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amyloid peptidek, valamint a HIV-1 virus fehérjéinkatasat agyi endotélsejtekre, és azok
kulonbo®d vér-agy gat funkcidira. Olyan vegyuletet keresturdmely a vér-agy gat
mukodését karosan befolydsold hatdsok kivédésérepak@ncialisan terapias vegyuletként is
alkalmas.

EREDMENYEK

Permeabilitasi tesztekre is alkalmas tenyészetenaguld vér-agy gat modell

A vér-agy gat nem pusztan egy endotélsejtek kibgbtiros zardkapcsolatokon (tight
junction, TJ) alapuld paracellularis permeabilitdsarrier, hanem influx és efflux
transzporterei, metabolikus enzimei révén tobbszon@delmi rendszert képez az
idegrendszer szamara. Ezeket a speciali&ktohéseket szervspecifikus hatas, vagyis az
idegrendszer sejtjeivel (asztroglia, perivaszkslagericita, mikroglia, neuronok) valo
kdlcsbnhatas hozza létre.

Az idegrendszeri hatbanyagok gydgyszerré fejleszbran kulcsfontossagu a vér-
agy gaton valo atjutas tesztelése. Ehhez az &éatkiek mellett tenyészeteken alapulo, in
vitro modellekre is sziikség van.

J agyi
endotélsejtek

. asztroglia

A periférias endotélsejtek, és az edditpditott agyi endotél sejtvonalak erre a célra a
nem elég szoros paracellularis barrier, illetveeggéb vér-agy gat jellerik hidnya miatt
nem alkalmasak. A primer endotélsejtek esetéberegmagyobb gondot a tenyészetek
tisztasadga jelentette. A viszonylag nagy szambéforeluld pericitdk egy id utan tal is
néhetik az endotélsejteket.



Sikerdlt kidolgozni egy olyan egysfemddszert, amellyel a nem agyi endotélsejtek
szelektiven elpusztithatbak. A frissen izolalt agkapillaris fragmentumokban az
endotélsejteken a P-glikoprotein efflux pumpa egprédja sokkal magasabb, mint a
pericitdkon, vagy mas kontaminal6 sejteken. Eamastzporter a xenobiotikumokat tartja tavol
az agytol. A P-glikoprotein tobb ligandjat is lettdve a 2 napos 4 pug/ml dozisu puromicin
kezelés bizonyult a leghatékonyabbnak tiszta tergték eballitdsara; a pumpat expresszalo
endotélsejtekbe nem jutott be a puromicin, mig en-egpresszald sejtekbe bejutott, és
kifejtette toxikus hatasat. A puromicines kezeléssegtisztitott endotélsejtekkel asztroglia
ko-kultiradban létrehozott modellen 5@@xcn? transzendotelidlis elektromos ellenallast
(TEER) mértiink, mig a fluroreszcein permeabilitésefficiense 0,75 x I®cm/s volt. Ezek
az értékek azt jelzik, hogy a modell szoros bdrradkot, és permeabilitasi tesztelésre is
alkalmas.
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Amyloid peptidek hatdsanak vizsgalata agyi endotédgteken

Szakirodalmi adatok és korabbi kisérletes eredmky®eli és mtsai, Neuroreport,
11:3931-3936, 2000) arra utaltak, hogy egyes sulyasanegeneraciés korfolyamatokban,
mint amilyen az Alzheimer kor, a prion betegségseéiportja, a vér-agy gatat létrehozé agyi
endotélsejtek is karosodnak.

A prion fehérje (PrP) 106-126 aminosavak kozottiptpe szakaszanak agyi
endotélsejtekre kifejtett hatasanak vizsgalatars@rémer agyi endotélsejtekhez hasonldan
GP8 agyi endotélsejt vonalon is sikerilt kimutatrogy a peptid citotoxikus. A PrP106-126
dozisfugg mddon (50-200uM) szignifikAnsan csokkentette az endotélsejtek Me&Sték
redukciojat, és fokozta a sejtéklielszabadulo laktat dehidrogenaz mennyiségét,saggjtek

membranjanak karosodasara, ill. nekrotikus sejtplésra utalt. A sejteket ké#
fluoreszcens magfestéssel (bis-benzimid és ethitiommodimer-1) vizsgalva
Kontroll PrP 10CuM + PrP 10CuM




a peptid kezelés utan jeléstsejtpusztulast és apoptotikus sejtmagokat figgklimeg. Mivel
a sejtvonal csak endotélsejteket tartalmazo tiszit@ira, igazoltuk, hogy a hatas kdzvetlendl,
mas sejtek nélkul zajlik.

Mind az amyloidp 25-35, 1-40 és 1-42 peptid szakasz toxikusnaknlyizib agyi
endotélsejtekre MTT és laktat dehidrogendz assayésakkel. A toxicitast a sejtek
morfoldgiai valtozasai is igazoltdk, mind primenyészeteken, mind agyi endotél sejtvonalon
jellegzetes citoplazmatikus vakuolizacio jott Ié&irayloidp peptid kezelés utan.
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Kontroll Amyloid-3 1-40, 10uM

A PrP106-126 a vér-agy gat két fontos efflux purdpak, a P-glikoproteinnek és
multidrug rezisztencia asszocialt fehérjének (MRPdktivitasat is gatoltain vitro
kisérleteinkben.

P-glikoprotein aktivitas, R123 felvétel
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Peptid kezelés specifikus mdédon csokkentette akdggbtein mdrla expresszidjat,
mig mas efflux pumpa gének (mdrlb, mdr2, mrpl)niks vizsgélt gének (Prnp, G3PDH)
expresszidja nem valtozott.

Asztrocita ko-kulturaban tenyésztett primer agyd@elsejtek ellenallasat mind a
PrP106-126, mind az amyloplpeptid kezelés csokkentette, s novelte a fluosszés az
albumin atjutasat a sejtrétegen. A TEER csokkenésea markerek permeabilitasi



koefficiensének emelkedése azt jelenti, hogy aigdmtasara az endotélsejtek kozti szoros
zarokapcsolatok tikodése karosodott. Ezt sikerilt igazolni a TJ fgdéek, ZO-1 (bran),
claudin-5, occludin, immunfluoreszcens festésével A sejtek konturjat folyamatosan
kirajzold un. kortikalis festdés felszakadozott, a sejtek kozott rések jelemieg, a kortikalis
festbdés intenzitdsa csokkent, mig a citoplazmatikuarihya Ktt.

kontroll kontroll
Amyloid-f3 25 uM PrP 106-126 100 uM

A szérum amyloid P komponens (SAP) élettani korinye& kozott nem jut at az
agyba. Alzheimer kérban azonban nagy mennyiséglentathaté az agyi perivaszkuléris
amyloid lerakddasokban és az intraparenchymalikkpkban, ahol a patholégias amyloid
strukturat stabilizalja. Megvizsgéltuk, hogyan wvatatja az agyi endotélsejt barriert az
amyloid kezelés SAP jelenlétében. Erdekes modon, a S&RIgEben kevésbé érvényesiilt
a peptid TEER cstkkethihatasa.
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A SAP vér-agy gat permeabilitast csokkehatasa allatmodellen is érvényesiilt, LPS-
indukalta fokozott extravazaciot egereken mérséketia.

Adataink alatamasztjak azt a hipotézist, hogy ndegenerativ betegségekben az
endotélsejtek célpontjai a korfolyamat soran tetmelaz agyi erek kortl folhalmozodott
patolégias amyloid tipusu fehérjéknek és azok pefpigmenseinek, ennek kdvetkeztében a
vér-agy gat rikddése zavart szenved, ami hosszabb tdvon nemesatyyaendotélsejteket,
hanem az altaluk védett kbzponti idegrendszeréisdithatja.
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Pentozan poliszulfat protektiv hatasa amyloid peptidel kezelt agyi endotélsejteken

A poliszulfatalt anionok kozé tartozé pentozan smilifat, a bukkfakéredh nyert
félszintetikus molekula szerkezeti rokonsagot mutaiz emébssejtek felszini
gluk6zaminoglikanjaival. Ekl fakaddéan igen széles spektrumu - antikoagulans,
gyulladasgatld, antiretroviralis €s antiangiogdneti- farmakologiai hatdsait irtak le. Jelenleg
a klinikai gyakorlatban mint antikoagulanst és isti#ialis cystitis elleni gyogyszert
alkalmazzdk. A fefizé6 spongiform encephalopathidk gyogyitdsa nem megoldzért
minden potencidlis terapias vegyilet nagy ergtiddre tart szamot.

A pentozant egereken veégzett kisérletekben igetékbaynak taléltdk a prion
betegségek kozé tartoz0 scrapie, azaz surlokérldssteen, illetve megé&tésében. A
pentozan hatasmechanizmusa azonban nem ismert.| Mivenagy felszini negativ
toltessiriséggel rendelkéz pentozan nem jut at a vér-agy gaton, felmertlgyhaz agyi
endotélsejtek a pentozan célsejtjei kozott lehetlginek alapjan kezdtik el kisérleteinket
amyloid peptidekkel kezelt patkany és egér agyio&fidejtek primer tenyészetein és GP8
agyi endotélsejt vonalon.

A pentozan 0.1-20Qg-ml dézisban nem befolyasolta sem a sejtek magfgjat, sem
a fiziologias vér-agy gat paramétereket, igy az agyotélsejtrétegek elektromos ellenallasat
sem. Hasonldéképpen nem vdltoztatta meg az endaigbeprétegek permeabilitasat
fluoreszcein és albumin jéimolekulakra. Erdekesen médon a vér-agy gat kéop®efflux
transzpoterét, a P-glikoprotein és az MRP-1 pumpddéaistol fliggen aktivalta.

A PrP106-126 peptid (25-2Q@M) altalunk korabban leirt toxikus hatasat primgére
agyi endotélsejteken (MTT festék redukcidja, LDHstabadulas, morfolégia) pentozan (50-
100 ug/ml) dozis-fugg modon cstkkenteni tudta.

Kisérleteinket elvégeztik GP8 immortalizalt agydetelsejteken is. A PrP106-126
peptid (100-200uM) erés sejtvakuolizaciot és sejtpusztulast hozott |éPentozan kezelés
(100 pg/ml) csokkentette a kéarositdo hatast. A sejtekdtogefluoreszcens magfestéssel
vizsgélva megéllapitottuk, hogy mind a peptid kégelmind szérum deprivacié apoptdzist



indukalt GP8 sejtekben, melyet a pentozan gataldiott. Ezen felil a pentozan GP8
sejtekben a peptid altal Iétrehozott MTT reduka@blkkenést is kivédte mind szérumos, mind
szerummentes tapfolyadékban. A prion peptid a Regtotein és az MRP-1 efflux pumpak
aktivitdsat gatoltain vitro kisérleteinkben. A pentozan ezt a karos hatagelentsen
enyhitette.
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Adataink arra utalnak, hogy a pentozan az amylpéptidek karositd hatasat
jelentbsen mérsékli agyi endotélsejteken, mikozben sem)atietve kedved hatast fejt ki a
vér-agy gat funkcidkra. Mindez felveti a pentozdtalanos endotélsejt protektiv hatasat is,
amit tovabbi kisérletekkel lehetne igazolni. A téjmlentségét kiemeli, hogy egyuttikddd
partnereink a Nagaszaki Egyetem ldeggyogyaszatiikdjan elkezdték Creutzfeldt-Jakob
korral diagnosztizalt betegek pentozan kezelését.
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A HIV-1 virus gpl120 és Tat fehérjéinek hatasa agyndotélsejtekre

A szerzett immundeficiencia szindréma idegrendsadiiképének (neuroAlDS)
létrejottében mas ténydz mellett oki szerepet tulajdonitanak a HIV-1 virighérjéinek
(gp120, és gp4l virusburok glikoproteinek, Tat, )N&f szabad HIV-1 virus és a gpl120
endocitozissal atjut a vér-agy gaton, €s a humgneaglotélsejtek feézédnek a T-limfocita-
trop virussal. Noha a virusnak kodzvetlen szerepetlaz AIDS betegekben kialakul6 vér-agy
gat nuikodési zavarokban, a virusfehérjek koélcsonhatasaérmagy gatat alkotd agyi
endotélsejtekkel nem tisztazott.

A gpl20 fehérjének a vér-agy gat permeabilitaséfigtétt hatasa ellentmondasos,
ezért megvizsgaltuk agyi endotélsejt modellinkdnfehérijének mind a glikozilalt,
biologiailag aktiv, mind a nem-glikozilalt formaaiNem mértink valtozast a barrier
funkciokban sem a tesztmarkerek permeabilitaséra,ss TEER értékekben.
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HIV-1 gpl120 hatisa agyi endotelsejt rétegek ellenallasara
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Egylttnikddésben végzett kisérleteinket ezutan a HIV-1 sviflat fehérjére
koncentraltuk. A Tat fehérje a fédtt sejtekibl szabadul fel, kdonnyedén atjut a
sejtmembranokon, és kritikus szerepet jatszik asvzaporodasaban. Emellett kimutattak a
Tat fehérjét és mMRNS-t AIDS betegek agyszovetélievel a TJ struktura rendkivil fontos a
vér-agy gat mikodésében, megvizsgaltuk patkany agyi endotélsmjtekTat fehérje hatasat a
TJ occludin, claudin-1 és claudin-5, ZO-1 és ZG2éfjéire.

Agyi endotélsejtek 24 oras kezelése;Tafehérjével a claudin-1, claudin-5 és ZO-2
TJ fehérjegk mennyiségét szignifikansan csokkentdttestern blot), és sejten beldli
fehérjék folyamatos, kontursZerelet adnak agyi endotélsejtekben, ajFathatdsara a
citoplazmaba helyédik at az immunfestés nagy része, mig a perifésizaggatottaq valik,
gyengul (ZO-2), &t, teljesen el isiinik (claudin-1 és claudin-5). A Taf, fehérjének ezt a
hatdséat sikerilt allatkisérletben is még&eni. Egerek jobb oldali hippocampusaba injektalt
Tat;.72 jelentisen csokkentette az erek endotélsejtjeinek clabdastesét.

A Tat.7, hatds szelektivnek bizonyult, mivel nem érintetbrsosan minden TJ
fehérjét. Az occludin és a ZO-1 fehérjeknek sememmyisége, sem a fésieési mintazata
nem valtozott meg a kezelés hataséra agyi endpediggimer tenyészeteiben..

Ezek az adatok arra utalnak, hogy a HIV-1 virdefgi befolyasolni képesek az agyi
endotélsejtek kozotti zarokapcsolatokat, s ezemeszeill a vér-agy gat tRodését. A Tat
fehérje altal okozott szelektiv valtozas a TJ ferexpresszidjdban és sejten bellli
megoszlasaban is szerepet jatszhat a neuroAID¥bejo\o vér-agy gat karosodasban.

Megjelent kozlemény
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Andras IE, Pu H, Tian Deli M, Nath A, Hennig B, Toborek M. Signaling mechanisoidHIV-1
TAT-induced alterations of claudin-5 expressiorbrain endothelial cells]l. Cereb. Blood Flow

Metab.in press (IF 5.370)



“ sz

megoszlasanak vizsgélata

Az AKR/J egeértorzstl kitenyésztett korai dregedést mutaté vonalak kézZBAMP8-
ban mar 4 hénapos korban tanulasi és memoéria dédléilhaté. A kortdl figd magasabb
hippocampalis amyloid prekurzor protein tertuks és agyi amyloifi-lerakédas jol korrelal
a memoria romlasaval, melynek hatterében a segiobgmpalis interakciok seérilése All.
SAMP8 egerekben egyes kutatécsoportok vér-agy gditoadsokat és emelkedett
permeabilitast talaltak, mig masok az albumin patiigast valtozatlannak mérték. Mivel a
vér-agy gat permeabilitast tobbek kdzott az agylodélsejtek intracellularis kalciumszintje
szabalyozza, az agyi hajszélerekben a szubcefiulkélcium megoszlasat vizsgaljuk
elektronmikroszkopos szinten.

A SAMP8 egerek vizsgalatat, melyet eredetileg @B8e terveztink, a kutatas 4. évére
halasztottuk. Kulféldi egyattikodé partnertink (Saint Louis University, USA) csak @20
évre tudta biztositani a kisérleteinkhez szikségetezen szaporithatdé, az atlagosnal
szigorubb allathazi feltételek mellett tarthaté egeh virus mentes SAMP8 egereket. A 2
hénapos fiatal és a 12 hénapos, memoria deficitgatd allatok a hasonld korcsoportba
tartozd kontroll CD1 egerekkel egyutt 2005 oktobere érkeztek meg. Az oxalat-
piroantimonatos kalcium rogzitéses moddszernek nel§ém Borger's fixaldval tortént
transcardialis perfazié utan az alabbi agystruldiod metszettiink ki mintakat feldolgozasra:
szaglégumo, kisagy, agytorzs, hippocampus. A kimettsnintak posztfixaldsa 1% ozmiumot
es 2 % kalium piroantimonatot tartalmazo6 oldatliatént. Dehidralast kévéen Durcupanba
agyaztuk be a mintakat. A polimerizaciot ket elkezdtik a blokkok szisztematikus
félvékony metszését. A négy allatcsoportbol késmiititegy 300 blokk kozll a félvekony
metszetek alapjan kivalasztottakbdl ultravékony soeteket készitlink, amelyeket uranil
acetatos és oOlomcitratos festés utan Zeiss CEM908mamalizisre alkalmas
elektronmikroszkoéppal vizsgalunk.

Tervezett kozlemény
Kablan M, Csiszar B, Veszelka S, Vigh L, Siklos Banks WA, Deli MA: Blood-brain barrier
changes in SAMP8 mice, an electron microscopicystiidta Neuropathol

A KUTATASI TEMA TOVABBI LEHETSEGES IRANYAI

A pentozan poliszulfat agyi endotélsejtekre kddjivedhatasa olyan eredmény, ami
alkalmazott kutatast és fejlesztést kédest hasznosithatd lehet. Mivel mar bevezetett
gyogyszer esetleges Uj alkalmazasardl lenne sgésaeban a hatasmechanizmus tisztazasa

(génexpresszibds vizsgalatok, matrix metalloprotekigérletek), illetve a hatas allatkisérletes
megebsitése jelentheti a kovetkelgpést.



