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BEVEZETES

Az agy kiilonbozé gyulladasos betegségei soran nagyszami
fehérvérsejt jut be a vérkeringésbdl a kozponti idegrendszerbe, mely
sulyos veszélyt jelent a megfeleld agyi miikodésre. A fehérvérsejteken
kiviil egyes daganatsejtek is képesek atjutni az agyi ereken, melyekbdl az
agyban attétek alakulnak ki. A tiidében, emlékben valamint a borben
(melandéma) kialakul6é elsédleges daganatok sejtjei adnak legnagyobb
gyakorisaggal agyi attéteket, és az Osszes daganat kozil a
melanomasejteknek van a legnagyobb hajlama az agyi attétképzésre. A
melandma agyi attétjei igen rossz prognozist jelentenek, melyek a median
talélést hozzavetdlegesen négy honapra csokkentik.

Az agyi mikroerek altal kialakitott vér-agy gat (blood-brain barrier,
BBB) biztositja a kdzponti idegrendszer (KIR) miikodéséhez sziikséges
tapanyagok bejutasat passziv diffizio és aktiv transzportfolyamatok révén,
valamint megakadalyozza a sejtes elemek és a karos anyagok, illetve a
megfeleld idegi miikodést zavaro ionok bejutasat az agyba. Ezen anyagok
atjutasanak szabalyzasaval a vér-agy gat kulcsszerepet jatszik az agyi
homeosztazis kialakitdsdban és fenntartdsdban. A mikroerek falat alkotd
endotélsejtek sajatos tulajdonsdgai teszik lehet6vé az agyi erek gat
funkciojat. Az endotélsejteken kiviil a BBB magaba foglalja az asztrocita
végtalpakat, a pericitdkat, a bazalis laminat, tovabba szoros kapcsolatban
all az agyi idegsejtekkel és a mikroglidkkal. Ezek az erek koriil
elhelyezkedd sejtek és struktarak hozzajarulnak a gat-tulajdonsag
fenntartasahoz és szabalyzasahoz.

Mivel a KIR nem rendelkezik a klasszikus értelemben vett
nyirokkeringéssel, a fehérvérsejteknek és az attétet képzod sejteknek az
agyi vérereken, vagyis a BBB-n keresztiil kell bejutniuk az agyi
parenchimaba. Az rakos sejtek agyi ereken keresztiili atvandorlasa egy
kevéssé feltart folyamat a fehérvérsejtek diapedeziséhez képest.
Feltehetéen ez a két folyamat tobb hasonlosagot is mutat, ugyanakkor
alapvet0 kiilonbségek is vannak koztiik

Az agyi gyulladasos folyamatok és az agyi attétek kialakulasa és
lefolyasa tobb Osszetett sejtes és molekularis mechanizmust is magaba
foglal. Ugy gyulladasos megbetegedések, mint metasztatikus daganatok
esetében a hatékony terdpia feltétele, hogy a fehérvérsejtek vagy a
daganatsejtek diapedezisének kiilonbozo 1épései koziil tobbet is gatolni
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tudjon. Ilyen hatékony terapias lehetdségeket kinalhatnak az 1jabb
molekuléris bioldgiai ismeretek, valamint az utdbbi évtizedekben leirt,
illetve eldallitott hatéanyagok. Ezek koziil a kettes-tipusu kannabinoid
receptor (cannabinoid receptor 2, CB2) agonistak és a lignanok is igéretes
hatéanyagok lehetnek a fehérvérsejtek és a metasztatikus sejtek agyba
torténd bejutasanak gatlasaban.

A kannabinoid rendszer aktivalasdnak legf6képp a pszichoaktiv
hatdsa miatt ismert, habar leirtak gyulladascsokkent6 és neuroprotektiv
hatasat is. A kannabinoidok elsésorban két kannabinoid receptoron, a
kannabinoid receptor l-en (cannabinoid receptor 1, CB1) és a CB2-n
keresztiil fejtik ki hatdsaikat. A pszichoaktiv hatdsért a CB1 aktivacio
felelés, mig a CB2 aktivacidja gyulladascsokkentd hatassal jar. Szelektiv
CB2 agonistak, mint példaul a JWHI133 ¢és az 01966 Ilehetoséget
biztositanak arra, hogy a CB2 aktivacidjanak hatasat tanulmanyozhassuk
fiziologias és patologias korilmények kozott a CB1 aktivalasaval jaro
pszichoaktiv mellékhatas kivaltasa nélkiil. Fontos megemliteni, hogy ezek
a szelektiv agonistak gyogyszerjeldltek tobb gyulladassal jaré betegség
kezelésében is.

A lignanok polifenolos vegyiiletek, melyek a fitodsztrogének egyik
f6 csoportjat alkotjak. Ezek az anyagok széles korben megtalalhatok a
kiilonb6z6 novényekben, és szerkezetiikben hasonldsagot mutatnak a 17f3-
Osztradiol endogén hormonnal. Napjainkban igen nagy az érdeklddés a
természetes eredetli hatdéanyagok, példaul a lignanok irant. Kiilonbozo
lignanokrol —sikeriilt kimutatni, hogy gyulladascsokkentd hatassal
rendelkeznek, tobbek kozott egyes agyi gyulladassal jard betegségek
esetében is. Allatmodellek alkalmazasaval azt is kimutattak, hogy egyes
lignanoknak lehetnek a tumorndvekedést és az attétek kialakulasat gatlo
hatésai.

CELKITUZESEK

A fehérvérsejtek vagy a tumorsejtek agyi endotéliumon keresztiili
atjutasa kulcsfontossagt 1épés az agyi gyulladasos folyamatok, illetve az
agyi attétek kialakulasaban. Munkéank soran a CB2 agonistaknak és a
Heliopsis helianthoides var. scabra novénybdl izolalt lignanoknak a BBB
mitkodésére €s a sejtek agyi endotéliumon keresztiili atjutasara gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. Kutatasaink soran a kdvetkezo célokat thiztiik ki:
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1. hogy megvizsgaljuk a CB és CB-szerli receptorok kifejez6dését agyi
endotélsejtekben és melanomasejtekben,

2. hogy in vivo ¢és in vitro kisérleti modellek felhasznalasaval
megvizsgaljuk a CB2 agonistak fehérvérsejt-endotélsejt interakciora
gyakorolt hatasat,

3. hogy in vivo és in vitro megfigyeléseket végezziink arra vonatkozoan,
hogy a CB2 agonistdk milyen hatassal vannak az agyi endotélium gat
funkciojara,

4. hogy megértsiik, hogy milyen hatassal van a CB2 aktivalas a
melanomasejtek agyi endotéliumhoz vald kitapadasara és az azon
keresztili atvandorlasara,

5. hogy meghatarozzuk, hogy a Heliopsis helianthoides var. scabra
novénybol izolalt lignanok milyen hatadst gyakorolnak a
melanomasejtek agyi attétképzésére és az agyi erek gat funkciojara.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés és kezelések

In vitro kisérleteinkhez a kovetkezd sejtkultirakat hasznaltuk:
human mikrovaszkularis agyi endotélsejtek (\CMEC/D3; roviditve: D3),
A2058 humén melanéma sejtvonal, elsddleges human agyi
mikrovaszkuléris endotélsejtek (brain microvascular endothelial cells,
BMVECs) tenyészete, elsédleges human monocitak tenyészete, elsédleges
patkany endotélsejtek tenyészete (rat brain endothelial cells, RBECs).

A specifikus CB2 agonistak koziil a JWH133 (Tocris) és az 01966
(Organic) szereket hasznaltuk kisérleteinkhez. A H. helianthoides var.
scabra novénybdl izolalt lignanokat egyiittmiikodés keretében Hajdu
Zsanettdl ¢és munkatarsaitol kaptuk (Szegedi Tudomanyegyetem,
Gyodgyszertudomanyi Kar, Farmakogndziai Intézet).

Reverz transzkripcioval kapcsolt polimeradz lancreakcio (RT-PCR)
A teljes RNS-t TRIzol reagens (Life Technologies) alkalmazasaval
izolaltuk. Az RNS-t SuperScript III reverz transzkriptaz kit (Life
Rechnologies) segitségével irtuk at cDNS-sé. A cDNS amplifikacio
BioRad 1Q5 késziilek segitségével, Maxima SYBR Green Mix
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(Fermentas) hasznalataval tortént. A PCR termékeket etidium-bromidot
tartalmazo, 1,5% agar6z gélen elektroforézissel valasztottuk el.

Immunfluoreszcens festések és aktin jelolés

BMVEC sejtek konfluens rétegén a CB2 és a ZO-1 fehérjék
expressziojat vizsgaltuk immunfluoreszcens festéssel. Anti-ZO-1 (1:25;
Invitrogen) és anti-CB2 (1:100; Thermo Scientific) poliklonalis antitestek
oldataban a mintakat 24 oran keresztiil inkubaltuk. Az Alexa-488-cal
konjugalt anti-nyul és az Alexa-594-gyel konjugalt kecskében termelt
anti-egér (Invitrogen) masodlagos antitesteket 1:400 higitasban hasznaltuk
1 6ran keresztiil.

A lignan kezelések hatasait D3 és RBEC sejtek konfluens
tenyészetein vizsgaltuk immunhisztokémiaval. A mintdkat a fixalast
kovetden elsddleges nyal anti-ZO-1  poliklonalis  (Invitrogen)
ellenanyaggal festettiik 24 oOran keresztil. A festéseket Cy3-kapcsolt
kecske anti-nyul antitesttel (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
tettiik lathatova.

A Hel-6 vagy Hel-11 kezelést kovetéen az A2058
melandomasejteket Alexa488-phalloidinnel festettiik (Invitrogen).

A monocita adhézio vizsgalata BMVEC sejtek tenyészetén

A BMVEC tenyészetek konfluens rétegét CB2 agonistakkal és
gyulladasos faktorokkal kezeltiik. A kezeléseket tartalmazé médiumot
eltavolitottuk, majd a 24 lyuka plate-ben tenyésztett endotélsejtekre
lyukanként 2,5 x 10° fluorszcensen jellt monocitat tartalmazo
sejtszuszpenziot helyeztiink. A sejteket egyiitt inkubaltuk 15 percen
keresztiil, majd az endotéliumot haromszor mostuk PBS-sel, hogy
eltavolitsuk a nem letapadt monocitakat. Végiill megmértiik a letapadt
monocitak fluoreszcenciajat.

A melanoma sejtek adhézidjanak vizsgdalata D3 sejtek tenyészetén

A 24 lyuku plate-ben tenyésztett D3 sejtek konfluens rétegét, illetve
az A2058 melanomasejtek tenyészetét 4 oran at kezeltik elo CB2
agonistakkal. 10° fluorszecensen megjelolt melanomasejtet helyeztiink
lyukanként endotélsejtek rétegére, és inkubaltuk cket 90 percet. Ezt
kovetéen az endotélsejtek rétegét megmostuk, és fixaltuk, majd



megszamoltuk az endotélsejtekhez letapadt fluoreszcensen jeldlt
melanomasejteket.

Transzmigrdcios kisérletek

A 8 um atmérdji porusokkal rendelkezd inszerten tenyésztett
RBEC sejtek konfluens rétegét CB2 agonistaval kezeltilk eld, majd az
azonos modon eldkezelt melandmasejtek szuszpenzidjat helyeztik az
endotélsejt tenyészetre. A tenyészeteket 5 ora mulva fixaltuk, majd az
inszert fels6 oldalardl letoroltiik a sejteket, és megszamoltuk az inszerten
atvandorolt sejteket.

Sebgyogyuldsi assay

A D3, illetve A2058 sejtek konfluens rétegrol pipettaheggyel
savokban lekapartuk a sejteket (“seb”). Ezutan faziskontraszt-
mikroszkoppal 24 6ran at kovettiik a sejtek vandorlasat a sejtmentes
sdvokba. A vandorlo sejteket 5 lekapart sav teriiletén szamoltuk meg,
majd ezek atlagat hasonlitottuk 6ssze.

Intravitdlis mikroszkopia

Kifejlett C57BL/6 egerek koponyajanak jobb oldali parietalis
részének egy részét mitéti Uton megnyitottuk, és koponyaablakot
az agyi erek permeabilitasat vizsgaltuk. A felszini pidlis ereken tett
megfigyeléseinket a Stereo Discovery V20 epifluorescence microscope
(Carl Zeiss Microimaging) segitségével végeztik. Mély szoveti
képalkotas soran a Leica TCS SP5 II MP multifoton mikroszkopot
hasznaltuk. Az egereket a koponyamiitétet, illetve a mikroszkopias
megfigyelést megelézéen intraperitonealis injekcidval altattuk [ketamin
(100 mg/ml, i.p.) és xylazin (20 mg/ml, i.p.) 1 ml/kg dézisban beadott
keverékével]. 50 pl 0,01% rodamin 6G (Sigma-Aldrich) oldatat
intravéndsan injektaltuk az allatokba, mellyel fehérvérsejtjeiket festettiik
meg in vivo. Az agyi ereket 40 kDa-os fluoreszcein-kapcsolt dextran
intravénas bejuttatasaval tettiik lathatova. Ugyanezen festék erekbdl
torténd kiszivargasat vizsgaltuk intravitalis permeabilitasi kisérleteink
soran. Epifluoreszcens mikroszkopids vizsgalataink soran a vénak falara
kitapadt fehérvérsejteket standardizalt atméréji (20-30 um) és hosszasagu
(100 pm) erekben szamoltuk, és 1 mm? érfelszinre atlagoltuk. Multifoton
mikroszkopia soran a kitapadt fehérvérsejteket véletlenszeriien
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kivalasztott postkapillaris venuldkban (20-30 pm atmérdjli, az agyfelszin
alatt 600 pm mélységi terjedd teriileten) kvantifikaltuk.

Western blot

Western blot kisérleteinkhez alacsony passzazs szami BMVEC
sejteket hasznaltunk, melyekbdl a ProteoExtract kit (EMD Chemicals)
segitségével izolaltunk fehérjét. A fehérjéket SDS-PAGE 4-20% precast
gradiens gélen (Thermo Scientific) valasztottuk el, majd nitrocelluloz
membranra transzferaltuk, és 16-18 o6ran keresztiil inkubaltuk a kovetkezo
polikloanlis antitestekkel: anti-CB2 (1:1000; Cayman Chemicals), anti-
occludin (1:500; Invitrogen), anti-claudin-5 (1:300; Invitrogen) és anti-
Na/K  ATPaz (1:1000; Abcam). A membranokat HRP-kapcsolt
masodlagos antitesttel (Thermo Scientific) 1 6ran keresztiil inkubaltuk. A
detektalashoz Supersignal West Pico chemiluminescence szubsztratot
(Thermo Scientific) hasznaltunk.

Transzendotelidlis elektromos rezisztencia (TEER) mérése

A BMVEC sejtek altal alkotott réteg integritdsdnak
kvantifikalasahoz TEER mérést végeztiink 1600R electric cell-substrate
impedance sensing (ECIS) rendszer (Applied Biophysics) hasznalataval.
A késziilék 30 percenként végzett méréseket 24 vagy 36 oran keresztiil.

Az RBEC konfluens tenyészeteinek TEER méréséhez CellZscope
késziiléket (nanoAnalytics) hasznaltunk. Amint a TEER értékek elérték a
platoé értéket, az endotélsejteket Hel-6 (5 uM), illetve Hel-11 (5 puM)
lignanokkal kezeltiik, majd ezt kovetéen a TEER valtozasait 2 oOran
keresztiil kovettiik.

BBB permeabilitis mérése ex vivo

A BBB permeabilitas valtozasait natrium fluoreszcein (sodium
fluorescein, SF) érbol vald kiaramlasdnak nyomonkdvetésével végeztik.
A kisérleti allatokba intravénasan 50 pl, PBS-ben oldott 2%-0s SF-t
juttattunk be. A festékanyagot 30 percig hagytuk keringeni az allatok
vérében. Ezutan az allatokat PBS-sel transzkardialisan perfundaltuk, majd
az agyszovet gyors kivételét kovetéen homogenizaltuk azt 10-Szeres
térfogatli 50%-os triklorecetsavban. A homogenizatumot centrifugaltuk,
majd megmértiik a feliiliszoban talalhato SF fluoreszcencigjat.



EREDMENYEK

A kannabinoid és kannabinoid-szerii receptorok expresszidja agyi
endotélsejtekben és melanémasejtekben

Els6 Iépésként a CB2 expresszigjat vizsgaltuk meg agyi
endotélsejtekben. Ehhez a CB2 ¢és a ZO-1 fehérjék immunfluoreszcens
festését végeztiik el konfluens BMVEC tenyészeteken. A ZO-1 fehérjét az
endotélsejtek kozotti szoros kapesolatok (tight junction, TJ) markereként
hasznaltuk, melyek jelenléte elengedhetetlen az  endotélium
gatfunkcidjahoz. A BMVEC sejtekben a CB2 mérsékelt expresszidja volt
megfigyelhetd, mig a ZO-1 erds jelet adott az endotélsejtek hataran.

Mivel a BBB fontos szerepet jatszik az agyi gyulladasokban,
tovabba a CB2 aktivaldsa altalanos gyulladascsokkentd hatasu,
megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik a CB2 kifejez0dés az agyi
endotéliumban gyulladasos koriilmények kozott. Western blot modszerrel
megnéztilk, hogy hogyan valtozik a CB2 fehérje relativ mennyisége
kiilonb6zé  gyulladasos  faktorokkal  kezelt BMVEC  sejtek
membranfrakcidjaban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a gyulladasos
citokinek (IL1B, TNFa) és az LPS ndvelik a CB2 expresszidgjat BMVEC
sejtekben.

Kovetkezd 1épésként megfigyeltik a kiilonb6z6 kannabinoid és
kannabinoid-szerti receptorok jelenlétét agyi endotélsejtekben és
melandomasejtekben RT-PCR alkalmazasaval. Kimutattuk, hogy a D3
human agyi endotélsejtek és az A2058 human melanomasejtek a CB2
fehérje CB2A transzkripcids variansat kifejezik, viszont a CB2B varianst
nem. Azt talaltuk, hogy az RBEC sejtek a patkany CB2 fehérje 1-es és 2-
es transzkripcids variansat fejezik ki. A D3 sejtek expresszaljak még a
CB1, valamint a GPR18 és GPRS55 fehérjék mRNS-ét, viszont a GPR119
fehérje mRNS-e nem volt jelen ebben a sejtvonalban. Kimutattuk tovabba
a CBI1, a GPR118, a GPR55 és a GPR119 fehérjék mRNS-ének jelenlétét
A2058 melanomasejtekben.



A CB2 aktivacié hatasa a fehérvérsejt-agyi endotélsejt kolcsonhatasra
és a BBB diszfunkciora gyulladasos koriilmények kozott

A CB2 aktivacio mérsékli a fehérvérsejtek adhéziojdt a pidlis erek
falan

In vivo kisérleteinkben intravitalis mikroszkopia alkalmazasaval
valdés id6ben vizsgaltuk az agyi ereket érintd valtozdsokat és az
immunsejt-endotélsejt interakciokat. LPS intraperitonealis injektalasaval
szisztémas gyulladast és fokozott citokin termelést valtottunk ki az
allatokban. Egyes, LPS-sel kezelt allatok egyidejlileg CB2 agonista
(JWHI133) kezelést is kaptak. 4 és 24 6raval az LPS kezelést kovetéen a
pialis erekre kitapado fehérvérsejtek szama jelentésen megnott. Azokban
az LPS-sel kezelt allatokban, melyek JWH133 kezelést is kaptak, 4 éraval
a kezelést kovetden 56%-kal, 24 oraval a kezelést kovetden 65%-kal
kevesebb kitapadt fehérvérsejt volt megfigyelheté a csak LPS-sel kezelt
allatokhoz képest. A JWH133-hoz hasonloan a rezorcin alapu 01966 CB2
agonista szintén szignifikansa csokkentette a pialis erek falan kitapado
fehérvérsejtek szamat (50%-kal 4 oraval, és 60%-kal 24 oraval a kezelést
kdvetden).

A CB2 aktivdcio csokkenti a fehérvérsejtek adhézidjat a kortikdlis
felszallo posztkapilldris venulakban

A hagyomanyos fluoreszcens mikroszképia csak a felszini erek
vizsgalatara alkalmas, viszont a mély szdveti teriiletek intravitalis
megfigyelésére a két-foton mikroszkopia nyujt lehetdséget. Ezért az
idegszovet belsejében futd erek vizsgalatara ezt a mddszert hasznaltuk.
Kisérleteink soran egyidejii képfelvétel tortént a rhodamine 6G-vel jeldlt
immunsejtekrdl és a nagy molekulasilyG FITC-dextrannal Kkitoltott
kortikalis erekrél. A parenchimalis véndk esetében a felszini ereknél
kimutatottakhoz hasonl6 tendenciat figyeltiink meg: az LPS nagyszamu
immunsejt-endotélsejt interakciot valtott ki, melyet a JWH133 vagy az
01966 CB2 agonistak jelenléte szignifikansan csokkentett.

Az endotelialis CB2 aktivdcio csokkenti a monocitak kitapaddsat
az agyi endotéliumon

A kovetkezO kisérletsorozatban megvizsgaltuk az endotélsejt-
specifikus CB2 aktivalas hatasat a leukocitdk kitapadasara. Konfluens
BMVEC tenyészeteket stimuldltunk TNFa-val, majd 4 o6ran keresztiil
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ugyanezeket az endotélsejteket JWH133 vagy 01966 CB2 agonistakkal
kezeltiik. A kezelést tartalmazé médiumot eltdvolitottuk, majd human
monocitakat helyeztiink az endotelialis rétegre. Az adhézios tesztek
eredménye igazolta, hogy az agyi endotélsejtek CB2 aktivalasa eldsegiti
CB2 agonistak fehérvérsejtek letapadasara gyakorolt gatld hatasa
dozisfiiggo.

.....

Az LPS kezelés a BBB akut megnyildsat idézte eld, melynek
kialakulasat a gyulladdsos mediatorok és az aktivalt fehérvérsejtek tovabb
fokoztak. Az allatokat LPS-sel kezeltiik, és egyesek 01966 kezelést is
kaptak. A FITC-jelolt dextran agyi erekbdl vald kiszivargasat intravitalis
mikroszkoppal vizsgaltuk, valamint ex vivo permeabilitdsi vizsgélatokat is
végeztiink. A kezelést megeldzéen nem volt megfigyelheté a FITC-
dextran agyi erekbdl torténd kiszivargasa, és csak kis mennyiségii SF volt
detektalhatd a nem kezelt allatok agyi homogenatumaban. Ezzel szemben
4 oraval az LPS injekciot kdvetden az agyi erek permeabilitasa jelentésen
megnétt. 01966 jelenlétében az LPS-sel kezelt allatok érfestése tisztabb
maradt és kevesebb SF volt detektalhato az agyszovetben a csak LPS-sel
kezelt egyedekhez képest. Ennek oka az volt, hogy joval kevesebb dextran
diffundalt ki az erekbdl utalva arra, hogy a CB2 aktivalas BBB protektiv
hatasu.

A BBB integritas valtozasanak in vitro vizsgalata TEER méréssel
tortént. A BMVEC rétegek rezisztencidgja LPS hatasara gyorsan
lecsokkent (a kontroll 80%-ara), mely rezisztencia esés mérséklodott
01966 jelenlétében. Az in vivo munkank soran megfigyeltekhez
hasonloan in vitro eredményeink is arra utalnak, hogy a CB2 segiti, védi a
BBB miikddését gyulladasos koriilmények kozott.

A kovetkezd kisérleteink soran azt terveztiik megvizsgalni, hogy a
CB2 aktivalas noveli-e a gatfunkciot, a strukturalis integritast fiziologias
koriilmények kozott. Mind a két szelektiv CB2 agonista alkalmazasa
(01966, JWHI133) a BMVEC sejtréteg elektromos ellenallasanak
fokozodasat (11-15%-kal) eredményezte. Habar tobbféle szignalizacios
mechanizmus befolyasolhatja a BBB integritasat, az endotélsejtek kozotti
TJ fehérjék szerepe vitathatatlan a BBB szorossaganak, ellenallasanak
biztositasaban. Ezért megvizsgaltuk TJ fehérjék mennyiségét a CB2

9



agonistakkal kezelt BMVEC sejtek membranfrakcidjaban. 4 éraval a CB2
kezelés megkezdését kovetéen 01966 ¢és JWHI133 hatasara 2,2-2,7-
szeresére novekedett az occludin és a claudin-5 mennyisége a nem kezelt
sejtekhez képest.

A CB2 aktivacié hatisa a melanomasejtek és agyi endotélsejtek
kolcsonhatasara

Mivel a CB2 aktivacioja csokkentette a fehérvérsejtek kitapadasat,
megvizsgaltuk, hogy hasonlé hatas észlelhetd-¢ a tumorsejtek és az agyi
endotélsejtek kolcsonhatasa esetén.

A CB2 aktivdcio csékkenti a melanomasejtek agyi endotéliumhoz
torténdg kitapaddasat

Hogy megértsiik a CB2 szerepét a tumorsejtek attétképzésében,
megvizsgaltuk, hogy a JWH133 4ltal kivaltott CB2 aktivacid hatassal van-
e a melanomasejtek agyi endotéliumhoz torténd kitapaddsira. Az agyi
endotélsejtek (D3) vagy a melandémasejtek (A2058) kezelése nem volt
hatassal az endotéliumon kitapadé melanomasejtek szamara. Ugyanakkor
az endotélsejtek és melanomasejtek 4 oras elokezelése, majd az azt kovetd
adhéziés teszt kozbeni kezelés JWH133-mal csokkentette a kitapadd
melanomasejtek szamat a nem kezelt kontrollhoz képest. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy mindkét sejttipus (endotél €s melanoma)
CB2 aktivalasa sziikséges a JWH133 altal kivaltott adhézio gatlashoz.

A CB2 agonistak csokkentik a melanomasejtek agyi endotéliumon
keresztiili atvandorlasdt

A kovetkezo kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a
CB2 aktivacid hatassal van-e a melanomasejtek transzendotelialis
migracidjara. Transzmigracidos  kisérleteinkhez elsédleges RBEC
tenyészeteket és A2058 human melanomasejteket hasznaltunk. A
JWH133-mal eldkezelt endotélsejteken keresztiil kevesebb melanémasejt
jutott a4t a nem kezelt kontrollhoz képest. Ez a hatas még kifejezettebb
volt, mikor mindkét sejttipust el6kezeltiik és a transzmigracio kdzben is

jelen volt a CB2 agonista.
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A Heliopsis helianthoides var. scabrdbol izolalt lignanok agyi
attétképzés ellen Kkifejtett lehetséges hatasa

A CB2 agonistdk mellett kiilonb6z6 ndvényi lignanok is hatékony
terapias szerek lehetnek. Kisérleteinkben a Heliopsis helianthoides var.
scabra lignanjainak hatasat vizsgaltuk meg in vitro agyi metasztazis
modelliinkben.

A Heliopsis helianthoides var. scabrabdl izoldlt ligndanok kémiai-
szerkezeti elemzése, leirdsa

A vizsgalt lignanokat a Heliopsis helianthoides var. scabra friss
azonositottadk. A ligndnok azonositasat és szerkezeti elemzését Hajdu
Zsanett ¢és munkatarsai végezték (Szegedi Tudomanyegyetem,
Gyodgyszertudomanyi Kar, Farmakognoéziai Intézet). A kovetkezd hat
lignant sikeriilt azonositani: két 1j arilbenzofurdn neolignant, az 1"-
dehidroegonol-3"-metilétert (Hel-2) és az egonol-3"-metilétert (Hel-3),
valamint tovabbi négy ismert lignanszarmazékot, a helioxantint (Hel-6), a
(7E)-7,8- dehidroheliobuftalmint (Hel-11), a heliobuftalmint (Hel-12),
valamint a 7-acetoxihinokinint (Hel-19).

A Hel-6 ¢és Hel-11 morfologiai viltozdsokat  okoz
melanomasejtekben és gatolja migrdcidjukat

A lignanokkal kezelt melandmasejteket elsoként faziskontraszt
mikroszkoppal vizsgaltuk. Megfigyeltik, hogy a Hel-6-tal kezelt
tenyészetben szamos sejt meghosszabbodott, orsdszerli alakot vett fel.
Tovabba azt észleltiik, hogy a Hel-11 jelenlétében a sejtek Kkiteriiltebb
alakot vettek fel a nem kezelt sejtekhez képest.

A morfoldgiai és citoszkeletalis valtozasok nyomonkovetéséhez
Hel-6 vagy Hel-11
(5 uM) lignannal torténé kezelés utan a melanomasejteket Alexa-488
konjugalt falloidinnel festettitk. Hel-6 kezelés hatasara nagyszamu
melanomasejt elnyalt sejtmorfologiat vett fel aktinban gazdag
kitiiremkedésekkel és aktin-stressz rostokkal. Ezzel szemben Hel-11
jelenlétében a sejtek Kkiteriilt, nagyobb kitliremkedésektdl, allabaktol
mentes alakot vettek fel.

Sebgyogyulasi assay-t hasznaltunk a Hel-6 és Hel-11 lignanoknak a

melandomasejtek adott irdnyl migracidjara  gyakorolt hatasanak
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vizsgalatara. Vizsgalataink soran azt figyeltikk meg, hogy mindkét lignan

crer

A Hel-6 gdtolja a melanoémasejtek agyi endotéliumhoz torténd
kitapadasat

A kovetkezokben az izolalt vegyiileteknek a melanomasejtek
endotelialis kitapadéasara gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk. Ehhez D3
human agyi endotélsejteket ¢s A2058 human melanomasejteket kezeltiink
el6 3 oran keresztiil a hat vizsgalt lignannal, és a sejtek az adhézios teszt
kozben is kaptdk a kezeléseket. A Hel-6 (2 uM) kezelés gatolta a
melanomasejtek kitapaddsat az endotéliumon, ugyanakkor a tobbi lignan
nem volt hatassal a kitapadasra.

A Hel-6 altal kivaltott gatlo hatas sejtspecifikussaganak
tanulmanyozasa céljabol a melanoma- illetve az endotélsejtek Hel-6
elokezelést kaptak. A kezeléseket a sejtadhézos kisérlet megkezdése elott
eltavolitottuk a sejtekrdl. A melandomasejtek 5 uM Hel-6-tal torténd
kezelése nem gyakorolt hatast a letapadd melanomasejtek szamara.
Ugyanakkor, amikor az agyi endotélsejteket kezeltik 2 pM
koncentracioju  Hel-6 lignannal, az endotelidlis réteghez tapadt
melandmasejt szdma szignifikansan csokkent, bar nem olyan mértékben,
mint amikor a Hel-6 jelen volt a tapfolyadékban az adhézids kisérlet soran
1s. Az adhéziok szama nem csdkkent tovabb abban az esetben, ha mindkét
sejttipus kapott eldkezelést és az adhézio kozben is jelen volt a Hel-6,
ahhoz a kisérleti csoporthoz viszonyitva, mikor csak az endotélsejtek
voltak elokezelve Hel-6 lignannal, €s a sejtadhézié is Hel-6 jelenlétében
tortént. Eredményeink arra utalnak, hogy a Hel-6 adhéziot gatlo hatasa
endotélspecifikusan érvényesiil, mely hatas reverzibilis.

A Hel-6 és Hel-11 eldsegiti az agyi endotélsejtek gdt funkcidjdt

Az agyi endotélréteg integritasit TEER mérésekkel vizsgaltuk,
mely egy altaldnosan elfogadott modszer a sejtek kozotti junkciok
szorossaganak meghatarozasara. Az 5 uM Hel-6 kezelés megkezdését
koveté masodik oraban az RBEC sejtek rétegének ellenallasa 15-20%-kal
nétt a nem kezelt kontrollhoz képest. A TEER gyengébb, de szintén
szignifikans fokozodasa volt megfigyelheté Hel-11 (5 uM) jelenlétében a
kontrollhoz viszonyitva.
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A szoros kapcsolatok (TJ) folytonos jelenléte az agyi endotélsejtek
kozott elengedhetetlen a gatfunkcidhoz. Ezért megvizsgaltuk az egyik
fontos TJ fehérje, a ZO-1 jelenlétét az endotélsejtek kozotti
kapcsolatokban. Immunfluoreszcens festéseken megfigyelhetd volt a ZO-
1 fehérje fokozott expresszidja (D3 és RBEC sejtekben) mind Hel-6, mind
pedig Hel-11 jelenlétében.

A Hel-6 és Hel-11 csokkenti az endotélsjetek migrdciojdt

Az attétek novekedésének egyik fontos Iépése a metasztatikus
tumor angiogenezise, érképzddése. Ebben a folyamatban az endotélsejtek
vandorlasdnak kulcsszerepe van. Ezért kovetkezd vizsgélataink soran a
hatasat tanulmanyoztuk sebgyodgyulasi assay alkalmazasaval. Mind a Hel-
6, mind pedig a Hel-11 szignifikinsan csokkentette az endotélsejtek
vandorlasat.

OSSZEFOGLALAS

Az immunsejtek és a metasztatikus daganatsejtek atjutasa a vér-agy
gaton olyan stlyos korfolyamatok sarkalatos 1épéseit jelenti, mint a
neuroinflammacié és az agyi metasztazisok kialakulasa. Ezért fontos
lenne, hogy olyan stratégidkat, terapias eszkozoket talaljunk, melyek
segitségével gatolni lehet ezen sejtek bejutasat az agyba. Ezaltal néne a
klinikai kezelések hatékonysaga, a javulnanak gyogyulasi esélyek és a
betegek életmindsége.

Kutatasaink soran célul tiiztikk ki, hogy megvizsgaljuk a CB2
agonistak és a Heliopsis helianthoides var. scabra-bdl izolalt lignanok
hatasat a BBB integritdsdra és a sejtek agyi endotéliumon keresztiili
atjutasara. Els6 Iépésként a CB2 jelenlétét mutattuk ki human agyi
endotéliumban és melanémasejtekben. Fontos megjegyezni, hogy
korabban a CB2 expressziojat a fehérvérsejtek tobb, kiilonbozo tipusaban
is kimutattdk mar. Gyulladasos stimulusoknak kitett human agyi
endotélsejtekben megnovekedett CB2 expressziot figyeltik meg. Ezen
feliil a kovetkezd kannabinoid és kannabinoid-szerii receptorokat sikertilt
kimutatnunk: a CB1, GPR18 és GPRS55 receptorokat a D3 human agyi
endotélsejtekben, valamint a CB1, GPRI18, GPR55 és GPRI119
receptorokat az A2058 melandma sejtekben.
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Megvizsgaltuk, hogy milyen hatast gyakorol a CB2 aktivacio a
fokozott fehérvérsejt-endotélsejt adhéziora. Ehhez LPS indukalt
enkefalitisz modellen végeztiink megfigyeléseket in vivo. A CB2 agonista
kezelés szignifikansan csokkentette a fehérvérsejtek kitapadasat mind az
agyfelszini mind pedig a mélyebb, kortikdlis ereken. A CB2
agyi endotéliumon, in vitro. Tovabba sikeriilt kimutatnunk, hogy a CB2
aktivacidja javitja az agyi endotélsejtek gat funkciojat, melynek
hatterében valoszintileg a TJ fehérjék fokozott expresszidja all.

A fehérvérsejtekhez hasonldéan a CB2 aktivacié a melanomasejtek
agyi endotél sejtekhez torténd kitapadasat is gatolta. A JWH133 CB2
agonista  csOkkentette az  endotéliumon  keresztiil  atvandorld
melanomasejtek szamat is.

A CB2 agonistak mellett két lignan, a helioxantin (Hel-6) és a
dibenzilbutan dehydroheliobufthalmin (Hel-11) is javitotta az agyi
endotélium gat funkcidjat, és fokozta a ZO-1 fehérje jelenlétét az agyi
endotélsejtek kozotti kapcsolatokban. Ez a két lignan gatldo hatast
Emellett a Hel-6 csokkentette az agyi endotélsejtekhez kitapadt
melanomasejtek szamat.

Vizsgalataink arra utalnak, hogy a CB2 agonistdk ¢és a Hel-6,
valamint a Hel-11 lignanok alkalmazasa hozzajarulhat az immunsejtek
illetve a daganatsejtek vér-agy gaton keresztiili atjutasanak gatlasahoz.
Ezen tulajdonséagaik alapjan ezek a vegyiiletek olyan potencialis terapias
jeloltek lehetnek, melyeknek alkalmazasa hozzajarulhat az agyi
gyulladassal jard betegségek vagy az agyi metasztazisok kialakulasanak
megel6zéséhez, valamint kezeléséhez.
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