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1. Absztrakt

A kozponti idegrendszer immunprivilegizalt teriiletnek tekinthetd. Ezt a tulajdonsagat
els6sorban az idegrendszer és a keringési rendszer kozotti aktiv hatarfeliilet, a vér-agy gat
biztositja, amelynek egyik legfontosabb sejttipusa a kapillarisokat alkoté endotélsejt. Egyre
tobb kisérletes bizonyiték van arra, hogy az endotélsejtek képesek a természetes
immunitasban résztvevé mintazatfelismerd receptorok (PRR) expresszidjara. A PRR-ek egyik
legnagyobb tagt csaladja a NOD-szer(i receptorok (NLR-ek). Egyes NLR-ek aktivaciojukat
kovetden részt vehetnek egy, a gyulladds soran Osszeszerelodd fehérje komplex, az
inflammaszoma kialakitasaban.

Kutatocsoportunk megvizsgalta az inflammaszoma aktivaciot human agyi
endotélsejtekben. Valos-idejii  PCR segitségével megallapitottuk, hogy a fontosabb
inflammaszoma komponensek (NOD2, NLRP3 ¢és kaszpaz-1) expresszidja, valamint az
inflammaszoma altal aktivalt IL-1p és IL-33 mRNS mennyisége megnovekedett a sejtekben
lipopoliszacharid (LPS) és NOD2 agonista (MDP) szinkronizalt kezelésének hatasara.
Tovabba sikeriilt kimutatnunk, hogy az aktiv IL-1B fehérje mennyisége legnagyobb
mértékben a kombinalt kezelés soran novekedett meg, ami gatolhatd volt kaszpdz inhibitorral
(Z-VAD-FMK) és MAPK szignalizacios utvonal gatloval (U0126).

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy agyi endotélsejtekben
megvalosulhat az inflammaszoma aktivacio, amely egy ) immunologiai szereppel ruhdzhatja

fel ezeket a sejteket.

Kulcsszavak: agyi endotélsejt; inflammaszoma; interleukin; vér-agy gat
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3. Roviditéslista

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

DAMP: sériilés-asszocialt molekularis mintazat (damage associated molecular pattern)
IL: interleukin

KIR: kdzponti idegrendszer

LPS: lipopoliszacharid

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

MDP: muramyl-dipeptid

NF-xB: nuklearis faktor-«xB

NLR: NOD-szerti receptor (NOD-like receptor)

NOD: nukleotid-oligomerizacios domén

NVU: neurovaszkularis egység (neurovascular unit)

PAMP: patogén-asszocialt molekularis mintazat (pathogen associated molecular pattern)
PDTC: pirrolidin-ditiokarbamat

PRR: mintazat felismerd receptor (pattern recognition receptor)

SEM: az atlaghoz tartoz6 standard hiba (standard error of mean)

TLR: Toll-szert receptor (Toll-like receptor)

Z-VVAD-FMK: karbobenzoxi-valil-alanil-aszpartil-[O-metil]-fluorometilketon



4. Bevezeto

4.1. Vér-agy gat

A kozponti idegrendszerben (KIR) a megfeleld idegi miikodés szempontjabdl nagyon
fontos a kiilonboz6 paraméterek (ion koncentracid, pH, homérséklet) nagyon sziik
tartomanyon beliil tartasa. A fokozott metabolikus folyamatok miatt a szervezet teljes
oxigénfogyasztasanak 20%-a a kdzponti idegrendszerben torténik. Emellett a vérben kering6
anyagok egy része a kozponti idegrendszer sejtjei szdmara nem kivanatosak, vagy akar
toxikusak is lehetnek. Ezért is sziikséges egy aktiv hatarfeliilet a kozponti idegrendszer és a
keringési rendszer kozott (Hawkins, Davis 2005). Ezt a hatarfeliiletet nevezziik vér-agy
gatnak (BBB), amely a vér-liquor gattal egyiitt biztositja az agyban létrejovo homeosztazist a
vér valtakozo értékeivel szemben.

A vér-agy gatat a kapillarisok belso falat alkotd endotélsejtek, a bazalis membran és a
beleagyazott pericitak, valamint az asztrocitak végtalpai alkotjak (1. abra). Az idegsejtekkel
¢s mikrogliaval egyiitt azonban mar egy metabolikus egység jon létre, amelyet
neurovaszkularis egységnek (NVU) hivnak. A gat legmeghatarozobb sejttipusa az agyi
endotélsejt (Wilhelm, Fazakas & Krizbai 2011). Ezek a sejtek jelentdsen kiilonboznek a
szervezetben mashol el6forduld endotélsejtektdl. Az endotél sajatsagok (VWT termelés,
alkalikus-foszfataz és y-glutamil transzpeptidaz magas aktivitdsa, acetilalt LDL felvétele)
mellett szamos epitél sajatsag is megfigyelheté (folytonos szoros kapcsolatok, kismértéki
pinocitézis, nagy transzendotelialis elektromos ellendllas (TEER)). Az endotélsejtek képezik a
vér-agy gat kettés funkcidjanak morfologiai alapjat. A szallitd szerepe biztositja egyes
vizoldékony molekuldk transzportjat az agyba illetve metabolitok transzportjat a vérbe.
Ezekhez a folyamatokhoz kiilonb6zé transzportrendszerekre van sziikség (SLC
transzporterek). A gatfunkcioja révén pedig megakadalyozza a nem kivanatos és esetlegesen
toxikus molekuldk atjutdsat a vérbdl az agy iranyaba. Utdbbi szerepét haromféle modon
biztositja:

1. Az endotélsejtek kozotti szoros kapcesolatok és kis mértékben adherens kapcsolatok
egy ugynevezett paracellularis gatat képeznek, amely meggatolja a sejtek kozotti viz
¢s vizoldékony molekulak szabad aramlasat. A szoros kapcsolatokat kialakito

molekuldkat két csoportba sorolhatjuk: transzmembran fehérjék és periférids fehérjék.



A transzmembran fehérjék  segitségével képesek a szomszédos sejtek
Osszekapcsolddni. Ilyen fehérjék példaul a négy transzmembran doménnel rendelkezd
claudinok, az occludin és az egy transzmembran doménnel rendelkezd junkcionalis
adhézios molekulak (JAM). A periférias fehérjék a citoplazmaban a szoros kapcsolat
alatti teriileten lokalizalodnak, és lehetnek scaffold fehérjék (ZO-1,-2), szignalizacios
molekulak (Cdc42, RhoA) és szabalyozo fehérjék (ZONAB) (Bauer et al. 2011).

2. A transzcellularis gatat az agyi endotélsejtek kismértékli transz- és endocitozisa,
valamint a plazmamembranban elhelyezkedé efflux transzportrendszerek alakitjak ki.
Az efflux transzporterek (ABCB1/Pgp, ABCC csalad, ABCG2/BCRP ) visszajuttatjak
a vérbol az agyi endotélsejtekbe bejutd potencialisan karos anyagokat a keringésbe.

3. Az enzimatikus gat intracellularis és extracellularis enzimeket foglal magaban. Az un.
»ekto-enzimek” képesek metabolizalni peptideket és ATP-t, ilyen enzimek példaul a
peptidazok és a nukleotidazok. Ezek mellett az intracellularis enzimek képesek
inaktivalni néhany neuroaktiv és mérgez6 anyagot, ilyen enzimek példaul a

monoamin-oxidaz és a citokrom P450 (Abbott, Ronnback & Hansson 2006).

Mikroglia

Asztrocita végtalp
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Szoros kapcsolat
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Endotélsejt

Idegvégzbdés

1. abra: A vér- agy gat alkoto elemei: endotélsejtek, asztrocita végtalpak, pericitak és bazalis membran.

Forras: http://www.szbk.u-szeged.hu/pictures/bf_krizbai_figl.png



Fiziologias éallapotban a kozponti idegrendszer gatjainak koszonhetéen a KIR
immunprivilegizalt teriiletnek tekinthetd. A gatak ezt ugy biztositjak, hogy az immunsejtek és
immunmediatorok csak szintén szigorian szabalyozott Utvonalon keresztiil juthatnak be a
kozponti idegrendszerbe. Patoldgids koriilmények kozott azonban nagyon jol szervezett
immunvalasz alakulhat ki (Muldoon et al. 2013). Mivel az agyi endotélsejtek kozvetleniil
érintkeznek a vérrel, el6szor ezek a sejtek érintkezhetnek olyan karos endogén molekulakkal
vagy szepszis soran korokozokkal, amelyek esetlegesen a kozponti idegrendszerbe is
bejuthatnak. Ezek szamos koros kdzponti idegrendszeri folyamatban meghatarozoak lehetnek.

A szervezetbe bejutd patogéneket az immunrendszer sejtjei a mintdzat felismerd
receptorok (PRR) segitségével ismerik fel. Sok publikacio jelent meg, amelyek igazoljak,
hogy immunsejtek mellett szamos mas sejttipus is képes mintazat felismerd receptorok
expresszidjara, igy a kozponti idegrendszer sejtjei is, mint példaul az asztrocitak, idegsejtek €s
az agyi endotélsejtek (Lee et al. 2013, Bsibsi et al. 2002, Prehaud et al. 2005).
Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy agyi endotélsejtekben a Toll-szerli receptor
(TLR) 2/6 heterodimer expresszalodik a sejtekben. Tovabba, amikor e fehérjekomplex
ligandjaval (zymosan) kezelték a sejteket a zymosan koncentraciéfiiggé modon csokkentette a
szoros kapcsolatot kialakitdé claudin-5 és occludin fehérjék mennyiségét (Nagyoszi et al.
2010). Ez is bizonyitja, hogy fontos szerepe lehet a PRR-eknek a vér-agy gat patologias

folyamatainak szabalyozasaban.

4.2. Mintazat felismero receptorok

A természetes immunitas alatt a szervezetiink elsédleges, evolicidésan konzervalt
védekez6 mechanizmusait értjiik, amelyek megakadalyozzak a mikrobialis korokozok
bejutasat és elszaporodésat. Ezeket a patogéneket elsdsorban a szervezetiink immunsejtjein
el6forduldo mintazat felismerd receptorok ismerik fel. A PRR-ek a mikrobak szamara
esszencialis molekulakat, patogén-asszocialt molekularis mintazatokat (PAMP-okat) ismernek
fel és olyan szignalizacios utak aktivalodnak az immunsejtekben, amelyek kovetkeztében
gyulladasos citokinek, kemokinek és interferonok (IFN-ok) expresszidjat figyelhetjik meg
(Kawai, Akira 2007). Azonban a PRR-ek nem csak PAMP-okat tudnak érzékelni, hanem
ugynevezett endogén, sériilés-asszocialt molekularis mintdzatokat (DAMP—okat) is képesek

felismerni, amelyek szintén lokélisan gyulladast valthatnak ki.



A mintazat felismerd receptorokat négy fo csaladba lehet osztani. A C-tipusu lektin
receptorok (CLR) és a Toll-szerli receptorok (TLR) membrankototten helyezkednek el, mig a
retinsav-indukalt gén-l (RIG-I)-szerii receptorok (RLR) és a nukleotid-kotd oligomerizacios
domén (NOD)-szeri receptorok (NLR) intracelluldrisan érzékelik a PAMP-okat ¢és
DAMP-okat (2. abra).

TLR

CLR

extracelluldris tér

intracellularis tér

NLR RLR

2. abra: Mintazat felismeré receptorok csoportjai.

4.2.1. NOD-szeri receptorok

A PRR-ek egyik legnagyobb csaladja a NOD-szerli receptorok. Az NLR-ek harom
doménbdl felépiild fehérjék: a C-terminalis doménjében leucin-gazdag ismétlddések (LRR)
figyelhet6k meg; centralisan egy nukleotid-k6t6 domén helyezkedik el; és az N-terminalis
végeén fehérje-fehérje interakciot kialakité domén talalhato. Az utobbi alegység diverzitasanak
koszonhetden az NLR-eket 6t alcsaladba sorolhatjuk: NLRA, NLRB, NLRC, NLRP ¢és
NLRX. A tudomdny mai allasa szerint emberben 22, ragcsaloban 34 NLR gént tudtak

crer

Mortellaro 2014).



Az NLR-ek aktivacidjat nagyon sokféle mikrobialis alkotoelem és veszélyjelzés tudja
aktivalni. A NOD1-et és a NOD2-t bakterialis sejtfal alkotd, a peptidogliikan fragmentjei
(muramyl-dipeptid (MDP) és mezo-diaminopimelinsav) képesek aktivalni. Az NLRC4 a
bakterialis flagellint képes érzékelni, mig az NLRP1 B. anthracis halalos toxinja és MDP
hatasara aktivalodik. A legtobb ismert ligandja az NLRP3-nak van, mint példaul: MDP,
bakterialis toxinok, RNS, ATP ¢és hialuronsav (Shaw, Lamkanfi & Kanneganti 2010).
Azonban sok olyan NLR-rél tudunk, amelyeknek ligandjait még nem ismerjiikk pontosan.
Aktivacidjuk két {0 szignalizacids utvonalban folytatodhat: NF-kB utvonal, vagy MAPK
utvonal, amelyek végén olyan gyulladaskeltd mediatorok kifejezédése figyelheté meg,
amelyek az adaptiv immunvalasz elinditasaban is fontosak (3. abra) (Franchi et al. 2009).

Az NLR-ek koziil eddig az NLRPI-r6l, az NLRP3-r6l, az NLRP6-rol és az
NLRC4-r6l ismeretes, hogy részei lehetnek kiilonbozé inflammaszéma komplexnek. Az
inflammaszomakon beliil az NLR-ek egy adaptor fehérje (ASC) kozvetitésével kapcsolddnak
0ssze a kaszpdz-l-gyel vagy kaszpaz-5-tel (NLRPI inflammaszoma esetén), illetve még
részei lehetnek egyéb fehérjék is (CARDINAL). A komplexben proteolitikus modon
aktivalodik a kaszpaz-1 €és a kaszpaz-5, amelyek képesek szintén proteolitikus hasitéssal
aktivalni az alabbi citokineket: IL-1p, IL-18, IL-33, IL-37. Az inflammaszoémak részt vesznek
a gyulladasos folyamatok kialakuldsaban, valamint a piroptdzis (egy az apoptdzistol eltérd

programozott sejthalal gyulladasos folyamatokban) indukcidjaban (Schroder, Tschopp 2010).
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3. abra: NLR-ek és inflammaszomak szignalizaciés utjai.
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Hasonléan mas mintazat felismeré receptorokhoz a NOD-szerii receptorok is
expresszalodhatnak nem immunsejtekben is, mint példaul agyi endotélsejtekben. Idaig agyi
endotélsejtekben az NLR-ek csaladjabol csak két tagot mutatattak ki. Reimer és kollégainak
2010-ben sikeriilt kimutatni egér agyi endotélsejtekben, hogy Plasmodium berghei (malaria
koérokozdja) fertézés hatasara megnovekszik az NLRP3 mRNS mennyisége és IFN-y
hozz4dadasa ezt tovabb ndveli. Tovabba Girvin és munkatarsainak 2002-es eredményeik
alapjan IFN-y indukci6 hatasara indukaldédik NLRA mRNS expresszidja (Girvin et al. 2002,
Reimer et al. 2010). Ezek mellett kutatocsoportunknak sikeriilt kimutatni, hogy az NLRP3 és
NLRA mellett még tovabbi NLR-ek is expresszalodnak fiziologias dallapotban agyi

endotélsejtekben.
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5. Célkitiizések

A vér-agy gatat alkot6 agyi endotélsejtek NLR expressziojarol alig all rendelkezésre
adat. Kutatocsoportunknak a kézelmultban human agyi endotélsejtekben sikeriilt kimutatni
kiilonbozé6 NLR-eket és inflammaszoma komponenseket. Jelenlegi kisérleteink soran az

alabbi kérdésekre kerestiik a valaszokat:

e Hogyan valtozik meg az inflammaszomakat alkoto NLR-ek, illetve egyéb
inflammaszéma alkoték (kaszpazok, ASC) expresszidja patogén-asszocialt
molekuldris mintazatok hatasara?

e Patogén-asszocialt molekuldris mintazatok milyen mértékben valtoztatjdk meg a
komplex altal aktivalt interleukinek (IL-1B, -18, -33, -37) mRNS mennyiségét
agyi endotélsejtekben?

e [Lchetséges-e inflammaszoma aktivacio agyi endotélsejtekben?

e Milyen jelatviteli tvonalon keresztiil szabalyz6dik az interleukinek expresszidja

agyi endotélsejtekben?
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6. Anyag és modszerek

6.1. Vegyszerek

Minden reagenst, ha masként nincs feltiintetve, a Sigma Aldrich-tdl szereztiik be (St.
Louis, MO, USA). A kisérletekhez az alabbi vegyszereket hasznaltuk: muramyl-dipeptid
(MDP) (Bachem, Bubendorf, Svajc), lipopoliszacharid (LPS) és karbobenzoxi-valil-alanil-
aszpartil-[O-metil]-fluorometilketon (Z-VAD-FMK) (Tocris Bioscience, Bristol, UK),
U0126, PDTC (pirrolidin-ditiokarbamat).

6.2. Sejttenyészet és kezelések

Kisérleteinkhez egy humdan agyi endotélsejtvonal sejtjeit (hnCMEC/D3) hasznaltuk. A
sejteket egy korabban leirt eljaras alapjan tenyésztettiik (Weksler et al. 2005). Patkanyfarok
kollagénnel bevont csészében ndvesztettik a sejteket EBM-2 médiumban. A médiumot
EGM-2 Bullet Kit-tel (Lonza) és 2,5% magzati szarvasmarha szérummal (FBS) (Sigma)
egészitettiik ki.

Az agyi endotélsejtek ,konfluens monolayer”-ét 1 pg/ml LPS-sel vagy 100 pg/ml
MDP-vel kezeltiikk 24 6ran at vagy kombinalt kezelést alkalmaztunk: 6 6ras LPS kezelés,
amelyet 18 o6ras MDP kezelés kovetett (LPS—MDP). Az inflammaszoma aktivaciod
vizsgalatdhoz a sejteket 20 uM Z-VAD-FMK-val kezeltilk 24 6ran keresztiil. A jelatviteli
utvonalak vizsgélatahoz 10 uM UO0126-tal és 100 uM PDTC-vel kezeltiik a sejteket 24 o6ran

keresztil.

6.3. Real-time PCR

A kontroll és a kezelt sejttenyészetekb6l az RNS-t TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) reagens segitségével izolaltuk a gyarto utasitasainak megfeleléen. Az RNS-t DNase-zal
(Roche, Mannheim, Németorszag) kezeltilk, hogy elkeriiljik a genomi DNS

felsokszorozodasat. Az RNS-t reverz transzkripcids kit segitségével irtuk at cDNS-¢é (iScript
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cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA vagy Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). Az amplifikacioét Bio-Rad
1Q5 eszk6zon hajtottuk végre, amelyhez Bio-Rad 1Q Supermix-et vagy Thermo Fisher
Scientific’s Maxima SYBR Green qPCR Master Mix-et hasznaltunk a kdvetkezd feltételek
mellett: 40 ciklus alatt 95°C 15 masodpercig, 56-63°C 30 masodpercig és 72°C 30
masodpercig. Az amplifikdciohoz human inflammaszoma alkotdk és citokinek ,,forward” és
Leverse” primer parjait hasznaltuk fel (1. tablazat). A reakcid belsé kontrolljaként
glicerinaldehid-3-foszfat ~ dehidrogenazt (GAPDH) hasznaltunk. A  kiiszob ciklus

meghatarozasat az eszk6zhoz tartozo szoftver segitségével végeztiik el.

6.4. TCA-DOC fehérje precipitacio

A sejttenyészetrol levett médium fehérjetartalmat TCA-DOC modszerrel csaptuk ki. A
mintakat 10% DOC-kal kezeltiik, vortexxel 0sszekevertiik, majd 30 percig jégen inkubaltuk.
11%-o0s végkoncentracioban triklorecetsavat (TCA) adtunk hozza, 6sszekevertiik, 10500 g
erosséggel lecentrifugaltuk 4°C-on 15 percig. Ezutan a pelletet kétszer megmostuk jéghideg
acetonnal. A pelletet levegdn megszaritottuk, majd visszaoldottuk jéghideg RIPA sejtlizis
pufferben (20mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% natrium-
dezoxikolat, I mM Na-ortovanadat, 10mM natrium-fluorid, 0,1% SDS, 1ImM EDTA ¢és ImM
Pefabloc).

6.5. Minta elokészités és Western-blot

A RIPA pufferben visszaoldott precipititumot 9500 g erdsséggel 15 percig
centrifugaltuk 4°C-on. A feliiluszé (szolubilis frakcid) fehérje tartalmat Bradford (BCA)
modszerrel hatdroztuk meg (Pierce, Rockford, IL, USA). A szolubilis frakciét 95°C-on
forraltuk Laemmli minta pufferben 3 percig. A fehérjéket standard denaturalé SDS-PAGE
elektroforézissel szétvalasztottuk, majd polivinilidén-difluorid (Bio-Rad Laboratoriumok,
Hercules, CA, USA) membranra ,,blottoltuk”. A nem-specifikus kotédéseket TBS-T-ben (Tris
pufferelt s6 0,1% Tween-20-szal) 3%-os szarvasmarha szérum albuminnal blokkoltuk. A
membrant blokkolds utdn az els6dleges antitesteket tartalmazd TBS-T-ben inkubaltuk az
alabbi higitasban: anti-human IL-1B: 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA).
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Ezt kovetden a membranokat haromszor 10 percig TBS-t-ben mostuk és a masodlagos
antitesteket tartalmaz6 TBS-T-ben inkubaltuk: 1:10000 higitasban nyul ellen termeltetett HRP
konjugalt masodlagos antitesttel (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA). Ezutan harom
mosasi 1épést kovetden az immunreakciot a SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA) segitségével tettiik lathatova.

6.6. IL-1p ELISA

Az agyi endotélsejtek IL-1p szekréciojdnak mennyiségi meghatarozasahoz human IL-
1B szilard fazisu ,,szendvics” ELISA-t (R&D Systems, Inc. MN, USA) hasznaltunk a gyarto
utasitasainak megfelelden. A sejtkultira médiumait Osszegyiijtottiik a kontroll €és a kezelt
sejtekrdl, majd minden mintdhoz 1 mM EDTA-t adtunk. Ezutdn 2500 g erdséggel 4°C-on 1
percig centrifugaltuk, hogy leiilepedjen a sejttormelék. Tovabbiakban a feliilisz6t hasznaltuk

mintaként a vizsgalathoz.

6.7. Statisztikai analizis

Minden bemutatott adat atlag = SEM (standard error of mean). Az értékek
0sszehasonlitdsahoz varianciaanalizist hasznaltunk Fisher LSD illetve Bonferroni post hoc
tesztekkel. Az eltéréseket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik P<0,05 esetén. Minden

kisérletet legalabb haromszor végrehajtottunk.
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Amplikon
hossz
Csaladnév Szinonim Forward 5'-3' Reverse 5'-3' (bp)
NOD2 CARD15 TGCCACGGTGAAAGCGAATG CGAGACTGAGCAGACACCGT 144
NLRP1 NALP1 GGATCAGGGATCAGGCTGCA CTCGGGCTATCAGCTGCTCT 193
NALP3,
NLRP3 CRYOPYRIN, | AGTGGGATTCGAAACACGTGCA GTGCCGTGTTCACTGCCTGGTAT 381
CIAS1
NLRC4 IPAF, CCAGTCCCCTCACCATAGAAG ACCCAAGCTGTCAGTCAGACC 119
CARD12
KASZPAZ-1 [1L1BC TCTTGGAGACATCCCACAATGGGC | TGCGCTCTACCATCTGGCTGC 140
KASZPAZ-5 | ICH3 TCTGTTTGCAAGATCCACGA GTTCTATGGTGGGCATCTGG 223
ASC PYCARD GCCGGGGATCCTGGAGCCAT GCGCAGCACGTTAGCGGTGA 240
IL-1B IL1F2 AGCTCGCCAGTGAAATGATG GCCCTTGCTGTAGTGGTGGT 164
IL-18 IGIF CTTCATTGACCAAGGAAATCGGCCT | AGCCATACCTCTAGGCTGGCTATCT 124
IL-33 IL-1F11 ATCAGGTGACGGTGTTGATGG CCTGGTCTGGCAGTGGTTTT 133
IL-37 IL-1F7 CAGCCTCTGCGGAGAAAGGAAGT | GTTTCTCCTTCTTCAGCTGAAGG 120
GAPDH G3PD GTGAAGGTCGGTGTCAACG GTGAAGACGCCAGTAGACTC 298

1. tablazat: Inflammaszoma alkotok, interleukinek és a vizsgalathoz felhasznalt primerek.
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7. Eredmények

7.1. Inflammaszoma komponensek expresszidja LPS és MDP kezelések hatasara

A NOD-szerli receptorok szabalyozasanak vizsgalata sordan kutatécsoportunk
korabban kideritette, hogy agyi endotélsejtekben a NOD2 ¢és az NLRP3 a legérzékenyebb
NLR-ek kiilonbozd stressz faktorokra nézve. A NOD2 az NLRP1 inflammaszéma részét
képezi, az NLRP3 pedig a rola elnevezett inflammaszoma legfontosabb részét alkotja.
Ezeknek az NLR-eknek az MDP a ligandja, mely hatasara adott inflammaszomak aktivacidja
1s megfigyelhetd. Emellett befolyasolhatja az inflammaszéma komponensek génexpressziojat
is. Az inflammaszoéma aktivacié el6tt sziikséges tovabba egy tigynevezett priming stimulus,
amely inicialja az inflammaszéma komponensek atirasat. Jelen kisérleteink soran ehhez LPS-t
alkalmaztunk. A kovetkezékben tehat megvizsgaltuk az NLRP1 és NLRP3 inflammaszoma
komponensek génexpresszidjanak valtozasat LPS vagy MDP kezelést kovetéen. Tovabba
még megvizsgaltuk a két kezelés kombinaciojat is. Az LPS Onmagaban a NOD2 ¢és a
kaszpaz-1 génexpressziojat kétszeresére novelte meg - utobbit szignifikans mértékben -, mig a
tobbi inflammaszoma alkotd mennyisége nem valtozott jelentésen. Az MDP kezelés hatasara
a NOD2 expresszio 6tszorosére €s a kaszpdz-1 expresszid kétszeresére novekedett. Mindezek
mellett az LPS-sel és MDP-vel torténé kombinalt kezelés utan a NOD2 génexpresszio tobb
mint huszszoros, az NLRP3 mRNS szint négyszeres és a kaszpaz-1 transzkriptum kétszeres
novekedést mutatott. Ezzel szemben mas inflammaszéma komponensek mRNS mennyisége

nem valtozott szignifikdnsan (4. abra).
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4. abra: Az inflammaszéma komponensek expresszidjanak valtozasa LPS és MDP hatasara. A human agyi
endotélsejteket kiilon-kiilon LPS-sel (1 pg/ml), mint ,priming” és MDP-vel (100 pg/ml), mint aktivator,
valamint a kettd kombinacidjaval is kezeltilk 24 oran keresztiil. A kezeléseket kovetden RNS-t izolaltunk a
sejtekbol, majd a beldle késziilt cDNS-t RT-qPCR kisérlethez hasznaltuk fel. Minden PCR-t harom parhuzamos
reakcidval hajtottunk végre. Az abran harom fliggetlen kisérlet kiiszobértékeinek valtozasat + SEM-et (standard
error of mean) lathatjuk. *P<0,05 a kontrollhoz képest; #P<0,05 az LPS és MDP kezelésekhez képest.

7.2. Interleukin expresszio LPS és MDP kezelést kovetéen

Jol ismert, hogy az NLPR1 ¢és NLRP3 inflammaszomak proteolitikus hasitassal
aktivaljak az IL-1B-t, -18-t, -33-t és -37-t. Tovabbiakban megvizsgaltuk ezen interleukinek
MRNS expresszidjanak valtozasat LPS ¢és/vagy MDP hatasara. Az IL-18 és IL-37
transzkriptumok mennyisége nem valtozott a kezeléseket kovetéen. Az IL-33 mMRNS
mennyisége koriilbeliil hdromszorosara novekedett LPS vagy MDP kezelések utdn (ami
azonban még statisztikailag nem volt szignifikans), a kombinalt kezelést kovetden azonban
tobb mint 6tszoros ndvekedést figyelhettiink meg a transzkriptum mennyiségében (5. A abra).
Az IL-33 mRNS szintjének novekedéséhez képest nagyobb mértékii valtozast figyelhettiink
meg az IL-1B mRNS szintje esetében. Az LPS 6nmagéaban kb. tizszeresére ndvelte meg az
IL-1B transzkriptum szintjét, mig az MDP kozel Otvenszeres valtozast eredményezett. A
legnagyobb mértékii valtozast a kombindlt kezelés eredményezte, amely sordn kozel

haromszazszoros IL-1f mRNS novekedést figyeltiink meg (5. B abra).

17



>
vs)

100

50

H %

7 350
*
#
& i
|6 300
g
=
-
g
25| 250
3
~ ® Kontroll
o
3
£ 4 200 alPS
£
%
5 uMDP
23 150
= @ LPS->MDP
-
~O
]
7
S
o
<
(>}
17}
Z
&~

IL-1B

5. abra: Interleukinek expressziojanak valtozasa LPS és MDP hatasara. A: Az IL-18, IL-33 és IL-37 mRNS
expresszidja. B: Az IL-1p mRNS expresszidja. A human agyi endotélsejteket a mar korabban leirt modon
kezeltiik LPS-sel (,,priming) és/vagy MDP-vel (aktivacid). A kezeléseket kovetéen RNS-t izolaltunk a sejtekbdl,
majd a bel6le késziilt cDNS-t RT-qPCR kisérlethez hasznaltuk fel. Minden PCR-t harom parhuzamos reakcioval
hajtottunk végre. Az abran harom fiiggetlen kisérlet kiiszobértékeinek valtozasat + SEM-et (standard error of
mean) lathatjuk. *P<0,05 a kontrollhoz képest; #P<0,05 az LPS és MDP kezelésekhez képest.

7.3. Interleukin szekrécié LPS és MDP kezelések hatasara agyi endotélsejtekben

Mivel a kezelések jelentds mértékben megnovelték az IL-1p mRNS mennyiségét,
ezért megvizsgaltuk ELISA-val kiilonb6zo kezeléseket kovetéen az IL-1B fehérje
mennyiségét a feliiliszoban. Kontroll kériilmények kozott a citokin szintje a médiumban a
mérhetd szint alatt volt. LPS vagy MDP kezelés utan alig valtozott az IL-1p mennyisége, de a
kombinalt kezelést kdveten 5 pg/ml-re emelkedett a fehérje koncentracio (6. A abra). Ahhoz,
hogy bebizonyitsuk, hogy a folyamatot a kaszpaz-1 medialja, egy kaszpaz inhibitorral (Z-
VAD-FMK)) is kezeltiik a sejteket. Western-blottos eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy
mig a kombinalt LPS és MDP kezelést kdvetden volt aktiv IL-1f fehérje, addig LPS és MDP
mellett a Z-VAD-ot alkalmazva az IL-1p aktiv fehérje mennyisége a detektalhatd szint ala
csokkent (6. B 4bra).
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6. abra: IL-1p fehérje szekrécio LPS és MDP hatasara. A: IL-1B fehérje szint az agyi endotélsejtek
tapfolyadékaban LPS és/vagy MDP kezelést kovetden. Szilard fazisu ,,szendvics” ELISA-val meghataroztuk a
feltiliszoban az IL-1p koncentraciojat. A diagram a kvantifikalt eredmények atlag értékét mutatja pg/ml-ben +
SEM. B: Inflammaszéma aktivacié gatlasa agyi endotélsejtekben. A hCMEC/D3 sejtvonal sejtjeit LPS-sel (1
pg/ml), MDP-vel (100 pg/ml) és Z-VAD-FMK-val (20 uM) kezeltiik kiilon-kiilon és kombinacioban 24 6ran at.
TCA-DOC precipitaciot kdvetden a feliilluszoban megtalalhato IL-1 fehérjét Western-blottal detektaltuk.

7.4. IL-1P expressziojanak szabalyozasaban résztvevo jelatviteli utvonalak vizsgalata

A kovetkezdkben azt is megvizsgaltuk, hogy az IL-1p termelését milyen jelatviteli
utvonalak szabalyozzak. Ehhez egy MAPK jeltovabbitd utvonal gatloval (U0126) és egy NF-
kB aktivaciot gatlo szerrel (PDTC) kezeltiik a sejteket kontroll koriilmények kozott és LPS-
>MDP kombinalt kezelés mellett. Az inhibitoroknak 6nmagaban nem volt szignifikans hatasa
az IL-1p mRNS vagy fehérje szintjére. Az U0126 ugyanakkor részben kivédte az LPS->MDP
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okozta IL-1p mRNS szint novekedést, ami IL-1p fehérje szekrécid csokkenéssel jart egyiitt.
Ezzel szemben a PDTC tovabb emelte az IL-1f mRNS mennyiségét, de ez fehérje szinten

nem nyilvanult meg (7. abra).
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7. abra: IL-1p expresszié szabalyozas agyi endotélsejtekben. A: A human agyi endotélsejteket 10 uM U0126-
tal (MAPK inhibitor), 100 uM PDTC-vel (NK-kB gatloszer) és LPS->MDP-vel (1 pg/ml és 100 pg/ml) kezeltik
kiilon-kiilon illetve kombinacidban. A kezeléseket kovetéen RNS-t izolaltunk a sejtekb6l, majd a belble késziilt
CDNS-t RT-qPCR Kkisérlethez hasznaltuk fel. Minden PCR-t harom parhuzamos reakcidval hajtottunk végre. B:
Az aktiv IL-1B fehérje koncentracioja U0126, PDTC, LPS->MDP kezeléseket kovetéen. A diagram a
kvantifikalt eredmények atlag értékét mutatja pg/ml-ben + SEM. Az abran harom fliggetlen kisérlet
kiiszobértékeinek valtozasat + SEM-et (standard error of mean) lathatjuk. *P<0,05 a kontrollhoz képest; #P<0,05
az LPS és MDP kezelésekhez képest.
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8. Megbeszélés

A kiilonboz6 tipusu inflammaszoma komponensek expresszidja és aktivacidja
sejttipus-specifikus. Korabban ezeket a fehérjekomplexeket elsésorban immunsejtekben
mutattak ki. Azonban szamos kisérlet igazolja, hogy az NLR-eknek, kaszpaz-1-nek, -5-nek és
az ezeket 0sszekapcsold adaptor fehérjéknek nemcsak ezekben a sejtekben van nagy szerepe
az inflammaszomak kialakitdsaban, hanem mas sejttipusokban is, mint példaul
epitélsejtekben, adipocitakban és a KIR sejtjeiben (Reimer et al. 2010, Rosenstiel et al. 2003,
Stroh et al. 2008).

Annak ellenére, hogy a kiilonb6z6 kozponti idegrendszeri betegségek soran fellépd
gyulladasrol sok informacioval rendelkeziink, viszonylag keveset tudunk az inflammaszémak
rezidens makrofagban, kimutattdk az NLRP3 inflammaszomat amiloid-p indukciot kovetden
(Halle et al. 2008). Agyi idegsejtekben ischemias allapotban az NLRPI inflammaszéma
Osszeszerelodése figyelheté meg (Abulafia et al. 2009), valamint szintén amiloid-p hatasara az
NLRPI inflammaszéma 6sszeszerelddés kovetkeztében a neuronokban gyulladasos citokinek
(IL-1P) szekrécioja vagy piroptodzis figyelheté meg (Tan et al. 2014). Jelenlegi ismereteink
szerint asztrocitadkban fiziologids allapotban a f6 inflammaszoma komplexek (NLRPI,
NLRP3, AIM2 ¢és NLRC4) mRNS szinten megtalalhatok, és ezek koziil az NLRP3
inflammaszéma fordul elé a legnagyobb mennyiségben. Ezen tilmenden kimutattdk, hogy
LPS és etanolos kezeléseket kovetden asztrocitdkban az NLRP3 inflammaszoma alkotok
mennyiségei megnovekednek, és aktivalodik a komplex Osszeszerelddése, ami piroptozist
indukalhat (Alfonso-Loeches et al. 2014). Raadasul asztrocitikban ATP kezelés
kovetkeztében egy ujabb inflammaszomat sikeriilt azonositani, melyben az NLRP2 talalhato
meg (Minkiewicz, de Rivero Vaccari & Keane 2013).
funkci6jardl hianyos a szakirodalom. Egér agyi endotélsejtekben igazoltdk, hogy a malariat
kivalté korokozo (Plasmodium berghei) és IFN-y hatasara megjelenik az NLRP3 mRNS-e
(Reimer et al. 2010). IFN-y jelenlétében agyi endotélsejtekben az NLRA mMRNS-e is
expresszalodik (Girvin et al. 2002). Azonban nem ismert, hogy agyi endotélsejtekben

aktivalodhatnak-e az inflammaszoémak.
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Kutatécsoportunknak korabban sikeriilt kimutatni, hogy human agyi endotélsejtekben
az alabbi gének fejezOdnek ki, amelyek termékei részt vehetnek inflammaszémak
kialakitdsaban: NOD2, NLRP1, NLRP3, ASC, kaszpaz-1 és kaszpaz-5.

Jelenlegi kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy agyi endotélsejtekben az NLRP1 és
NLRP3 inflammaszoéma komponensek expresszidja megvaltozhat priming és aktivacio
hatdsdra. Mig maga az NLRP1 mRNS mennyisége nem valtozott LPS és MDP kezelést
kovetden, addig a NOD2, NLRP3 ¢és kaszpaz-1 transzkriptumok mennyisége megnovekedett.
Figyelemre méltd, hogy az LPS és MDP kezeléseknek szinergikus hatasa van (Sun, Ding
2012). Ez a hatas figyelheté meg az NLRP3 és NOD2 esetében is, vagyis a kombinalt kezelés
soran sokkal nagyobb NLRP3 és NOD2 mRNS szint figyelhetd meg az agyi endotélsejtekben,
mint LPS vagy MDP kezeléseket kdvetden.

Kutatocsoportunk azt is felderitette korabban, hogy az inflammaszomak altal aktivalt
IL-1B, -18, -33 és -37 mMRNS-e is elofordul agyi endotélsejtekben kontroll koriilmények
kozott. Ezért megvizsgaltuk az NLRP1 és NLRP3 inflammaszéma komponensek mellett ezen
interleukinek expressziojanak valtozasat is. Az IL-18 mRNS mennyisége nem valtozott az
LPS és/vagy MDP kezelés hatasara a monocitdkhoz hasonléoan (Ghonime et al. 2014).
Tovabba az IL-37 mRNS szintjében sem tapasztaltunk valtozast a kezeléseket kovetden.
Azonban korabban sikeriilt kimutatni, hogy monocitdkban LPS-sel indukalhatd6 ez az
interleukin, ami a szabalyozas sejt-specifikus voltara utal (Bulau et al. 2014). Az IL-33
transzkriptum mennyiségét az LPS ¢és MDP egyediil és kombinacioban is képes volt
indukalni. A legnagyobb valtozas a négy interleukin koziil az IL-1B-nal figyelhet6 meg. Mar
az LPS és MDP kilon-kiilon is tobb tizszeres ndvekedést idéz elo, azonban a kettd
kombinacidjat kovetden tobb szdzszoros novekedés figyelhetd meg az IL-1p mRNS
mennyiségében. Hasonloan, mint van Heel és munkatarsai kisérletében, ahol monocitakat
kezelve LPS és MDP-vel hasonlé tendenciaji novekedés figyelheté meg (van Heel et al.
2005).

A TLR és NLR kozos aktivacioja — az LPS és MDP kovetkeztében — nem csak
transzkriptum szinten noveli meg az IL-1B szintjét, hanem szignifikdns IL-1B
felszabadulashoz is vezet. A felszabadulas egy kaszpaz fliggé folyamat, amely
inflammaszéma aktivaciot jelez (Schroder, Tschopp 2010). Ennek igazolasara, a kombinalt
kezelés mellett Z-VAD-FMK-val (kaszpaz gatloszerrel) (Montolio et al. 2005) is kezeltiik az
agyi endotélsejteket. A harmas kezelést kdvetéen nem volt 1L-1f aktiv fehérje a médiumban,
ami azt jelzi, hogy az aktiv IL-1B szekrécio egy kaszpdz-, vagyis inflammaszoma-fiiggd

folyamat.
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Azt is sikeriilt kimutatnunk, hogy az IL-1B inflammaszéma-fiiggd szekrécidjat
szabalyozé jeltovabbitd utvonalak kozott fontos szerepe van az ERK1/2 mitogén-aktivalt
protein kinazoknak (MAPK) (8. abra), a human monocitdkban megfigyeltekhez hasonldéan
(Liang et al. 2013).

Az eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy agyi endotélsejtekben expresszaldédnak
inflammaszéma komponensek, valamint hogy ezek a sejtek képesek IL-1B termelésére
inflammaszoma aktivaciot kdvetden. Ez alapjan az agyi endotélsejteknek nagyobb szerepe
lehet a kozponti idegrendszer kiilonbozé gyulladasos folyamatainak patomechanizmusaiban,

mint azt kordbban gondoltuk.
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8. abra: LPS és MDP kezelést kovetéen megniovekszik az inflammaszoma komponensek, az IL-1p és IL-33
mRNS expresszidja, valamint az MDP inflammaszoma aktivalédast valt ki agyi endotélsejtekben, amely

aktiv IL-1p fehérje szekréciojahoz vezet.
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