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BEVEZETES

Az idegrendszer fikbdéséhez elengedhetetlen az idegsejtek kornyeketén
pontos szabalyozasa, a homeosztazis megteremtéeanéartasa. Ebben a vér-agy
gatnak dortt szerepe van. A vér-agy gat morfolégiai alapjatagyi kapillarisokat
béleb endotélsejtek képezik, amelyek szoros egyikttidésben a gliasejtekkel és
pericitdkkal egy szelektiv barriert alkotnak a géridegszovet kozott.

Az agyi endotélsejtek szamos specidlis tulajdorsiaggndelkeznek a periférias
endotélsejtekhez képest. Ezen tulajdonsagok bigkska vér-agy gat funkcio
betdltését. Ide tartoznak a folytonosan elhelyeé&kedoros kapcsolatok (tight
junction), a vezikulak és fenesztraciok kis szaam,alacsony fokd pinocitézis, a
nagyszamu mitokondrium, illetve a transzportrendszgelenléte. A sejtek kozotti
kapcsolatok transzmembran és intracellularis fékéb] éptilnek fel, ez utébbiak az
aktin-citoszkeletonhoz kapcsoldodnak. A tight juantintegralis membranfehérjéi az
occludin, a claudinok és a junkciondlis adhéziédeindak, mig az intracelluaris
fehérjék kozé tartoznak a zonula occludens (ZO)tgmek, a cingulin és a
paracingulin. A junkcidk kozelében szamos szigaakzdukcidos molekula talalhato,
melyek fontos szerepet jatszanak a vér-agy g&baesénak szabalyozasaban.

Az endotélsejtek érzékelik élent a keringés fél érked kulonbod
stresszhatasokat. Ezek kozé tartozik példaul a silkkenése vagy emelkedése, az
stb. Ezek kozul a hiperozmozist terapiasan is fdgena ver-agy gat reverzibilis
megnyitasara, bizonyos gyoégyszerek agyba valo tagfisara. A stresszfaktorokra

adott valaszokat szamos jelatviteli Gt aktivalodszzbalyozza.



CELKIT UZESEK

Az agyi endotéliumot potencialisan éfinstresszhatdsok kozul kisérleteink
soran a kalcium ionok megvonasa altal kivaltott ekalaris valtozasokat és a
hiperozmotikus stressz altal aktivalt jeltovablitéchanizmusokat vizsgaltuk meg.

Az extracellularis kalcium ionoknak fontos szerepan a junkcidk
kialakulasaban és fenntartdsasban. Az erre utaddoladdond tébbsége azonban
epitélsejtekkel végzett kisérletélszarmazik, kevesebbet tudunk a kalcium ionok
szerep&il agyi endotélsejtekben, illetve az ezen folyamatokszabalyozo
mechanizmusokrol. Ezért kisérleteinkben a kovétkezdésekre kerestik a valaszt:

la. Melyek azok a molekularis mechanizmusok, ankety&alcium megvonas,
illetve visszaadas okozta morfologiai és citosziéie valtozasokat szabalyozzak?

1b. Milyen mechanizmusok szabdlyozzak a kalcium voegs, illetve

visszaadas okozta junkcionalis valtozasokat?

A hiperozmotikus mannitolt sikerrel alkalmazzakeimtiv terapias kérulmények
kOzOtt a vér agy-gat atmeneti megnyitasara. A logaozis altal aktivalt jeltovabbito
utvonalak azonban még nagyrészt ismeretlenek. Kokibérleteinkben kimutattuk,
hogy a mannitol szamos fehérje tirozinon toétéioszforilacidjat okozza agyi
endotélsejtekben. A foszforilacio tovabbi célfekérgllenanyag matrix segitségével
kerestiik. igy igazoltuk, hogy a hiperozmdzis akjavaz Axl receptor tirozin kinazt.
Kisérleteinkben a kbvetkékérdeseket probaltuk megvalaszolni:

2a. Melyek azok a fehérjék, amelyek ozmotikus swreshatasara
foszforilalédnak agyi endotélsejtekben?

2b. Melyek az Axl jelatviteli ut tovabbi elemei?

2c. Milyen mechanizmus all a hiperozmdzis okozthlAkomlas mogott?

2d. Milyen szerepe van az ozmotikus stressz dtiadait Axl aktivacionak?



M ODSZEREK

SEJTTENYESZTES

A primér patkdany agyi endotélsejteket kéthetes datkkbdl izolaltuk,
puromicinnel szelektaltuk és patkanyfarok kollaggnmevont lveg fetlemezeken
tenyésztettik DMEM/F12 médiumban 20% PDS (plasmaveld serum), 1 ng/ml
bFGF (basic fibroblast growth factor) és 100 pg/h@parin jelenétében. A
hCMEC/D3 human agyi endotélsejteket patkanyfardkagénnel bevont csészéken,
illetve Uveg fedlemezeken tenyésztettik EGM-2 meédiumban, 2,5% Fi&l(
bovine serum) jelenlétében. A sejteket 100%-ostpéedmat biztositd inkubatorban

novesztettik, 5% CQartalmd atmoszféraban, 37°C-on.

KEZELESEK

A kalcium megvonast konfluens tenyészeteken veégezsiitérummentes
médiumban, alapos mosas utan. A koveik&gpoldatokat hasznaltuk: DMEM/F12
(Sigma, D6421) normal kalcium tartalmd médium,tiee MEM (Sigma, M8167)
kalciummentes médium.

Hiperozmotikus stressz kivaltdsara a konfluens ésmgteket szérummentes
kordlmények ko6zott 20% mannitollal kezeltik 30 pegrckilonbds inhibitorok

jelenlétében vagy hianyaban.

ATOMI ERO MIKROSZKOPOS MERESEK

Az atomi et mikroszkop alkalmas &lsejtek leképezésére nagy felbontasban.
Segitségével felszini és felszin alatti struktierben és idben tortéd valtozasait
kovethetjik. Kisérleteinket 31°C-on végeztik, maxim3 o6ra idtartamon beldl.
Irodalmi adatokkal 6sszhangban, ezewintervallum alatt a sejtek mégzték
viabilitasukat.

A mérésekhez Asylum MFP-3D fejet és Molecular FoRrebe kontrollert
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(Asylum Research) hasznéltunk. A ve#énprogram (MFP Xop) IGOR Pro
szoftverben készilt. Szilicium nitrilb készilt szilanizalt itket hasznaltunk és a

méréseket kontakt modban, folyadékban végeztiik.

IMMUNFLUORESZCENCIA ES AKTIN FESTES

A fedélemezeken tenyésztett sejteket kezelés utan PBSvimstuk, majd 10
percig fixaltuk etanol/ecetsav 95/5 aranyu keveréké20°C-on. Ujabb moséas utan a
fedslemezeket 1% BSA-val blokkoltuk, ezutan azédleges, majd a fluoreszcensen
jeldlt masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk. Az rmaktfluoreszcensen jel6lt
falloidinnel tortérd festése esetében a kovetkdzppen jartunk el: a sejteket 4%
formaldehiddel fixaltuk és acetonnal permeabilizéltmajd Alexa488-falloidinnel
inkubaltuk (1/100 higitasban a koévetkgafferben: 60 mM PIPES, 25 mM HEPES,
10 mM EGTA, 2 mM Mg(CJ, 140 mM NaCl). Mosas utan a fééddmezeket viz alapu
beagyaz6 géllel rogzitettik a targylemezeken. Aeképfluoreszcens mikroszképhoz

kapcsolt digitalis kameraval készitettik.

ELLENANYAG MATRIX

A mannitol altal aktivalt (foszforilalt) fehérjéketektalasara ellenyag-matrixot
(Hypromatrix) hasznaltunk. Kezelés utan a sejtekesgmostuk, TritonX-100
tartalmu pufferben lizaltuk. A 60 ellenanyagot aémazé matrixot a sejtlizatummal
inkubaltuk, majd mostuk, ezutan HRP-vel konjugaéilti-foszfotirozin ellenanyaggal
inkubaltuk, mostuk, végul kemilumineszcens szuldszegitségével hivtuk éel A

foszforilalt fehérjéket a matrixon valé pozicidjakapjan hataroztuk meg.

WESTERNBLOT

A sejteket PBS-sel mostuk, majd lizispufferben hgemozaltuk, melynek
Osszetétele a kovetkerolt: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% TritdX-
100, 1% deoxikolat, 0,1% SDS, 1 mM Na-vanadat, M NaF, 1 mM Pefabloc. A

vizoldékony és detergenssel szolubilizalhatd fahéékilonitésére a kovetkéz
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lizispuffereket hasznaltuk: 20 mM Tris, 150 mM NaClmM EDTA, 1 mM Na-
vanadat, 10 mM NaF, 1 mM Pefabloc (vizoldékony fgikészamara), illetve 20 mM
Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% TritonX-100, 1 mMa-vanadat, 10 mM NaF,
1 mM Pefabloc (detergenssel szolubilizalhato fetkesgamara). A mintakat egy éran
at jégen inkubaltuk, majd lecentrifugaltuk (10000gx 4°C, 10 perc). A fehérje
koncentraciét BCA mdadszerrel hataroztuk meg.

Azonos mennyisdg fehérjét tartalmazé mintakat SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztottunk egjdnPVDF vagy nitrocellul6z
membranra blottoltunk. A blokkolas utan a membréanakz elédleges ellenanyaggal
inkubaltuk, majd TBS-T-vel mostuk. Ezutdn HRP-kagdli masodlagos
ellenanyaggal inkubdltuk, mostuk és kemiluminesgcezubsztrat segitségével
hivtuk eb.

IMMUNPRECIPITALAS

A sejtlizatumot 2ug anti-Axl, illetve 5 pug anti-foszfotirozin ellenanyaggal
inkubaltuk 4 6ran at. A képdott immunkomplexeket szefaréz gydngyokhéz kotott
G fehérje jelenlétében precipitaltuk, majd mostalsS®S jelenlétében oldottuk fel. A

mintakat ezutan Western-blot analizisre hasznaltuk.

GENCSENDESITES

Az Axl gén csendesitésére a kdvetkezekvenciakat hasznaltuk:

5-CAGGAACTGCATGCTGAATGAGAA-3'és

5-TTCTCATTCAGCATGCAGTTCCTGG-3'

50% konfluenciju sejteket 10 nM RNS-sel transZbunk Lipofectaming”
RNAIMAX (Invitrogen) reagenssel 6 oran keresztidt legymast kévétnapon. A
hiperozmotikus kezelés a masodik transzfekcio utiretkezett, amikor a tenyészet

konfluenssé valt.



ReAL-TIME PCR

A sejtekl®l TRIzol reagens segitségével RNS-t izolaltunk,stahdard protokoll
szerint cDNS-sé irtuk at. Az amplifikacié BioRad5i@észuléken tortént FastStart
SYBR Green Mix (Roche) segitségével, a koveikmimerekkel:

-Gas6:5-TGCTGTCATGAAAATCGCGG-3€S5-CATGTAGTCCAGGCTGTAGA-3,

-AXl: 5-GGTGGCTGTGAAGACGATGA-3ES5-CTCAGATACTCCATGCCACT-3'

-GAPDH: 5-GTGAAGGTCGGTGTCAACG-38S5-GTGAAGACGCCAGTAGACTC-3'

Az eredmények kiértékelése a BioRad szoftverévadd

AZ APOPTOTIKUS SEJTEK SZAMANAK MEGHATAROZASA

Az Axl gén csendesitése utan a sejteket 20% mdlahitezeltik 3 oran at.

Ezutan immunfestés kdvetkezett egy olyan ellenagglagmely a hasitott kaszpaz-3
fehérjét ismeri fel. A sejtmagokat Hoechst 3334R-¥Yestettik. 1000 sejtet
vizsgaltunk meg fetlemezenként és megszamoltuk a hasitott kaszpaz-3

ellenanyaggal jeldlt sejteket.

EREDMENYEK

AZ EXTRACELLULARIS KALCIUM MEGVONAS | ILLETVE VISSZAADAS

OKOZTA VALTOZASOK AGYI| ENDOTELSEJTEKBEN

A RHO-KINAZ SZEREPE A KALCIUM MEGVONAS ALTAL OKOZOTT MORFRLOGIAI

VALTOZASOK SZABALYOZASABAN

Atomi e mikroszkoppal kovettik a kalcium megvonas és waadas altal
okozott morfologiai valtozasokatéebhgyi endotélsejteken. Konfluens tenyészeteket

kalciummentes tapfolyadékba helyeztink, dkés a sejtek visszakaptak a normal
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kalcium tartalmd médiumot.

A tenyeészetet 150 percig kalciummentes oldatbatvaaa sejtek eltavolodtak
egymastol, és lathatova valt a tenyésztési felsAinsejtek lekerekedtek, és a
magassaguk a sejtmag felett 1ym-rél 3 um-re rtt. A jelenség visszafordithato
volt: 1-2 oraval a normal kalcium tartalmd médiumszaadasa utan a morfoldgiai
valtozasok elintek. A sejtek fokozatosan betakartak a szabadzifelket és
visszanyerték eredeti magassagukat és alakjukat.

A kalciummentes médiumhoz 1im Y27632 Rho-kindz inhibitort adva meg
tudtuk akadalyozni a morfolégiai valtozasok kialklgat. A tenyészet konfluens

maradt, megmaradt a sejtek kinyult és lapos al&élga magassaguk settrmeg.

A RHO-KINAZ SZEREPE A KALCIUM MEGVONAS ALTAL OKOZOTT JUNKCIONALIS

VALTOZASOK SZABALYOZASABAN

Immunfestés segitségével tanulmanyoztuk a kalcilmgvonas és visszaadas
altal a junkcionalis fehérjék lokalizaciojaban o&tizvaltozasokat. Varakozasainknak
megfeleben kalcium megvonas hatasara cstkkent a ZO-1 édictad tight junction
fehérjek mennyisége a sejtmembranban. A folyamaeéredilis volt: a normal
kalcium tartalmi médiumban visszadllt a junkciomddihérjék folyamatos fegtése
a sejtmembranban. A Rho-kinaz inhibitor azonban akadalyozta a junkciok
szétesését a kalcium hianyos kdrnyezetben. Azitohibem volt hatassal a kontroll

sejtek szoros kapcsolataira, illetve a junkcidlsxéalakulasara sem.

A RHO-KINAZ SZEREPE A KALCIUM MEGVONAS ALTAL OKOZOTT CITCSZKELETALIS

VALTOZASOK SZABALYOZASABAN

Mivel a junkciondlis fehérjék kozvetlenil kapcsabét az aktin-
citoszkeletonhoz, és a Rho-kindz szerepet jatszikalktin reorganizacidjaban,
megvizsgaltuk az aktin valtozasait kulonbozextracellularis kalcium ion
koncentracidk jelenlétében. Fluoreszcensen jelilbitlin segitségével kimutattuk,

hogy a kalcium megvonas nagyfoku valtozast okoakdinszalak elrendédésében.
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Kontroll kérilmények kdzoétt citoplazmikus stresgalak és periférias filamentumok
voltak jelen, mig kalcium hianydban egydétetjes aktin gyri képzdott az
egymastol eltdvolodott sejtekben, amely részbenoKabizalédott a szétesett
junkcidkkal. Az Y27632 nev Rho-kindz inhibitor megakadalyozta az aktin
reorganizciojat.

A citoszkeletalis valtozasokat atomiéemikroszképpal is kdvetni tudtuk. A
kalcium hianyos korilmények kdzoétt megjeleperiférias aktin giri jol kivehet

volt a magassagi képeken.

Mindezen eredményeket dsszefoglalva, kimutattukyyhem Rho-kinaz szerepet
jatszik az extracellularis kalcium megvonas okomtarfologiai, junkciondalis és
citoszkeletalis valtozasok kialakulasaban. Tovéakisérletek segitségével lehetne
elddnteni, hogy a Rho-kinaz kézvetlenul foszfojiag a junkcionalis fehérjéket vagy

pedig a citoszkeletalis tenzié névelése altal vadadpcsolatok széteséséhez.

A HIPEROZMOTIKUS STRESSZ OKOZTA MOLEKULARIS VALTOZAS OK

AGY| ENDOTELSEJTEKBEN

HIPEROZMOZIS HATASARA AKTIVALODIK AZ AXL-AKT UTVONAL

Ellenanyag matrix segitségével olyan fehérjekeestEink, amelyek ozmotikus
stressz hatadsara foszforildlodnak agyi endotéldmi® Ezen modszerrel
alatamasztottuk korabbi eredményeinket, melyekirstzer p-catenin és az ERK1
foszforilalddik hiperozmotikus kérilmények kozotgya endotélsejtekben, illetve
azokat az irodalmi adatokat, melyek a p130Cas éscal adhesion kinase niv
fehérjék aktivacidjara utalnak. Ugyanakkor az ozkust stressz okozta tirozin
foszforilacio egy Uj célfehérjéjét is megtalaltaknely az Axl receptor tirozin kinaz.

Az Axl egy szamos sejttipusban expresszalodo fehamely fontos szerepet

s

jatszik a sejtek proliferacigjdban, migraciéjabanjlélésében és kiulonb®z
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stresszfaktorokra adott valaszaban. Ozmotikus s#trebatasara bekdvetkez
foszforilaciojat immunprecipitacios modszerekkeligamzoltuk. Ugyanakkor azt is
bebizonyitottuk, hogy az Axl aktivacidja az Akt @pein kindz B) foszforilaciéjahoz
vezet, hiszen az Akt hiperozmdzis indukalta fosidorojat megakadalyozta az Axl

gén csendesitése.

AZ 0OZMOTIKUS STRESSZ AZAXL LEBOMLASAHOZ VEZET

Azt is megfigyeltiik, hogy a hiperozmotikus mannikelzelés nemcsak az Axl
foszforilaciojahoz, hanem annak lebontdsahoz isteéz 20% mannitol hatasara egy
kettds proteolitikus sav jelent meg 50-55 kDa magassagem ezzel parhuzamosan
csOkkent a 140 kDa-os Axl mennyisége. Az Axl mRN&nhnyisége nem valtozott,
viszont lokalizaciojaban markans kulonbség volt antkoll és a mannitol-kezelt
sejtek kozott. 1zoozmotikus kérilmények esetén akzdifuz elrendeddést mutatott
a sejtekben, mig hiperozmaozis hataséara egy pegatiklfesidées jelent meg.

Az Axl lebontdsat nemcsak mannitollal tudtuk kiealt hanem hasonlo
ozmotikus koncentacioban alkalmazott arabin6z vh@Ll| segitségével is. Ezzel
ellentétben az urea, amely sejtpermeabilis, éshiggrozmotikus koncentracioban
sem vezet a sejtek zsugorodasdhoz, nem okozothdsitast. Kimutattuk, hogy a
hiperténias Axl degradacié nemcsak agyi endotékggt jellems, hanem epitél és
glioma sejtekre is.

A kovetked lépésben az Axl lebontdsanak mechanizmusat ké&resii
140 kDa-os Axl mennyiségének csokkenését és aqgiititas savok megjelenését
egy metalloproteaz gatlo, a GM6001 segitségéveltukudmegakadalyozni.
Ugyanakkor az MG132 proteaszoma inhibitor meggataltkisebb molekulasulyu
degradéacios termék megjelenését. Ezen eredméngpiamlvaldszitisithet, hogy
az Axl lebontasa két Iépésben zajlik le: a metabigaz-fugg hasitast egy
proteaszomalis degradacio koveti. Azt is kimutattubgy a nagyobb molekulasulyu
proteolitikus termék — a 140 kDa-os teljes Axl fgdldez hasonléan — csak

detergensekkel szolubilizalhat6, mig a kisebb nmdéigi fragmentum vizoldékony.
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Az AXL FOSZFORILACIOJA ES LEBONTASA EGYMASTOL FUGGETLEROLYAMATOK

Az Axl foszforilacioja 2 perc kezelés utan kéddtt és 15 perc utan érte el
maximumat, mig a lebomlas 10 perc kezelés utan mgltvanvalova. Azt is
észrevettlk, hogy a degradacios termékek is fagtak. Kivancsiak voltunk arra,
hogy van-e ¢6sszefligges az aktivacio és a lebobtAstk Eredményeink alapjan nem
a foszforilacié okozza a lebomlast, hiszen ha aftwgaciot pervanadattal, egy nem
specifikus foszfataz inhibitorral valtottuk ki, aegradacido nem kovetkezett be.
Ugyanerre utal az is, hogy a genisztein ihetirozin kindz gatlo, amely
megakadalyozta az Axl foszforilacidjat, nem befshiéa a lebomlast. Ugyanakkor a
metalloprotedz inhibitorral, amellyel a Ilebomlastatajtuk, nem tudtuk
megakadalyozni az AxI-Akt jelatviteli Ut aktivaléskit, vagyis a foszforilacio nem a

degradacio kdvetkezmeénye.

Az AXL AKTIVACIOJA GATOLJA AZ OZMOTIKUS STRESSZ ALTAL NDUKALT

APOPTOZIST

Feltételeztik, hogy a hiperozmdzis altal indukatl Aktivacionak szerepe van
az apoptozis kivédéseben. Ennek tisztazasara 208itoldal kezeltiink vad tipusu,
illetve olyan sejteket, amelyekben csendesitetizikAal gént. Hasitott kaszpaz-3
immunfestéssel kimutattuk, hogy az Axl csendesidé8é-kal névelte az apoptotikus
sejtek szamat az ozmotikus stressznek kitett dmgtekEz arra utal, hogy az Axl-nak

szerepe van a hiperozmdzis okozta sejthalal csié&kében.

Eredményeinket 0Osszefoglalva, kimutattuk, hogy agsmdotélsejtekben
ozmotikus stressz hatasara aktivalddik az Axl rexegrozin kindz és ezen keresztul
az Akt (protein kindz B). Az AxI-Akt utvonal aktil@dasa szerepet jatszik az
apoptoézis kivédésében. Az Axl azonban nemcsak do&bdik, hanem el is hasad
hiperozmotikus korilmények kozott, és ez a folyamaetalloproteaz- és

proteaszéma-flidg
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OSSZEFOGLALAS

Az agyi endotélsejtek, melyek a vér-agy gat mod@d alapjat képezik,
eldleges célpontjai a vér fdl érked kilonbdd stresszfaktoroknak. Az ezekre
adott valaszreakcioik sordn a sejtek szamos jedditviutat aktivalhatnak.
Kisérleteinkben két szignaltranszdukcidés molekitdditulmanyoztunk, a Rho-kinazt
és az Axl-t.

A folytonosan elhelyezkédszoros kapcsolatok jelenléte az agyi endotélsejtek
membranjaban a vér-agy gat fenotipus egyik alépekime. Ezért igen fontosnak
tartjuk a junkcidk szabalyozasanak megismeréséeéréteinkben kimutattuk, hogy a
Rho-kinaz fontos szerepet jatszik az interenddigli@apcsolatok széteséseében
alacsony kalcium koncentracio jelenlétében. A Rim@k részt vesz a kalcium
megvonas okozta citoszkeletdlis atrerddiésben, a junkcionalis fehérjék
membranbdl valo eltavolitasaban és a sejtek egpinzadd elszakadasaban.

Egy masik Kkisérletsorozatban a hipertdnias strasatAsara bekovetkéz
valtozasokat vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy az AxI{Alszignalizaciés atvonal
aktivalodasa vedi a sejteket az ozmotikus strekszta programozott sejthalaltol.
Ugyanakkor, az Axl foszforilacidjat egy metallopraz- é€s proteaszéma-fitgg
lebomlas koéveti. Ezen eredmények arra utalnak, taaggzmotikus stressz ugy pro-,
mint anti-apoptotikus mechanizmusokat indukal, éssejtek tulélése preciz
szabalyozas alatt all.

Eredményeinket dsszefoglalva, megallapitottuk, hmd@ho-kindz és az Axl két
fontos jelatviv molekula, amelyek kulonbézfolyamatokat szabalyoznak agyi
endotélsejtekben. A Rho-kindznak a citoszkeletoa gmkciok szabalyozasaban van

szerepe, mig az Axl a sejtek tulélésének biztaEdt@#s vesz részt.
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nélkil nem jutottam volna ide.
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