimutattak tovabba, hogy a nikotin ndveli a permbi@ist és csokkenti a ZO-1
kifejezodését is (Chen és mtsai, 1995, Abbruscato és n#8ag, valamint Hawkins és
mtsai, 2004). Ez utébbi mindeziddig az egyetlenulta@ny, amely a nikotin agyi
endotelialis sejtkapcsol6 komplexek fehérjéire jkéfie hatadsara vonatkozik.

A dohanyfist 8bb egészségkarositd vegyulletei kdozé tartoznak bdvabkatrany
anyagai is, amelyek a fist mutagén és karcinogéyyiNeteinek tobbségét, igy a
policiklusos aromas szénhidrogéneket is magukbalalfjéy. A tidbe szivott
dohanyfustbl a katrany mintegy 70 szézaléka a kicsapodott afbdkszemcsék altal
lerakddik. Egy atlagos dohanyos tidejébe tiz & afpy kilogramm katrany jut be.

A nikotin mellett a policiklusos aromas szénhidnoglé is jelenisen

hozz4jarulhatnak az endotélsejtek karosodasahadtakzszamos sziv- és érrendszeri
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megbetegedés, igy az érelmeszesedés kialakulasgh@hirman és mtsai, 1994). E
vegylletek nagy koncentracibban vannak jelen a reigistben, kilénésen az 1-
metilantracén (1-MA) (1500 ng/cigaretta) és a feream(PA) (362 ng/cigaretta) (Tithof és
mtsai, 2002). Ezen anyagok agyi endotélsejtekrejtkit hatasait legjobb tudoméasunk
szerint eddig még nem vizsgaltak, a mas sejttipusalégzett kisérletek eredményeinek
ismeretében azonban joggal feltételezzik, hogyleiklosos aromas szénhidrogének is
karosithatjak a vér-agy gatat. Néhany évveld@rzalyanis kimutattdk, hogy a policiklusos
aromas szénhidrogénekben gazdag cigarettaflist kpatlen (cigarette smoke condensate,
CSC) gétolja az endotélsejtek vandorlasat (Snagdamtsai, 2001). Ezen tulm@m a
kondenzatum human kdldokvéna endotélsejtek (hunmahbilical vein endothelial cells,
HUVEC) esetében szamos sejtfelszini sejtadhézidekula, igy az ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule 1), az ELAM-1 (endothelial leukecadhesion molecule 1) és a
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) kifdjdését is indukélja (Shen és mtsai,
1996). A vizsgalati eredmények szerint a cigarétakondenzatuma indukalja a protein
kinaz C aktivaciojat, amely fehérje altal beindit@ltovabbité utak az NF-kappa B
transzkripciés faktor fokozott tkodése kdvetkeztében bizonyos sejtfelszini adhézids
molekulak kifejeddését a génjeik transzkripcidéjanak fokozédsa Aaltavehk. Az
eredmények alapjan a kondenzatum &ltal kivaltotCRHE-1 (platelet endothelial cell
adhesion molecule 1) foszforilaci6 kapcsolatban all vérben keringg monocitak
érendotélen keresztuli vandorlasaval.

A mar emlitett vegyuletek mellett nem elhanyagadkat cigarettafiistben talalhato
szabadgyokok hatasai sem. Minden leheletnyi dotisnykorilbelul 16° szamu
szabadgyokot tartalmaz, tobbek kozott hidroxil émupsroxid gyokoket, hidrogén
peroxidot és peroxinitritet is, amelyek altal a @oyosok szervezetiket minden egyes
belégzéskor igen komoly oxidativ stressznek teddgik(Pryor és Stone, 1993). A
cigarettafistben megtalalhatd szabadgytkok egyerésgazfazisban talalhatd, ezek igen
rovid féléletidefiek, emiatt ként a tid szovetét karositjak, a véraramba nehezen jutnak
be. A katrdnyban azonban olyan gyokok is talalhaadhelyek 6rakig vagy akar honapokig
is stabilak maradnak, bioldgiai folyadékokban pealigpoxidalédnak és szuperoxid aniont,
illetve hidrogén peroxidot szabaditanak fel (PrgerStone, 1993, Smith és Fischer, 2001,
valamint Pryor és mtsai, 1998). A szabadgyOkok kdireatdsan tal a dohényfusttel
belélegzett szamos mérgeregyllet altal generalt gyulladdsos folyamatokoigdativ

stresszel terhelik a szervezetet (Van der Vaamtéai, 2004).
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Mar egyetlen cigaretta elszivdsa is jelsen noveli az oxidativ stressz
biomarkereinek mennyiségét a dohanyosok szervemet€Pamaguchi és mtsai, 2005).
Rovid ideig cigaretta fustnek kitett marha dudrtéria endotélsejtekben jelésén 6 a
szuperoxid anion mennyisége (Jaimes és mtsai, 280daktiv gyokok karosithatjak az
érfali endotélsejtek fehérjéit, lipidjeit, DNS-éz endotélsejtek koéros ikddését
eredményezhetik (Madamanchi és mtsai, 2005), ézzéaepet jatszhatnak tébbek kdzott
az érelmeszesedés kialakulasaban is. Ezen ismetidteiben Ugy gondoljuk, hogy a
dohanyfist altal (direkt vagy indirekt moédon) kiwdt oxidativ stressz az agyi
endotélsejtekre kifejtett hatasan keresztll szihi@gzrajarulhat a vér-agy gat séruléséhez,

ami ndvelheti a kdzponti idegrendszeri megbetegediksckdzatat a dohanyosoknal.
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CELKIT UZESEK

Az agyi kapillarisokat bélél endotélsejtek alkotjdk az éteges védvonalat a
keringés és a kozponti idegrendszer kozott. Ezeksejtek a legkulonfélébb
stresszhatdsoknak vannak kitéve, igy példaul okmmgti dramlasi, oxidativ stressz,
tovabbé a pH, valamint glikéz- és ionkoncentraeéétleges véaltozasai is hatnak rajuk. E
sejtek kdzvetlen kapcsolatba kertilnek a vérbemgéanyagokkal, amelyek kézil szamos
eredményezi gyulladasos valaszreakciok beinduld&&blyamatok soran sérilhetnek a
szomszédos sejtek kozott kialakulé szoros és adbds@pcsolatok, aminek kovetkeztében
fokozddik a vér-agy gat permeabilitasa. Korabbi kénk soran a junkciok sértlését tobb,
az agyi endotéliumot potencidlisan ébinstresszhatas, igy hypoxia/reoxigenacié és
hipoglikémia (Krizbai és mtsai, 2005), a kalciuimma® megvonasa (Wilhelm és mtsai,
2007), valamint a hiperozmotikus stressz (Farkastai, 2005, illetve Wilhelm és mtsai,
2008) esetében is kimutattuk, és a stresszhat&soketitésében szerepet jatsz6 néhany
jeltovabbité Gtvonalat is azonositottunk.

Manapsag egyre tobb adat bizonyitja, hogy a legkélébb exogén és endogén
anyagok altal kivaltott stresszhatasokra kialalgyldlladasos valaszreakciok beinditasaban
a a Toll-szeit receptorok is fontos szerepet jatszhatnak (Gor@602). Irodalmi adatok
alapjan ezen receptorok ligandjai is befolydso#fiathz agyi endotélsejtek iikodését
(Singh és mtsai, 2007). Ismeretes tovabba, hogyr@amba jutd exogén anyagok kozll a
dohanyfiust tobb Osszetge is képes lehet kivaltani gyulladdsos reakcioket
endotélsejtekben (Wang és mtsai, 2000, valamintddlarg és mtsai, 2003). Ezen

informaciok tiikrében munkank soran a kovetkeardésekre kerestik a valaszt:

1. Mely Toll-szeti receptorok fejenek ki az agyi endotélsejteken? Miképpen
befolyasoljak az agyi endotélsejtek vér-agy gaajtidnsagait a TLR-ek altal kdzvetitett
stresszhatasok?

2. Miképpen hatnak az agyi endotélsejtekikétésére a cigarettafist egyes

Osszeteti, igy a nikotin és policiklusos aromas szénhidraié
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ANYAGOK ES MODSZEREK
Vegyszerek és antitestek

Minden reagens, hacsak masként nincs jeldlve, m&igldrich Kft. terméke. A
kisérletek sordn a kovetkezvegyuleteket alkalmaztuk: U0126 (Cell Signaling
Technology), pirrolidin ditiokarbamat (PDTC), 2,8wtil-1,4-naftokinon (DMNQ),
natrium-vanadat, zymosan A-, (Sigma), Pefabloc (iRycprotein G szefar6z (Amersham-
Pharmacia Biotech). Kisérleteink soran a koveikaatitesteket hasznaltuk: anti-occludin,
-claudin-5, -ZO-1, -ZO-2 (Zymed), anti-pan-cadheri-catenin, B-catenin, B-actin
(Sigma), torma peroxiddzzal (HRP) kapcsolt antitnig®& (immunglobulin G, Thermo
Scientific), Cy3- (karbocianin-3) kapcsolt anti-hyigG és Cy2-kapcsolt anti-egér IgG

(Jackson).

Sejttenyésztés és kezelések

Kisérleteinket izolalt patkany agyi endotélsejteki#tatve egy immortalizalt human
agyi endotélsejt vonal (hCMEC/D3: human cerebratigvascular Endothelial Cells, D3
clonal population) tenyészetein végeztik. Ezek andwu sejtek ugyanisn vitro
korilmények kozott, gliasejtek nélkdl is jol niegik a vér-agy gat tulajdonsagokat
(Weksler és mtsai, 2005). A human sejteket a kadhlbirtaknak megfeléén tartottuk
fenn (Wilhelm és mtsai, 2008): patkanyfarok kollageél bevont tenyésztedényeken
(Orange) vagy uveg fétemezeken EGM-2 (endothelial cell growth mediumBillett
Kittel (Cambrex) és 2,5% magzati marha szérumnwdtél bovine serum, FBS, Sigma)
kiegészitett EBM-2 (endothelial basal medium-2¥df@dékban (Cambrex) ndvesztettik
oket.

A Kkisérletekhez haszndlt patkany agyi endotélseftekét hetes Wistar
patkdnyokbdl izolaltuk. Az agyakat kis darabokragtu, és két Iépésben, ll-es tipusu
kollagenazzal (Sigma), illetve kollagenaz/diszpBRbpdhe) keverékével emésztettik, amit
Percoll gradiens centrifugalas kovetett. A mikrdérabokat IV-es tipusu kollagénnel és
fibronektinnel bevont tenyéssdényekbe, liveg féemezekre, vagy filterekre (1,12 ém
feluleti, 0,4 um porusmérgtTranswell Clear filter insert, Costar Corning) yegdtik. A
sejteket 10% PDS-t (plasma derived serum, Firsk)Limrtalmazé, 1 ng/ml bazikus
fibroblaszt névekedési faktorral (basic fibroblgsbwth factor, bFGF, Roche), 100 pug/ml
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heparinnal, fiziologids koncentracidban hidrokantinal és antibiotikumokkal kiegészitett
DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: NutrteMixture F-12, Sigma)
tapfolyadékban novesztettik (Hoheisel és mtsai,819%z el két napon a més
sejttipusokkal tortéh szennyezés eltavolitasa végett 4 pg/ml puromiedtunk a
tapfolyadékhoz (Perriere és mtsai, 2005). A tenskesz5-7 nap alatt konfluensek lettek, és
ekkor, mint primér tenyészeteket hasznaltukéladt a kisérletekhez. Az egyuttes primér
tenyészetekhez felhasznalt gliasejteket 2 napostawipatkanyokbdl izolaltuk. Az
agyhartydk eltavolitAsa utan a cortexeket 10% FBR&rtalmaz6 DMEM (Sigma)
tapfolyadékban mechanikailag szétvalasztottuk. jfeket poli-L-lizinnel bevont 12 lyuku
tenyészéedényekbe (Costar) helyeztik, és a konfluencigsdéutan hasznaltuk féket.

A kisérletek soran a konfluens agyi endotélsejtydészeteket szérummentes
tapfolyadékban kezeltik 10, 50 vagy 100 pg/ml zyemoé-val. A zymosan kezelések
mellett 5 uM DMNQ-val is kezeltik a sejteket. Egyesetekben pedig a 100 pg/ml
zymosannal egyutt 10 uM U0126-ot, 1M PDTC-t vagy 5 pM DMNQ-t is adtunk a
tapfolyadékhoz, a vegylletek egyittes hatdsainadgaiata érdekében. A nikotint 1 nM,
10 nM, 100 nM, 1 upM, 10 pM, a fenantrént és az idardracént 30 pM
végkoncentraciéban adtuk az endotélsejtek tapfélyaldoz. Végil a 10 puM-os nikotin
kezelést 10 uM DMNQ-val is kiegészitettik, a vegyek egyuttes hatdsaink tesztelésére.

PermeabilitAs mérések

A permeabilitAs mérésekhez a primér patkany agydotsejteket 0,4 pm
porusatméijiic  filtereken  tenyészettik, amelyeket asztrocitakatartatmazo
tenyészbedénybe tettik. A konfluens tenyészeteket 24 émradztil egyitt ndvesztettik
az asztrocitdkkal hidrokortizon, CPT-cAMP (8-(44dteniltio)-adenozin-3’,5’-ciklikus
monofoszfat) és 4-(3-butoxi-4-metoxibenzil)imidadoi-2-on (Sigma) jelenlétében addig,
amig a sejtrétegek magas elektromos ellenall&skeéket nem mutattak. A zymosan és a
DMNQ-val kombinalt zymosan kezeléseket a kdvetkaapon végeztik, szérummentes
DMEM/F12 tapfolyadékban.

Az agyi endotélsejtek géat funkcidjdnak tesztelézétmeértik a konfluens
tenyészetek permeabilitasat. A transzendoteliatigagaramlas vizsgélatara a 376 Da
molekulatdmety natrium fluoreszceint (sodium fluorescein, SF), és 67 kDa
molekulatomety Evans kékkel jelolt albumint (Evans blue labeleltbumin, EBA)
alkalmaztuk. A sejteket Ringer-Hepes oldattal mogtt60 mM NacCl, 5,2 mM KClI, 2,2
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mM CaCp, 0,2 mM MgC}h, 6 mM NaHCQ, 5 mM HEPES, 2,8 mM D-glikéz, pH=7,4).
A filterek alsé (abluminalis) részéhez Ringer-Hepemig a fel§, lumindlis oldalhoz 10
pa/ml nétrium fluoreszceint, 170 pg/ml Evans kéketl0 mg/ml marha szérum albumint
(BSA) tartalmazé Ringer-Hepes oldatot adtunk. Aedejt enyhén rdzva, 37°C-on egy 6ran
at inkubdltuk, majd az abluminalis térré§kbmintat vettink. Az SF és az EBA
koncentraciojat fluoriméterrel hataroztuk meg (FL4#& Optima microplate reader, BMG
Labtechnologies), 485/520 nm-es excitaciés/emisszidullamhosszon a natrium
fluoreszcein és 584/680 nm-en az Evans kék albuesatében. A permeabilitasi
egyutthatét a kovetkézgyenlet szerint szamoltuk ki:
__do

dT AT,
ahol dQ a transzportalt anyagmennyiség, dT az iaéidls id, A a filter felszine, €a
kezdeti koncentracio a luminalis térrészben. A SmatinRejes €rtékeket dsszevetettik a
Piter €rtékkel és a valddi ;P(endotelialis permeabilitasi egyutthatd) értéket sddbbi
egyenlet szerint szamitottuk:
11

P

filter

1_
P P

teljes
A transzendotelidlis elektromos ellenallas mérése

A gat funkcio vizsgalatdra egy masik modszert, amgrendotelidlis elektromos
ellenallas (transendothelial electrical resistant&ER) mérését is alkalmaztuk. Az
endotélsejtek vér-agy gat tulajdonsagaindisigése érdekében a sejteket ezen mérésekhez
is asztrocitakkal tenyésztettiik egyutt hidrokomizoCPT-cAMP (8-(4-klorofeniltio)-
adenozin-3',5'-ciklikus monofoszfat) és 4-(3-but@knetoxibenzil) imidazolidin-2-on
(Sigma) jelenlétében (Dehouck és mtsai, 1990).

A konfluens endotélrétegek ellenallasi értékeit letektrodok segitségével és
EVOM epitelialis Volt-Ohm méterrel (World Precisidnstruments) mértik. Az ellenéllas
értékeket atlagoltuk, majd levontuk az Ures filkeéetékeinek atlagat. Az eredményeket a
Microsoft Excel 2000 program segitségével dolgoZeelk az ellenallas értékeket pedig
Q*cm?-ben fejeztiik ki.
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Valés ideji polimeréaz lancreakcio

A valos ideji polimeréaz lancreakcios (RT-PCR) vizsgalatokhozkezs kezeletlen

sejtek teljes RNS készletét TRIzol reagenssel fflogen) izoléltuk a gyartd utasitasainak

megfeleben. A genomi DNS-sel valo szenngdgés elkertlése érdekében az RNS-t DNaz

enzimmel (Roche) kezeltik. A Bio-Rad iQ5 készuléké&yzett amplifikaci6 minden
ciklusa harom lépéses volt (95°C, 15 mp, 56°C, 30 #R2°C, 30 mp). A polimeraz
lancreakcio soran alkalmazott primereket az 1. szt@blazat foglalja 6ssze. A PCR soran
bels kontrollként gliceraldehid-3-foszfat dehidrogena@BAPDH) alkalmaztunk. A
fluoreszcens jel detektdlasdhoz a kuszobértéken ds/antifikalast a készilék sajat

szoftverével végeztik. A génexpresszio valtoz&sainCt mdodszerrel értékeltik ki, az

eredményeket pedig a Microsoft Excel 2000 progragitségével abrazoltuk.

Név

Human TLR
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7
TLRS
TLR9
TLR10

Patkany TLR
TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR7Y
TLRS8
TLR9
TLR10

GAPDH

5'-3’ primer

GCCTTGTCTATACACCAAGT
TCTCCCATTTCCGTCTTTTT
TAAACTGAACCATGCACTCT
CCGCTTCCTGGTCTTATCAT
ACGGACTTGACAACCTCCAA
CCCAAGGAGAAAAGCAAAC
CAGAGCTGAGATATTTGGACT
CGGCAGAGTTATGCAAATAGT
GGCAAAGTGGGCGAGATGAG
CTCCCAACTTTGTCCAGAAT

TACCCTGAACAACGTGGACA
GGAGACTCTGGAAGCAGGTG
AGCCTTCAACGACTGATGCT
CCAGAGCCGTTGGTGTATCT
GCCAGACCAGATTGAAGTC
GTCTCCCCACTTCATCCAGA
AGCTCTGTTCTCCTCCACCA
TAGTGGAAATCGCCTTGACC
TCAACAAGAACACGCTCAGG
GATTGTCACCATTGTGCTGG

GTGAAGGTCGGTGTCAACG

3'-5’ primer Termék
(bézispar)
CCAATTGTTGCAGAGACTTC 310

GGTCTTGGTGTTCATTATCTTC 52
TATGACGAAAGGCACCTATC 101
TCTGCTGCAACTCATTTCAT 141
AGTGGATGAGGTTCGCTGTA 291
TTCACCATCATCCAAGTAAAT 156
TTGGTAAGTATCTGTTATCACCT 308
GTAAGAGCACTAGCATTATCA 34
AGTGGTGGTTGTCCCTGGTC 483
TGGTGGGAATGCAATAGAAT 132

ATCGACAAAGCCCTCAGAGA 165
CGCCTAAGAGCAGGATCAAC 245
GGAAATTAACGGGACCACCT 232

TCAAGGCTTTTCCATCCAAC 239
TGTGAATCTCGTTGGCAGAG 168
CCCACGTTTACCCTTCTCAA 208
CATGGGTGTTTGTGCTATCG 194

AAGCCAGCAGGTAGGTGAGA 348
GAGAGCTGGGGTGAGACTTG 239
AGACAGAATCATGTGCAGCG 203

GTGAAGACGCCAGTAGACTC 300

1. tablazat: a polimeraz lancreakciékhoz haszmitigrek
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A fehérjemintak ékészitése és Western blot

Az agyi endotélsejtek konfluens tenyészeteit kidimibvegyuletekkel kezeltik,
majd PBS-sel mostuk le réluk a tapfolyadékot, ésefteket jéghideg homogenizald
pufferben (20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5¥iton X-100, 0,5% NP-40
(Nonidet P-40), 2 mM Cagl5 mM NaF, 1 mM NgvO, és 1 mM Pefabloc) sejtkapardval
mechanikailag feltartuk, majd egy éran at jégenidlhgytuk. A sejttormeléket ezutan 10
perces centrifugalassal (10000 g, 4°C) ulepitedtila feltliszoval dolgoztunk tovabb. Az
egyes mintakban a fehérje koncentraciét BCA modsk€Bicinchoninic Acid Assay Kit,
Pierce) hataroztuk meg, az eltdroncentraciéju mintakat pedig homogenizalé puéferr
kiegyenlitettik, igy a Western blot soran mindeatl®sn azonos fehérje koncentraciéju
mintakkal dolgoztunk. Ezutan a mintdkhoz Laemmiéfdenaturalé SDS-mintapuffert (12
mM Tris-HCI (pH 6.8), 5% glicerin, 0,4% natrium dadl szulfat (SDS), 2,88 mM 2-
merkaptoetanol, 0,02% bromfenolkék) adtunk, amjeBc 95°C-on tortéh denaturacio
kovetett. A Triton X-100 oldékony, illetve oldhdtat frakcioju mintak élkészitése soran
a sejteket 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCI5% Triton X-100, 1 mM Na
ortovanadat és 1 mM Pefabloc (Roche) Osszétgtafferrel homogenizaltuk, majd a
centrifugalast kovéen az uledéket Laemmli-féle mintapufferbe vettilk(Teiton X-100
oldhatatlan frakcid), mig a feltlisz6, amelyhen&z adtunk Laemmli-féle mintapuffert,
a Triton X-100 oldékony frakcié volt. A Western blkisérleteket megétéen ezeket a
mintakat is denaturaltuk 95°C-on 3 percig.

A fehérjéket szabvanyos denaturdlé SDS-polikaritamyélelektroforézissel
(Laemmli, 1970) valasztottuk szét Bio-Rad készimé@dini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad),
az alabbi dsszetétepufferben: 25 mM Tris, 192 mM glicin és 0,1% S2Spoliakrilamid
gélekben lé¢ fehérjéket nagy fehérjekitkapacitassal rendelk&zPVDF (polivinildén
fluorid, Pall) vagy nitrocellul6z (GE Healthcaregmbranokra blottoltuk (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad). A transzfauffer 15,6 mM Trist és 120 mM
glicint, valamint 20% metanolt tartalmazott. A meduok nemspecifikus kéhelyeit 5%
kazeint (sovany turista tejpor) vagy (a claudinsgtében) 3% BSA-t tartalmazé TBS-T
(Tris buffered saline, 0,1% Tween 20 detergenssédpatban blokkoltuk 30 percen
keresztul. Ezt kdvette a membranok jeldlése a nielgfantitestekkel TBS-T oldatban
mésfél 6ran keresztll. Ehhez a kovetkantitesteket hasznaltuk TBS-T-ben a megéelel
higitasban: anti-pan-cadherin: 1:2000, antiatenin: 1:1000, anfl-catenin: 1:2000, anti-
B-actin: 1:5000, anti-claudin-5: 1:500, anti-occludi:1000, anti-ZO-1: 1:500, anti-ZO-2:
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1:500. A membranhoz nem Kalbtt antitesteket haromszor 10 perces TBS-T-veémdr
moséassal tavolitottuk el, majd a mésodlagos arktkst tortéw inkubacié kdvetkezett
1:5000 higitasi aranyban, szintén TBS-T-ben. Ujahtomszor 10 perces mosast keet
az immunreakciét kemilumineszcens reagens segitségélmmobilon Western

Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore) rontgerdn (Agfa) vizualizaltuk.

Immunkicsapéas

Az immunkicsapashoz a sejteket azdéz8kkben ismertetett Osszetditel
homogenizalé pufferben sejtkaparéval tartuk fel. mintdkat egy 6ras jégen torten
inkubé&ciot koveten lecentrifugaltuk és a tovabbiakban a felllisk@a@goztunk. A
fellluszok koncentracioit kiegyenlitettik, majd 21 inkubaltuk protein G-szefaréz
gyongyokkel a nem specifikusan &dé fehérjék eltavolitasara. A mintakat 2-5 fig
catenin antitesttel reagéltattuk folyamatos keverédlett (4°C, 4 6ra). Ezt kovette a
kialakult immunkomplexek kicsapasa a szefar6z gyokkel 4 °C-on, egész éjszakan at
folyamatosan kevertetve. A mintakat masnap négyszestuk jéghideg homogenizalo
pufferben, majd Laemmli-féle mintapufferben 3 pgr&5°C-on denaturaltuk az SDS-

poliakrilamid gélelektroforézist medeoen.

Immunfluoreszcens festés

Az immunfluoreszcens festésekhez a primér patkagyi andotélsejteket
kollagén/fibronektin keverékével bevont Uvegdlednezeken tenyészettik. A kezeléseket
koveten a sejtrétegeket -20°C-os etanol:ecetsav 95ry@keverékével 10 percig tori&n
inkub&cidval rogzitettik, amit harom, egyenkéntescps mosas kovetett PBS-sel. A 3%
BSA-t tartalmaz6 PBS-sel tortéifél 6ras blokkolast kbévéen a fedlemezeket etadleges
antitestekkel inkubaltuk masfél 6ran at a megéelagjitdsban, 1% BSA-t tartalmaz6 PBS-
ben: anti-occludin: 1:100, anti-claudin-5: 1:100 &#i-ZO-1: 1:100. A festéseket Cy3-,
illetve Cy2-kapcsolt masodlagos antitestekkel (@;50% BSA-t tartalmazé PBS-ben, 30
perc) vizualizaltuk, amit hdromszor 6t perces mdsagetett PBS-sel. A fédemezeket a
jel elhalvanyodasat csokkéntbeadgyazd folyadékkal (anti-fading mounting medium,
Biomeda) rogzitettik a targylemezekre. A jeloltdgék eloszlasat egy digitalis kameraval
(Spot RT KE, Diagnostic Instruments) dsszekotgpifleoreszcens mikroszkép (Nikon

Eclipse TE2000U) segitségével vizsgaltuk.
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Statisztikai elemzés

A feltiintetett adatok minden esetben harom fuggetbiol6giai mintan mért
értékek atlagai és szorasai. Az adatok elemzésefpprszempontos ANOVA elemzést
végeztink Bonferronpost hocteszt alkalmazasaval. Minden esetben<@,05 értéket

tekintettiik szignifikans kulonbségnek.

38



KISERLETI EREDMENYEK

Az agyi endotélsejtek Toll-széreceptorainak vizsgalata

A Toll-szefi receptorok kifejemése az agyi endotélsejteken

Néhany irodalmi adat tanisaga szerint egyes Teliszeceptorok az agyi
endotélsejteken is kifejédnek. Ezért kisérletsorozatunk @&ldépéseként RT-PCR
technikdval megvizsgéltuk, hogy a hCMEC/D3 humaryi aandotélsejt vonal sejtjei,
valamint az izolalt patkdny agyi endotélsejtek aRTELO receptorok kozil melyeket
fejezik ki. Az alkalmazott patkany TLR primerek z&sésére patkany tddszoveti teljes
RNS mintabdl végeztiink amplifikaciot (3/C abra)graihuman primerek funkcionalitdsat
A549 tudbepitél sejtvonal sejtieinek teljes RNS készlétébégzett PCR-rel vizsgaltuk
(3/A abra). Ezekben a patkany és human mintdkbganig mind a 10 Toll-széreceptor
kifejezédése ismert (Hou et al., 2006). Mindkét esetbemdna 10 primerrel végzett
amplifikacio eredményesnek bizonyult. Az endotéédegn végzett vizsgélatok tanusaga
szerint a huméan agyi endotélsejtek a TLR2, 3, 4 €3/B 4bra), mig a patkany sejtek a
TLR2, 3 és 6 receptorokat fejezik ki alapesetbefD (8bra). A TLR4 kifejeddését

ugyanakkor az utébbi mintaban nem észleltik.
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3. abra: A Toll-szerii receptorok kifejezodése human és patkany agyi endotélsejtekben
Human A549 (A) és hCMEC/D3 sejtvonalak sejtjei (Bglamint patkany tidl szdvet (C) illetve izolalt
patkany agyi endotélsejtek (D) telies RNS készlatgtaltuk és polimeraz lancreakciéval a TLR mRNS-e
jelenlétét vizsgaltuk. A PCR termékeket agardz grellégzett elektroforézissel elvalasztottuk, édiwati-
bromiddal vizualizaltuk. Az amplikonok méretének ghatarozdsdhoz 100 bézisparos DNS |étrat
hasznaltunk. A képek 5 fliggetlen kisérlet repremesdi.
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Stresszfaktorok hatasai az endotelidlis Toll-§zeceptorok transzkripcidjara

A fertézések és a gyulladdsos folyamatok soran a sejtekimkivetkes
metabolikus véaltozdsok gyakran eredményeznek dxidstesszt. Ennek okan RT-PCR
technikaval megvizsgaltuk, hogy a huméan agyi erddite TLR mRNS-ek transzkripciéja
miképpen valtozik oxidativ stressz hatasara. Adatv stressz modellezéséhez DMNQ-
val kezeltik a konfluens sejttenyészeteket. A DMMNQy, a reaktiv oxigén gyokok
hatasainak vizsgalatara a szakirodalomban szélebelkdalkalmazott vegyulet, és
csoportunk is sikeresen alkalmazta mar agyi ensigjtéken (Krizbai és mtsai, 2005). A
DMNQ a sejtekbe jutva szuperoxid anion és hidrogéroxid felszabadulaséat
eredményezi (Shi és mtsai, 1994). Vizsgélatainérs@zt tapasztaltuk, hogy a 24 6ran &t
MRNS-ének kifejezdése szignifikAns mértékben ndvekedett: a TLR2 gar&zkripcidja
a kezeletlen sejtek szinjének tobb, mint 6tszoejsarTLR4-é négyszereséere, a TLR6-é
pedig hatszoroséra emelkedett (4. 4bra).

Az azonositott receptorok kézul a TLR6 kifejedését jelenlegi ismereteink szerint
még senki sem irta le agyi endotélsejtekben. Mavehai napig semmilyen adat nem all
rendelkezésiinkre a TLR6 agyi endotélsejtekben tittoszerepéi, természetesen
kivancsiak voltunk a TLR6 aktivalodasaval beindigdlyamatokra. Ennek vizsgélatara egy
specifikus TLR6 agonistaval, zymosannal (100 uMaetiglk a sejteket. Lévén a TLR6
aktivaciéja soran heterodimert képez a TLR2-vetymosan kezelés hatdsara épp e két
receptor mMRNS-ének transzkripcioja névekedett j{emeértékben: a TLR2-é 6tszorsére,
a TLR6-é pedig hétszeresére. Ugyanakkor a TLR3 ésetében nem tapasztaltunk
valtozasokat a kezeletlen sejteknél megfigyeltsraripcios szintekhez képest (4. abra).
Ezeket a kisérleteket a tobbi Toll-skeeceptorral is elvégeztik, de egyik esetben sem

indukalédott az mRNS kifejédés kimutathaté mértékben (be nem mutatott eredmény
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4. dbra: A huméan agyi endotél TLR mRNS-ek transzkrpcidjanak indukélasa két stresszfaktor éaltal
A konfluens tenyészeteket M DMNQ-val, illetve zymosannal (10Qg/ml) kezeltik 24 6ran keresztil.
Kontroll reakciéra GAPDH-t hasznéltunk és az mRNSkezeletlen hCMEC/D3 sejtekéhez képesti relativ
kifejez6désétAACt mbdszerrel szamitottuk ki. Minden egyes PCRrotmafliggetlen kisérletben ismételtiik
meg. A grafikonon abrazolt eredmények a harom ftiggekisérlet eredményeinek atlag és szoras éttékei
mutatjak be.

A transzendotelialis permeabilitas valtozasa zymdsstdsara

Eddigi eredményeink gl&ént szolgéltatnak informaciot a TLR6 agyi enddtisi
kifejezodését illeben. Bizonyitottuk tovabba, hogy egy specifikus TIR&gonista, a
zymosan hatdsara e TLR gének transzkripcidja jgdemiértékben emelkedik, ami a
receptorok aktivaciojara utal. Egy kordbbi munké&udcan (Veszelka és mtsai, 2007)
kimutattuk, hogy egy masik Toll-sZerreceptor ligand, az LPS noveli az endotél
tenyészetek permeabilitasat, éppen ezért kivancs@akunk, hogy a zymosan is
befolyasolja-e az agyi endotélsejtek vér-agy gktidonsagait. A sejtek gat funkcidjanak
tesztelésére a primér patkany agyi endotélsejtekflb@ns tenyészeteit 100 pg/ml
zymosannal kezeltik 24 6ran at. A kezelés hatasanparacellularis anyagaramlés
jelzéjeként alkalmazott néatrium fluoreszcein transzeelilts permeabilitasa
hadromszorosara, mig a transzcellularis transzpgeignyaga, az Evans kék-albumin
permeabilitisa kétszeresére novekedett. Mivel thZésekhez gyakran oxidativ stressz is
tarsul, e folyamatok modellezésére a zymosan kszl@M DMNQ-val kombinéltuk. A
két anyag egylttes hatdsadnak eredményeképpen rietiényagra nézve tovabldt a
tenyészetek transzendotelialis permeabilitisa. Exekadatok arra utalnak, hogy mar
onmagdban a zymosan hatasara i§ser sérilnek az endotélsejtek vér-agy gat
tulajdonsagai, e TLR2/6 agonista hatasat pedigxatativ stressz még tovabb fokozza (5.

abra).
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5. &bra: A zymosan hatdsa az agyi endotél tenyésektpermeabilitasara
A primér patkany agyi endotélsejtek konfluens teszgdeit zymosannal (100g/ml) és zymosan+DMNQ
(100pug/ml és M) keverékével kezeltiik, majd mértiik a natrium feszcein (A) és az Evans kék-albumin
(B) transzendotelialis permeabilitasanak véaltozésatadatok harom fliggetlen kisérlet eredményeétig
és szoras értékeit mutatjadk. A zymosan és a zym@MNQ kezelt csoportok, valamint a kezeletlen dejte
permeabilitasa kozotti statisztikailag szignifik@i@réseket (P<0,05) csillaggal jeloltik.

A zymosan hatésa a sejtkapcsol6 fehérjék kifdfesgre

Az endotélsejtek kapcsolatait alkoté fehérjék dént befolyasoljak a
transzendotelialis permeabilitast. Mivel a zymoshatdsara nagymeértékbenstin a
sejttenyészetek permeabilitdsa, ezért megvizsgattogy megvaltoztatja-e a zymosan a
sejtkapcsolo fehérjek mennyiségét a sejtekben. leardekében a hCMEC/D3 sejteket 10,
50 és 100 pg/ml koncentracioju zymosannal kezetdikbran at. A Western blot elemzés
eredményei szerint a szoros kapcsolatok két tramsbran alkotéelemének, az
occludinnak és a claudin-5-nek a mennyisége akéegjte a zymosan koncentracidjatol
fliggé maddon, szignifikans mértékben csdkkent. Mas spitkalo fehérjék, igy a ZO-1, a
cadherin, valamint az- ésp-catenin esetében nem tapasztaltunk eltérésekereletlen

sejtekhez képest (6. 4bra).
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6. abra: A sejtkapcsol6 fehérjék kifejeddésének valtozdsa a zymosan kezelés hatasara
A hCMEC/D3 tenyészeteket 10, 50 és 1@fml koncentracioju zymosannal kezeltik 24 éraregetiil. A
bemutatott blottok harom fliggetlen kisérlet repnéaesai. Mindegyik fehérje savot denzitometraltalag-
aktinhoz normalizéltuk. A grafikon harom fliggetleisérlet kezeletlen sejtekhez viszonyitott reldtiag és
szoras értékeit abrazolja. A statisztikailag sfigans kilonbségeket (P<0,05) csillaggal jeléltik.

A zymosan és az oxidativ stressz egyuttes hatsejgkapcsolo fehérjékre

Mivel a permeabilitasi tesztek sordn a DMNQ kezealBsitette a zymosan hatasat,
ezért megvizsgaltuk, hogy vajon e Ksttkezelés milyen hatdssal van sejtkapcsol6
szerkezeteket felépifehérjék kifejeddéseére. A hCMEC/D3 sejtek occludin és claudin-5
fehérjéinek mennyiségét a DMNQ (5 uM, 24 6ra) Kisemértékben csokkentette, mint a
zymosan (100 pg/ml). A legkifejezettebb hatdssatéh anyag kombinacidja volt az
occludin mennyiségére. Ugyanakkor a claudin-5 éseténegfigyelt valtozasok hasonldéak
voltak a zymosan kezelés eredményeihez (7. abra).
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7. abra: A zymosan és a DMNQ egyittes hatdsa a dajpcsolé fehérjék kifejefidésére
A humén agyi endotélsejteket 1Q@/ml koncentraci6ju zymosannal, illetver® DMNQ-val kezeltik 24
oran at, egyes esetekben pedig a két anyag kondjfidlcasznaltuk. Az &bran harom fliggetlen Wesldon
kisérlet reprezentativ eredményei lathatéak. Azesgfehérje savok intenzitasat denzitometraltukBés
aktinhoz normalizéltuk. A grafikon harom fliggetleisérlet kezeletlen sejtekhez viszonyitott reldtiag és
szOras értékeit abrazolja. A kontrollhoz viszonyéo statisztikailag szignifikans kilénbségeket qfS§)
csillaggal, mig a zymosan kezeléshez képesti ksémgbket (P<0,05) kék kereszttel jeloltik.

A sejtkapcsol6 szerkezetek valtozadsainak mechasézmu

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, milyen folyaknaezetnek a zymosan
altali TLR2/6 aktivaciétdl a szoros kapcsolatok ggéi mennyiségének valtozasdig, a
sejteket a TLR jeltovabbité utvonal ismert elemkigatioszereivel kezeltilk. Az NEB
transzkripcios faktor gatlasanak (10 uM PDTC) nenit hatasa a sejtkapcsold fehérjék
esetében leirt valtozdsokra. Az U0126 (100 uM) metieERK1/2 MAP kinaz gatloszer
ugyanakkor teljes mértékben kivédte a zymosan doula kifejtett hatasat, a claudin-5

mennyiségi csokkenését azonban tovabbra sem vuskéegakadalyozni (8. abra).
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8. dbra: A zymosan sejtkapcsold fehérjékre kifejtathatdsanak mechanizmusa
A hCMEC/D3 sejteket zymosannal (1Q@/ml) és zymosan+PDTC (NEB gatldszer, 100M), illetve
zymosan+U0126 (ERK1/2 kindz gatlészerul) kombinacidjaval kezeltik 24 6ran at. Az abradmar
flggetlen Western blot kisérlet reprezentativ edaayrit mutatja be. Az egyes fehérje savok intesatta
denzitometraltuk és @-aktinhoz normalizaltuk. A grafikon harom fliggetléisérlet kezeletlen sejtekhez
viszonyitott relativ atlag és szoOras értékeit &tljaz A kezeletlen sejtekhez viszonyitott statiszilag
szignifikans kilonbségeket (P<0,05) csillaggal, rmigymosan kezeléshez képest tapasztalt szigrsfikan
eltéréseket (P<0,05) ké# kereszttel jeldltik.

A zymosan hatasa a sejtkapcsol6 fehérjék elhelgézkes

A sejtkapcsolé fehérjék esetében tapasztalt meégiyigltozasokon tal azt is latni
szerettik volna, hogy a fehérjék sejten bellli lgfekedésére is hatassal van-e a TLR2/6
agonista. Western blot eredményeinket immunfluaresgz vizsgalataink is medsitették.

A 9. 4bran jol lathaté ugyanis, hogy az occludirmédaudin-5 fehérjek kezeletlen sejtek
esetében tapasztalhaté folytonos membranfestégmasan kezelés (100 pg/ml, 24 6ra)
hatasara szakadozotta valik, vagyis ezek az allartik szamos helyen éfinek a szoros
kapcsolatok terlletd8l. Ugyanakkor a ZO-1 fehérje sejten bellli elhekeésére nem
volt hatdssal a zymosan kezelés. Az U0126 netreE®RK1/2 kinaz gatlészer teljes
mértékben kivédte a zymosan occludinra kifejtettasat, mig a claudin-5 fehérje

elhelyezkedésének megvaltozasat nem akadalyozta meg
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9. dbra: A sejtkapcsol6 szerkezetek alkotéelemeijten belili elhelyezkedésének valtozasai zymosan
kezelés hatdsara
A human agyi endotélsejteket 10@/ml koncentracioju zymosannal, illetve zymosanUgd26 (10uM)
kombinaciojaval 24 éran at kezeltik, majd a sejtetigzitettiik, és az occludin, a claudin-5, valaraizO-1
fehérje elhelyezkedését karbocianinnal kapcsolenalhyagokkal tettik lathatovd. A fluoreszcens
mikroszkopos felvételek harom fiiggetlen kisérledenényeinek reprezentansai. A nyilak azokat a kelye
jelolik, ahol a fehérjék elintek a sejtkapcsolé szerkezetek terutdtdvérce=50um.

A zymosan és az oxidativ stressz egylttes hatsejtkapcsol6 fehérjék eloszlasara

A Western blot eredmények alapjan agntt a zymosan hatasatssiti a DMNQ
kezelés. Ezért azt is megvizsgaltuk, miképpen pétdljak ezek az anyagok az occludin
és a claudin-5 sejten beluli elhelyezkedését. A fluens tenyészetek folytonos
membranfestése a DMNQ kezelés (5 uM, 24 6ra) haasandkét fehérje esetében
szakadozotta valt. A zymosan kezelés esetében peligobb helyen dihtek a fehérjék a
sejt-sejt kapcsolatok teriletér Az occludin elhelyezkedésében a legkifejezettebb
véltozdsokat a kombinativ kezelésnél tapasztaléuén a fehérje membranfestése szinte
teljes mértékben dint, ugyanakkor a claudin-5 esetében megfigyeliozaksok hasonléak

voltak a zymosanéhoz (10. abra).
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10. 4bra: A sejtkapcsold fehérjék eloszlasa a zymms és DMNQ kezelések hatasara
Az agyi endotélsejtek konfluens tenyészeteit 180l koncentraciéju zymosannal, illetvep® DMNQ-
val, ezen kivil a két anyag keverékével is kezeRdiloran at. A sejteket rogzitettiik és occludinament a
claudin-5 elleni antitesttel festettik. A fluoresms mikroszképos felvételek harom fliggetlen kisérle

eredményeinek reprezentansai. A nyilak azokat geket jelolik, ahol a fehérjék éhtek a sejtkapcsold
szerkezetek terulet@lr Mérce=50um.
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A dohanyfust dsszetéinek hatasai az agyi endotélsejtekre

Szamos irodalmi adat bizonyitja, hogy a cigaretiagyes alkotéelemei, igy a
nikotin és tobb policiklusos aromés szénhidrogékai®s hatadssal van szervezetinkre. A
vér-agy gat alapjat képézagyi endotélsejtekre gyakorolt hatdsuk azonbaréspir
ismeretlen. Tekintve, hogy a dohanyosok esetéb&iizaonti idegrendszeri betegségek
kialakulasdnak kockazata jéval nagyobb, mint a r@madyzoknal, tovabba az is ismeret
tény, hogy a vér-agy gat szamos kdzponti idegredbetegség esetében érintett (Abbott
€s mtsai, 2010), meglép hogy mindezidaig ilyen kis figyelmet forditott szakma a

dohanyfist vér-agy gatra gyakorolt hatasainak Vledgra.

A nikotin és a policiklusos aromas szénhidrogéregidai az agyi endotélsejtek kdzotti

kapcsolatokra

Munkank soran megvizsgéltuk, milyen hatassal varemdk a vegyuletek az agyi
endotélsejtek szerkezetére és funkcitjara, kuldeémtettel a gat funkcid kialakitdsa
szempontjabdél nélkilézhetetlen szoros és adhergmsshklatokra. Vizsgéalatainkat minden
esetben izolalt patkdny agyi endotélsejtek tenyésre végeztik. EBként azt
tanulmanyoztuk, hogy a nikotin miképpen befolydsol szoros kapcsolatok egyik
transzmembran alkotéelemének, az occludinnak gekiféését. A rovid iddj (15 perces,
60 perces és 5 06ras) kezelések esetében a nikotaoh@anyosok vérében mért
koncentraciénal (200 nM) (Russell és mtsai, 1980elb, vagy ahhoz hasonlo
koncentraciokban (10, illetve 100 nM) alkalmazvamnesolt hatassal az occludin
mennyiségére. Mivel a patkanyok kevésbé érzékeaymkotinra, mint az ember (az k&
érték patkanyok esetében 50 mg/kg, mig embernél §/kg) (Okamoto és mtsai, 1994,
valamint Gosselin, 1988), ezért nagyobb nikotin demiraciék (1-100 uM) hatasait is
teszteltik. A vegyulet azonban révid iddjezelések soran még 10 pM-os koncentraciéban
sem Valtoztatta meg a fehérje mennyiségét (11/A)alr kezelési id ndvelése soran azt
tapasztaltuk, hogy 24 o6ra elteltével 10 és 100 sMkoncentraciéban adott nikotin
hatasara viszont az occludin mennyisége csokkdmitan X-100 oldhatatlan frakcioban
(11/B é&bra).
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11. abra: Az occludin mennyiségi valtozasai az aggndotélsejtekben nikotin hatasara
A sejteket 10 nM - 100 uM koncentraciéju nikotinkakeltik 15 és 60 percig, valamint 5 (A) és 2hdB&)
keresztiil. A 24 6rés kezelések eredményeit a jtfetkiathetiség miatt denzitometraltuk (C). A bemutatott
képek harom fluggetlen kisérlet reprezentansai. éilgmok harom fuggetlen kisérlet kezeletlen séjezk
viszonyitott relativ atlag és szoras értékeit atjak.

Ezek utan a tdbbi sejtkapcsol6 fehérjét is hasagpkn vizsgaltuk meg. A ZO-1
esetében tapasztalt eltérések hasonloak voltak@dadinéhoz. A fehérje mennyisége mar

véltozds 24 ora elteltével még kifejezettebb vaR/QA ébra). Ugyanakkor az adherens
kapcsolatok transzmembran eleme, a cadherin mefge/issak hosszabbsiélteltével (24
Ora) csokkent (12/B abra). B-catenin, a cadherin kolcsonhat6 partnerének lzbeigsét
egyik nikotin kezelés sem befolyasolta (12/C 4bra).

Megfigyeléseink szerint tehat a nikotin csak a daglod vérében mértnél jéval
magasabb koncentraciokban befolyasolja a sejtkéjpdshérjék kifejeddését. A nikotin
ilyen magas koncentracidkban tordéamkalmazasat a patkanyok kisebb érzékenységén tal
az is indokolja tovabb4a, hogy a hosszabbiidesebb koncentracioju vizsgalatok, amelyek
jobban kozelitenék am vivo kdrilményeket, a tenyészetek eléregedése miaitro nem
megvaldsithatdak. Az altalunk hasznalt nikotin kemtcaciokat tovabba a szakirodalom is
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széles korben alkalmazza (Cucina és mtsai, 2000¢ckey és Lukas, 2003, Kuhimann és
mtsai, 2005, valamint Kanda és Watanabe, 2007).
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12. abra: A ZO-1, a cadherin és @-catenin mennyiségi valtozasai nikotin kezelés hatara

sejtkapcsolo fehérjék mennyiségi valtozasait. Amatharom fliggetlen Western blot kisérlet repreztént
eredményei lathatdak. Az egyes fehérje savok iittesat denzitometraltuk éspacateninhez normalizaltuk.
A grafikon harom fliggetlen kisérlet kezeletleneddjiez viszonyitott relativ atlag és széras értéimiaizolja.

A statisztikailag szignifikans kulénbségeket (P€),6sillaggal jeldltik.

A cigarettaflistben talalhatd policiklusos aroméénsdrogének kdzil a fenantrén
és az l-metilantracén hatasait vizsgéltuk, mivedkeét a vegyuletekél ismert, hogy
karosithatjdk az endotélsejteket, ugyanakkor azailmi adatok nem agyi eredet
endotélsejteki szarmaznak. Jelenleg nem all rendelkezésunkrerni#ciéo arra
vonatkoz6an, hogy milyen koncentraciéban taldlhaté& policiklusos aromés
szénhidrogének a dohanyosok vérében, ezért egy,zakiradalomnak megfelél
koncentracido (Rummel és mtsai, 1999, valamint Vaagd és mtsai, 2000), konkrétan 30
UM alkalmazésa mellett dontéttiink. Vizsgalatairkétéras kezelésekkel végeztik, mivel
a nikotin esetében ennyi ddelteltével tapasztaltuk a legkifejezettebb valsukéat. A
fenantrén hatasara az occludin atreddégt a Triton X-100 oldhatatlan frakciobdl az
oldékony frakciéba. Hasonlo, de kevésbé kifejexaltozasokat tapasztaltunk a claudin-5
esetében is, ebben az esetben statisztikailag iffzégns eltérés csak az oldékony
frakcioban volt. Az a-catenin, ap-catenin és a ZO-1 fehérjek esetében viszont
hatastalannak bizonyult a fenantrén kezelés. Azefilamtracén (szintén 30 uM, 24 éra)
nem valtoztatta meg a sejtkapcsolé fehérjék kifajését, kivéve a claudin-5

mennyiségének kismértigksokkenését a Triton X-100 oldhatatlan frakciotEs abra).
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13. abra: A sejtkapcsol6 fehérjék mennyiségi valt@sai fenantrén és 1-metilantracén hatasara
A konfluens agyi endotél tenyészetefertantrénnel (PA) és 1-metilantracénnel (1-MA) kede(30 uM, 24
Ora). Az dbran harom fiiggetlen Western blot kisédprezentativ eredményei lathatéak. Az egyesrjehé
savok intenzitdsat denzitometraltuk é$-aateninhez normalizaltuk. A grafikon harom fiiggatlkisérlet
kezeletlen sejtekhez viszonyitott relativ atlagsééras értékeit abrazolja. A statisztikailag s#igans
kilénbségeket (P<0,05) csillaggal jeloltik.

Mivel a két aromas szénhidrogén kozil a fenantréatddai bizonyultak
erdteljesebbnek, ugyanakkor az adherens kapcsolatakoéalemeinek mennyisége nem
csokkent a kezelések hataséara, kivancsiak voltuodgy vajon a fehérjék egymassal valo
kolcsdnhatdsait megvaltoztatja-e ez a vegyllet. allherens kapcsolatok fehérjéinek

egymassal valé kapcsolatait immunkicsapassal VizggdEredmeényeink azt mutatjék,
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hogy a fenantrén kezelés nem befolyasolja a cauléyiazo-catenin mennyiségét &
catenin antitesttel kicsapott mintakban. Ez arged, itogy a vegyilet nem volt hatassal az

adherens kapcsolatok ezen elemeinek egymassatdakibnhatasaira sem (14. abra).
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14. abra: A fenantrén hatasa g-catenin a-cateninnel és cadherinnel alkotott kapcsolataira
Az agyi endotélsejteket 30 uM fenantrénnel kezelfidk 6ran at. Az immunkicsapagtcatenin elleni

antitesttel végeztilk és az igy kapott mintakecatenin és cadherin antitestekkel Western blatrldteket
végeztink.

A sejtkapcsolo fehérjék sejten belili elhelyezkeudsvizsgalata

A szoros és adherens kapcsolatok alkotéelemeinaknyisggi elemzésén tal a
fehérjék sejten bellli elrend&dését is megvizsgaltuk. A mér emlitett vegyuletedet
immunfloreszcens kisérletek soran olyan koncerdb@ri alkalmaztuk, amelyeknél a
legnagyobb hatést tapasztaltuk a sejtkapcsolo jtdhkifejezidését illeben. A 10 pM-os,
24 6ras nikotin kezelés a legeebb valtozasokat a ZO-1 elhelyezkedésében okazta,
fehérje szdmos helyen @lit a sejtek hatararol. Hasonld, de kisebb mériédtozasokat
tapasztaltunk az occludin, a ZO-2 és a cadheritélesr is. Ugyanakkor a kezelések nem
valtoztattak meg a claudin-5 éiaatenin sejten bellli elhelyezkedését (15. alka30
UM fenantrénnel tortént 24 6ras kezelések nem akgelents valtozasokat a ZO-1 és a
claudin-5 esetében, az occludin és a ZO-2 viszaitdny helyen dlnt a sejt-sejt
kapcsolatok tertletét (16. abra).
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15. abra: A nikotin hatasa a sejt-sejt kapcsolatolalkotéelemeinek sejten belili elhelyezkedésére
Az agyi endotélsejtek konfluens tenyészeteit 10 pikbtinnal kezeltik 24 6ran é&t, és a rogzitettedeit
occludin, claudin-5, ZO-1, ZO-2, cadherinfesatenin elleni antitesttel festettiik. A nyilak Baba helyeket
jelolik, ahol a fehérjék elintek a sejtkapcsold szerkezetek teruitdtdérce=100 pm.
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16. abra: A fenantrén hatésa a sejt-sejt kapcsolakoalkotdéelemeinek sejten belili elhelyezkedésére
A sejteket 30 pM fenantrénnel kezeltik 24 6ran sitaérogzitést kdvéen occludin, claudin-5, ZO-1,
valamint ZO-2 elleni antitesttel festettik. A n¥ilazokat a helyeket jeldlik, ahol a fehérjékietek a
sejtkapcsol6 szerkezetek tertlétéMérce=100 pum.

Mivel e vegylletek a dohanyosok vérében nem kuldidsk hanem egyszerre
jelennek meg, igy a valés korilményeket jobban rezie ha a nikotint és a policiklusos

aromas szénhidrogéneket egyutt alkalmazzuk. A milég a fenantrén egyittes hataséara a
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Z0-1 membranfestése jol lathatéan gyengllt és siakdta is valt, a ZO-2 és az occludin
pedig néhany helyen étit a sejtkapcsol6é szerkezetek terli@tét7. abra). E valtozasok

hasonldak voltak a nikotin kezelés esetében meeitigkhez.

Kontroll Nikotin+Fenantrén
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20-2

17. abra: A sejtkapcsold fehérjék sejten bellli agndefidése nikotin és fenantrén egyuttes hatasara
A sejteket 10 pM nikotin és 30 uM fenantrén kevéx&k kezeltiik 24 6ran at, majd rogzités utan odejud
Z0O-1 és ZO-2 elleni antitesttel festettiik. A nyilakokat a helyeket jeldlik, ahol a fehérjékietek a
sejtkapcsolo szerkezetek tertlétéMérce=100 pum.

Az endotélsejtek gat funkci6janak vizsgalata asrandotelidlis elektromos ellenallas

mérésével

Mivel eredményeink alapjan a vizsgalt vegytletekabara megvaltozik a sejt-sejt

kapcsolatok szerkezete, megvizsgaltuk, hogy e zé@#ok miként hatnak az endotélsejtek
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géat funkciodjara. Az ellenallds mérésekhez az agdio&lsejteket asztrocitak jelenlétében
tenyésztettik olyan tapfolyadékban, amely fizicddgi koncentracioban tartalmazott
hidrokortizont és cAMP-t is. E modell segitségéadhgosan 200-300 Ohm x é&as
ellenallasi értékeket mutattak a konfluens endt#gyészetek, mig a legmagasabb mért
értékek 600 Ohm x chkoriliek voltak.

A vizsgélatokhoz azt a legkisebb nikotin konceritthalkalmaztuk, amelynél mér
valtozasokat tapasztaltunk a sejtkapcsol6 fehékigjezodését illeben. Az endotél
tenyészet luminalis oldalahoz 10 pM-os koncentit@andadtunk nikotint a tapfolyadékhoz,
majd bizonyos il (1, 3, 16 és 24 Ora) elteltével mértik a tenyé&zeatlektromos
ellenallasat. A nikotin hatasara egyilombntban sem tapasztaltunk szignifikans mérték
ellenallds csokkenést (18/A ébra). Hasonl6 eredinéagytunk a fenantrén (30 uM, 18/B
abra), az 1-metilantracén és a kombinalt nikotinaférén kezelést kdviEn is (be nem

mutatott eredmények).
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18. abra: A nikotin és a fenantrén hatasai az endétsejtek transzendotelidlis elektromos ellenallasar

A konfluens tenyészeteket 24 6ran at kezeltik mkai (10 pM), valamint fenantrénnel (30 uM) és
kilénbosd idépontokban mértik a transzendotelidlis elektromdsnéllast A grafikon harom fliggetlen
kisérlet eredményeinek relativ atlag és szoragéittébrazolja.
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A nikotin és az oxidativ stressz egyuttes hatasmpzendotélsejtekre

A cigarettafiist szdmos oxidanst tartalmaz, amelyigkes oldatban is stabilak
maradnak és a tddégholyagocskainak falan keresztil a vérbe jutilatfyamaguchi és
mtsai, 2007). Emiatt a dohanyosok esetében a nidwotiz gyakran az oxidativ stressz
hatasai is hozzdadodnak. Mivel pedig ismert, hogy oxidativ stressz negativan
befolyasolja az endotélsejtek vér-agy gat tulajdgag (Krizbai és mtsai, 2005), a nikotin
€s az oxidativ stressz egyuttes hatasainak viasgktzelebb vihet annak megértéséhez,
hogy a dohanyfist 6sszetéwilyen mddon karositjak a vér-agy gatat. A 24sprE0 uM-
os koncentracioju nikotin kezelést szintén 10 uM M@tval kombinaltuk, aminek
hatasara szignifikAns csokkenést tapasztaltunkngéseetek ellenallasi értékeit ilien
(19. 4bra).
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19. abra: A nikotin oxidativ stresszel kombinalt h@asa az agyi endotélsejtekre
A konfluens tenyészeteket DMNQ-val (10 uM), valanmikotin (10 uM) és DMNQ keverékével, 24 6ran at
kezeltik és kulonbdz idépontokban mértik az agyi endotél tenyészetek teamkatelialis elektromos
ellenallaséat. A grafikon harom fliggetlen kisérletdenényeinek relativ atlag és szoras értékeit aheaza
szignifikans eltérést (P<0,05) csillaggal jeldltuk.

A folyamat hatterében lejatsz6d6 valtozasokat Akmy immunfluoreszcens
mikroszképiaval kimutattuk, hogy a ZO-1 fehérje nieémfestésében mégoezljesebb
valtozasokat eredményezett a &stkezelés, mint onmagaban a DMNQ vagy a nikotin (20

abra).
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20. abra: A nikotin és az oxidativ stressz egylttdsatasai a ZO-1 sejten belili elhelyezkedésére
A sejteket 10 uM koncentracidban nikotinnal és DMN& kezeltik 24 6ran at, majd a rogzités utan ZO-1
elleni antitesttel festettiik. A nyilak azokat ayeHet jeldlik, ahol a fehérje élt a sejtkapcsold szerkezetek
teriiletésl. Mérce=100 pum.
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AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A kodzponti idegrendszer energiafelhasznélasa iggy:ragyunk tomege ugyanis a
testtémegink csupan 2%-at teszi ki, de a szentefjes oxigénfogyasztasanak 20%-a,
mig a glukoz felhasznaldsanak 25%-a esik ra (@arBokoloff, 1999). Az agy tapanyag-
és energiaellatdsdnak biztositasara igen kitelagillarishaldzat all rendelkezésre: az
atlagos tavolsag a kapillarisok kdzott mintegy 40 (Duvernoy és mtsai, 1983), igy bar
némi tulzassal ugyan, de kijelenthetjik, hogy majdmminden idegsejtnek sajat kapillarisa
van. Az idegsejteket azonban a folyamatos tapangagenergiaellatason tul a vérben
keringd szamos, szamukra toxikus vegyitietheg is kell védeni. E kéis feladat ellataséat
biztositja a vér-agy gat, amelynek alapjat az eggaldszorosan illeszkédgyi kapillaris
endotélsejtek alkotjak. Ezek a sejtek az asztrkkith és a pericitdkkal szorosan
egyuttmikddve szabélyozzak a keringés és a kdzponti idegeem kdzotti anyagaramlast.
A gat funkcid kialakithsa szempontjdbdl kulcsszpetpbirnak az endotélsejtek kdzott
kialakul6 szoros és adherens kapcsolatok, amelyékilése a vér-agy géat
permeabilitisanak nbvekedését eredmeényezi (Wokitdgppoldt, 2002).

Ismert tény, hogy patolégias korilmények kozottuftpdasos betegségek, agyi
ischaemia és a véraramlas azt kéuvaelyredllasa (reperfuzio), kronikus neurodegemerat
betegségek, agyi tumorok, traumak) méugt a vér-agy gat permeabilitasa, ami a kdzponti
idegrendszer homeosztazisanak megbomlasdhoz vé&zesulyosbithatia a betegségek
lefolyasat. A kulonbdz fertozések gyakran tarsulnak szisztémas tlnetekkel, yakel
szintén Kkarosithatjdk a vér-agy gatat. Az endqgtélsea keringés és a kodzponti
idegrendszer hatarfellletének aktiv részeseikéfnes stresszfaktor hatdsanak vannak
kitéve. Ezen anyagok felismerésében és a valasiteakinditasdban az endotélsejtek
Toll-szefi receptorai is szerepet jatszhatnak.

Az agyi endotelidlis TLR-ek fiziol6gias szerefémzonban igen kevés adat all
rendelkezéstinkre. A kézponti idegrendszer immuilpgizalt tertletnek tekinthét mivel
agyunk nem rendelkezik nyirokkeringéssel, a vér-gdy pedig fiziologias korilmények
kozott igen efsen korlatozza az immunsejtek és a proinflammaiérikcitokinek,
kemokinek bejutasat a kozponti idegrendszerbe. fE@aeért az agyi endotélsejtek egyik
feladata lehet, hogy a periférids immunvélasz & zponti idegrendszer kozti kapcsolat
létrejottét segitsék. E folyamatban néhéany kdzlgménuséga szerint az agyi endotelialis
Toll-szefi receptoroknak is fontos szerepe leh&toue és munkatarsai 2002-ben

kimutattdk, hogy az intraperitonedlisan beadott LBPecifikusan az agyszovet
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endotélsejtieiben indukalta a prosztaglandin E2médését, amelynek kinetikaja
Osszefliggést mutatott az LPS &ltal kivaltott lagbehi lefutdsdval. Gosselin és Rivest
2008-ban kozolt eredményei alapjan az agyi endxtékben a prosztaglandin E2
termeléséhez szikséges a MyD88, a Tolliszeceptorok egyik univerzalis jeltovabbito
eleme. Az intraperitonealisan beadott Ik-lhatdsara a MyD88 hianyos agyi
endotélsejtekkel rendelkézllatokban a vad tipusuakkal ellentétben nem inthég a
prosztaglandin E2 termelése és a hipotalamusz-agmfizis-mellékvesekéreg tengely
sem aktivalodott.

A szervezetbe jutd korokozokkal az érfal endot§ksiejgyakran el8ként
taldlkoznak. A Toll-szdr receptorok feladata egyrészt a patogén mikrobi@jensek
felismerése és a lokalis gyulladasos vélaszreaksinditdsa, citokinek, kemokinek
termelésén keresztil a leukocitak ,hivasa”. Isnesrehogy az immunsejtek agyi kapillaris
endotélsejtekhez valo adhézidjat és atjutasat & (eBy specifikus TLR4 ligand)ddegiti
(De Vries és mtsai, 1994, valamint Persidsky ésaimt4997), emellett citokinek,
(Vadeboncoeur és mtsai, 2003, valamint McGuire &ain2003). E receptoroknak az agyi
endotélsejtek sejtkapcsold szerkezeteire gyakonaltasanak molekularis részletgir
mindezidaig csupan néhany kozlemény jelent meg Z&lka és mtsai, 2007, valamint
Singh és mtsai, 2007).

Doktori értekezésemben részletezetts etésérletsorozatunk célja az volt, hogy
bepillantast nyerjink a Toll-sZzereceptoroknak a vér-agy gat patologiaskidésében
betoltdtt szerepébe. Ennek érdekébebszir is megvizsgaltuk, hogy mely TLR-ek
fejezddnek ki a primér patkany agyi endotélsejteken §shegman agyi endotélsejt vonal
(hCMEC/D3) sejtjein. Adataink szerint a kezeletlbaman sejtek a TLR2, 3, 4 és 6
MRNS-ek vannak jelen. Hasonl6 eredményt kaptunkz@ialt patkany sejtek vizsgalata
soran is, ebben az esetben ugyanakkor a TLR4-esi@miilt kimutatnunk. Eredményeink
egybecsengenek a korabbi irodalmi adatokkal, miszexr patkany agyi endotélsejtek
alapesetben nem fejeznek ki kimutathaté mennjyiidédR4 mRNS-t, a gén transzkripcidja
azonban specifikus liganddal indukalhato (Singhliésg, 2004). A TLR3 és 4 human agyi
endotélsejtekben valo kifejgdését pedig mar korabban is leirtdk (Fischer éain2609,
Aoki és mtsai, 2010). Az irodalmi adatok szerinéiegreddt agyi endotéliumban tovabba
a TLR9 is jelen van (Constantin és mtsai, 2004),a@onban e receptor jelenlétét jelen

kisérleti korilmények kozott sem patkany, sem pddignan sejteken nem észleltik.
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Tudomésunk szerint ugyanakkor @eént irtuk le, hogy az agyi endotélsejtek a mar
emlitett receptorokon kivil a TLR6-ot is kifejezik.

Az agyi oxigénhidnyos éllapot és a vérellatasi yidsag igen komoly szerkezeti
és funkciondlis karosodasokat képes okozni a kdzpategrendszerben. Agyunk
legsérulékenyebb sejtjei az idegsejtek, ugyanakiyre tdbb az adat arra vonatkozoan,
hogy az agyi endotélsejtekre is hatassal van axigpés e sejteknek fontos szerepe van a
hypoxias és ischaemias valtozasok koédfigisében. A dként az ischaemids periddust
koveten, a véraramlas helyredlldsa soran felszabaduigémszabadgyokok szerepe
jelents a hypoxia és ischaemia &altal kivaltott karosodasfMcCord és Roy, 1982 és
Granger, 1988). A kozponti idegrendszeri betegséigekekintve a Toll-szér
receptoroknak lényeges szerepe lehet az ischaetn@e sordn bekovetk&épatoldgias
elvaltozasok kozvetitésében: TLR2 és TLR4 hianygerek esetében a betegség
modellezése soran lényegesen kisebb migrtékbzponti idegrendszeri karosodast
tapasztaltak, mint a vad tipust egereknél (Tangntsai, 2007). Egy agyi ischaemias
egérmodellben kimutattédk, hogy a TLR2, 4 és 9 mFRN&k kifejeddése jeleritsen
megndvekszik a kdzponti idegrendszerben, ezek k&AULR2 jelenlétét endotélsejtekben
is kimutattak (Ziegler és mtsai, 2007). A TLR-ekomkan nemcsak hypoxia, de oxigén
tobblet esetén is aktivalodhatnak. Fulladast kieetl00% oxigénnel torténijraélesztés
soran a 21%-0s oxigénnel toréénljraélesztéshez képest a TLR2 és TLR4 mRNS
kifejezédése novekszik az agyban (Markus és mtsai, 20Q5).tlhik tehat, hogy a Toll-
szefi receptoroknak fontos szerepe van az oxidativssthegasok altal kivaltott kozponti
idegrendszeri patoldgias folyamatok kdzvetitésében.

A szakirodalomat attekintve joggal feltételeztiilbgi a Toll-szel receptorok az
agyi endotélsejtekben is szerepet jatszhatnak mlatbx stressz altal kivaltott sejtkarositd
hatasok kdzvetitésében. Az oxidativ stressz sz&dmzonti idegrendszeri betegség soran
hozz4jarul az endotélsejtek funkci6zavarahoz, ariosbithatja a betegségek lefolyasat
(Lum és Roebuck, 2001), éppen ezért igen fontatatiai az oxidativ stressz altal kivaltott
molekularis folyamatokat. A kérdés tisztazasanakelkdben egy olyan vegylletet
alkalmaztunk, amely széles kdrben hasznalatosdalwvmban oxidativ stressz kivaltasara.
A DMNQ ugyanis a sejtekbe jutva reaktiv oxigén gykermebdését eredményezi, a
vegyuletet csoportunk korabbi munkaja soran marersen alkalmazta agyi
endotélsejteken (Krizbai és mtsai, 2005). Kiséréetataink szerint az ezen vegydilettel
kivaltott oxidativ stressz hatasara mind a négynagiott Toll-szef receptor génjének

atirdsa jeleris mértékben indukalddik a sejtekben, a legnagydatthsh a TLR6 esetében
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figyeltik meg. Eredményeiniként azon ismeretek tukrében lehetnek fontosakzeriigt

a reaktiv oxigén gyokok az egyiks fokoz6i az endotélsejtek {ikddési zavaranak
(Lagrange és mtsai, 1999 és Wu és mtsai, 19983z éwxidativ stressz kromoszomalis
aberraciot és apoptozist is indukalhat e sejtekiBresgen és mtsai, 2003). Az
endotélsejtek koros ikodése ugyanis hozzajarul a vér-agy gat sériléséhmiz pedig
agydodéma kialakulasat eredményezheti (Chan és ,nt884). A szakirodalmi adatok
(Park és mtsai, 1999, valamint Fischer és mtsdi2P@s csoportunk korabbi eredményei
(Krizbai és mtsai, 2005) alapjan az endotélsejtejtkapcsol6 szerkezetei kdzvetlendl
érintve vannak az oxidativ stressz altal kivalsgtilésekben. Annak vizsgalata, hogy az
azonositott agyi endotelidlis Toll-séereceptorok szerepet jatszanak-e az oxidativ gtress
altal kivaltott, a sejtkapcsolé szerkezeteket érikbrosoddsokban, jelenleg is folyik
laboratoriumunkban.

Mivel elssként azonositottuk a 6-os tipust Toll-szereceptort agyi
endotélsejteken, tovabba ismert tény, hogy a sgasifigandok befolyasoljak a Toll-sZer
receptorok mRNS szititkifejezodését (Faure és mtsai, 2001, valamint Singh égJian
2004), ezért megvizsgaltuk, hogy egy specifikus BL&gonista, a zymosan miképpen
befolydsolja a kilonbdz Toll-szeki receptorok transzkripciojat. A zymosan a vartnak
megfeleben jelentsen indukalta a TLR2 és 6 gének atirasat (mivek ezeeceptorok
heterodimert képeznek egymassal), mig a tobbi tecefanszkripcidjara nem volt
hatassal.

Irodalmi adatok alapjan ismert volt szamunkra, htiifpb specifikus TLR agonista,
igy a lipopoliszacharid és a lipoteikolsav is ndvelz endotélsejt tenyészetek
permeabilitasat, ami a vér-agy gat tulajdonsagotodadasat jelzi (Veszelka és mtsai,
2007, valamint Singh és mtsai, 2007). Eppen ezégvizsgaltuk, hogy a zymosan Aaltali
TLR aktivacibnak milyen hatdsa van az agyi endejtdkre. Eredményeink alapjan e
specifikus TLR2/6 agonista is noveli a tenyészeteinszendotelialis permeabilitdsat,
vagyis hataséara sérul a gat funkcié.

Lévén az endotélsejtek szoros és adherens kapmsalatszerepe meghatarozé a
permeabilitds szabalyozasdban, ezért a transzdidtistpermeabilitds ndvekedésének
héatterét kutatva a sejtkapcsol6 fehérjékre fokusm&l Kimutattuk, hogy a szoros
kapcsolatok két transzmembran alkotéelemének, atudionak és a claudin-5-nek a
kifejezédése is szignifikAnsan csokkent a sejtekben, éshérjek elintek a junkciok

teruletéél. Ez a jelenség magyarazhatja a kordbban megfiggemeabilits ndvekedést.
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A kovetked lépésként azokat a jeltovabbitd Gtvonalakat kivérdzonositani,
amelyek a Toll-szér receptoroktol a sejtkapcsolé szerkezetekig veketBeedményeink
alapjan a TLR jeltovabbitds kdzponti elemének, @&«B transzkripcidés faktornak a
gétldsa (PDTC) nem akadalyozza meg a sejtkapcsdiérjk esetében bekovetkezett
valtozasokat. Ugyanakkor az ERK1/2 kindzok gatlészaz U0126 segitségével teljes
mértékben kivédtilk a zymosan occludinra kifejtettélsat. A claudin-5-nél bekdvetkez
valtozasokra ez a gatlészer is hatastalannak bigbnyaldsziriileg mas mechanizmusok
jatszanak szerepet a zymosan e fehérjére kifeftathsainak kozvetitésében. Ezen
folyamatok tisztdzasara iranyuld kisérletek jelgnis folynak laboratériumunkban. Az
ERK1/2 géatlészer claudin-5 esetében tapasztalsta#dsaga viszont megmagyarazhatja,
hogy a vegyilet miért nem volt képes megakadalyazrymosan hataséra bekdvetkezett
permeabilitas ndvekedést (be nem mutatott eredmé&gdmos adat utal ugyanis arra,
hogy nem az occludin, hanem a claudin fehérjék ¥i&mez endotelialis szoros kapcsolatok
gerincét. Ezt a feltételezést tamasztjak alad azoler@dmények is, miszerint occludin
génkiutott egerek ép szoros kapcsolatok kialakitag@&pesek (Saitou és mtsai, 2000).
Ezzel ellentétben a claudin-5 hianyos egerek esmtébvér-agy gat permeabilitisa kis
molekulasulyd anyagokra nézve novekszik (Nitta ésam 2003). A claudin-5 tovabba
egér L fibroblaszt sejtekbe juttatva olyan szor@gpdsolatok létrejottét eredményezte,
amelyek hasonléak voltak az endotélsejtek esetéinervivo korilmények kozott
megfigyelhetkéhez (Morita és mtsai, 1999).

Az oxidativ stressz gyakori velejaréja a éaéiseknek, mivel tébb baktérium termel
szabadgyokdket, 66 az aktivalt immunsejtek is hasznéljak ezeket alekdakat a
kérokozok eltavolitasara (Hoffmann és mtsai, 20@6amint Forman és Torres, 2002). Az
oxidansok jelenlétében e sejtek fokozottan reagalaa Gram-negativ és -pozitiv
baktériumokra, illetve a TLR4, TLR2/1 TLR2/6, Nodks Nod2 receptorok ligandjaira
(Paul-Clark és mtsai, 2008). Ezen ismeretek é4 eag@iményeink - miszerint az oxidativ
stressz noveli a TLR6 kifejédését — arra engednek kovetkeztetni, hogy az dxidat
stressz hozzajarulhat a zymosan hatasahoz, miaftdy) jobban ésegitheti az
endotélsejtek rikddési zavaranak kialakulasat. E feltevés igazaokiisaérdekében
megvizsgaltuk, hogy a zymosan és a DMNQ egyittesgon fokozottan hat-e az
endotelidlis permeabilitasra. Eredményeink szeairketts kezelés a zymosan esetében
tapasztalthoz képest még jobban ndvelte a tranegeliéis permeabilitdst. A jelenség
héatterében all6 folyamatokat vizsgalva kimutattokabbd, hogy a kombinativ kezelés

hatasara az occludin mennyisége még inkabb csokkesejtekben. Ezen adatok
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bizonyitjak, hogy az oxidativ stressz val6ban nidaetymosan hatasat, s az endotélsejtek
géat funkcidjanak fokozott karosodasat eredménykstenleg azonban még nem tisztazott,
hogy az oxidativ stressz mikéntsiti a zymosan hatéasét.

Oxidativ stresszt szerveteziinkben a korokozoékoiil ldzamos mas exogén anyag
is kivalthat. E stresszfaktorok kdzott a gyakoratatekintve egyre ékelobb helyet
foglalnak el a dohanyfiist dsszéevMinden |élegzetvételnyi cigarettafiist ‘10szamu
szabadgyokot tartalmaz (Pryor és Stone, 1993),temi@ohanyosok igen komoly oxidativ
stressznek teszik ki szervezetiket, és a kérnydobtnyfiist sem kevésbé artalmas, mint
az aktiv dohanyzas.

A dohanyzas egészségre gyakorolt karos hatdsa@k kijerjedt a szakirodalma.
Az Egészségugyi Vildgszervezet 2008-ban kiadotultadnya szerint manapsag az
emberiség els szamu gyilkosa a dohanyzas, a 8 legmagasabb hadélezammal
rendelke# betegség kozil 6 esetében is bizonyitott kockézayiednek szamit.

A dohéanyzas szdmos agyi érrendszeri megbetegegidsfédkockézati tényssje,
igy jelentisen noveli az agyi véraramlasi zavarok, az agylégyulletve az agyvérzés
esélyét is (Gallego és mtsai 2007, valamint Shié®Beevers, 1989). Mindezen ismeretek
ellenére is épp csak bepillantast nyerhetiink a midbiat 6sszetalinek az agyi érhalozat
endotélsejtjeire gyakorolt hatadsaba, mivel igerékazlemény foglalkozik e témaval.

A vér-agy gat alkotéelemeiként az agyi endotélkegdentik az el§ célpontot az
agyat befolyasolé anyagok, igy példaul adtiidkeresztil a véraramba jutott cigarettafiist
Osszetetk, mint a nikotin és a policiklusos aromas szérduének esetében is. Doktori
értekezésemben targyalt masodik kisérletsorozatfjia annak vizsgélata volt, hogy
miképpen hatnak ezek a vegylletek az agyi endgtetse. A kisérletek soran a szoros és
adherens kapcsolatokra fokuszaltunk, mivel ezekgpslonien meghatarozza a vér-agy
gat permeabilitasat.

A rovidebb idefi (15 perc-5 6ra) nikotin kezelések nem voltak retha szoros
kapcsolatok egyik fontos transzmembran alkotéelerae, occludin kifeje@désére.
Ugyanakkor a 24 6ras, viszonylag nagy koncentrack®zelés hatasara csokkent az
occludin, a cadherin, és étorban a ZO-1 mennyisége is a sejtekben. Westarn bl
eredményeinket az immunfluoreszcens kisérletekagmasztottak: a ZO-1 bizonyult a
nikotin hatasaira legérzékenyebb fehérjének. Haésamlatokat kdzdltek mar kordbban
nikotin-kezelt patkanyok agyi mikroereinek, illetygimér marha mikroér endotélsejtek
vizsgalata sorén is (Abbruscato és mtsai, 2002wt Hawkins és mtsai, 2004). Mivel a

nikotin a dohanyosok szervezetében szamos mas letigyiegyszerre fordul &l a valos
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korilményeket jobban megkozeliténda nikotin és a fenantrén egylttes hatésait is
megvizsgaltuk. A két anyaggal tortént kombinatiwzedés viszont nem ésitette fel a
nikotin &ltal kivaltott, a fehérjék elhelyezkedésalbekdvetkar valtozasokat.

Eredményeink arra utalnak, hogy a nikotin csakongtag magas koncentracidban
képes szerkezeti valtozasokatoéieézni az agyi endotélsejtek kozott kialakuld
kapcsolatokban. Csak a dohanyosok vérében meért nmaéigi értéknél (600 nM)
(Henningfield és mtsai, 1993) is nagyobb koncembi@an volt képes a nikotin hatni a
sejtkapcsold fehérjék kifejédésére. E viszonylag magas nikotin koncentraciok
alkalmazasat ugyanakkor indokolja az, hogy a pati@rsokkal ellenallébbak a nikotin
meérgezéssel szemben, mint az emberek, tovabbd&almakottin vitro modellrendszer
csak viszonylag rovid ideig (max. 24 Ora) teszielhé a nikotin kezelések hatasainak
korulmények kodzott nem megvalosithatok. Az alkalatimagas nikotin koncentracioju
kezelések széles korben elterjedtek tovabba arsdakomban is (Cucina és mtsai, 2000,
Dunckley és Lukas, 2003, Kuhimann és mtsai, 20a&mint Kanda és Watanabe, 2007),
€s az ismert citotoxikus koncentraciot (tébb, nlimhM) (Booyse és mtsai, 1981) messze
nem értek el.

A nikotin hatasara tapasztalt valtozasok nem erege®ték a transzendotelialis
elektromos ellendllas statisztikailag szignifikdngrtéki csokkenését. Eredményeink
egybecsengenek a kordbban kozo6lt, marha agyi dedpéiken kapott adatokkal, miszerint
a 12-24 oras nikotin/kotinin kezelésnek nem voltdba az elektromos ellenallasra
normalis oxigénellatas (normoxia) mellett (Abbruscas mtsai, 2002). Egin vivo
tanulmanyban tovabba kimutattak, hogy a nikotirkasaikus koncentraciéban (100 uM-1
mM) volt képes novelni a 70 kDa-os a fluoreszceiaediocianat (FITC)-dextran esetében
mért permeabilitast (Schilling és mtsai, 1992).

A nikotin sejtkapcsolé szerkezetek fehérjéire kdtjhatasa sokkal kifejezettebb,
ha a kezelést DMNQ Aaltal kivaltott oxidativ strexskombinaljuk, amely modell jobban
kozeliti a dohanyosok szervezetében lejatszddo afiohtokat. Csoportunk korabbi
eredményei és a szakirodalom is bizonyitja, hogyoairlativ stressz befolydsolja a
sejtkapcsolo szerkezetek épségét (Witt és mts@B,2lamint Krizbai és mtsai, 2005). A
DMNQ kezeléshez képest kifejezettebb, statiszéigpizignifikdns meértdk ellenallas
csokkenést tapasztaltunk a vegyilet nikotinnal eaiglttes alkalmazésakor, ami arra utal,
hogy a nikotin és az oxidativ stressz hatasa edyradsiti. A jelenség hétterében

morfoldgiai valtozdsok allnak: a ZO-1 membranfestéség jobban megvaltozott a két

65



vegyulet kombinéacidja, mint 6nmagaban a nikotinwad®MNQ hatdséra. Eredményeink
azt sugalljak, hogy a nikotin a hypoxias betegddpéitat a vér-agy gatra kifejtett hatasain
keresztul sulyosbithatja. Adataink alatdmasztjdkosabban Abbruscato és mtsai éltal
kozolt eredményeket (2002 és 2004), miszerint aotimikés a hypoxia/aglikémia (a
vércukor hianya) egymast émitve hatnak a vér-agy gat permeabilitasara éslianka
transzportra.

A nikotin ezen hatasait val6s#ieg a nikotinos acetilkolin receptorokon keresztil
fejti ki, amelyek a3, 5, 7, ésp2 alegysegeit azonositottdk mar agyi endotélsajteke
(Abbruscato és mtsai, 2002, valamint Hawkins ésaint2005). Ugyanakkor olyan
mechanizmusok is szerepet jatszhatnak a nikotinal &kivaltott endotelidlis
sejtkdrosoddsokban, amelyek nem e receptorok kt@setel zajlanak (Tonnessen és
mtsai, 2000).

A nikotin természetesen nem az egyetlen olyan ddbianh 6sszetey, amely
karosithatja az agyi endotélsejteket. Legjobb tukumk szerint azonban a policiklusos
aromas szénhidrogének agyi endotélsejtekre kifdjtsait még senki sem vizsgalta. Mas
szdvetek endotélsejtjein végzett tanulmanyok viszosejtek sérilésé@rtantiskodnak. Az
emlitett vegylleteknek kitett human szivkoszoruémdaeélsejtek ugyanis fontos
valtozasokat mutattak: a vegyiletek hatasara détiedt a PLA2 (foszfolipaz A2) a
sejtekben, valamint zsirsavak szabadultak fel, giptézis is bekovetkezett (Tithof és
mtsai, 2002). Human aorta endotélsejtekben az etimliégyliletekben gazdag cigarettafiist
kondenzatum hatdsara az interleukin 4 és 8 téddsk indukalodott, ami a sejtek
sérulésére utal (Nordskog és mtsai, 2005). Még néagy ismeretlenek azok a
mechanizmusok, amelyeken keresztil ezek a szémjdidek kifejtik hatdsukat az
endotélsejteken, de a policiklusos aromas széniargPAH) receptorok fontos szerepet
jatszhatnak ezekben a folyamatokban (van Grevergygghmtsai, 2006).

A nikotin mellett két policiklusos aromas szénhiga, a fenantrén és az 1-
metilantracén szoros és adherens kapcsolatokrgtekifdatiasait is megvizsgéaltuk. A
fenantrén hatasara az occludin és a claudin-5 dgmdott a Triton X-100 oldékony
frakciobdl, mig az 1-metilantracén a claudin-5 mesdgét csokkentette kissé az
oldhatatlan frakciéban. A fenantrén hataséara toaaoccludin és a ZO-2 néhany helyen
eltint a sejt-sejt kapcsolatok terilegtér Az adherens kapcsolatok fehérjéinek
mennyiségére ugyanakkor egyik vegyllet sem volédsl, emellett a fenantrénpa
catenin cadherinnel és-cateninnel valdé kolcsdnhatasat sem befolydsoltearésak a

nikotin, Ugy a fenantrén hatasara sem csokkenthyeszetek elektromos ellenallaséat, ami
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arra utal, hogy a jelenlegi vizsgalati korulményé&kzott e policiklusos aromas
szénhidrogénnek 6nmagéban nem volt szdmbtiatdsa az endotélsejtek gat funkciojara.

A dohanyfist egyes dsszetéva nikotin, a fenantrén, valamint az 1-metilaoéa
agyi endotélsejtekre kifejtett hatdsait célzé Omdre vizsgalataink eredményei
0sszességében arra utalnak, hogy a cigarettakishponensei valosziteg nem okoznak
akut valtozasokat az agyi endotélsejtek alapv@inkciondlis tulajdonsagaiban. A
vegyuleteknek val6é 24 6ras kitettsédrdnt mas karosité hatdsokkal, igy oxidativ strdssze
egyuttesen viszont jeleigen befolyasolhatja a vér-agy gatikidését. Eredményeink
fontos informacidval szolgalnak a dohanyzassal &alatos kockazatok becsléséhez
kulénbd® kozponti idegrendszeri betegségekkel, mint példanl agyi ischaemiaval
kapcsolatban.

Osszességében elmondhatjuk, hogy eredményeink bagéitantast nyerhettiink az
agyi endotélsejtek Toll-sz&receptorai altal kozvetitett folyamatokba, illetvelohanyfist
egyes Osszetév altal kivaltott endotelidlis funkci6zavarokba idvMlunkank soran
természetesen szdmos Ujabb kérdés merllt fel, akelggvélaszolasa a kovetkezvek
feladata. Reméljik, hogy eredményeink hozz4jarulmalgyulladdsos folyamatokhoz
tarsuld vér-agy gat sérilések kivédésére iranyplgydgyszercélpontok azonositdsahoz,
amelyek tobb kozponti idegrendszeri megbetegedégelir@seét, illetve kezelését
segithetik. Ugyanakkor munkank felhivja a figyelmat dohanyfiist legfontosabb
alkotéelemeinek agyi endotélsejtekre gyakorolt leilean hatdsara, aminek kulonos
jelentbsége lehet mas karositd ténfldzel (példaul ischaemia) valé egyittes jelenlét
esetén.
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OSSZEFOGLALO

A kozponti idegrendszeri homeosztazis megteremédsébs fenntartasaban
kiemelked szerepe van a vér-agy gatnak. A gat morfolégegpjat az egyméssal szorosan
illeszked agyi endotélsejtek alkotjdk, amelyek az asztr@kdh és a pericitakkal
egyuttmikddve szabélyozzak a keringés és a kdzponti idegeem kdzotti anyagaramlast.
A gat funkcié kialakitdsa szempontjabdl kiemelkezskzereppel birnak az endotélsejtek
kozott kialakul6 szoros és adherens kapcsolatokelyaak sérllése a vér-agy gat
permeabilitasanak névekedését eredményezi.

Ismert tény, hogy patolégias korilmények kozottuftapdasos betegségek, agyi
vérellatasi hianyosség és a véraramlas azt &dwelyrealldsa, kronikus neurodegenerativ
betegségek, agyi tumorok, traumak) méugt a vér-agy gat permeabilitasa, ami a kdzponti
idegrendszer homeosztazisanak megbomlasahoz vezetilgosbithatia a betegségek
lefolyasat. A kulonbdz fert6zések gyakran tarsulnak szisztémas tlunetekkel, yatnel
szintén kérosithatjak a vér-agy gétat.

Az endotélsejtek a keringési rendszer és az aggszbatarfellletének aktiv
részeseiként szamos stresszfaktor hatdsanak vdditésie. Az agyi endotélsejteken is
kifejez6dé Toll-szeki receptorok (TLR) a legkllonfélébb exogén és endaméyagokat
ismerik fel, és gyulladadsos vélaszreakciokat imdika be. Kutatasaink célja annak
tiszthzasa, hogy milyen szerepet toltenek be a-skalfi receptorok a vér-agy gat
patolégias mkodésében.

Eredményeink alapjan egy human agyi endotélsejavdhCMEC/D3) sejtjei
alapesetben a TLR2, 3, 4 és 6, mig izolalt patkagyi endotélsejtek a TLR2, 3 és 6
receptorokat fejezik ki. Az azonositott huméan reéocmk mindegyikének mRNS szint
kifejezodését indukalta az oxidativ stressz, amit DMNQ kezsel valtottunk ki. A
TLR2/6 receptorok agonistaja, a zymosan pedig erd@tptor kifejeddését serkentette,
mig a TLR3 és 4-re nem volt hatassal. A zymosaéalib& novelte az endotél tenyészetek
permeabilitisat is. E jelenséget magyarazhatjanzoggn sejt-sejt kapcsolatokra kifejtett
hatasa: a kezelés eredményeképpen a szoros kdpksok&t transzmembran
alkotéelemének, az occludinnak és a claudin-5-nekeanyisége is cstkkent a sejtekben
és a fehérjék szamos helyeniietek a sejtkapcsolé szerkezetek teriit#dtéhz occludin
esetében bekbvetkezett valtozasokat nem siken@dtlkni az NR<B gatlészerrel (PDTC),
viszont az U0126 neveZeERK1/2 kinaz gétlészerrel igen. A claudin-5ieksét PDTC-

vel és U0126-tal sem sikertllt megakadalyozni. Ctkidstresszel kombinalva a zymosan
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még kifejezettebb valtozasokat okozott: a dettezelés hatasara fokozodott az occludin
mennyiségének csotkkenése és a fehérje teljes rhérté&ltint a szoros kapcsolatok
terlletédl.

Igen komoly oxidativ stressznek teszi ki szervezietti a dohanyfist is, amelynek
szamos Osszetée képes a véraramon keresztil a legtbbb sejthgatniel A
cigarettafistbl tobb ezer vegyllet jut a testinkbe, koztuk a tiikés a policiklusos
aromas szénhidrogének is. A dohanyzashoz k&thetirologiai betegségekben szeriked
nagy szdma arra utal, hogy a dohanyfist Oss#ie egyik B célpontja a kdzponti
idegrendszer. Annak ellenére, hogy a dohanyoso&hdir igen gyakran fordul éelagyi
érkatasztréfa, illetve ismeretes az is, hogy aagdr-gat fontos szerepet tolt be e betegség
korfejlodésében, igen kevés informécio all rendelkezésuakdohanyzas vér-agy géatra
gyakorolt kozvetlen hataséarol. Az egyik leginkalitatott kérdés az, hogy maga a nikotin
milyen mértékben jarul hozz4 a kdzponti idegrendsaegbetegedések kialakulasahoz,
illetve mas dohéanyfist dsszetée folyamatokban betdltott szerepe is tisztazatlan

Munkank sordn a dohanyfist néhany olyan alkotoetefgg a nikotint és két
policiklusos aromas szénhidrogént, a fenantrénazd-metilantracént is vizsgaltuk. E
vegyuletek szervezetiinkre gyakorolt befolydsanajandkiterjedt a szakirodalma, de az
agyi endotélsejtekre kifejtett hatasaik alig, vaegyéltalan nem ismertek. A nikotin
esetében Western blottal kimutattuk, hogy a rovidedeji, kisebb koncentraciéju
kezelések nem voltak hatassal az endotélsejtekapegold fehérjéinek kifejédésére. A
vegyulet csak a dohanyosok vérében mért maximalisndagyobb koncentracidban
karositotta a sejtkapcsolé szerkezeteket: hatésasaoros kapcsolatokat felé&piegyes
komponensei, igy ZO-1 és az occludin, valamint dizeeens kapcsolatok transzmembran
alkot6eleme, a cadherin mennyisége is csokkentekben. Az emlitett fehérjék, valamint
a ZO-2 is tébb helyen déint a sejt-sejt kapcsolatok terllgtérA nikotin és a fenantrén
egyuttes hatasara is hasonlé valtozasokat tapasial sejtkapcsolo fehérjék sejten bellili
elhelyezkedését illéen. A nikotin ugyan énmagaban nem befolyasolta DM&ENQ-val
kombinalva szignifikdns mértékben csokkentette aydezetek transzendotelialis
elektromos ellenallasat, ami az endotélsejtek gdtdidjanak sérulésére utal.

A vizsgalt két policiklusos aromas szénhidrogénik@zfenantrén hatasara a szoros
kapcsolatok két transzmembran fehérjéje, az oatlédi a claudin-5 is atrendebtt a
Triton X-100 oldékony frakciobdl az oldhatatlanbaig az 1-metilantracén a claudin-5
mennyiségét csokkentette kissé az oldhatatlanifrfka. A fenantrén hatadséara tovabbéa az

occludin és a ZO-2 néhany helyeniatta sejt-sejt kapcsolatok tertlgterAz adherens
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kapcsolatok fehérjéinek mennyiségére ugyanakkorikegggyulet sem volt hatéssal,
emellett a fenantrén @-catenin a-cateninnel és cadherinnel valé koélcsdnhatasat sem
befolydsolta. Akarcsak a nikotin, igy a fenantrétakara bekovetkezett valtozdsok sem
csokkentették a tenyészetek elektromos ellendll@at arra utal, hogy ezen vizsgalati
korilmények kozott e policiklusos aromas szénhidnmgk Onmagaban nem volt
szamotte¥ hatasa az endotélsejtek gat funkcidjara.

Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy arettafiist komponensei
valbszirileg nem okoznak akut valtozasokat az agyi endgtéksalapved funkcionalis
tulajdonsagaiban. Ugyanakkor a vegyuletékéht mas karositd hatasokkal, igy oxidativ
stresszel egyuttvéve jelésen befolyasolhatjak a vér-agy gaikadését.

Osszességében elmondhatjuk, hogy eredményeink bagélitantast nyerhettiink az
agyi endotélsejtek Toll-sz&receptorai altal kdzvetitett folyamatokba, illeeve@lohanyfist

egyes Osszetévaltal kivaltott endotelialis funkciézavarokba is.
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SUMMARY

The blood-brain barrier (BBB) plays a key role ihetmaintenance of the
homeostasis of the central nervous system (CNS).nbrphological basis of the BBB is
formed by cerebral endothelial cells (CECs) whidme in contact with pericytes and
astrocytes and restrict free exchanges betweebldloel and the neural tissue. CECs form
a single cell layer lining the blood vessels, anel sealed with a continuous belt of tight
junctions. The permeability of the endothelial Baris largely determined by the integrity
of the tight junctions and adherens junctions betwendothelial cells.

It is well established that under pathological dbads (e.g., inflammatory
disorders, cerebral ischemia and subsequent reg@mfuneurodegenerative disorders,
brain tumors, trauma) an increase in BBB permdghifiay occur, which may lead to a
disturbed homeostasis of the CNS with severe camsegs. Moreover, infections are
often associated with systemic symptoms and maypocomise the functional integrity of
the BBB as well.

As an active part of the interface between blood meural tissue the endothelial
cells are extremely important in sensing and regdponto stress factors. The Toll-like
receptors, which are expressed on endothelial eslisvell, recognize a broad range of
exogenous and endogenous molecules and initidgarinfatory reactions. The goal of our
study is to investigate the role of Toll-like retas in the pathophysiology of the blood-
brain barrier.

Our results showed that cells of a human brain @wadial cell line (hCMEC/D3)
express TLR2, 3, 4 and 6 while primary rat braidathelial cells express TLR2, 3 and 6
under basal conditions. The mMRNA expression ofd&htified human Toll-like receptors
was induced by oxidative stress caused by DMNQ. &an, a TLR2/6 agonist elevated
the expression of these two receptors while hanogffect on the expression of TLR3
and 4. Moreover zymosan increased the permeabilitie endothelial cell cultures. This
phenomenon can be explained by the effect of zymasathe cell junctions: zymosan
treatment resulted in a decrease in occludin aaddioh-5 expression and the loss of
membrane staining of these two transmembrane coemp®mf the tight junctions. U0126,
the ERK1/2 kinase inhibitor was able to prevent dmanges of occludin caused by
zymosan. However neither PTDC (an NB-inhibitor) nor U0126 was able to prevent the

decrease of claudin-5 expression. Zymosan combivitd oxidative stress had an even
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more pronounced effect on the junctions becaus&idicccompletely disappeared from
the cell contact sites.

Smoking also causes serious oxidative stress loadii body. Many components
of tobacco smoke can reach most of the cells thraig bloodstream. Thousands of
different compounds get into the body with cigaretimoke including nicotine and
polycyclic aromatic hydrocarbons. The high numbdr smokers suffering from
neurological disorders shows that one of the maigetts of tobacco smoke components is
the central nervous system. Despite the high imtdeof stroke among smokers and the
key role of the blood-brain barrier in the pathogga of this disease very little information
is aviable about the direct effect of smoking oa biood-brain barrier. One of the most
controversialissues is the extent of nicotine’s contributiontihe development of CNS
disorders and the role of other tobacco smoke coeis in these processes.

We investigated the effects of some tobacco smakeponents, namely nicotine
and two polycyclic aromatic hydrocarbons, phenamtar and 1-methylanthracene on
intercellular junctions of cerebral endotheliallseDur Western blot studies showed that
short treatments with low concentrations of nicetidid not affect the transmembrane
proteins of the tight junctions. Only concentraticabove peak plasma levels of nicotine
led to a decrease in occludin, ZO-1 and cadherpression, members of the tight and
adherens junctions, respectively. Results of thenumofluorescent analysis confirmed
Western blot data showing that the most sensiiiylet junction protein to nicotine was
Z0-1. A similar, but less pronounced effect of tilce was observed on the localization of
occludin, ZO-2 and cadherin. Localization of junatl proteins after a combined nicotine
and phenanthrene treatment was comparable to ¢leat after nicotine treatment alone.
Nicotine alone had no effect on the transendothalactrical resistance of the cell
cultures. However combination of nicotine treatmerith oxidative stress induced by
DMNQ led to a significant decrease in the transémel@l electrical resistance indicating
damage of the gate function of endothelial cells.

Phenanthrene treatment caused a redistributiom@@idin from the Triton X-100
insoluble to the Triton X-100 soluble fraction. Andar but less pronounced effect was
seen in the case of claudin-5. Methylanthracenesedhwa slight decrease in claudin-5
expression in the Triton X-100 insoluble fractidireatment with phenanthrene did not
cause significant changes in ZO-1 or claudin-5 lieation. In the case of occludin and
Z0-2, a slight decrease in the continuity of thershg was detected. Neither phenanthrene

nor methylanthracene had effect on adherens jungtioteins, moreover phenanthrene did
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not cause changes in tlffiecatenin-cadherin anfl-catenine-catenin interactions of the
adherens junction. Similar to nicotine, phenantbresione had no effect on the
transendothelial electrical resistance of the cealtures indicating that this polycyclic
aromatic hydrocarbon had no significant effectlmngate function of endothelial cells.

The results of our complex investigation on theefof nicotine and polyaromatic
hydrocarbons on cerebral endothelial cells sugipedttobacco smoke components do not
cause acute alterations in the principal functiomaperties of the cerebral endothelial
cells. However, in combination with other damaggffects like oxidative stress, these
cigarette smoke compounds may cause a significanggired BBB function.

Taken together, our results give deeper insight thie processes mediated by
cerebral endothelial Toll-like receptors and thelathelial damage caused by certain

tobacco smoke components.
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