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1. BEVEZETÉS 
 
1.1. A VÉR-AGY GÁT 
A központi idegrendszer működése számára elengedhetetlen állandó belső környezet 

fenntartásában a vér-agy gátnak döntő jelentősége van. Köszönhető ez annak, hogy a perifériás 
kapillárisokkal ellentétben, amelyek egy relatív szabad anyagáramlást tesznek lehetővé a sejtek között 
és a sejteken keresztül, az agyi kapillárisok egy több pilléren alapuló védvonal révén korlátozzák az 
anyagforgalmat a vér és a központi idegrendszer között. 

A vér-agy gát egy aktív határfelületet képez a keringés és a központi idegrendszer között és 
kettős funkciót lát el: egyrészt relatív impermeabilitása révén megakadályozza, hogy potenciálisan 
károsító anyagok bejussanak a központi idegrendszerbe, és ezzel nagymértékben hozzájárul a központi 
idegrendszer homeosztázisának fenntartásához (barrier funkció). Másrészt transzportrendszerei 
segítségével aktív szerepet játszik a központi idegrendszer tápanyagellátásában és a keletkező 
anyagcsere termékek eltávolításában (szállító funkció).  

A vér-agy gát morfológiai alapját az agyi endotélsejtek képezik, amelyek azonban szoros 
funkcionális kapcsolatban állnak elsősorban az asztrocitákkal és a pericitákkal, amelyek elősegítik, 
illetve fenntartják az endotélsejtek barrier tulajdonságait. Az egymással szorosan összekapcsolódó 
endotélsejtek egy folyamatos sejtréteget képeznek az erek luminális felszínén. Az endotélsejtek 
abluminális oldala a bazális membránnal érintkezik, melynek kettőződésében a periciták foglalnak 
helyet. A kapillárisokat az asztrociták végtalpai fedik be, agyi területenként változó mértékben. 
 

1.2. AZ INTERENDOTELIÁLIS KAPCSOLATOK 
Az endotélsejtek barrier tulajdonságainak meghatározásában alapvető szerepet játszanak az 

intercelluláris kapcsolatok, ezen belül is a szoros kapcsolatok (tight junction, TJ), illetve az adherens 
kapcsolatok (adherens junction, AJ). A szoros kapcsolatok az interendoteliális junkció legapikálisabb 
részén helyezkednek el, és kettős funkcióval rendelkeznek: egyrészt paracelluláris barrierként 
megakadályozzák a sejtek közötti anyagáramlást, másrészt megakadályozzák a membránfehérjék 
szabad vándorlását az apikális és bazolaterális rész között, biztosítva az endotélsejtek polarizáltságát. 

1.2.1. Szoros kapcsolatok 
A szoros kapcsolatok felépítésében transzmembrán fehérjék és perifériás fehérjék 

(junkcionális plakk fehérjék) vesznek részt. A transzmembrán fehérjék három családba sorolhatóak: a 
négy transzmembrán domént tartalmazó fehérjék (occludin, claudinok, tricellulin/marvelD2, 
marvelD3), az immunglobulin szupercsaládba tartozó molekulák egy transzmembrán régióval (JAM, 
CAR, ESAM), illetve a nem immunglobulin családba tartozó egy transzmembrán régióval rendelkező 
fehérjék (CRB3, Bves). Ezek közül agyi endotélsejtekben a leginkább jellemzettek az occludin, a 
claudinok, illetve a JAM-ek. Természetesen nagy jelentőséggel bírnak a szoros kapcsolatot alkotó nem 
transzmembrán fehérjék is. Ide tartoznak PDZ doménnel rendelkező fehérjék (ZO-1, ZO-2, ZO-3), 
illetve PDZ doménnel nem rendelkező fehérjék (cingulin, szignalizációs fehérjék). 

1.2.2. Adherens kapcsolatok 
Az adherens kapcsolatok fontos szerepet játszanak a szoros kapcsolatok kialakításában és 

fenntartásában, valamint a permeabilitás szabályozásában is. A szoros kapcsolatok közelében 
helyezkednek el, azoktól bazolaterális irányban, és szintén transzmembrán és citoplazmatikus 
fehérjékből épülnek fel. Az adherens kapcsolatok transzmembrán fehérjéi, a cadherinek, kalciumfüggő 
sejtadhéziós molekulák; az agyi endotélsejtekben elsősorban VE-cadherin van jelen. A cadherinek a 
catenineken (α, β és γ) keresztül kapcsolódnak a citoszkeletonhoz. 
 

1.3. JELÁTVITELI FOLYAMATOK AZ AGYI ENDOTÉLSEJTEKBEN 
Ahhoz, hogy az agyi endotélsejtek adekvát módon tudjanak alkalmazkodni a külső 

környezetből jövő ingerekhez, számos receptorral kell rendelkezzenek. Ismeretes, hogy az 
idegrendszeri környezet alapvetően befolyásolja az agyi endotélsejtek tulajdonságait, így nem 
meglepő, hogy az agyi endotélsejtek neurotranszmitter receptorokkal is rendelkeznek, mint amilyenek 
az adrenerg receptorok, a szerotonin vagy a dopamin receptorok 

1.3.1. A glutamát  
A glutamát a központi idegrendszer egyik legfontosabb serkentő neurotranszmittere, de fontos 

szerepet játszhat számos központi idegrendszeri megbetegedés patogenézisében, mint amilyen az agyi 
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hipoxia. A glutamát hatását a glutamát receptorok mediálják, amelyek lehetnek ioncsatornaként 
működő ionotróp receptorok, vagy G-fehérjéhez kapcsolt metabotróp receptorok. Az ionotróp 
receptorok tovább osztályozhatóak NMDA (NMDAR1, NMDAR2A-D), AMPA (GluR1-4), illetve 
kainát (GluR5-7, KA1-2) receptorokra. A glutamát hatás szabályozásában fontos szerepet játszanak a 
glutamát transzporterek is. 

1.3.2. A szerotonin  
A szerotonin amellett, hogy egy fontos neurotranszmitter, igen fontos szerepet játszik a 

mikroerek működésének szabályozásában. Szerotonin receptorok mellett az agyi endotélium 
szerotonin transzport képességekkel is rendelkezik. A szerotonin transzporter génjének azonosítása 
lehetővé tette e transzporter közvetlen vizsgálatát. 

1.3.3. A junkcionális komplexum szabályozásában résztvevő jeltovábbító folyamatok 
Tekintettel arra, hogy az endotélium egyik legfontosabb funkciója egy paracelluláris barrier 

képzése, nem meglepő, hogy az interendoteliális junkciók szoros szabályozás alatt állnak. Ezt mi sem 
bizonyítja jobban, mint az, hogy a junkciók területére számos jelátviteli molekula lokalizálódik. A 
junkcionális fehérjék expressziója, lokalizációja és poszttranszlációs módosulásai precíz kontroll alatt 
állnak. A kísérleti eredmények túlnyomó többsége azonban epitélsejtekből ered, és sokkal kevesebbet 
tudunk az endoteliális junkciók szabályozásáról. 

A junkciókat szabályozó jeltovábbító molekulák közül a legfontosabbak: ciklikus nukleotidok, 
Ca2+, G-fehérjék, illetve számos kináz és foszfatáz. Az egyik legfontosabb szabályozási mechanizmus 
a foszforiláció/defoszforiláció. A junkcionális fehérjék számos szerin/treonin, illetve tirozin 
oldallánccal rendelkeznek, melyeknek foszforilációs állapota meghatározó jelentőségű a paracelluláris 
permeabilitás szempontjából. Számos adat utal arra, hogy a MAP kinázok, a különböző PKC 
izoformák, a Rho-kinázok, a PKA és PKG, a miozin könnyű lánc kináz és a PI3K/Akt útvonal, illetve 
a PP1, PP2A és PTP1B foszfatázok játszanak szerepet a szoros és adherens kapcsolatok 
szabályozásában. 

 
1.4. A VÉR-AGY GÁT PATOLÓGIÁS KÖRÜLMÉNYEK KÖZÖTT 
A vér-agy gátnak a klinikai gyakorlatban két okból is nagy gyakorlati jelentősége van. 

Egyrészt a vér-agy gát működésének megértése létfontosságú számos idegrendszeri megbetegedés 
patomechanizmusának tisztázásához, illetve kezelési stratégiájának kialakításához. Különböző 
kórfolyamatok, mint amilyen az agyi iszkémia, a központi idegrendszer gyulladásos megbetegedései, 
neurodegeneratív megbetegedések a vér-agy gát sérüléséhez, és ezáltal a központi idegrendszer 
homeosztázisának felbomlásához vezethetnek, amelynek súlyos kihatása lehet a kórkép lefolyására. E 
megbetegedések jelentős részében a vér-agy gát nem csak passzív célpontként szerepel, hanem aktív 
résztvevője a kórfolyamatnak, sőt kulcsszerepet is játszhat. Ilyen megbetegedések az agyi keringés 
zavarai, gyulladásos folyamatok vagy központi idegrendszeri daganatok. 

Másrészt a vér agy-agy gát relatív impermeabilitása sok esetben megakadályozza, hogy 
különböző farmakonok terápiás koncentrációt érjenek el a központi idegrendszerben. Ezért a központi 
idegrendszer megbetegedéseinek terápiájára tervezett gyógyszerek esetében igen fontos kérdés a vér-
agy gáton való átjutás. Az átjuttatásra irányuló módszerek - mint amilyen a vér-agy gát tranziens 
megnyitása, farmakonok kémiai módosítása a permeabilitás fokozása érdekében, specifikus receptorok 
felhasználása - széles tárháza ellenére sem tekinthető a kérdés megoldottnak.  

A központi idegrendszer patológiás folyamataihoz társuló leggyakoribb funkciózavar a 
permeabilitás megnövekedése. A sejtek közötti permeabilitást az endotélsejtek közötti kapcsolatok 
határozzák meg, de igen fontos szerepe van a permeabilitás szabályozásában a transzcitózisnak, a 
patológiás körülmények között kialakuló transzendoteliális csatornáknak, az endotélsejtek felszínének 
negatív töltésének. 

A paracelluláris barrier funkció ellátása szempontjából kiemelt jelentősége van az 
interendoteliális junkcióknak, a szoros kapcsolatoknak, illetve az adherens kapcsolatoknak: az 
áteresztőképességét elsősorban az interendoteliális kapcsolatokat alkotó fehérjék működése határozza 
meg. E fehérjék expressziója, membrán lokakizációja, egymással való interakciója számos 
megbetegedésben változhat, ezért ezek vizsgálata képezte kísérletes munkánk egyik fő tárgyát. 
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2. CÉLKI ŰZÉSEK 
 

A vér-agy gát fontos szerepet játszik a központi idegrendszer homeosztázisának 
szabályozásában, valamint különböző idegrendszeri megbetegedések patogenézisében és terápiájában 
egyaránt. Az agyi endotélsejtek kulcsszerepet töltenek be a vér-agy gát fő funkcióinak ellátásában, 
ezért munkánk nagy részében ezen sejtek vizsgálata került előtérbe. A több mint egy évtizedet átölelő 
munkánk során kísérleteinket néhány nagyobb, egymással azonban szorosan összefüggő témakör köré 
csoportosítva próbáltunk választ kapni a vér-agy gát működésének sajátosságaira fiziológiás és 
patológiás körülmények között. 
 

2.1. A vér-agy gát permeabilitásának szabályozásában a junkcionális fehérjék kiemelt szerepet 
játszanak, azonban szerepük nem korlátozódik kizárólag strukturális feladatok ellátására. A 
junkcionális fehérjék vizsgálata során elsősorban arra kerestünk választ, hogy az endoteliális 
növekedési faktor miként befolyásolja az agyi endotélsejtek junkcionális fehérjéinek expresszióját, 
illetve milyen morfológiai és funkcionális változásokat indukál ezekben a sejtekben. Továbbá 
kíváncsiak voltunk arra is, hogy az occludin expressziója csak az endotélsejtekre korlátozódik-e, vagy 
a vér-agy gát kialakításában szintén fontos szerepet játszó asztrociták is képesek lehetnek ezen 
junkcionális fehérje kifejezésére. 
 

2.2. Céljaink között szerepelt az agyi endotélsejtekben zajló szignalizációs mechanizmusok 
egyes sajátosságainak feltárása is. Itt egyrészt a glutamát receptorok és transzporterek, illetve 
szerotonin transzporter expresszióját kívántuk megvizsgálni. Egy igen izgalmas kérdésnek bizonyult 
annak vizsgálata, hogy a ZO-2 junkcionális fehérje a strukturális szerep mellett képes-e jeltovábbító 
útvonalak aktív részese is lenni. Választ kerestünk arra is, hogy milyen G-fehérjék expresszálódnak 
agyi endotélsejtekben, illetve a kis G fehérjék közül a Rho valamint a kalcium milyen szerepet 
játszanak az endotélsejtek működésének szabályozásában. 
 

2.3. Fontos célkitűzés volt az agyi endotélsejtek működésének feltárása patológiás körülmények 
között. A hipoxia/reoxigenáció illetve az oxidatív stressz hatásainak vizsgálata során a paracelluláris 
permeabilitás növekedés mechanizmusainak és a genotoxikus hatásoknak a feltárása volt a cél. 
További vizsgálataink során arra kerestünk választ, hogy a hipovolémiás sokk, a dohányfüst egyes 
összetevői, a TLR2/6 receptor agonisták, illetve a hiperozmózis hogyan befolyásolják a junkcionális 
komplexum működését, és az indukált változásokat milyen jeltovábbító útvonalak közvetítik. Mivel a 
központi idegrendszer nem rendelkezik nyirokkeringéssel, a vér-agy gátnak fontos szerepe van 
rosszindulatú daganatok agyi metasztázisainak kialakulásában is. Az egyik legnagyobb százalékban 
agyi metasztázist képező daganat a melanóma, így céljaink között szerepelt a melanóma sejtek vér-agy 
gáton történő transzmigrációjának molekuláris szintű vizsgálata is. 

 
3. MÓDSZEREK 
 
Kísérleteink nagy részét in vitro modelleken végeztük, amelyek közül kiemelkedő gyakorisággal 

alkalmaztuk a különböző patológiás folyamatok vizsgálatára adaptált in vitro vér-agy gát modellt. 
Ennek a modellnek az alapját az agyi endotélsejtek tenyésztése képezi. Számos molekuláris biológiai 
módszert (polimeráz láncreakció, valós idejű polimeráz láncreakció, géncsendesítés, Northern-blot) és 
fehérje vizsgálómódszert is alkalmaztunk (Western-blot, immunprecipitálás, ellenanyag-mátrix, far-
Western, zimográfia, proteomikai analízis, kétdimenzionális elektroforézis Western-blottal 
kombinálva, foszforiláció vizsgálata, fehérje turnoverének meghatározása). A mikroszkópos 
vizsgálatok átölelnek fény- és elektronmikroszkópos, illetve atomi erő mikroszkópos vizsgálatokat. A 
hemorrágiás sokk vizsgálatához, amit vér-agy gát permeabilitás mérésekkel, illetve kapilláris 
izolálással kombináltunk, egy in vivo modellt használtunk. 
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS 
 
Junkcionális fehérjék expressziójának sajátosságai 
4.1. Munkánk során kimutattuk, hogy az endotélsejtek mellett a vér-agy gát felépítésében fontos 

szerepet játszó asztrociták is képesek occludint expresszálni, aminek jelenléte valószínűleg összefügg 
e sejtek differenciáltsági fokával. Bár az occludin asztrocitákban is elsősorban a membránban 
helyezkedik el, a szolubilitás vizsgálatok azt mutatták, hogy a membránhoz való kötöttségük nem 
azonos az endoteliális occludinéval. Később más munkák is igazolták, illetve kiegészítették 
megfigyeléseinket. Különösen érdekesek azok a kutatások, amelyek során kimutatták, hogy egyes 
központi idegrendszeri megbetegedésekben, mint amilyen az Alzheimer kór, jelentősen megnövekszik 
azon asztrociták száma, amelyek junkcionális fehérjéket expresszálnak. Ezen túlmenően, gyulladásos 
mediátorok is képesek indukálni az occludin expresszióját. Mindezen eredmények ellenére az occludin 
asztrocitákban betöltött szerepe még tisztázásra vár. 

4.2. Kimutattuk, hogy az endoteliális növekedési faktor jelentős fenotípus változást képes 
indukálni agyi endotélsejtekben. ECGF hiányában a sejtek orsószerű alakot vesznek fel, amely mögött 
az aktin filamentumok átrendeződése áll. Ezen túlmenően csökken ezen sejtek fibronektin termelése, 
hasonlóképpen csökken a junkcionális fehérjék expressziója és megnövekedik a sejtek 
metalloproteináz aktivitása. A morfológiai változásoknak funkcionális következményei is vannak: 
ECGF hiányában a sejtek alacsonyabb proliferációs aktivitással, viszont magasabb migrációs 
potenciállal rendelkeznek. Ezen változásoknak olyan fontos fiziológiás és patológiás folyamatokban 
lehet fontos szerepe, mint a vaszkulogenézis vagy tumor progresszió. 

 
A szignáltranszdukció sajátosságainak vizsgálata az agyi endotélsejtekben 
4.3. Az endoteliális szignalizáció vizsgálata során kimutattuk, hogy az agyi endotélsejtek 

metabotróp, illetve ionotróp glutamát receptorokat, közöttük funkcionális NMDA receptorokat 
expresszálnak. Az NMDA receptorok aktiválása a CAM-PK II foszforilációjához vezet. E 
folyamatnak olyan megnövekedett extracelluláris glutamát koncentrációval járó folyamatokban lehet 
szerepe, mint amilyen az agyi iszkémia. Bár vannak olyan kísérletek, amelyekben nem sikerült a 
glutamát szerepét kimutatni, egyre több adat utal a glutamát szabályozó szerepére agyi 
endotélsejtekben. Így például a glutamát NMDA receptoron keresztül képes oxidatív stresszt kiváltani, 
hozzájárulva a barrier diszfunkcióhoz és a leukocita adhézióhoz. Ezen túlmenően az NR1 receptorok 
szabályozzák a t-PA által indukált agyi endoteliális szignalizációt, és szerepet játszanak a monocita 
transzmigrációban is. 

Felismertük, hogy a glutamát receptorok mellett az agyi endotélsejtek glutamát transzportereket 
is képesek expresszálni, ami arra utal, hogy e sejtek fontos szerepet tölthetnek be az extracelluláris 
glutamát koncentráció szabályozásában. Kimutattuk továbbá, hogy az agyi endotélium aktív 
szerotonin transzporterrel is rendelkezik. 

4.4. A különböző receptorok aktiválása számos intracelluláris jeltovábbító folyamatot indít el, és 
ezek igen fontos elemei a G-fehérjék. Ez vezetett minket arra, hogy megvizsgáljuk, hogy az agyi 
endotélsejtek milyen G-fehérjéket expresszálnak. A Gsα, Gi1α, Gi2α, Gi3α, Gq/11α és G0α 
expressziójának igazolása mellett kísérleteink rávilágítottak arra is, hogy a klasszikus G fehérjék 
mellett, az endoteliális szabályozásban fontos szerepet játszhat a Rho. Kimutattuk, hogy az alacsony 
Ca2+ koncentráció által indukált junkcionális károsodás mediálásában fontos szerepet játszik a Rho-
kináz. 

4.5. Munkánk egyik legizgalmasabb része a ZO-2 fehérje vizsgálata volt. A ZO-2 a szoros 
kapcsolatok egyik klasszikus alkotóeleme, amelyről úgy gondolták, hogy elsősorban strukturális 
feladatokat lát el. Munkánk során kimutattuk, hogy a ZO-2 képes a magba vándorolni, és ott 
kapcsolódni a SAF-B nevű nukleáris fehérjével. A ZO-2 magban való felszaporodását elősegíthetik 
olyan stressz faktorok, mint a magas hőmérséklet vagy nehézfémek (kadmium). A nukleáris ZO-2 
szerepének vizsgálatára olyan sejtvonalat hoztunk létre, amelyben megnövekszik a magokban levő 
ZO-2 mennyisége. A ZO-2 magban történő expresszáltatása következtében megnövekedett az M2 
típusú piruvát kináz mennyisége, amely a piruvát kináznak egy olyan izoformája, amelyik nagy 
mennyiségben fordul elő daganatos sejtekben. Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a 
megnövekedett M2-PK a ZO-2-t magban expresszáló sejtekben magasabb proliferációs rátával társult, 

               dc_218_11



 9 

azonban a ZO-2-nek az M2-PK szabályozásában betöltött közvetlen szerepe még tisztázásra vár. A 
megnövekedett proliferációval párhuzamosan destabilizálódtak a szoros kapcsolatok, amit a 
junkcionális fehérjék lokalizációjának változása és a csökkent TEER jelzett. Eredményeink 
egyértelműen kimutatták, hogy a ZO-2 strukturális feladatok ellátása mellett fontos szerepet játszik a 
jeltovábbításban és a génexpresszió szabályozásában is. Ezt támasztják alá más kutatások is, amelyek 
során kimutatták, hogy a ZO-2 elsősorban a PDZ doménjein keresztül más nukleáris fehérjékkel is 
képes kapcsolódni. Ilyen a YAP2 (Yes kinase-associated protein 2), a ZASP és a TAZ. A számos 
azonosított nukleáris fehérje ellenére, amelyekhez a ZO-2 kapcsolódni képes, a nukleáris ZO-2 pontos 
élettani szerepe nem kellően ismert még. 

 
Az agyi endotélsejtek patológiás körülmények között: extracelluláris stressz faktorok hatása 
Mivel a vér-agy gát a központi idegrendszer védvonalának egyik legelső eleme, számos 

stresszfaktor hatásának van kitéve, ami a vér-agy gát működésének zavarához vezethet, és ez súlyos 
következményekkel járhat a központi idegrendszer számára. Kísérleteink során arra a kérdésre 
kerestünk választ, hogy különböző stressztényezők, mint amilyen az oxidatív stressz, a hipovolémiás 
sokk vagy az ozmotikus stressz miként hatnak az agyi endotélsejtekre. Ezen túlmenően megvizsgáltuk 
daganatos sejtek és az agyi endotélsejtek közötti kölcsönhatás mechanizmusának néhány elemét is. 
Mivel a vér-agy gát részletes biokémiai vizsgálata in vivo csak korlátozottan lehetséges, elsősorban in 
vitro kísérleteket végeztünk, amelyekhez primér agyi endotélsejt tenyészeteket, illetve agyi endotélsejt 
vonalakat használtunk. Ezek a sejtek tenyészetben is megőrzik in vivo jellegzetességeiket, mint a 
vonWillebrand faktor expressziója, junkcionális fehérjék expressziója vagy efflux transzporterek 
expressziója. 

4.6. Munkánk során megvizsgáltuk a hipoxia/reoxigenáció, illetve az oxidatív stressz agyi 
endotélsejtekre gyakorolt hatásának különböző aspektusait. Kísérleteink során fény derült arra, hogy 
az oxidatív stressz által okozott permeabilitás növekedés molekuláris hátterében az interendoteliális 
kapcsolatokat alkotó fehérjék változásai állnak: csökken az occludin mennyisége, és károsodnak a 
junkcionális fehérjék közötti kapcsolatok is, mint amilyen a cadherin-catenin kapcsolat. A változások 
még kifejezettebbek, ha az oxidatív stressz alacsony glükóz szinttel társul. Kimutattuk, hogy a hipoxia 
által agyi endotélsejtekben aktivált jeltovábbító rendszerek között szerepel az ERK1/2 MAP kináz 
útvonal. 

4.7. In vivo kísérleteinkkel bebizonyítottuk, hogy a hipoxia/reoxigenációhoz hasonlóan a 
hipovolémiás sokk is a vér-agy gát permeabilitásának fokozódásához vezet, elsősorban annak 
dekompenzált stádiumában. A permeabilitás elsősorban a kis molekulasúlyú anyagokkal szemben 
növekedett, ami arra utal, hogy elsősorban a paracelluláris permeabilitás nő meg. A folyamat 
hátterében itt is az occludin interendoteliális junkciókból való eltűnése áll. Eredményeink felhívják a 
figyelmet arra, hogy a vérzéses sokk terápiája során érdemes figyelmet fordítani a vér-agy gát 
működésére, mivel a megnövekedett permeabilitás könnyen felboríthatja a központi idegrendszer 
hoemosztázisát, és súlyosbíthatja a betegség lefolyását. 

4.8. A Toll-szerű receptorok expressziójának vizsgálata során kimutattuk, hogy az agyi 
endotélsejtek elsősorban TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et és TLR6-ot expresszálnak. Az oxidatív stressz és 
a gyulladásos folyamatok közötti szoros kapcsolatra mutat rá megfigyelésünk, miszerint az oxidatív 
stressz növeli a TLR2, TLR3, TLR4 és TLR6 expresszióját. Ezen túlmenően kimutattuk, hogy a 
TLR2/6 agonista zymosan képes saját receptorainak expresszióját fokozni. A TLR2/6 receptorok 
aktiválása növeli az endotél rétegek permeabilitását is. E jelenséget magyarázhatja a zymosan sejt-sejt 
kapcsolatokra kifejtett hatása: a kezelés eredményeképpen a szoros kapcsolatok két transzmembrán 
alkotóelemének, az occludinnak és a claudin-5-nek a mennyisége is csökken a sejtekben, és a fehérjék 
számos helyen eltűnnek a sejtkapcsoló szerkezetek területéről. Az occludin esetében bekövetkezett 
változásokat kivédi az U0126 nevű ERK1/2 kináz gátlószer, míg a claudin-5 eltűnését NF-κB 
gátlószerrel (PDTC) és U0126-tal sem sikerült megakadályozni. Oxidatív stresszel kombinálva a 
zymosan még kifejezettebb változásokat okoz: a kettős kezelés hatására fokozódott az occludin 
mennyiségének csökkenése és a fehérje teljes mértékben eltűnt a szoros kapcsolatok területéről. 
Eredményeink alapján feltételezhető, hogy a Toll-szerű receptorok az agyi endotélsejtekben is szerepet 
játszhatnak az oxidatív stressz által kiváltott sejtkárosító hatások közvetítésében. 

4.9. Összefüggést mutattunk ki az oxidatív stressz és a dohányfüst egyes alkotóelemeinek hatása 
között is. Önmagában úgy a nikotin, mint a policiklusos aromás szénhidrogének csak nagy 
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koncentrációban és hosszan tartó kezelés esetén károsítják az interendoteliális junkciókat, ám ez a 
károsító hatás fokozottabb, ha dohányfüst fő alkotóelemei mellett a sejtek oxidatív stressznek is ki 
vannak téve. További, proteomikai vizsgálataink során azt találtuk, hogy a cigarettafüst komponensei 
elsősorban metabolikus enzimek, sokk indukálta fehérjék, illetve szignalizációs fehérjék expresszióját 
változtatják. Kísérletsorozatunk eredményei arra utalnak, hogy a cigarettafüst komponensei nem 
okoznak közvetlen, akut változásokat az agyi endotélsejtek működésében, azonban hosszan tartó 
hatás, különösen oxidatív stresszel társulva jelentős károsodásokat okozhat a vér-agy gát 
működésében. Munkánk hozzájárul a dohányzással kapcsolatos kockázatok felbecsüléséhez 
neurológiai megbetegedések, különösen agyi iszkémia esetén. 

4.10. A vér-agy gát működésére irányuló vizsgálataink során több esetben is kiderült, hogy az 
occludin mennyisége csökken agyi endotélsejtekben patológiás körülmények között. Lebontási 
mechanizmusainak vizsgálata során kimutattuk, hogy az occludin kötődni képes az itch nevű ubiquitin 
ligázhoz, amelynek következtében az occludin ubiquitinálódhat – ami a proteaszóma számára egy 
lebontási szignált jelent. Az occludin turnovere is igen gyorsnak bizonyult egy transzmembrán 
fehérjéhez képest: a teljes occludin mennyiség kicserélődött mintegy 3 óra alatt. Később más 
kutatások is megerősítették az occludin proteaszomális lebontásának jelentőségét például irritábilis 
colon szindrómában. 

4.11. A junkcionális károsodások mellett a hipoxia/oxidatív stressz genotoxikus károsodásokat 
is okozhat, még mielőtt a sejtek viabilitása csökkenne: szignifikánsan megnő a mikronukleuszok, a 
kromoszómális aberrációk és az apoptotikus sejtek száma, és csökken az endotélsejtek proliferációs 
rátája. Ha az oxidatív stresszhez glükóz hiánya is társult, az apoptotikus sejtszám növekedése még 
kifejezettebb válik. Kimutattuk, hogy oxidatív stressz hatására megnő a p53 fehérje expressziója, ami 
még tovább fokozódik, ha az oxidatív stresszt glükóz mentes körülmények között alkalmazzuk. 

4.12. Az asztrociták is érzékenyek hipoxia/reoxigenációra, de endotélsejtekkel összehasonlítva 
azt tapasztaltuk, hogy kontroll körülmények között az asztrocitákban kisebb a mikronukleuszos, 
apoptózisos és mitotikus sejtek száma. Bár a hipoxia/reoxigenáció fokozta az apoptotikus és 
mikronukleuszos sejtek számát, ez az érték alacsonyabb az endotélsejtekben hasonló körülmények 
között észleltnél. E jelenség magyarázata az asztrocitákban igen effektíven működő glutation redox 
rendszer, illetve magas a mangán szuperoxid diszmutáz és a kataláz aktivitás lehet. Az asztrociták 
szoros kölcsönhatásban vannak a velük szomszédos sejtekkel, és ennek szerepe lehet a 
neurovaszkuláris egység oxidatív stresszel szembeni ellenállóképességének kialakításában. Így például 
kimutatták, hogy az asztrociták javítják az agyi endotélsejtek oxidatív stresszel szembeni védekező 
képességét, és fontos szerepet játszanak a neuronoknak a védekezéshez szükséges prekurzor 
molekulákkal való ellátásában, mint amilyenek a glutation prekurzorok. Eredményeink alátámasztják 
az asztroglia jelentős szerepét az agy védekező mechanizmusainak kialakításában. 

4.13. Mivel klinikumban alkalmazott módszer a vér-agy gát reverzíbilis megnyitására, 
megvizsgáltuk a hiperozmotikus stressz hatását is. Eredményeink alapján a mannitollal kiváltott 
hiperozmotikus stressz igen erőteljes tirozin foszforilációt indukál agyi endotélsejtekben. A 
foszforiláció általunk azonosított célfehérjéi a β-catenin, illetve az Axl receptor tirozin kináz. A β-
catenin tirozin foszforilációja a cadherintől való disszociációjához és redisztribúciójához vezet. A 
folyamat egyik mediátora kísérleteink eredményei alapján az Src-kináz. Mivel a β-catenin a 
junkcionális komplexum egyik fontos alkotóeleme, Src mediálta foszforilációja szerepet játszhat a 
mannitol indukálta reverzíbilis vér-agy gát megnyílásban. Hiperozmotikus mannitol hatására tirozin 
foszforilálódik és ezáltal aktiválódik az Axl-t is. Kimutattuk, hogy az Axl az Akt-on keresztül fejti ki 
hatását, és szerepe van az agyi endotélsejtek apoptózisának szabályozásában. Aktiválódás mellett 
azonban az Axl le is bomlik, amelynek révén két 50-55 kDa C-terminális peptid keletkezik. 
Kimutattuk, hogy a lebomlás két lépcsőben megy végbe, az első lépésben metalloproteinázok hasítják 
az Axl, amit egy proteaszóma függő lépés követ. Kimutattuk, hogy az Axl foszforilációja és lebontása 
egymástól független folyamatok. Mivel az Axl más sejtekben igen jelentős celluláris folyamatokat 
szabályoz, e tirozin kináz vizsgálata agyi endotélsejtekben is igéretes.  

4.14. A vér-agy gát - tekintettel arra, hogy a központi idegrendszer nem rendelkezik 
nyirokkeringéssel - meghatározó szerepet játszik rosszindulatú daganatok agyi metasztázisainak 
kialakulásában. Mivel a daganatos sejtek transzmigrációjára vonatkozóan kevés adat áll rendelkezésre, 
megvizsgáltuk, hogy az egyik legnagyobb százalékban agyi metasztázist képző tumor, a melanóma 
sejtjei miként vándorolnak át a vér-agy gáton. Kimutattuk, hogy az adhéziót követően a melanóma 
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sejtek képesek átvándorolni az agyi endotélsejt rétegeken, és ezen folyamat során az interendoteliális 
kapcsolatok sérülnek. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a vándorlás paracellulárisan, az 
endotélsejtek között (is) történhet. A transzmigráció során a melanóma sejtek jelentős mennyiségű 
proteázt szabadítottak fel, amelyek közül nekünk a szepráz nevű szerin-proteázt sikerült 
azonosítanunk. 

 
5. AZ EREDMÉNYEK GYAKORLATI HASZNOSÍTHATÓSÁGA 
 
Munkánk elsősorban alapkutatási jellegű volt, amelynek fő célja a vér-agy gát működésének 

molekuláris szintű megértése volt. Kísérleteink tervezésénél azonban fontos szempont volt, hogy a 
kísérleti körülmények valamilyen in vivo folyamatot tükrözzenek, mint amilyen az agyi hipoxia vagy 
gyulladásos megbetegedések. Így, ha nem is várható eredményeinknek azonnali klinikai hasznosítása, 
a feltárt mechanizmusok alapjául szolgálhatnak új terápiás stratégiák kidolgozásához.  

A junkcionális fehérjék szabályozása egy sikerrel kecsegtető célpont lehet. Az occludin fokozott 
proteaszomális lebontása például jelentős szerepet játszik az irritábilis colon szindróma 
kialakulásában, így célszerűnek tűnik a folyamat gátlásának megkísélése ebben a kórképpben. 
Eredményeink ugyanakkor rámutatnak, hogy vérzéses sokkban, vagy a központi idegrendszer 
gyulladásos megbetegedéseinek terápiája során is érdemes figyelmet szentelni a vér-agy gát 
integritásának védelmére. Különösen érdekes lehet az Axl mint terápiás célpont, hiszen olyan fontos 
celluláris folyamatokban vesz részt, mint a sejtmigráció. Ezen a területen gyógyszerfejlesztő céggel 
együttműködve teszteljük az Axl inhibitorok lehetséges alkalmazását.  

Reményeink szerint a melanóma agyi metasztázisai kialakulásának gátlásában lehet hasznosítani 
az általunk feltárt proteolitikus mechanizmusokat, különös tekintettel a szeprázra. Specifikus szepráz 
inhibitorok – amelyek fejlesztése irodalmi ismereteink szerint folyamatban van – szükségesek az 
elképzelések alátámasztásához.  

A vér-agy gátat érintő különböző patológiás folyamatok vizsgálatára adaptált in vitro vér-agy 
gát modell a gyógyszeripar érdeklődésére is számot tarthat. A modell alkalmas különböző farmakonok 
és a vér-agy interakcióinak vizsgálatára, mint például: gyógyszerjelöltek permeabilitást befolyásoló 
hatása, illetve a vér-agy gáton való átjutásának közepes áteresztőképességű tesztelése, efflux 
transzporterekkel való kölcsönhatása, és az agyi metasztázisképzés illetve daganatos sejtek endoteliális 
adhéziójának vizsgálata. Ezeken a területeken aktív együttműködést is folytatunk biotechnológiai 
cégekkel. 

 
6. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 
 
A tudományos kutatás ma már alapvetően csapatmunka, ezért ezúton is szeretném kifejezni 

köszönetemet és hálámat minden kollégának, akivel kutatómunkám során együtt dolgoztam. 
Köszönettel tartozom egykori tanáraimnak, elsősorban dr. Módy Jenő professzornak, aki 
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Szerencsésnek mondhatom magam, hogy a néhai Dr. Joó Ferenc irányítása alatt kezdhettem meg 
kutatómunkámat, aki a vér-agy gát rejtelmei mellett betekintést engedett a tudományos élet 
kulisszatitkaiba is. 

Szeretném megköszönni a szakmai és sokszor emberi segítséget közvetlen munkatársaimnak, 
elsősorban Dr. Deli Máriának, NTK Dungnak, Dr. Farkas Attilának, Dr. Wilhelm Imolának, Dr. 
Nagyőszi Péternek, Fazakas Csillának, Haskó Jánosnak, Molnár Juditnak. 

Köszönettel tartozom Dr. Ormos Pál akadémikusnak, aki a Biofizikai Intézet igazgatójaként 
támogatta a neurobiológusok, és ezáltal az én munkámat is, valamint Dr. Párducz Árpádnak és Dr. 
Siklós Lászlónak. 
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Bauernak, akik laboratóriumában töltöttem posztdoktori éveimet, és akikhez a mai napig szoros 
szakmai és baráti kötelékek fűznek. 

Szeretném megköszönni családom minden tagjának a szeretetet és a támogatást, hogy megértően 
viselték a kutatómunkával járó távolléteket. Nélkülük ez a munka aligha jöhetett volna létre.  
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