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TARTALMI OSSZEFOGLALO

Napjainkban egyre tobb irodalmi adat hivja fel a figyelmet, hogy a stressz szervezetben
1étrejovo Osszetett, szisztémds valtozasok kivaltasa mellett fontos szerepet jatszik, mint
exogén tényezO egyes neuropszichiatriai betegségekben, igy az Alzheimer-kor kialakuldsaban
is. Korabbi tanulmanyok igazoltdk, hogy a kiillonbozd stresszhatdsok jelentds morfoldgiai
valtozasokat eredményeznek az Alzheimer-kor sordn is jelentsen érintett hippokampalis és
frontalis agykérgi teriileteken. A vér-agy gat diszfunkcidja hozzdjarul az Alzheimer-kor
vizsgaltak.

Kisérletiinkben felnétt him Wistar patkanyokon akut (1 és 3 nap) és kronikus (21 nap)
immobilizacids stresszt kovetd morfologiai valtozasokat vizsgaltuk. Hippokampusz és
frontalis agykérgi metszeteken az agyi endotélsejtek valtozasat a klaudin-5 és az okkludin
kapcsolofehérjék és a glikoztranszporter-1, mig az asztroglia sejteket GFAP marker
immunfestésével kovettilk. A festést kdvetden a konfokalis mikroszkoppal (Leica SPS5)
készitett képeket képanalizald programmal (Image J) elemeztiik.

Stressz hatasara a klaudin-5 és okkludin fehérjék immunfestésének eltérd valtozasat
tapasztaltuk: amig a klaudin-5 szignifikans intenzitasbeli csokkenését mutattuk ki a
hippokampuszban, addig az okkludin fehérje festésének intenzitdsdban nem tapasztaltunk
szignifikans valtozast egyik agyteriileten sem. Az akut stressz jelentés GFAP intenzitasbeli
csokkenést eredményezett asztroglia sejtekben a kortikalis régioban.

Eredményeink a stressz altal kivaltott morfologiai valtozasokat igazoltdk az agyi
homeosztazis fenntartasdban szerepet jatszd vér-agy gat sejtjeire, mely 0sszefiiggésben allhat

a stressz altal indukalt kognitiv funkciok romlasaval és az Alzheimer-kor kialakulasaval.



DOLGOZATBAN HASZNALT ROVIDITESEK

CRH kortikotropin-releasing hormon

GFAP glialis fibrillaris savas protein

GLUT-1 gliikoz-transzporter-1

HPA hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely
PBS foszfat puffer

Z0 zonula occludens fehérjék



1. BEVEZETES

1.1. A stressz és a kozponti idegrendszerre kifejtett hatasai

Minden ¢€l6lényt ér stressz, az emberi 1éthez is természetes modon hozzakapcsolodik.
Tobb mint 70 évvel ezeldtt, 1936-ban Selye Janos definialta és irta le, mint altalanos
adaptaciés szindromat. Stresszor mindaz, ami az ember fizikai és pszichologiai jolétét
veszélyeztetd tényezd €és az ezekre az ingerekre adott valaszok a stresszreakciok. Mig rovid,
enyhe, kontrollalhato stresszhatasok sok helyzetben er6t adnak bizonyos kihivasok
lekiizdéséhez (eustressz) addig az erds, hosszh ideig tartd stressz negativ hatassal van a

szervezetre (distressz) (Selye, 1976) (1. abra).
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1. abra. Az emberi szervezetre hatd stressz-szintek.

A stressz hatasat szamos tényezo befolyasolja, mint az egyén stresszérzékenysége, neme
¢és a stressz tipusa (De Kloet és Derijk, 2004). A stressz kisérletes vizsgalatara szamos
protokollt talalhatunk a szakirodalomban. Az ideélis stresszmodell képes reprodukalni a
stresszvalaszt és a betegség természetes lefolyasat (Jaggi és mtsai., 2011). A stressz tipusa
szempontjabol nehéz elkiiloniteni, hogy az adott stresszprotokoll fizikai vagy pszicholdgiai
hatéast valt ki, tobbnyire mind a kettd egyszerre jelen van. Az egyik széles korben elterjedt
stresszprotokoll az immobilizacios stressz, mely a tobbi modellhez képest - mint az
elektromos talpsokk, vagy az eréltetett usztatds — kevésbé fajdalmas beavatkozas, viszont
stimulalja a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengelyt (HPA) (De Kloet és Derijk, 2004;

Rico és mtsai., 2014). Stressz hatasara a hipotalamuszban kortikotropin-releasing hormon



(CRH) szabadul fel, amely a mellékvesében katekolamin és gliikokortikoid termelést valt ki
(Abdel Rahman és mtsai., 2002). A gliikokortikoidok tipikus stresszhormonok, melyek
strukturalis valtozasokat okoznak kiilonb6z6 agyteriileteken (Chen és mtsai., 2008). A stressz
hatasanak szempontjabol a két leginkabb érintett teriilet a frontalis kortex és a hippokampusz
(Morales Rico és mtsai., 2014). Cook ¢és munkatarsai igazoltdk, hogy a kronikus
immobilizacids stresszre adott valasz az emelkedd gliikokortikoid szintek mellett a medialis
prefrontalis kéreg IL.-1ll. rétegében 1év0 piramissejtek dendritfa arborizécidinak redukciojat
okozza (Cook és mtsai., 2004). A hippokampusz stresszben betoltott szerepe is igazolt: a
régi6 CA3 és CAl teriiletén a piramissejtjek dendritjein megtalalhato a CRH 1-es tipusu
receptora, igy az extracellularis CRH dendrittiiske szam vesztést 0koz ezekben a régiokban,

ezaltal kivaltja a szinaptikus plaszticitas csokkenését (Chen és mtsai., 2008).

1.2. Stressz szerepe a neurodegenerativ betegségek kialakulasaban

A stressznek exogén szerep tulajdonithaté egyes pszichologiai és pszichidtriai
betegségek kialakulasaban. Klinikai tanulmanyok igazoltak, hogy a demencia 1étrejéttében és
progresszidjaban a pszichés traumadk, kiillonb6z6 stresszesemények fontos szerepet jatszanak
¢s hozzajarulnak neuropszichiatriai betegségek, igy az Alzheimer-koér kialakulasahoz is
(Wilson és mtsai., 2006; Wilson és mtsai., 2007).

Preklinikai vizsgalatok szerint a Kkronikus stressz okozta kozponti idegrendszerbeli
strukturdlis valtozdsok 0Osszefliggésbe hozhatéak a depresszid6 ¢és az Alzheimer-kor
kialakulasaval. Az Alzheimer-korra jellemz6é kognitiv funkciok romlasa korreladl a
szinapszisok és dendrittiiskék szamanak csokkenésével (De Kosky és Scheff, 1990). Ez a
morfologiai valtozas a hippokampusz teriiltén a jellegzetesebb, ahol a tiiskék szdmanak
csokkenése 44-55% is lehet, ugyanakkor kisebb mértékben a kortikalis neuronokban is
megfigyelhetd (Scheff és mtsai., 2007).

Akut és kronikus stressz hatasara a hippokampalis régioban a dendrittiiskék f6
citoszkeletalis komponense, a -aktin, illetve az Alzheimer-kér patomechanizmusaban
szerepet jatszo amiloid prekurzor protein vizsgalata soran gén €s fehérje expresszios valtozas
figyelheté meg (Santha és mtsai., 2012). Habar az elmult években egyre t6bb tanulmany hivja
fel a figyelmet a stressz Alzheimer-korban betoltott szerepére, azonban csak néhany adatot

talalunk a stressz indukalta biokémiai folyamatokrol és az agy szerkezeti valtozasarol.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilson%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17562829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilson%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17562829

1.3. A vér-agy gat felépitése és miikodése

Az idegsejtek mikrokornyezetének kialakitasaban és a miikddésiikhoz elengedhetetlen
ionos homeosztazis fenntartasaban az agyi kapillarisok endotélsejtjei és a hozzajuk szorosan
kapcsolodo pericitak, asztrocitak, mikroglia-, és idegsejtek fontos szerepet toltenek be (Abbott
¢és mtsai., 2006) (2. abra). Az agyi mikroerck endotélsejtjei képezik a vér-agy gat anatomiai
alapjat: dinamikus hatarfeliiletet alkotnak a vér és az agy kozott; biztositjak a tapanyagokat az
idegi sejtek szamadra; védik Oket a kdros molekuldktol és metabolitoktol; szabalyozzak a

kozponti idegrendszer kommunikaciojat a perifériaval (Deli, 2008).
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2. abra. A vér-agy gat szerkezete (Abbott és mtsai., 2006 alapjan).

Az agyi kapillarisok eltérden a test mas részein eléforduld erektdl nem fenesztraltak, a
pinocitdzis szintje alacsony benniik ¢és a vezikuldris transzport szabdlyozott. Az
endotélsejteket a szoros kapcsolatok (tight junction, zonula occludens) fiizik 6ssze (3. abra).
Ezek a struktarak mechanikai védelmet biztositanak, megakadalyozzak a vizoldékony
molekulak sejtek kozotti szabad aramlasat (Abbott és mtsai., 2006). A szoros kapcsolatokat az
okkludin, a klaudin fehérjecsalad tagjai és a junkcionalis adhézids molekulak csoportja
alakitja ki. Ezek az integrans membranfehérjék amellett, hogy jelentdsen korlatozzak a
paracellularis szabad diffuziot, kijel6lik az endotélsejtek polarizaltsagat, azaz a luminalis (vér
feloli) és az ablumindlis oldalt, ezaltal biztositjdk a specialis transzportrendszerek iranyat

(Abott és mtsai., 2006).
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3. abra. Az endotélsejtek kozott 1étrejovo szoros kapesolatok (nyil: tight junction, zonula occludens)
¢s a kialakitasukban kozremiikodé fehérjék (Deli, 2011).

A csillag formaji asztrocitak végtalpai haldzatosan boritjak az agyi kapillarisok
abluminalis felszinét. A fehérallomanyban hosszabb, vékonyabb nyulvanyokkal rendelkezo
rostos, a sziirkedllomanyban vastagabb nyulvanyos, protoplazmas asztroglia talalhat6. Az
asztrocita sejtek nytlvanyaiban intermedier filamentumokbdl 4116 hosszanti lefutasu kotegek
vannak, melyek stabilizaljak a sejt szerkezetét. A filamentumok specialis markere a
sejtvazalkoto glialis fibrillaris savas protein (GFAP), amely csak erre a sejttipusra jellemz6
(Kalman, 2008). A GFAP denzitasa ott a legkifejezettebb, ahol a gliasejtek egymassal,
neuronokkal és az endotélsejtek lamina basalisaval kapcsolédnak (Nakazawa és mtsai., 1998).

Az asztrocitaknak a vér-agy gat kialakitasa mellett (Abbott és mtsai., 2006; Deli, 2008)
ismert tobb anyagcsere-folyamatban betoltott szerepe iS. Részt vesznek neuropeptidek
szintézis€ében €s lebontasaban, szabalyozzak a sav-bazis egyenstlyt, az ammonia- €és szén-
dioxid eltavolitasat és biztositjak az idegsejtek energiaellatasat (Huszti, 2008). Az idegsejtek
els6dleges energiaforrasa a gliikdz, ezért az agyban a gliikéz fiziologids szintjének fenntartasa
létfontossagu, és gliikoz hianyaban irreverzibilisen sériil a neuronok miikodése. A gliikoz és
mas hexdzok atjuttatasat a vér-agy gaton specifikus szallitofehérjék végzik, koziilik a
legfontosabb a gliikoz-transzporter-1 (GLUT-1). A vérben keringd gliikoz kapcsolodik a
GLUT-1-hez, melyben konformacidvaltozast idéz eld és igy jut at az endotélsejt membranjan
(Abbott és mtsai., 2006). Az idegsejtek és a gliasejtek kozott metabolikus kapcsolat all fenn.
Ennek soran az asztrocitak felveszik gliikozt, és vagy valtozatlanul, vagy a glikolizis
intermedierjeiként (pl. piruvat) az idegsejtekhez juttatjak, vagy glikogén formajaban

elraktarozzak azt. (Huszti, 2008).



1.4. A vér-agy gat szerepe kozponti idegrendszeri betegségekben

A stressz karositja a vér-agy gatat és annak miikodését (Esposito és mtsai., 2002), a vér-
agy gat diszfunkci6 pedig oxidativ stresszhez, gyulladdsos folyamatokhoz ¢és
neuronpusztulashoz vezet a kozponti idegrendszerben (Deli, 2005). A vér-agy gat sériilés
egyarant oka vagy kovetkezménye lehet tobb neurodegenerativ betegségnek, példaul az
epilepszianak, stroke-nak, Sclerosis multiplexnek és az Alzheimer-kornak (Stanimirovic €s
Friedman, 2012).

Az Alzheimer-kér neurovaszkularis hipotézise egyre inkabb teret nyer (Zlokovic, 2008).
Ennek kozponti eleme a vér-agy gat transzportereinek elégtelen mitkodése. Az agy amiloid-f
fehérje szintjének szabalyozasaban kulcsfontossagu szerepet jatszanak az agyi endotélsejtek
efflux pumpai és szallitofehérjéi, mint a P-glikoprotein, a multidrog rezisztencia fehérjék, és a
kis striségli lipoprotein (LDL) receptor kapcsolt fehérjék. Az efflux pumpak és
szallitofehérjék szintjének és miikodésének csokkenése az agyi hajszalerekben az amiloid-f3
elégtelen eltavolitasat 0kozza az agyi intersticialis és perivaszkularis térbdl, ezaltal fokozza az

amiloid-p aggregaciot (Zlokovic, 2008) (4. abra.).

Idegsejtnyulvany
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4. abra. Az Alzheimer-korra jellemz6 koros agyi elvaltozasok. Az amiloid lerakédasok kézpontjat az
amiloid fibrillumok alkotjak, amelyeket asztrocita, mikroglia sejtek és pusztuld idegsejt nyulvanyok
vesznek korbe. A idegsejt sejttestében és nyulvanyaiban neurofibrillumok (piros) halmozédnak fel
(Wong és mtsai., 2002 alapjan).

Az Alzheimer-koérhoz ko6t6dé mentalis retardacioval kapcsolatba hozhaté az agyi
kapillarisokon a gliikdz transzportot bonyolit6 GLUT-1 fehérje expressziojanak &s

aktivitasanak csokkenése (Erickson és mtsai., 2013).



Alzheimer-korban kimutathato a vér-agy gat kialakitasaban szerepet jatszo pericitak és
asztrocitak karosodasa is. Az amiloid-p fehérje toxikus nem csak a neuronokra, de az agyi
endotélsejtekre, pericitakra és az asztrocitakra is (Deli és mtsai., 2010; Veszelka és mtsai.,
2013). Alzheimer-koéros esetekben a kortikalis és hippokampalis régiokban pericita
degeneraciot figyeltek meg (Sengillo és mtsai., 2013). Az asztrocitak képesek az amiloid-f3
fehérjék megkotésére €s hasitasara, igy gatoljak a kozponti idegrendszerben amiloid plakkok
kialakulasat. Asztrocita diszfunkcio esetén azonban az amiloid-p szint regulacioja felborul igy
megnd a lehetésége a plakkok kialakulasanak. A felhalmozodo amiloid-p lerakodasok a vér-

agy gat karosodasat és asztrogliozist eredményeznek (Erickson és mtsai., 2013).

1.5. A stressz és a vér-agy gat kapcsolata

A stressz noveli a vér-agy gat permeabilitasat (Friedman és mtsai., 1996). Ezt
megerdsiti, hogy a kdzelmultban akut immobilizacios stressz hatdsara az Evans-kék festék
extravazacio megemelkedését irtak le egerekben (Foti Cuzzola és mtsai.,, 2013). Az
aktivalodo HPA tengely és a felszabaduld6 CRH proinflammatorikus hatasa kozvetleniil is
karositja a vér-agy gatat. Ugyanakkor perivaszkularis hizosejt degranulacio indul el, és ennek
soran olyan vazodilatator ¢és gyulladasos mediatorok szabadulnak fel, mint példaul a
hisztamin. A hizosejtek altal termelt vazoaktiv mediatoroknak, kiilonosképpen a hisztaminnak
szerepe van a vér-agy gat permeabilitasanak szabalyozasaban (Deli és Abraham, 2005). A
hizdsejtekbdl akut stressz hatdsara felszabaduld mediatorok a vér-agy gat permeabilitasat
fokozzak és az agy egyes teriiletein neuronalis gyulladast hoznak létre, ezek a folyamatok
pedig hozzajarulnak szamos neurodegenerativ betegség kialakulasahoz (Esposito és mitsai.,
2001; Esposito és mtsai., 2002). Habar egyes tanulmanyok igazoltak a stressz vér-agy gatra
gyakorolt kozvetlen hatasat, arrdl azonban keveset tudunk, hogyan valtoztatja meg a Stressz
az agyi hajszalerek morfologiajat és az agyi régiokban milyenek ezek a morfoldgiai

valtozasok.



2. CELKITUZESEK

A stressz jelentds morfologiai valtozast eredményez a kozponti idegrendszerben, ahol
eddig elsésorban a neuronokat ¢és gliasejteket tanulmanyoztak. Stressz szempontjabol a két
legérzékenyebb agyteriilet a hippokampusz és a frontalis kortex régio, melyek jelentdsen
érintettek neurodegenerativ betegségekben, kiillonosképpen Alzheimer-korban. Az Alzheimer-
kor patomechanizmusanak kialakitasaban fontos szerephez jut a vér-agy gat miikodésének
karosodasa. Arrol azonban keveset tudunk, hogy a stressznek kozvetleniil milyen hatasa van a
vér-agy gatat alkoto sejtek szerkezetére ezekben az érzékeny agyi teriileteken.

Célunk az volt, hogy nyomon kdvessiik az akut és kronikus immobilizacids stressz
Az agyi endotélsejtekben az alabbi, a vér-agy gat miikodésében alapvetd fehérjéket
tanulmanyoztuk: a klaudin-5 és okkludin kapcsolofehérjéket, valamint a gliikkoz-transzporter-1
szallitofehérjét. Az agyi hajszalereket burkold glia végtalpak jelolésére a GFAP

markerfehérjét hasznaltuk.

Munkank soran az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Milyen valtozasokat idéz el6 az immobilizacidés stressz az agyi hajszalerek
endotélsejtjeiben a szoros kapcsolatokat kialakitdo klaudin-5 és okkludin fehérjék
immunfestésének intenzitasaban?

e Hogyan befolyasolja az akut és kronikus stressz a glilkoz-transzporter-1 fehérje
kifejezddését agyi hajszalerekben?

e Viltozik-e az asztrocita végtalpakat jelol6 GFAP intenzitasa immobilizacios stressz
hatasara?

e Tapasztalhatunk-e régidspecifitast — valtozasok a frontalis kéregben, illetve a

hippokampuszban — a vizsgalt fehérjék tanulmanyozasa soran?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vizsgalt csoportok

Kisérletlink soran him Wistar patkdnyokat (~350 g, n = 20) hasznaltunk. Az éllatokat
standard koriilmények kozott tartottuk: allandd hémérsékleten, 12 6ras vilagossag-sotétség
periodusok, szabad viz és élelem hozzaféréssel. A stresszeljarads sordn a patkdnyokat négy
csoportba osztottuk (n=5/csoport). A kontrollcsoport a tobbihez hasonld gondozasban és
kisérleti eljarasban (handling) részesiilt, egyediil a stresszkezelésben volt kiilonbség. A
stressznek kitett csoportok esetében 1, 3 és 21 napig tartd immobilizacios stresszkezelést

alkalmaztunk.

3.2. Immobilizacids stressz

A Kkisérlet soran a Pitman és mtsai. (1988) altal leirt standard immobilizacids stressz
protokollt hasznaltuk (Santha és mtsai., 2012; Santha és mtsai., 2013). A stressznek Kitett
csoportok 1, 3 és 21 napon keresztiil napi 5 6ran keresztiil, 10 cm atméréjii, 20-30 cm hosszu
milanyag csovekben tartottuk taplalék és folyadék megvondsa mellett. A stresszreakcidt az

allatok mozgasanak korlatozasa és a megszokott napi ritmus megvaltozasa valtja Ki (5. abra).

5. abra. Immobilizacios stressz (Santha, 2013).

3.3. Mintavétel

A kisérleti id6 elteltével az allatokat intraperitonealisan adott Avertinnel (1 ml/100g)
elaltattuk, elobb hideg heparizalt fiziologias sooldattal (100 U/ml heparin, 200-250 ml/allat),
majd 3%-o0s paraformaldehid-foszfat puffer oldattal transzkardialisan perfundaltuk (400-500
ml/allat). Ezt kovetden az agyakat felszallo cukorsorban (10-20-30% szukr6z-PBS egymast
kovetd napokon) dehidrataltuk, majd a mintdkat 30%-os szukr6z-PBS oldatban 4°C-on
taroltuk.
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3.4. Fagyasztva metszés

A dehidratalast kovetden az agymintainkrol cerebellumot és a szaglogumokat levagtuk,

a két hemiszfériumot kettévalasztottuk. A bal féltekének frontalis lebenyét Bregma 5,2 — 2,7

mm-ig és a kozépagyi régiot Bregma 1,8 — 6,3 mm-ig kriosztattal (SLEE, Németorszag)

szagittalis sikban lemetszettiik. A 15 um-es metszeteket az immunhisztokémiai festések

megkezdéséig 4 °C-on, 0,1%-os azidot tartalmaz6 PBS oldatban taroltuk.

3.5. Ellenanyagok

Kisérletiink soran a Klaudin-5, okkludin ¢s a GLUT-1 vér-agy gat markereket festettiik

meg agyi endotélsejtekben, mig a gliasejteket GFAP immunfestéssel jeloltiik. Az elsédleges

¢s masodlagos ellenanyagok listajat és higitasuk mértékét az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. Elsddleges és masodlagos ellenanyagok listaja

Ellenanyagok

Higitas mértéke

(Sigma — Aldrich)

Anti-klaudin-5
) ) 1:100
(Sigma—Aldrich)
Anti-okkludin
) ) 1:50
(Life Technologies)
Elsodleges ellenanyag _
Anti-GLUT-1
] ) 1:100
(Sigma—Aldrich)
Anti-GFAP
) ] 1:200
(Sigma — Aldrich)
ALEXA 488 anti-rabbit
) ) 1:400
(Life Technologies)
ALEXA 555 anti-mouse
Masodlagos ellenanyag . . 1:400
(Life Technologies)
CY3 anti-rabbit
1:1000

3.6. Immunhisztokémia

A frontalis kéreg és hippokampusz mintakat festés elétt PBS pufferrel mostuk. A

GLUT-1 és GFAP festések elott az agyi metszeteket forrasig melegitett 10 mM-0s citrat

pufferrel (1 mM citromsav, 10 mM natrium-citrat) tartuk fel 70°C-os vizfiirdében. A
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kapcsolofehérjék festése el6tt 10 pg/ml pronazt tartalmazo CaCl, oldatban 7 percig kezeltiik a
metszeteket. Ezt kovetden szobahémérsékleten 0,5 % -0s Triton X-100 detergenst tartalmazo
PBS oldattal permeabilizaltuk a mintdkat. A nem specifikus kotohelyeket 1 % borju szérum
albumint (Sigma) és 2 % borjusavot (Sigma) tartalmazd PBS oldattal blokkoltuk egy oraig
szobahémérsékleten. Az els6dleges antitesteket blokkold oldatban higitottuk és a mintakat
egy ¢jszakan keresztiil 4 °C— on inkubaltuk. Mésnap 3 x 5 perces PBS mosas utan a mintakat
1 6rén at szobahdmérsékleten blokkold oldatban kihigitott masodlagos antitesttel inkubaltuk
(1. tablazat), amit 5 x 5 perces mosas kovetett. A sejtmagokat bis-benzimid festékkel (Sigma,
1 pg/ml végsd higitas) festettiik meg. Ujboli 5 perces PBS mosas utan a mintakat desztillalt
vizzel Oblitettilk, majd a targylemezre torténd kihuzast kovetden specidlis fluoreszcens
mikroszkopiahoz kifejlesztett fedéanyaggal (Fluoromount-G, Southern Biotech) fedtiik le. A
kovetkezé napon a targylemezeket CoverGrip Coverslip Sealent (Biotium) szigetel6 lakkal
kentiik korbe, hogy a mintdkat védjik a kiszaradastél. Minden immunfestés esetében
régionként 2 és kezelési csoportonként legalabb 4 metszetet hasznaltunk egyszerre. A

festéseket 2-5 alkalommal ismételtik.

3.7. Képanalizis

A megfestett agymintdkat az SZBK Mikroszkopos Sejtanalizis Laboratoriumaban Leica
SP5 (Leica Microsystems GmbH) konfokalis mikroszkoppal 63 x nagyitasi olajimmerzids
objektivvel vizsgaltuk. Minden sorozatot a festés utan egy héten beliil egyszerre
mikroszkdpoztunk azonos bedllitasi paraméterekkel. A fluoreszcens festések intenzitasanak
Osszehasonlitasahoz a digitalis képek (512 x 512 pixel, n = 6-14) mind a frontalis kéreg mind
késziiltek. A képeken a fluoreszcens immunfestések intenzitdsdnak meghatarozasa az Image J
(National Institutes of Health, USA) program segitségével tortént. A kontroll csoport festési

intenzitasat 100 %-nak tekintettiik és a kiilonbozo kezelési csoportokat ehhez viszonyitottuk.

3.8. Statisztikai kiértékelés

Minden adatot atlag + S.D. értékként adtunk meg. A kiilonb6zd adatsorokon Graphpad
Prism program (GraphPad Software Inc., USA) segitségével variancia analizist kovetéen
Bonferroni post hoc tesztet végeztink. A P <0,05 értékeket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. Vér-agy gat specifikus fehérjék festése kontroll és stressz kezelt patkanyok agyi

metszeteiben

4.1.1. Agyi endotélsejt kapcsoléfehérjék: klaudin-5

A klaudin-5 immunfestés mindkét agyteriileten jol jelolte az agyi erek endotélsejtjeinek
kapcsolostrukturait. A sejtek hatdran kontroll allatokban komplex, tobbszordsen elagazo
fonatok lathatoak (6. abra). Immobilizacids stressz hatasara az agyi mikroerek endotél-
sejtjeiben a klaudin-5 fehérje immunfestésében valtozasokat talaltunk: mind a frontalis
agykérgi, mind a hippokampalis metszetekben a klaudin-5 immunfestédés komplexitasa és
intenzitasa csOkkent. Ez kiilondsen a 3 napos stressz kezelésnél volt szembetlind, ahol a
klaudin-5 fest6dés kifejezett felszakadozasat figyeltiik meg (6. abra, nyilhegyek). Morfologiai
szempontbol egyik kezelési csoportban sem volt megfigyelhetd a kontroll metszeteken latott

sejtkapcsolati komplexitas.

Kontroll Stressz

Frontalis agykéreg

Hippokampusz

10 pm

6. abra. Konfokalis mikroszképos felvételek a klaudin-5 kapcsolofehérje immunfestésérél patkany
agymetszeteken kontroll allatokban, valamint 1, 3,6s 21 napos immobilizacids stresszkezelést
kovetden. Piros: klaudin-5 immunfestés; kék: sejtmagok. Nyilhegyek: klaudin-5 festddés
felszakadozasa agyi hajszalerek endotélsejtjeiben; mérce: 10 um.
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300- [ kontroll
3 1nap
Bl 3 nap
Bl 21nap
2001

1oo-TT* TT

Fluoreszcens intenzitas
(kontroll %)

G T )
frontalis agykéreg hippokampusz

7. abra. Klaudin-5 immunfestés fluoreszcens intenzitasanak kvantifikalasa frontalis agykéreg és
hippokampusz agyteriileteken .* kontroll csoporttdl szignifikdnsan kiilonbdz6 érték, P < 0,05.

A Kklaudin-5 fehérje festddési intenzitasa statisztikailag szignifikdins modon csokkent
3 napos stresszkezelés utan a kontrollhoz képest frontdlis agykérgi metszetek agyi ereiben
(P <0,05; 7. abra). Ugyan morfologiai valtozas a sejtkapcsolatok komplexitasaban a tobbi
stresszkezelési csoportban mindkét agyteriileten lathatd volt (6. abra), de az Image J program

intenzitasmérési modszerével nem kaptunk szignifikans valtozasokat (7. abra).

4.1.2. Agyi endotélsejt kapcsoléfehérjék: okkludin

A pronazos feltaras alkalmazasaval sikeriilt kell6 intenzitassal megfesteni az agyi
endotélsejtekben az okkludin kapcsolofehérjét is (8. abra). A klaudin-5 festéshez hasonloan az
agyi mikroerekben az okkludin festédés is jol lathatova tette a szoros kapcsolatokat mindkét
agyteriileten. Az akut stresszkezelés a kontrollhoz viszonyitva nem okozott lathato valtozast a
kapcsolatok komplexitasaban a frontalis kéregben. A hippokampuszban a stresszkezeles utan
az egyes csoportokban az okkludin festédési mintazatnal a klaudin-5 festéshez hasonldan a

sejtkapcsolatok komplexitasdnak csokkenését figyeltiikk meg.
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8. abra. Konfokalis mikroszkopos felvételek az okkludin kapcsolofehérje immunfestésérdl patkany
agymetszeteken kontroll allatokban, valamint 1, 3,és 21 napos immobilizacids stresszkezelést
kovetden. Piros: okkludin immunfestés; kék: sejtmagok; mérce: 10 um.

Az okkludin fehérje immunfestddési intenzitdsdban a kontrollhoz viszonyitva nem
tapasztaltunk az immobilizacios stresszkezelés altal kivaltott statisztikailag szignifikans

valtozast sem a frontalis agykéregben, sem pedig a hippokampuszban (9. dbra).

300 3 kontroll
3 1nap
Hl 3 nap
El 21 nap
200+

100+

Flureszcens intenzitas
(kontroll %)

frontalis 'agykéreg hippoklam pusz

9. abra. Okkludin immunfestés fluoreszcens intenzitasanak kvantifikalasa frontalis agykéreg ¢és
hippokampusz agyteriileteken.
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4.1.3. Gliikéz-transzporter-1 immunfestés

Az agyi kapillarisok endotélsejtjeinek egyik fontos transzportere a GLUT-1, ami vér-
agy gat specifikus markerként is hasznalatos. Kontroll allatok agymetszetein a GLUT-1
immunfestés csak az agyi endotélsejteket jeloli, azonban a kapcsolofehérjékkel szemben az
endotélsejtekben a luminalis és abluminalis membranokban helyezkedik el (10. abra). Az akut
¢és kronikus immobilizacids stressz mind a frontalis agykéregben, mind a hippokampuszban
szemmel lathatéan megnoveli a GLUT-1 fehérje intenzitasat. A kontrollhoz viszonyitva ez a

valtozas a hippokampalis régioban még kifejezettebb a kiilonbozo idétartamu stresszkezelések

hatasara.
Kontroll Stressz
1 nap 3 nap 21 nap
(@)]
o
\©
X
>
(@)]
©
2
©
[=
e
L

Hippokampusz

10 um

10. abra. Konfokalis mikroszkopos felvételek a GLUT-1 fehérje immunfestésérél patkany
agymetszeteken kontroll allatokban, valamint 1, 3,és 21 napos immobilizacids stresszkezelést
kovetden. Piros: GLUT-1 immunfestés; kék: sejtmagok; mérce: 10 pm.

Az immunfestés intenzitasanak novekedését a statisztikai kiértékelés is igazolta (11.
abra). A frontalis agykéregben a harom napos stresszkezelés fokozta a GLUT-1 immunfestést
a kontrollhoz képest (P <0,001). A hippokampalis metszeteken mindharom stresszkezelt
csoportban szignifikans a kontrollhoz viszonyitott intenzitasemelkedés. Az egy napos
stresszkezelés esetében P <0,05; a harom és huszonegy napos stressznél P < 0,001 volt a
valtozas szignifikanciajanak mértéke. A frontalis kéreggel szemben a hippokampuszban az

intenzitasemelkedésben novekvo tendencia lathato.
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11. abra. GLUT-1 immunfestés fluoreszcens intenzitasanak kvantifikalasa frontalis agykéreg és
hippokampusz agyteriileteken . A kontroll csoporttdl szignifikansan kiilonb6z6 értékek: *P < 0,05;
***p < 0,001.

4.2. Az asztrogliasejtek immunfestése

Az asztrocitasejtek markerfehérjéje a GFAP kiilondsen jol mutatja az agyi hajszalereket
festédése erds és jellegzetes fibrillaris mintazatot ad kontroll allatokban. Stresszkezelés utan a
GFAP immunfestés intenzitasa az agykérgi metszetekben szemmel lathatoan gyengébb lett.
Ezzel szemben a hippokampalis régidban az asztrocita végtalpak GFAP festddési

mintazataban vagy intenzitasaban nem lattunk kiilonbségeket stressz hatasara.
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Kontroll Stressz

1 nap 3 nap 21 nap

Frontalis agykéreg

Hippokampusz

10 um

12. abra. Konfokalis mikroszkopos felvételek a GFAP markerfehérje immunfestésér6l patkany
agymetszeteken kontroll allatokban, valamint 1, 3,6s 21 napos immobilizacids stresszkezelést
kovetden. Zold: GFAP immunfestés; kék: sejtmagok; mérce: 10 pm.

A GFAP markerfehérje festddési intenzitasaban az immobilizacios stresszkezelés a
kontrollhoz viszonyitva a frontalis kortikdlis régioban minden vizsgalt idépontban
szignifikans P < 0,001 csokkenést okozott (13. abra). A hippokampalis régioban a

stresszkezelés nem valtott ki szignifikans valtozast az egyes csoportokban.

300 3 kontroll
3 1nap
Bl 3nap
Hl 21 nap
200+

100- T 1

*k%

Fluoreszcens intenzitas
(kontroll %)

frontalis agykéreg hippokampusz

13. abra. GFAP immunfestés fluoreszcens intenzitasanak kvantifikdldsa frontalis agykéreg ¢s
hippokampusz agyteriileteken. A kontroll csoporttol szignifikansan kiilonb6z6 érték: ***P < 0,001.
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5. MEGBESZELES

5.1. Immobilizaciés stressz okozta valtozasok az agyi mikroér endotélsejtek
kapcsoléfehérjéinek immunfestésében

A vér-agy gat barrier funkcidjanak kialakitasaban kulcsfontossagu szerep jut az agyi
kapillarisok endotélsejtjei kozotti szoros kapcsolatoknak. Ezek kialakitasaban a klaudin-5 és
okkludin kapcsolofehérjék a legfontosabbak és ezek expresszalodnak a legmagasabb szinten
agyi endotélsejtekben (Abbott ¢és mtsai., 2006). Idegrendszeri betegségekben, igy
epilepsziaban, vagy Alzheimer-korban is fokozodik a vér-agy gat ateresztéképessége, gyengiil
a gatmikodés és a vérfehérjék bejutnak az agyszdvetbe, ami hozzajarul a masodlagos idegsejt
pusztulashoz (Deli, 2005; Zlokovic, 2008). Nagymértékli akut stressz esetén is leirtak a vér-
agy gat barrier miikodésének karosodasat (Friedman és mtsai., 1996), azonban a vér-agy gat
morfologidjanak valtozésarol stressz esetében kevés adat all rendelkezésre. Minddssze egy
kozlemény talalhaté a szakirodalomban, amely az immobilizacids stressz hatasat vizsgalja a
vér-agy gatra egerekben (Foti Cuzzola és mtsai., 2013). Egyszeri akut immobilizacio (2,5 éra)
azonnali hatasara az Evans-kék jelz6anyag agyi extravazacioja megnétt, a klaudin-1 és -3, és
a Z0-1 sejtkapcsol6 fehérjék immunfestése pedig csokkent agyi metszeteken (Foti Cuzzola és
mtsai., 2013). Ez a munka azonban nem a legrelevansabb kapcsolofehérjéket vizsgalta, illetve
nem tanulményozta sem az ismételt stressz hatisat, sem a stressz szempontjabol legfontosabb
agyi régiokat.

Kisérleteinkben a klaudin-5 immunfestés szakirodalmi adatoknak megfeleléen agyi
metszeteken csak a vaszkularis endotélsejteket jelolte (Nitta és mtsai., 2003). Nagy
elemszamban értékeltiik a frontalis kortex és hippokampusz teriiletérél késziilt konfokalis
mikroszkopos képeken a klaudin-5 immunfestés fluoreszcens intenzitasat, és szignifikans
csokkenést csupan a frontalis kortexben az akut, 3 napos stresszkezelés eredményezett. A
mikroszkopos felvételeken a kontroll agymetszetek hajszéalereiben a sejtkapcsolatok festése
Ovszeri,, folyamatos, elagazd mintazatot adott, ami szinte minden kezelési csoportban
megvaltozott. A szemmel lathatdo komplexitas csokkenést ugyanakkor az ImageJ programmal
torténd intenzitaskiértékelés nem tdmasztotta ald. Hasonloképpen az okkludin sejtkapcsold
fehérje festddésénél is csokkent a sejtkapcsolatok komplexitdsa, azonban a festddési intenzitas
kvantifikalasa nem mutatott valtozast a kezelt csoportokban egyik régioban sem. A kapott
eredmények az agyi endotélsejtek kozotti kapcsolatok fellazulasara és a vér-agy gat barrier
miitkodésének sériilésére utalnak. Folyamatban van a sejtkapcsolo-fehérjék immunfestésének

egy masik programmal (MATLAB) val6 kiértékelése, amelynél a festés komplexitasat — a
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sejtkapcsolatok hosszat és az clagazasok szamat — és azok valtozasat jobban tudjuk

kvantifikalni.

5.2. Immobilizaciés stressz okozta valtozasok a vér-agy gat gliikéz-transzporter-1
festédésében

A sejtkapcsolofehérje valtozasokkal szemben az immobilizacios stresszkezelés felndtt
patkanyokban jelentésen megemelte a GLUT-1 immunfestés intenzitasat agyi mikroerekben.
Hasonlo valtozast irtak le prenatalis stressz esetében patkanyokban, ahol a GLUT-1 expresszio
megemelkedett a frontalis agykéregben és a hippokampuszban (Detka és mtsai., 2014). Ezzel
Osszhangban egy masik vizsgalatban igazoltdk szintén patkanyokban, hogy dexametazon
kezelés hatasara megnd az agyi mikroerekben a GLUT-1 szintje és a vér-agy gaton keresztiili
gliikéz transzport is (Chipkin és mtsai., 1998). Ugyanakkor a GLUT-1 expresszio és aktivitas
csOkken Alzheimer-korban és a vér-agy gaton keresztiili csokkent gliikoz transzport jelentdsen
hozzajarul az idegsejtek miikddési zavarahoz és pusztulasahoz (Erickson és mitsai., 2013).
Ezek az adatok arra utalnak, hogy az akut stressz esetén még mukodd kompenzacids
mechanizmusok a neurodegenerativ folyamatok kovetkeztében mér kimeriilnek, illetve

irreverzibilisen karosodnak a vér-agy gaton.

5.3. Immobilizacios stressz okozta valtozasok az agyi hajszalerek koriili asztrocita
végtalpakban

Akut, illetve kronikus immobilizacios stresszkezelés hatasara az agyi mikroerek koriili
gliavégtalpakban a GFAP immunfestédés intenzitasanak csokkenését talaltuk a frontalis
kéregben, mig a hippokampuszban nem volt valtozas. Mind human, mind allatkisérletes
adatok aladtamasztjak, hogy a depresszié az asztrocita sejtek miikodési zavaraval tarsul. Ezzel
Osszhangban depresszio hatasara szignifikdns GFAP csokkenést irtak le prefrontalis kortexben
¢és hippokampuszban patkanyokban (Gosselin 2009). Ugyan a GFAP szerkezeti fehérje pontos
szerepét nem ismerjiik gliasejtekben, a GFAP deficiens egerekbdl szarmazd asztrocita sejtek
vér-agy gat indukcios hatasa karosodott (Pekny és mtsai., 1998). Feltételezziik, hogy a GFAP
csokkenés asztrocita végtalpakban a frontdlis kortexben hozzdjarulhat a klaudin-5

csokkenéshez agyi endotélsejtekben és ezzel a barrier miikodés gyengiiléséhez.

21



5.4. Konkluzio

Vizsgélataink soran igazoltuk, hogy az akut és kronikus immobilizacids stressz
kapcsolofehérje immunfestédésének intenzitasa csokken parhuzamosan az asztrocita
végtalpak GFAP festodésével. Az okkludin esetében nem tapasztaltunk valtozast. Ez a hatas
régiospecifikus, mivel a hippokampuszban nem volt megfigyelhetd. A junkciondlis
fehérjékkel szemben a stressz hatdsara a gliikoz-transzporter-1 festddés intenzitdsa a vér-agy
gaton megemelkedett. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy mar akut, 1-3 napos stressz is
jelentés valtozasokat okoz a vér-agy gat sejtjeiben, ami pedig befolydsolhatja az agyi

homeosztazist €s hozzajarulhat neurodegenerativ folyamatok kialakulasahoz.
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