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A klaudin-5 fehérje mennyisége mint uj fejlodésbiologiai jel a vér-agy gat érése soran

1. Rovid szakmai hattér

Az agyi hajszalerek endotélsejtjei altal kialakitott vér-agy gat megakadalyozza a
korokozok ¢és karos anyagok agyszovetbe valdo bejutasat, mikozben specialis
szallitofehérjéi segitségével taplalja az agyat. A vér-agy gat szamos terapias hatéanyag
agyi bejutasat is akadalyozza, megnehezitve ezzel a kozponti idegrendszeri betegségek
gyogyszeres kezelését, mig sériilése vagy megvaltozott mitkodése ugyanezen betegségek
kialakulasahoz vezet (Sweeney ¢és mtsai, 2019). A gat anatomiai alapjat az agyi
endotélsejteket 6sszekdtd szoros kapesolatok alkotjak, melyek legfontosabb alkotoeleme a
klaudin-5 sejtkapcsold fehérje (Hashimoto és Campbell, 2020). A szoros kapcsolatokon
kiviil az agyi endotélsejtekre jellemz6 az alacsony mértékii endocitozis, valamint a
terapias szempontbol igen fontos efflux pumpak és a vastag, erdsen negativ toltésii
sejtfelszini glikokalix réteg megléte. Noha a vér-agy gat tulajdonsagok kialakitasaban
szamos sejt ¢és jelatviteli utvonal szerepét leirtak, kialakulasuk idébeli sorrendje és az
egymasra valo hatasuk a vér-agy gat érése soran jelenleg ismeretlen (Profaci és mtsai,
2020).

2. Hipotézis és célkitiizések

Hazai kutatocsoportunkban a tavalyi év soran azonositottunk egy CARLA nevi
molekulakombinaciot, amely tobb fejlddésbiologiai tutvonalat egyiittesen célozva
hatékonyan képes a vér-agy gat tulajdonsagok fokozasara sejttenyészetes koriilmeények
kozott (Porkolab és mtsai, elokésziiletben). A CARLA-kezelés specifikusan novelte a
klaudin-5 sejtkapcsold fehérje mennyiségét és a sejthatarokon vald folytonossagat
endotélsejtekben, valamint csokkentette az endocitozis mértékét, fokozta az efflux pumpak
aktivitasat és novelte a sejtfelszini glikokalix meglétét. Ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy
maga a gat szorossaga — mint korabban nem vizsgalt fejlédésbiologiai jel — a klaudin-5
fehérje mennyiségén keresztiil direkt médon szabalyozhatja tovabbi vér-agy gat
tulajdonsagok kialakulasat. Ezt a hipotézist az 6sztondijas idészak alatt sejttenyészetes
koriilmények kozott funkcionalis tesztek, konfokalis mikroszkopia és RNS-szekvenalas
segitségével vizsgaltam Prof. Matthew Campbell (Trinity College Dublin, Irorszag)
laboratoriumaban, amely a klaudin-5 sejtkapcsol6 fehérjével kapcsolatos alap- és klinikai
kutatasok nemzetko6zi kozpontja.



3. Eredmények

A kisérleti terv elsd 1épéseként agyi endotélsejteket, pericitdkat és asztrocitakat
izolaltam vad tipust (WT, Cldn5**) és heterozigota (Cldn5*") egerekbdl, majd a haromféle
sejttipusbol  Osszeallitottam a  vér-agy gat ko-kultira modelljét (1.a abra).
A varakozasoknak megfeleléen a heterozigota tenyészetek kb. 50%-kal kevesebb
klaudin-5-6t fejeztek ki MRNS (1.b abra) és fehérje (1.c abra) szinten egyarant.
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1. dabra. Vér-agy gat tulajdonsagok Osszehasonlitisa vad tipust és klaudin-5 heterozigdta
primer egér tenyészetekben. (a) A vér-agy gat modell sematikus felépitése. EC: endotélsejt,
PC: pericita, AC: asztrocita. (b) A klaudin-5 fehérjét kodolé Cldn5 kifejez6dése mRNS
szinten, n=4, ¢és (c) fehérje szinten, n=15, konfokalis mikroszkopia alapjan.
(d) Az endotélsejtek atlagos teriilete, n=150 sejt/csoport. (e) Transzendotelidlis elektromos
rezisztencia (TEER, balra, n=20) ¢és natrium fluoreszceinnel szembeni latszolagos
permeabilitasi egyiitthatd (Papp, jobbra, n=4). (f) Transzcitézis vizsgalata 40 kDa-os FITC-
dextran atjutasanak mérésével, n=3-4. (g) Az efflux pumpa ligand rodamin 123 (R123)
kétiranyu permeabilitasanak vizsgalata (balra, n=4) és az ebbdl szamolt efflux arany (jobbra,
n=4). (h) Glikokalix festés buzacsira agglutinin lektin (WGA) segitségével, n=15. (i)
Sejtmigracios kisérlet 0 és 24 ora elteltével, n=20, illetve (j) a vandorl6 sejtfront nagyobb
nagyitasu konfokalis mikroszkdpos felvételeken. Mérce: 50 um. Statisztikai analizis: kétmintés
t-proba, Welch-korrekcio.



A csokkent mennyiségli klaudin-5 fehérjét kifejezd heterozigota endotélsejtek
nagyobb teriiletiek voltak (1.d abra), illetve gyengébb gattulajdonsagokkal rendelkeztek
transzendotelidlis elektromos rezisztencidjukat és natrium fluoreszceinnel szembeni
ateresztoképességiiket tekintve (1.e abra). A 40 kDa-0s FITC-dextran transzcitozisaban
nem tapasztaltam kiilonbséget a két genotipus kozott (1.f abra). A vad tipust tenyészetek
aktivabb efflux pumpa funkciokkal rendelkeztek (1.g abra), a glikokalix festés
intenzitasaban és mintazataban azonban nem tapasztaltam kiilonbséget a két csoport kozott
(1. h abra). Erdekes és 0j felfedezés, hogy a Cldn5 heterozigota endotélsejtek fokozottabb
sejtmigraciora képesek sebzést kovetden (1.i és 1.j abra).

Az 6sztondij 3 honapos iddszaka alatt ezen feliil vizsgaltam a klaudin-5 szintjét emeld
cARLA molekulakombinacié és az epilepszias sériilést kivaltd kainsav (Greene €és mtsai,
2022) hatasat mindkét genotipus esetében, a fentihez hasonld funkcionalis tesztek
segitségével. Mindkét genotipus 3-3 kezelési csoportjabol RNS-t izolaltam, melyen RNS-
szekvenalast végeztiink el a dublini csoport segitségével. A munkatervben véllaltakon feliil
lehetdségem nyilt tovabbi RNS-szekvenalasi kisérletek elvégézésére, melyeket vad tipusu
¢s heterozigodta egerekbdl izolalt agyi mikroereken hajtottunk végre. Ezek az eredmények
jelenleg is kiértékelés alatt allnak.

4. Eredmények hasznosulasa, az 6sztondij hatasa a szakmai tevékenység fejlodésére

Az 0Osztondijas idGszak alatt egy innovativ hipotézist vizsgaltam tobb moddszer
kombinaciojaval. Noha az adatok kiértékelése nem teljes, az eredmények rendkiviil
érdekesek és biztatoak. Els6ként bizonyithatjuk, hogy a pusztan a klaudin-5 fehérje sejten
beliili mennyisége tovabbi vér-agy gat tulajdonsagokat és vér-agy gathoz kotddo jelatviteli
utvonalakat befolyasolhat. A kutatdsi eredményeink attorést jelenthetnek a vér-agy gat
egészséges ¢s koros fejlddésének pontosabb megértésében, amely a jovében hozzajarulhat
olyan agyi betegségeket célzd terdpidk kifejlesztéséhez, mint az epilepszia vagy
skizofrénia.

A tanulmédnyat sordn egy nagyon magas szinvonall kutatdcsoport munkajaba
kapcsolddhattam be egy sajat projekttel, amely tartalmilag beleillik a PhD munkam eddigi
iranyaba. Szdmos 1 és korszerli mddszert tanultam, mikézben az itthon megszerzett
tudasomat kamatoztattam a dublini laborban. A személyes fejlédésemet tekintve gy
érzem, a tanulmanyut és az elvégzett kutatds meghatarozo szerepet jatszott, az ir-magyar
egyiittmiikddés kialakitasa a két kutatdocsoport kozott pedig mindkét fél szamara nagy
elényokkel jarhat a kdzeljovében, amiért rendkiviil halas vagyok.
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