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1. BEVEZETES
1.1. Az agyi iszkémias sztrok patomechanizmusa

Az agyi érkatasztrofa vagy sztrok globalisan emberek millidit érinté betegség, amely
gyakran sulyos kimeneteli, maradandé egészségkarosodashoz vagy halalhoz vezethet. 2019-
ben 12,2 milli6 sztrékos esetet, és 6,55 millid6 emiatt bekovetkezd haldlesetet regisztraltak
vilagszerte (Global, regional, and national burden of stroke and its risk factors, 1990-2019: a
systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2019). Tekintve, hogy ez a betegség
a vezetd haldlokok listajan masodik helyen szerepel, nagy sziikség van olyan terapids
megoldasok fejlesztésére, melyek képesek hatékony modon kivédeni a sztrok okozta agyi
sériiléseket.

Az akut sztrok az agy elégtelen vérellatasa miatt 1ép fel, melynek két f6 oka lehet. Iszkémias
sztrokrol beszéliink, amennyiben egy trombus vagy embolus egy agyi érben akadalyozza a
megfelelé véraramlast. Az agyi erek sériilése, és az azt kovetd agyvérzés is okozhatja a
vérellatas hianyat: ebben az esetben hemorragias sztrok alakul ki. A sztrékos esetek 87%-a
iszkémias, 10%-a intracerebralis hemorragias, és 3%-a szubduralis hemorragias korkép (Tsao
¢s mtsai., 2023).

A megfeleld vérellatds megsziinése az érintett agyi teriileten oxigén- €és glikkdzhidnyos
allapotot idéz el6, amely ATP depléciot von maga utan. Az érkatasztrofaval kdzvetleniil érintett
agyi teriileten, a core régidoban a sejtek percek alatt komoly, visszafordithatatlan karosodast
szenvednek. A core teriileten, tobbek kozott az ionhomeosztazis felboruldsa és ennek
kovetkezményei miatt a nekrozissal elhalt sejtekbdl tovabbi citotoxikus anyagok szabadulnak
fel, melyek a core teriiletet hagymahéjszertien koriilolelé, ugynevezett penumbra teriiletén
karositjak a sejteket (Abdullahi és mtsai., 2018). Amennyiben nem torténik reperfuzid, a
penumbra teriiletén 1évo sejtek is par ora alatt elpusztulnak (Wahlgren és Ahmed, 2004).

A vérellatas csokkenésével az iszkémia sordn kialakulé oxigén és gliikdz deprivacio az ATP
képzédésének csokkenését, és a Na'/K'-pumpa miikodési zavarat eredményezi. Az
ionegyensuly felboruldsa a preszinaptikus idegsejtek depolarizaciéjdhoz, majd erdteljes
glutamat felszabadulashoz vezet, mely az N-metil-D-aszpartat (NMDA), az a-amino-3-
hidroxil-5-metil-isoxazol-propionsav (AMPA) és a kainsav (KA) receptorokon keresztiil
sejtkarositd események sorozatat (excitotoxicitas) inditja el. A glutamat- és a K'-szint

emelkedése a core teriiletbdl kiindulva depolarizacids hullamokat idéz eld.
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1. abra. Az ionhomeosztazis és egyéb celluldris folyamatok megvaltozasa iszkémids sztrok és
reperfuzid sordn, mely folyamatok alapvetéen nekrotikus vagy apoptotikus sejthaldlba konvergalnak

(Wahlgren és Ahmed, 2004; Abdullahi és mtsai., 2018. munkai alapjan).

Az intracelluldris ionkoncentraci® megemelkedése az extracellularis térbdl folyadék
bearamlasat eredményezi a sejtekbe, amely citotoxikus 6démdhoz vezet. Az intracellularis
Ca?*-koncentracié ndvekedése szamos enzimrendszer aktivicidjahoz vezet: foszfolipazok,
protedzok és nitrogénmonoxid szintetaz enzimek hatdsara oxigén- és nitrogéntartalmi szabad

gyokok (reactive oxygen species, ROS) termelédnek a sejtekben, amelyek membran-



(lipolizis), mitokondrium- és DNS-karosodashoz, végiil nekrozishoz vezetnek. A reperfizid
sordan felszabaduld citokinek a mikroglia sejtek aktivacidjat és fehérvérsejtek kidramlasat
okozzak, valamint tovabbi ROS képzddésével stlyosbitjdk az iszkémia altal érintett sejtek
¢letfolyamatainak zavarat, ami végiil a sejtek apoptotikus elhalasahoz vezet (1. abra; Wahlgren
¢s Ahmed, 2004; Abdullahi és mtsai., 2018).

Az iszkémias sztrokban kialakuld oxigén-glikéz deprivacid hatasara elinduld koros
folyamatok nemcsak a neuronokat és gliasejteket karositjak, hanem a vér-agy gat sejtjeit is

(Sweeney és mtsai., 2016; Sifat és mtsai., 2017).

1.2. A vér-agy gat

1.2.1. A vér-agy gat felépitése és funkcioi

A vér-agy gat az agyszovetet a vérkeringéstdl elvalasztod, szamos sejtes €s molekularis
komponensbdl felépiilé dinamikus hatarfeliilet, amely az agy taplalasaért, mikrokdrnyezetének

fenntartasaért, patogénekkel és karos molekulakkal szembeni védelméért felelds.

A vér-agy gat anatomiai alapjat az agyi endotélsejtek képezik, melyek a I'V. kollagénbdl,
fibronektinbél, lamininb61 és heparan-szulfat proteoglikanokbol allo k6zos bazalis membranon
osztoznak a pericitakkal, melyeket az agy fel6li oldalon az asztrocitak végtalpai burkolnak be
(Abbott és mtsai.,, 2006). A vér-agy gatat alkotdé e harom f6 sejttipussal funkcionalis
kapcsoltban allnak még a mikroglia sejtek és neuronok is; a sejtek igy kialakuld szoros
egyiittmiik6dését neurovaszkularis egységnek nevezziik (Abbott és mtsai., 2006).

A vér-agy gat gatfunkcidjanak alapjat az agyi endotélsejtek kozotti szoros sejtkapcsold
struktardk, a szelektiv ion- és tapanyagtranszporterek, illetve aktiv efflux pumpak alkotjak.
Ezenfeliil a fenesztracio hidnya, az endotélsejteket boritd vastag, negativ toltést glikokalix €s
az alacsony pinocitotikus aktivitds minimalizdlja a kapillarisok endotélsejtjein torténd nem-
specifikus transzcellularis anyagatjutast (Campos-Bedolla és mtsai., 2014, Sweeney és mtsai.,
2016).

Az endotélsejtek kozotti szoros sejtkapesold struktarak (tight junction, TJ) {6 alkotdelemei
az okkludin, klaudin-5 és JAM (junkcionalis adhézios molekula) fehérjék, melyek két egymas
mellett 1év6 endotélsejtet horgonyoznak dssze transzmembran doménjeik segitségével (2. dbra).
Intracellularis doménjeik pedig zonula occludens plakkfehérjéken (ZO-1, -2, -3) keresztiil
kapcsolatban allnak a mikrotubularis és aktin citoszkeletonnal. A paracellularis gatat tovabb

erdsitd tényezOk a sejtek bazolateralis oldalan elhelyezkedd adherens kapcsolatok (adherens



junction, AJ), melyek Ca?*-fiiggd kadherinekbdl és kateninekbdl épiilnek fel (2. abra) (Abbott
¢s mtsai., 2000).

sejtadhézids
fehérjék

........................................ «— bazilis membrin

2. abra. A vér-agy gat felépitése és az agyi endotélsejtek sejtkapcsold strukturait felépitd fehérjék.

1.2.2. Anyagtranszport a vér-agy gaton keresztiil

A vér-agy gaton keresztiil szamos transzportitvonalat ismeriink: paracellularis transzport,
lipid-medialt diffuzio, adszorptiv-medialt transzcitozis, receptor-medialt transzcitozis, efflux
pumpak és karrier-medialt transzport (3. abra) (Veszelka és mtsai; 2015).

A vér-agy gaton valo atjutashoz a molekuldk dont6 tobbsége specifikus transzportfehérjéket,
csatornakat vagy receptorokat igényel. Ez alol csak olyan molekulak képeznek kivételt, melyek
lipofilek, poléris felsziniik nem haladja meg a 80 A2-6t, molekulatomegiik 400-500 Da-nal
kisebb, 6-nal kevesebb hidrogénkotés kialakitasara képesek, nincsenek forgd kotéseik, és
alacsony az affinitdsuk plazmaproteinekhez (Pardridge és mtsai., 2005; Abbott €s mtsai., 2009).
Az ilyen molekulak lipid-medialt szabad diffiizidval jutnak at a vér-agy gaton (pl. koffein,
etanol). Passziv diffuzidval, koncentracio-gradiensiik mentén mozognak a vérben szallitott
gazok (NO, Oz, CO»), melyek felvétele és leadasa a véraramlastol fligg (Abbott és mtsai., 2009).

A vér-agy gat agyi endotélsejtjei kozott kialakuld szoros kapcsolatoknak kdszonheten a
legtobb vizoldékony kis és nagy molekula endotélsejtek kozotti, paracelluldris szabad atjutasa
gatolt. Az agy szamara nélkiilozhetetlen tapanyagok specifikus transzporterek, ugynevezett
karrierek (solute carriers, SLC) segitségével jutnak at a vér-agy gaton. Az SLC
transzportfehérjék az endotélsejteknek mind a vér feléli (luminalis), mind az agy fel6li
(abluminalis) oldalan lokalizadlodhatnak, igy ezek elhelyezkedése hozzdjarul az agyi kapillaris-
endotélium polaritasanak meghatarozasahoz. Az agy szamara létfontossagu gliikoz szallitasaért

elsésorban az agyi endotélsejtekben nagymértékben expresszalt GLUT1 (SLC2A1),

6



masodsorban a Na*/gliikoz ko-transzporter (SGLT, SLC5A) felels (Campos-Bedolla és mtsai.,
2014). Az aminosavak szallitasat méret €s toltés alapjan szamos fehérje végezheti, példaul a
LATI1 és LAT2 (nagy, neutralis L-aminosavak), a CAT1 és CAT3 (kationos L-aminosavak)
illetve a SNAT2 (kisebb, neutrdlis aminosavak). Az MCT]1 a laktat, piruvat és ketontestek
szallitasaért felel. Egyes vitaminok (pantoténsav, biotin, liponsav) transzportja Na*-fliggd
multivitamin transzporter (SMVT), mig a C-vitamin szallitasa részben a natrium-aszkorbat ko-
transzporter (SVCT), oxidalt formaja pedig a GLUT1 segitségével jut at a vér-agy gaton
(Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Ezeken kiviil még a vér-agy gat szamos egyéb fehérjéje felel
a tobbi tapanyag, neurotranszmitter, hormon, ion és nyomelem szallitasaért (Abbott és mtsai.,
2009).

Receptor-medialt transzcitdzis soran az endotélsejtek lumindlis felszinén 1évd receptorok
megkotik a vérben széllitott specfikus ligandjaikat (peptidek, fehérjék, transzferrin,
lipoproteinek, inzulin), majd a receptor-ligand komplex endocitozissal bejut a sejtbe, végiil az
abluminalis oldalon transzcitdzissal kijut a sejtbdl a szallitott fehérje (Abbott €s mtsai., 2009).

Az agyi endotélsejtekben az endocitotikus vezikuldk szama alacsony, emiatt a nem
specifikus adszorptiv transzcitdzis szintje a vér-agy gaton sokkal kisebb mértékii, mint a
periférikus szervekben. Ennek kovetkezményeként a szérumfehérjék (példaul az albumin) agyi
bejutasa ¢€lettani koriilmények kozott igen kicsi, fokozott bejutdsuk a vér-agy gat sériilésére
utalhat (Pardridge, 2002).

Az agyi kapillarisok endotélsejtjeinek luminalis felszinén a membranban talalhatd
glikolipidek, glikoproteinek, illetve heparanszulfat-proteoglikanok oldallancai negativ felszini
toltésti glikokalix réteget hoznak létre, amely eclektrosztatikus gatként az erésen anionos
molekuldk vér-agy gaton valé atjutasat megakadalyozza (Hervé és mtsai, 2008).

A vér-agy gat fontos védelmi rendszerét alkotjak aktiv efflux pumpak, mint példaul a
multidrog rezisztencia-asszocialt proteinek (MRP, ABCC), melyek az idegszdvetben
megjelend endogén metabolitokat (pl. leukotrién C4, glutation) szallitjak az agybol a vér felé
(Abbott ¢és mtsai.,, 2009). Az efflux pumpak tobbsége az ATP-binding casette (ABC)
transzportercsaladba tartozik, és mitkodésiik ATP hidrolizisébdl szarmazo energia segitségével
valosul meg. Az efflux pumpak koziil a legjelentésebb a P-glikoprotein (P-gp, ABCB1) és a
mellrak rezisztencia-asszocialt protein (BCRP, ABCG2), melyek elsésorban az endotélsejtek

apikalis oldalan expresszalodnak és a xenobiotikumokat képesek a vérbe visszapumpalni.
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3. abra. A vér-agy gat endotélsejtjeinek kiilonboz6 transzportmechanizmusai (Abbott és mtsai., 2009).

Mindezek alapjan elmondhato, hogy a vér-agy gat szamos specifikus tulajdonsdganak
koszonhetden aktivan védi az idegszdvetet a vérben 1€vo karos anyagoktol, ugyanakkor szamos
olyan neuroprotektiv hatoanyag bejutasat is blokkolja, melyek potencialisan alkalmasak

lennének agyi megbetegedések, mint példaul a sztrok kezelésére.

1.2.3. A vér-agy gat sériilése iszkémias sztrok soran

crer

Az iszkémias sztrok patologiajanak egyik jellemzdje a vér-agy gat karosodas, amelynek
kovetkezménye a TJ-komplexek megvaltozdsa, a transzportfehérjék és az endocitotikus
transzport mechanizmusok modosulasa kdvetkeztében 1étrejovo permeabilitds ndvekedés, ami
stlyos klinikai kdvetkezményeknek, példaul a hemorragias transzformacionak az el6futara is
lehet (Abdullahi és mtsai., 2018).

A TJ-fehérjék lebontasaért kozvetleniil feleldsek a matrix metalloproteindz enzimek (MMP),
melyek az alacsony oxigénszint hatasara felszabaduld hipoxia-indukalt faktor-la (HIF-1a),
illetve az iszkémias eseményt kdvetd 2-6 oraban megjelend gyulladasos citokinek (TNF-o., IL-
1B) hatasara teremlédnek (Abdullahi és mtsai., 2018; Yang és mtsai., 2011). Szamos TJ fehérje,
mint a klaudin-5, okkludin és ZO-1 fehérjék expresszids szintje csokken, és/vagy lokalizacidja

megvaltozik iszkémias sztrokot kovetéen, ami a gatfunkcid karosodasaval jar. Ezzel



parhuzamosan az adherens junkciok is sériilnek a VE-kadherinek mennyiségének csokkenése
miatt (Abdullahi és mtsai., 2018).

Az integrinek szintén jelentOs szerepet jatszanak a vér-agy gat degradacidjaban sztrok
esetén. Fiziologias koriilmények kozott az integrinek kdlcsonhatasba Iépnek a bazalis membran
alkotoelemeivel (pl. kollagén IV, fibronektin, laminin, perlekan), ezaltal szabalyozzak a vér-
agy gat permeabilitasat. Iszkémias sztrokban az integrinek gyorsan degradalodnak, ami
0démahoz, gyulladashoz ezaltal a karosodasok stlyosbodasdhoz vezet (Abdullahi és mtsai.,
2018).

Az iszkémiat kovetéen felszabaduldo gyulladasos faktorok (NO, TNF-a, IL-1pB, IL-6)
hatasara enzimek aktivalédnak, melyek szamos vér-agy gat fehérje foszforilaciojat okozva
jelentés karosoddst okoznak. Az intercellularis (ICAM-1) és a vaszkularis sejtadhézids
molekulak (VCAM-1) kifejez6dése is jelentds mértékben megnd, melyek a fehérvérsejtek
felszini ligandjaihoz kotédve eldsegitik az aktivalt leukocitak atjutasat a vér-agy gaton és
bejutasat a kozponti idegrendszerbe fokozva ezzel a neuroinflammaciot (Abdullahi és mtsai.,
2018).
az agyi endotélsejtek és a gatfunkciok megdvasa kiemelt fontossagi az iszkémids sztrok

terapias kezelésében (Sifat és mtsai., 2017; Sweeney és mtsai., 2016).

1.3. A Kriippel-like faktor 2 (KLF2) szerepe endotélsejtekben

A vaszkularis endotélsejtek allandé fizikai kontaktusban vannak a folyamatosan aramlo
vérrel, igy ki vannak téve az abban keringd endogén vegyiiletek kémiai, illetve az aramlas
keltette biomechanikai hatasoknak. Ezek a hatasok kiilonboz6 jelatviteli utakon keresztiil
befolyasoljak a génkifejez6dést, ami pedig meghatarozza az endotélsejtek morfologiai,
adhézios, proliferacios, funkcidbeli fenotipusat (Novodvorsky és Chico., 2014).

A Kiriippel-like factor 2 (KLF2) egy transzkripcios regulator endotélsejtekben, melynek
termel6dését a véraramlas altal kialakulo fizikai er6k befolyasoljak (Atkins és Jain, 2007).
Ezeknek az er6knek két fobb tipusa van: az egyik a vér aramlasi irdnyaval parhuzamosan
kifejtett laminaris nyiroerd, a masik pedig a vér aramlasi iranyara meréleges, a vérnyomastol
fliggd vazodilatacios hatast nyujtoerd (White €s mtsai., 2007). A KLF2 expresszidjat foként a
laminaris véraramlas altal az érfalra kifejtett fizikai erd indukalja. A laminaris nyiréerének tobb
kozvetlen szenzora is ismert. A zavartabb aramlasnak kitett endotélsejtek luminalis oldalan
ciliaris fehérjék (polycystin-1 és polaris) érzékelik a nyirofesziiltség valtozasait, amely az
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intracellularis NO- és Ca®*-szint vatlozasait eredményezi (Nauli és mtsai., 2008). A primer
mechanoszenzoros komplex tovabbi képviseldi a glikokalix, integrinek, G-protein kapcsolt
receptorok, receptor tirozinkinazok (vaszkularis endothelialis novekedési faktor receptor 2,
VEGFR?2), ioncsatornak és kaveoldk (Tarbell és mtsai., 2005; Ando és mtsai., 2009). A
mechanoszenzoros komplex aktivalodasanak kovetkezményeként az endotélsejtekben
szignaltraszdukcios Gtvonal aktivalodik, amely elinditja a sejtmagban a KLF2 expressziojat
(Paudel és mtsai., 2021; Kumar és mtsai., 2005). Meghatarozo6 szabalyozo6 szerepét jelzi, hogy
a véraramlas altal indukalt tobb mint 700 gén 15%-a KLF2-fliggd moddon expresszalodik
(Fledderus és mtsai., 2008).

A KLF2 szamos gyulladasos mediatorral és citokinekkel kdlesonhatva anti-inflammatorikus
hatast fejt ki. Endotélsejtekben a KLF2 tultermelése gatolja az E-szelektin és VCAM-1
adhézios molekulak IL-1B, TNF-a és LPS (lipopoliszcharid) altali kifejezddését, ezaltal a
fehérvérsejtek adhézioja gyengiil (Parmar és mtsai., 2005).

A trombin és az NF-kB transzkripcidés faktor altal szabalyozott tutvonalak pro-
inflammatorikus hatasait a KLF2 csokkenti (SenBanerjee és mtsai., 2004). A KLF2 a PAR-1
(proteaz-aktivalt receptor-1) trombin receptor gatlasan keresztiil mérsékeli a trombin okozta
sejtmagi NF-kB-felhalmozodast és DNS kotddést, igy az nem képes proinflammatorikus
fehérjék termelésének meginditasara (Lin €s mtsai., 2006).

A KLF2 serkenti az antioxidativ fehérjék, valamint a glikokalixot alkoté hialuronsav
termelését is (Wang és mtsai., 2020), valamint csokkenti a gliikkozfelvételt, a mitokondriumok
szamat ¢és metabolikus funkciot a periférias endotélsejtekben (Doddaballapur és mtsai., 2015).

Az eddig emlitett periférids endotélsejtekben latott hatdsok mellett a vér-agy gat esetében a
nyugvo endotéliumban kifejez6d6 KLF2-nek is kiemelten fontos szerepe van a
gattulajdonsadgok kialakitdsa és az érrendszer homeosztazisdnak fenntartdsa mellett a
vaszkularis tonus €és a vér-agy géat antioxidativ kapacitasanak szabdlyozésaban, illetve a
gyulladas, hemosztazis, trombozis, vaszkulo- és angiogenezis, valamint az ateroszklerdzis
folyamataiban (Gimbrone és mtsai., 2000; Wu és Birukov, 2019).

A KLF2 képes a szoros sejtkapcsolatokat alkoté okkludin fehérjék expresszidjat fokozni,
valamint az endothelilis réskapcsolatok (gap junction) kialakitasaért felelds egyik konnexin
fehérje (CX37) termelését is indukalni (Saez €s mtsai., 2003; Pfenniger és mtsai., 2012).

Mindezen adatok felvetik annak lehetéségét, hogy az endotélsejtekben kifejez6dé KLF2
szintjének novelése protektiv szereppel bir, és szamos olyan szignalizacios utat és folyamatot

befolyasol, melyek az iszkémia és reperfiiziod soran is érintettek.
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1.4. A sztrok kezelése

A klinikumban jelenleg akut iszkémias sztrok kezelése soran csak a tiinetek jelentkezését
kovetd 4-6 Oras terapias ablakban van mod trombolizis biztonsagos alkalmazasara rekombinans
szOveti plazminogén aktivator (rtPA) intravénas beadasaval. A rtPA-kezelés azonban csak
bizonyos kockéazati tényezdket figyelembevéve, jol szelektalt betegeknél bizonyul hatdsosnak,
ezért mindossze a sztrokos betegek 1-3%-nal alkalmazhato (Sweeney és mtsai., 2016). Az rtPA
kezelés esetén sulyos szovodmények is kialakulhatnak, mint amilyen az intrakranialis vérzés.
A terapias ablakon tul a kezelési lehetdségek a sztrok kialakulasa utani 48 oran beliil beadott
acetilszalicilsavra és a korai antikoagulans terapiara korlatozodnak (Adams és mtsai., 2007).

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a klinikumban a sztrok kezelésére iranyul6 jelenlegi
terapias lehetdségek, neuroprotektiv és veér-agy gat védd hatdéanyagok igen korlatozottak, és

nagy sziikség van 1j, hatékony gyodgyszerjeloltek kutatasara €s fejlesztésére.

2. CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk nemrégiben kifejlesztett egy jelenleg szabadalmaztatasi eljaras alatt allo
molekulakombinaciét, amelyrdl sejttenyészetes kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy
alkalmas a vér-agy gat tulajdonsagok jelentds indukalasdra ¢és javitasara fiziologias
koriilmények kozott. Ezt a hatasat az agyi endotélsejtekben tobbek kozott a klaudin-5 fehérje
expresszidjanak, az efflux pumpdk aktivitasanak és a glikokalix denzitdsanak nodvelésén
keresztiil éri el. Emellett igazoltuk azt is, hogy jelent6sen megemeli a KLF2 faktor szintjét agyi
endotélsejtekben. A szabadalmaztatasi eljaras miatt dolgozatomban a molekulakombinécio
pontos Osszetételét nem ismertethetem, a tovabbiakban pedig ,.kombinacié-1” néven fogom

emliteni.
Kisérleteink soran az alabbi kérdéskoroket vizsgaljuk:

1) Milyen hatasa van az oxigén-gliikoz deprivacionak és reoxigenacionak az altalunk
alkalmazott human vér-agy gat modell gatfunkcidira?

2) Ismert, hogy periférias endotélsejtekben a KLF2 expressziojanak novelése protektiv
szamos betegség esetében. Hogyan valtozik a KLF2 szintje oxigén-glikoz
deprivacid/reoxigenacio hatasara agyi endotélsejtekben?

3) A kombinacio-1 kezelés fiziologias koriilmények kozott megemelte a KLF2

transzkripcios faktor expresszids szintjét és szdmos vér-agy gat funkciot is erdsitett.
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Lehet-¢ patologias koriilmények kozott, oxigén-glikoz deprivacio/reoxigenaciot
kovetden is a kombinacio-1 kezeléssel novelni a KLF2 expresszids szintjét és ezaltal
iszkémids sztrok sejttenyészetes modelljében a vér-agy sériilésekkel szemben védo

hatast kifejteni?
A fenti kérdéskorok megvalaszolasara az alabbi kisérleteket végezziik el:

A kombinacié-1 hatasanak vizsgalata normal tenyésztési koriilmények (normoxia), valamint

oxigén-gliikkdz deprivacid/reoxigenacié (OGD/R) soran:

1) az agyi endotélsejtek ¢letképességére;

2) a vér-agy gat modell transzendotelialis elektromos ellenallasara (TEER);

3) a vér-agy gat modell permeabilitasara, paracellularis (SF) és transzcellularis marker
(EBA) molekulak segitségével;

4) aKLF?2 transzkripcios faktor és a klaudin-5 sejtkapcsold fehérje szintjének valtozasara,

immuncitokémiai modszer segitségével.

12



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Vegyszerek

Minden reagens beszerzési forrasa, amennyiben nincs masképp feltiintetve, a Merck Life

Science Kft, Magyarorszag.

3.2. Sejttenyésztés

A kisérleteinkhez ko-kultiraban tenyésztettink human koldokzsinorvérbol —izolalt
6ssejtekbol differencialtatott endotélsejteket (hEC) és borju pericitakat (bPC). A sejteket
francia egyiittmiikodé partnereinktdél (Laboratoire de la Barriecre Hémato-Encéphalique,
University of Artois, Lens, Franciaorszag) kaptuk ajadndékba, és az 6 engedélytlikkel hasznaltuk
fel a kisérleteinkhez.

A hEC sejteket a ko-kultara Iétrehozasa elott (P7 passzazs szamig) IV. tipusu kollagénnel
(100 pg/ml) és fibronektinnel (25 pg/ml) bevont steril Petri-csészékben novesztettiik 5% borja
szérummal (FBS, Sciencell, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok), 1% endothelsejt
novekedést segité anyaggal (Sciencell, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) és 0,5%
gentamicinnel kiegészitett tapfolyadékban (ECM, Sciencell, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) 5% CO_ mellett, 37 °C-0s inkubatorban (Cecchelli és mtsai., 2014).

A bPC sejteket a ko-kultara 1étrehozasa el6tt (P12 passzazs szamig) IV. tipusa kollagénnel
(100 pg/ml) bevont steril Petri-csészékbe szélesztettiik, és 20% FBS-sel, 1% glutamaxszal és
1% gentamicinnel kiegészitett tapfolyadékban (DMEM, Thermo Fisher Scientific, Amerikai
Egyesiilt Allamok) tenyésztettiik 5% CO2 mellett, 37 °C-os inkubatorban (Cecchelli és mtsai.,
2014; Mossu ¢és mtsai., 2019).

3.3. Eletképesség vizsgalat impedanciaméréssel

Az impedanciaméréshez a sejteket egy sejtrétegben (monokultura) tenyésztettiik, az analizist
pedig XCELLigence miiszer (ACEA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik (4.
abra). Az endotélsejteket egy impedancia mérésre alkalmas, 96-lyuku, integralt arany
mikroelektrodakat tartamazo, steril tenyésztdlemezbe szélesztettiik (E-plate, ACEA, Amerikai

Egyesiilt Allamok), 6 x 10° sejt/lyuk siiriiségben, melyet IV. tipust kollagénnel (100 pug/ml) és
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fibronektinnel (25 upg/ml) vontunk be. A sejtek 5% FBS-sel, 1% ECGS-sel és 0,5%
gentamicinnel kiegészitett endotélsejt tapfolyadékban (ECM, Sciencell, Carlsbad, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) novekedtek, 5% COp-tartalmu, 37 °C hdmérsékletii inkubatorban.

sejtek letapadasa protektiv anyag hozzaadasa
 — E—  — E— — —
S— — S— — S —
elektronok dramlésa szabad elektronok dramlasa akadélyozott elektronok dramlasa akadalyozottabb

Sa== SR

4. abra. Az impedanciaalapt sejtanalizis sordn a letapadé sejtek rétege és az arany mikroelektrodak

kozott kialakulé impedancia mérhet6. Minél szorosabb a letapadd sejtek kozotti kapcsolat, annal

magasabb az impedancia.

A sejteket eldszor 24 6raig normoxids koriilmények kozott, kezelés nélkiil novesztettiik,
majd ezt kovetéen a sejteket glikozmentes médiumban (DMEM/F12, Biowest) ¢és 1% Oo-
tartalmu, 37 °C-os inkubatorban 6 éran at tartottuk (OGD). Az OGD utan a sejteket 24 o6rara
visszahelyeztiikk normal oxigén-tartalmt inkubatorba (OGD/R), illetve a sejtek egy részét a 24
6ras OGD/R alatt megkezeltiik kombinacio-1-gyel is. A sejtkarositd hatast a miiszer sejtindex
értékkel fejezi ki, amely tiikrozi a sejtek szamat és életképességét (4. abra). A sejtindexet az Ry
— Rp képlet alapjan kapjuk meg, ahol Rn az adott lyukban a sejtek és az elektrodak kozti

impedancia értéke, Ry pedig a sejtmentes tapfolyadék hattérimpedanciaja.

3.4. Iszkémias koriilmények létrehozasa human vér-agy gat ko-kultira modellen

Az agyi iszkémiat és az azt koveto reperfiizids allapotot modellezve a sejteket normal glitkkoz
¢és oxigénellatottsagnak (normoxia), valamint oxigén-glikoz megvonasnak (OGD) és
reoxigenacios (OGD/R) koriilményeknek tettiik ki. A bPC sejteket TV. tipust kollagénnel (100
ug/ml) bevont, 12-lyukt sejttenyészté lemezekben (Corning Costar) tenyésztettiik, 12 000
sejt/lyuk mennyiségben. A hEC sejteket pedig a 12-lyuku sejttenyészt6 lemezekbe illeszthetd
sejttenyésztd betétekben (PET membran, 0,4 um porusméret, 1,12 cm? feliilet, Transwell,

Corning Costar) 70000 sejt/membran mennyiségben tenyésztettiik, a betétek pordzus
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1)

2)

3)

4)

membranjat pedig IV. tipusu kollagénnel (100 pg/ml) és fibronektinnel (25 pg/ml) vontuk be
(5. abra).

A kisérletekhez a hEC és bPC sejteket négy napig tenyésztettiik egyiitt 5% FBS-sel, 1%
ECGS-sel és 0,5% gentamicinnel kiegészitett ECM tapfolyadékban. Az 6tddik napon

médiumceserét kovetden a sejteket négy csoportba soroltuk:

Normoxia kontroll (N): normal glikoz- és oxigénellatottsaghi koriilmények kozott tartott
sejtek.

Normoxia + kombinacio-1 (N+K): normal gliikoz- és oxigénellatottsagu koriilmények
kozott tartott €s 24 6ran at kombinacio-1 kezelt sejtek.

OGDI/R kontroll (OGD/R): a sejteket glilkozmentes médiumban és 1% O»-tartalmu, 37 °C-
os inkubatorban 6 6ran 4t tartottuk (OGD), majd ezt kovetden a 24 oras reoxigenacio (OGD/R)
soran a sejteket ismét normal gliikdztartalmi médiumba, és normal oxigéntartalmu 37 °C-0s
CO»-inkubatorban tartottuk 24 oran at.

OGD/R + kombinacio-1 (OGD/R+K): 6 6ras OGD-t kdvetden a 24 oras reoxigenacio alatt
a sejtek végig kombinacio-1 kezelést kaptak.

©C>< %J%D " luminalis |

Nmsnsuinssunnsnsnsnn o hEC

ablumindlis
——bPC

5. abra. Vér-agy gat ko-kultura modell sematikus abraja. A 12-lyuku sejttenyészté lemez lyukaiba
helyezhet6 sejttenyészté betétek vér feldli, azaz luminalis oldalan human endothelsejtek (hEC) nének,
mig a tenyésztélemez aljan, az abluminalis vagy agy fel6li kompartmentben helyezkednek el a borji

pericita (bPC) sejtek. Az abra a biorender.com segitségével késziilt.
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3.5. Transzendothelialis elektromos ellenallas

A vér-agy gat modell endotélsejtrétegének paracellularis szorossagat —mutatd
transzendothelidlis elektromos ellenallast (TEER) EVOM rezisztenciaméré és STX-2
elektrodapar (World Precision Instruments Inc., Amerikai Egyesiilt Allamok) segitéségével
mértiik (7. abra).

A mért ellenallas értékek (Q) és a tenyésztbetétek felszine (A; 1,12 cm?) alapjan, a
sejtmentes tenyésztObetétekben mért hatterek atlagat (100 Q) levonva az alabbi modon

megkaptuk a sejtrétegek TEER értékeit (6. abra):

TEER(Q X cm?) = (R, — Ry) X A

6. abra. A transzendotelidlis elektromos ellenallds (TEER, Q x cm?) szamolasanak egyenlete. Ry
elektromos ellenallas nyers adatok (Q2). Rp: elektromos ellenallas, hattér (Q2). A: tenyésztébetét felszine

(cm?).

A TEER mérést a sejtek négy napos eldtenyésztését kovetden az egyes csoportoknal
normoxiaban, OGD el6tt, az OGD/R utédn és a kombinacio-1 kezelést kovetden a kisérlet végén

is elvégeztiik.

1 68 OUTPUT
oS
@ POWER @ FUNCTION

0 MILLIVOLTS

7. abra. A TEER mérés Sematikus abraja. Az abra a biorender.com segitségével késziilt.
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3.6. Permeabilitas mérés

A vér-agy gat modell ateresztoképességét marker molekulakkal, Evans kék festékhez
kapcsolt albumin (EBA; 67 kDa) és Na-fluoreszcein (SF; 376 Da) segitségével mértiik (8. abra).
Elébbi a vér-agy gat modell transzcellularis, utdobbi a paracellularis permeabilitasi marker
molekuldja.

Permeabilitasi kisérleteinkhez puffer oldatot készitettiink fenolvords-mentes médium
(DMEM/F-12, Thermo Fisher Scientific, Amerikai Egyesiilt Allamok) és 1% borju szérum
(FBS, Sciencell, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) felhasznaldséaval. Ebbél 1,5

ml/lyuk mennyiséget mértiink az abluminalis kompartmentbe.

|
luminalis kompartment @ & ‘

abluminalis kompartment

8. abra. Az Evans kék albumin (EBA) transzcellularis és a Na-fluoreszcein (SF) paracellularis atjutasa
az endotélsejtek rétegén a luminalisbdl (L) az abluminalis (A) kompartmentbe. Az abra a biorender.com

segitségével késziilt.

A luminalis kompartmentbe 0,5 ml permeabilitasi pufferben SF (10 pg/mL) és EBA marker
molekulat (10 mg/mL BSA + 167.5 ug/mL Evans-kék) oldottunk. Sikrazon (100 fordulat/perc),
egy Ora inkubacid utdn, a lumindlisb6él az ablumindlis folyadéktérbe jutott markerek
koncentracidjat spektrofluoriméteres mérés (Flurolog 3, Horiba Jobin Yvon, Japan)
segitségével mértiik vissza (EBA: excitacio: 584 nm, emisszi6: 663 nm; SF: excitacio: 485 nm,
emisszio: 515 nm). A markerek vér-agy gat permeabilitasi adataibol latszolagos permeabilitasi

egylitthatot (Papp) szamoltunk az alabbi egyenlet segitségével (9. abra):
_ [ClaxVy
Papp (€M/5) = 1o S A X At

9. abra. A Py, a latszolagos permeabilitasi egyiitthatoé (cm/s) szamolasanak egyenlete. [C]a: marker
abluminalis koncentracidja, Va: abluminalis folyadéktér térfogata (cm?®), [C].. marker luminalis

koncentracidja, A: tenyésztébetét felszine (cm?), At: a mérés soran eltelt id6 (s).
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3.7. Immuncitokémia

A permeabilitdsi kisérletet kovetden a tenyésztObetétek membranjara ndvesztett
endotélsejtrétegeket fixaltuk: klaudin-5 festés esetén metanol és aceton 1:1 aranyu keverékével
10 percig; KLF2 festés esetén PBS-ben oldott 3% PFA oldattal 2 percig. Fixalas utan a mintakat
kétszer mostuk Ca?*- és Mg?"-mentes PBS-ben, majd permeabilizaltuk PBS-ben oldott 0,2%
Triton-X 100 segitségével 10 percig. Ezt kovetéen PBS-ben oldott 3% BSA oldattal blokkoltuk
a nem-specifikus kotOhelyeket 1 oran at, majd a mintakat egy éjszakan at inkubaltuk a
blokkoloban oldott elsédleges antitestekkel (nyul anti-KLF2, 1:100; egér anti-Klaudin-5 1:200).
Az inkubaciot kdvetden a mintakat kétszer mostuk, és PBS-ben oldott masodlagos antitestettel
(anti-nytal Alexa Fluor 488, 1:400; anti-egér Alexa Fluor 555, 1:400) egy oran at inkubaltuk.
Az inkubacids 1d6 utolsé tiz percében magfestéket (Hoechst, 1:1000) is adtunk a mintakhoz.

Végil a mintdkat kétszer mostuk PBS-ben, majd egyszer desztillalt vizben, és a
membranokat kivagva, mounting folyadék segitségével targylemezekre rogzitettiilk. Az egyes
mintak kiilonb6z6 teriileteirél 10-10 képet készitettiink konfokalis mikroszkop (Leica
Microsystems) segitségével, majd a képek fluoreszcens intenzitasanak mérését ImageJ szoftver

segitségével végeztiik.

3.8. Statisztikai kiértékelés

Az elvégzett kisérletek kiértékelését Microsoft Excel, illetve GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software Inc., Amerikai Egyesiilt Allamok) statisztikai és diagramszerkeszté program
segitségével értékeltiik ki. Az adatokat atlag + szoras értékekben adtuk meg. Az adatsorokon
egyutas ANOVA variancia-analizist kovetéen Bonferroni poszttesztet alkalmaztunk.
Statisztikailag szignifikdnsnak a p < 0,05 értékeket tekintettiik. Minden kisérletet legalabb

haromszor megismételtiink, kisérletenként 3-18 parhuzamos mintaval dolgoztunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. OGD és OGD/R hatasa az agyi endotélsejtek monokultiurajanak életképességére

A kontroll, normoxias allapothoz képest a hatéras OGD a sejtindex szignifikans csokkenését
okozta, ami a sejtréteg jelentds karosodasara utal. Ezt kovetden a 24 dras reoxigenacio soran a
normal gliikdztartalmi médium visszaaddsa és a sejtek visszahelyezése a normal
oxigéntartalmu 37 °C-0s CO.-inkubatorba fokozatosan emelte a sejtindexet, amely a kisérlet
végén a normoxias allapothoz kozelitd értéket vett fel (10/A abra). A reoxigenacid alatti
kombinacid-1 kezelés azonnal €s szignifikdns modon megemelte a sejtindexet az OGD/R

csoporthoz képest, ami protektiv hatasra utal (10/A-B abra).
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10. abra. Az agyi endotélsejtek életképesség vizsgalatanak kinetikdja impedancia méréssel 6 6ras OGD
¢és az azt kovetd 24 oras reoxigendcido (OGD/R) és kombinacié-1 kezelés (OGD/R+K) hatasara (A).
Normalizalt sejtindex értékek a kontroll, normoxias allapothoz (N) viszonyitva 6 6ra (OGD), illetve 30
ora elteltével (OGD/R, OGD/R+K) a kisérlet végén (B). Statisztika: egyutas ANOVA, Bonferroni
posztteszt. ****P<0,0001, az N csoporthoz viszonyitva; “*P<0,001, az OGD/R csoporthoz viszonyitva;
n=6-12

4.2. A kombinacio-1 kezelés hatiasa a vér-agy gat ko-kultara modell transzendotelialis

elektromos ellenallasara normoxiaban és OGD/R esetén

Normoxias koriilmények kozott a kombinacio-1 kezelés szignifikans modon, 34%-kal
megemelte a sejtrétegek elektromos ellenallasat, ami a vér-agy gat modell szorosabba valasara
utal (11. abra). Az OGD/R hatasara a sejtréteg TEER értéke drasztikus modon, 30%-kal

lecsokkent, ami a paracellularis utvonalak megnyilasara és a vér-agy gat funkciok romlasara
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utal. A reoxigenacioval parhuzamosan kombinacio-1 kezelést kapott sejtrétegek elektromos
ellenallasa viszont 108%-kal megemelkedett az OGD/R kontrollhoz képest, mely érték még a
normoxiahoz képest is magasabb volt. Ez arra utal, hogy a kombindcid-1 kezelés hatasara az
agyi endotélsejtek rétegei szorosabba valtak (11. abra).
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11. abra. A kombinacio-1 kezelés hatasa (N+K; OGD/R+K) a vér-agy gat ko-kultira modell
transzendotelialis elektromos ellenallasara (TEER) normoxidban (N) és OGD/R esetén. Statisztika:
egyutas ANOVA teszt, Bonferroni posztteszt. ****P<0,0001, az N csoporthoz viszonyitva;
###P<0,0001, az OGD/R csoporthoz viszonyitva; n=6.

4.3. A kombinacié-1 kezelés hatisa a vér-agy gat ko-kultiira modell permeabilitasara

normoxiaban és OGD/R esetén

A kis molekulatomegii, paracellularis vér-agy gat permeabilitasi marker molekula, az SF a
kontroll, normoxiés csoportban alacsony mértékben jutott at a modellen (5,9 x 108 cm/s), mely
a vér-agy gat megfeleld mértékli szorossagdra utal, és Osszhangban 4ll a korabbi
eredményeinkkel (Mészaros és mtsai, 2023). A kombindcié-1 kezelés ezt az alacsony
permeabilitast még tovabb csdkkentette 29%-kal (4,2 x 10° cm/s), ami azt mutatja, hogy a
kezelés hatasara a modell paracellularis szorossaga megnétt (12. abra).

OGD/R hatasara a sejtréteg ateresztoképessége megemelkedett az SF marker molekulara
(6,4 x 10 cm/s), a normoxiahoz képest 8%-Kkal. Ezt a karos hatast a kombinacio-1 kezelés
képes volt kivédeni, és az SF permeabilitasi szintjét a normoxiaban kezelt csoport szintjére

csokkenteni (4,5 x 10 cm/s) (12. abra).
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12. abra. A kombinacid-1 kezelés hatasa (N+K; OGD/R+K) a vér-agy gat ko-kultira modell natrium-
fluoreszcein (SF) permeabilitisara normoxiaban (N) és OGD/R esetén. Statisztika: egyutas ANOVA
teszt, Bonferroni posztteszt. ¥*P<0,05, az N csoporthoz viszonyitva; “P<0,05, az OGD/R csoporthoz

viszonyitva; n=6. Papp: latszolagos permeabilitasi allando.

A nagy molekulatomegii, transzcellularis vér-agy gat permeabilitasi marker molekula, az
EBA a kontroll, normoxias csoportban szintén alacsony mértékben jutott at a modellen (0,19 x
108 cn/s), mely az agyi endotélsejtrétegek megfeleld mértékii szorossagara utal és 6sszhangban
all a korabbi eredményeinkkel (Mészaros és mtsai, 2023). A kombinacio-1 kezelés ezt az
alacsony permeabilitast 56%-kal tovabb csokkentette (0,08 x 10 cm/s), ami azt mutatja, hogy

a kezelés hatasara a modell traszcelluléris szorossaga tovabb nétt (13. abra).
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13. dbra. A kombinacio-1 kezelés hatasa (N+K; OGD/R+K) a vér-agy gat ko-kultira modell Evans
kék-albumin (EBA) permeabilitasara normoxiaban (N) és OGD/R esetén. Statisztika: egyutas ANOVA
teszt, Bonferroni posztteszt. **P<0,01, az N csoporthoz viszonyitva; *P<0,01, az OGD/R csoporthoz
viszonyitva; n=6. Ppp: 1atszolagos permeabilitasi allando.
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OGD/R hatasara a vér-agy gat modelliink permeabilitdsa a normoxidhoz képest
megemelkedett az EBA marker molekulara 19%-kal (0,23 x 10 cr/s). Ezzel a kéros hatéssal
szemben a kombinacio-1 kezelés jelentds mértékben védeni tudott, és az OGD/R csoporthoz
képest 59%-kal lecsokkentette az EBA szintjét (0,09 x 10° cm/s), amely érték a normoxias

kezelt csoportéhoz hasonld volt (13. abra).

4.4. Immuncitokémiai vizsgalatok

A vér-agy gat permeabilitasi kisérleteket kovetden az agyi endotélsejtek rétegét fixaltuk és
immuncitokémiai modszerrel megfestettiik a sejtmagokat, valamint a vér-agy gat legfontosabb
festések eredményeképpen a mikroszkopos képeken egységes endotélsejtréteg latszik, a KLF2
transzkripcios faktor festédése a sejtmagban és perinuklearisan a legintenzivebb (14/A ébra).
A mikroszkdpos felvételek fluoreszcens festési intenzitasainak kiértékelése alapjan igazolodott,
hogy normoxiaban a kombinacio-1 kezelés képes megemelni a KLF2 szintjét (14/B ébra).
Azonban a sériilés hatasasra, OGD/R koriilmények kozott is megemelkedik a transzkripcios
faktor szintje a normoxidhoz képest, valoszinlileg a sejtek védekezé mechanizmusanak
részeként, és ezt a valtozast a kombinacio-1 kezelés mar nem tudta befolyasolni (14/B abra).

A klaudin-5 szoros sejtkapcsol6 fehérje festédési mintazata a kontroll, normoxias csoportban
jellegzetes, funkcidjanak megfelelden a sejtek hataran, a membranban megfigyelhetd
elhelyezkedést mutat (15/A abra). Normoxiaban a kombinacio-1 kezelés hatasara a klaudin-5
fehérje membranokban vald megjelenése még kifejezettebb lett, festédési intenzitasa is
erOsebbé valt, amit a fluoreszcens képek kiértékelése is igazolt (15/B abra).

Az OGD/R kérosodast kovetden a klaudin-5 fest6dési mintazata drasztikus moédon
megvaltozott, a membran festddés szakadozottd valt és sejten beliili lokalizacidja is
megvaltozott, a membran helyett a citoplazmaban jelent meg (15/A abra). A sériilést kovetden
a festési intenzitasa is szignifikins mértékben lecsokkent (15/B abra). Ez a szoros
sejtkapcsolatok sériilésére utal, ami a vér-agy géat permeabilitdsanak novekedését okozza. A
kombinacid-1 kezelés hatdsdra azonban a klaudin-5 festési mintdzata a normoxidhoz hasonléva
valt, és a képek fluoreszcencia intenzitasanak analizise is igazolta, hogy OGD/R alatti
kombinécio-1 kezelés hatdsara a klaudin-5 fehérje expresszidja szignifikans modon

megemelkedett a sejttenyészetben (15/A-B abra).
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14. abra. A kombinacio-1 kezelés hatasa az agyi endotélsejtek KLF2 immuncitokémiai festodésére
normoxidaban é OGD/R esetén (A). A KLF2 immuncitokémiai festés intenzitasanak kiértékelése
normoxiaban (N), OGD/R esetén és a kezelések hatdsara (N+K, OGD/R+K) (B). Statisztika: egyutas
ANOVA teszt, Bonferroni posztteszt. *P<0,05, ****P<0,0001, az N csoporthoz viszonyitva; n=10
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15. abra. A kombinacié-1 kezelés hatasa az agyi endotélsejtek klaudin-5 immuncitokémiai festédésére
normoxiaban és OGD/R esetén. (A). A klaudin-5 immuncitokémiai festés intenzitasanak kiértékelése
normoxiaban (N), OGD/R esetén és a kezelések hatdsara (N+K, OGD/R+K) (B). Statisztika: egyutas
ANOVA teszt, Bonferroni posztteszt. *P<0,05, **P<0,001, az N csoporthoz viszonyitva; ###Pp<0,0001,

az OGDI/R csoporthoz viszonyitva; n=10
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5. MEGBESZELES

A magas mortalitds és nagyaranyu prevalencia ellenére a sztrok kezelésére iranyuld terapias
lehetéségek igen korlatozottak (Adams és mtsai., 2007). Az egyetlen, az Egyesiilt Allamok
Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (FDA) altal jelenleg elfogadott hatbéanyag a
trombolitikus hatast szoveti plazminogén aktivator (tPA), mely kezelésben a rovid terapias
ablak és a nagy kockazati tényezOk miatt csak kevés sztrok beteg részesiilhet, és a kialakulo
szovodmények is suyos kovetkezményekkel jarhatnak. Siirgetd sziikség van ezért olyan
hatéanyagok fejlesztésére, melyek hatékonyan képesek az iszkémia soran fellépd oxigén €s
ghikoéz deprivacio, majd az azt kdvetd reperfuzid hatasara bekovetkez6 szoveti karosodasokat
kivédeni, melyeknek elsé meghatarozo jele a vér-agy gat sériilése (Abdullahi és mtsai., 2018;
Sweeney és mtsai., 2016; Sifat és mtsai., 2017).

Kutatocsoportunk koradbban kifejlesztett a vér-agy gat sejtjeire szamos ponton jotékony
hatassal bir6 kombinacio-1 molekulakeveréket, mely jelenleg szabadalmaztatasi eljaras alatt
all, és amely fiziologias korilmények kozott az agyi endotélsejtek gatfunkcioit képes
szignifikans modon javitani in vitro kisérletekben. Jelen munkank soran a kombinacio-1
molekulakeverék hatasat tanulmanyoztuk patoldgias koriilmények kozott, vizsgalva az
iszkémias sztrok sejttenyészetes modelljében a vér-agy gat sejtjeinek életképességét, a modell
elektromos ellenallasat és ateresztéképességét, valamint a KLF2 transzkripcios faktor és a
klaudin-5 sejtkapcsold fehérje expresszidjat.

Az impedanciamérés az endotélsejtréteg integritdsanak mérésére alkalmas, jelzOanyag
nélkiili, nem-invaziv, valos idejii sejtanalitikai mddszer, mely képet ad arrél, hogy bizonyos
tenyésztési koriilmények vagy kiilonb6z6 kezeléanyagok hozzaadésa, illetve azok hidnya
milyen valtozast idéz ¢l6 az endotélsejtréteg ¢letképességében. A sejtek letapadasa utan a sejtek
¢s a tenyésztdlemez aljan 1évé mikroelektrodak kozott 1étrejovo valtakozo dramu elektromos
ellenallas (impedancia) az elektrodafelszin lefedettségének mértékével egyenesen aranyosan
nd. Amennyiben a sejtréteget karosodas éri, a sejtek felgombolyodnek, életképességiik és
szamuk csokken, igy az impedancia is csokkend tendenciat mutat, protektiv anyaggal torténd
kezelés soran pedig impedanciandvekedést tapasztalunk. Impedanciaméréseink alapjan a
kiindulo ponthoz, a normoxids 4llapothoz képest a hat 6ras oxigén-gliik6z megvonas a sejtindex
szignifikans csokkenését okozta, vagyis az agyi endotélsejtek életképességére a hipoxia és
hipoglikémia kérositd hatassal van. Az ezt kdvetd reoxigenacid soran a sejtindex értékek a
normoxias allapothoz lassu tendenciaval kozelitettek, a sejtek visszakeriilve a normal gliikoz és

oxigénellatottsdg allapotdba lassan regeneralodtak. Ez utobbi felépiilési folyamatot a
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reoxigenaci6 alatti kombinacio-1 kezelés szignifikans modon javitotta. Kisérleteink ezaltal
bizonyitottak, hogy a kombinacio-1 kezelés nemcsak fiziologias koriilmények kozott, hanem
jelen esetben OGD/R sériilést kovetden is képes a sejtek eletképességét ndvelni, és szignifikans
modon védeni a karos hatasokkal szemben.

Az agyi endotélsejtek kozti szoros sejtkapcsolatok, melyek egyik legfontosabb alkotdja a
klaudin-5 fehérje, szigorian szabalyozzak a vér-agy gatnak még az ionokkal szembeni
ateresztOképességét is. A szoros kapcsolatok mindségének valtozasa meghatarozza az ionok
paracellularis 4ramldsanak mértékét a vér-agy gat modell lumindlis és abluminalis
kompartmentje kozott, melyet a sejtréteg transzendotelidlis elektromos rezisztencia (TEER)
értékével mérhetiink (Deli és mtsai., 2005). Konfluens sejtréteg és jo paracellularis gatfunkciok
mellett a TEER értékek magasak, ezzel szemben toxikus hatasok esetén a sejtréteg ellenallasa
csokken. A vér-agy gatat alkotod sejtrétegek ateresztOképességének mértékét permeabilitdsi
marker moklekuldk (pl.: SF, EBA, mannitol) atjutasaval teszteljiik. A markerek atjutasanak
alacsony mértéke a modell josagara utal, és az egyes markerek esetén irodalmi adatok altal
sz¢les korben alatdmasztott (Deli és mtsai., 2005).

Az iszkémias koriilményeknek a vér-agy gat egyes gatfuncioira (TEER, marker molekulak
permeabilitasa) kifejtett hatasa nem teljesen tisztazott a szairodalomban. Az egyes irodalmi
eredmények Osszehasonlitasat neheziti az alkalmazott OGD/R paraméterek eltérései is. Jelen
kisérleteinkben 6 oras OGD-t és 24 oras reoxigenaciot alkalmzatunk. Ezeket a kisérleti
paramétereket japan egylittmiik6do partnereinkkel kozdsen dolgoztuk ki, €s bizonyitottuk, hogy
OGD/R hataséara a TEER csokken, az SF ¢s EBA permeabilitasa pedig megnd primer patkany
ko-kultura vér-agy gat modellen, és a gatfunkciok romlasa ko-kulttira esetén még kifejezettebb
a monokultaraval 6sszehasonlitva (Sato és mtsai., 2022). Ezzel 6sszhangban allnak a jelen
kisérleteinkben kapott eredményeink is, és igazolni tudtuk, hogy human vér-agy gat modellen
is csokken a TEER ¢és megnd a modell ateresztoképessége marker molekuldkra nézve OGD/R
hatasara.

Ezzel ellentétes valtozasokat figyeltek meg Tornabene és csoportja primer borji agyi
endotélsejtekbdl €és patkany asztrocitdkbol 4ll6 ko-kultiran végzett kisérleteik soran, ahol a
kezdeti TEER értékek 4 o6ras OGD-t kovetden alacsonyabbak lettek, de ezt 24, illetve 48 6ra
reoxigenacid majdnem a kezdeti szintre novelte (Tornabene és mtsai., 2019). Mannitol,
valamint kiilonb6z6 molekulatomegii FITC-dextran molekuldk segitségével elvégzett passziv
permeabilitasi kisérleteikben pedig az OGD soran jelentds permeabilitdas novekedést
tapasztaltak, am az azt kdvetd reoxigenacid soran a permeabilitasi értékek a kezdeti szintet

vették fel és stabilan tartottak azt (Tornabene €s mtsai., 2019).
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Ozgiir és csoportja hipoxia primer borju agyi kapillaris endotélsejtek novekedésére
gyakorolt hatdsat vizsgaltak. 24 és 48 oras hipoxia jelentdsen emelte a sejtréteg TEER értékét
és ezzel Osszhangban a klaudin-5 expresszids szintjét is, mig a mannitol vér-agy gat
permeabilitasi marker molekula permeabilitasa a hipoxia hatasara nem valtozott (Ozgiir és
mtsai., 2022). A kiséleteikben azonban csak oxigén megvonast vizsgaltak, gliikdz megvonast
nem, de in vivo iszkémias koriilmények esetében mindkettd szintje jelentésen lecsokken és
egyiittesen jarul hozza a szoveti karosodashoz (Abdullahi és mtsai., 2018; Sweeney és mtsai.,
2016).

A kombinacio-1 kezelés kisérleteinkben mind normoxiaban, mind OGD/R karosodas esetén
jotékonyan befolydsolta a vér-agy gat gatfunkcioit. Normoxiaban ndvelte a sejtrétegek
elektromos ellenallasat, javitva ezzel a modell szorossagat, és csokkentette a vér-agy gat
ateresztoképességét mindkét marker molekulara (SF, EBA), amely azt jelzi, hogy mind a sejtek
kozotti paracellularis, mind pedig a sejteken keresztiili transzcellularis transzportutvonalak
atjarhatosaga csokkent, ami egy sokkal robosztusabb, erdsebb vér-agy gat modellt eredményez.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a kombinacio-1 kezelés nemcsak normoxiaban,
hanem OGD/R sériilést kovetden is képes volt a karosodott vér-agy gat funkciokat javitani, és
a sériilést hatékonyan kivédeni: emelte az agyi endotélsejtréteg elektromos ellenallasat (TEER)
¢s a markerek permeabilitasat csokkentette.

Az agyi endotélsejtekben expresszaloddo KLF2 transzkripcios regulator irodalmi adatok
alapjan szamos protektiv hatassal bir, antitrombotikus, vazodilatalo, gyulladascsokkentd hatasa
kardiovaszkularis betegségek esetén mar ismert (Turpaev, 2020), am véd0 szerepe agyi
iszkémia esetében még alig kutatott. Shi és csoportja a KLF2 hatasat vizsgalva iszkémias
sztrokban arra az eredményre jutott, hogy a KLF2-tultermeld transzgén egerekben az agyi
iszkémias sériilés jelentésen kisebb volt, mint a kontroll egerekben, mig KLF2-knockout
egerekben a sériilés joval kiterjedtebb volt (Shi és mtsai.,, 2013). Mivel a KLF2 szamos
jelatviteli utvonalat befolyasol, képes fehérjék kozvetlen szabalyozdsira és a vérdramldsi
valaszok fontos transzkripcios regulatoraként miikodik, arra a kérdésre kerestiik a valaszt, vajon
megemelheté-e a KLF2 expresszids szintje a kombinacio-1 kezeléssel OGD/R-ben is, és a
KLF2 szintjének novekedése a sériiléssel szemben protektiv hatassal lesz-e az agyi
endotélsejtekre.

Immuncitokémiai festéseink igazoltdk, hogy a kombinacio-1 kezelés normoxiaban novelni
tudta a KLF2 kifejezddését, és erdsitette is a vér-agy gat funkciokat. OGD/R koriilmények estén
azonban maga a sériilés is megemelte a KLF2 szintjét a normoxidhoz képest, amit a

kombinacid-1 kezelés tovabb mar nem novelt. Ennek ellenére a kombinacid-1 kezelés protektiv

27



hat4sa minden vizsgalt vér-agy gat funkciora kimérhetd volt, ami arra utal, hogy a kombinacio-
1 kezelés hatdsmechanizmusa valdszintlileg nem a KLF2 szintjének emelésével valosul meg.

Korabbi kutatasi eredményeink mar igazoltak, hogy a kombinacio-1 kezelés fiziologias
koriilmények kozott elsdsorban a klaudin-5 fehérje mennyiségének novelésén keresztiil javitja
a vér-agy gat funkciokat, ezt a hatast most is kimutattuk a normoxias kezelt csoportok (N+K)
esetében. Mivel a kombinacio-1 kezelés képes volt a vér-agy gat funkcidkat OGD/R sériilést
kovetden is javitani, ezért kivancsiak voltunk, hogy ezt a hatasat a klaudin-5 expressziojanak
novelésével éri-e el.

Eredményeink kimutattak, hogy a klaudin-5 szoros sejtkapcsold fehérje sejten beliili
elhelyezkedése OGD/R sériilést kovetden jelentésen megvaltozik, a membranban valo
lokalizacidja helyett citoplazmikus expressziot mutat. Tornabene és munkatarsai szintén a
klaudin-5 molekula intracellularis lokalizaciojat figyelték meg 4 oras OGD-t kdvetden
(Tornabene ¢és mtsai., 2019). Koréabbi kisérleteinkben a klaudin-5 fehérje immunfestésének
felszakadozottsasdgat mutattuk ki OGD/R esetében patkany vér-agy gat modellben is (Sato €s
mtsai., 2022). Kisérleteinkben a kombinacio-1 kezelés OGD/R esetében a normoxias kontroll
csoport szintje folé emelte a klaudin-5 festddési intenzitasat, igy valdsziniisithetd, hogy a
kezelésiink az endotélsejtek kozotti szoros sejtkapcsold fehérje, a klaudin-5 szintjének
novelésén, igy a vér-agy gat paracellularis integritasanak javitasan keresztiil az OGD/R

sériiléssel szemben protektivnek bizonyult.

6. OSSZEFOGLALAS

Eredményeink azt igazoljak, hogy az altalunk kifejlesztett 0j, szabadalmaztatas alatt allo
molekulakombinacié képes a vér-agy gat gatfunkcidinak erdsitésén keresztiil az agyi
endotélsejtek karosodasat kivédeni sejttenyészetes modellben és tovabbi vizsgalatokat

kovetden igéretes terapids szer lehet iszkémids sztrok kezelésében.
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