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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

5-HT: 5-hidroxi-triptamin, szerotonin 

ABC transzporterek: ATP-binding casette transzporterek 

AFM: atomic force microscope (atomi erő mikroszkóp) 

AJ: adherens junction (adherens kapcsolat) 

AMPA: 2-amino-3-(5-metil-3-oxo-1,2- oxazol-4-il)propánsav 

BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin) 

bFGF: basic fibroblast growth factor (bázikus fibroblaszt növekedési faktor) 

CAM-PK II: calmodulin protein kinase II (kalmodulin-dependens protein kináz II) 

CAR: coxsackie és adenovírus receptor 

Cdc42: cell division cycle 42 

CK: casein kinase (kazein kináz) 

CPT-cAMP: 8-(4-chlorophenylthio)-cyclic adenosine monophosphate 

Ct: threshold cycle (küszöbciklus) 

Da, kDa: dalton, kilodalton 

DAMP: damage associated molecular pattern 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMNQ: 2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone (2,3-dimetil-1,4-naftokinon) 

DPPIV: dipeptidyl peptidase IV 

EAAT: excitatory amino-acid transporter 

EBA: Evans blue albumin (Evans kék albumin) 

EBM-2: endothelial basal medium-2 

ECGF: endothelial cell growth factor (endoteliális növekedési faktor) 

EDTA: etiléndiamintetraacetát 

EGM-2: endothelial growth medium-2 

ERK: extracellular signal-related kinase 

ESAM: endothelial cell-selective adhesion molecule 

FAK: fokális adhéziós kináz 

FCS: fetal calf serum (magzati borjúsavó) 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (glicerinaldehid-3-foszfát dehidrogenáz) 

GDNF: glial derived neurotrophic factor 

GFAP: glial fibrillary acidic protein 

GLUT-1: glükóz transzporter-1 

GPCR: G-protein-coupled receptor  

HA: hemagglutinin 

hCMEC/D3 (D3): human cerebral microvascular endothelial cell line, D3 clone (humán agyi 
mikrovaszkuláris endotélsejt vonal, D3 klón) 

HUVEC: human umbilical vein endothelial cells (humán köldökvéna endotélsejtek) 

IL: interleukin 

IFN: interferon 

IP: immunprecipitálás 

JAM: junkcionális adhéziós molekula 

JNK: c-Jun N-terminal kinase 
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LDH: laktát-dehidrogenáz 

LDL: low density lipoprotein 

LPS: lipopoliszacharid 

M2-PK: M2-piruvát kináz 

MA (1-MA): metilantracén (1-metilantracén) 

MAP kináz: mitogén aktivált protein kináz 

MDCK: Madin-Darby canine kidney 

MEM: Minimum Essential Medium 

MW: molecular weight (molekulatömeg) 

NFκB: nukleáris faktor κB 

NMDA: N-metil-D-aszpartát 

OG: Oregon Green (Oregon zöld) 

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis 

PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons (policiklusos aromás szénhidrogének) 

PAMP: pathogene associated molecular pattern (patogén asszociált molekuláris mintázat) 

PBS: phosphate buffered saline 

PCR: polymerase chain reaction (polimeráz láncreakció) 

PDTC: pirrolidin ditiokarbamát 

Ph: phenanthrene (fenantrén) 

PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase (foszfatidilinozitol-3 kináz) 

PK: protein kináz 

PLA2: phospholipase A2 (foszfolipáz A2) 

PP: protein phosphatase (protein foszfatáz) 

PTP: protein tyrosine phosphatase (protein tirozin foszfatáz) 

PY: phosphotyrosine (foszfotirozin) 

RBEC: rat brain endothelial cell (patkány agyi endotélsejt) 

ROCK: Rho-associated coiled-coil containing protein kinase (Rho-kináz) 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium 

RT: reverse transcription (reverz transzkripció) 

SAF-B: Scaffold attachment factor B 

SD: standard deviáció 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

SLC: solute carrier 

TEER: transzendoteliális/-epiteliális elektromos rezisztencia 

TGF-β: transforming growth factor-β 

TJ: tight junction (szoros kapcsolat) 

TLR: Toll like receptor (Toll-szerű receptor) 

TNF-α: tumor nekrózis faktor-α 

Tx-100: Triton X-100 

VEGF: vascular endothelial growth factor (vaszkuláris endoteliális növekedési faktor) 

WB: Western-blot 

ZO: zonula occludens 

               dc_218_11



6 

 

2. BEVEZETÉS 

2.1. 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 fogalmának kialakulásához Paul Ehrlich felfedezése vezetett, aki az 

1880-as évek elején megfigyelte, hogy az érrendszerbe adott anilin festékek a központi 

idegrendszer kivételével egyenletesen oszlanak el a szövetekben (Ehrlich, 1885). A 

jelenséget ő akkor úgy értelmezte, hogy a festék affinitása kisebb az agyhoz, a többi 

szövethez képest. Azonban Goldman az 1910-es évek elején megfigyelte, hogy a 

cerebrospinális folyadékba juttatott festék megfestette az agyat, viszont nem jutott be a 

vérkeringésbe, ami arra utalt, hogy a központi idegrendszer és a szervezet többi része 

között ezen festékek átjutása korlátozott. A vér-agy gát lokalizációja hosszú évtizedekig 

vita tárgyát képezte, míg a hatvanas évek végén tormaperoxidáz alkalmazásával végzett 

elektronmikroszkópos vizsgálatok segítségével kimutatták, hogy emlősökben a vér-agy gát 

morfológiai alapját az agyi kapillárisok endotélsejtjei képezik (Reese és Karnovsky, 1967, 

Brightman és Reese, 1969). Nagy előrelépés volt a vér-agy gát szerkezetének és 

működésének megértésében az asztrociták szerepének felismerése (DeBault és Cancilla, 

1980, Janzer és Raff, 1987), majd a kilencvenes években, az első transzmembrán tight 

junction (TJ) fehérjék felfedezésével megnyílt az út a vér-agy gát működésének 

molekuláris szintű tanulmányozásához. 

2.1.1. A vér-agy gát szerepe 

A vér-agy gát, amelynek morfológiai alapját az agyi erek endotélsejtjei alkotják, egy 

aktív határfelületet képez a keringés és központi idegrendszer között. A vér-agy gát 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 
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(barrier funkció). Másrészt transzportrendszerei segítségével aktív szerepet játszik a 

központi idegrendszer tápanyagellátásában és a keletkező anyagcsere termékek 

eltávolításában (szállító funkció). 

Az agyi mikroerek felszíne jelentős méretű, mintegy 150-200 cm2/gramm 

agyszövetet is elérhet, ami azt jelenti, hogy egy átlagos felnőttben a keringés és a központi 

idegrendszer közötti aktív határfelület mintegy 12-18 m2 (Abbott és mtsai, 2010). A 

kapilláris hálózat a központi idegrendszerben igen sűrű, az átlagos távolság a kapillárisok 

között kb. 40 µm (Duvernoy és mtsai., 1983), ami lehetővé teszi az agyszövet tápanyaggal 

való gyors ellátását. A kapillárisokat folytonosan bélelő endotélsejtek szoros kapcsolatok 

révén kapcsolódnak egymáshoz, amelyek, gátolván a szabad ionáramlást, elektromos 

ellenállás kialakulásához vezetnek, melynek értéke 1000 Ω•cm2 nagyságú is lehet (Crone 

és Christensen, 1981, Butt és mtsai., 1990), ezt azonban a parenchima kapillárisaiban még 

nem sikerült közvetlenül megmérni. 

Barrier funkció 

A vér-agy gát egy négyszeres védvonalat hoz létre a keringés és a központi 

idegrendszer határfelületén (Wilhelm és mtsai., 2011): 

i) Egyrészt paracelluláris barrierként működik, azaz megakadályozza a sejtek közötti 

szabad anyagáramlást. Ennek morfológiai alapját az agyi endotélsejteket összekötő szoros 

kapcsolatok képezik. 

ii) A vér agy-gát transzcelluláris barrierként is működik, ami azt jelenti, hogy a sejten 

keresztüli transzport is alacsony szintű; ez az agyi endotélsejtekben megfigyelt alacsony 

pinocitotikus aktivitás következménye. 

iii) Az agyi endotélsejtek komplex enzimrendszerekkel rendelkeznek (kolinészteráz, 

alkalikus foszfatáz, γ-glutamil transzpeptidáz, monoamino oxidáz), amelyek az 

endotélsejtekbe jutó szubsztrátjaikat enzimatikus úton elbontják. 

iv) Az agyi endotélsejtek ezen túlmenően rendelkeznek efflux transzporterekkel (pl. 

ABC-B1, ABC-C1-5, ABC-G2), amelyek képesek kipumpálni a sejtbe jutott 

xenobiotikumok széles tárházát. Ennek következtében az ABC (ATP-binding cassette) 

családba tartozó efflux transzporterek fontos szerepet játszanak a központi idegrendszeri 

megbetegedések terápiájában, ugyanis jelentősen befolyásolják a gyógyszerek 

disztribúcióját, gyakran megakadályozva azt, hogy a azok terápiás koncentrációt érjenek el 

a központi idegrendszerben. Eddigi ismereteink szerint az agyi endotélsejtekben a 
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legnagyobb jelentőséggel a P-glikoprotein (ABC-B1) rendelkezik, amely számos lipofil 

anyagot képes transzportálni (Löscher és Potschka, 2005). 

Szállító funkció 

Mivel a vér-agy gát a vízben oldékony anyagok számára csak korlátozottan átjárható, 

az agy működése számára elengedhetetlen vízoldékony anyagok bejuttatása specifikus 

transzportrendszerek segítségével történik. Ezeknek nagy része az úgynevezett SLC (solute 

carrier) transzporter családba tartozik. Az agyi endotélsejtek számos ilyen transzportert 

expresszálnak, mint a glükózt transzportáló SLC2-A2 (GLUT-1 - glükóz transzporter-1), 

az aminosav transzportban részt vevő SLC3 és SLC7 család tagjai (pl. LAT-1 - L-típusú 

aminosav transzporter-1), a glutamát transzportban részt vevő SLC1 család tagjai, vagy az 

SLC15 (proton/oligopetid transzporter), az SLC16 (monokarboxilát transzporter), az 

SLC21 (organikus anion transzporter), az SLC22 (organikus anion/kation transzporter) 

család tagjai. A vér-agy gáton különböző ionpumpák révén aktív iontranszport zajlik 

(Na+/K+-ATP-áz, Na+/K+/Cl--transzporter, Na+/H+-antiporter, H+-ATP-áz), de specifikus 

transzport szerepe van a transzferrin receptornak vagy az LDL (low density lipoprotein) 

receptornak is (Abbott és mtsai., 2010). 

2.1.2. A vér-agy gát szerkezete 

A vér-agy gát morfológiai alapját az agyi endotélsejtek képezik, amelyek azonban 

szoros funkcionális kapcsolatban állnak elsősorban az asztrocitákkal és a pericitákkal, 

amelyek a barrier tulajdonságok kialakulását és fenntartását segítik elő. 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. ábra). 

Endotélsejtek 

Az agyi kapillárisokat bélelő endotélsejtek lapos sejtek, amelyekre jellemző a 

folytonos szoros kapcsolatok jelenléte (Brightman és Reese, 1969), a nagyszámú 

mitokondrium (Oldendorf és mtsai., 1977), a caveolák alacsony száma a luminális 

membránban (Nag, 2003), ami legalább egy nagyságrenddel kisebb, mint az 

idegrendszeren kívül elhelyezkedő kapillárisokban. A szoros kapcsolatok, amelyek a 

szomszédos sejtek egymásra fekvő membránjai között alakulnak ki, egy folyamatos 
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övszerű struktúrát képeznek a sejtek apikális részén. A metszeti képen membrán fúziós 

pontok sorozataként („kissing points”) jelennek meg, fagyasztva töréssel azonban jól 

vizualizálható a szoros kapcsolatok szálas szerkezete (TJ strands, fonatok). Az agyi 

endotélsejtek tulajdonságai között tehát az általános, endotélsejtekre jellemző 

tulajdonságok (von-Willebrand faktor jelenléte, magas alkalikus foszfatáz és γ-glutamil 

transzpeptidáz aktivitás, acetilált LDL felvétel) mellet megtalálhatóak az epitélsejtekre 

jellemző tulajdonságok is: folyamatos szoros kapcsolatok, alacsony pinocitózis, magas 

elektromos ellenállás, amelyek elengedhetetlenek a barrier funkció ellátásához. 

Más endotélsejtekhez hasonlóan az agyi endotélsejtek sem képeznek egy homogén 

populációt (Palade, 1988). Különbözhetnek egymástól biokémiai és fiziológiai 

sajátosságokban az ér méretétől függően vagy lokalizációtól függően. Ezek a különbségek, 

amelyek a többek között az muszkarin típusú acetilkolin receptor (Badaut és mtsai., 1997), 

a von Willebrand faktor (Yamamoto és mtsai., 1998) vagy trombomodulin (Wang és 

mtsai., 1997) expressziójában nyilvánulnak meg, jól tükrözik az agyi endotélsejtek 

alkalmazkodóképességét a funkcionális igényekhez. Az endotélsejtek fenotípusainak 

modulálásában számos tényező játszik szerepet: ezek közül is kiemelkednek a különböző 

növekedési faktorok, mint amilyen a bázikus fibroblaszt növekedési faktor vagy TGF-β. A 

moduláció nemcsak a sejtek morfológiájára terjed ki, hanem biokémiai, és funkcionális 

sajátosságokra is (Terranova és mtsai., 1985, Garfinkel és mtsai, 1996, Kumar és mtsai., 

1998). Agyi mikroerekből izolált endotélsejtek különböző morfológiai jellegzetességekkel 

rendelkeznek (Rupnick és mtsai., 1988). Azonban ezek a különbségek nemcsak a primér 

tenyészetek morfológiai heterogenitásából adódnak, hanem indukálhatóak fenotipikusan 

azonos klónokból is. Tontsch és Bauer kimutatták (Tontsch és Bauer, 1989), hogy egyazon 

klónból származó agyi endotélsejtek epiteliális és mezenchimális alakot is felvehetnek. 
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Periciták 

A periciták szoros fizikai kapcsolatban vannak az endotéliummal. Patkány agyban a 

kapillárisok pericita lefedettsége 22-32% között változik (Sims, 1991), izolált 

kapillárisokban átlagosan 1 pericita jut 3-5 endotélsejtre (Pardridge, 1999). Annak ellenére, 

hogy a pericitákat és endotélsejteket a bazális membrán elválasztja, sikerült e két sejttípus 

között gap junctionokat is kimutatni (Cuevas és mtsai., 1984). Ez oly módon jöhet létre, 

hogy a periciták nyúlványokat képeznek, amelyek a bazális membránon áthatolva 

közvetlen kapcsolatba kerülnek az endotélsejtekkel. A periciták, kontraktilitásuk révén, 

szerepet játszhatnak a mikrovaszkuláris véráramlás szabályozásában. Ezen túlmenően 

szabályozó funkciót tölthetnek be az endoteliális proliferációban, angiogenézisben és 

gyulladásos folyamatokban. A periciták jelentőségére utal, hogy hiányukban endoteliális 

hiperplázia és abnormális vaszkulogenézis lép fel az agyban (Hellström és mtsai., 2001), 

illetve megnő a vér-agy gát permeabilitása (Armulik és mtsai., 2010). 

Asztrociták 

Az asztrociták igen fontos szerepet játszanak a vér-agy gát tulajdonságok 

kialakításában (Tao-Cheng és mtsai., 1987, Janzer és Raff, 1987, Abbott és mtsai., 2006). 

Az asztrociták végtalpai finom lemezes szerkezetükkel gyakorlatilag beborítják az 

endotélsejteket (Kacem és mtsai., 1998). Azonban ez a borítás nem mindenütt folytonos, 

lehetővé téve az idegvégződések közvetlen kapcsolatát a bazális membránnal (Cohen és 

mtsai., 1997, Paspalas és Papadopoulos, 1996). Az asztrociták és endotélsejtek között 

kétirányú kapcsolat alakulhat ki, ami jellegét tekintve lehet közvetlen fizikai kapcsolat gap 

junctionokon keresztül, illetve kémiai kapcsolat. Ez utóbbi mediálásában fontos szerepet 

játszik többek között a TGF-β (transforming growth factor-β) (Tran és mtsai., 1999), a 

GDNF (glial derived neurotrophic factor) (Igarashi és mtsai., 1999), a bFGF (bázikus 

fibroblaszt növekedési faktor) (Sobue és mtsai., 1999), az IL (interleukin)-6 (Sun és mtsai., 

1997) és a hidrokortizon (Hoheisel és mtsai., 1998). Azokban az egerekben, amelyek 

GFAP (glial fibrillary acidic protein) hiányosak, és így nem rendelkeznek teljes 

funkcionalitású asztrocitákkal, a vér-agy gát funkciója sérült (Liedtke és mtsai., 1996), 

illetve ezek az asztrociták nem képesek vér-agy gát tulajdonságokat indukálni (Pekny és 

mtsai., 1998). 
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Bazális membrán 

A bazális membrán egy specializált extracelluláris mátrix, amely beborítja az 

endotélsejteket, és amelynek kettőzetében foglalnak helyet a periciták. Felépítésében főleg 

laminin, fibronektin, tenaszcin, kollagén (elsősorban IV-es típusú) és proteoglikánok 

vesznek részt (Nag, 2003). Az extracelluláris mátrix mintegy horgonyként szolgál az 

endotélsejtek számára, amely a laminin és egyéb mátrix proteinek, illetve az endoteliális 

integrin receptorok közötti kapcsolat révén valósul meg (Hynes, 1992). A sejt-mátrix 

kölcsönhatás számos intracelluláris jeltovábbító útvonalat befolyásol (Tilling és mtsai, 

2002), és a mátrix fehérjék elősegítik az endoteliális TJ fehérjék kifejeződését is (Savettieri 

és mtsai., 2000). A bazális membrán ezen túlmenően fontos szerepet játszik a 

sejttapadásban, migrációban, és barrierként szolgálhat a makromolekulák passzázsa 

számára. 

2.2. 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) (2. ábra). 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. 

2.2.1. Szoros kapcsolatok (tight junction, TJ) 

A szoros kapcsolatok felépítésében transzmembrán fehérjék és perifériás fehérjék 

(junkcionális plakk fehérjék) vesznek részt (Bauer és mtsai., 2011). 

Transzmembrán fehérjék 

A szoros kapcsolatok transzmembrán fehérjéi három családba sorolhatóak: a négy 

transzmembrán domént tartalmazó fehérjék (occludin, claudinok, tricellulin/marvelD2, 

marvelD3), az immunglobulin szupercsaládba tartozó molekulák egy transzmembrán 

régióval (JAM - junkcionális adhéziós molekula, CAR - coxsackie és adenovírus receptor, 

ESAM - endothelial cell-selective adhesion molecule), illetve a nem immunglobulin 

családba tartozó egy transzmembrán régióval rendelkező fehérjék (CRB3 - crumbs 
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homolog 3, Bves - blood vessel epicardial substance). Ezek közül agyi endotélsejtekben a 

leginkább jellemzettek az occludin, a claudinok, illetve a junkciós adhéziós molekulák 

(JAM-ek) (Bauer és mtsai., 2011). 

Occludin 

A 65 kDa molekulasúlyú occludin volt az első transzmembrán tight junction fehérje, 

amelyet sikerült azonosítani (Furuse és mtsai., 1993). Szerkezetére jellemző a négy 

transzmembrán régió, a két extracelluláris hurok, egy rövidebb, citoplazmatikus N-

terminális régió, valamint egy hosszabb, szintén citoplazmatikus C-terminális domén. A 

két extracelluláris hurok gazdag tirozinban és glicinben, és kulcsszerepet játszik az 

occludin membrán lokalizációjában és a szoros kapcsolatok zárásában (Wong és 

Gumbiner, 1997, Lacaz-Vieira és mtsai., 1999). Az occludin számos fehérjéhez képes 

kapcsolódni, amelyek között kiemelt szerepet játszanak a tight junction felépítésében 

résztvevő fehérjék (ZO - zonula occludens fehérjék, claudin, JAM), és a jeltovábbító 

molekulák (PKC, c-Yes, c-Src, kazein kináz-2) (Gonzalez-Mariscal és mtsai., 2008). Az 

occludin több izoformája is ismeretes (Muresan és mtsai., 2000, Ghassemifar és mtsai., 

2002, Mankertz és mtsai., 2002), azonban ezek funkciója még nincs tisztázva. Az occludin 

hiánya nem akadályozza meg a szoros kapcsolatok létrejöttét (Saitou és mtsai., 1998), 

ennek ellenére az occludin hiányos egerek súlyos fejlődési rendellenességekkel jönnek 

világra, amelyekre jellemző a gyomor nyálkahártyájának hiperpláziája és krónikus 

gyulladása, kalcium és foszfor lerakódások a kisagyban és a bazális ganglionokban, 

valamint csontfejlődési zavarok (Saitou és mtsai., 2000). 
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Az occludin expressziójának és működésének szabályozása 

Az occludin különböző szövetekben expresszálódik, elsősorban epitélsejtekben és 

endotélsejtekben. Ezt a specifikus expressziót a gén promóter régiójához kapcsolódó 

transzkripciós faktorok szabályozzák. Így például kimutatták, hogy agyi endotélsejtekben 

Sp3, míg tüdő endotélsejtekben YY1 transzkripciós faktor kötődik az occludin 

promóteréhez, így indukálva az occludin expresszióját agyi endotélsejtekben és 

represszálva azt más endotélsejtekben (Sade és mtsai., 2009). Azonban a szabályozás ennél 

sokkal komplexebb mivoltára utal, hogy az occludin expresszióját a TNF-α (tumor 

nekrózis faktor-α), IFN-γ  (interferon- γ ) (Mankerz és mtsai., 2000), a retinsav (Kubota és 

mtsai., 2001) és a „snail” transzkripciós represszor (Ikenouchi és mtsai., 2003) is tudja 

szabályozni, ami magyarázatot adhat arra, hogy az occludin adott körülmények között nem 

kizárólag endotél- és epitélsejtekben expresszálódik. 

Az occludin működésének szabályozásában a foszforilációnak van fontos szerepe. 

Western-blot analízissel vizsgálva az occludin számos sáv formájában jelentkezhet 62-82 

kDa között. Ezek a sávok az occludin különböző foszforilációs állapotainak felelnek meg. 

MDCK sejtekben kimutatták, hogy a magasabb molekulasúlyú sávok szerinen, kisebb 

mértékben treoninon, de nem tirozinon foszforilált occludin izoformák, amelyek alkalikus 

foszfatáz kezeléssel (Sakakibara és mtsai., 1997), illetve a sejt-sejt kontaktusok 

felszakadása esetén (Wong, 1997) eltűnnek. Ezzel ellentétben az occludin tirozin 

oldalláncokon történő foszforilációja a junkciók sérüléséhez vezethet (Kale és mtsai., 

2003), noha ez a folyamat sejttípus-függő lehet (Jepson, 2003). Agyi endotélsejtekben az 

occludin tirozin foszforilációját figyelték meg iszkémia során (Kago és mtsai., 2006), 

illetve glutamát jelenlétében (András és mtsai., 2007), mely folyamatok során sérül a vér-

agy gát. 

Az occludin foszforilációs állapotát számos kináz és foszfatáz egyensúlya határozza 

meg, mint például: Src (Basuroy és mtsai., 2003), különböző PKC izoformák (Suzuki és 

mtsai., 2009), Rho-kináz (Persidsky és mtsai., 2006), CK1ε (kazein kináz 1ε) (McKenzie 

és mtsai., 2006) és CK2 (Smales és mtsai., 2003), illetve PP2A, PP1 (Seth és mtsai., 2007) 

és PTP1B (Atkinson és Rao, 2001). Az occludin foszforilációja specifikus Ser/Thr/Tyr 

oldalláncokon meghatározó szereppel bír a különböző junkcionális fehérjékkel való 

kapcsolódásában, és így a paracelluláris permeabilitás szabályozásában (összefoglalva: 

Rao, 2009). 
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Az occludin szabályozásában fontos szerepet játszanak lebontási folyamatok is, 

ezekről azonban kísérleteink megkezdésekor még nem álltak rendelkezésre kísérleti 

adatok. 

Claudinok 

A claudinokat 1998-ban, öt évvel az occludin után fedezték fel (Furuse és mtsai., 

1998). A claudinok az occludinhoz hasonlóan négy transzmembrán régióval rendelkeznek, 

azonban molekulasúlyuk csak 20-25 kDa között változik, és jelentős szekvencia homológia 

sem mutatható ki az occludinnal. A két extracelluláris hurok közül az első 41-55 

aminosavat, a második 10-21 aminosavat tartalmaz, míg a C-terminális rész 21-44 

aminosav hosszúságú. A claudin interakciói számára a C-terminális régiónak van kiemelt 

jelentősége, mert ez a rész tartalmazza a PDZ kötő doméneket, és ennek révén képes a 

claudin más fehérjékhez kapcsolódni. Ezen túlmenően a claudinok egymáshoz is képesek 

kapcsolódni, ami a tight junction fonatok kialakulásában játszik szerepet (Piontek és 

mtsai., 2008). Az agyi endotélsejtekben először a claudin-5-öt és -1-et sikerült kimutatni 

(Morita és mtsai., 1999, Liebner és mtsai., 2000), később kimutatták a claudin-3 és 

claudin-12 jelenlétét is (Wolburg és mtsai., 2003, Nitta és mtsai., 2003), de ezen kívül még 

számos claudin mRNS-e van jelen agyi endotélsejtekben (Ohtsuki és mtsai., 2008). Az 

egyes claudinok pontos funkciója nem ismeretes, a claudin-5 hiánya a vér-agy gát méret 

szelektív megnyílását okozza (Nitta és mtsai., 2003). 

A claudinok szabályozása 

A claudinok expressziójának szabályozását számos tényező befolyásolja. 

Gyulladásos mediátorok, mint a TNF-α (Mazzon és Cuzzocrea, 2007), a bradikinin (Liu és 

mtsai., 2008), az IL-1β (Williams és mtsai., 2008) és a VEGF-A (Argaw és mtsai., 2009) 

csökkentik az agyi endotélsejtekben legfontosabb claudin, a claudin-5 mennyiségét. Az 

adherens junction fehérje VE-cadherin is szerepet játszik a claudin-5 szabályozásában 

azáltal, hogy megakadályozza a FoxO1 és β-catenin magi felhalmozódását, amelyek a 

claudin-5 promótert gátolják (Gavard és Gutkind, 2008). A glukokortikoidok szintén 

növelik a claudin-5 mennyiségét (Förster és mtsai., 2008). 

A claudinok poszt-transzlációs módosulással történő szabályozása történhet 

foszforiláció és palmitoiláció útján (összefoglalva: Findley és Koval, 2009). A claudin-5 

foszforilációjában szerepet játszik a PKA (Ishizaki és mtsai., 2003), valamint a Rho-kináz 

(Yamamoto és mtsai., 2008). 
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Junkcionális adhézios molekulák 

A junkcionális adhéziós molekulák (JAM) alkotják a tight junction transzmembrán 

fehérjéinek harmadik családját (Martin-Padura és mtsai., 1998). A ma ismert JAM fehérjék 

közül agyi endotélsejtekben elsősorban a JAM-1 (JAM-A) és a JAM-3 (JAM-B) (Aurrand-

Lions és mtsai., 2001) van jelen. A JAM fehérjékre jellemző az egy transzmembrán 

domén, két extracelluláris, immunglobulinszerű hurok és a homofil kötődés. Fontos 

szerepet játszanak az immunsejtek vér-agy gáton történő átjutásában. 

További transzmembrán junkcionális fehérjék 

Az egyik legfrissebben felfedezett transzmembrán tight junction fehérje a tricellulin 

(Ikenouchi és mtsai., 2005), amely a hármas sejthatárokhoz koncentrálódik. Elsősorban 

epitélsejtekben expresszálódik, agyi endotélsejtekben még nem írták le expresszióját. 

Szintén epitélsejtekben expresszálódik a CAR (Raschperger és mtsai., 2006). Korábban 

leírtak egy 1G8 antigén nevű JAM-hez hasonló transzmembrán fehérjét is, amely endotél 

specifikus (Nasdala és mtsai., 2002). Bioinformatikai módszerekkel azonosították a 

marvelD3-at (Steed és mtsai., 2009), de agyi endotélsejtekben még nem írták le jelenlétét. 

Plakk fehérjék 

PDZ domént tartalmazó fehérjék 

A PDZ domén neve három fehérjéből ered: PSD-95 (post-synaptic density protein 

95), Dlg (discs large protein) és ZO-1 (zonula occludens-1). Fontos szerepet játszik más 

fehérjék PDZ doménjéhez, illetve a transzmembrán fehérjék C-terminális részén található 

E-S/T-X-V motívumhoz való kapcsolódásban (Songyang és mtsai., 1997). Ezáltal a PDZ 

domént tartalmazó junkcionális fehérjék egy hálózatot hoznak létre, amely membrán 

proteineket és jelátviteli molekulákat kapcsol össze. 

Zonula occludens (ZO) fehérjék 

A 220 kDa molekulasúlyú ZO-1 volt az első TJ fehérje, amelyet máj membrán 

preparátum ellen termeltetett specifikus monoklonális ellenanyag segítségével sikerült 

azonosítani (Stevenson és mtsai., 1986). Később felfedezték a kisebb molekulasúlyú ZO-2-

t (Gumbiner és mtsai., 1991) és a ZO-3-at (Haskins és mtsai., 1998) is, amelyek 

koprecipitálnak a ZO-1-gyel. A ZO-3 az eddigi adatok szerint nem expresszálódik jelentős 

mennyiségben az endotélsejtekben (Inoko és mtsai., 2003). A ZO-1, ZO-2 és ZO-3 hasonló 

felépítésű: jellemző rájuk az N-terminális régióban helyet foglaló három PDZ domén, 

amelyet egy SH3 (Src homológia 3) domén és egy GUK (guanilát kináz, mely enzimatikus 
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aktivitással nem rendelkezik) domén követ, amely révén a ZO fehérjék a MAGUK 

(membrán asszociált guanilát kináz) fehérje családhoz is tartoznak. A junkcionális 

plakkban a ZO fehérjék a fehérje-fehérje kapcsolatok fontos szervezőjeként működnek, és 

ebben a szerepben nagyon fontos helye van a PDZ doméneknek. A ZO-1 első PDZ 

doménje kapcsolódik a claudinok C-terminális részéhez, és ennek a kapcsolatnak fontos 

szerepe van a TJ szálak kialakításában (Umeda és mtsai., 2006). A ZO fehérjék szerepének 

redundanciájára utal, hogy azok az epitélsejtek, amelyekből kiütötték a ZO-1-et és a ZO-2-

t, nem képeznek TJ szálakat, azonban abban az esetben, ha ezekbe a sejtekbe exogén ZO-

1-et vagy ZO-2-t juttatnak, a TJ szálak ismét megjelennek (Umeda és mtsai., 2006). A ZO-

1 második PDZ doménje felelős a homo- illetve heterodimerizációért (Utepbergenov és 

mtsai., 2006), valamint a connexinnel való kapcsolatért (Giepmans és Moolenaar, 1998), a 

harmadik PDZ pedig a JAM-1-hez való kötődésben játszik szerepet (Ebnet és mtsai., 

2000). Az SH3 domén kinázokkal (Balda és mtsai., 1996), a ZONAB nevű transzkripciós 

faktorral (Balda és Matter, 2000), vagy az Apg-2 nevű hősokk fehérjével (Tsapara és 

mtsai., 2006) képes kapcsolódni, míg a GUK domén felelős az occludinnal és az α-

cateninnel való kapcsolatért (Müller és mtsai., 2005). A C-terminális, prolinban gazdag 

régió aktinnal (Fanning és mtsai., 1998) és kortaktinnal (Katsube és mtsai., 1998) képes 

interakcióba lépni, így a ZO-1 kapcsolatot teremt a szoros kapcsolatok membránfehérjéi és 

a citoszkeleton között. 

A 160 kDa molekulasúlyú ZO-2 felépítése hasonló a ZO-1-éhez, azonban egy 

rövidebb C-terminális régióval rendelkezik, amely 25% homológiát mutat a ZO-1-gyel 

(Jesaitis és Goodenough, 1994, Beatch és mtsai., 1996). A ZO-1-hez hasonlóan a ZO-2 is 

az első PDZ doménje révén kapcsolódik a claudinokhoz, a második PDZ doménen 

keresztül kapcsolódik a connexinhez és más ZO fehérjékhez, a C-terminális rész pedig 

aktinhoz kötődik, míg az occludinnal és az α-cateninnel való kapcsolatért az SH3 és a 

GUK domén felelős (Itoh és mtsai., 1999a, Itoh és mtsai., 1999b). A ZO-2 szerkezeti 

analízise felderítette azt is, hogy a fehérje nukleáris lokalizációs és nukleáris export szignál 

szekvenciákkal is rendelkezik (Islas és mtsai., 2002). 

Említésre méltók a ZO-1 és ZO-2 szerepét illetően a knock out állatokon illetve 

géncsendesített sejteken végzett vizsgálatok eredményei. Így a ZO-1-től homológ 

rekombináció segítségével megfosztott sejtek polarizált monolayerek alkotására képesek, 

melyekben funkcionális szoros kapcsolatok alakulnak ki, bár részletesebb vizsgálatokkal 

működészavar mutatható ki (Umeda és mtsai., 2004). Ehhez hasonló módon a ZO-1 és a 
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ZO-2 gének csendesítése is relatív kis mértékben rontja a barrier funkciókat epitélsejtekben 

(McNeil és mtsai., 2006, Hernandez és mtsai., 2007). Ezzel szemben azok az egerek, 

amelyekben homológ rekombinációval távolították el a ZO-1-et vagy ZO-2-t, nem 

életképesek. A ZO-1 knock-out egerek embriói legkésőbb a 11,5 fejlődési napon 

elpusztulnak, amelynek részben a súlyos vaszkuláris fejlődési zavar az oka (Katsuno és 

mtsai., 2008). A ZO-2 knock out egereknél feltételezhető, hogy a fejletlen szoros 

kapcsolatok és gap junctionok felelősek az embrionális letalitásért (Xu és mtsai., 2008). 

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ZO fehérjék átvehetik egymás szerepét a kifejlett 

szoros kapcsolatokban, ellenben az embrionális fejlődés során funkcióik nem redundánsak. 

PDZ domént tartalmazó egyéb fehérjék 

A szoros kapcsolatokban a zonula occludens fehérjéken kívül sok más PDZ domént 

tartalmazó fehérje is megtalálható, mint az AF6/afadin (Ikeda és mtsai., 1999), a MUPP1 

(multi-PDZ-domain protein) (Hamazaki és mtsai., 2002), a MAGI (membrane associated 

guanylate kinase inverted) -1, -2 és -3 (Ide és mtsai., 1999, Wu és mtsai., 2000a, Wu és 

mtsai., 2000b), PAR-3 és -6 (Izumi és mtsai., 1998, Hung és Kemphues, 1999). Ezek a 

fehérjék képesek más junkcionális fehérjékhez kötődni, és fontos szerepük lehet a 

junkcionális komplexum működésének szabályozásában. Ezen fehérjéket elsősorban 

epitélsejtekben jellemezték. 

PDZ domént nem tartalmazó plakk fehérjék 

Ebbe a csoportba tartozik az elsősorban epitélsejtekben expresszálódó cingulin (Citi 

és mtsai., 1988, Citi és mtsai., 1989) és a vele homológ paracingulin/JACOP (Ohnishi és 

mtsai., 2004), a 7H6 (Zhong és mtsai., 1993), illetve számos jelátviteli fehérje, amelyek a 

junkciók szabályozásában vesznek részt. 

2.2.2. Adherens kapcsolatok 

Az adherens kapcsolatok fontos szerepet játszanak a szoros kapcsolatok 

kialakításában és fenntartásában, valamint a permeabilitás szabályozásában is (Walsh és 

mtsai., 2011). 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. A cadherin fehérjecsaládot több alcsaládra osztják. Ma már több 

mint negyvenféle cadherin ismert, melyek szövetspecifikusan expresszálódnak. Ezek közül 

legalaposabban az I-es típusú cadherineket tanulmányozták. Ide tartozik a VE- (vaszkuláris 
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endoteliális) cadherin is, amely a legfontosabb cadherin endotélsejtekben. A VE-cadherin 

mellett az agyi endotélsejtek kisebb mennyiségben expresszálnak még N- (neuronális) 

cadherint illetve T-cadherint, ám ezek nem endotél specifikusak, és fiziológiás 

körülmények között kevéssé lokalizálódnak a junkciók területére (Navarro és mtsai., 1998, 

Ivanov és mtsai., 2001). 

A szomszédos sejteken expresszálódó cadherinek extracelluláris doménjeiken 

keresztül homotipikus kölcsönhatásba lépnek egymással, citoplazmatikus részükkel pedig 

más fehérjékhez (főleg cateninekhez) kapcsolódnak. A VE-cadherin citoplazmatikus része 

p120-, β- és γ-cateninekhez kapcsolódik. A β-catenin és γ-catenin (plakoglobin) α-

cateninhez kötődik, amely közvetlenül, vagy a ZO-1 fehérjén keresztül kapcsolja a 

cadherin-catenin komplexeket az aktin citoszkeletonhoz. A cadherin-komplexum, amely 

VE-cadherinből és a hozzá kapcsolódó cateninekből áll, állandó kölcsönhatásban van az 

aktin citoszkeletonnal, azonban ennek molekuláris alapja még nem teljesen tisztázott, 

ugyanis kimutatták, hogy az α-catenin nem képes egyszerre kötni a β-catenint és az aktint 

(összefoglalva: Weis és Nelson, 2006). Az adherens junkciók egyéb fehérjéi a vinculin, az 

α-actinin és a nectin-afadin komplexum, amelyeket főleg epitélsejtekben tanulmányoztak. 

A β-cateninnek igen fontos szerepe van a vaszkuláris integritás és permeabilitás 

szabályozásában. Ezt igazolja az is, hogy a β-catenin gén endotél specifikus inaktivációja 

rendellenes lumenű, hemorrágiás és fokozott permeabilitású erek kialakulásához vezet 

(Cattelino és mtsai., 2003). A β-cateninnek azonban nemcsak a sejtkapcsolatok 

kialakításában van fontos szerepe, hanem a transzkripciós regulációban is, ugyanis képes a 

sejtmagba vándorolni és ott szabályozni a TCF/LEF, illetve FOXO típusú transzkripciós 

faktorok által mediált génátírást (összefoglalva: Jin és mtsai., 2008). 

2.3. 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, a szerotonin vagy a dopamin receptorok. 
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2.3.1. A glutamát 

A glutamát a központi idegrendszer egyik legfontosabb serkentő neurotranszmittere, 

de fontos szerepet játszhat számos központi idegrendszeri megbetegedés patogenézisében, 

mint amilyen az agyi hipoxia (Choi, 1988), neurodegeneratív megbetegedések (Meldrum 

és Garthwaite, 1990, Schousboe és mtsai., 1997) vagy az epilepszia (Dingledine és mtsai., 

1990). Intracerebrális mikrodialízis vizsgálatok kimutatták, hogy a glutamát és aszpartát 

extracelluláris szintje jelentősen megnövekedik olyan patológiás körülmények között, mint 

amilyen az agyi iszkémia (Lekieffre és mtsai., 1992) vagy a vazogén agyödéma 

(Westergren és mtsai., 1994). A fiziológiást meghaladó mennyiségű glutamát a glutamát 

receptorok aktiválása révén okozhat agyödémát (Mrsulja és mtsai., 1990), energiaháztartási 

zavarokat vagy fehérjeszintézis gátlást (Djuricic és mtsai., 1994). 

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 receptor antagonisták védenek az agyi iszkémia által okozott károsodásokkal 

szemben (Pohorecki és mtsai., 1990), azonban felvetődött a kérdés, hogy a neuronok és 

asztrociták mellett az agyi kapillárisok endotélsejtjei is részt vesznek-e ezen protektív hatás 

mediálásában. Kísérleti adatok utaltak arra, hogy a glutamát közvetlenül is hatással van az 

agyi endotélsejtekre (Koenig és mtsai., 1992), azonban ezt nem minden eredmény 

támasztotta alá (Gobbel és mtsai., 1994). 

A glutamát koncentrációja fiziológiás körülmények között az extracelluláris 

folyadékban igen alacsony (1-3 µmol/l) (Tossman és mtsai., 1986), szemben a teljes agyra 

kivetített 12 µmol/g koncentrációval (Hawkins és mtsai., 1983). Az alacsony glutamát 

koncentráció fenntartásában fontos szerepet játszanak az asztrocitákon és neuronokban 

működő glutamát transzporterek, de kísérleti adatok utaltak arra is, hogy a vér-agy gát is 

szerepet játszik a glutamát transzportban. Így Drewesnak és munkatársainak (Drewes és 

mtsai., 1977) glutamát effluxot sikerült kimutatniuk kutya agyból, és izolált 

kapillárisokban is sikerült ezt a transzportot kimutatni (Hutchison és mtsai., 1985). Ezen 

kísérleti eredmények felvetették a glutamát transzporterek expressziójának lehetőségét az 

agyi kapillárisok endotélsejtjeiben. 

A glutamát transzporterek azonosítása a 90-es években kezdődött. Elsőként két 

nátriumfüggő transzportert sikerül klónozni patkány agyból, a GLAST-ot és a GLT-1-et 
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(Pines és mtsai., 1992), valamint egyet nyúl agyból (EAAC1) (Kanai és Hediger, 1992). E 

három transzporter humán homológjait is sikerült azonosítani, ezek az EAAT1 (Excitatory 

amino-acid transporter) (GLAST), EAAT2 (GLT-1), illetve EAAT3 (EAAC1) (Arriza és 

mtsai., 1994), majd megklónozták az EAAT4-et és EAAT5-öt is humán cerebellumból és 

retinából (Fairman és mtsai., 1995, Arriza és mtsai, 1997, összefoglalva: Benarroch, 2010). 

2.3.2. A szerotonin 

A szerotonin (5-HT) amellett, hogy egy fontos neurotranszmitter, igen fontos 

szerepet játszik a mikroerek működésének szabályozásában. Számos kísérleti eredmény 

utal arra, hogy az agyi endotélsejtek a szerotonin hatásának célpontjai lehetnek, 

ugyanakkor aktívan részt vesznek a szerotonin anyagcseréjében is. Már a nyolcvanas évek 

közepén kimutatták, hogy a szerotoninnak permeabilitást fokozó hatása van béka agyban 

(Olesen, 1985, Olesen és Crone 1986), később hasonló hatást sikerült kimutatni 

emlősökben is (Sharma és mtsai., 1990, Sharma és mtsai., 1995). RT-PCR (reverz 

transzkripciós polimeráz láncreakció) segítségével sikerült igazolni az 5-HT2b típusú 

receptor expresszióját humán agyi endotélsejtekben (Cohen és mtsai., 1999). A szerotonin 

inaktivációjában a monoamino oxidáz (MAO) játszik fontos szerepet, és ez az enzim 

megtalálható az agyi endotélsejtekben is (Kalaria és Harik, 1987). A MAO jelenléte 

felvetette egy specifikus transzport rendszer jelenlétét az agyi endotélsejtekben. Ennek 

jelenlétére utalt az is, hogy az imipramin és paroxetin, amelyek specifikusan kötődnek a 

neuronális szerotonin transzporterhez, specifikusan kötődnek a sertés agy mikroereihez is 

(Brust és mtsai., 1995). A szerotonin transzporter génjének azonosítása (Blakely és mtsai., 

1991, Hoffman és mtsai., 1991) lehetővé tette e transzporter közvetlen kimutatását agyi 

endotélsejtekben. 

2.3.3. 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 (összefoglalva: Gonzalez-Mariscal és mtsai., 2008). A junkcionális 

fehérjék expressziója, lokalizációja és poszttranszlációs módosulásai precíz kontroll alatt 
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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. 

A G-fehérjékhez kötött szignalizáció szerepe 

A G-fehérjék (guanin nukleotid kötő fehérjék) a GTP-ázok családjába tartoznak és 

számos fiziológiás és patológiás folyamatot szabályoznak. Két fő csoportra oszthatók: 

heterotrimer G-fehérjékre, amelyek G-proteinhez kötött receptorokon (G-protein-coupled 

receptors, GPCRs) keresztül aktiválódnak és α, β és γ alegységekkel rendelkeznek; illetve 

kis G-fehérjékre, amelyek a Ras szupercsalád tagjai. Ez utóbbiak a heterotrimer G-fehérjék 

α-alegységével mutatnak homológiát. 

A heterotrimer G-fehérjéket az α-alegység alapján osztályozhatjuk. Így 

megkülönböztetünk Gαs, Gαi, Gαq/11, Gα12/13s altípusokat, amelyek különböző 

szignalizációs útvonalakat aktiválnak. A Gαs a cAMP/PKA útvonalat aktiválja, amelynek 

igen fontos szerepe van a paracelluláris permeabilitás szabályozásában elsősorban agyi 

endotélsejtekben. Számos kísérleti adat utal arra, hogy cAMP jelenlétében az agyi 

endotélsejtek komplexebb tight junction hálózatot hoznak létre, melynek következtében nő 

a sejtréteg transzendoteliális elektromos ellenállása (Wolburg és mtsai., 1994, Deli és 

mtsai., 1995, Krizbai és Deli, 2003). A cAMP a claudin-5 expressziójának és 

foszforilációjának fokozódását indukálja PKA-dependens és -independens módon (Ishizaki 

és mtsai., 2003). 

A kis G-fehérjék közül kiemelkedő jelentősége van a Rho családnak, melynek tagjai 

a RhoA, a Rac és a Cdc42 (cell division cycle 42). A RhoA legfontosabb downstream 

effektorai a Rho-kinázok, melyek szerin-treonin kinázok, és két formájuk ismert, a 

p160ROCK (ROKb/ROCKI) és a ROKa (ROCKII). A Rho-kinázok a miozin könnyű 

láncának foszforilálása révén az akto-miozin kontraktilitás fokozódásához vezethetnek 

(Hopkins és mtsai., 2003), amelynek nagy jelentősége van a szoros és adherens 
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kapcsolatok szabályozásában, hiszen számos junkcionális plakk fehérje kapcsolódik 

közvetlenül az aktinhoz. Ez a folyamat járul hozzá a junkciók stabilizálásához a 

sejthatárokon, ugyanakkor biztosítja a junkciók szétszakításához szükséges erőt is a 

perijunkcionális aktingyűrűn keresztül. Az optimális barrier funkció kialakításához és 

fenntartásához elengedhetetlen a Rho GTP-ázok megfelelő működése (Hopkins és mtsai., 

2003). 

Agyi endotélsejtekben számos patológiás folyamat során aktiválódik a Rho/Rho-

kináz útvonal, melynek következtében sérülnek a junkciók. A Rho és Rho-kináz fontos 

szereppel bír a kemokinek által indukált junkcionális változásokban (Stamatovic és mtsai., 

2003, Stamatovic és mtsai., 2006). A Rho útvonal gátlása a junkcionális fehérjék 

expressziójának növekedéséhez vezet, csökkenti az occludin és claudin-5 (monociták által 

okozott) foszforilációját, és csökkenti a monociták átvándorlását az agyi endotélsejt 

rétegen (Persidsky és mtsai., 2006, Yamamoto és mtsai., 2008, Ramirez és mtsai., 2008). A 

RhoA aktiválódása szerepet játszik a metamfetamin, a gp 120 HIV protein és a reaktív 

oxigéngyökök által okozott junkcionális sérülésben (Mahajan és mtsai., 2008, Schreibelt és 

mtsai., 2007), valamint a tüdőkarcinómasejtek transzendoteliális migrációjában (Li és 

mtsai., 2006). 

A Ca2+ szerepe a junkciók szabályozásában 

Úgy az intracelluláris, mint az extracelluláris Ca2+ központi szerepet játszik a 

junkcionális permeabilitás szabályozásában. Az intracelluláris Ca2+ számos jelátviteli út 

kulcseleme. A hipoxia növeli az intracelluláris Ca2+-szintet agyi endotélsejtekben (Brown 

és mtsai., 2004). Az intracelluláris Ca2+ gátlása részben megakadályozza a HIV Tat protein 

által okozott változásokat a claudin-5 mennyiségében és lokalizációjában (András és 

mtsai., 2005). Ugyanez érvényes a glutamát okozta permeabilitás fokozódásra (Kuhlmann 

és mtsai., 2008). 

Az extracelluláris Ca2+ jelenléte alapvető fontosságú a junkciók kialakulásához és 

működéséhez (Gonzalez-Mariscal és mtsai., 1990, Pitelka és mtsai., 1983, Nagy és mtsai., 

1985, Rothen-Rutishauser és mtsai., 2002). Olyannyira fontos az extracelluláris Ca2+ 

fiziológiás koncentrációja, hogy a Ca2+-switch kísérleteket (a Ca2+ megvonását és utólagos 

visszaadását) a junkciók kialakulásának tanulmányozására használják. 

A tirozin foszforiláció szerepe 

A junkciók biogenézise során erős tirozin foszforiláció észlelhető a laterális 

membránban, illetve annak közelében (Meyer és mtsai., 2001). Ugyanakkor a kialakult 
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junkciókban a fehérjék tirozin foszforilációs állapotának növelése a junkciók szétesését 

eredményezheti (Staddon és mtsai., 1995). A tirozin foszforiláció érinti úgy a szoros, mint 

az adherens kapcsolatok fehérjéit. Ezen folyamatokat tirozin kinázok és foszfatázok 

szabályozzák. 

A tirozin kinázok közül az agyi endotélsejtekben fontos szerepet játszanak úgy a 

receptor, mint a non-receptor tirozin kinázok. Előbbiek közül megemlíthető számos 

növekedési faktor receptora, mint például a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor, a 

VEGF receptorai, a VEGFR-1 (Flt-1) és a VEGFR-2 (KDR/Flk-1). Fontos megjegyezni, 

hogy a VEGF növeli a vér-agy gát permeabilitását, melynek egyik mechanizmusa a 

claudin-5 expresszió csökkentése (Argaw és mtsai., 2009). 

A non-receptor tirozin kinázok közül egyik legfontosabb az Src kinázok családja. 

Epitélsejtekben az oxidatív stressz hatására aktiválódó c-Src fontos szerepet játszik a ZO-1 

és a β-catenin tirozin foszforilációjában, a szoros kapcsolatok szétesésében és a 

permeabilitás fokozódásában (Basuroy és mtsai., 2003). A c-Src képes foszforilálni az 

occludint, amely folyamat a szoros kapcsolatok károsodásához vezet (Kale és mtsai., 

2003). A junkciók kialakulásához ugyanakkor elengedhetetlen az occludin tirozinon 

történő foszforilációja, amelyet a c-Yes szabályoz (Chen és mtsai., 2002). 

A junkciók szabályozásában ugyancsak fontos szerepe van a fokális adhéziós 

kináznak (FAK), melynek aktivációja HIV-encephalitiszben hozzájárul az agyi 

endotélsejtek közötti szoros kapcsolatok felbomlásához (Ivey és mtsai., 2009). Sertoli 

sejtekben kimutatták, hogy a FAK protein komplexet képez az occludinnal (Siu és mtsai., 

2009). 

A Janus kinázok közül a JAK3 szerepét lehet kiemelni, hiszen a JAK3/STAT1 

útvonal mediálja agyi endotélsejtekben a claudin-5, ZO-1 és ZO-2 expressziójának 

csökkenését HIV encephalitiszben (Chaudhuri és mtsai., 2008). 

A foszfatidilinozitol-3 kináz (PI3K)/Akt útvonal 

A PI3-kinázok az inozitol gyűrű harmadik hidroxil csoportját foszforilálják. Az I. 

osztályba tartozó PI3-kinázok katalitikus (p110) és szabályozó egységekből épülnek fel, 

amelyek a plazmamembrán közelében helyezkednek el, és az Akt (protein kináz B, PKB) 

szerin/treonin kináz aktivációját indukálják. Ezen jelátviteli útvonalnak jelentős szerepe 

van a sejtek túlélésében és proliferációjában. 

Agyi endotélsejtekben a PI3K/Akt útvonal aktiválódása a barrier funkció 

károsodásához vezet, például hipoxia, VEGF, reaktív oxigéngyökök, HIV-1 Tat protein, 
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vagy fokális cerebrális iszkémia hatására (Fischer és mtsai., 2004, Vogel és mtsai., 2007, 

Schreibelt és mtsai., 2007, András és mtsai., 2005, Kilic és mtsai., 2006). Ugyanakkor Akt-

függőnek bizonyult az a folyamat is, melynek során a hipoxiás prekondicionálás megvédi 

az agyi endotélsejteket az apoptózistól (Zhang és mtsai., 2007). A PI3K/Akt útvonal agyi 

endotélsejtekben is proangiogenetikus és citoprotektív hatásúnak bizonyult (Lok és mtsai., 

2009). 

A mitogén aktivált protein kinázok (MAP kinázok) szerepe 

A MAP-kinázok számos sejtszintű folyamat szabályozásában vesznek részt, mint a 

génexpresszió, mitózis, differenciáció, proliferáció, túlélés, illetve apoptózis. A MAP kináz 

család tagjai közül a legismertebbek az ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2), 

a p38 és a JNK (c-Jun N-terminal kinase) fehérjék. 

A MAP kinázoknak kettős szerepe van a junkciók és a paracelluláris permeabilitás 

szabályozásában. Egyrészt az occludin downregulációja által a permeabilitás növekedését 

okozhatják (Chen és mtsai., 2000, Kevil és mtsai., 2000). Az oxidatív stressz által okozott 

junkcionális károsodásban úgy az ERK-nek, mint a p38-nak is szerepe van (Kevil és 

mtsai., 2000, Kevil és mtsai., 2001). Az ERK1/2 HIV fehérjék vagy alkohol hatására is 

aktiválódik hozzájárulva a vér-agy gát permeabilitásának növekedéséhez (Pu és mtsai., 

2005, Singh és mtsai., 2007a). Ugyanakkor az ERK-nek alapvető szerepe van az 

endoteliális barrier újraépítésében iszkémia után (Wachtel és mtsai., 2002). 

 

Az említettek mellet még számos szignalizációs molekula illetve útvonal játszhat 

szerepet a paracelluláris permeabilitás szabályozásában, ami jelzi a szabályozás 

komplexitását. Ezeknek pontos szerepe még csak részben tisztázott, főleg agyi 

endotélsejtekben, hiszen a szoros kapcsolatokra vonatkozó adatok túlnyomó többsége 

epitélsejtekkel végzett kísérleteken alapul. 

2.4. 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 
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vezethetnek, amelynek súlyos kihatása lehet a kórkép lefolyására. E megbetegedések 

jelentős részében a vér-agy gát nemcsak passzív célpontként szerepel, hanem aktív 

résztvevője a kórfolyamatnak, sőt kulcsszerepet is játszhat (Banks, 2010). 

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, illetve a citoszkeletonnak. 

A paracelluláris barrier funkció ellátása szempontjából kiemelt jelentősége van az 

interendoteliális junkcióknak, a szoros kapcsolatoknak, illetve az adherens kapcsolatoknak: 

az áteresztőképességet 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. 

Bár munkánk során ezt a kérdést nem vizsgáltuk, nem hagyható figyelmen kívül a 

transzcitózis fokozódása sem mint permeabilitást szabályozó tényező. Ez számos humán 

patológiai folyamatot modellező állatkísérletben volt megfigyelhető, mint akut magas 

vérnyomás (Nag és mtsai., 1977, Westergaard és mtsai., 1977), kémiailag indukált görcsök 

(Hedley-Whyte és mtsai., 1977) experimentális autoimmun encephalomyelitis (Kato és 

Nakamura, 1989), agyi trauma (Povlishock és mtsai., 1978). Ezen túlmenően gyulladásos 

mediátorok is képesek fokozni a transzcitózist, mint a bradikinin (Raymond és mtsai., 

1986) és hisztamin (Dux és Joó, 1982). A kísérleti adatok arra utalnak, hogy a transzcitózis 

a legtöbb esetben folyadék fázisú, és kevésbé receptor mediált. A permeabilitás fokozódás 

igen korán megjelenik, akut magas vérnyomás fellépése után néhány perccel a vezikulák 

száma a többszörösére nő, és a transzport iránya luminális-abluminális irányba történik. 
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Fiziológiás körülmények között transzendoteliális csatornák nem találhatóak az agyi 

endotéliumban, azonban patológiás körülmények között, mint hiperozmózis (Farrell és 

Shivers, 1984), hiperglikémia (Shivers és Harris, 1984) vagy agyi trauma (Lossinsky és 

mtsai., 1989) megfigyelték jelenlétüket. A transzcelluláris csatornák jelentősége és 

részaránya a transzportfolyamatokban vitatott. 

2.4.1. A vér-agy gát sérülése hipoxia és oxidatív stressz során 

Az agyi hipoxia és iszkémia a központi idegrendszert érintő patológiás állapotok 

közül a legfontosabb, leggyakoribb és legsúlyosabb következményekkel járó folyamatok 

közé tartoznak, amelyek bármely életkorban előfordulhatnak. A központi idegrendszerben 

a hipoxiára legérzékenyebb sejtek a neuronok, azonban számos adat utal arra, hogy az 

asztrociták és az agyi endotélsejtek is részt vesznek az iszkémiás károsodás 

patogenézisében. 

A hipoxia és az azt követő reoxigenáció egyik legkárosítóbb következménye az 

oxidatív stressz. Az oxidatív stressz a reaktív oxigén és nitrogén vegyületek (ROS) 

termelődése és eliminálása közötti egyensúly felbomlása során jön létre. Bár fiziológiás 

körülmények között is termelődnek reaktív oxigén és nitrogén vegyületek, ezeket a sejtek a 

bennük működő antioxidáns mechanizmusok révén (szuperoxid-diszmutáz, kataláz, 

glutation reduktáz) semlegesíteni tudják. Patológiás körülmények között azonban, mint 

amilyen a hipoxia, termelődésük oly mértékben megnő, hogy azt a sejtek már nem képesek 

semlegesíteni. A ROS-ok lehetnek szabadgyökök (pl. szuperoxid gyök vagy hidroxil gyök) 

és nem gyök jellegű vegyületek (pl. hidrogén-peroxid). A reaktív oxigén vegyületek 

gyakorlatilag bármelyik biomolekulát képesek megtámadni, a leggyakoribb célpontok 

azonban a lipidek, a DNS illetve a fehérjék (Lehner és mtsai., 2011). 

A hipoxia (az oxigénellátás zavara) ritkán jelentkezik izoláltan, sokkal gyakrabban az 

iszkémia (a vérellátás zavara) része, és így együtt jár hipo-, vagy aglikémiával és a 

metabolikus termékek felszaporodásával. Kísérleteink kezdetekor számos adat utalt arra, 

hogy a hipoxia/aglikémia károsítja az agyi endotélsejteket (Wu és mtsai., 1998, Lagrange 

és mtsai., 1999, Kolev és mtsai, 2003). Hipoxiás körülmények között sérül a pH 

homeosztázis (Sipos és mtsai., 2005), fokozódhat vazoaktív vagy mitogén fehérjék 

génjének expressziója, mint amilyen a ciklooxigenáz (North és mtsai., 1994), a nitrogén 

monoxid szintetáz (Xu és mtsai., 2000) vagy az endotelin (Tsang és mtsai., 2001), illetve a 
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hipoxia képes szabályozni az integrinek (Suzuma és mtsai., 1998) és ICAM (Hess és 

mtsai., 1994) expresszióját is, amelyek a sejtadhézióban szerepet játszó fehérjék.  

Az idegrendszeri betegségek patogenézise szempontjából nagy jelentőséggel bírhat, 

hogy hipoxia hatására fokozódik az agyi erek permeabilitása, ami hozzájárul az agyi 

ödéma kialakulásához. A permeabilitás növekedésének hátterében részben a paracelluláris 

permeabilitás növekedése (Abbruscato és Davis, 1999), másrészt a transzcelluláris 

transzportfolyamatok fokozódása állhat (Plateel és mtsai., 1997). A paracelluláris 

permeabilitás szabályozásában meghatározó szerepet játszanak a szoros kapcsolatok 

fehérjéi, így ezen fehérjék vizsgálata oxidatív stressz hatására a figyelem középpontjába 

került. Több kísérleti eredmény is utalt arra, hogy az epitél- és endotélsejtek egyes 

junkcionális fehérjéi érzékenyen reagálnak a hipoxiára illetve oxidatív stresszre (Park és 

mtsai., 1999, Mark és Davis, 2002, Brillaut és mtsai., 2002, Fischer és mtsai., 2002). 

A paracelluláris permeabilitás befolyásolása mellett ugyanakkor az oxidatív stressz 

genotoxikus hatásokat is kifejthet. Így például köldökvéna endotélsejtekben kimutatták, 

hogy a hipoxia önmagában is okozhat apoptózist a p53 tumor szuppresszor gén indukálása 

révén (Stempien-Otero és mtsai., 1999), az oxidatív stressz pedig a PARP-1 enzim által 

okozott ATP-depléció, illetve a kaszpáz-3 aktiválása révén vezet apoptózishoz (Mathews 

és Berk, 2008, Zhao és mtsai., 2003). Az oxidatív stressz korai öregedéshez is vezet 

(Unterluggauer és mtsai., 2003). Az oxigén szabadgyökök lipid peroxidációt okoznak, 

melynek során vízoldékony karbonil vegyületek keletkeznek. Ezek agyi endotélsejtekben 

kromoszomális aberrációt és mikronukleusz képződést indukálnak (Karlhuber és mtsai., 

1997). 

Oxidatív stressz nemcsak a hipoxiát követő reoxigenáció során léphet fel, hanem 

egyéb patológiás folyamatok és stresszfaktorok hatására is, mint a HIV (Toborek és mtsai., 

2003), az alkohol (Haorah és mtsai., 2005) vagy a metamfetamin (Ramirez és mtsai., 

2009). Hasonlóképp a cigarettafüst is számos oxidánst tartalmaz (Yamaguchi és mtsai., 

2007). 

2.4.2. A hemorrágiás sokk hatásai a vér-agy gátra 

A sokk a szöveti perfúzió olymértékű csökkenését jelenti, amely a sejtek metabolikus 

szükségleteit nem elégíti ki. Ez egy súlyos, életet veszélyeztető állapot, melynek több 

formája ismert, ezek közül az egyik a sérülések vagy sebészi beavatkozások kapcsán 

fellépő kontrollálatlan vérzés által okozott hemorrágiás sokk. 
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Amíg a hipovolémiát a neuroendokrin válaszreakciók kompenzálni tudják, 

kompenzált hemorrágiás sokkról beszélünk. Amikor ezen mechanizmusok kimerülnek, a 

sokk dekompenzált fázisba kerül, amely szervi és sejtszintű működészavarral jár. Ebben a 

fázisban a folyamat még visszafordítható a normovolémia visszaállításával. Azonban ha a 

folyamat tovább progrediál, a sokk az irreverzibilis fázisig juthat, amikor az életfontosságú 

szervek működése leáll, masszív sejtpusztulás következik be, és hamarosan beáll a halál. 

A hemorágiás sokkban fellépő vér-agy gát változásokról kevés adat áll 

rendelkezésre. A hipoperfúzió során fellépő hipoxia és hipoglikémia azonban mindenképp 

befolyásolja a vér-agy gát működését. Ugyanakkor számos tanulmányban kimutatták a vér-

agy gát permeabilitásának fokozódását szeptikus sokkban (Ekström-Jodal és Larsson, 

1982, Patrick és mtsai., 1992, Veszelka és mtsai., 2003). A vér-agy gát permeabilitásának 

növekedése súlyosbíthatja a sokk kimenetelét a központi idegrendszer homeosztázisának 

felborítása, szérum proteinek agyba való bejutása és agyödéma kialakulása révén. 

2.4.3. A vér-agy gát gyulladásos folyamatokban 

Mivel az agyi endotélsejtek közvetlen kapcsolatban vannak a vérrel, a központi 

idegrendszer védelmi rendszerének frontvonalában vannak, és kulcsszerepük van a 

különböző stresszfaktorok érzékelésében és a rájuk adott válaszreakciókban. A különböző 

patogének által okozott gyulladások gyakran társulnak több szervet vagy szervrendszert 

érintő tünetekkel, és gyakran a központi idegrendszer is érintett. Az idegrendszeri tünetek 

megjelenésének egyik oka lehet a vér-agy gát sérülése. A kórokozók által kiváltott 

szisztémás hatások létrejöttében a Toll-szerű receptoroknak (Toll like receptors, TLR) 

fontos szerepe van. A TLR-ek a veleszületett immunrendszer fontos felismerő receptorai. 

A TLR családnak jelenleg 13 tagja ismert, egérben mindegyik expresszálódik, ezzel 

szemben emberben eddig csak tízet azonosítottak. A TLR-ek mintázat felismerő 

receptorok, és rendszerint olyan molekuláris mintázatokat ismernek fel, amelyek jól 

konzerválódtak a patogénekben, és jól elkülöníthetőek a gazdaszervezet molekuláitól. 

Ilyen molekulák bakteriális lipopoliszacharidok (LPS), lipopetidek, különböző virális DNS 

és RNS (összefoglaló: Akira és Hemmi, 2003) – ezek a patogén asszociált molekuláris 

mintázatok (PAMP). Ezen túlmenően némelyik TLR sérült szövetekből származó 

termékeket is felismer, mint hősokk fehérjék, fibronektin és hialuronán fragmentumok 

(Vabulas és mtsai., 2001, Okamura és mtsai., 2001, Scheibner és mtsai., 2006), ezek a 

szakirodaolmban DAMP (damage associated molecular pattern) néven ismertek. A TLR-ek 
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szélesen elterjedtek az immunrendszer sejtjein, de számos, és egyre több kísérleti adat utal 

arra, hogy TLR-ek expresszálódnak egyéb sejttípusokban is, mint amilyenek az epitél- 

vagy endotélsejtek (Loos és mtsai., 2006, Koff és mtsai., 2008, Pryshchep és mtsai., 2008). 

Viszonylag kevés adat áll rendelkezésre arra vonatkozóan, hogy milyen TLR-ek 

expresszálódnak agyi endotélsejteken, és ezek aktiválása milyen következményekkel jár. 

Néhány közelmúltban megjelent publikáció arra enged következtetni, hogy a TLR2 

(Ziegler és mtsai., 2007), TLR3 (Fischer és mtsai., 2009) és a TLR4 (Veszelka és mtsai., 

2007, Singh és mtsai., 2007b) funkcionálisan aktívak lehetnek az agyi endotéliumban, és 

részt vehetnek különböző patológiás folyamatokban. 

2.4.4. A dohányzás hatásai a vér-agy gátra 

A dohányzás, tekintettel arra, hogy számos súlyos megbetegedés kialakulásában 

játszik fontos szerepet, vezető helyet foglal el az elhalálozások megelőzhető okai között, és 

érinti úgy az aktív, mint a passzív dohányosokat. A dohányfüst számos vegyi anyagot 

tartalmaz, melyek közül a legfontosabbak a nikotin és a policiklusos aromás 

szénhidrogének (PAH). A dohányzással összefüggésbe hozható neurológiai 

megbetegedések gyakorisága és jellege arra utal, hogy a dohányfüstben található 

vegyületek egyik legfontosabb célpontja a központi idegrendszer és ennek keringése lehet. 

A dohányzók körében igen gyakoriak az agyérkatasztrófák, és ezen folyamatokban érintett 

a vér-agy gát is. Igen keveset tudunk azonban a dohányzás vér-agy gátra kifejtett hatásáról. 

A nikotin endotélsejtekre kifejtett hatását elsősorban nem agyi eredetű 

endotélsejtekben vizsgálták. Aorta endotélben a nikotin a citoszkeleton reorganizációját és 

a VEGF expressziójának növekedését okozta (Cucina és mtsai., 2000, Conklin és mtsai., 

2002). Agyi endotélsejtekben a plazminogén aktivátor inhibitor-1 termelés növekedését 

(Zidovetzki és mtsai., 1999), a Na,K-ATPáz α-2 izoformájának mennyiségi csökkenését 

(Wang és mtsai., 1994) és a ZO-1 expressziójának csökkenését (Abbruscato és mtsai., 

2002, Hawkins és mtsai., 2004) mutatták ki nikotin hatására. 

Még kevesebb adat áll rendelkezésünkre a policiklusos aromás szénhidrogének vér-

agy gátra kifejtett hatásáról. Köldökvéna, illetve aorta endotélsejteket vizsgálva 

megállapították, hogy a cigarettafüst kondenzátum gátolja a sejtmigrációt (Snajdar és 

mtsai., 2001), növeli számos sejtadhéziós molekula sejtfelszíni expresszióját és a 

monociták transzendoteliális migrációját (Shen és mtsai., 1996), valamint gyulladásos 

mediátorok termelését (Nordskog és mtsai., 2005). Az 1-metilantracén (1-MA), a fenantrén 
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(Ph) és a benzopirén policiklusos aromás szénhidrogének apoptózist indukálnak koronária 

eredtű endotélsejtekben a foszfolipáz A2 (PLA2) aktiválása révén (Tithof és mtsai., 2002). 

2.4.5. Az agyi endotélsejtek működése hiperozmotikus stressz körülmények 

között 

A vér-agy gát komoly problémát jelent a neurológiai és pszichiátriai betegségek 

kezelésében, hiszen megakadályozza a gyógyszerek terápiás koncentrációban való 

bejuttatását az agyba. A szoros kapcsolatok hidrofil anyagokkal szembeni 

impermeabilitása, a metabolikus és enzimatikus barrier, illetve az efflux transzporterek 

jelenléte miatt a vér-agy gát a lehetséges neuroterapeutikumok mintegy 98%-át nem engedi 

át. Ennek leküzdésére számos módszerrel kísérleteznek: egyrészt gyógyszermolekulák 

módosításával, karrierekhez való kötésével, illetve a vér-agy gát terápiás megnyitásával. 

Ez utóbbi elérhető hiperozmotikus mannitol beadásával (Nagy és mtsai, 1979), amit 

sikeresen alkalmaznak néhány intenzív terápiás centrumban (összefoglalva: Kroll és 

Neuwelt, 1998, Rapoport, 2000). A hiperozmotikus sokk által okozott vér-agy gát 

megnyitás gyors (perceken belüli) és reverzíbilis. A barrier tulajdonságok visszaalakulása 

1 órán belül elkezdődik, és 6-8 óra alatt válik teljessé (Siegal és mtsai., 2000).  

A hiperozmózis számos kompenzáló és adaptív válaszreakciót indukál a sejtekben 

(összefoglalva: Burg és mtsai., 2007). Ide tartozik az aktin citoszkeleton reorganizációja 

(Di Ciano és mtsai., 2002), a Rho, Rac és Cdc42 aktiválása (Di Ciano-Oliveira és mtsai., 

2003, Lewis és mtsai., 2002), a kortaktin (Kapus és mtsai., 1999) és a fokális adhéziós 

kináz (Lunn és Rozengurt, 2004) foszforilációja. 

Kevésbé ismert azonban, hogy milyen hatása van az ozmotikus stressznek az agyi 

endotélsejtekre, illetve hogy milyen molekuláris mechanizmus révén nyitja meg a vér-agy 

gátat a hiperozmotikus mannitol. 

2.4.6. A vér-agy gát szerepe rosszindulatú daganatok agyi metasztázisainak 

kialakulásában 

A vér-agy gát fontos szerepet játszik különböző rosszindulatú daganatok agyi 

metasztázisainak kialakulásában is. Mivel a központi idegrendszer nem rendelkezik 

nyirokkeringéssel, az agyi metasztázisok kialakulása csak hematogén úton történhet, így az 

áttétek kialakulásának feltétele, hogy a metasztatikus sejtek átjussanak a vér-agy gáton. Az 

agy rosszindulatú daganatai között a metasztázisok száma messze meghaladja a primér 
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daganatok számát. Az agyi metasztázisok nagy része melanóma, emlő- vagy 

tüdőkarcinóma eredetű, és a melanóma az a daganat, amelyik a legnagyobb százalékban ad 

agyi áttétet: a kórbonctani eredmények azt mutatják, hogy a melanómás betegek több mint 

50%-ában megjelenik az agyi metasztázis. A nagy gyakorlati jelentőség ellenére a 

metasztatikus melanóma sejtek transzendoteliális migrációjáról kevés adat áll 

rendelkezésre, és az ismereteink nagy része nem agyi endotéllel végzett kísérletekből 

származik. Az eddigi kísérleti eredmények arra utalnak, hogy a transzmigrációban 

integrinek (Liang és Dong, 2008), cadherinek (Qi és mtsai, 2006), a melanotranszferrin 

(Rolland és mtsai., 2009), illetve különböző proteázok játszhatnak fontos szerepet. A 

közelmúltban screening kísérletek segítségével probáltak azonosítani agyi metasztázis 

specifikus géneket, amelyek között megtalálható volt az α-2,6-szialiltranszferáz 

ST6GALNAC5 is (Bos és mtsai, 2009). Egy hasonló kísérletben 73 gént azonosítottak 

(Klein és mtsai., 2009), azonban a két kísérlet során azonosított gének között alig volt 

átfedés. 
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3. CÉLKIT ŰZÉSEK 

A vér-agy gát egy aktív határfelületet képez a központi idegrendszer és a keringés 

között, és ezáltal 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. 

 

1. A vér-agy gát permeabilitásának szabályozásában a junkcionális fehérjék kiemelt 

szerepet játszanak, azonban funkciójuk 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. 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 kináz, és ezzel összefüggésben a Rho-kináz valamint a Ca2+ 

milyen szerepet játszik az endotélsejtek működésének szabályozásában. 

 

3. Fontos célkitűzés volt az agyi endotélsejtek működésének feltárása patológiás 

körülmények között. A hipoxia/reoxigenáció illetve az oxidatív stressz hatásainak 
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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. 
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4. MÓDSZEREK 

4.1. Vegyszerek 

Minden reagens, ha másként nincs jelölve, a Sigma Aldrich Kft. terméke. A 

kísérletek során a következő vegyületeket alkalmaztuk: PDS (plasma derived serum) (First 

Link), FCS (fetal calf serum, magzati borjúsavó), DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium and Ham's F-12 Nutrient Mixture), MEM (Minimum Essential Medium), RPMI 

(Roswell Park Memorial Institute medium), II-es típusú kollagenáz, Percoll, puromicin, 

EBM-2 (endothelial basal medium-2), EGM-2 (endothelium growth medium-2) Bullet Kit 

(Cambrex), bFGF, hidrokortizon, CPT-cAMP (8-(4-klór-fenil-tio)-cAMP), RO-201724 

(Roche), kollagenáz/diszpáz (Roche), leupeptin (Roche), E64 (Roche), pepstatin (Roche), 

Pefabloc (Roche), PP-1 (Tocris), Y27632 (Tocris), GM6001 (Calbiochem), MG-132 

(Calbiochem), zVAD (Calbiochem), U0126 (Cell Signaling Technology), pirrolidin 

ditiokarbamát (PDTC), 2,3-dimetil-1,4-naftokinon (DMNQ), nátrium-vanadát, zymosan A, 

citalopram (Lundbeck), 5-HT (17,9 Ci/mmol, Amersham), protein A és G szefaróz (GE 

Healthcare), glutamát, MK-801, ECGF (endoteliális növekedési faktor) (Collaborative 

Research), TGF-β1 (R&D), TNF-α  és IL-1β. 

A következő ellenanyagokat használtuk: 

1. Junkcionális fehérjék elleni antitestek: occludin, claudin-1 és -5, ZO-1, ZO-2 

(Zymed), α-, β-, γ-catenin, pan-cadherin (Sigma), VE-cadherin (Santa Cruz), β-catenin, N-

cadherin (Transduction Laboratories). 

2. Jelátviteli és egyéb fehérjék elleni antitestek: Gsα, Go1,2α, Gi1,2α (Du Pont-NEN) 

Gq11α, Gi2α, Gi3α (Prof. G. Schultz és Dr. K. Spicher ajándéka), ERK, foszfo-ERK, 

foszfo-p38, Akt, foszfo-Akt (Cell Signaling), p53 (Beckton Dickinson), M2-PK (ScheBo), 

Axl (Santa Cruz), foszfotirozin (PY20 klón) (Sigma, Transduction Laboratories), HRP-

konjugált-anti-foszfotirozin (Hypromatrix). 

3. Egyéb fehérjék elleni ellenanyagok: α- és β-aktin (Sigma), fibronektin 

(Chemicon), c-myc (Santa Cruz), HA, GFP (Clontech), β-tubulin (Sigma), SAF-B 

(Abcam), α3 integrin (Chemicon), ubiquitin (Santa Cruz), hSAF-B (Dr. Frank O. 

Fackelmayer, Hamburgi Egyetem, Németország). 

4. Szekundér ellenanyagok: torma peroxidázzal (HRP) kapcsolt anti-nyúl és anti-egér 

IgG (Thermo Scientific), Cy3- (karbocianin-3) kapcsolt anti-nyúl, -egér és -kecske IgG, és 

Cy2-kapcsolt anti-egér IgG (Jackson). 
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4.2. In vitro modellek 

Sejttenyésztés 

Agyi endotélsejt tenyészetek: 

Kísérleteinkhez primér patkány agyi mikrovaszkuláris endotél tenyészeteket, illetve 

humán, egér, patkány és sertés agyi endotélsejt vonalakat használtunk. 

A primér endotél tenyészetek kéthetes patkány agyakból készültek. Az agyhártya 

eltávolítása után a szürkeállományt két lépésben emésztettük kollagenáz és 

kollagenáz/diszpáz enzimekkel. A mikroereket IV-es típusú kollagénnel és fibronektinnel 

bevont felszínekre szélesztettük. A kontamináló sejteket szelekciós médium segítségével 

távolítottuk el, amely Thy1.1 ellenanyagot és nyúl komplementet, vagy 4 µg/ml puromicint 

tartalmazott. A sejteket DMEM/F12 médiumban tenyészettük 20% PDS jelenlétében, 

amelyhez bázikus fibroblaszt növekedési faktort (1 ng/ml) és heparint (100 µg/ml) adtunk. 

A tenyészetek 5-7 nap alatt érték el a konfluenciát. 

A klónozott egér és sertés agyi endotélsejt vonalakat Tontsch és Bauer (1989) 

módszere alapján készítettük limitált passzálással. A sejteket 10% borjúsavót és heparint 

(100 µg/ml) tartalmazó DMEM médiumban tenyésztettük, ECGF (4 ng/ml) jelenlétében, 

vagy hiányában. 

Az RBE4 és GP8 immortalizált patkány agyi endotélsejt vonalakat az előállítóktól 

szereztük be, és a megadott protokoll szerint tenyésztettük (Roux és mtsai., 1994, 

Greenwood és mtsai., 1996). A hCMEC/D3 immortalizált humán agyi endotélsejt vonalat 

az eredeti leírás alapján tenyésztettük (Weksler és mtsai., 2005). 

Egyéb tenyészetek: 

A permeabilitási vizsgálatokhoz az agyi endotélsejteket asztrocitákkal tenyészettük 

együtt, amelyeket újszülött egérből, illetve patkányból izoláltunk. Az agyhártyák 

eltávolítása után a cortexeket 10% FCS-t tartalmazó DMEM tápfolyadékban 

mechanikailag szétválasztottuk. A sejteket poli-L-lizinnel bevont 12 lyukú 

tenyésztőedényekbe (Costar) helyeztük, és a konfluencia elérése után használtuk fel őket. 

Az endotélsejtekkel való együtt tenyésztést oly módon valósítottuk meg, hogy az 

asztrociták a tenyésztőedény alján, az endotélsejtek pedig a tenyésztőedénybe helyezett 

filteren nőttek. 

A szoros kapcsolatok fehérjéinek vizsgálata során egyes kísérleteinkhez epitélsejt 

vonalakat használtunk. Az MDCK kutya veseepitél és LLC-PK1 sertés veseepitél sejteket 
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DMEM vagy DMEM/F12 médiumban tenyészettük 10% FCS jelenlétében, a HEK293 

sejtek tenyésztéséhez 10% lószérumot tartalmazó MEM-et használtunk. Az NIH 3T3, az 

egér asztrocitóma (DBT) és COS-1 sejteket 10% FCS-t tartalmazó DMEM-ben 

tenyésztettük. 

A neuronokat Bauer és Tontsch (1990) módszere alapján izoláltuk 14 napos egér 

embrió agyából. A tenyészeteket neurofilamentum festéssel jellemeztük. 

Az A2058 humán melanóma sejteket 5% FCS-t tartalmazó MEM médiumban 

tenyésztettük, amit Glutamax-szal egészítettünk ki. A B16/F10 egér melanóma sejtvonal 

tenyésztéséhez RPMI tápfolyadékot használtunk. 

Transzfektált epitél- és endotélsejtek: 

A következő ZO-2, illetve fSAF-B szekvenciákat tartalmazó plazmidokkal 

transzfektált sejteket használtuk: pEGFP-ZO-2 (1-1174 aminosavak, GenBank kód: 

AAC37332), pEGFP-ZO-2nuc (1-1174 repetitív [n=3] SV40 nukleáris lokalizációs 

szignálhoz fuzionálva [=3xNLS]), pEGFP-fSAF-B. A sejteket 70-80% konfluenciáig 

növesztettük, és a transzfekciót szuszpenzióban végeztük EffecteneTM (Qiagen), illetve 

Lipofectamin2000TM (Invitrogen) transzfekciós reagenssel a gyártó által megadott 

protokoll szerint. A stabil transzfekcióhoz a pEGZ/MCS-HA-Phoenix HEK293-T 

retrovirális rendszert használtuk. Szelekciós antibiotikumként Zeocin-t használtunk. 

Tenyészetek kezelése 

Ca2+ depléciós kísérletek (“Ca2+-switch”). Az MDCK-ZO-2nuc és MDCK sejteket 

konfluenciáig tenyésztettük. A sejteket megmostuk Ca2+ és Mg2+ mentes PBS-sel, és a 

tápfolyadékot Ca2+ mentes DMEM-re cseréltük. Ebben tartottuk a sejteket 4 óra és 12 óra 

közötti időtartamon keresztül, amit immunfluoreszcens vizsgálatok követtek. Az agyi 

endotélsejtek esetén hasonló módon jártunk el annyi különbséggel, hogy a sejteket 150 

percig tartottuk Ca2+ mentes tápfolyadékban, ami után 4 órán át ismét Ca2+-tartalmú 

DMEM/F12-ben tenyésztettük őket. Ahol ezt külön jelöltük, ott a tápfolyadék tartalmazott 

Rho-kináz inhibitort (Y27632, 10 µM) vagy 50 µM proteaszóma inhibitort (MG-132). 

Glutamát. Primér patkány agyi endotélsejteket 30 percig kezeltünk glutamáttal (2 

mM) majd a foszforilációt 0, 10 és 60 perccel a glutamát hatás megszűnte után vizsgáltuk. 

Az MK-801-et 100 µM-os koncentrációban alkalmaztuk. 

Hipoxia/reoxigenáció. A hipoxia létrehozásához a sejteket egy légmentesen lezárható 

kamrában (Billups-Rothenburg) tartottuk 16 órán keresztül 37°C-on, 5% CO2-ot és 95% 

N2-t tartalmazó atmoszférában. Az ezt követő reoxigenáció 5% CO2, 70% N2 és 25% O2 
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jelenlétében, 4 órán keresztül történt. A kezeléseket glükóz jelenlétében és hiányában is 

elvégeztük. 

Oxidatív stressz. Az oxidatív stressz kémiai úton történő kiváltásához 5-10 µM 

DMNQ-t használtunk glükóz jelenlétében illetve hiányában. 

Zymosan kezelés. A kísérletek során a konfluens agyi endotélsejt tenyészeteket 

szérummentes tápfolyadékban kezeltük 10, 50 vagy 100 µg/ml zymosan A-val. A zymosan 

kezeléseket a TLR2/6 aktiváció és oxidatív stressz együttes hatásának vizsgálatára 5 µM 

DMNQ jelenlétében is elvégeztük. Egyes esetekben a 100 µg/ml zymosannal együtt 10 µM 

U0126-ot, 100 µM PDTC-t vagy 5 µM DMNQ-t adtunk a tápfolyadékhoz, a vegyületek 

együttes hatásainak vizsgálatára. A TLR expresszió vizsgálatok esetében a sejteket 10 

ng/ml TNF-α-val vagy 10 ng/ml IL-1β-val is megkezeltük. 

Nikotin, PAH. A nikotint 100 nM-100 µM, a fenantrént és a metilantracént 30 µM 

végkoncentrációban adtuk az endotélsejtek tápfolyadékához. Végül a 10 µM-os nikotin 

kezelést 10 µM DMNQ-val is kiegészítettük, a vegyületek együttes hatásaink tesztelésére. 

Mannitol. A hiperozmotikus stressz kiváltásához 10-20%-os mannitol (0,55-1,1 M) 

kezelést használtunk 10, 30, illetve 60 percig. A mannitol kezeléssel párhuzamosan a 

különböző inhibitorokat is alkalmaztunk, a genisztein kezelést 1 órás előinkubációval 

alkalmaztuk. 

A transzendoteliális és transzepiteliális elektromos ellenállás (TEER) mérése 

A sejteket 0,4 µm pórusméretű filtereken tenyésztettük a konfluencia eléréséig. A 

TEER méréséhez kamra-, illetve botelektródot használtunk és egy EVOM voltohmmétert 

(World Precision Instruments). A sejteket nem tartalmazó filter ellenállását levontuk a mért 

értékből, így kaptuk meg az endotélréteg saját ellenállását. Későbbi kísérleteink során a 

TEER mérésére a cellZscope (Nanoanalytics) berendezést használtuk, ami alkalmas a 

TEER folyamatos és több mintán történő párhuzamos mérésére anélkül, hogy a 

tenyészeteket ki kelljen venni a termosztátból. 

A vér-agy gát permeabilitásának mérése in vitro 

Az in vitro vér agy-gát modell permeabilitásának mérésére a 376 Da 

molekulatömegű nátrium fluoreszceint, és a 67 kDa molekulatömegű Evans kékkel jelölt 

albumint (Evans blue labeled albumin, EBA) alkalmaztuk. A sejteket 0,4 µm pórusméretű 

filtereken tenyésztettük a konfluencia eléréséig, asztrocitákkal közös tenyészetben. A 

sejteket Ringer-HEPES oldattal mostuk (150 mM NaCl, 5,2 mM KCl, 2,2 mM CaCl2, 0,2 

mM MgCl2, 6 mM NaHCO3, 5 mM HEPES, 2,8 mM D-glükóz, pH=7,4). A filterek alsó 
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(abluminális) részéhez Ringer-HEPES-t adtunk. A felső, luminális oldalhoz 10 µg/ml 

nátrium fluoreszceint, 170 µg/ml Evans kéket és 10 mg/ml marha szérum albumint (BSA) 

tartalmazó Ringer-HEPES oldatot adtunk. A sejteket enyhén rázva, 37°C-on egy órán át 

inkubáltuk, majd az abluminális térrészből mintát vettünk. A nátrium fluoreszcein és az 

EBA koncentrációját fluoreszcens leolvasóval mértük (FLUOstar Optima microplate 

reader, BMG Labtechnologies), 485/520 nm-es excitációs/emissziós hullámhosszon a 

nátrium fluoreszcein és 584/680 nm-en az Evans kék albumin esetében. 

A fagokinetikus nyomvonal esszé 

A kísérleteket Albrecht-Bühler (1977) módszere alapján végeztük. A sejteket 

arannyal bevont tárgylemezeken növesztettük 48 órán át 1 ng/ml TGF-β jelenlétében, majd 

3,5% formaldehiddel fixáltuk 30 percig, majd Gelvatol (Monsanto, USA) segítségével 

beágyaztuk. A nyomvonalakat sötét látóteres mikroszkóppal vizsgáltuk és HIPAD digitizer 

segítségével mértük. A statisztikai analízist három független kísérletből 50-50 nyomvonal 

alapján készítettük. 

Sértési esszé 

Sato és Rifkin (1989) módszere alapján, a kollagénnel bevont csészékben növesztett 

szubkonfluens sejttenyészetet egy pengével megsértettük, majd háromszor megmostuk és 

két napig inkubáltuk a megfelelő médiumban. A sértés vonalától a denudált területre 

vándorolt sejteket mikroszkóp alatt számoltuk. 

Sejtviabilitás meghatározása 

A sejtek viabilitását a tápfolyadékba felszabadult laktát-dehidrogenáz (LDH) alapján 

határoztuk meg, kereskedelemben kapható citotoxicitási teszt (Roche) segítségével. A 

további kísérletekhez csak azon tenyészeteket használtuk fel, amelyekben nem növekedett 

az LDH aktivitás oxidatív stressz hatására. 

[3H]5-HT felvétel 

A konfluens tenyészeteket Krebs-Ringer oldatba tettük 24°C-on, amely radioaktívan 

jelölt szerotonint (17,9 Ci/mmol) tartalmazott. Az inkubációs periódus után a sejteket 

óvatosan megmostuk és Lowry reagensben szolubilizáltuk 30 percig. A 

fehérjekoncentrációt Lowry módszerével határoztuk meg. Az uptake meghatározásához 

350 µl sejtlizátumhoz 4 ml szcintillációs koktélt (Ultima Gold, Packard) adtunk. A 

nemspecifikus kötődés és uptake meghatározásához a tenyészeteket 4°C-on inkubáltuk. 
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Melanóma adhéziós kísérletek 

Az agyi endotél sejteket (primér patkány: RBEC, illetve humán hCMEC/D3) 24-

lyukú tenyésztő edényekben konfluenciáig növesztettük. A melanóma sejteket 

fluoreszcensen megjelöltük Oregon Green® 488-karboxilsav-diacetát-szukcinimidil-észter 

(röviden: OG, Invitrogen) segítségével, és 5•104 melanóma sejtet helyeztünk lyukanként az 

endotélsejtekre. Az úszó sejtek lemosása után a mintát fixáltuk etanol/ecetsav 95/5 

keverékével 5 percig -20ºC-on. Az endotélsejtekhez tapadt melanóma sejteket 

lefényképeztük és az Image-Pro Plus szoftver segítségével megszámoltuk. 

Melanóma transzmigrációs kísérleti rendszer 

A primér patkány agyi endotélsejteket óvatosan feltripszineztük, és fibronektinnel és 

kollagénnel bevont 8 µm pórusméretű filterekre (1,13 cm2, Millipore) passzáltuk. Amikor a 

tenyészet konfluenssé vált, a felső kompartimentumba 550 nM hidrokortizont, 250 µM 

CPT-cAMP-t és 17,5 µM RO-201724-t, az alsó kompartimentumba asztrocita-kondícionált 

médiumot adtunk a magas transzendoteliális rezisztencia elérése érdekében. 

A melanóma sejteket OG-vel megjelöltük, és szérummentes médiumban 105 sejtet 

helyeztünk az endotél rétegre a felső kompartimentumba. Az alsó kompartimentumba 

ekkor 100 µg/ml 1-es típusú kollagént tartalmazó szérummentes médiumot tettünk. A 

Pefabloc®-ot 200 µM-os koncentrációban használtuk mindkét kompartimentumban. 5 óra 

után a tenyészeteket fixáltuk, majd a felső kompartimentumban levő sejteket letöröltük. Az 

endotél rétegen és a filter pórusain átjutott melanóma sejtek a filter alsó felszínén gyűltek 

össze, így számolhatóvá váltak fluoreszcens mikroszkóppal. 

4.3. Molekuláris biológiai módszerek 

Polimeráz láncreakció (PCR, polymerase chain reaction) 

Az RNS izolálás Chomczynski és Sacchi (1987) módszerén alapuló metodikákkal 

történt. Az RNS cDNS-sé való átírását a kereskedelemben kapható kitek segítségével 

végeztük. A polimeráz láncreakcióhoz specifikus primereket használtunk, amelyeket az 

NCBI adatbázisban található szekvenciák alapján, illetve irodalmi adatok alapján 

terveztük. Ezek a következők voltak: 

 

 NR1   ACGGAATGATGGGCGAGC 

    GGCATCCTTGTGTCGCTTGTAG 

 NR2A-C  GGG(G/C)TTCTG(T/C)AT(T/C)GACATCC 
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    GACAGC(A/G)AAGAAGGCCCACAC 

 GluR1-4  CCTTTGGCCTATGAGATCTGGATGTG 

    TCGTACCACCATTTGTTTTTCA 

 mGluR  GCCCTN(G/C/T)TNACNAA(A/G)ACNAA 

    AT(A/G)CANGTNGT(A/G)TACATNGT(A/G)AA  

     (N = A/T/G/C) 

 GAP43  CACCATGCTGTGCTGTATGA 

    ATCATCCTTCTCCTTGGCCT 

 GFAP   CACAGGACCTCGGCACCCTG 

    GGAGCAGCTCTGCGTTGCGG 

 GLT1   GACAGCCACCTCAGCTCCGA 

    ACTCCACCATCAGCTTGGCC 

 GLAST  CTACTCACCGTCAGCGCTGT 

    AGCACAAATCTGGTGATGCG 

 Occludin:   GGGGCTCGGCAGGTTCGCTTAT 

    GCCTGGGCCGTCGGGTTCACT 

 5-HT transzporter: CATCTGGAAAGGCGTCAA 

    AGAGACGAAGCTTGTCATG 

  illetve:  CATCTGGAAAGGCGTCAAAAC 

    ACGATGAGCACGAACCATTC 

Valós idejű polimeráz láncreakció 

A valós idejű polimeráz láncreakcióhoz az RNS-t kezeletlen illetve kezelt sejtekből 

TRIzol reagens segítségével izoláltuk (Invitrogen), követve a gyártó használati utasításait. 

Abban az esetben, ha a primerek azonos exonból származtak, az esetlegesen jelenlevő 

genomiális DNS szennyeződésből származó amplifikációs termékek elkerülése érdekében 

az RNS-t DNáz kezelésnek vetettük alá. Az RNS átírása cDNS-sé reverz transzkripciós kit 

segítségével történt (iScript cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad Laboratories). Az amplifikációt 

egy Bio-Rad iQ5 készülékkel végeztük a Bio-Rad iQ SYBR Green Supermix 

felhasználásával az alábbi körülmények között: 40 ciklus, 95°C 15 s, 56°C 30 s, 72°C 30 s. 

Kontrollként glicerinaldehid-3-foszfát dehidrogenáz-t (GAPDH) használtunk. A 

küszöbciklus meghatározása és a kvantifikáció a készülék szoftverével történt. A 

génexpresszió változásait a küszöbciklus meghatározásával (∆∆Ct módszer) értékeltük ki. 

Kísérleteinkhez a következő primerpárokat használtuk: 
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GAS6 TGCTGTCATGAAAATCGCGG CATGTAGTCCAGGCTGTAGA 

Axl CTCAGATACTCCATGCCACT CTCAGATACTCCATGCCACT 

GAPDH GTGAAGGTCGGTGTCAACG GTGAAGACGCCAGTAGACTC 

Humán TLR: 

TLR1 GCCTTGTCTATACACCAAGT CCAATTGTTGCAGAGACTTC 

TLR2 TCTCCCATTTCCGTCTTTTT GGTCTTGGTGTTCATTATCTTC 

TLR3 TAAACTGAACCATGCACTCT TATGACGAAAGGCACCTATC 

TLR4 CCGCTTCCTGGTCTTATCAT TCTGCTGCAACTCATTTCAT 

TLR5 ACGGACTTGACAACCTCCAA AGTGGATGAGGTTCGCTGTA 

TLR6 CCCAAGGAGAAAAGCAAAC TTCACCATCATCCAAGTAAAT 

TLR7 CAGAGCTGAGATATTTGGACT TTGGTAAGTATCTGTTATCACCT 

TLR8 CGGCAGAGTTATGCAAATAGT GTAAGAGCACTAGCATTATCA 

TLR9 GGCAAAGTGGGCGAGATGAG AGTGGTGGTTGTCCCTGGTC 

TLR10 CTCCCAACTTTGTCCAGAAT TGGTGGGAATGCAATAGAAT 

Patkány TLR: 

TLR1 TACCCTGAACAACGTGGACA ATCGACAAAGCCCTCAGAGA 

TLR2 GGAGACTCTGGAAGCAGGTG CGCCTAAGAGCAGGATCAAC 

TLR3 AGCCTTCAACGACTGATGCT GGAAATTAACGGGACCACCT 

TLR4 CCAGAGCCGTTGGTGTATCT TCAAGGCTTTTCCATCCAAC 

TLR5 GCCAGACCAGATTGAAGTC TGTGAATCTCGTTGGCAGAG 

TLR6 GTCTCCCCACTTCATCCAGA CCCACGTTTACCCTTCTCAA 

TLR7 AGCTCTGTTCTCCTCCACCA CATGGGTGTTTGTGCTATCG 

TLR8 TAGTGGAAATCGCCTTGACC AAGCCAGCAGGTAGGTGAGA 

TLR9 TCAACAAGAACACGCTCAGG GAGAGCTGGGGTGAGACTTG 

TLR10 GATTGTCACCATTGTGCTGG AGACAGAATCATGTGCAGCG 

Géncsendesítés 

A stealthTM siRNA duplex oligoribonukleotidokat az Invitrogen BLOCK-iTTM RNAi 

designer program segítségével terveztük. Az Axl gén csendesítésére a következő 

szekvenciákat használtuk: 5'-CAGGAACUGCAUGCUGAAUGAGAA-3' és 5'-

UUCUCAUUCAGCAUGCAGUUCCUGG-3'. Az 50%-os konfluenciájú sejteket 10 nM 

RNS-sel transzfektáltunk LipofectamineTM RNAiMAX (Invitrogen) reagenssel 6 órán 

keresztül, két egymást követő napon. A hiperozmotikus kezelés a második transzfekció 
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után következett, amikor a tenyészet konfluenssé vált. A szepráz gén csendesítéséhez a 

következő szekvenciákat használtuk: 5'-AAGAAGUGUGUUACUUGCCAUCUAA-3', és 

5'-UUAGAUGGCAAGUAACACACUUCUU -3'. Kontrollként a következő kevert 

(scrambled) oligonukleotidokat használtuk: 5’-GACGUAGAGAGAGUUCCGACAUA 

CA-3’, és 5’-UGUAUGUCGGAACUCUCUCUACGUC-3’. Az 50%-os konfluenciájú 

A2058 sejteket 10 nM RNS-sel transzfektáltunk LipofectamineTM RNAiMAX (Invitrogen) 

reagenssel 8 órán keresztül, két egymást követő napon. A sejteket a második transzfekció 

után egy nappal használtuk fel. 

Northern-blot 

Az RNS izolálás Chomczynski és Sacchi (1987) módszerével történt. 10 µg RNS-t 

formaldehiddel denaturáltunk, 1%-os agaróz gélen elválasztottunk, majd zetaprobe 

membránra transzferáltunk. A prehibridizációt követően a filtereket 32P-jelölt cDNS 

próbákkal hibridizáltuk, amelyek aktin-, illetve fibronektin-specifikusak voltak. A 

filtereket Kodak XAR filmekre exponáltuk -70 °C-on. 

4.4. Fehérje vizsgálati módszerek 

Western-blot 

A mintákat Triton X-100, illetve RIPA lízispufferben homogenizáltuk, melyeknek 

összetétele a következő volt: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, detergensek (1% Triton X-100, 

illetve 1% deoxikolát és 0,1% SDS - sodium dodecyl sulfate) és proteáz inhibítorok. A 

mintákat egy órán át jégen inkubáltuk, majd lecentrifugáltuk (10000 x g, 4 °C, 10 perc). 

Egyes esetekben vízoldékony, Triton X-100-szolubilis és -inszolubilis frakciókat 

különítettünk el. A vízoldékony fehérjéket detergens-mentes pufferben homogenizáltuk. 

A fehérje koncentrációt Bradford, illetve BCA (Pierce) módszerrel határoztuk meg. 

Azonos mennyiségű fehérjét tartalmazó mintákat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel 

(SDS-PAGE) választottunk el, a G-fehérjék esetében – a jobb feloldóképesség érdekében – 

urea jelenlétében. A fehérjéket ezután PVDF, illetve nitrocellulóz (G-fehérjék, VE-

cadherin, Axl esetében) membránra blottoltunk. A blokkolás után a membránokat az 

elsődleges ellenanyaggal inkubáltuk, majd TBS-T-vel mostuk. Ezután HRP-konjugált 

másodlagos ellenanyaggal inkubáltuk, mostuk, és kemilumineszcens detektáló kit 

segítségével hívtuk elő. 
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Immunprecipitálás 

Az immunprecipitáláshoz a sejteket lízis pufferben homogenizáltuk (20 mM Tris-

HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5% Triton X-100, 0,5% NP40, 2 mM CaCl2, 5 mM NaF, 1 

mM nátrium ortovanadát, 1mM Pefabloc), majd a homogenátumot lecentrifugáltuk (10000 

x g, 4°C, 10 perc), és a felülúszót használtuk tovább. A fehérje koncentráció 

meghatározása után a fehérjemintákat előinkubáltuk protein A- vagy G-szefarózzal 

(preclearing), majd folyamatos keverés mellett a mintákat 1-5 µg ellenanyaggal inkubáltuk 

4 órán át 4°C-on, amit protein A- (poliklonális ellenanyagok esetében: occludin, ZO-1, 

ZO-2, claudin-1), illetve protein G-szefarózzal (monoklonális ellenanyagok esetén: β-

catenin, foszfotirozin, c-myc, illetve Axl) történő inkubáció követett. A szefaróz gyöngyök 

négyszeri jéghideg TBS-T-vel való mosása után az immunkomplexeket egyszeres SDS 

mintapufferben 95˚C-on 3 percen át denaturáltuk. Az így előkészített mintákkal Western-

blot analízist végeztünk. 

In vivo ubiquitináció. HA-val jelzett ubiquitint expresszáló HEK 293 sejteket 

homogenizáltunk, és ebből anti-occludin ellenanyaggal precipitáltunk. A Western-blottot 

anti-HA ellenanyaggal végeztük. 

SAF-B ZO-2 kötés (Far-Western)  

MDCK sejthomogenátumból immunprecipitáltuk a ZO-1-et, a ZO-2-t és az 

occludint. Az immunprecipitátumot SDS elektroforézis segítségével elválasztottuk, PVDF 

membránra blottoltuk, majd a membránokat blokkolás után 35S-el jelölt SAF-B-vel 

inkubáltuk. A kötést röntgenfilm segítségével vizualizáltuk. A 35S-el jelölt SAF-B-t 

retikulocita lizátum rendszerrel (TNTTM, Promega) állítottuk elő. 

Ellenanyag-mátrix 

A mannitol által aktivált (foszforilált) fehérjék detektálására az ellenyag-mátrixot 

(Hypromatrix) a gyártó által megadott protokoll szerint használtuk. Röviden: a 60 

ellenanyagot tartalmazó mátrixot a sejtlizátummal inkubáltuk, majd mostuk, ezután HRP-

konjugált-anti-foszfotirozin (Hypromatrix) ellenanyaggal inkubáltuk, mostuk, végül ECL 

Plus (Amersham) segítségével hívtuk elő. 

Proteomikai analízis 

A sejteket jéghideg lízispufferben homogenizáltuk (2% NP40, 2% CHAPS, 20 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA (etiléndiamintetraacetát), 0,2 mM vanadát, 1 mM Pefabloc, 1 mM 

NaF, 2% amfolit), a fehérjekoncentrációt a BCA módszerrel mértük meg (Pierce). A 
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mintákat körülbelül 1 mg/ml koncentrációra hígítottuk rehidratációs puffer segítségével (7 

M urea, 1% DTT, 2% CHAPS, 20 mM Tris-HCl). 17 cm-es lineáris pH gradiensű (pH=5-

8) IPG csíkokat (ReadyStrip, BioRad Laboratories Inc.) 16 órán át rehidratáltunk 300 µl 

fehérje minta jelenlétében Protean IEF Cell-ben (BioRad) a következő lépéseket használva: 

1) 250 V, 15 perc, 2) 10000 V, 3 h, 3) 50000 V/h. 

A csíkokat 20 percig ekvilibráltuk I-es és II-es pufferben (I-es puffer: 6 M urea, 2% 

SDS, 0,375 M Tris-HCl, 20% glicerin, 2% DTT, II-es puffer: 2.5% jódacetamid). Az 

izoelektromos szétválasztást követő elektroforetikus szétválasztást 12%-os SDS gélen 

végeztük egy éjszakán át Protean II xi 2-D Cell (BioRad) készülékkel, majd a géleket 

ezüstfestéssel festettük meg egy MALDI tömegspektroszkópiával kompatibilis eljárást 

követve. A géleket PDQuest 7.3 (BioRad) szoftverrel elemeztük, majd a kiválasztott 

fehérje pöttyöket kivágtuk. A fehérjék azonosítását az MTA SZBK proteomikai 

laboratóriumában végezték. 

Kétdimenzionális elektroforézis Western-blottal kombinálva 

A sejteket Tris-szorbitol pufferrel mostuk (10 mM Tris, 25 mM szorbitol, pH=7), 

majd rehidráló pufferbe (7 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 1% DTT, 0,2 mM vanadát, 

1 mM Pefabloc, 1 mM NaF, 0,2% amfolit, brómfenolkék) kapartuk és 1 órán át szobahőn 

inkubáltuk, majd lecentrifugáltuk (16000 x g, 20 min, 17°C). A kétdimenzionális 

elektroforézishez Protean IEF Cell-t és immobilizált pH gradiens sztripeket használtunk (7 

cm, pH=4-7, BioRad), illetve Mini-Protean 3-at. A Western-blot analízis a második 

dimenziójú gélen történt. 

Zimográfia 

A szérummentes médiumban tenyészetett sejtek felülúszóját lecentrifugáltuk, és 

merkaptoetanol mentes mintapufferben készítettük elő. A mintákban levő fehérjéket 10 

mg/ml zselatint tartalmazó poliakrilamid gélen választottuk el, nem denaturáló 

körülmények között. A gélekből az SDS-t 2,5% Triton X-100 tartalmú pufferrel mostuk ki. 

Ezután a géleket bivalens kationokat tartalmazó pufferben inkubáltuk 24-48 óráig, majd 

Coomassie Blue festékkel festettük és 10% metanol és 10% ecetsav segítségével 

távolítottuk el a nem kötődött festéket. Így fehér sávok formájában váltak láthatóvá a 

zselatináz aktivitású proteázok. 

A melanóma sejtek által indukált proteolitikus aktivitás méréséhez a hCMEC/D3 

sejteket 12-lyukú edényekben tenyésztettük, majd 2•105 A2058 melanóma sejtet 

helyeztünk rájuk szérummentes tápfolyadékban. 5 óra után a tápfolyadékot 
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lecentrifugáltuk, és merkaptoetanol-mentes mintapufferben készítettük elő. A sejteket 

megmostuk, majd 1,5% Triton X-114-tartalmú pufferben lizáltuk. Centrifugálás után a 

felülúszókat 5 percre 37°C-ra helyeztük, majd szobahőmérsékleten 2 percig centrifugáltuk. 

A felső vizes fázist eldobtuk, és a membrán frakciót merkaptoetanol-mentes 

mintapufferben oldottuk fel. A minták elektroforetikus szétválasztása és a proteolitikus 

sávok vizualizásása az előzőekben leírtak szerint történt. 

A glutamát indukálta foszforiláció vizsgálata 

A tenyészetekből készített fehérje extraktumokat 50 µl esszé  médiumban (25 mM 

Tris-MES puffer, 2 µCi [γ-32P]ATP és 2 mM EGTA vagy 100 mM Ca2+ és 2 mM 

calmodulin) inkubáltuk 2 percig. A reakciót SDS mintapuffer hozzáadásával állítottuk le, 

majd a fehérjéket 10% SDS gélelektroforézis segítségével választottuk szét. Az 

autoradiográfiához a géleket megszárítottuk a radioaktivitás detektálásához röntgen filmet 

használtunk (expozíciós idő: 3 nap). Az autoradiogramokat denzitometráltuk, a statisztikai 

analízishez Kruskal-Wallis ANOVA-t és Student-Newmann-Keuls módszert használtunk. 

A p<0,05 értéket tekintettük szignifikánsnak. 

Nukleáris extraktumok készítése 

A nukleáris extraktumok készítéséhez a sejteket PBS-be vettük fel. A sejtes üledéket 

10 mM Tris-HCl-ot (pH=7,2) és 70 mM NaCl-ot tartalmazó pufferben reszuszpendáltuk, 

majd 5 perc jégen történő inkubálás után 4°C-on 500 x g-vel lecentrifugáltuk. Az üledéket 

10 mM Tris-HCl-t (pH=7,2) és 0,1 mM PMSF-et tartalmazó oldatban üveg/teflon 

homogenizálóval homogenizáltuk, majd lecentrifugáltuk (700 x g, 5 perc, 4°C). Az így 

kapott sejtmagokat 0,88 M szukróz/1,5% citromsav tartalmú pufferben újra 

homogenizáltuk, majd a homogenátumhoz óvatosan hozzáadtunk egy 2,5 M szukrózt és 

1,5% citromsavat tartalmazó oldatot és lecentrifugáltuk (1000 x g, 10 perc, 4°C). A 

sejtmagokat tartalmazó réteget óvatosan leszívtuk, megmostuk (10 mM HEPES pH=7,5, 

120 mM KCl, 10 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0,1 mM CaCl2, 1,1 mM EGTA, 0,1 mM PMSF, 

5 µg/ml aprotinin, 5 µg/ml leupeptin, 2 µg/ml pepstatin A), lecentrifugáltuk, majd SDS 

mintapufferben vettük fel. 

Az occludin turnoverének meghatározása 

Az LLC-PK1 sejteket metionin és cisztein mentes MEM-ben tartottuk 45 percig, 

majd a sejtek egy olyan cisztein és metionin mentes MEM tápfolyadékot kaptak, amelyhez 

0,1 mCi/ml [35S] jelölt metionit adtunk (American Radiolabeled Chemicals), és ebben 

tenyésztettük a sejteket 1 órán át. Ezután a sejteket mosás után olyan, nem radioaktív, 
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metionin és cisztein mentes MEM-ben inkubáltuk, amihez nem radioaktív L-ciszteint (0,24 

mg/ml) és L-metionint (0,15 mg/ml) adtunk. A sejteket 0-3 óra inkubálás után az 

immunprecipitálás illetve Western-blot alfejezetekben leírt módon homogenizáltuk, 

occludin vagy claudin-1 ellenanyaggal precipitáltuk, majd a kapott mintákat 

elektroforetikus elválasztás után autoradiográfiának tettük ki. 

4.5. Mikroszkópos vizsgálatok 

Immunfluoreszcencia és aktin festés 

A fedőlemezeken tenyésztett sejteket kezelés után PBS-ben mostuk, majd 10 percig 

fixáltuk etanol/ecetsav 95/5 arányú keverékével, -200C-on. Újabb mosás után a 

fedőlemezeket 1% BSA-val blokkoltuk, ezután az elsődleges (anti-β-catenin, anti-occludin, 

anti-ZO-2, anti-claudin-1, illetve anti-Axl), majd a fluoreszcensen jelölt másodlagos 

ellenanyaggal (Jackson, Molecular Probes) inkubáltuk. A festések vizualizálásához Nikon 

Eclipse TE2000U mikroszkópot, illetve Olympus Fluoview FV1000 konfokális 

mikroszkópot használtunk. 

Az aktin fluoreszcensen jelölt falloidinnel történő festése esetében a következő 

képpen jártunk el: a sejteket 4% formaldehiddel fixáltuk és acetonnal permeabilizáltuk, 

majd FITC-falloidinnnal vagy Alexa488-falloidinnal inkubáltuk (1/100 hígításban a 

következő pufferben: 60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 140 

mM NaCl). Mosás után a fedőlemezeket víz alapú beágyazó géllel rögzítettük a 

tárgylemezeken. A képeket fluoreszcens mikroszkóphoz kapcsolt digitális kamerával 

készítettük. 

Occludin festés agyi metszeteken. A kísérletek után az állatokat 4%-os 

paraformaldehiddel perfundáltuk. Az eltávolított agyakat 24 órán át poszt-fixáltuk 4%-os 

paraformaldehiddel, majd 30%-os szukróz oldatba helyeztük. 10-20 µm vastag metszeteket 

készítettünk egy Leitz 1720 kriosztáttal. A metszeteket háromszor mostuk PBS-ben, 

0,02%-os Triton X-100 segítségével permeabilizáltuk, és 3%-os BSA-val blokkoltuk. Az 

anti-occludin elsődleges ellenanyag Dr. M. Furuse-tól (Kyoto-i Egyetem) származott, a 

másodlagos ellenanyag Cy3-mal volt jelölve (Jackson). 

A sejtmagok morfológiájának mikroszkópos analízise 

A mikronukleuszt tartalmazó, apoptotikus, nekrotikus, illetve mitotikus sejtek 

számának meghatározására a sejtekmagokat DAPI vagy Hoechst 33342 festékkel jelöltük 

és a mintákat fluoreszcens mikroszkóppal analizáltuk. Mintánként 1000 sejtet vizsgáltunk 
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meg, és megszámoltuk az apoptotikus (félhold alakú, kondenzált vagy fragmentált 

kromatinnal rendelkező) sejtmagokat, a nekrotikus sejtmagokat (kis, piknotikus magok 

erősen kondenzált kromatinnal) és a mikronukleusszal rendelkező sejteket. Ezen 

módszerrel a mitotikus index is meghatározható. Az apoptotikus és nekrotikus sejtek 

számát AnnexinV/propidium jodid festéssel is meghatároztuk, illetve egyes esetekben az 

apoptotikus sejteket hasított kaszpáz-3 ellenanyaggal jelöltük. 

Atomi erő mikroszkópos (AFM) vizsgálatok 

Az atomi erő mikroszkóp alkalmas élő sejtek leképezésére nagy felbontásban. 

Segítségével felszíni és felszín alatti struktúrák térben és időben történő változásait 

követhetjük. Kísérleteinket 31°C-on végeztük, maximum 3 óra időtartamon belül. Irodalmi 

adatokkal összhangban ezen időintervallum alatt a sejtek megőrizték viabilitásukat. 

A mérésekhez Asylum MFP-3D fejet és Molecular Force Probe kontrollert (Asylum 

Research) használtunk. A vezérlő program (MFP Xop) IGOR Pro szoftverben készült. 

Szilícium nitridből készült szilanizált tűket használtunk és a méréseket kontakt módban, 

folyadékban végeztük. 

Elektronmikroszkópiás vizsgálatok 

1%-os formaldehides és 1%-os glutáraldehides fixálást, majd ozmium tetroxidos 

posztfixálást követően a sejteket dehidráltuk, majd Spurr gyantába ágyaztuk. A 

metszeteket Leica ultramikrotómmal készítettük, uranil acetáttal és ólom citráttal 

kontrasztosítottuk, majd transzmissziós elektronmikroszkóppal (Zeiss 902) vizsgáltuk. A 

transzmigrációs kísérletekhez a primér patkány agyi endotél sejteket 8 µm pórusméretű 

filtereken tenyésztettük, majd 2•105 A2058 melanóma sejtet helyeztünk rájuk. 5 óra után a 

sejteket megmostuk, és a fent leírt módon készítettük elő az elektronmikroszkópos 

vizsgálatokhoz. 

4.6. In vivo kísérletek 

Hemorrágiás sokk modell 

Kísérleteinkhez 290-390 g-os hím Wistar patkányokat használtunk (n = 46). Az 

állatokat intraperitoneálisan adott uretánnal altattuk. Az állatok spontánul lélegeztek, és 

testhőmérsékletüket állandó 37°C-on tartottuk. A szisztémás vérnyomást a bal femorális 

artériában mértük. A jobb femorális artériába helyezett kanülön keresztül zajlott a 

véreztetéses vérnyomás csökkentés.  
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A hemorrágiás sokk különböző fázisait (kompenzált, illetve dekompenzált) a 

vérnyomás 40 Hgmm-re való csökkentésével értük el zárt rendszerbe való véreztetéssel.  

Ezáltal a kísérleti állatok három csoportra oszthatók: 

1. csoport (n = 14): kontroll, normotenzív. 

2. csoport (n = 15): kompenzált hemorrágiás sokk, amelynek során az artériás 

vérnyomást 40 Hgmm-en tartottuk 15 percen keresztül. 

3. csoport (n = 17): dekompenzált hemorrágiás sokk. Ennek során az artériás 

vérnyomást 40 Hgmm-en tartottuk, amíg a levett vérmennyiség felét az állat spontán 

visszavette: ez jelezte a dekompenzált sokk létrejöttét. 

A vér-agy gát permeabilitásának mérése in vivo 

Az állatok a kísérlet befejezése előtt 30 perccel intravénás injekció formájában 

(5 ml/kg) 2% Evans kék albumint (67 kDa) és 2% nátrium fluoreszceint (376 Da) kaptak. 

Az állatokat 250 ml izotóniás sóoldattal perfundáltuk és a különböző agyi régiókat 15%-os 

triklórecetsavban homogenizáltuk. Centrifugálás után a felülúszókból az Evans kék 

koncentrációt 620 nm-en történő abszorbcióval, míg a fluoreszcein koncentrációt 

fluoriméter segítségével határoztuk meg 440 nm-es excitációs, illetve 516 nm-es emissziós 

hullámhosszal. 

Agyi kapillárisok izolálása 

Az agyi kapillárisok izolálásához a patkányokat elaltattuk, majd fiziológiás sóoldattal 

perfundáltuk. Az agyat eltávolítottuk, majd szukróz pufferben (0,32 M szukróz, 3 mM 

HEPES, pH=7,4) homogenizáltuk. A homogenátumot 4°C-on 10 percig centrifugáltuk 

1000 x g-n, és az üledéket ismét homogenizáltuk szukróz pufferben. Ezt újabb 

centrifugálási lépés követte (4°C, 10 perc, 1000 x g), majd az üledéket reszuszpendáltuk 5-

6 ml szukróz pufferben. A szuszpenziót lecentrifugáltuk (4°C, 30 másodperc, 100 x g), a 

felülúszót áthelyeztük egy másik centrifuga csőbe, az üledéket pedig ismét 

reszuszpendáltuk szukróz pufferben, és újra lecentrifugáltuk. Az így keletkezett felülúszót 

összekevertük az előző centrifugálás során keletkezett felülúszóval, majd lecentrifugáltuk 

(4°C, 1 perc, 200 x g). Az üledéket kétszer megmostuk szukróz pufferben és egyszer PBS-

ben. A mikroér frakció tisztaságát fáziskontraszt mikroszkóppal ellenőriztük. 
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5. EREDMÉNYEK 

5.1. A junkcionális fehérjék expressziójának sajátosságai a vér-agy gát sejtjeiben 

5.1.1. Az occludin expressziója asztrocitákban 

A junkcionális fehérjék, különösen a tight junction fehérjéi kulcsszerepet játszanak a 

paracelluláris barrier létrehozásában. Egyes kísérleti adatok azonban arra utaltak, hogy 

ezek a fehérjék nem kizárólag a polarizált epitél- illetve endotélsejtekben expresszálódnak 

(Howarth és mtsai., 1992). Ezért megvizsgáltuk, hogy a vér-agy gát működésében fontos 

szerepet játszó asztrocitákban kifejeződhet-e az occludin. A génexpressziós vizsgálatokhoz 

RT-PCR-t alkalmaztunk. Ezen vizsgálatok során kimutattuk, hogy amint az várható volt, 

az occludin az összes általunk vizsgált epitélsejteket tartalmazó szövetben (vese, placenta, 

illetve here) expresszálódott. Ugyancsak kimutatható volt az occludin mRNS-e embrionális 

és felnőtt egér agyban. Ezen túlmenően azonban az occludin transzkriptum megtalálható 

volt tenyésztett asztrocitákban és neuronokban is, ellenben egyáltalán nem volt 

detektálható NIH 3T3 fibroblasztokban (3.ábra). 
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Ahhoz, hogy az RT-PCR eredményeket fehérje szinten is megerősítsük, Western-blot 

analíziseket végeztünk (4. ábra). A várakozásoknak megfelelően nagy mennyiségű 

occludin expresszálódott epitélsejtekben és különböző típusú agyi kapilláris 

endotélsejtekben. Ugyanakkor, alátámasztva az RT-PCR eredményeket, a tenyésztett 

asztrociták, a DBT asztrocitóma sejtvonal sejtjei és neuronok is expresszáltak occludint, 

NIH 3T3 fibroblasztokban ellenben nem volt kimutatható e fehérje. Különbség 

mutatkozott azonban az epitélsejtekben illetve asztrocitákban előforduló occludin 

oldhatóságában. Ellentétben az MDCK sejtekkel, ahol a Triton X-100 szolubilis és 

3. ábra. Az occludin expressziója különböző 
szövetekben és sejtekben: RT-PCR vizsgálat 
Különböző egér sejtekből és szövetekből izolált 
RNS-t c-DNS-é írtunk át, majd az occludint 
specifikus primerek segítségével amplifikáltuk. 
A nyilak az amplifikáció során létrejött 680 bp 
méretű occludin fragmentum helyzetét jelölik. 
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inszolubilis frakció egyaránt tartalmazott occludint, az asztrocitákban csak a Triton X-100 

szolubilis frakcióban volt megtalálható az occludin. A junkcionális fehérjék jelenléte a 

Triton X-100 inszolubilis frakcióban a citoszkeletonnal való szoros kapcsolódást, illetve a 

raftokba való lokalizálódást jelenti (Nusrat és mtsai., 2000). Az occludin némely szövetben 

több sávot is adott, ami poszttranszlációs módosulások eredménye lehet (pl. 

foszforiláció/defoszforiláció). 
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Az asztrociták occludin expressziója nagymértékben függött a sejtek morfológiai 

sajátosságaitól. Immunoprecipitációs és Western-blot vizsgálatok során kimutattuk, hogy a 

kis passzázsszámú, epiteloid fenotípusú (azonban GFAP pozitív) asztrociták sokkal 

nagyobb mennyiségben expresszáltak occludint, mint a nyúlványokkal rendelkező, tipikus 

asztrocita fenotípust mutató tenyészetek (5A. ábra). 

WB IP: occludin
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5. ábra. Occludin expressziója asztrocitákban 
5A. Occludin immunoprecipitációja MDCK sejtekből, nyúlványokkal rendelkező, illetve epiteloid fenotípusú 
asztrocitákból. Az alsó blottok a felső blottok hosszabb ideig exponált változatai. A nyilak az occludin sávok 
(65 kDa), a csillagok az Ig nehéz lánc helyét jelölik. 
5B. Occludin immunoreaktivitás epiteloid fenotípusú asztrocitákban. Mérce = 10 µm. 

4. ábra. Az occludin expressziója különböző 
szövetekben és sejtekben: Western-blot 
vizsgálat 
A különböző szervekből és szövetekből készített 
fehérje preparátumot SDS gélelektroforézis 
segítségével szétválasztottuk, membránra 
blottoltuk, majd a membránokat specifikus anti-
occludin ellenanyaggal festettük. 
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Az asztrocitákban előforduló occludin lokalizációjának meghatározására 

immunfluoreszcens vizsgálatokat végeztünk. Lézer konfokális mikroszkópia segítségével 

kimutattuk, hogy az occludin az epiteloid fenotípusú asztrocitákban, az epitél- illetve 

endotélsejtekben tapasztalhatóhoz hasonlóan, a sejt-sejt kontaktusok szintjén helyezkedik 

el (5B. ábra). 

5.1.2. Különböző fenotípusú agyi endotélsejtek funkcionális és molekuláris 

sajátosságainak jellemzése 

Az occludin expressziós vizsgálatok során megfigyeltük, hogy különböző fenotípusú 

agyi endotélsejtekben e fehérje mennyisége változó. Az agyi endotélsejtek azon képessége, 

hogy fenotípusukat változtatni tudják a külső környezet változásainak megfelelően, egy 

figyelemre méltó tulajdonsága ezen sejttípusnak. A sejtek morfológiai és funkcionális 

adaptációjában a növekedési faktorok közismerten fontos szerepet játszanak. Az egyik 

ilyen növekedési faktor az endoteliális növekedési faktor (ECGF). Kísérleteink során, 

melyekhez egér agyi endotélsejteket használtunk, az ECGF és kofaktora, a heparin hatását 

vizsgáltuk e sejtek morfológiai és funkcionális sajátosságaira, valamint az ezen 

sajátosságokat alapvetően befolyásoló junkcionális fehérjék expressziójára. ECGF és 

heparin jelenlétében az agyi endotélsejtek ún. macskakő elrendezést vettek fel (I-es típus), 

míg e növekedési faktor hiányában a sejtek elnyúlttá váltak (II-es típus). A morfológiai 

különbségeket jól tükrözte az átrendeződött aktin citoszkeleton is, amely az I-es típusú 

sejtekben egy jellemzően gyűrű alakú struktúra volt, ami a kortikális aktin hálózatnak 

felelhet meg, míg a II-es típusú sejtekben a kortikális aktin hálozat nagyrészt eltűnt, és a 

stressz filamentumokhoz hasonló hosszanti szálak jelentek meg (6. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ábra. Az I-es és II-es típusú 
endotélsejtek morfológiai sajátosságai 
FITC jelölt falloidin festés I-es és II-es 
típusú endotélsejtekben (A és C) és 
ugyananzoknak a területeknek a 
fáziskonztraszt képe (B és D). Mérce = 40 
µm. 
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1        2B

Fibronektin

β-aktin
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1        2

Fibronektin

β-aktin

α-aktin

1        2B

A morfológiai változások együtt jártak funkcionális változásokkal is, aminek egyik 

megnyilvánulása az volt, hogy jelentősen megváltozott a sejtek vándorlási potenciálja. A 

fagokinetikus nyomvonal esszé eredményei azt mutatták, hogy ECGF hiányában a sejtek 

40%-kal nagyobb motilitással rendelkeznek. A motilitást a TGF-β mindkét fenotípus 

esetében jelentősen csökkentette (13%-kal az I-es, 33%-kal a II-es típusú sejtekben) (7A. 

ábra). A sértési esszé segítségével végzett vándorlási képesség vizsgálata ezzel egybevágó 

eredményt hozott: ECGF hiányában a sejtmentes területre bevándorolt sejtek száma 33%-

kal megnövekedett, és a sejtek távolabbra vándoroltak (7B. ábra). 

A      B 

C

a b

c d

C
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7. ábra. ECGF hatása az agyi endotélsejtek motilitására és vándorlására 
A. Az I-es és II-es típusú agyi endotélsejtek fagokinetikus nyomvonala: (a) I-es típus, (b) I-es típus + TGF-
β1, (c) II-es típus, (d) II-es típus + TGF-β1. 
B. Sértési esszé. I-es (a) és II-es (b) típusú agyi endotélsejtek 48 óra vándorlás után. A c és d ábra az I-es és 
II-es típusú sejteket mutatja közvetlenül a sértés után. A nyilak a sértés helyét jelölik. Mérce = 100 µm. 
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8. ábra. ECGF hatása az agyi endotélsejtek metalloproteináz aktivitására és fibronektin termelésére 
A. Metalloproteinázok aktivitása az I-es és II-es típusú agyi endotélsejtekben. Kondicionált médium az I-es 
(1) és II-es (2) típusú sejtekből, membrán frakció a I-es (3) és II-es (4) típusú sejtekből. 
B. Northern-blot vizsgálat. Fibronektin és aktin mRNS expressziója I-es (1) és II-es (2) sejtekben. 
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A fokozott sejtvándorlás illetve motilitás gyakrán jár együtt fokozott proteolitikus 

aktivitással is, amelyben a metalloproteinázoknak kiemelkedő szerepe van. Ezért annak 

tisztázására, hogy az ECGF hiánya által kiváltott megnövekedett vándorlási készség 

párosul-e magasabb metalloproteináz aktivitással, zimográfiás kísérleteket végeztünk. 

Ezen kísérletek eredményei azt mutatták, hogy míg az ECGF jelenlétében tenyésztett 

sejtek membrán frakciójában csak egy 70 kDa körüli proteolitikus sáv volt található, ECGF 

hiányában amellett, hogy a 70 kDa-os sáv erőteljessé vált, megjelent még egy 45 kDa 

körüli sáv is (8A. ábra). Irodalmi adatok alapján a 70 kDa körüli sáv az MMP-2-nek 

felelhet meg (Herron és mtsai., 1986), míg a 45 kDa méretű sáv a stromelizin aktivitását 

jelezheti (Matrisian, 1992). Emellett az extracelluláris mátrix egyik fontos 

komponensének, a fibronektinnek a termelése csökkent ECGF hiányában, ami szintén 

pozitív irányba befolyásolhatja az agyi endotélsejtek vándorlási képességeit (8B. ábra). 

Az endotélsejtek egymáshoz való kapcsolódásában az intercelluláris junkciók, 

elsősorban a szoros kapcsolatok, illetve az adherens kapcsolatok játszanak fontos szerepet. 

Ezen struktúrák funkcionális állapota befolyásolhatja a sejtek morfológiáját, migrációját, 

ezért következő lépésben azt vizsgáltuk, hogy a sejtközötti kapcsoló struktúrák 

kulcsfehérjéi, mint az occludin, cadherinek és cateninek, miként expresszálódnak a két 

fenotípusban. Western-blot vizsgálataink során azt tapasztaltuk, hogy a legnagyobb 

különbség a cadherin expressziójában van: míg ECGF jelenlétében jelentős mennyiségű 

cadherin expresszálódott, ECGF hiányában alig volt kimutatható az expresszió. Hasonló 

irányban változott az occludin expressziója is, ugyanakkor az α- és β-catenin mennyisége 

nem változott (9. ábra). 

9. ábra. Junkcionális fehérjék expressziója I-es és II-es típusú agyi endotélsejtekben 
Az I-es és II-es fenotípusú sejtekből készített fehérje homogenátumot SDS-PAGE segítségével 
elválasztottuk, majd blottolás után a membránokat specifikus ellenanyagokkal inkubáltuk. 
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5.2. A szignáltranszdukció sajátosságainak vizsgálata agyi endotélsejtekben 

5.2.1. Glutamát receptorok és glutamát transzporterek expressziója 

Az agyi endotélsejtek – elhelyezkedésükből és szerepükből kifolyólag – úgy a 

központi idegrendszer, mint a keringés felől érkező jelzések szabályozása alatt állnak. E 

szabályozás egyik feltétele, hogy e sejtek rendelkezzenek specifikus 

membránreceptorokkal, amelyek képesek a különböző jelzéseket felfogni és a sejt belseje 

felé továbbítani. A glutamát, amely egyben az egyik legfontosabb neurotranszmitter, 

számos patológiás folyamatban játszik kulcsszerepet. Koenig és munkatársainak (1992) 

kísérletei arra utaltak, hogy a glutamát közvetlenül is képes hatni az agyi endotélsejtekre, 

ami felvetette annak a lehetőségét, hogy e sejtek funkcionális glutamát receptorokat 

expresszálnak. A glutamát receptor alegységek expressziójának vizsgálatára RT-PCR-t 

alkalmaztunk, amely a génexpresszió vizsgálatára alkalmas egyik legérzékenyebb 

módszer. Pozitív kontrollnak agyi cDNS-t használtunk. A genomi DNS szennyeződések 

által okozott esetleges fals pozitív eredmények kiküszöbölésére a primer párokat 

különböző exonokból választottuk, és szekvenciájuk megegyezett más laboratóriumok által 

használt primerek szekvenciáival. A primereket oly módon terveztük meg, hogy az NR2A-

C, GluR1-4 és mGluR1-6 primerek több alegységet is felismerjenek (Okamoto és mtsai., 

1994,  Niedzielski és Wenthold, 1995). Az amplifikációt elvégeztük reverz transzkripció 

nélkül is, és ezen esetekben, amint az várható volt, nem kaptunk specifikus terméket. Az 

endotélsejtek tisztaságát specifikus neuronális (GAP-43), illetve glia (GFAP) markerekkel 

ellenőriztük, és a tesztek eredményei negatívak voltak (10. ábra). 
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10. ábra. Glutamát receptorok expressziója agyi endotélsejtekben 
Az NR1, NR2A-C, GLUR1-4 és mGLUR1-6 receptorok expresszióját RT-PCR-rel vizsgáltuk. A tenyészetek 
tisztaságát igazolja, hogy nem detektálható bennük GAP-43 és GFAP. 

 

Kísérleteink azt igazolták, hogy a primér patkány agyi endotélsejtek expresszálják az 

NR1, NR2A-C, GluR1-4 és mGluR receptorokat. A receptorok expressziójának vizsgálata 

mellett fontos kérdés volt azok funkcionalitásának vizsgálata is. A glutamát receptorokhoz 
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kapcsolódó jeltovábbítás fontos eleme a foszforiláció, és ismeretes, hogy a glutamát 

receptorok aktiválása a kalcium/kalmodulin-dependens protein kináz II (CAM-PK II) 

foszforilációjához vezet. Kísérleteink során a Ca2+ és kalmodulin igen erőteljesen indukálta 

egy 50-54 kDa fehérje foszforilációját (160,6 ± 21% az alaphoz képest, n = 5, p<0,05), 

amely saját előzetes és irodalmi adatok alapján azonos a CAM-PK II α alegységével 

(Mackie és mtsai., 1986, Deli és mtsai., 1993). 30 perces kezelés 2 mM glutamáttal 

szignifikánsan megnövelte a kalmodulin dependens foszforilációt (488,5 ± 52%), amely 

fennmaradt még 10 és 60 perccel a glutamát expozíció után is (321,7 ± 44.7% és 218,3 ± 

23.5%) (11. ábra). A kalmodulin stimulálás nélküli alapfoszforiláció nem változott (11A. 

ábra). A glutamát indukálta CAM-PK II foszforiláció 100 µM MK-801-gyel gátolható volt, 

ami arra utal, hogy a folyamat NMDA receptor függő (11A. ábra, alsó kép). Az 

autoradiográfiák denzitometriás analízise a 11B. ábrán látható. 
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A glutamát hatásának szabályozásában igen fontos szerepet játszanak azok a 

mechanizmusok, amelyek a glutamát extracelluláris koncentrációját szabályozzák. Ebben a 

folyamatban a glutamát transzportereknek nagy jelentősége van, ezért megvizsgáltuk, hogy 

az agyi endotélsejtek képesek-e glutamát transzportereket expresszálni. Az EAAT1 

(GLAST, SLC1A3), illetve EAAT2 (GLT1, SLC1A2) mRNS-ének kimutatására RT-PCR-

t alkalmaztunk. Az amplifikációhoz szükséges primerpárok az esetleges genomiális 
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11. ábra. A CAM-PK II foszforilációja glutamát hatására agyi endotélsejtekben 
A. A kalcium/kalmodulin függő protein kináz α alegységének foszforilációja glutamát és glutamát + MK-
801 hatására. A nyíl a CAM-PK II α alegységének helyzetét jelöli. 
B. A Ca2+/kalmodulin jelenlétében történő foszforiláció denzitometriás analízise. 
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szennyeződésből származó artefaktumok elkerülése érdekében különböző exonokból 

származtak. Az amplifikációs termékek mérete megfelelt a primerpárok pozíciójából 

számított értékekkel. Mind a két általunk vizsgált glutamát transzporter mRNS-e jelen volt 

az agyi endotélsejtekben (12. ábra). 
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12. ábra. Glutamát transzporterek expressziója agyi endotélsejtekben 
A GLT1 és GLAST transzporterek expresszióját RT-PCR-rel vizsgáltuk. Pozitív kontrollként agyszövetet 
használtunk. Három független kísérlet reprezentatív eredményei láthatóak. 

5.2.2. A szerotonin transzporter expressziója 

A glutamát transzporterek mellett megvizsgáltuk a szerotonin transzporter 

expresszióját is agyi endotélsejtekben. Ezekhez a kísérletekhez az RBE4 patkány agyi 

endotélsejt vonalat használtuk. A szerotonin transzporter mRNS-ének kimutatására szintén 

RT-PCR-t alkalmaztunk. A két, egymástól független primerrel végzett PCR során kapott 

ampifikációs termék mérete (319 bp, illetve 600 bp) megfelelt a primerek lokalizációjából 

számolt értéknek, és az amplifikátum szekvenciája is egyezett a szerotonin transzporter 

szekvenciájával. Kísérleteink egyértelműen igazolták, hogy a szerotonin transzporter 

expresszálódik agyi endotélsejtekben (13. ábra). 

 

 

 

 

 

13. ábra. Szerotonin transzporter expressziója agyi 
endotélsejtekben 
Az 5-HT transzporter expresszióját agyi endotélsejtekben 
RT-PCR-rel vizsgáltuk. Pozitív kontrollként patkány 
placentát használtunk, negatív kontrollként az 
amplifikációt reverz transzipció nélkül végeztük el. Az 
RT-PCR amplifikációs termékeinek mérete 319 bp, illetve 
600 bp. Két független kísérlet reprezentatív eredményei 
láthatóak. 
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A transzporter funkcionalitásának vizsgálatához 5-HT felvétel kísérleteket 

végeztünk, melyekhez RBE4 sejtek konfluens tenyészetét használtuk. A 14A. ábra mutatja 

a felvétel időfüggését, amely lineáris volt. A nem specifikus transzport meghatározása 

érdekében egy specifikus szerotonin felvétel inhibitort, a citalopramot használtuk 50 µM 

koncentrációban. A citalopram jelenlétében mért és a teljes transzport közti különbséget 

tekintettük specifikus transzportnak. 
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14. ábra. 5-HT felvétel RBE4 sejtekben 
Az 5-HT felvétel időfüggése. Az 50 µM citalopram jelenlétében történő felvételt kivontuk a teljes felvételből 
(A). Az 5-HT felvétel koncentrációfüggése (B). 

 

A szerotonin felvétel koncentrációfüggését a 14B. ábra mutatja. A transzport 

szaturációja 5 µmol/l koncentráció környékén következett be. Az uptake adatok kinetikus 

analízise a Km értékének 397 ± 64 nM értéket, míg Vmax-nak 51,7 ± 3,5 pmol x g-1 x min-1 

értéket eredményezett. 

A transzport nátrium függőségét a NaCl fokozatos lítium- vagy kolinkloriddal 

történő helyettesítésével vizsgáltuk. Ha a NaCl-ot LiCl-ra cseréltük, a szerotonin felvétel 

körülbelül kétharmadát tette ki a NaCl jelenlétében mértnek. Ugyanilyen nagyságrendű 

volt a csökkenés, ha nagy koncentrációjú citalopramot használtunk az 5-HT transzport 

gátlására (15. ábra). 

 

 

15. ábra. A nátrium és citalopram hatása az 5-HT 
felvételre RBE4 sejtekben  
A felvételt 60 percig mértük. A NaCl-ot LiCl-dal 
helyettesítettük. A citalopram koncentrációja 10 µM 
volt. Az adatok az átlagokat és a szórást képviselik. n = 
6, *p< 0,001. 
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5.2.3. A G-fehérjék szerepe agyi endotélsejtekben 

A sokféle membránreceptor és transzporter mellett az agyi endotélsejtek komplex 

jeltovábbító útvonalakkal is rendelkeznek. Korábbi munkáink során kimutattuk, hogy az 

addig neuron-specifikusnak tartott CAM-PK II is expresszálódik agyi endotélsejtekben, és 

jellemeztük a PKC különböző izoformáinak expressziós mintázatát is. A G-fehérjék 

számos jeltovábbító útvonal fontos elemei, az azonban nem volt ismert, hogy milyen típusú 

G-fehérjék vannak jelen agyi endotélsejtekben. A G-fehérjék expressziójának vizsgálatát 

primér patkány agyi endotélsejtekben, illetve az RBE4 és GP8 patkány agyi endotélsejt 

vonalakban Western-blot segítségével végeztük el. Az összes általunk vizsgált Gα alegység 

(Gsα, Gi1α, Gi2α, Gi3α, Gq/11α és G0α) expresszálódott mindhárom típusú agyi 

endotélsejtben, csak kismértékű mennyiségi különbségek voltak megfigyelhetőek (16 

ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

16. ábra. G-fehérjék expressziója az agyi endotélsejtekben 
A primér agyi endotélsejtekből, RBE4 és GP8 agyi endotélsejt 
vonalakból készített fehérje homogenátumot SDS 
gélelektroforézis segítségével elválasztottuk, majd blottolás után 
a membránokat specifikus ellenanyagokkal inkubáltuk. 

 

 

A G fehérjék α alegységei közül a Gsα és Gi csoportba tartozók az intracelluláris cAMP 

szint szabályozásában vesznek részt. Mivel e másodlagos hírvívő molekula részt vehet a 

paracelluláris permeabilitás szabályozásában, megvizsgáltuk, hogy primér agyi 

endotélsejtek transzendoteliális elektromos ellenállása (TEER) miként változik cAMP 

hatására. Már 1 óra kezelés után is észlelhető volt a TEER emelkedése, 6 óra kezelés után a 

TEER értéke megközelítette a kiindulási érték készeresét (17. ábra). 
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17. ábra. A cAMP hatása a transzendoteliális 
elektromos ellenállásra 
A szemipermeábilis filtereken tenyésztett 
konfluens primér agyi endotélsejteket 250 µM 
CPT-cAMP-vel és 17,5 µM RO-201724-gyel 
(foszfodiészteráz inhibitor) kezeltük. A TEER-t a 
cellZscope rendszerrel követtük nyomon. 

 

 

 

Szintén a G-fehérjékhez, de az úgynevezett kis G fehérjék családjába tartozik a 

RhoA is, amelynek legfontosabb effektorai a ROCK1 és ROCK2 (Rho-associated coiled-

coil containing protein kinase 1 és 2) (Rho-kináz). Igen aktív szerepet játszik a 

citoszkeleton szabályozásában, és ebből kifolyólag az interendoteliális kapcsolatok 

regulációjában is részt vehet. Az interendoteliális kapcsolatokat, illetve a szoros 

kapcsolatokat szabályozó egyik legfontosabb jeltovábbító molekula a Ca2+. Ca2+ hiányában 

a paracelluláris permeabilitás jelentősen fokozódik, az ehhez vezető jeltovábbító útvonalak 

azonban nem ismertek teljességükben. Kísérleteink során arra kerestük a választ, hogy a 

RhoA szerepet játszik-e a Ca2+ által indukált junkcionális változásokban. 

Első lépésben azt vizsgáltuk, hogy extracelluláris Ca2+ hiányában milyen morfológiai 

változásokat szenvednek az agyi endotélsejtek. A kísérleteket atomi erő mikroszkóp 

segítségével végeztük, ami lehetővé teszi élő sejtek nagy felbontású vizsgálatát. 

Megfigyeltük, hogy Ca2+ hiányában a sejtek disszociáltak és eltávolodtak egymástól. Ezzel 

párhuzamosan megnőtt a sejtek magassága is: 1,5 µm-ről 3 µm-re a legmagasabb pontnál. 

A folyamat reverzíbilisnek bizonyult: a Ca2+ koncentráció visszaállításával a sejtek 

lelapultak és a közöttük levő szabad felszín eltűnt. A Ca2+ hiány okozta morfológiai 

változásokban szerepet játszott a Rho-kináz, hiszen az Y27632 Rho-kináz inhibitor 

jelenlétében nem következett be a sejtek disszociációja és magasságbeli növekedése (18. 

ábra). 
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18. ábra. Az extracelluláris Ca2+ depléciójának és visszaadásának hatása agyi endotélsejtekre: 
morfológiai vizsgálat élő sejteken 
Fiziológiás Ca2+ koncentrációjú tápfolyadékban tenyésztett agyi endotélsejteket (kontroll: a, b, c) 150 percig 
Ca2+ mentes tapfolyadékban tartottunk (Ca2+ mentes: d, e, f), ami után a sejtek visszakapták a fiziológiás Ca2+ 
koncentrációjú médiumot (Ca2+ visszaadás: g, h, i), illetve 10 µM Y27632-t tartalmazó Ca2+ mentes 
tápfolyadékban tartottuk őket 150 percig (Ca2+ mentes + Y27632: j, k, l). 60x60 µm területű atomierő 
mikroszkóp magassági kép (a, d, g, j), magassági profil a képeken jelölt vonal mentén (b, e, h, k) és deflexiós 
képek (c, f, i, l). A nyilak a tenyésztőedény alját jelölik. 
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19. ábra. Az Y27632 Rho-kináz inhibitor hatása a junkcionális fehérjék lokalizációjára Ca2+ megvonás 
és visszaadás (Ca2+ „switch”) során 
Fiziológiás Ca2+ tartalmú tápfolyadékban tartott konfluens agyi endotélsejt tenyészeteket (a, d, g, j) 150 
percig Ca2+ mentes tapfolyadékban tartottunk (b, e, h, k), ami után a sejtek visszakapták a fiziológiás Ca2+ 
koncentrációjú médiumot (c, f, i, l). A kísérleteket 10 µM Y27632 jelenlétében is elvégeztük. A tenyészeteket 
ZO-1 vagy claudin-5 ellenanyaggal festettük meg. Reprezentatív ábra három független kísérletből. A nyilak a 
junkcionális festés folytonosságának megszűnését jelölik. 

 

Ezzel párhuzamosan a Ca2+ hiány junkcionális változásokhoz is vezetett. 

Immunfluoreszcens vizsgálataink igazolták, hogy a ZO-1 és claudin-5 festés szakadozottá 

vált (19b. és 19h. ábra). A folyamat reverzíbilis volt, a Ca2+ tápfolyadékhoz való 

visszadása után a festés visszanyerte folyamatos jellegét (19c. és 19i. ábra). Y27632 

jelenlétében a Ca2+ megvonás nem vezetett a ZO-1 és claudin-5 folyamatos 

membránfestésének felszakadozásához (19e. és 19k. ábra), ami arra utal, hogy a folyamat a 

morfológiai változásokhoz hasonlóan Rho-kináz függő. A junkcionális fehérjék Ca2+ 

visszaadása utáni visszarendeződését a Rho-kináz gátlószer nem befolyásolta (19f. és 19l. 

ábra). 
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20. ábra. A Rho-kináz szerepe a Ca2+ „switch”-nek kitett agyi endotélsejtek aktin citoszkeletonjának 
átrendeződésében 
Agyi endotélsejtek konfluens tenyészeteit (kontroll: a) 10 µM Y27632-vel kezeltünk (b) vagy 150 percig 
Ca2+-mentes médiumban tartottuk őket 10 µM Y27632 jelenlétében vagy hiányában (c, d). A sejteket fixálás 
után  Alexa488-jelölt falloidinnal (zöld), anti-ZO-1 ellenenyaggal (piros) és Hoechst 33258-cal (kék magok) 
festettük meg. Atomierő mikroszkópos felvételek: magassági kép (e), magassági profil (f) és deflexiós kép 
(g) Ca2+-mentes médiumban tartott agyi endotélsejtekről. A nyilak a Ca2+-mentes médiumban létrejött aktin 
gyűrűt jelölik. 

 

Atomi erő mikroszkópos mérésekkel és fluoreszcensen jelölt falloidin segítségével 

bebizonyítottuk, hogy Ca2+ megvonás hatására az aktin-citoszkeleton átrendeződése is 

bekövetkezett: a sejtek perifériás részén egy körkörös aktin gyűrű jelent meg, amely 

részben kolokalizálódott a szétesett junkciókkal (20. ábra). Ezen változások létrejöttét is 

megakadályozta a Rho-kináz gátló. 

5.2.4. A ZO-2 szerepe a jeltovábbításban 

A junkcionális fehérjék sejtkapcsoló szerkezetek alkotóelemei, és elsősorban 

strukturális szerepük van. Azonban saját korábbi kísérleti megfigyeléseink és irodalmi 

adatok egyaránt arra utaltak, hogy a ZO-1 és ZO-2 a szoros zárokapcsolatokban betöltött 

szerepe mellet a magban is megtalálható (Gottardi és mtsai., 1996, Islas és mtsai., 2002). A 
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ZO-2 szekvenciájának analízise magyarázatul szolgálhat e jelenségre, ugyanis a ZO-2 

nukleáris lokalizációs és nukleáris export szignálszekvenciákkal is rendelkezik. Ez 

magában hordozta annak a lehetőségét, hogy a ZO-2 szignalizációs funkciót is betölt. 

Előzetes screening kísérletek arra engedtek következtetni, hogy a ZO-2 képes egy magi 

fehérjéhez, a SAF-B-hez kötődni. Ennek igazolására koimmunoprecipitációs kísérleteket 

végeztünk. Kísérleteinkhez olyan LLC-PK1 (sertés vese epitél) sejteket használtunk, 

amelyeket GFP-vel jelölt SAF-B-vel transzfektáltunk (pEGFP-fSAF-B). A sejtekből 

készített homogenátumot ZO-2 ellenanyaggal precipitáltuk. A ZO-2 koprecipitált a GFP-

vel, ami arra utal, hogy a ZO-2 és a SAF-B valóban kapcsolatban állnak egymással (21A. 

ábra). 
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Ezt az eredményt támasztották alá a kötési kísérleteink is: az immunprecipitált ZO-1, 

ZO-2 és occludin közül csak a ZO-2 kötötte a radioaktív kénnel jelölt SAF-B-t, az occludin 

és a ZO-1 nem (21B. ábra). 

A ZO-2 jelenlétét a magban olyan Western-blot vizsgálatokkal is megerősítettük, 

amelyeket nukleáris extraktumokkal és teljes sejtlizátumokkal végeztünk. A nukleáris 

frakció tisztaságát a citoplazmatikus tubulinnal és a membránfehérje α3 integrinnel 

teszteltük, amelyek a várakozásnak megfelelően a nukleáris frakcióból szinte teljesen 

hiányoztak, míg a teljes sejtlizátumban nagy mennyiségben fordultak elő. A SAF-B csak a 

nukleáris frakcióban volt jelen, míg a ZO-2 úgy a nukleáris frakcióban, mint a teljes 

sejtlizátumban megtalálható volt (22A. ábra). Ezen túlmenően, a nukleáris frakcióból 

precipitált ZO-2 képes volt a SAF-B-hez kötődni (22B. ábra), ami alátámasztja azt a 

feltevést, hogy a SAF-B - ZO-2 interakció a magban jön létre. 

21. ábra. A ZO-2 interakciója SAF-B-vel 
A. pEGFP-fSAF-B-vel transzfektált LLC-PK1 
sejthomogenátumot precipitáltunk poliklonális ZO-2 
ellenanyaggal (1-es sáv). Negatív kontrollként 
preimmun szérumot (50 µM/sáv) használtunk (2-es 
sáv), vagy kihagytuk a primér ellenanyagot (3-as sáv). 
A GFP-fSAF-B fúziós fehérje precipitált a ZO2-vel. 
B. Endogén ZO-1-et, ZO-2-t és occludint 
immunprecipitáltunk MDCK sejtekből. A 
precipitátumokat elektroforetikus eljárással 
szétválasztottuk, PVDF membránra vittük át majd 35S-
jelölt SAF-B proteinnel inkubáltuk. Csak a ZO-2 (2-es 
sáv) kötötte a SAF-B-t. 
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22. ábra. A ZO-2 expressziója 
a magban 
A. Nukleáris extraktumot (N) és 
teljes sejtlizátumot (T) 
választottunk szét 
elektroforetikus úton, és 
blottoltunk PVDF membránra. 
Míg a citoplazmatikus tubulin és 
a membránba lokalizálódó 
integrin α3 túlnyomó része a 
teljes sejtlizátumban volt 
megtalálható, a SAF-B a magi 
extraktumban expresszálódott 
elsősorban. Ez jelezte a magból 
készített preparátum tisztaságát. 
A ZO-2 mindkét frakcióban 
jelen volt. 
B. Nukleáris extraktumból ZO-2 
segítségével precipitáltunk, majd 
a membránt 35S-jelölt SAF-B-vel 

inkubáltuk (1-es sáv). A 35S-jelölt SAF-B nem kötődött a membránhoz (2-es sáv). A precipitátum nagy 
mennyiségben tartalmazott ZO-2-t (3-as sáv) de a preimmunszérum nem (4-es sáv). A nyilak a ZO-2 
helyzetét jelölik. 

 

Annak tisztázására, hogy milyen körülmények között szaporodik fel a magban a ZO-

2, az LLC-PK1 sejteket különböző környezeti stressznek tettük ki. Megfigyeltük, hogy ha 

a sejteket 2 órán át 60 µM CdCl2-dal kezeltük, vagy ugyanannyi ideig 42°C-nak tettük ki, 

jelentősen megnőtt a magi ZO-2 mennyisége (23. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

23. ábraA ZO-2 expressziója LLC-PK1 
sejtekben CdCl2 és hősokk hatására 
LLC-PK1 sejteket inkubáltunk 2 órán át 
42oC hőmérsékleten vagy 60 µM CdCl2-
dal. A. Immunfluoreszcens vizsgálatok, 
amelyek a ZO-2 lokalizációját mutatják. 
B. Western-blot analízis, amely a ZO-2 
expresszióját mutatja teljes sejtlizátumból 
és nukleáris extraktumból. Az ábra alsó 
felén három-három Western-blot 
denzitometriás analízise látható. 
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EGFP-ZO-2

EGFP-ZO-2nuc

A ZO-2 nemcsak epitélsejtekben, hanem agyi endotélsejtekben is kimutatható a 

magban. Specifikus ellenanyaggal GP8 sejteken végzett immunfluoreszcens festéseinken 

jól látható, hogy a ZO-2 elhelyezkedése a magban szemcsézett szerkezetű, és sokkal 

nagyobb mennyiségben van jelen egyedülálló sejtekben, mint konfluens réteget képező 

sejtekben (24. ábra). 

 

 

24. ábra. ZO-2 magi expressziója agyi 
endotélsejtekben 
A. A ZO-2 pontozott festést ad a magban. 
Különösen erőteljes a festés az egyedülálló 
sejtekben. B. A ZO-2 festést DAPI festéssel 
kombináltuk. A nyilak a magi ZO-2 festést 
jelzik. 

 

A magban levő ZO-2 szerepének feltárása érdekében olyan sejteket használtunk, 

amelyekben a ZO-2 felhalmozódik a magban. Ezekben a sejtekben a ZO-2-höz három 

nukleáris lokalizációs szignál szekvencia volt kapcsolva (EGFP-ZO2-nuc), ami a 

várakozásnak megfelelően elsősorban a magban expresszálódott (25. ábra). 

 

25. ábra. Az EGFP-ZO-
2 és EGFP-ZO-2nuc 
lokalizációja MDCK 
sejtekben 
Az EGFP-ZO-2 főleg a 

membránba 
lokalizálódik, míg az  
EGFP-ZO-2nuc a 
magban szaporodik fel 
(nagyítás: 250x). Az ábra 
alsó felében az EGFP-
ZO-2 és EGFP-ZO-2-nuc 
vázlatos szerkezete 
látható. 

 

 

A vad típusú ZO-2-t és a magi ZO-2-t expresszáló sejtek fehérjeexpressziós 

mintázatának összehasonlítására, és az esetleges expresszióbeli eltérések felderítésére 

proteomikai analízist végeztünk. Ennek során kiderült, hogy a magban stabilan ZO-2-t 

kifejező sejtekben egy olyan piruvát kináz izoforma (M2-PK) mennyisége nő meg, amely 

tumor sejtekben gyakori (26A. és 26B. ábra). Eredményeinket a Western-blot analízis is 

megerősítette úgy MDCK sejtekben, mint agyi endotélsejtekben (GP8) (26C. ábra). 

               dc_218_11



66 

 

72

55

40

33

72

55

40

33

A B
kDa kDa 

WTZO-2 nuc

72

55

40

33

72

55

40

33

72

55

40

33

72

55

40

33

A B
kDa kDa 

WTZO-2 nuc

GP8    GP8            MDCK   MDCK
Z

O
-2

nu
c

K
on

tr
ol

l  
 

Z
O

-2
nu

c

K
on

tr
ol

l
M2-PK

β-aktin

C

 
26. ábra. Megnövekedett M2-PK expresszió ZO-2nuc-kal transzfektált epitél- és endotélsejtekben 
A ZO-2-t magban expresszáló (A) és vad típusú (B) MDCK sejtekből készített fehérje preparátum 2D 
elektroforézise (Coomasie festés). A nyíl az M2-PK-ként azonosított pöttyöt jelzi. Western-blot analízis (C), 
mely a megnövekedett M2-PK expressziót mutatja GP8-ZO2-nuc és MDCK-ZO2-nuc sejtekben az üres 
vektorral transzfektált sejtekhez képest. A mintafelvitel kontrolljaként a β-aktin szolgált (alsó blottok). 

 

Ez a megfigyelés késztetett minket arra, hogy megvizsgáljuk a ZO-2-t magban 

túlexpresszáló sejttípus proliferációs tulajdonságait. Timidin inkorporációs kísérleteink azt 

igazolták, hogy a nukleáris ZO-2-t expresszáló sejtek proliferációs rátája szignifikánsan 

megnövekedett, 53,4 ± 16,2 százalékkal az MDCK sejtekben és 22,7 ± 4,1 százalékkal a 

GP8 sejtekben. 

Ezzel párhuzamosan megvizsgáltuk a magi ZO-2-t expresszáló sejtek szoros 

kapcsolatainak stabilitását. Kimutattuk, hogy a ZO-2-t magban túlexpresszáló sejtek 

különösen érzékenyek a Ca2+ hiányára, az occludin és claudin-1 Ca2+ megvonás után 

sokkal erőteljesebben delokalizálódott, mint a kontroll sejtekben. A ZO-2-t túlexpresszáló 

sejtekben a claudin-1 Ca2+ hiányában szinte teljesen eltűnt a membránból, ellentétben a 

kontroll sejtekkel, amelyekben a claudin-1 részben legalább a membránban maradt, egy 

citoplazmatikus festés megjelenésével párhuzamosan (27. ábra). A szoros kapcsolat egy 

másik fehérjéje, az occludin lokalizációja már fiziológiás körülmények között is zavart 

szenvedett a ZO-2-t magban túlexpresszáló sejtekben: a vad típusú sejtekre jellemző 

Kontr oll  
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membrán lokalizáció mellett megjelent egy diffúz, citoplazmatikus festés is, ami tovább 

növekedett Ca2+ depléció hatására (27. ábra). 
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27. ábra. Claudin-1 és occludin immunolokalizációja MDCK sejtekben Ca2+-depléciót követően 
A Ca2+-depléció MDCK-ZO-2nuc és MDCK kontroll (K) (üres vektorral transzfektálva) sejtekben 4 órán 
keresztül tartott (t4). A normál médium Ca2+ mentes médiumra való cserélésének pillanata a t0. 

 

A junkcionális fehérjék változásai funkcionális zavarokban is megnyilvánultak. Így a 

magas transzepiteliális elektromos ellenállás kialakulása, amely a junkcionális integritás 

egyik fokmérője, jelentősen késett, és nem is érte el a kontroll értékeket a ZO-2-t magban 

túlexpresszáló sejtekben (28. ábra). 

 

 

28. ábra. A TEER változása nukleáris ZO-2-t 
expresszáló sejtekben 
A transzepiteliális elektromos ellenállás (TEER) 
kialakulását filteren tenyésztett MDCK (négyzet) és 
MDCK-ZO-2 nuc (kör) sejtekben követtük nyomon. 
Az x tengelyen a sejtek passzálásától eltelt időt 
jelöltük. Az átlag értékek és a standard deviáció 
vannak feltüntetve. 
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5.3. Az agyi endotélsejtek patológiás körülmények között: extracelluláris 

stresszfaktorok hatása 

Mivel az agyi endotélsejtek a keringés és idegrendszer határfelületén helyezkednek 

el, mindkét irányból érkezhetnek működésüket befolyásoló stresszhatások. Így egyaránt 

válhatnak központi idegrendszeri és szisztémás kórfolyamatok támadási pontjává. 

Kísérleteink során azt vizsgáltuk, hogy néhány, in vivo körülmények között is előforduló 

stresszfaktor milyen molekuláris folyamatokat vált ki agyi endotélsejtekben. 

5.3.1. A hipoxia hatása a junkcionális komplexum működésére 

Egyre több kísérleti adat utal arra, hogy az agyi endotélsejtek érzékenyek hipoxiára, 

és fontos szerepet játszanak az iszkémiás agyi megbetegedések patogenézisében. A hipoxia 

és különösen az azt követő reoxigenáció gyakori kísérője az oxidatív stressz. Kísérleteink 

során azt vizsgáltuk egér agyi endotélsejtekben, hogy miként reagálnak 

hipoxia/reoxigenációra, illetve a kémiai úton, DMNQ alkalmazásával kiváltott oxidatív 

stresszre. Annak érdekében, hogy kizárhassuk, hogy a megfigyelt változások az oxidatív 

stressz által kiváltott nem specifikus sejtkárosodások eredményei, megmértük a sejtek által 

felszabadított LDH aktivitását. A tápfolyadék LDH aktivitása nem változott szignifikánsan 

(166 ± 28 és 184 ± 32 U/ml), ami arra utalt, hogy a sejtek életképesek maradtak, a 

membránjuk megőrizte integritását. A paracelluláris barrier integritását a transzendoteliális 

elektromos ellenállás (TEER) mérésével követtük nyomon. Kísérleteink során kimutattuk, 

hogy a sejtrétegek transzendoteliális elektromos ellenállása már 20 perc oxidatív stressz 

után a kiindulási érték 50%-ára csökkent, és két óra után a TEER alig 20%-a volt a 

kiindulási értéknek (29. ábra). 

 

 

 

 

29. ábra. A transzendoteliális 
elektromos ellenállás változása 10 µM 
DMNQ kezelés hatására 
A TEER értékek a kontroll értékek 
százalékában vannak kifejezve. 

 
0        20    40   60       80  100   120      140   perc

100

80

60

40

20

0

%

0        20    40   60       80  100   120      140   perc

100

80

60

40

20

0

%

               dc_218_11



69 

 

Mivel a paracelluláris permeabilitás nagymértékben függ az intercelluláris junkciók 

integritásától, megvizsgáltuk, hogy a szoros és adherens kapcsolatok fehérjéi miként 

változnak oxidatív stressz hatására. Hipoxiát követő reoxigenáció során a szoros 

kapcsolatok egyik transzmembrán fehérjéjének, az occludinnak mennyisége jelentősen 

csökkent. A csökkenés még erőteljesebb volt, ha a sejteket glükóz mentes médiumban 

tettük ki hipoxia/reoxigenációnak. Az adherens kapcsolatok transzmembrán fehérjéjének, a 

cadherinnek a csökkenése sokkal enyhébb volt az occludinénál (30. ábra). 

 

 

 

 

 

30. ábra. A hipoxia/reoxigenáció hatása az occludin 
és cadherin expressziójára agyi endotélsejt 
tenyészetekben 
Konfluens tenyészeteket 16 órán át tartottunk hipoxiás 
körülmények között, amit 4 óra reoxigenáció követett 
normoxiás körülmények között. A kísérleteket glükóz 
jelenlétében és hiányában is elvégeztük. Az occludin 
(A), cadherin (B) és a kontrollként használt aktin (C) 
Western-blot analízise látható. 

 

A junkcionális komplexum működéséhez nemcsak a fehérjék expressziója, hanem a 

közöttük lévő kapcsolat épsége is igen fontos. A junkcionális fehérjék interakcióit 

koimmunoprecipitáció segítségével vizsgáltuk. Kimutattuk, hogy hipoxia/reoxigenációt 

követően a β-catenin - cadherin és a β-catenin - α-catenin kapcsolat sérül (31. ábra). 

 

 

 

 

31. ábra. A cadherin, α-catenin és β-catenin 
interakciója hipoxia/reoxigenáció hatására agyi 
endotélsejtekben 
A β-catenint kontroll körülmények között tenyésztett, 
vagy hipoxia/reoxigenációnak kitett sejtekből 
precipitáltuk. A hozzá kapcsolódó cadherint és α-
catenint immunoblot segítségével detektáltuk. 

 

A hipoxia/reoxigenáció több jeltovábbító útvonalat is aktiválhat agyi 

endotélsejtekben. Ezek közül mi figyelmünket a MAP kináz szignalizációra, ezen belül is 
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az ERK1/2 szerepének vizsgálatára összpontosítottuk. Olyan ellenanyagot használva, 

amelyik csak az ERK1/2 foszforilált, azaz aktivált formáját ismeri fel, kimutattuk, hogy két 

órás 10 µM-os DMNQ kezelés aktiválja az ERK1/2-t. Kontroll körülmények között a 

glükóz hiánya nem befolyásolta az ERK1/2 aktivitását, azonban a glükóz mentes 

körülmények jelentősen növelték az oxidatív stressz által indukált ERK1/2 aktivitást. Az 

ERK1/2 aktiváció majdnem teljes egészében gátolható volt U0126-tal (32. ábra). 
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32. ábra. A glükóz hatása az oxidatív stressz által kiváltott ERK1/2 aktivációra 
A sejteket 10 µM DMNQ-val kezeltük két órán keresztül glükóz jelenlétében vagy hiányában. Az ERK 
altiváció gátolható a MEK inhibitor U0126-tal. 

5.3.2. A vérzéses sokk által indukált vér-agy gát károsodások 

A vérzéses sokk olyan, a klinikai gyakorlatban is gyakran előforduló kórfolyamat, 

amelyben az agyi kapillárisok endotélsejtjei is érintve lehetnek. A vérzéses sokkot 

laboratóriumi körülmények között patkányokon zárt rendszerben történő kontrollált 

véreztetéssel hoztuk létre, amelynek során a vérnyomást állandóan 40 Hgmm-en tartottuk. 

A dekompenzált fázis kezdetének azt tekintettük, amikor az állatnak a levett vérmennyiség 

felét vissza kellett vennie annak érdekében, hogy vérnyomását tartani tudja. Az agykérgi 

vérátáramlás monitorizálása kimutatta, hogy a vérátáramlás alacsonyabb volt a kontroll 

értéknél úgy a kompenzált, mint a dekompenzált sokkban, és a csökkenés egyre nagyobb 

lett, ahogy a sokk haladt a dekompenzált fázis felé. 

Annak tisztázására, hogy a vérzéses sokkhoz társul-e a vér-agy gát funkciózavara, 

megvizsgáltuk a vér-agy gát permeabilitását a sokk különböző fázisaiban. A vér-agy gát 

permeabilitása minden vizsgált agyterületen (mesencephalon, frontális cortex, occipitális 

cortex, parietális cortex) megnőtt a kis molekulasúlyú fluoreszceinnel szemben (MW = 376 

Da) a sokk dekompenzált fázisában, míg a nagy molekulasúlyú albumin (MW = 67 kDa) 

permeabilitása nem nőtt szignifikáns mértékben (33. ábra). 
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33. ábra. A kompenzált és dekompenzált vérzéses sokk hatása a vér-agy gát permeabilitására 
A fluoreszcein (A) és Evans kék albumin (B) permeabilitását vizsgáltuk különböző agyi régiókban. A 
csillagok a kontrollhoz képest szignifikáns eltéréseket jelölnek (p<0,05) (n = 5). 

 

Mivel a vér-agy gát permeabilitásának szabályozásában kiemelkedő szerepet 

játszanak a junkcionális komplexum fehérjéi, megvizsgáltuk ezen fehérjék mennyiségének 

változásait a sokk különböző stádiumai során. A szoros kapcsolatok egyik transzmembrán 

fehérjéjének, az occludinnak a mennyisége a sokkos állatok agyából izolált kapillárisokban 

csökkent, a csökkenés sokkal intenzívebb volt a sokk dekompenzált fázisában. Hasonló 

expresszióváltozás volt megfigyelhető az adherens junkciók transzmembrán fehérjéjének, a 

cadherinnek az esetében is, míg a β-catenin mennyiségében nem detektáltunk változást 

(34. ábra). A Western-blot vizsgálatok eredményeit az immunfluoreszcens vizsgálatok is 

megerősítették. Ezen kísérletek során kimutattuk, hogy az agyi erek endotélsejtjeire 

jellemző folyamatos occludin festés a sokk dekompenzált stádiumában szakadozottá válik 

(35. ábra). 
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34. ábra. Junkcionális fehérjék változásai vérzéses sokk hatására 
Az occludin (A), a caherin (B) és a β-catenin (C) expressziója izolált kapillárisokban kompenzált és 
dekompenzált vérzéses sokk hatására. Reprezentatív ábra négy független kísérletből. Denzitometriás analízis 
(D): az occludin 78%±15%-ra csökkent a kompenzált és 58%±10%-ra a dekompenzált sokkban a kontrollhoz 
képest. A cadherin 76%±6%-ra csökkent a kompenzált és 70%±7%-ra a dekompenzált sokkban. A csillagok 
a kontrollhoz képest szignifikáns eltéréseket jelölnek (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

35. ábra. Az occludin lokalizációja dekompenzált vérzéses sokkban 
A nyilak az occludin festés folytonosságának hiányát jelölik. Mérce = 50 µm. 

KONTROLL    DEKOMPENZÁLT SOKK
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5.3.3. A vér-agy gát gyulladásos folyamatokban: a TLR2/6 szerepe 

A vér-agy gát, és ezen belül az agyi endotélsejtek érintettek lehetnek úgy a központi 

idegrendszeri, mint az idegrendszeren kívüli gyulladásos folyamatokban. A gyulladásos 

folyamatokban fontos szerepet játszanak a Toll-szerű receptorok. Egyre több irodalmi adat 

áll rendelkezésre arra vonatkozólag, hogy a Toll-szerű receptorok nemcsak az 

immunsejteken fejeződnek ki. Ugyanakkor a mai napig igen keveset tudunk az 

endotélsejtek, különösen az agyi endotélsejtek Toll-szerű receptorairól. RT-PCR 

technikával végzett vizsgálataink azt mutatták, hogy a humán agyi endotélsejtek 

expresszálják a TLR2-t, 3-at, 4-et és 6-ot, míg a patkány sejtek a TLR2-t, 3-at és 6-ot 

fejezik ki kontroll körülmények között (36. ábra). 

36. ábra. A Toll-szerű receptorok kifejeződése humán és patkány agyi endotél sejtekben 
Humán hCMEC/D3 sejtvonal sejtjeiből (A), illetve primér patkány agyi endotélsejtekből (B) teljes RNS-t 
izoláltunk, és polimeráz láncreakcióval a TLR mRNS-ek jelenlétét vizsgáltuk. A képek 5 különböző kísérlet 
reprezentánsai. 

 

Ezzel jelenlegi ismereteink szerint elsőként írtuk le a TLR6 expresszóját agyi 

endotélsejtekben. Különböző fertőzéses és gyulladásos folyamatok gyakran társulnak 

oxidatív stresszel, ezért megvizsgáltuk, hogy az oxidatív stressz miként befolyásolja a 

Toll-szerű receptorok expresszióját. Vizsgálataink során azt tapasztaltuk, hogy a 24 órán át 

tartó 5 µM koncentrációjú DMNQ kezelés hatására mind a négy Toll-szerű receptor 

mRNS-ének kifejeződése szignifikáns mértékben növekedett: a TLR2, 3 és 4 

transzkripciója a kezeletlen sejtek szintjének több, mint ötszörösére, a TLR6-é pedig 

tízszeresére emelkedett (37. ábra). Mivel sikerült kimutatnunk úgy a TLR2 mind a TLR6 

expresszióját (a TLR2 és TLR6 heterodimert is képesek alkotni), megvizsgáltuk, hogy 

ezen receptorok specifikus agonistája, a zymosan befolyásolja-e a TLR-ek expresszióját. 

Zymosan (100 µg/ml) kezelés hatására úgy a TLR2 mint a TLR6 expressziója 

megemelkedett, öt- illetve hétszeresére (37. ábra). A többi TLR expressziója változatlan 

maradt. Megvizsgáltuk két klasszikus gyulladást fokozó citokin, a TNF-α és az IL-1β 

hatását is a TLR expresszióra. Míg az IL-1β nem befolyásolta a TLR expressziót, a TNF-α 

többszörösére emelte a TLR2 és a TLR3 expresszióját (a TLR2-t mintegy tízszeresére, a 
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TLR3-at nyolcszorosára) (37. ábra), ami jelzi, hogy a gyulladásos folyamatok jelentősen 

befolyásolhatják az endotélsejtek TLR ligandumokkal szembeni érzékenységét. 

 

 

37. ábra. A humán agyi endotél TLR 
mRNS-ek transzkripciójának indukálása  
stresszfaktorok által 
A konfluens tenyészeteket 5 µM DMNQ-val, 
illetve zymosannal (100 µg/ml) kezeltük 24 
órán keresztül. Kontrollként GAPDH-t 
használtunk, és az mRNS-ek kezeletlen 
hCMEC/D3 sejtekéhez képesti relatív 
kifejeződését ∆∆Ct módszerrel számítottuk 
ki. A grafikonon ábrázolt eredmények három 
független kísérlet eredményeinek átlag és 
szórás értékeit mutatják. 

 

További kísérleteink során azt vizsgáltuk, hogy a TLR2/TLR6 receptorok aktiválása 

milyen funkcionális következményekkel jár. Vizsgálataink kimutatták, hogy a zymosan 

jelentősen megnöveli a vér-agy gát permeabilitását úgy a 376 Da molekulasúlyú 

fluoreszcein, mint a 67 kDa-os EBA számára (38. ábra). Ez a permeabilitás fokozódás még 

kifejezettebb volt, ha a zymosan kezelés oxidatív stresszel társult (38. ábra). 

38. ábra. A zymosan hatása az agyi 
endotél tenyészetek permeabilitására 
A primér patkány agyi endotélsejteket 
zymosannal (100 µg/ml) és zymosan + 
DMNQ (100 µg/ml és 5 µM) 
keverékével kezeltük, majd mértük a 
nátrium fluoreszcein és az Evans kék-
albumin permeabilitásának változását. 
A zymosan és a zymosan + DMNQ 
kezelt csoportok, valamint a kezeletlen 
sejtek permeabilitása közötti 
statisztikailag szignifikáns eltéréseket 
(p<0,05) csillaggal jelöltük. 

 

A zymosan permeabilitást fokozó hatása miatt további figyelmünket a junkcionális 

fehérjék expressziójára összpontosítottuk. Western-blot analíziseink jelentős, koncentráció 

függő csökkenést mutattak ki zymosan hatására a szoros kapcsolatok két transzmembrán 

alkotóelemének, az occludinnak és a claudin-5-nek a mennyiségében, igazolva 

feltevésünket, hogy a permeabilitás fokozódása mögött az interendoteliális kapcsolatok 

funkciózavara áll. Más junkcionális fehérjék (ZO-1, cadherin, α- és β-catenin) 

expressziójában nem következett be változás (39. ábra). 

               dc_218_11



75 

 

K
on

tr
ol

l

Z
ym

os
an

 1
0 

µ
g/

m
l

Z
ym

os
an

 5
0 

µ
g/

m
l

Z
ym

os
an

 1
00

 µ
g/

m
l

cadherin

α-catenin

β-catenin

occludin

claudin-5

ZO-1

β-actin

0

20

40

60

80

100

120

Occludin Claudin-5

R
el

at
ív

 fe
hé

rje
 e

xp
re

ss
zi

ó

Kontroll

Zymosan 10 µg/ml

Zymosan 50 µg/ml

Zymosan 100 µg/ml

 
39. ábra. A junkcionális fehérjék expressziójának változása zymosan kezelés hatására 
A hCMEC/D3 tenyészeteket 10, 50 és 100 µg/ml koncentrációjú zymosannal kezeltük 24 órán keresztül. A 
bemutatott blottok három független kísérlet reprezentánsai. Minden fehérje sáv intenzitását meghatároztuk 
denzitometrálással, és a β-aktinhoz normalizáltuk. A grafikon a három független kísérlet kezeletlen sejtekhez 
viszonyított relatív átlag és szórás értékeit ábrázolja. A statisztikailag szignifikáns különbségeket (p<0,05) 
csillaggal jelöltük. 

 

Mivel a funkcionális tesztek során az oxidatív stressz fokozta a zymosan 

permeabilitást fokozó hatását, ezért megvizsgáltuk, hogy vajon e kettős extracelluláris 

hatás milyen módon befolyásolja a szoros kapcsolatok fehérjéinek expresszióját. 

Várakozásainknak megfelelően az oxidatív stressz és a zymosan együttes hatására az 

occludin expressziójának csökkenése még nagyobb volt mint csak zymosan kezelés esetén. 

A claudin-5 esetében ez a szinergiás hatás nem volt megfigyelhető, a DMNQ nem volt 

képes tovább csökkenteni a zymosan által okozott igen jelentős csökkenést (40. ábra). A 

következő lépésben azt is megvizsgáltuk, miképpen befolyásolja a zymosan és a DMNQ az 

occludin és a claudin-5 lokalizációját. Kontroll körülmények között konfluens 

tenyészetekben úgy az occludin mind a claudin-5 ellenanyaggal végzett jelölés a 

junkcionális fehérjékre jellemző folytonos membránfestést adott. Az occludin 

membránfestése zymosan kezelés hatására elvesztette folytonosságát, és ez a hatás még 

határozottabban jelentkezett claudin-5 esetében. DMNQ kezelés (5 µM, 24 óra) hatására a 

festés szintén mindkét fehérje esetében szakadozottá vált. Az occludin elhelyezkedésében 

azonban a legkifezettebb változásokat a kombinatív kezelésnél tapasztaltuk, ahol a 
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membránfestés szinte teljes mértékben eltűnt. Ugyanakkor a claudin-5 esetében a 

kombinált kezelés szinergiás hatása nem volt megfigyelhető (40. ábra). 

 

 

40. ábra. A junkcionális fehérjék sejten belüli eloszlása és expressziója zymosan és DMNQ kezelések 
hatására 
Az agyi endotél sejtek konfluens tenyészeteit 100 µg/ml koncentrációjú zymosannal, illetve 5 µM DMNQ-
val, ezenkívül a két anyag keverékével is kezeltük 24 órán át. A fluoreszcens mikroszkópos felvételek három 
független kísérlet eredményeinek reprezentánsai (mérce = 50 µm) (A). A fenti módon kezelt sejtekben 
Western-blot analízissel vizsgáltuk az occludin és claudin-5 expresszióját. Az ábrán három független kísérlet 
reprezentatív eredményei láthatóak. (B). A Western-blotok denzitometriás analízise. A kontrollhoz 
viszonyítottan statisztikailag szignifikáns különbségeket (p<0,05) csillaggal, míg a zymosan kezeléshez 
képesti különbségeket (p<0,05) kettős kereszttel jelöltük (C). 

 

A TLR2/6 aktiválása által előidézett junkcionális komplexum károsodások mechanizmusát 

a TLR ismert szignalizációs útvonalainak gátlásával próbáltuk feltérképezni. Kimutattuk, 

hogy az occludin expressziójának csökkenését a MEK inhibitor U0126 teljes egészében 

kivédte, míg az NFκB (nukleáris faktor κB) PDTC-vel történő gátlása hatástalannak 

bizonyult. A claudin-5 mennyiségi csökkenését azonban sem az U0126, sem a PDTC nem 

volt képes megakadályozni arra utalva, hogy a két junkcionális fehérje eltérő szabályozás 

alatt áll. Western-blot kísérleteinket az immunfluoreszcens vizsgálatok is alátámasztották 
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(41. ábra). Az U0126 teljes mértékben kivédte a zymosan által kiváltott változásokat az 

occludin lokalizációjában, azonban a claudin-5 fehérje elhelyezkedésének megváltozását 

nem akadályozta meg. Ugyanakkor a ZO-1 fehérje sejten belüli elhelyezkedésére nem volt 

hatással a zymosan kezelés. 

 

41. ábra. A zymosan junkcionális fehérjékre kifejtett hatásának mechanizmusa 
A hCMEC/D3 sejteket zymosannal (100 µg/ml) és zymosan + PDTC (NFκB gátlószer, 100 µM), illetve 
zymosan + U0126 (ERK útvonal gátlószere, 10 µM) kombinációjával kezeltük 24 órán át. Az ábra három 
független Western-blot kísérlet reprezentatív eredményeit mutatja (A). Az egyes fehérje sávok intenzitását 
denzitometráltuk és β-aktinhoz normalizáltuk (B). A kontrollhoz viszonyítottan statisztikailag szignifikáns 
különbségeket (p<0,05) csillaggal, míg a zymosan kezeléshez képest tapasztalt szignifikáns eltéréseket 
(p<0,05) kettős kereszttel jelöltük. A fenti módon kezelt sejtek immunfluoreszcens vizsgálata (C) (mérce = 
50 µm). 
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5.3.4. A dohányfüst egyes összetevőinek hatása a vér-agy gátra 

A dohányzás számos káros hatása ismert, azonban a dohányfüst alkotóelemeinek 

közvetlen hatása az agyi endotélsejtekre még nem kellően tisztázott. A dohányfüst 

legfontosabb összetevői között vannak a nikotin és a policiklusos aromás szénhidrogének. 

Mi elsősorban arra kerestük a választ, hogy ezek a vegyületek befolyásolják-e a 

paracelluláris permeabilitást, illetve az interendoteliális junkciók felépítésében szerepet 

játszó fehérjék expresszióját az agyi endotélsejtekben. 100 nM - 100 µM koncentrációjú 

nikotin kezelés 15 percen, valamint 1 és 5 órán át nem okozott változásokat az agyi 

endotélsejtek occludin expressziójában. Csak 10 µM vagy annál nagyobb koncentációjú, 

24 órán át tartó kezelés eredményezett kisfokú occludin csökkenést a Triton X-100 

inszolubilis frakcióban (42. ábra). 
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42. ábra. Az occludin mennyiségi változásai agyi endotélsejtekben nikotin hatására 
A sejteket 100 nM - 100 µM koncentrációjú nikotinnal kezeltük 24 órán keresztül (A). A 24 órás kezelés 
eredményeinek denzitometriás analízise (B). A bemutatott képek három független kísérlet reprezentánsai. A 
grafikonok három független kísérlet kezeletlen sejtekhez viszonyított relatív átlag és szórás értékeit 
ábrázolják. 

 

Az occludinhoz hasonlóan viselkedett a ZO-1 is: csak nagy koncentrációjú nikotinnal 

(10 µM) 5, illetve 24 órán át tartó kezelés eredmenyezett csökkenést. Az adherens 

kapcsolatok fehérjéi közül a cadherin mennyisége szintén csak 24 órás kezelés után 

csökkent, a β-catenin szint viszont nem változott (43. ábra). 
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43. ábra. A ZO-1, a cadherin és a β-catenin mennyiségi változásai nikotin kezelés hatására 
A sejteket 1 - 10 µM koncentrációjú nikotinnal kezeltük 5 és 24 órán át, majd Western-blottal vizsgáltuk a 
junkcionális fehérjék mennyiségi változásait. Az ábrán három független Western-blot kísérlet reprezentatív 
eredményei láthatóak. A grafikon három független kísérlet kezeletlen sejtekhez viszonyított relatív átlag és 
szórás értékeit ábrázolja. A kontrollhoz viszonyítottan statisztikailag szignifikáns különbségeket (p<0,05) 
csillaggal jelöltük. 

 

A policiklusos aromás szénhidrogén fenantrén 30 µM koncentrációban az occludin 

redisztribúcióját okozta a Triton X-100 inszolubilis frakcióból a Triton X-100 szolubilis 

frakcióba. Hasonló, de kevésbé kifejezett változásokat tapasztaltunk claudin-5 esetében is, 

míg az α- és β-catenin, valamint ZO-1 mennyisége nem változott. Az 1-metilantracén 

esetében nem figyeltünk meg változásokat a junkcionális fehérjék kifejeződését illetően, 

kivéve a claudin-5 mennyiségének csökkenését a Triton X-100 oldhatatlan frakcióban (44. 

ábra). 

 

 

44. ábra. A junkcionális fehérjék mennyiségi 
változásai fenantrén és 1-metilantracén hatására 
A konfluens agyi endotél tenyészeteket fenantrénnel 
(Ph) és 1-metilantracénnel (1-MA) kezeltük (30 µM, 
24 óra). Az ábrán három független Western-blot 
kísérlet reprezentatív eredményei láthatóak. A 
grafikon három független kísérlet kezeletlen sejtekhez 
viszonyított relatív átlag és szórás értékeit ábrázolja. A 
kontrollhoz viszonyítottan statisztikailag szignifikáns 
különbségeket (p<0,05) csillaggal jelöltük. 
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Az adherens junkciók fehérjéinek interakcióit koimmunoprecipitáció segítségével 

vizsgáltuk. Eredményeink azt mutatják, hogy a fenantrén nem károsítja a β-catenin - α-

catenin és β-catenin - cadherin kapcsolatokat (45. ábra). 

 

 

 

 

45. ábra. A fenantrén hatása a β-catenin α-cateninnel és 
cadherinnel alkotott kapcsolataira 
Az agyi endotél sejteket 30 µM fenantrénnal kezeltük 24 
órán át. Az immunprecipitálást β-catenin elleni antitesttel 
végeztük és a precipitált mintákon α-catenin és cadherin 
antitestekkel Western-blot kísérleteket végeztünk. 

 

Az immunfluoreszcens vizsgálatok megerősítették a Western-blot vizsgálatok 

eredményeit. 24 órás nikotin kezelés (10 µM) a ZO-1 festés intenzitásának csökkenését 

eredményezte, amelyhez a membránfestés folytonosságának a felszakadása is társult. A 

ZO-2 és occludin festés kevéssé változott, és egyáltalán nem változott a claudin-5 

lokalizációja. 24 órás kezelés 30 µM fenantrénnal csak kismértékű változásokat okozott a 

claudin-5, az occludin és a ZO-2 lokalizációjában (46. ábra). 

Mivel e vegyületek a dohányosok vérében in vivo körülmények között egyszerre 

jelennek meg, megvizsgáltuk a nikotin és a policiklusos aromás szénhidrogének együttes 

hatását is. A junkcionális fehérjék lokalizációja kombinált nikotin és fenantrén kezelés 

hatására hasonló volt a csak nikotin kezelés után észlelthez: elsősorban a ZO-1 festés 

intenzitása csökkent és vált szakadozottá, az occludinban és a ZO-2-ben észlelt változások 

kevesbé voltak hangsúlyosak (46. ábra). 
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46. ábra. A nikotin és fenantrén hatása a sejt-sejt kapcsolatok alkotóelemeinek sejten belüli 
elhelyezkedésére 
Az agyi endotél sejtek konfluens tenyészeteit 10 µM nikotinnal és/vagy 30 µM fenantrénnal kezeltük 24 órán 
át, és a fixált sejteket occludin, claudin-5, ZO-1, ZO-2 elleni antitesttel festettük. A nyilak azokat a helyeket 
jelölik, ahol a fehérjék eltűntek a sejtkapcsoló szerkezetek területéről. Mérce = 100 µm. 

 

A barrier funkcionalitását TEER vizsgálatok segítségével követtük nyomon. E célból 

az agyi endotélsejteket kollagén IV/fibronektinnel bevont Transwell filtereken 

tenyésztettük asztrocitákkal kokulturában, és ily módon 200-300 Ohm•cm2 ellenállást 

tudtunk mérni. 10 µM nikotin kezelés nem okozott szignifikáns változást a TEER-ben. 
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Hasonlóan nem tudtunk szignifikáns változásokat kimutatni policiklusos aromás 

szénhidrogén származékokkal vagy metilantracén és nikotin kezelés kombinációjával sem. 

A cigarettafüst számos oxidáns anyagot tatalmaz, amelyek az alveolusok falán 

keresztül a keringésbe kerülhetnek (Yamaguchi és mtsai., 2007), ugyanakkor a tartós 

dohányzás jelentős keringési károsodásokkal is jár, ezért dohányzókban a nikotin hatása 

oxidatív stresszel társulhat. 24 órás nikotin kezelés DMNQ (10 µM) által indukált oxidatív 

stresszel társulva fokozta a csak oxidatív stressz által kiváltott TEER csökkenést (47A. 

ábra). Ehhez hasonlóan a ZO-1 lokalizációjában bekövetkezett változások is erőteljesebbek 

voltak kombinált kezelés során, mint csak DMNQ vagy csak oxidatív stressz hatására 

(47B. ábra). 
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47. ábra. A nikotin és az oxidatív stressz együttes hatása a rezisztenciára és a ZO-1 lokalizációjára 
Primér agyi endotélsejtek konfluens tenyészeteit kezeltük 10 µM DMNQ-val vagy 10 µM DMNQ-val és 10 
µM nikotinnal 24 órán át. Az ábra a transzendoteliális rezisztencia változásait (A) illetve a ZO-1 
lokalizációját mutatja (B). Mérce = 100 µm. 

 

A nikotin és policiklusos aromás szénhidrogének által okozott változásokat egyéb 

fehérjék expressziójában proteomikai analízis segítségével végeztük el. 10 µM nikotinnal, 

illetve 30 µM fenantrénnal kezelt agyi endotélsejtekből készített homogenátumot vetettünk 

alá 2D elektroforézisnek, és azokat a fehérjéket, amelyeknek expressziója különbözött a 

kontrolltól MALDI-MS segítségével azonosítottuk A kapott eredmények a 

következőképpen foglalhatóak össze. Mindkét hatóanyag változásokat okozott sokk által 

indukált fehérjékben: a nikotin megnövelte a chaperonin tartalmú TCP alegységek és a 

Hsp70/Hsp90 organizáló fehérje (Hop) mennyiségét, míg a fenantrén a Hsp90 mennyiségét 

növelte. Változásokat figyeltünk meg egyes jeltovábbításban szerepet játszó fehérjék 

mennyiségében is: a nikotin megnövelte a kalcium kötő fehérje 1 mennyiségét, míg a fenantrén 

csökkentette azt. A nikotin növelte a PICOT fehérje mennyiségét, amely a PKCtéta gátlásán 

keresztül szabályozhatja a stressz indukálta szignalizációt, a fenantrén pedig a zyxin 

mennyiségét növelte, amely fokális adhézios plakkokban előforduló fehérje. Úgy a nikotin, 

mint a fenantrén megemelte néhány replikációban, transzkripcióban és transzlációban szerepet 
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WB: anti-occludin                     WB: anti-itch WB: anti-claudin-1                       WB: anti-i tch

IP: anti-occludin IP: anti-claudin-1

játszó fehérje mennyiségét, mint amilyen az Elf4A. Ezen túlmenően a nikotin és fenantrén által 

indukált fehérjék között voltak metabolikus enzimek is. 

5.3.5. Az occludin lebontásának mechanizmusa 

A junkcionális fehérjék mennyiségének csökkenése patológiás körülmények között 

előtérbe helyezi ezen fehérjék lebontási mechanizmusainak tanulmányozását is. Az 

occludinhoz kapcsolódó fehérjék vizsgálatát célzó előzetes élesztő kettős hibrid 

vizsgálatok azt mutatták, hogy az occludin képes az itch nevű ubiquitin ligázhoz 

kapcsolódni. Az élesztő kettős hibrid kísérletek eredményeinek igazolásához 

koimmunprecipitációs vizsgálatokat végeztünk. A precipitálást occludin ellenanyag 

segítségével végeztük, és azt tapasztaltuk, hogy a precipitátumban megtalálható volt az 

itch. Ezek a kísérletek megerősítették, hogy az occludin képes az itch-hez kapcsolódni. 

Ezzel szemben további koimmunprecipitációs kísérleteink azt mutatták, hogy a szoros 

kapcsolatok egy másik transzmembrán fehérjéje, a claudin-1 nem kapcsolódik az itch-hez 

(48. ábra). 

 

 

48. ábra. Az endogén itch és occludin kapcsolódása 
E13 egér embrióból készített homogenátumból immunoprecipitáltunk poliklonális anti-occludin (1-es és 2-es 
sávok) vagy anti-claudin-1 (5-ös és 6-os sávok) ellenanyaggal. Negatív kontrollként anti-c-Myc 
ellenanyaggal precipitáltunk (3-as és 7-es sávok), vagy nem adtunk ellenanyagot a mintához (4-es és 8-as 
sávok). Az immunoprecipitátumokat immunoblot segítségével poliklonális anti-occludin (1-es sáv), vagy 
anti-claudin-1 (5-ös sáv), vagy anti-itch (2 - 4 és 6 - 8 sávok) alkalmazásával vizsgáltuk. Az endogén itch 
(~120 kDa) koprecipitált az occludinnal (2-es sáv), de nem koprecipitált claudin-1-gyel (6-os sáv). Az itch 
nem specifikus kötődése minimális volt (3-as, 4-es, 7-es és 8-as sávok). HC = nehéz lánc; LC = könnyű lánc. 

 

Mivel az itch egy ubiqutin ligáz, megvizsgáltuk, hogy az occludin képes-e 

ubiquitinálódni. Ehhez hemagglutininnal (HA) jelölt ubiquitint túlexpresszáló HEK 

sejteket használtunk, amelyekből occludin ellenanyag segítségével precipitáltunk, majd a 
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precipitátumból készített Western-blottokat anti-HA ellenanyaggal festettük. Kimutattuk, 

hogy már rövid idejű kezelés az MG-132 proteaszóma inhibitorral jelentősen megnövelte 

az occludin-ubiquitin konjugátum mennyiségét. Annak kiderítésére, hogy melyik occludin 

pool ubiquitinálódik, megvizsgáltuk az occludin-ubiquitin konjugátumok mennyiségét a 

Triton X-100 szolubilis és inszolubilis frakcióban. A legnagyobb mennyiség a Triton X-

100 szolubilis frakcióban volt megtalálható, de számottevő mennyiség volt az inszolubilis 

frakcióban is (49. ábra). 
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49. ábra. Az occludin in vivo ubiquitinációja 
A. HA-jelölt ubiquitint expresszáló HEK 293E sejteket kezeltünk MG-132-vel (50 µM, 1 h). Az endogén 
ocludint immunprecipitáltuk a sejtlizátumból, amit immunoblot vizsgálatnak vetettük alá anti-HA ellenanyag 
alkalmazásával. Negatív kontrollnak nem transzfektált sejteket használtunk. A HA-ubiquitin - occludin 
konjugátumokat a szögletes zárójel jelzi. 
B. HA-jelölt ubiquitint expresszáló HEK 293E Triton X-100 szolubilis és inszolubilis frakciójából 
precipitáltuk az occludint MG-132 (50 µM, 1 óra) kezelést követően. Az immunoblottot anti-HA ellenanyag 
segítségével végeztük. A poliubiquitinált occludin a Triton X-100 szolubilis és inszolubilis frakcióban 
egyaránt megtalálható volt. 

 

Mivel az ubiquitináció általában a fehérjék gyors lebontásával jár együtt, 

megvizsgáltuk az occludin turnoverét. Az occludin turnoverét „pulse chase” kísérletek 

segítségével követtük nyomon. Ennek során azt vizsgáltuk, hogy mennyi idő alatt tűnik el 

a radioaktívan jelölt occludin a teljes occludin mennyiségből. Kísérleteink kimutatták, 

hogy a teljes occludin mennyiség körülbelül 3 óra alatt lebomlik, és amennyiben a kísérlet 

során jelen volt az MG-132 proteaszóma inhibitor, az occludin lebomlása mintegy 30%-kal 

csökkent. Hasonló gátlást proteaszóma inhibitor jelenlétében claudin-1 esetén nem 
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észleltünk, ami arra utal, hogy az occludin és claudin-1 lebontása különböző 

mechanizmusok révén történik (50. ábra). 
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50. ábra. Az occludin és claudin-1 turnovere. Az 
MG-132 proteaszóma inhibitor hatása 
A. LLC-PK1 sejteket jelöltünk [35S]metioninnal és 
ciszteinnel 1 órán át, majd a médiumot nem radioaktív 
médiumra cseréltük. A sejtlizátumból  kiprecipitáltuk 
az occludint vagy a claudin-1-et, majd SDS 
gélelektroforézis után autoradiográfiát készítettünk a 
gélekről. 
B. A [35S]metioninnal és ciszteinnel MG-132 (80 
µM) jelenlétében és hiányában a fent leírt módon 
kezelt sejtekből kiprecipitáltuk az occludint, majd 
SDS gél elektroforézis után autoradiográfiát 
készítettünk a gélről.  
C. Az autoradiográfiás képek denzitometrálása. MG-
132 jelenlétében a kiindulási occludin mennyiség 
mintegy 30%-a megmaradt, míg MG-132 hiányában 
gyakorlatilag a teljes occludin mennyiség lebomlott 3 
óra alatt. 

51. ábra. Proteaszómális gátlás hatása MDCK sejtek transzepiteliális elektromos ellenállására (TEER) 
A. MDCK sejtek konfluens tenyészeteit 12 órán át Ca2+ mentes médiumban tartottuk. Ezután a sejtek normál 
Ca2+ tartalmú médiumot kaptak (t = 0) és a TEER értékét mértük 4 órán keresztül MG-132 jelenlétében és 
hiányában. 50 µM MG-132 jelenléte jelentősen felgyorsította a TEER növekedését az első órában. A három 
óránál hosszabb kezelés toxikus volt a sejtek számára. 
B. MDCK sejtek konfluens tenyészeteit Ca2+ mentes médiumba helyeztük (t = 0) MG-132 jelenlétében és 
hiányában. 25 µM MG-132 31%-kal csökkentette a TEER csökkenését 150 perc után. Reprezentatív ábra 
három független kísérletből. 

 

A következőkben arra kerestünk választ, hogy az occludin degradációjának gátlása 

mennyire befolyásolja a szoros kapcsolatok funkcionális sajátosságait, aminek 

jellemezésére a transzepiteliális elektromos ellenállást alkalmaztuk. Az első 
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kísérletsorozatban MDCK sejteket filteren tenyésztettünk, majd a konfluencia elérése után 

a sejteket 12 órán át Ca2+ mentes médiumban tenyésztettük tovább, hogy a meglévő szoros 

kapcsolatok szétessenek. Ezután a sejtek visszakapták a normál Ca2+ koncentrációjú 

tápfolyadékot, és mértük a transzepiteliális elektromos ellenállást (TEER). MG-132 

jelenlétében a TEER emelkedése szignifikánsan gyorsabb volt mint kontroll körülmények 

között, ami jelzi, hogy a szoros kapcsolatok funkcionalitásának visszaállása az occludin 

lebomlásának gátlása következtében felgyorsult (51A. ábra). Ugyanakkor a Ca2+-megvonás 

során bekövetkező TEER csökkenés is mintegy 30%-kal csökkenthető volt MG-132 

jelenlétében (51B. ábra). 

5.3.6. Az oxidatív stressz által okozott cito- és genotoxikus hatások vizsgálata a 

vér-agy gát sejtjeiben 

A hipoxia/reoxigenáció a junkcionális károsodások és a permeabilitás növelése 

mellett egyéb károsodásokat is kiválthat endotélsejtekben. Kísérleteink során 

megvizsgáltuk, hogy a hipoxia/reoxigenáció, illetve a kémiai úton indukált oxidatív stressz 

miként befolyásolja az apoptózist és a mitózist. Ehhez a kísérletsorozathoz sertés agyi 

endotélsejteket használtunk. Kontroll körülmények között a mitotikus sejtek aránya két 

százalék körül mozgott, és ebben a nagyságrendben volt az apoptotikus sejtek száma is. 

A hipoxia/reoxigenáció, amelyet 24 órás hipoxiát követő 4 órás reoxigenációval 

váltottunk ki, szignifikánsan megnövelte az apoptotikus sejtek számát. Az apoptotikus 

sejtek számának növekedése hipoxia/reoxigenáció hatására glükóz mentes környezetben is 

megfigyelhető volt. Ugyanakkor a hipoxia/reoxigenáció jelentősen csökkentette a sejtek 

proliferációs rátáját. A glükóz mentes körülmények szintén jelentősen csökkentették az 

agyi endotélsejtek proliferációját, és ezt a csökkenést a hipoxia/reoxigenáció már nem 

fokozta tovább (52. ábra). 
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52. ábra. A hipoxia/reoxigenáció hatása A9/B12 agyi endotélsejtek apoptózisára és mitózisára (glükóz 
hiányában és jelenlétében) 
*p<0,05; **p<0,005 a megfelelő kontrollhoz viszonyítva. +p<0,05; ++p<0,005 a megfelelő, glükóz 
jelenlétében végzett kezeléshez viszonyítva. Az értékek legalább négy független kísérlet átlagát és szórását 
képviselik. 

 

A hipoxia/reoxigenációhoz hasonló módon a DMNQ kezelés is idő- és 

koncentrációfüggő módon növelte az apoptózist és csökkentette a proliferációt. A 10 µM 

DMNQ segítségével kémiai úton kiváltott oxidatív stressz hatására az apoptózis már 1 óra 

után emelkedni kezdett, és 24 óra után vált igen erőteljessé, a mitotikus sejtek aránya egy 

óra után kezdett folyamatosan csökkenni (53. és 54. ábrák). 

 

 

 

 

53. ábra. DMNQ kezelés hatása az 
apoptotikus és mitotikus sejtek 
arányára 
A DMNQ kezelés 1 órán át tartott 1 
µM-os és 10 µM-os koncentrációban. 
Az értékek négy független kísérlet 
átlagát és szórását képviselik. *p<0,05 a 
kontrollhoz viszonyítva. 
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54. ábra. Az apoptotikus és mitotikus sejtek százalékarányának időbeni változása 10 µM DMNQ 
kezelés hatására 
*p<0,05; **p<0,005 a kontrollhoz viszonyítva. Az értékek százalékban vannak kifejezve, és négy független 
kísérlet átlagát és szórását képviselik. 

 

A genotoxikus hatásokat a mikronukleuszos, illetve a kromoszóma aberrációval 

rendelkező sejtek számának nyomon követésével vizsgáltuk. A mikronukleuszos sejtek 

aránya kontroll körülmények között 5% körül mozgott, amit a hipoxia/reoxigenáció 

szignifikánsan megnövelt. A glükóz hiánya önmagában nem befolyásolta a 

mikronukleuszos sejtek számát, és glükóz mentes környezetben a hipoxia/reoxigenáció 

sem növelte azt, aminek valószínű magyarázata a glükóz mentes környezetben megfigyelt 

alacsony proliferációs ráta (55A. ábra). 

A hipoxia/reoxigenációhoz hasonlóan az 1 µM-os DMNQ kezelés is megnövelte a 

mikronukleuszos sejtek számát, a DMNQ koncentráció növelése azonban nem okozott 

további növekedést, és 100 µM már sejtpusztulást idézett elő (55B. ábra). 
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55. ábra. Oxidatív stressz hatása a mikronukleuszos sejtek arányára agyi endotélsejtekben 
A. Hipoxia/reoxigenáció hatása glükózt tartalmazó és glükóz mentes tápfolyadékban. B. A DMNQ 
koncentrációfüggő hatása glükózt tartalmazó tápfolyadékban. Az értékek %-ban vannak kifejezve, és négy 
független kísérlet átlagát és szórását képviselik. *p<0,05 a kontrollhoz viszonyítva. 

* *
*

               dc_218_11



89 

 

A kromoszómális aberrációk vizsgálatát csak glükózt tartalmazó médiumban 

végeztük el a glükóz mentes médiumban tapasztalt alacsony mitotikus aktivitás miatt. A 

hipoxia/reoxigenáció szignifikánsan növelte a kromoszóma aberrációkat (kontroll 

körülmények között 0,113±0,02%, hipoxia/reoxigenáció után 0,302±0,02%). A 

leggyakrabban megfigyelt aberrációk a kromoszóma fragmentumok, illetve páros 

fragmentumok és dicentrikus kromoszómák voltak. 

DMNQ hatására megnőtt a p53 fehérje expressziója, ami még tovább fokozódott, ha 

az oxidatív stresszt glükóz mentes körülmények között végeztük. Ezt a kísérletet GP8 

patkány agyi endotélsejt vonalon végeztük, mert az általunk használt p53 ellenanyag nem 

ismerte fel a sertés p53-at (56. ábra). 

 

 

 

56. ábra. p53 expressziója oxidatív stressz hatására 
Az agyi endotélsejteket 10 µM DMNQ-val kezeltük egy órán 
keresztül glükóz jelenlétében vagy hiányában, majd a p53 
expressziót Western-blot analízissel vizsgáltuk. 

 

Az endotélsejtekhez hasonlóan a hipoxia/reoxigenáció az asztrocitákban is cito- és 

genotoxikus hatással rendelkezett. A 24 óra hipoxiát követő 3 óra reoxigenáció megnövelte 

a mikronukleuszos sejtek számát, amihez csökkent proliferáció, és megnövekedett 

apoptózis társult. Az 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 sejtek számát, ez az érték 

alacsonyabb volt az endotélsejtekben észleltnél (57. ábra). 
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57. ábra. Hipoxia/reoxigenáció (24 óra hipoxia, 3 óra reoxigenáció) hatása a mikronukleuszos, 
mitotikus és apoptotikus sejtek arányára asztrocitákban és agyi endotélsejtekben 
Az értékek az átlagot és a szórást képviselik. *p<0,05; **p<0,005 a megfelelő kontrollhoz viszonyítva, 
+p<0,05; ++p<0,005 az endotélsejtekhez viszonyítva (kétszempontos ANOVA). 

Glükóz +        - +       -
DMNQ   - - +      +
Glükóz +        - +       -
DMNQ   - - +      +
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A glükóz koncentráció jelentősen befolyásolta az asztrociták hipoxia/reoxigenációra 

adott válaszát. Míg 1 g/l glükóz koncentráció mellett a hipoxia/reoxigenáció jelentősen 

megnövelte az apoptotikus sejtek arányát, 4,5 g/l glükóz koncentráció mellett ez nem 

következett be. A mikronukleuszos sejtek számának növekedését, illetve a nekrózisos 

sejtek számarányát sem befolyásolta a glükóz koncentráció (58. ábra). 

 

 

 

58. ábra. Glükóz koncentráció hatása 
a hipoxia/reoxigenáció által indukált 
cito- és genotoxikus változásokra 
asztrocitákban 
Az értékek az átlagot és szórást 
képviselik, és %-ban vannak feltünetve. 
*p<0,05 a kontrollhoz képest, **p<0,05 
az 1 g/l glükózhoz képest. 

 

A DMNQ-nak a hipoxia/reoxigenációhoz hasonló hatása volt. 24 órás kezelés 10 

µM-os DMNQ-val szignifikánsan megnövelte a mikronukleuszos és apoptotikus sejtek 

számát. Magasabb koncentráció már toxikusnak bizonyult, jelentősen megnövelve a 

nekrotikus sejtek számát és csökkentve a proliferációt. Ami a DMNQ hatásának időbeni 

lefutását illeti, egy óra kezelés 10 µM-os DMNQ-val nem növelte szignifikánsan a 

mikronukleuszos sejtek számát szemben az endotélsejtekkel, ahol a növekedés szignifikáns 

volt. Az endotélsejtek és asztrociták érzékenysége közötti különbség a mitózis, apoptózis 

és nekrózis vizsgálata során is szembeötlő volt. Egy órás kezelés után az apoptózis és a 

nekrózis is alacsonyabb értéket mutatott asztrocitákban, és a különbség 24 óra után is 

megmaradt (59. ábra). 
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59. ábra. DMNQ (10 µM) hatása a mitotikus, apoptotikus, nekrotikus és mikronukleuszoz sejtek 
arányára asztrocitákban és agyi endotélsejtekben 
Az értékek az átlagot és szórást képviselik. *p<0,05; **p<0,005 a kontrollhoz képest, +p<0,05; ++p<0,005 az 
endotélsejtekhez képest (kétszempontos ANOVA). 
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A glükóz koncentrációnak jelentős hatása volt a DMNQ indukálta oxidatív stressz 

által kiváltott cito- és genotoxicitásra. A magasabb glükózkoncentráció (4,5 g/l) 

szignifikánsan csökkentette a DMNQ által indukált mikronukleuszos sejtek számát. 

Glükóz hiányában azonban a DMNQ által indukált mikronukleuszos sejtszámnövekedés 

elmaradt. Ugyanakkor aglikémia és 1 g/l glükóz koncentráció esetén a DMNQ 

szignifikánsan megnövelte az apoptotikus sejtek arányát, míg 4,5 g/l glükóz koncentráció 

mellett ez a növekedés nem következett be (60. ábra). 

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ

      - glükóz                    1g/l glükóz              4,5g/l glükóz

m
ik

ro
nu

kl
eu

sz
os

 s
ej

te
k 

(%
)

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ

        -glükóz                 1g/l glükóz               4,5g/l glükóz

ap
op

to
tik

us
 s

ej
te

k(
%

)

++
++

++

*

*

**

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ

      - glükóz                    1g/l glükóz              4,5g/l glükóz

m
ik

ro
nu

kl
eu

sz
os

 s
ej

te
k 

(%
)

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ

        -glükóz                 1g/l glükóz               4,5g/l glükóz

ap
op

to
tik

us
 s

ej
te

k(
%

)

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ

      - glükóz                    1g/l glükóz              4,5g/l glükóz

m
ik

ro
nu

kl
eu

sz
os

 s
ej

te
k 

(%
)

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

Kontroll DMNQ Kontroll DMNQ kontroll DMNQ

        -glükóz                 1g/l glükóz               4,5g/l glükóz

ap
op

to
tik

us
 s

ej
te

k(
%

)

++
++

++

*

*

**

 
60. ábra. A glükóz koncentráció hatása a DMNQ kezelés (24 óra, 10 µM) által indukált 
mikronukleuszos (n = 3) és apoptotikus (n = 4) sejtek arányára asztrocita tenyészetben 
Az értékek az átlagot ± SD-t képviselik. *p<0,05; **p<0,005 a kontrollhoz viszonyítva; ++p<0,005 az 1 g/l 
glükózhoz viszonyítva (kétszempontos ANOVA). 

5.3.7. A hiperozmotikus mannitol hatása az agyi endotélsejtekre 

A vér-agy gát ozmotikus megnyitása intrakarotikusan adagolt mannitollal a klinikai 

gyakorlatban is alkalmazott módszer, amelynek molekuláris háttere nem teljesen tisztázott. 

Az bizonyosnak látszott, hogy a hiperozmózis a morfológiai változások mellett 

(zsugorodás) jeltovábbító útvonalakat is aktivál. A hiperozmózis által indukált változások 

feltérképezése érdekében az agyi endotélsejteket 20%-os (1,1 M) mannitollal kezeltük. 

Ebben a koncentrációban alkalmazzák a mannitolt a vér-agy gát reverzíbilis megnyitására. 

Elsőként a mannitolnak a sejtek morfológiai és mechanikai tulajdonságaira gyakorolt 

hatását vizsgáltuk élő sejtekben atomierő mikroszkóp segítségével. Az agyi endotélsejtek 

relatív nagy szilárdsággal rendelkeznek annak érdekében, hogy ellen tudjanak állni az 

állandó áramlás okozta mechanikai stressznek. Az agyi endotélsejetek vizsgálata során 

elsőként azt a kollagénnel bevont felületet jellemeztük, amelyen az endotélsejteket 

növesztettük. A kollagén egy folyamatos, fibrózus szerkezetű réteget alkot, ami elősegíti a 

sejtek letapadását. A maximális egyenetlenség, ami a felszín érdességének felel meg, 20 

nm volt, ami a sejtek magasságához viszonyítva körülbelül 1%-ot jelent. Az atomierő 
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mikroszkópos vizsgálat előtt a sejteket fáziskontraszt mikroszkóp segítségével 

ellenőriztük, majd a termális stabilizáció érdekében a műszerbe helyeztük fél órára. A 40 x 

40 µm szkennelt területen 2-3 sejt volt megfigyelhető, a legnagyobb sejtmagasság 2 µm 

volt. A szkennelést 1 nN erővel végeztük, ami elegendő volt arra, hogy láthatóvá tegyük a 

citoszkeletális elemeket, de még nem károsította a sejteket. Az ily módon vizualizált 

citoszkeletális struktúrák lineáris vagy elágazó szerkezetet mutattak, amelyek jellemző 

vastagsága 50-100 nm között mozgott. Ezt követően a sejtek 10% mannitol tartalmú 

tápfolyadékot kaptak oly módon, hogy a tenyésztőedény és az AFM feje ne mozduljon el, 

és így lehető vált ugyanazoknak a sejteknek a vizsgálata. 

Mannitol hatására az agyi endotélsejtek jellegzetes morfológiai változásokat 

mutattak: a sejtek magassága lecsökkent úgy a magi mint a citoplazmatikus régió felett 

(61. ábra), és a citoplazmatikus régióban a filamentózus struktúra mellett körülbelül 100 

nm nagyságú membrán kitüremkedések is megjelentek, melyek az elektronmikroszkópos 

felvételeken is láthatóak voltak (61. ábra). 

I        Kontroll              Mannitol           I I 

 

61. ábra. A mannitol hatása az agyi endotélsejtek morfológiájára 
I. AFM felvétel. A és D magasságkép, C és F deflekciós kép, B és E a két vonalnak megfelelő 
magasságprofil. A képek mannitol kezelés előtt (A - C), illetve mannitol kezelés után (D - F) készültek. II. 
Agyi endotélsejtek elektronmikroszkópos képe mannitol kezelés előtt (A) és után (B). A betét egy protrúzió 
nagy nagyítású képét ábrázolja. 
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A folyamat reverzíbilitásának vizsgálatához a sejteket előbb mannitollal kezeltük, és 

azután kezdtük el az atomierő mikroszkópos vizsgálatokat, majd a mannitolos 

tápfolyadékot normál tápfolyadékra cseréltük, aminek következtében a sejtek magassága 

megnövekedett és a membrán protrúziók is eltűntek. A sejtek mechanikai tulajdonságainak 

vizsgálata érdekében meghatároztuk a sejtek rugalmasságát is. Az erőmérésekből számolt 

Young modulusz 8,04 ± 0,12 kPa volt kontroll körülmények között, míg mannitol hatására 

ez az érték 0,93 ± 0,04 kPa-ra csökkent, ami azt jelenti, hogy a sejtek sokkal lágyabbá 

váltak. 

A mannitol által aktivált jeltovábbító mechanizmusok közül elsőként a tirozin 

foszforilációt vizsgáltuk meg. Kontroll körülmények között két foszforilációs sáv volt 

detektálható, 50-60 kDa és 110 kDa körül (62A. ábra). A mannitol egy igen erőteljes 

tirozin foszforilációt indukált az 50-190 kDa molekulasúlyú fehérjéken. A hiperozmotikus 

körülmények megszűnte után már 10 perccel jelentősen csökkent a tirozin foszforiláció, és 

60 perc után visszatért a kontroll értékekhez (62A. ábra). Különböző jeltovábbító 

útvonalak inhibitorait alkalmazva egyedül az Src kináz inhibitor PP-1-gyel sikerült a 

foszforilációt gátolni (62A. és 62B. ábrák). 
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62. ábra. Tirozin foszforiláció agyi endotélsejtekben mannitol hatására 
A sejteket 20% (1,1 M) mannitollal kezeltük 30 percen át. A foszforiláció alapállapotba való visszatérését 
illetve a MEK inhibitor U0126 (10 µM), a Rho-kináz inhibitor Y27632 (10 µM), az Src inhibitor PP1 (10 
µM), a tirozin kináz inhibitor genistein (50 µM) hatását vizsgáltuk (A). Az L-típusú Ca2+ csatorna blokkoló 
verapamil (10 µM) és EDTA (5 mM) hatását vizsgáltuk a mannitol indukálta tirozin foszforilációra. 
Reprezentatív ábra négy független kísérletből. (Ma=mannitol) 

 

További kísérleteink során arra a kérdésre kerestünk választ, hogy milyen fehérjék 

foszforilálódnak tirozinon. Foszfotirozin ellenanyagal történő immunprecipitáció 

segítségével kiderítettük, hogy a tirozin foszforiláció egyik célfehérjéje a β-catenin, és a
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foszforiláció a mannitol hatás megszűnte után már 10 perccel visszatért a kontroll 

értékre. A β-catenin foszforilációja is csak PP-1-gyel volt gátolható (63. ábra). 

 

 

 

 

 

63. ábra. A ββββ-catenin tirozin foszforilációja 
20% (1,1 M) mannitol kezelés (30 perc) 
hatására 
A foszforiláció alapállapotba való visszatérését, 
illetve az MEK inhibitor U0126 (10 µM), a Rho-
kináz inhibitor Y27632 (10 µM), az Src inhibitor 
PP1 (10 µM ), a tirozin kináz inhibitor genistein 
(50 µM) (A) és az L-típusú Ca2+ csatorna 
blokkoló verapamil (10 µM) (B) hatását 
vizsgáltuk a mannitol indukálta β-catenin tirozin 
foszforilációra. Az A ábra alsó blotja a β-catenin 
összmennyiségét mutatja. Az immunoprecipitálás 
anti-foszfotirozin ellenanyaggal, a blottok festése 
anti-β-catenin ellenanyaggal történt. 
Reprezentatív ábrák három független kísérletből. 
(Ma=mannitol) 

 

Az általános tirozin foszforilációhoz hasonlóan a foszforilált β-catenin is sokkal 

nagyobb mennyiségben fordult elő a Triton X-100 szolubilis mint a Triton X-100 

inszolubilis frakcióban (64. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

64. ábra. A mannitol hatására tirozin foszforilált 
fehérjék Triton X-100 szolubilitása 
Az agyi endotélsejteket 20% (1,1 M) mannitollal kezeltük 
30 percig. A. A Triton X-100 szolubilis frakcióban és 
inszolubilis farkcióban levő fehérjék tirozin foszforilációja. 
B. A Triton X-100 szolubilis és inszolubilis β-catenin tirozin 
foszforilációja. Az immunoprecipitálás anti-foszfotirozin 
ellenanyaggal, a blot festése anti-β-catenin ellenanyaggal 
történt. C. A β-catenin eloszlása a Triton X-100 szolubilis és 
inszolubilis frakció között. (Ma=mannitol) 
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Immunfluoreszcens vizsgálatokkal kimutattuk, hogy mannitol kezelés hatására a β-

catenin kontroll körülmények tapasztalható folytonos membránfestése felszakadozott (65. 

ábra). 

65. ábra. A ββββ-catenin redisztribúciója agyi endotélsejtekben 20% mannitol kezelés hatására 
30 perces 20% (1,1 M) mannitol 
kezelés hatására a membránfestés 
szakadozottá válik. A nyíl a kontroll 
képen a folyamatos membránfestésre, 
a mannitolos kezelést bemutató 
képen a felszakadozott 
membránfestésre mutat. Mérce = 20 
µm. 

 

A β-catenin foszforilációja és redisztribúciója hatással lehet az adherens kapcsolatok 

integritására. Feltételezéseinket a koimmunoprecipitációs kísérletek támasztották alá, 

amelyek kimutatták, hogy a β-catenin - cadherin és a β-catenin - α-catenin kapcsolat 

károsodott (66. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

66. ábra. A mannitol kezelés hatása a ββββ-catenin és αααα-
catenin  valamint a ββββ-catenin és cadherin kapcsolatára 
A sejteket 20% (1,1 M) mannitollal kezeltük 30 percen át. Az 
immunoprecipitálás anti-β-catenin ellenanyaggal, a blot festése 
anti-VE-cadherin (A) vagy anti-α-catenin (B) ellenanyaggal 
történt. Reprezentatív ábra három független kísérletből. 
(Ma=mannitol) 

 

A tirozin foszforiláció mellett más jeltovábbító útvonalak is aktiválódhatnak 

hiperozmózis hatására, mint amilyen a MAP kináz útvonal. Ennek tisztázására Western-

blot analíziseket végeztünk olyan ellenanyaggokkal, amelyek a MAP kináz foszforilált, és 

ezáltal aktivált formját ismerik fel. Kísérleteink kimutatták, hogy a mannitol az ERK1/2 

foszforilációját indukálta, ami U0126-tal gátolható volt. A p38 aktivációja hasonló kísérleti 

körülmények között nem volt megfigyelhető (67. ábra). 
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A foszforiláció további célfehérjéinek azonosítására ellenanyag mátrixot 

használtunk. Az ellenanyag mátrixon 24 jelátvivő fehérje elleni antitest volt rögzítve, 

melyek közül a p130Cas, a fokális adhéziós kináz (FAK) és az Axl bizonyult tirozinon 

foszforiláltnak (68A. ábra) Az Axl receptor tirozin kináz foszforilációját 

immunopreciptációs vizsgálatokkal is igazoltuk (68B. és 68C. ábra). 
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14-3-3 Akt 1/2        Axl E-Cadherin ICAM-1β-catenin

ERK1 Estr.R Ets-1/2 Ezrin FAK FGFR1

GRB7 GSK-3 α HSP-70 IFN-aRα IL-2Rα InsulinRβ

c-Kit eNOS p38 p130Cas Pax-5 PDGFRα

A
14-3-3 Akt 1/2        Axl E-Cadherin ICAM-1β-catenin

ERK1 Estr.R Ets-1/2 Ezrin FAK FGFR1

GRB7 GSK-3 α HSP-70 IFN-aRα IL-2Rα InsulinRβ

c-Kit eNOS p38 p130Cas Pax-5 PDGFRα

A

β-aktin β-aktin  

67. ábra. MAP kinázok aktiválása mannitol 
hatására agyi endotélsejtekben 
10% (0,55 M) és 20% (1,1 M) mannitol 10 és 
30 perces kezelésének hatása az ERK1/2 (A) és 
a p38 (B) aktiválására. A teljes ERK1/2 
mennyiséget az A ábra alsó blotja mutatja. 
Pozitív kontroll (B): endotélsejtek fenilarzén 
oxiddal kezelve. Reprezentatív ábra három 
független kísérletből. (Ma=mannitol) 

68. ábra. Mannitol által indukált Axl foszforiláció 
A. Tirozin foszforilált fehérjék detektálása 
ellenanyag mátrix segítségével. Az agyi 
endotélsejteket 20%-os mannitollal kezeltük 30 
percig. Az ellenanyag mátrixot a 
sejthomogenátummal inkubáltuk, majd anti-
foszfotirozin ellenanyaggal festettük meg. A 
fehérjéket a membránon elfoglalt pozíció alapján 
azonosítottuk. 
B, C. Foszfo-Axl detektálása immunoprecipitáció 
segítségével. Az agyi endotélsejteket 20%-os 
mannitollal kezeltük 30 percig. Az 
immunoprecipitációt anti-foszfotirozin 
ellenanyaggal végeztük, a blotokat anti-Axl 
ellenanyaggal festettük meg (B), illetve a 
homogenátumokat anti-Axl ellenanyaggal 
precipitáltuk, a blotokat pedig anti-foszfotirozin 
ellenanyaggal festettük (C). Reprezentatív ábra 
három független kísérletből. A nyilak a foszforilált 
140 kDa-os Axl helyzetét jelölik. Kontrollként β-
aktint használtunk. 
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Az Axl ozmotikus stressz hatására bekövetkező foszforilációját az Akt (protein kináz 

B) foszforilációja követte. Amennyiben az Axl gént csendesítettük, az Akt foszforilációja 

elmaradt, ami azt bizonyítja, hogy az Akt ebben a folyamatban az Axl downstream eleme 

(69. ábra). 

Az ozmotikus nyomás növekedésének következtében az Axl nemcsak aktiválódott, 

hanem le is bomlott, amely folyamat során két 50-55 kDa-os fehérje fragmentum 

keletkezett. A hasadás első lépése mátrix metalloproteináz függőnek bizonyult, míg a 

második lépés proteaszóma segítségével zajlott le (70. ábra). A 140 kDa-os teljes Axl és a 

metalloproteináz hatására keletkező fragmentum csak detergensekkel volt szolubilizálható, 

míg a proteaszóma függő degradációt követően vízoldékony termék keletkezett (70C. 

ábra). 
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70. ábra A proteaszómák és metalloproteinázok szerepe az Axl degradációjában 
A. A metalloproteináz inhibitor GM6001 meggátolta az Axl lebomlását. Egy reprezentatív blot öt független 
kísérletből. B. A Western-blotok denzitometriás analízise. Az oszlopok a 140 kDa-os Axl sáv intenzitás 
százalékát reprezentálják a kontrollhoz képest (átlag ± SD). *p<0,001 a kontrollhoz képest t-tesztet 
alkalmazva. C. A proteaszóma inhibitor MG-132 (50 µM) hatása az Axl degradációjára. Egy reprezentatív 
blot öt független kísérletből. Kontrollként β-aktint használtunk. 

69. ábra. Az Akt aktiválása hiperozmotikus 
mannitol hatására agyi endotélsejtekben 
A sejteket Axl siRNS-sel transzfektáltuk 
Lipofectamine segítségével, vagy csak 
Lipofectamine-t adtunk hozzájuk, majd 20%-os 
mannitolal kezeltük 30 percen át. A. Az Axl és 
degradációs termékei eltűnnek a csendesítés 
hatására. B. A hiperozmotikus mannitol által aktivált 
Axl az Akt foszforiációját indukálja. A blotokat anti-
foszfo-Akt-tal (felső blot) vagy anti-Akt-tal (alsó 
blot) festettük. Reprezentatív ábra két független 
kísérletből. 
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A két folyamat közül a foszforiláció kezdődött elsőként (2-5 perc után), a lebomlás  

csak 15 percnél vált láthatóvá (71A. ábra). Emellett, a pervanadát, amelyik egy erős 

foszfatáz inhibitor, fokozta az Axl foszforilációját, de nem indukálta a degradációt, ami 

szintén arra utal, hogy nem mutatható ki közvetlen ok-okozati összefüggés a foszforiláció 

és a hasítás között (71B. ábra). Ezt támsztotta alá az a kísérlet is, amelyben a genistein 

megakadályozta az Axl foszforilációját, de nem akadályozta meg a degradációját (71B. 

ábra). Mindezek mellett a metalloproteináz gátlás, ami megakadályozta az Axl lebontását, 

nem gátolta az Akt aktivációt, ami tekintettel arra, hogy az Akt az Axl alatt helyezkedik el 

a jeltovábbító kaszkádban, arra utal, hogy az Axl aktív maradt (71C. ábra). 
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71. ábra. Az Axl degradációja és foszforilációja közötti kapcsolat 
A. Az Axl foszforiláció (felső blot) és degradáció (alsó blot) időfüggése. A sejteket 20%-os mannitollal 
kezeltük a jelölt időkig. Az immunoprecipitáláshoz anti-foszfotirozin ellenanyagot használtunk, az Axl 
Western-blot analízist sejtlizátumból készült immunprecipitátumból (felső blot) vagy sejtlizátumból (alsó 
blot) végeztük. B. A degradációs termékek foszforilálása. A sejteket 30 percig kezeltük 20%-os mannitollal, 
50 µM pervanadáttal, 20% mannitollal és 10 µM GM6001-gyel vagy 20% mannitollal és 100 µM 
genisteinnel. Az immunoprecipitáláshoz anti-foszfotirozin ellenanyagot használtunk, amit Axl Western-blot 
analízis követett. A kettős nyilak a foszforilált degradációs termékeket jelölik. Kontrollként β-aktint 
használtunk. C. A GM6001 nem befolyásolja az Akt foszforilálását. A sejteket 30 percig kezeltük 20%-os 
mannitollal 10 µM GM6001 jelenlétében és hiányában, majd a blotokat anti-foszfo-Akt (felső blot) vagy 
anti-Akt (alsó blot) ellenanyagokkal festettük. 
D. Az Axl kétdimenzionális elektroforézises vizsgálata Western-blottal kombinálva. A sejteket 30 percig 
kezeltük 20%-os mannitollal. A sejtlizátumokat kétdimenzionális elektroforézis segítségével szétválasztottuk, 
amit Western-blot analízis követett anti-Axl ellenanyag segítségével. A nyíl a foszforilált degradációs 
terméket jelöli. 
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Foszfotirozin ellenanyaggal végzett immunprecipitációs vizsgálataink alapján arra a 

következtetésre jutottunk, hogy a keletkező fragmentumok foszforiláltak maradnak (71B. 

ábra). Ezt bizonyítja a kétdimenzionális elektroforézis során látható többszörös jel is 50-55 

kDa magasságában (71D. ábra). 

Mannitol jelenlétében az Axl redisztribúciója is bekövetkezett: a kontroll 

körülmények között diffúz lokalizációt mutató fehérje hiperozmózis hatására perinukleáris 

elrendeződést mutatott. 

Következő lépésben az Axl foszforiláció szerepét szerettük volna megvizsgálni. Azt 

találtuk, hogy az Axl aktiválódásának a hiperozmózis okozta programozott sejthalál 

kivédésében van szerepe, hiszen a mannitol által kiváltott apoptózist tovább fokozta az Axl 

gén csendesítése (72. ábra). 
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72. ábra. Az Axl szerepe a mannitol által indukált  apoptózisban 
A. Axl géncsendesítés. B. Axl géncsendesítés hatása a mannitol indukálta apoptózisra. Az apoptózist hasított 
kaszpáz-3 immunofestés segítségével mutattuk ki. Az értékek átlagot ± SD-t jelölnek. *p<0,05 a 
Lipofectamine-kezelt kontrollhoz képest, °p<0,05 a Lipofectamine- és mannitol-kezelt sejtekhez képest 
(ANOVA és LSD post hoc teszt). 

5.3.8. A melanóma sejtek és agyi endotélsejtek kölcsönhatásának vizsgálata 

A különböző rosszindulatú daganatok agyi metasztázisainak kialakulását a központi 

idegrendszert érintő megbetegedések legsúlyosabbjai között tartják számon. A 

metasztázisok kialakulásában a vér-agy gátnak is fontos szerepe lehet. Mivel a melanóma 

képez a legnagyobb százalékban agyi metasztázisokat, célul tűztük ki a melanóma sejtek 

vér-agy gáton történő transzmigrációjának vizsgálatát a vér-agy gát in vitro modelljén. 
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Kísérleteinkhez A2058 humán melanóma és B16/F10 egér melanóma sejtvonalakat 

használtunk. 

Első lépésben a melanóma sejtek agyi endotél rétegekhez való kitapadásának 

sajátosságait vizsgáltuk. A melanóma sejtek már 15 perccel az endotél rétegre való 

helyezés után elkezdtek kitapadni, és mindkét sejtvonal jobban tapadt a humán agyi 

endotélsejtekhez (hCMEC/D3), mint a primér patkány agyi endotélsejtekhez, ugyanakkor a 

B16/F10 sejtek kitapadási aránya magasabb volt, mint az A2058 sejteké (73. ábra). 

 

 

 

73. ábra. Melanóma sejtek kitapadása agyi 
endotélsejtekhez 
A fluoreszcensen jelölt melanóma sejteket 
(A2058, illetve B16/F10) 2,5•104/cm2 sűrűségben 
tettük patkány (RBEC), illetve humán (D3) 
konfluens agyi endotél tenyészetekre. A sejteket 
különböző ideig tenyésztettük együtt (15-120 
percig), majd a nem letapadt melanóma sejteket 
lemostuk, és fluoreszcens mikroszkóppal 
megszámoltuk az adherens sejteket. 

 

A kitapadást követően a melanóma sejtek képesek voltak átvándorolni az endotél 

rétegen. Először, mintegy 15-30 perccel az endotél rétegre való kihelyezés után, a 

melanóma sejtek elkezdtek nyúlványokat kibocsátani, majd 1-2 óra elteltével néhány 

melanóma sejt ellaposodott, és 15-30 perc alatt átvándorolt az endotél rétegen, majd az 

endotél réteg alatt tovább vándorolt (74. ábra 2-es és 3-as sejt). Ugyanakkor némelyik sejt 

néhány száz mikron távolságot bejárva sem tudott átjutni az endotél rétegen (74. ábra 1-es 

sejt). 
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74. ábra. Melanóma sejtek transmigrációja agyi endotél rétegen keresztül 
Az A2058 melanóma sejteket konfluens D3 sejtekre helyeztük, majd 5 órán keresztül 5 percenkent lefotóztuk 
ugyanazt a területet. Az ábra az így készült videóból mutat be jellemző pillanatokat. 

 

Az átvándorlást konfokális mikroszkóppal is sikerült nyomon követnünk. A z síkban 

készített felvételen jól látszik, hogy az endotélium apikális (luminális) oldalára helyezett 

melanóma sejt átjutott a bazolaterális (abluminális) oldalra, amit a szoros kapcsolatok 
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helyzetét jelölő piros színű ZO-1 festés alatt megjelenő zöld melanóma sejt (Oregon Green 

488 festett) jelez (75. ábra). 

 

 

75. ábra. A melanóma sejtek 
vándorlása az agyi endotélsejtek 
apikális oldaláról a bazális 
oldalára 
A primér patkány agyi endotél 
tenyészeteket üveg fedőlemezeken 
konfluenciáig növesztettük, majd 
fluoreszcensen jelölt A2058 
melanóma sejteket (zöld) 
helyeztünk rájuk. 5 óra után a 
tenyészeteket megmostuk, fixáltuk, 
és a szoros kapcsolatokat anti-ZO-1 
ellenanyaggal festettük (piros). A 
mintákat lézer konfokális  
mikroszkóppal vizsgáltuk meg. A: 
xy-síkban készített felvétel a B és C 
ábrán látható zöld vonalak mentén. 
B, C: z-síkban készített felvételek 
az A ábrán látható függőleges és 
vízszintes vonalak mentén. 

 

 

 

A következő lépésben arra a kérdésre kerestünk választ, hogy befolyásolják-e a 

melanóma sejtek a vér-agy gát barrier tulajdonságait. Mindkét melanóma sejtvonal 

jelentősen csökkentette a transzendoteliális elektromos ellenállást, azonban míg az A2058 

sejtek által okozott csökkenés 24 óra után érte el a 30%-ot, a B16/F10 sejtek már 5 óra 

együtt tenyésztés után is szignifikánsan csökkentették a transzendoteliális elektromos 

ellenállást (76. ábra). 

 

 

 

76. ábra. A transzendoteliális elektromos ellenállás 
változása melanóma sejtek jelenlétében 
A primér patkány agyi endotél tenyészeteket 0,4 µm 
pórusméretű félig áteresztő filtereken tenyésztettük. A 
transzendoteliális rezisztenciát (TEER) a CellZscope 
rendszerrel követtük. n = 2, *p<0,05 (ANOVA és 
Bonferroni teszt). 

 

Ezek az eredmények arra engedtek következtetni, hogy az agyi endotél sejteket 

összekapcsoló szoros kapcsolatok károsodtak. Ezt a feltételezést támasztották alá az 
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occludin, ZO-1 és claudin-5 ellenanyagok segítségével végzett immunfluoreszcens 

vizsgálataink, amelyek kimutatták, hogy melanóma sejtek jelenlétében ezen fehérjék 

folytonos membránfestése felszakadozott (77. ábra). 

Claudin-5 ZO-1

A2058 melanóma összetett kép

Claudin-5 ZO-1

A2058 melanóma összetett kép

A B

2 h 5 h

5 h

Occludin A2058 melanóma összetett képC

5 h

D B16/F10 melanóma összetett kép

Claudin-5

ZO-1

Occludin

 
77. ábra. A melanóma sejtek károsítják az endotélsejtek közötti szoros kapcsolatokat 
A melanóma sejteket (A, B, C: A2058, D: B16/F10) fluoreszcensen jelöltük (A, B: CellTracker™ Blue, C, 
D: Oregon zöld segítségével), majd konfluens primér patkány agyi endotél tenyészetekre helyeztük őket. Két 
(A), illetve öt (B-D) óra együtt tenyésztés után eltávolítottuk a nem letapadt melanóma sejteket, majd a 
tenyészeteket fixáltuk és immunfluoreszcens módszerrel megfestettük a claudin-5, a ZO-1, illetve az occludin 
junkcionális fehérjéket. A nyilak a szétesett junkciókat jelölik. Mérce = 50 µm. 
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A claudin-5 már 2 óra együtt tenyésztés után eltűnt azokon a helyeken, ahol az agyi 

endotélsejtek kapcsolatba kerültek a melanóma sejtekkel, és 5 óra után a ZO-1 is eltűnt 

ezekről a helyekről. Az immunfluoreszcens vizsgálatok eredményét alátámasztották a 

Western-blot analízisek is: melanóma sejtek jelenlétében a claudin-5 és az occludin 

mennyisége jelentősen csökkent. A csökkenés kifejezettebb volt B16/F10 sejtek, mint 

A2058 sejtek jelenlétében (78. ábra). Ezen túlmenően, a melanóma sejtek felülúszója is 

csökkentette a két junkcionális fehérje mennyiségét, a hatás ez esetben is a B16/F10 sejtek 

esetén volt erősebb. 

 

 

78. ábra. Az endoteliális 
junkcionális fehérjék 
mennyiségi változásai 
melanóma sejtek, illetve az 
általuk termelt faktorok 
jelenlétében 
A melanóma sejteket, illetve 
melanóma kondícionált 
médiumot konfluens agyi 
endotél tenyészetekre 
helyeztük. A junkcionális 
fehérjék mennyiségi 
változásait Western-blottal 
követtük. 

 

A transzmigrációban fontos szerepet játszhatnak proteolitikus folyamatok is. 

Különös tekintettel arra, hogy elsősorban occludin esetében kifejezett degradációt 

tapasztaltunk, további kísérleteink során azt vizsgáltuk, hogy az endotél-melanóma 

kapcsolat milyen módon befolyásolja a sejtek proteolitikus aktivitását. Mindkét melanóma 

sejtvonal jelentős zselatinolitikus aktivitással rendelkezett, és ez az aktivitás fokozódott 

akkor, ha a melanóma sejtek agyi endotélsejtekkel kerültek kapcsolatba. A proteolitikus 

aktivitást sem az EDTA, sem a cisztein proteáz inhibitor E-64 nem volt képes gátolni, csak 

az irreverzíbilis szerin proteáz gátló Pefabloc volt hatásos. Ez arra utal, hogy a melanóma 

sejtekben agyi endotélsejtek jelenlétében elsősorban zselatinolitikus szerin proteázok 

aktiválódnak (79. ábra). A Pefabloc szignifikánsan csökkentette úgy az A2058, mint a 

B16/F10 sejtek transzmigrációját (79C. és 79D. ábra), ugyanakkor nem befolyásolta e 

sejtek migrációs kapacitását, ha endotélsejtek nem voltak jelen. 
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79. ábra. A melanóma sejtek által termelt 
zselatinbontó szerin proteázok szerepe 
A, B. A melanóma sejteket konfluens agyi endotél 
tenyészetekre vagy üres tenyésztőedényekbe 
helyeztük szérummentes médiumban E64 vagy 
Pefabloc® hiányában, illetve jelenlétében. A 
tápfolyadékokból (A), illetve sejtlizátumokból (B) 
származó zselatinbontó enzimeknek megfelelő 
sávokat Coomassie kék festéssel tettük láthatóvá. 
C, D. A primér patkány agyi endotél tenyészeteket 8 
µm pórusméretű filtereken tenyésztettük. A 
fluoreszcensen jelölt melanóma sejteket (C: A2058, 
D: B16/F10) a felső kamrába helyeztük Pefabloc® 
hiányában vagy jelenlétében. 5 óra után 
megszámoltuk az átvándorolt sejteket. n = 3, 
*p<0,05 (t-teszt). 

 

További kísérleteink során megpróbáltuk azonosítani, hogy milyen szerin proteázok 

játszanak szerepet a transzmigrációban. Megfigyeltük, hogy az A2058 sejtek egy 170 kDa 

molekulasúlyú membránhoz kötött proteázt expresszálnak, ami a mérete alapján megfelelt 

a szepráznak. A szepráz gén csendesítésével a 170 kDa magasságban levő proteolitikus sáv 

eltűnt, ugyanakkor a géncsendesítés mintegy 20%-kal csökkentette az endotél rétegen 

átvándorolt A2058 sejtek számát (80. ábra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a 

szepráz fontos, de nem kizárólagos szerepet játszik a melanóma sejtek vér-agy gáton 

történő átvándorlásában. 

 

80. ábra. A szepráz szerepe az A2058 melanóma sejtek agyi endotélsejteken való átvándorlásában 
A. A2058 sejtekben csendesítettük a szepráz gént. A melanóma sejteket konfluens agyi endotél tenyészetekre 
vagy üres tenyésztőedényekbe helyeztük szérummentes médiumban. 5 óra után a sejteket Triton X-114-et 
tartalmazó pufferben lizáltuk. A zimográfiás géleket EDTA jelenlétében inkubáltuk. A nyíl a szeprázt jelöli. 
B. A primér patkány agyi endotél tenyészeteket 8 µm pórusméretű filtereken tenyésztettük, majd 
fluoreszcensen jelölt melanóma sejteket (szepráz-csendesített, illetve scrambled RNS-sel transzfektált) 
helyeztünk rájuk. Az endotél rétegen és a filter pórusain átvándorolt melanóma sejteket fluoreszcens 
mikroszkóp segítségével számoltuk meg. n = 3, *p<0,05 (t-teszt). 
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6. MEGBESZÉLÉS 

6.1. A junkcionális fehérjék expressziójának sajátosságai a vér-agy gát sejtjeiben 

A junkcionális fehérjék kulcsszerepet játszanak a paracelluláris barrier kialakításában 

és szabályozásában. Azonban az a megfigyelés, miszerint egyes junkcionális fehérjék 

olyan sejtekben is expresszálódnak, amelyek jelenlegi ismereteink szerint nem 

rendelkeznek szoros kapcsolatokkal, felveti annak a lehetőségét, hogy a junkcionális 

fehérjék egyéb celluláris funkciókat is elláthatnak. Vizsgálataink során kimutattuk, hogy a 

tight junction egyik transzmembrán fehérjéje, az occludin asztrocitákban is előfordul in 

vitro körülmények között, és a membránba lokalizálódik. Az occludin jelenléte 

valószínűleg egy differenciálatlan állapot jellemzője, és az asztrociták differenciálódása 

során az occludin eltűnik. Erre utal az a megfigyelés, amely szerint a neuroepiteliális sejtek 

korai embrionális stádiumban expresszálnak occludint, ami az idegi fejlődés során eltűnik 

(Aaku-Saraste és mtsai., 1996). Ugyanakkor friss megfigyelések szerint Alzheimer kórban 

számos neuronban és asztrocitában ismét megjelenhet az occludin (Romanitan és mtsai., 

2007), a jelenség háttere azonban ismeretlen. A tight junction fehérjék funkciója az 

asztrocitákban még nem kellőképpen tisztázott. Az occludin mellett ZO-1-et, ZO-2-t és 

claudin-1-et is sikerült e sejtekben kimutatni (Howarth és mtsai., 1994, Howarth és 

Stevenson, 1995, Duffy és mtsai., 2000, Mack és Wolburg, 2006). Ezen túlmenően, 

Alzheimer kórban és vaszkuláris demenciában az occludint expresszáló asztrocitákhoz 

hasonlóan, a claudin-2-t és -11-et expresszáló asztrociták száma is megnövekszik, sőt, 

megjelennek claudin-2-t, -5-öt és -12-t expresszáló neuronok is (Romanitan és mtsai., 

2010). 

Az előzőekben említett patológiás körülmények mellet gyulladásos mediátorok is 

szabályozhatják az occludin expresszióját asztrocitákban, mint amilyen a TNF-α (Wachtel 

és mtsai., 2001). Figyelemre méltó megfigyelés, hogy a szintén proinflammatorikus 

citokin, az IL-1β képes egy másik tight junction fehérjének, a claudin-1-nek az 

expresszióját indukálni asztrocitákban, és ezzel ellentétes irányú a gap junction fehérjék 

regulációja. A különböző junkcionális fehérjék expressziójának IL-1β általi szabályozása 

befolyásolhatja az asztrociták közötti konnektivitást a központi idegrendszer gyulladásos 

folyamataiban (Duffy és mtsai., 2000). 

A gyulladásos mediátorok mellett különböző növekedési faktorok is jelentősen 

befolyásolhatják a sejt-sejt kapcsoló struktúrákat a vér-agy gát sejtjeiben, ami nagy 
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hatással lehet e sejtek morfológiai és élettani sajátosságaira. Különös jelentősége lehet az 

ily módon indukált fenotípusos változásoknak agyi endotélsejtekben. Kísérleteink során az 

ECGF (endothelial cell growth factor) által indukált fiziológiai, biokémiai és molekuláris 

változásokat vizsgáltuk meg ezekben a sejtekben. Az ECGF jelenlétében és hiányában 

megfigyelt mindkét fenotípus (I-es és II-es) rendelkezik az endotélsejtekre jellemző 

markerekkel (Bauer és mtsai., 1990). Figyelemre méltó azonban az α-aktin megjelenése a 

II-es típusú sejtekben. Kísérleti adatok igazolják, hogy epitélsejtekben az α-aktin 

megjelenése összefüggésbe hozható az epiteliális-mezenchimális transzdifferenciációval 

(Nagamoto és mtsai., 2000). Ugyanakkor primér agyi endotélsejtekben és RBE4 patkány 

agyi endotélsejtekben kontroll körülmények között is kimutatható az α-aktin (Dolman és 

mtsai., 2005). Az a tény, hogy úgy az I-es, mint a II-es típusú endotélsejtek rendelkeznek 

endoteliális markerekkel, arra utal, hogy a mi kísérleteinkben a két fenotípus a vaszkuláris 

endotélium két különböző funkcionális állapotát tükrözi. E funkcionális változások 

elsősorban a migrációs különbségekben mutatkoznak meg. Ebben fontos szerepe lehet a II-

es típusú sejtek magasabb metalloproteináz aktivitásának (van Hinsbergh és Koolwijk, 

2008), illetve a csökkent fibronektin expressziónak (Madri és mtsai., 1989, Underwood és 

Bennett, 1993). A sejt-sejt kapcsolatoknak, ezen belül is az adherens kapcsolatoknak 

jelentős szerepe van a szöveti integritás megtartásában. Az adherens kapcsolatok 

legfontosabb transzmembrán fehérjéjének, a cadherinnek a csökkenése összefüggésbe 

hozható tumorok invázióképességével (Takeichi, 1993). Ezek a kísérleti eredmények egy 

irányba mutatnak azon megfigyelésünkkel, hogy a csökkent cadherin expresszió fokozott 

migrációs készséggel jár agyi endotélsejtekben. 

Eredményeink igazolták, hogy az ECGF-nek fontos szerepe van az agyi 

endotélsejtek fenotípusának szabályozásában. Az ECGF egy nyugvó barrier képző 

állapotot kölcsönöz, amit egy alacsonyabb vándorlási képesség, alacsonyabb 

metalloproteináz aktivitás és egy magasabb fibronektin és junkcionális fehérje expresszió 

jellemez. Ezzel szemben ECGF hiányában a sejtek adhezivitása csökken, vándorlási és 

proteolitikus kapacitása megnövekedik, amit a junkcionális fehérjék mennyiségének 

csökkenése is követ. A sejtvándorlás, proteolitikus aktivitás, adhezivitás csökkenése az 

angiogenézis fontos elemei, így az általunk leírt jelenségnek fontos szerepe lehet olyan 

patológiás folyamatokban, mint a tumor progresszió vagy metasztázis képzés. 
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6.2. A szignáltranszdukció sajátosságainak vizsgálata agyi endotélsejtekben 

Az agyi endotélsejtek a központi idegrendszer homeosztázisának fenntartásában 

betöltött kiemelkedő szerepüket csak precíz szabályozó mechanizmusok segítségével 

képesek ellátni. Ehhez egy komplex receptor és szignalizációs rendszer szükséges, amely 

lehetővé teszi, hogy az agyi endotélsejtek adekvát módon reagáljanak a környezetükből 

jövő ingerekre. Kísérleteinknek egy jelentős része arra irányult, hogy ezeknek a 

jeltovábbító rendszereknek a sajátosságait feltérképezzük. 

Munkánk első lépésében arra voltunk kíváncsiak, hogy az agyi endotélsejtek milyen 

módon képesek az idegrendszer felől érkező jelzéseket érzékelni. Tekintettel arra, hogy a 

glutamát a központi idegrendszer egyik legfontosabb neurotranszmittere, vizsgálataink 

során egy érdekes megfigyelést tettünk: reverz transzkripciót követő polimeráz láncreakció 

segítségével kimutattuk, hogy az agyi endotélsejtek ionotróp (NMDA és AMPA), valamint 

metabotróp glutamát receptorok expressziójára is képesek. Eredményeink azt mutatják, 

hogy több NMDA receptor alegység is expresszálódik ezekben a sejtekben. Az NMDA 

receptorok szerepének szempontjából különösen fontos az NR1 alegység expressziója, 

ugyanis ennek az alegységnek a jelenléte feltétlenül szükséges a funkcionális NMDA 

receptorok létrejöttéhez (Hollmann és Heinemann, 1994). Kísérleteink megerősítették azt a 

korábbi, közvetett bizonyítékokon alapuló feltételezést, hogy az agyi endotélsejtek 

glutamát illetve NMDA receptorokkal rendelkeznek (Koenig és mtsai., 1992). 

Foszforilációs kísérleteink azt igazolták, hogy ezek a receptorok funkcionálisak. Ismert 

tény, hogy foszforilált állapotában a CAM-PK II elveszti Ca2+ függőségét, és megőrzi 

aktivitását Ca2+ jelenléte nélkül is (Bronstein és mtsai., 1993). Ennek olyan fontos 

neuronális folyamatokban van szerepe, mint az LTP (Lisman és Goldring, 1988). A CAM-

PK II glutamát hatás megszűnése utáni foszforilációja az agyi endotélsejtek hosszantartó 

megváltozott reakciókészségét okozhatja olyan körülmények esetén, amelyek magas 

glutamát koncentrációval járnak, mint amilyen az agyi iszkémia. A többféle glutamát 

receptor jelenléte tovább finomítja az agyi endotélsejtek reakcióját a glutamátra, és a 

különböző receptorok rész vehetnek az agyi endotélium működésének szabályozásában 

fiziológiás és patológiás körülmények között. Bár vannak olyan kísérletek, amelyekben 

nem sikerült a glutamát szerepét kimutatni (Morley és mtsai., 1998, Domoki és mtsai., 

2008), egyre több adat utal a glutamát szabályozó szerepére agyi endotélsejtekben. Így 

például a glutamát NMDA receptoron keresztül képes oxidatív stresszt kiváltani (Sharp és 

mtsai., 2005), hozzájárulva a barrier diszfunkcióhoz és a leukocita adhézióhoz (Kuhlmann 
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és mtsai., 2009). Ezen túlmenően az NR1 receptorok szabályozzák a t-PA által indukált 

agyi endoteliális szignalizációt, és szerepet játszanak a monocita transzmigrációban is 

(Reijerkerk és mtsai., 2010). A barrier funkciók sérülése a szoros kapcsolatok 

diszfunkciójával magyarázható, ugyanis kimutatták, hogy a glutamát az NMDA és 

AMPA/kainát receptorokon keresztül az occludin redisztribúciójához vezet agyi 

endotélsejtekben. A glutamát az NMDA receptorok mediálásával fokozza az occludin 

tirozin foszforilációját, rontva a barrier funkciókat, míg az AMPA/kainát receptorokon 

keresztül az occludin treonin foszforilációját fokozza (András és mtsai., 2007). A glutamát 

vazoregulációban betöltött szerepére utal az, hogy Parfenova és mtsai. (2003) kimutatták, 

hogy a glutamát, AMPA és kainát is képes volt a hém oxigenáz által katalizált CO szintézis 

indukálására izolált agyi mikroerekben és tenyésztett agyi endotélsejtekben egyaránt. A 

glutamát további szabályozó funkcióit veti fel egy proteomikai analízis, amely számos 

fehérje expressziójának módosulását mutatta ki glutamát hatására (Minagar és mtsai., 

2009). 

Az agyi endotélsejtek szerepét a glutamát hatásainak mediálásában az is jelzi, hogy 

két glutamát transzportert is expresszálnak, az EAAT1-et illetve EAAT2-t. Későbbi 

kutatások egy harmadik transzporter jelenlétét is kimutatták (EAAT3), és igazolták, hogy 

ezek a transzporterek funkcionálisak és Na+ dependensek. További vizsgálatok kimutatták, 

hogy mindhárom transzporter az abluminális oldalon helyezkedik el. A három transzporter 

együttes Km-je 14 µM, és relatív aktivitásuk 1 : 3 : 6 (EAAT1 : EAAT2 : EAAT3) 

(O’Kane és mtsai., 1999). Ezek a vér-agy gát szintjén működő transzporterek 

hozzájárulnak a központi idegrendszer alacsony extracelluláris glutamát koncentrációjának 

biztosításához, és fontos szerepet tölthetnek be patológiás körülmények között (Smith, 

2000, Teichberg és mtsai., 2009). 

A glutamát transzporterek mellett kimutattuk, hogy az agyi endotélsejtek szerotonin 

transzportert is expresszálnak. További vizsgálataink igazolták, hogy e sejtek jelentős 

szerotonin felvevő kapacitással is rendelkeznek, amelynek mintegy egyharmada gátolható 

a szelektív 5-HT felvétel blokkoló citaloprammal. Hasonló arányban gátolta a szerotonin 

felvételt a nátrium ionok hiánya is (Hyttel, 1994), ami arra utal, hogy ezekben a sejtekben 

Na+ függő, funkcionális 5-HT transzporter expresszálódik, amely az uptake mintegy 

harmadáért felelős. 

Ami a transzport affinitását illeti, az agyi endotélsejtek által expresszált szerotonin 

transzporter hasonló tulajdonságokkal rendelkezik, mint a klónozott humán 5-HT 
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transzporter (Agnel és mtsai., 1996), a trombociták vagy a placenta transzportere 

(Anderson és Horne, 1992, Ramamoorthy és mtsai., 1995). Csak az agyi membrán 

preparátumokban mutattak ki ennél 5-10-szer magasabb affinitást (Cheng és mtsai., 1993). 

A mi sejtjeinkben azonban a Vmax 30-40-szer alacsonyabb volt az agyi membrán 

preparátumban vagy a JAR humán placenta choriocarcinoma sejtekben mértnél. 

Eredményeink alátámasztják azt a megfigyelést, miszerint az 5-HT transzport 

kinetikájának variabilitása elsősorban a maximális sebességet és nem az affinitást érinti 

(Qian és mtsai., 1997). 

Eredményeink ugyanakkor arra is felhívják a figyelmet, hogy – tekintettel arra, hogy 

a szerotonin felvétel mintegy kétharmada nem volt Na+ függő, és citaloprammal sem volt 

gátolható – a szerotonin transzportjában más transzporterek is jelentős szerepet játszanak. 

A dopamin vagy norepinefrin transzporter valószínűleg nem vesz részt ebben a 

folyamatban, mert ezek a transzporterek is Na+ függőek, azonban felvetődik annak 

lehetősége, hogy egy Na+ independens kolin transzporter is részt vesz a szerotonin 

transzportjában. Egy ilyen transzport mechanizmust leírtak már az agyi endotéliumban 

(Cornford és mtsai., 1978). 

A szerotonin transzporter élettani szerepe az agyi endotélsejtekben még nem teljesen 

tisztázott. Érdemes megjegyezni, hogy az agyi endotélsejtek rendelkeznek 

monoaminooxidázzal (Maruki és mtsai., 1984), ami a szerotonint metabolizálni képes, így 

a szerotonin szint szabályozásában és ezáltal az agyi vérátáramlás regulációjában is 

szerepet játszhat e transzporter. Ezen túlmenően, friss kutatások kimutatták, hogy a 

szerotonin transzporter részt vesz a szerotonin agyból vér fele tartó transzportjában is 

(Nakatani és mtsai., 2008). 

A különböző receptorok aktiválása számos intracelluláris jeltovábbító folyamatot 

indít el, és ezek igen fontos elemei a G-fehérjék. Kísérleteink során a G fehérje α 

alegységeinek expresszióját vizsgáltuk különböző típusú agyi endotélsejtekben. 

Kimutattuk, hogy az általunk vizsgált alegységek (Gsα, Gi1α, Gi2α, Gi3α, Gq/11α és G0α) 

mind expresszálódnak az agyi endotélsejtekben. Jelenlétük fontos szerepet tölthet be a 7 

transzmembrán receptoroknak az intracelluláris jeltovábbító útvonalakhoz való 

kapcsolásában. Ismeretes, hogy az agyi endotélsejtek számos Gsα-hoz kapcsolt receptort 

expresszálnak, mint a β-adrenerg receptorok (Durieu-Trautmann és mtsai., 1991), 

hisztamin H2 receptorok (Karnushina és mtsai., 1980) vagy dopamin D1 receptorok (Bacic 

és mtsai., 1991). A Gsα alegységek a Gi (gátló) alegységekkel egyetemben az 
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intracelluláris cAMP szint regulációjában játszanak szerepet, ami a maga során 

szabályozhatja a vér-agy gát permeabilitását (Rubin és mtsai., 1991). Ezt a megfigyelést 

támasztják alá saját kísérleti eredményeink is, amelyek irodalmi adatokkal egybecsengően 

jelentős TEER emelkedést mutattak cAMP kezelés hatására. A cAMP pontos 

hatásmechanizmusa még nem teljesen tisztázott, de foszforilációs folyamatok és a TJ 

komplexitásának növekedése állhat a háttérben (Wolburg és mtsai., 1994).  

Ezen túlmenően a Gq11α alegységek fontos szerepet játszhatnak olyan potens 

vazoaktív anyagok hatásának mediálásában mint a bradikinin (Liao és Homey, 1993), 

endotelin (Eguchi és mtsai., 1993) vagy trombin (Stasek és Garcia, 1992). Érdekes 

megfigyelés, hogy Gq11α mediálta szignalizáció felelős az endoteliális barrier 

megnyílásáért gyulladásos mediátorok hatására tüdő endotélsejtekben (Korhonen és mtsai., 

2009). 

A G-fehérjéknek különleges jelentőséget ad, hogy jelenlétüket leírták a junkcionális 

komplexumban is. Ezen, elsősorban epitélsejteken végzett vizsgálatok kimutatták, hogy a 

Gsα frakció egy jelentős része kolokalizálódik a ZO-1 tight junction fehérjével, és 

aktiválása gyorsítja a TJ kialakulását a kalcium switch esszében (Saha és mtsai., 2001). A 

transzepiteliális elektromos ellenállás három-négyszeres növekedését sikerült kimutatni 

AlF4, egy potens G-fehérje aktivátor hatására is (Saha és mtsai., 1998). Ehhez hasonlóan a 

Gi2α is kolokalizálódik a ZO-1-gyel, illetve ZO-2-vel, és kapcsolódni képes a ZO-1 Src 

homológia 3-as doménjéhez (Meyer és mtsai., 2002). A Gi2α-nak szerepe lehet a szoros 

kapcsolatok kialakulásában is. Konstitutívan aktív Gi2α-val transzfektált MDCK sejtekben 

sokkal gyorsabban alakult ki magas transzepiteliális elektromos ellenállás a kalcium switch 

során, mint a kontroll sejtekben. A G0α, amely megtalálható a szoros kapcsolatok 

szubapikális régiójában is, szintén hozzájárulhat a TJ biogenéziséhez (Denker és mtsai., 

1996). 

A jeltovábbítás és interendoteliális junkciók szoros kapcsolatára utal az a 

kísérletsorozat, amelyben a Rho-kináz szerepét vizsgáltuk a Ca2+ hiány által indukált 

endoteliális diszfunkcióban. Epitélsejtekben és agyi endotélsejtekben a folytonosan 

elhelyezkedő szoros kapcsolatok kialakulásában fontos szerepet játszik az extracelluláris 

kalcium (Gonzalez-Mariscal és mtsai., 1990, Pitelka és mtsai., 1983, Rothen-Rutishauser 

és mtsai., 2002, Ivanov és mtsai., 2004(a)). A kalcium megvonást, illetve meghatározott 

idő utáni visszaadását kísérletes körülmények között a junkciók biogenézisének 

tanulmányozására használják, azonban a sejtközötti kapcsolatok szétesésének 
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mechanizmusai, különösen agyi endotélsejtekben, kevéssé ismertek. Kísérleteink során azt 

probáltuk tisztázni, hogy ezekben a sejtekben milyen mechanizmus révén károsodnak az 

interendoteliális junkciók, ha változik a Ca2+ koncentráció. A citoszkeletális változások élő 

sejtekben jól nyomon követhetőek voltak atomierő mikroszkóp segítségével. Kimutattuk, 

hogy agyi endotélsejtekben a Ca2+  megvonás jellegzetes morfológiai és citoszkeletális 

változásokat okoz (a sejtek egymástól eltávolodnak, magasságuk megnő, kortikális aktin 

gyűrű jelenik meg), és a junkciók széteséséhez vezet. A citoszkeletális változások falloidin 

festéssel is jól láthatóak voltak. Ezek az eredmények jól összevethetők epitélsejtekben tett 

megfigyelésekkel. Bélhámsejtekben kimutatták, hogy extracelluláris Ca2+ megvonás 

hatására a junkcionális fehérjék klatrin mediálta endocitózisa következik be (Ivanov és 

mtsai., 2004b). Ezzel párhuzamosan az aktin citoszkeleton is átrendeződik, kialakul egy 

kontraktilis aktingyűrű, amely kolokalizálódik a junkcionális fehérjékkel (Ivanov és mtsai., 

2004(a)), ami szintén hozzájárulhat a paracelluláris gát funkcionális hiányosságaihoz. 

További kísérleteinkben kimutattuk, hogy úgy a morfológiai és citoszkeletális, mint a 

junkcionális változások Rho-kináz függőek. A kalcium depléció okozta változások 

reverzíbilisek voltak, azonban a visszarendeződés Rho-kináz independensnek bizonyult. 

Az irodalomból ismert, hogy a Rho-kináz kulcsfontosságú szerepet játszik az aktin 

reorganizációjában, a sejtek motilitásában, adhéziójában és permebilitásában (Hopkins és 

mtsai., 2007). Az interendoteliális junkciók szabályozásában betöltött szerepe azonban 

nem teljesen tisztázott. A Rho-kináz a junkciók széteséséhez egyrészt a citoszkeletális 

tenzió növelése által járulhat hozzá. Erre utal a perifériás aktingyűrű kialakulása, amelyet 

meg lehet akadályozni Rho-kináz inhibitorral. Másrészt azonban a Rho-kináz közvetlenül 

is foszforilálhatja a claudin-5 és occludin fehérjéket agyi endotélsejtekben, amely a vér-agy 

gát megnyílásához vezet (Yamamoto és mtsai., 2008), így saját eredményeink és irodalmi 

adatok alapján állítható, hogy a Rho-kináz fontos szerepet játszik az aktin citoszkeleton és 

a szoros kapcsolatok szabályozásában agyi endotélsejtekben. 

Az elmúlt évek kutatásai során egyre több adat látott napvilágot arra vonatkozóan, 

hogy a junkcionális fehérjék, elsősorban azok, amelyek a MAGUK családba tartoznak, 

nemcsak strukturális szerepet töltenek be a szoros kapcsolatok szintjén, hanem szabályozó 

funkcióval is rendelkeznek a génexpresszióban és proliferációban. Az első TJ fehérje, 

amelyiknek a jelenlétét a magban is kimutatták, a ZO-1 volt (Gottardi és mtsai., 1996). 

Néhány évnek kellett eltelnie ahhoz, hogy Balda és Matter kimutassák, hogy a ZO-1 

kapcsolódni képes a ZONAB (ZO-1-associated nucleic acid-binding protein) Y-box 
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transzkripciós faktorhoz, és az ErbB-2 expressziójának szabályozásában vesz részt (Balda 

és Matter, 2000). 

Saját megfigyelésink és ezzel párhuzamos más laboratóriumokban született 

eredmények is arra utaltak, hogy a ZO-2 is képes a magba vándorolni (Islas és mtsai., 

2002). Azonban a ZO-2 magban betöltött szerepénk tisztázása még ma is a kezdeteknél 

tart. Kísérleteink során sikerült kimutatnunk, hogy a ZO-2 képes a SAF-B nevű fehérjével 

kapcsolódni, és ez a kapcsolódás a magban történik. Mivel a SAF-B egy olyan nukleáris 

fehérje, amely a genomiális DNS olyan régióihoz képes kapcsolódni, amelyek erős 

transzkripciós aktivitással rendelkeznek (Renz és Fackelmayer, 1996), eredményeink arra 

engednek következtetni, hogy a ZO-2-nek szerepe lehet a génexpresszió szabályozásában. 

Ezt a feltételezést erősíti meg, hogy az általunk leírt SAF-B mellett a ZO-2 képes a Fos, 

Jun és C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) transzkripciós faktorokhoz is 

hozzákapcsolódni (Betanzos és mtsai., 2004), ami a génexpresszió gátlásához vezethet. A 

sejtmagban felszaporodó ZO-2 más változásokat is indukál, így például megnövekedik az 

M2 típusú piruvát kináz mennyisége. A piruvát kinázok kulcsszerepet töltenek be a 

glikolitikus folyamatokban. Míg az M1 izoformák a vázizomban, a szívben és az agyban 

expresszálódnak, az M2 izoforma sok szövetféleségben expresszálódik, és nagy 

mennyiségben fordul elő egyes rosszindulatú daganatokban (Mazurek és mtsai., 2005), 

illetve embrionális szövetekben (Yamada és mtsai., 2000). A mi kísérleteink során azt 

tapasztaltuk, hogy a megnövekedett M2-PK a ZO-2-t magban expresszáló sejtekben 

magasabb proliferációs rátával társul, azonban a ZO-2-nek az M2-PK szabályozásában 

betöltött közvetlen szerepe még tisztázásra vár. A megnövekedett proliferációval 

párhuzamosan, destabilizálódnak a szoros kapcsolatok, amit a junkcionális fehérjék 

lokalizációjának változása és a csökkent TEER jelzett. A ZO-2 sejtciklus szabályozásában 

betöltött szerepét támasztja alá az a megfigyelés, miszerint e fehérje a sejtciklus G1 

fázisában képes a magba vándorolni, majd a mitózis során kivándorol onnan, és gátolja a 

ciklin D1 fehérje expresszióját (Tapia és mtsai., 2009). Ez magyarázatot adhat arra, hogy 

miért elsősorban a proliferáló, még nem konfluens tenyészetekben figyelhető meg a ZO-2 

a magban, és miért tűnik el a magi ZO-2 a nyugvó, konfluens tenyészetekben (Jaramillo és 

mtsai., 2004). 

A ZO-2, elsősorban a PDZ doménjein keresztül, a SAF-B-n kívül más nukleáris 

fehérjékkel is képes kapcsolódni. Ilyen a YAP2 (Yes kinase-associated protein 2) (Oka és 

mtsai., 2010), a ZASP (Lechuga és mtsai., 2010) és a TAZ (Remue és mtsai., 2010). A 
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számos azonosított nukleáris fehérje ellenére, amelyekhez a ZO-2 kapcsolódni képes, a 

nukleáris ZO-2 pontos élettani szerepe nem kellően ismert még. Kísérleteink során 

kimutattuk, hogy stressztényezők, mint a magas hőmérséklet vagy a nehézfém ionok is 

kiválthatják a ZO-2 magba vándorlását, de hipoxia hatására is megnövekedhet a ZO-2 

mennyisége a magban (Fischer és mtsai., 2004). Eredményeink egyértelműen kimutatták, 

hogy a ZO-2 strukturális feladatok ellátása mellett fontos szerepet játszik a sejtműködés 

más aspektusainak a szabályozásában és a jeltovábbításban is. Talán ezzel is 

magyarázható, hogy bár a junkcionális fehérjék működése általában redundáns, a ZO-2 

hiánya összeegyeztethetetlen az élettel (Xu és mtsai., 2008). 

6.3. 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 (Greenwood és mtsai., 1996, Weksler 

és mtsai., 2005). 

6.3.1. A hipoxia és az oxidatív stressz hatása a junkcionális komplexum 

működésére 

A hipoxia és reoxigenáció, illetve az ehhez társuló oxidatív stressz az agyi 

endotélsejteket érő egyik leggyakoribb stresszhatás, melynek következményei a klinikai 

gyakorlatban is nagy jelentőségűek. Kísérleteink során az alkalmazott oxidatív stressz nem 

befolyásolta az agyi endotélsejtek életképességét, amit a tápfolyadék változatlan LDH 

aktivitása igazolt. Hasonló eredményre jutottak Plateel és munkatársai is (1995), akik 
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szintén nem észleltek LDH aktivitás növekedést hosszantartó hipoxia után sem. 

Eredményeink arra utalnak, hogy az endoteliális funkciók károsodása még azelőtt 

bekövetkezik, hogy az endotélsejtek integritása, viabilitása sérülne. 

Az általunk megfigyelt occludin csökkenés mellett más junkcionális fehérjék 

expressziója is változhat hipoxia következtében. Így kimutatták, hogy a ZO-1 mennyisége 

csökken, amihez a fehérje foszforilációjának növekedése és redisztribúciója társul. Ebben a 

folyamatban a VEGF-nek lehet fontos szerepe (Fischer és mtsai., 2002). Koto és 

munkatársai (2007) kimutatták, hogy a hipoxia a claudin-5 expressziójának csökkenéséhez 

és a transzendoteliális permeabilitás növekedéséhez vezet bEND.3 sejtekben. Bár az 

irodalmi adatok nagy része arra utal, hogy a hipoxia/reoxigenáció, illetve az oxidatív 

stressz csökkenti a junkcionális fehérjék mennyiségét, Wittnek és munkatársainak (2003) 

nem sikerült változást kimutatniuk a claudin-3 expressziójában, sőt, ugyanez a 

munkacsoport a ZO-1 és occludin növekedését is kimutatta hipoxia/reoxigenáció hatására 

(Mark és Davis, 2002). Az in vivo kísérleti eredmények is inkább a junkcionális fehérjék 

mennyiségének csökkenését igazolják hipoxiás körülmények között. Patkányokon végzett 

vizsgálatok során kimutatható volt az occludin, a claudin-5 és a ZO-1 csökkenése úgy 

fehérje, mint mRNS szinten. A csökkenés igen gyorsan, már 2-3 órával az iszkémia után 

jelentkezett, a legerőteljesebb csökkenés 3 órával, illetve 72 órával az iszkémia kezdete 

után volt a legkifejezettebb (Jiao és mtsai., 2011). 

Kísérleteink egyértelműen kimutatták, hogy az oxidatív stressz az endoteliális barrier 

sérülését okozza, aminek hátterében az occludin mennyiségének csökkenése, illetve az 

adherens kapcsolatok károsodása állhat. Az occludin szabályozásában igen fontos szerepet 

játszhat a glükóz is: hiánya jelentősen súlyosbíthatja az oxidatív stressz által kiváltott 

károsodásokat. A junkcionális fehérjék expressziójának csökkenése oxidatív stressz 

hatására más endotélsejtekben is megfigyelhető. Így dermális mikrovaszkuláris 

endotélsejtekben az oxidatív stressz és glükóz hiányának kombinációja az occludin és 

cadherin downregulációját okozza, amelyet permeabilitás fokozódás kísér (Park és mtsai., 

1999). Hasonló körülmények között az occludin proteolitikus degradációját írták le Caco-2 

epitélsejtekben is (Rao és mtsai., 2002). 

Kísérleteink során a hipoxia/reoxigenáció az ERK1/2 aktiválódását indukálta, ami 

arra utal, hogy az agyi endotélsejtek más endotélsejtekhez és epitélsejtekhez hasonlóan 

reagálnak az oxidatív stresszre (Kevil és mtsai., 2000, Lee és mtsai., 2006). A MAP 

kinázok oxidatív stressz általi aktiválásában fontos szerepet játszik a glükóz. Bár 
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kísérleteinkben a glükóz depriváció önmagában nem okozott ERK1/2 foszforilációt, 

glükóz hiányában az oxidatív stressz által okozott aktiválás igen erőteljes volt. Az ERK1/2 

szerepe a vér-agy gát permeabilitás szabályozásában még nem kellőképpen tisztázott. 

Epitélsejtekben és más típusú endotélsejtekben kimutatták, hogy a MAP kináz útvonalak 

aktiválása az occludin downregulációjához és megnövekedett permeabilitáshoz vezet 

(Chen és mtsai., 2000), és az ERK1/2 gátlása oxidatív stressz során jelentősen gátolja az 

occludin mennyiségének csökkenését (Park és mtsai., 1999). Ezen túlmenően ERK1/2 

inhibitorral sikerült az oxidatív stressz által kiváltott occludin foszforilációt is gátolni 

(Kevil és mtsai., 2000). Az ERK1/2 foszforiláció lehetséges célfehérjéi között található a 

DAP kináz 1 (death-associated protein kinase 1) is, amely a tropomiozin foszforilációján 

keresztül járul hozzá az citoszkeleton átrendezéséhez (Houle és mtsai., 2007), ami szintén 

permeabilitás fokozódással járhat. Ugyanakkor olyan kísérleti eredmények is ismertek, 

amelyek arra mutatnak rá, hogy az ERK1/2 aktivitására szükség van a sérült barrier 

funkció helyreállításához (Wachtel és mtsai., 2002). Ezek az eredmények arra utalnak, 

hogy az MAP kináz jeltovábbító rendszernek a junkcionális komplexum állapotától 

függően más-más szerepe van. 

 

Az oxidatív stressz nemcsak önmagában fordulhat elő, hanem számos más stressz 

faktorhoz vagy patológiás körülményhez társulhat, mint a vérzéses sokk, gyulladás, 

dohányzás, amelyek eredményeink alapján szintén károsíthatják az agyi endotélsejtek 

junkcióit. 

6.3.2. A vérzéses sokk által indukált vér-agy gát károsodások 

Igen súlyos agyi keringési zavarral jár a hipovolémiás sokk is. Kísérleteink során 

kimutattuk, hogy a sokk dekompenzált fázisa során sérül a vér-agy gát integritása, és ez a 

sérülés az összes általunk vizsgált agyterületet érinti. A permeabilitás elsősorban a kis 

molekulasúlyú anyagokkal szemben növekedett, ami arra utal, hogy elsősorban a 

paracelluláris permeabilitás nő meg. Ennek hátterében a junkcionális komplexum sérülése 

állhat. Ezt a feltételezést támasztja alá az is, hogy a sokk során két transzmembrán 

junkcionális fehérje, az occludin és cadherin mennyisége is csökken agyi kapillárisokban. 

Hogy a vérzéses sokk milyen molekuláris mechanizmusok révén vezet e junkcionális 

fehérjék mennyiségének csökkenéséhez nem ismert, azonban feltételezésünk szerint a sokk 

következtében fellépő oxigén és tápanyag ellátási zavarnak fontos szerepe lehet. 

Eredményeink ugyanakkor felhívják a figyelmet arra, hogy a vérzéses sokk terápiája során 
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érdemes figyelmet fordítani a vér-agy gát működésére, mivel a megnövekedett 

permeabilitás könnyen felboríthatja a központi idegrendszer hoemosztázisát, és 

súlyosbíthatja a betegség lefolyását, mint történik az agyi iszkémia (Abbruscato és Davis, 

1999), sclerosis multiplex (Rousseau és mtsai., 1999), HIV-1 enkefalitisz (Dallasta és 

mtsai., 1999), epilepszia (Janigro, 1999) vagy bakteriális meningitisz (Kim és mtsai., 1997) 

esetén. 

6.3.3. A vér agy gát gyulladásos folyamatokban: a TLR2/6 szerepe 

A különböző keringési zavarok mellet a központi idegrendszer gyulladásos 

folyamataiban is aktív szerepet játszik az agyi endotélium. Több korábbi eredmény utal 

arra, hogy az agyi endotélsejtek különböző TLR-ek expressziójára képesek (Constantin és 

mtsai., 2004, Ziegler és mtsai., 2007, Veszelka és mtsai., 2007). Kísérleteink során a 

jelenleg ismert Toll-szerű receptorokat végigtesztelve kimutattuk, hogy az agyi 

endotélsejtek nyugalmi körülmények köztött elsősorban TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et és 

TLR6-ot expresszálnak. Ami a TLR2 és TLR4 expresszióját illeti, eredményeink 

alátámasztják azokat a korábbi megfigyeléseket, amelyek alacsony, de indukálható 

expressziót mutattak ki az endotéliumban (Singh és Jiang, 2004). Ezen túlmenően, a 

TLR3-at és a TLR4-et humán agyi endotéliumban is kimutatták (Fischer és mtsai., 2009, 

Aoki és mtsai., 2010), sőt egér eredetű agyi endotélben TLR9 expressziójára utaló 

eredmények is vannak (Constantin és mtsai., 2004), nekünk azonban ezt nem sikerült 

alátámasztanunk. Különböző gyulladásos mediátorokat (TNF-α, IL-1β, zymosan) 

alkalmazva kimutattuk, hogy a TNF-α többszörösére emeli a TLR2 és TLR3 expresszióját, 

míg a többi TLR expresszióját nem befolyásolja. Az IL-1β hatástalan volt a Toll-szerű 

receptorok expressziójára, míg a TLR6 agonista zymosan a TLR2 és TLR6 expresszióját 

fokozta. 

Ami a TNF-α által indukált TLR2 expressziót illeti, az agyi endotélsejtek más 

endotéliumokhoz hasonlóan viselkednek, ugyanis indukáló hatást mutattak ki humán tüdő 

endotélsejtekben (Winder és mtsai., 2009), illetve humán köldökvéna endotélsejtekben 

(HUVEC-ben) is (Satta és mtsai., 2008). Ugyanakkor jelentős különbségek is vannak a 

gyulladásos citokinek által indukált TLR expresszióban, mert míg nekünk nem sikerült 

indukáló hatást kimutatni IL-1β hatására, addig HUVEC sejtekben az IL-1β is jelentősen 

megnövelte a TLR2 expressziót (Satta és mtsai., 2008). A mi eredményeinkhez hasonlóan 

a TLR1, TLR4 és TLR6 expresszióját HUVEC-ben sem indukálta a TNF-α vagy az IL-1β 

(Satta és mtsai, 2008). 
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Tudomásunk szerint mi írtuk le elsőként a TLR6 expresszióját az agyi 

endotéliumban. A TLR6 szorosan kooperál a TLR2-vel, amivel heterodimér alkotására 

képes (Ozinsky és mtsai., 2000). A TLR2/6 bakteriális antigéneket felismerő receptorként 

ismeretes, de újabb eredmények alapján ennél szélesebb azon molekulák köre, amelyek 

aktiválni képesek a TLR2/6-ot, mint akut fázis szérum amiloid A (Cheng és mtsai., 2008), 

de a vakcínia vírus (Delaloye és mtsai., 2009) és a respiratorikus szinciciális vírus is 

(Murawski és mtsai., 2010) képes TLR2/6-on keresztül aktiválni a veleszületett 

immunrendszert. A TLR6 aktiválása jelentősen rontotta a vér-agy gát barrier 

tulajdonságait, aminek a hátterében a szoros kapcsolatok egy fontos transzmembrán 

fehérjéjének, az occludinnak a csökkenése és redisztribúciója állhat. A TLR6-hoz 

hasonlóan vér-agy gát permeabilitást fokozó hatást írtak le TLR4 agonisták esetén is, ami 

arra utalhat, hogy a Toll-szerű receptorok aktiválása károsan befolyásolja a vér-agy gát 

funkciókat. További kísérleteink során kiderítettük, hogy az occludin lebomlásához vezető 

jeltovábbító útvonalak egyike az ERK1/2 lehet, ami oxidatív stressz esetén is fontos 

szerepet játszik az endoteliális barrierek károsodásában. 

Az oxidatív stressz és gyulladásos folyamatok közötti kapcsolatra hívja fel a 

figyelmet, hogy az oxidatív stressz jelentősen megnövelte a TLR2, a TLR3, a TLR4 és a 

TLR6 expresszióját. A Toll-szerű receptorok expressziójának fokozódása mellet az 

oxidatív stressz és a TLR2/6 párhuzamos aktiválása fokozottan rontotta a barrier 

tulajdonságokat, és fokozottan csökkentette az occludin mennyiségét. Korábbi kutatások 

már kimutatták, hogy központi idegrendszeri betegségeket tekintve a Toll-szerű 

receptoroknak lényeges szerepe lehet az agyi iszkémia során bekövetkező patológiás 

elváltozások közvetítésében: TLR2 és TLR4 hiányos egerek esetében a betegség 

modellezése során lényegesen kisebb mértékű központi idegrendszeri károsodást 

tapasztaltak, mint a vad típusú egereknél (Tang és mtsai., 2007). Eredményeink alapján 

feltételezhető, hogy a Toll-szerű receptorok az agyi endotélsejtekben is szerepet 

játszhatnak az oxidatív stressz által kiváltott sejtkárosító hatások közvetítésében. 

6.3.4. A dohányfüst egyes összetevőinek hatása a vér-agy gátra 

Annak ellenére, hogy a dohányzás számos idegrendszeri és keringési 

megbetegedéssel hozható összefüggésbe, viszonylag kevés adat áll rendelkezésre arra 

vonatkozóan, hogy a dohányfüst alkotóelemei milyen hatással vannak az agyi 

endotélsejtekre. Vizsgálataink kimutatták, hogy a nikotin csak relatív nagy koncentráció és 

hosszan tartó kezelés esetén okoz változásokat a junkcionális fehérjék expressziójában, 
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ami elsősorban a ZO-1, valamint az occludin és cadherin mennyiségének csökkenését 

jelenti. Hasonló eredményekre vezettek a fenantrénnel végzett kísérleteink is. Az 

immunfluoreszcens vizsgálatok megerősítették a Western-blot vizsgálatokkal kapott 

eredményeket, amelyek kimutatták, hogy a nikotinra legérzékenyebb junkcionális fehérje a 

ZO-1. Ezek a kísérleti eredmények összhangban vannak az Abbruscato és mtsai. (2002), 

illetve Hawkins és mtsai. (2004) által marha endotélsejteken, illetve nikotinnal kezelt 

állatokon tett megfigyeléseivel. 

Eredményeink arra engednek következtetni, hogy csak relatív magas nikotin 

koncentráció van hatással a junkcionális komplexum fehérjéinek expressziójára. Ez a 

koncentráció emberben már toxikus, ugyanakkor krónikus dohányosoknál a nikotin hatása 

sokkal tartósabban jelentkezik. Azonban az in vitro modell nem alkalmas 24-48 óránál 

hosszabb megfigyelésre. A junkcionális fehérjék expressziójában bekövetkező változások 

nem befolyásolták szignifikánsan a TEER-t, hasonlóan a marha endotélen elért adatokhoz 

(Abbruscato és mtsai., 2002). A paracelluláris permeabilitás különböző aspektusainak 

vizsgálata során is csak toxikus koncentrációjú nikotin alkalmazása esetén sikerült 

változást kimutatni (Abbruscato és mtsai., 2002, Schilling és mtsai., 1992). Azonban a 

nikotin oxidatív stresszel társulva potencírozza az oxidatív stressz által kiváltott 

változásokat a ZO-1 fehérje expressziójában és lokalizációjában, ami tükröződik a romló 

barrier tulajdonságokban is. 

A nikotin kifejtheti hatását a nikotin típusú acetilkolin receptoron keresztül, melyek 

alegységeit (α-3, -5, -7, β-2) sikerült agyi endotélsejteken kimutatni (Abbruscato és mtsai., 

2002, Hawkins és mtsai., 2005), de nem receptor mediálta mechanizmusok szintén 

lehetségesek (Tonnessen és mtsai., 2000). 

A policiklusos aromás szénhidrogének szintén befolyásolhatják az agyi endotélsejtek 

működését. Bár agyi endotélsejtekre vonatkozó adatok tudomásunk szerint még nem állnak 

rendelkezésre, koronária endotélsejtekben kimutatták, hogy a policiklusos aromás 

szénhidrogének apoptózist és PLA2 aktivációt idéznek elő (Tithof és mtsai., 2002), aorta 

endotélben pedig fokozzák az IL-4 illetve IL-8 termelését (Nordskog és mtsai., 2005). A 

PAH-ok hatásának mediálásában fontos szerepet játszhatnak a PAH receptorok (van 

Grevenynghe és mtsai., 2006), amelynek expresszióját nekünk is sikerült kimutatnunk agyi 

endotélsejtekben. 

A fehérje expresszióban bekövetkező változásokat proteomikai analízis segítségével 

követtük nyomon. Korábbi irodalmi adatok arra utaltak, hogy a cigarettafüst komponensei 
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számos fehérje mennyiségi változását okozzák különböző sejtekben és szövetekben 

(Piubelli és mtsai., 2005, Raveendran és mtsai., 2005). Ezek között vannak olyanok is, 

amelyek a jeltovábbításban vagy apoptózisban játszanak szerepet (Yeom és mtsai., 2005). 

A vizsgálataink során mi is azt találtuk, hogy a cigarettafüst komponensei elsősorban 

metabolikus enzimek, sokk indukálta fehérjék, illetve szignalizációs fehérjék expresszióját 

változtatják. Ezen eredmények jelzik, hogy az agyi endotélsejtek a nikotin és policiklusos 

aromás szénhidrogének célpontjai lehetnek. 

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. 

6.3.5. Az occludin lebontásának mechanizmusa  

A vér-agy gát működésére irányuló vizsgálataink során több esetben is kiderült, hogy 

az occludin mennyisége csökken agyi endotélsejtekben patológiás körülmények között. 

Mivel az occludin a szoros kapcsolatok egyik fontos transzmembrán fehérjéje, és számos 

irodalmi adat is arra utal, hogy mennyisége csökkenhet különféle kóros körülmények 

között, megvizsgáltuk e fehérje szabályozási sajátosságait. Kísérleteink során kimutattuk, 

hogy az occludinnak relatív gyors turnovere van és lebontásának egyik lehetséges 

mechanizmusa a proteaszomális degradáció. Ez oly módon jöhet létre, hogy az itch, amely 

egy HECT domént tartalmazó E3 ubiquitin ligáz, az occludinhoz kapcsolódva ubiquitinálja 

azt. Az ubiquitináció szignálként szerepel a proteaszóma számára a lebontáshoz. A 

proteaszómák más junkcionális fehérjék lebontásában is szerepet játszhatnak. Így például a 

β-catenin felezési ideje is háromszorosára emelkedik proteaszóma inhibitor jelenlétében 

(Aberle és mtsai., 1997), ugyanakkor a connexin degradációjának proteaszóma inhibitorral 

történő gátlása stabilizálja a gap-junctionokat (Musil és mtsai., 2000). A proteaszómák 

szerepét a junkciók szabályozásában alátámasztja az is, hogy az epitélsejtek hepatocita 

növekedési faktor által indukált disszociációja, és az ezzel társuló occludin, illetve ZO-1 

redisztribúció proteaszóma inhibitorokkal gátolható (Tsukamoto és Nigam, 1999). Ehhez 

hasonlóan proteaszóma inhibitorral gátolható a HIV fertőzött monociták által indukált ZO-

1 downreguláció (Huang és mtsai., 2009). A proteaszomális gátlás sejtkapcsolatokat 

stabilizáló hatásának molekuláris háttere még nem tisztázott. Mivel deubiquitináló enzimek 

aktívak a junkcióknál (Taya és mtsai., 1998, Taya és mtsai., 1999) elképzelhető, hogy az 
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ubiquitinált fehérjék, amelyek felhalmozódnak a proteaszómális gátlás következtében, 

deubiquitinálódás után egy “pool”-ként szolgálhatnak a sejt-sejt kapcsolatokba való 

reintegrációhoz. Ezen túlmenően az ubiquitináció szignálként szolgálhat a 

membránfehérjék internalizációjához is (Hicke, 1999, Dinudom és mtsai., 1998, Abriel és 

mtsai., 2000, Dunn és Hicke, 2001). Az occludin ubiquitinációjának számos patológiás 

folyamatban is szerepe lehet, mint a VEGF által indukált vaszkuláris permeabilitás 

fokozódás (Murakami és mtsai., 2009) vagy az irritábilis vastagbél szindróma (Coeffier és 

mtsai., 2010). Az a tény, hogy a proteaszómális degradáció a permeabilitást is 

befolyásolhatja, felveti annak lehetőségét, hogy a degradációnak ez a mechanizmusa 

szerepet játszik olyan patológiás folyamatokban, amelyek permeabilitás fokozódással 

járnak, mint amilyen az agyi iszkémia vagy sokk. Ennek felderítésére további vizsgálatok 

szükségesek. 

Mindemellett az occludin mennyisége más mechanizmusok révén is csökkenhet a 

junkciókban. Az occludin célpontja lehet proteolitikus enzimeknek, mint amilyenek a 

metalloproteinázok. Kimutatták, hogy az MMP-2, MMP-9 és MMP-8 is képes hasítani az 

occludint (Feng és mtsai., 2011, Schubert-Unkmeir és mtsai., 2010). Az occludin 

szabályozható különböző szerin/treonin és tirozin foszforilációs mechanizmusokon 

keresztül, és célpontja számos protein kináznak is, mint amilyen a PKC, a c-Yes, a CK2 

(Andreeva és mtsai., 2001, Chen és mtsai., 2002, Smales és mtsai., 2003). Ugyanakkor az 

occludin internalizálódni is képes (Ivanov és mtsai., 2004b), ami jelzi, hogy e fehérje egy 

igen komplex rendszer szabályozása alatt áll. 

6.3.6. Az oxidatív stressz által okozott cito- és genotoxikus hatások vizsgálata a 

vér-agy gát sejtjeiben 

Kimutattuk, hogy a barrier károsodások mellett a hipoxia/reoxigenáció genotoxikus 

és citotoxikus hatást is kifejt agyi endotélsejtekben még azelőtt, hogy a sejtek 

életképessége jelentősen csökkenne. Hasonló hatást sikerült kimutatnunk a DMNQ-val 

kémiai úton indukált oxidatív stressz esetén is. A hipoxia/reoxigenáció és az oxidatív 

stressz között igen szoros az összefüggés: általánosan elfogadott, hogy a 

hipoxia/reoxigenáció során szabad oxigén gyökök keletkeznek, amelyek széleskörű 

hatással rendelkeznek: lipid peroxidációt okoznak (McCord és Roy, 1982), DNS és fehérje 

károsodásokat indukálnak. 

A genotoxikus hatás egyik megnyilvánulási formája a jelentős növekedés a 

mikonukleuszos sejtek számában, amit a glükóz mentes tápfolyadék nem befolyásolt. 
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Mivel a jelenség létrejöttének feltétele a mitózis, glükóz mentes médiumban az alacsony 

mitotikus index miatt nem növekedett a mikronukleuszos sejtek száma. A 

hipoxia/reoxigenáció illetve a DMNQ által kiváltott oxidatív stressz megnövelte az 

apoptózisos sejtek számát, amit a glükóz hiánya még tovább növelt. Ezzel párhuzamosan 

növekedett a p53 tumorszupresszor gén expressziója is. Ismeretes, hogy a p53 fontos 

szerepet játszik különböző genomiális stresszfaktorok (kemoterápia, radioaktív sugárzás) 

által kiváltott apoptózisban (Levine, 1997). Eredményeink összhangban vannak korábbi 

megfigyelésekkel, amelyek azt mutatták, hogy a p53 túlexpresszáltatása apoptózist képes 

előidézni (Stempien-Otero és mtsai., 1999). Megnövekedett apoptózist és p53 expressziót 

találtak ateroszklerotikus plakkokban is (Mercer és mtsai., 2007). A hipoxia által indukált 

apoptózis egyik lehetséges mechanizmusára a közelmúltban derült fény. Köldökvéna 

endotélsejtekben kimutatták, hogy a p38 MAP kináz-nak fontos szerepe lehet ebben a 

folyamatban (Eguchi és mtsai., 2007), ugyanis a p38 gátlása megakadályozta a hipoxia 

által indukált kromoszómális kondenzációt és nukleáris fragmentációt (Eguchi és mtsai., 

2009). A kromoszómális kondenzációhoz és nukleáris fragmentációhoz vezető útvonal 

egyik fontos eleme lehet a kaszpáz-7 is, ami a p38-alatt helyezkedik el a jeltovábbító 

kaszkádban. Azon megfigyelésünk, hogy a genotoxikus károsodások megnövekedett 

apoptózissal társulnak, arra utal, hogy összefüggés lehet a DNS sérülések és azon 

sejtszabályozó mechanizmusok között, amelyek az apoptózis irányába terelik a sejteket. 

Kísérleteink során kimutattuk, hogy a hipoxia/reoxigenáció vagy kémiai úton 

(DMNQ-val) indukált oxidatív stressz jelentős genotoxikus hatással rendelkezik 

asztrocitákban is, melyet apoptózis kísér, de nem befolyásolja az alacsonyfokú passzív 

nekrózist. Ezen túlmenően jelentős különbségeket mutattunk ki az agyi endotélsejtek és 

asztrociták oxidatív stresszre adott válaszában, és kimutattuk, hogy e válaszreakcióban 

moduláló szerepe van a glükóznak. Az agyi endotélsejtekhez viszonyítva az asztrocitákban 

alacsonyabb az apoptózis és mitózis szintje, valamint a mikronukleuszos sejtek aránya. Ez 

arra utalhat, az intracelluláris védekező mechanizmusok normoxiás állapotban egy jobb 

toleranciát kölcsönöznek az asztrocitáknak. A védekező mechanizmusok egyik pillére a 

glutation redox rendszer lehet, amely igen effektíven működik asztrocitákban (Peuchen és 

mtsai., 1997). Ugyanakkor az asztrociták nagyobb mennyiségben expresszálják a két 

antioxidáns enzimet, a mangán szuperoxid diszmutázt és a katalázt, mint az endotélsejtek 

(Schroeter és mtsai., 1999). Ez a magasabb antioxidáns kapacitás magyarázhatja az 

asztrocitákban megfigyelt alacsonyabb apoptózis szintet és a mikronukleuszos sejtek 
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kisebb arányát. Azonban az iszkémia, illetve oxigén és glükóz depriváció csökkenti a 

védekezési mechanizmust, valószínűleg a glutation mennyiségének csökkenése 

következtében (Juurlink és mtsai., 1996, Papadopoulos és mtsai., 1998). A mitokondriális 

glutation depléciója megnöveli az asztrociták érzékenységét nitrogén monoxiddal vagy 

peroxinitrittel szemben (Muyderman és mtsai., 2004, Sims és mtsai., 2004). Bár 

kísérleteink során nem vizsgáltuk, a p53 fontos szerepet játszhat az asztrociták oxidatív 

stressz által indukált apoptózisában is (Kitamura és mtsai., 1999, Bonini és mtsai., 2004). 

Munkánk során arra is fényt derítettünk, hogy (az agyi endotélsejtekhez hasonlóan) a 

magasabb glükóz szint jelentősen csökkenti az oxidatív stressz geno- és citotoxikus 

hatásait asztrocitákban. 

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 (Schroeter és mtsai., 

1999, Haseloff és mtsai., 2005), és fontos szerepet játszanak a neuronoknak a 

védekezéshez szükséges prekurzor molekulákkal való ellátásában, mint amilyenek a 

glutation prekurzorok (Dringen és mtsai., 2000). Eredményeink alátámasztják az asztroglia 

jelentős szerepét az agy védekező mechanizmusainak kialakításában. 

6.3.7. A hiperozmotikus mannitol hatása az agyi endotélsejtekre 

A hiperzmózisos környezet egyik legfontosabb következménye a sejtek zsugorodása, 

ami az agyi endotélsejtek esetén a vér-agy gát megnyílásához vezethet (Greenwood és 

mtsai., 1988), azonban ennek mechanizmusa nem kellően tisztázott. Kísérleteink során 

atomi erő mikroszkóp segítségével élő agyi endotélsejteken nagy felbontásban követtük 

nyomon a mannitol által indukált morfológiai változásokat, amelyeknek legfontosabb 

eleme a sejtek magasságának csökkenése és a membránprotrúziók megjelenése volt. A 

morfológiai változások egyik magyarázata a hiperozmotikus környezet miatti 

folyadékveszteség, azonban ez nem befolyásolta látható módon a sejt-sejt kapcsolatokat, 

mivel a sejtek nem távolodtak el egymástól. A sejtek mechanikai tulajdonságainak 

vizsgálata során számított Young modulusz értéke hasonló volt a más kutatások során 

kapott értékekhez (Mathur és mtsai., 2001). A mannitol kezelés hatására fellépő nagyfokú 

csökkenés, ami a sejtek „lágyulását” jelzi, számottevő intracelluláris strukturális 

változásokra utal. Így feltételezhető, hogy aktív folyamatok szabályozzák a hiperozmózis 

által megnövelt permeabilitást. 
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A közelmúlt kutatásai is rávilágítottak arra, hogy a vér-agy gát ozmotikus 

megnyitása nem egyszerűen a sejtek zsugorodásának következménye, hanem egy aktív 

folyamat, amelyben számos jeltovábbító útvonal vehet részt. Így például Nagashima és 

munkatársai (1997) kimutatták, hogy 1,4 M mannitol az intracelluláris Ca2+ koncentráció 

gyors növekedését idézi elő agyi kapilláris endotélsejtekben, amely 10 másodperc után érte 

el maximumát és 200 másodperc után tért vissza a kontroll értékre. Más kutatók hasonló 

eredményeket kaptak aorta endotélsejtekben is (Marchenko és Sage., 2000). 

Kísérleteink során egy erőteljes és reverzíbilis tirozin foszforilációt figyeltünk meg 

mannitol hatására agyi endotélsejtekben. Ezek az eredmények egybevágnak más 

sejttípusokon végzett megfigyelésekkel (Ragette és mtsai., 1997), azonban a foszforilációs 

mintázat ezekben a sejtekben különbözik az általunk az agyi endotélsejtekben megfigyelt 

foszforilációs mintázattól. Ezen túlmenően sikerült azonosítanunk a β-catenint, mint a 

foszforiláció egyik célfehérjéjét. Ennek fontos szerepe lehet a permeabilitás 

szabályozásában, mivel a β-catenin foszforilációja gyakran társul a cadherin mediálta 

sejtadhézió károsodásával. Ennek egyik magyarázata az lehet, hogy e foszforiláció, amely 

leggyakrabban a 86-os és 654-es tirozinon következik be, csökkenti a β-catenin affinitását 

a cadherin citoszolikus doménjéhez (Roura és mtsai., 1999), ugyanakkor a 142-es tirozinon 

történő foszforiláció a β-catenin/α-catenin kapcsolat dezintegrációját okozza (Ozawa és 

Kemler, 1998, Pai és mtsai., 2004). 

A β-catenin foszforilációja Src kináz dependens. Az, hogy az Src kináz pontosan 

milyen mechanizmusok révén szabályozza vér-agy gát működését, még nagymértékben 

ismeretlen. Figyelemre méltó, hogy az Src az adherens junkciókban is megtalálható 

köldökvéna endotélsejtekben (Lambeng és mtsai., 2005), és valószínű, hogy közvetlenül 

képes foszforilálni a β-catenin mellet más junkcionális fehérjéket is (Kale és mtsai., 2003), 

amelynek következménye lehet a megnövekedett permeabilitás (Basuroy és mtsai., 2003). 

Arra, hogy más junkcionális fehérjék is szerepet játszhatnak az endoteliális barrier 

hiperozmózis hatására bekövetkező permeabilitás változásában, több kísérleti eredmény is 

utal. Így például a vér-agy gát ozmotikus megnyitása során 30 perccel a kezelés 

megkezdése után a claudin-5 lokalizációjának változását és expressziójának csökkenését 

figyelték meg agyi erekben (Dobrogowska és Vorbrodt., 2004). Ehhez hasonlóan, 

csökkenést mutat a claudin-4 ozmotikus stressz hatására tüdő epitélsejtekben is (Nilsson és 

mtsai., 2007). A claudin-4 ozmotikus stressz általi regulációja azonban sejttípusonként 
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változó lehet, mert Lanaspa és munkatársai (2008) e fehérje expressziójának növekedését 

mutatták ki vese gyűjtőcsatornácskák sejtjeiben. 

Az Src mellett egy másik jeltovábbító molekula család, amely aktiválódhat 

hiperozmózis hatására, a MAP kinázok. Az ERK1/2 az agyi endotélsejtek mellett más 

sejttípusokban is aktiválódik hiperozmózis hatására, mint amilyenek a marha aorta 

endotélsejtek (Gatsios és mtsai., 1998, Duzgun és mtsai., 2000) és a vese 

gyűjtőcsatornácskák sejtjei (Berl és mtsai., 1997). Ezek az eredmények rávilágítanak arra a 

tényre, hogy a MAP kinázok különböző módon aktiválódnak az egyes sejttípusokban. A 

hiperozmotikus stressz által aktivált MAP kináz útvonalak még nem teljesen 

feltérképezettek. A p38-ról kimutatták, hogy szerepet játszik az OREBP/TonEBP (osmosis 

response element binding protein) aktiválásában, és ily módon részt vehet az 

ozmoreszponzív gének szabályozásában. Azonban a p38 inhibitora, az SB203580 csak 

részben gátolta egy ORE (osmotic response element) reporter aktivációját arra utalva, hogy 

ebben a folyamatban más jeltovábbító molekulák is részt vesznek (Ko és mtsai., 2002). 

Ezen túlmenően a MAP kinázok mediálhatják a hiperozmózis más hatásait is, mint a 

megnövekedett leukocita migráció (Schaeffler és mtsai., 2000), L-selectin expresszió 

(Rizoli és mtsai., 1999), vagy IL-8 termelés (Németh és mtsai., 2002). 

A foszforiláció további célmolekuláit ellenanyag mátrix segítségével kerestük, és 

három fehérjét azonosítottunk: a p130Cas-t, a fokális adhéziós kinázt (FAK) és az Axl-t. 

Mivel az első két fehérjéről más sejtekben kimutatták, hogy hiperozmotikus körülmények 

között foszforilálódik, további vizsgálatainkban az Axl-ra fókuszáltunk. 

Az Axl (más néven ARK, UFO vagy Tyro7) egy receptor tirozin kináz, melynek 

ligandja a Gas6. Endotélsejtekben mindkettő kifejeződik. Az Axl anti-apoptotikus 

(D’Arcangelo és mtsai., 2002, D’Arcangelo és mtsai., 2006, Hasanbasic és mtsai., 2004), 

proliferációt és migrációt elősegítő (Korshunov és mtsai., 2007), illetve angiogenetikus 

hatású (Gallichio és mtsai., 2005, Holland és mtsai., 2005), és számos stresszfolyamat 

során aktiválódik. Az Axl tirozinon történő foszforilációja, - az eddig azonosított 

foszforilációs helyek között van a Tyr702 és Tyr691 - két intracelluláris jeltovábbító 

útvonalat is képes indukálni: a PI3K/Akt illetve ERK útvonalakat. Eredményeink azt 

mutatják, hogy agyi endotélsejtekben az ozmotikus stressz hatására foszforilálódott Axl az 

Akt-ot aktivája, aminek eredményeképp mérséklődik a hiperozmózis által indukált 

apoptózis. A hiperozmózis által kiváltott ERK1/2 aktiváció nem az Axl-on keresztül 

történik. 
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Ugyanakkor, az ozmotikus stressz nemcsak az Axl aktiválódását, hanem lebontását is 

okozza, melynek során két 50-55 kDa-os látszólagos mólekulasúlyú C-terminális 

intracelluláris termék keletkezik. Az Axl-ról korábban már kimutatták, hogy 

poszttranszlációsan szabályozható proteolízis révén (O’Bryan és mtsai., 1995), melynek 

során szolubilis Axl fragmentum keletkezik (Costa és mtsai., 1996). Ebben a folyamatban 

metalloproteinázok is részt vehetnek (Weiniger és mtsai., 2009). A szolubilis Axl szerepe 

nem tisztázott, de feltételezhető, hogy szabályozza az Axl receptor ligandjának, a Gas6 –

nak a hozzáférhetőségét azáltal, hogy megköti a szabad Gas6-ot. 

Az általunk megfigyelt, ozmotikus stressz hatására bekövetkező Axl lebomlás két 

lépésben zajlik le: az első, metalloproteáz dependens hasítást egy proteaszoma függő 

bontás követi. Kimutattuk, hogy az Axl foszforilációja és lebontása egymástól független 

folyamatok, és a keletkező C-terminális fragmentumok közül a nagyobb méretű csak 

detergensekkel szolubilizálható, míg a kisebb méretű vízoldékonynak bizonyult. 

Eredményeink alapján az Axl fontos szerepet játszik az agyi endotélsejtek ozmotikus 

stresszre adott válaszában és anti-apoptotikus hatással bír. Annak tisztázására, hogy a 

junkciók szabályozásában részt vesz-e, további kísérletek szükségesek. 

Az ozmotikus stressz által okozott változásokat a 81. ábra összegzi. 
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81. ábra. Az ozmotikus stressz hatása agyi endotélsejtekre 
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6.3.8. A melanóma sejtek transzmigrációja 

A központi idegrendszer igen gyakori célpontja a melanóma metasztázisainak, ennek 

okai, mechanizmusai azonban nem kellőképpen tisztázottak. A kérdés vizsgálatát nehezíti, 

hogy a legelterjedtebb laboratóriumi kísérleti állatokban, mint amilyen az egér vagy 

patkány, csak nagyon ritkán alakul ki spontán melanóma (Cranmer és mtsai., 2005), ami a 

rágcsálók és az ember megbetegedésének különbözőségére utal. Ezért kidolgoztunk egy in 

vitro vér-agy gát modellt, amely humán agyi endotélsejtek tenyésztésén alapul, és amely 

alkalmasnak bizonyult a transzmigráció vizsgálatára. Ugyanakkor - jobb barrier 

tulajdonságai miatt - primér agyi endotélsejteket is használtunk, amelyeket patkányból 

izoláltunk. 

A transzmigrációról készített videófelvételek arra engednek következtetni, hogy az 

endotél rétegen való átvándorlás után a melanóma sejtek tovább vándorolnak a 

bazolaterális oldalon. Hasonló jelenséget figyeltek meg in vivo emlő karcinóma sejtekkel 

(Lu és mtsai., 2007), illetve Kienast és munkatársai (2010) leírták, hogy a melanóma és 

tüdőrák sejtek csak abban az esetben tudtak szaporodni az agyban, ha megőrzik 

kapcsolatukat az endotélsejtekkel. Ezek az eredmények egyértelműen felhívják a figyelmet 

az agyi endotélsejtek szerepére az agyi metasztázisok kialakulásában. 

Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a melanóma sejtek hatására megnőtt az 

endotél réteg permeabilitása, ami arra enged következtetni, hogy a melanóma sejtek 

károsítják a vér-agy gátat. Mivel a junkcionális fehérjék gyakorlatilag eltűnnek azokról a 

helyekről, ahol a melanóma sejtek kapcsolatba kerülnek az endotéliummal, feltételezhető, 

hogy a melanóma sejtek képesek a sejtek között, paracellulárisan átjutni. Ennek során, 

ellentétben a leukocitákkal, károsítják is az endotéliumot (Strell és Entschladen, 2008). 

Mindezek mellett nem zárható ki az sem, hogy a melanóma sejtek az egyedi endotélsejtken 

keresztül (a transzcelluláris útvonalon) is képesek lehetnek átvándorolni. 

A sikeres metasztázisképzés egyik kulcslépése az extracelluláris mátrix lebontása, 

amely fontos úgy a tumorsejtek véráramba való bejutása során, mint az extravazációkor. 

Ugyanakkor a junkcionális fehérjék is célpontjai lehetnek a proteolízisnek (Reijerkerk és 

mtsai., 2006). In vitro és in vivo kísérletes adatok utalnak arra, hogy a 

plazminogén/plazmin rendszernek fontos szerepe van a melanóma sejtek agyi 

endotéliumon való átjutásában (Perides és mtsai., 2006). A melanóma sejtek számos 

proteázt képesek expresszálni, mint az uPA (Artym és mtsai., 2002), szepráz (Monsky és 

mtsai., 1994, Piñeiro-Sánchez és mtsai., 1997) és mátrix metalloproteinázok (Hofmann és 
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mtsai., 1999, Sounni és mtsai., 2002, Tsung és mtsai., 2008), amelyek elősegítik 

invazivitásukat. 

Eredményeink azt mutatják, hogy a transzendoteliális migráció során a melanóma 

sejtek nagy mennyiségű zselatinbontó enzimet expresszálnak és szabadítanak fel, amelyek 

azonban nem mátrix metalloproteinázok, hiszen EDTA rezisztensnek bizonyultak, hanem 

Pefabloc érzékeny szerin proteázok. Ezen zselatinolitikus szerin proteázok fontos szerepet 

játszanak a transzendoteliális migrációban, hiszen Pefabloc jelenlétében szignifikánsan 

csökkent az endotél rétegen átjutó tumorsejtek száma. 

A számos proteolítikus aktivitású fehérje közül sikerült azonosítanunk a szeprázt 

(seprase = surface expressed protease vagy FAPα = fibroblast activation protein α). Ez egy 

2-es típusú transzmembrán glikoprotein, melyet először LOX melanóma sejtekben írtak le 

(Piñeiro-Sánchez és mtsai., 1997), és fontos szerepet játszik melanóma és karcinóma sejtek 

invazivitásában (összefoglalva: O'Brien és O'Connor, 2008). Homológja, a DPPIV (= 

dipeptidyl peptidase IV) normál melanocitákban, epitél és más sejtekben expresszálódik, 

míg a szepráz tumor sejtekben és mezenchimális sejtekben van jelen (Wesley és mtsai., 

1999, Gilmore és mtsai., 2006). Ezzel összhangban, amint polimeráz láncreakcióval 

kimutattuk, a D3 sejtek expresszálnak DPPIV-et, viszont nem expresszálnak szeprázt, az 

A2058 sejtek pedig ez utóbbit fejezik ki, DPPIV-et pedig nem. A2058 sejtekben a szepráz 

gén csendesítése szignifikánsan csökkentette a transzendoteliálisan átjutó sejtek számát. Ez 

a csökkenés azonban kisebb mértékű volt, mint amikor Pefabloc segítségével az összes 

szerin proteázt gátoltuk. 

Összefoglalva, in vitro eredményeink alapján a melanóma sejtek az agyi endotél 

rétegen való átjutásuk során károsítják a vér-agy gát integritását azáltal, hogy apoptózist 

indukálnak az endotélsejtekben, illetve megbontják a szoros kapcsolatok folytonosságát. 

Ezáltal a tumor sejtek képesek átvándorolni a paracelluláris útvonalon. Ezen folyamat 

során a melanóma sejtek zselatinolitikus szerin proteázokat termelnek, többek között 

szeprázt, amelyeknek gátlása szignifikánsan csökkenti az agyi endotél rétegen átjutó tumor 

sejtek számát. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

Azáltal, hogy meghatározó szerepet tölt be a keringés és a központi idegrendszer 

közötti anyagtranszport szabályozásában, a vér-agy gát fontos szerepet játszik az agyi 

homeosztázis fenntartásában. Jelentős tényező az idegrendszeri megbetegedések során is: 

egyrészt számos patológiás folyamat társul permeabilitásának fokozódásával, másrészt épp 

a vér-agy gát akadályozza meg azt, hogy egyes gyógyszermolekulák terápiás koncentrációt 

érjenek el az agyban. Tekintettel gyakorlati jelentőségére, kísérleteink során arra kerestünk 

választ, hogy milyen molekuláris mechanizmusok játszanak szerepet a vér-agy gát 

működésében fiziológiás és patológiás körülmények között. Kísérleteinket elsősorban agyi 

endotélsejt tenyészeteken, illetve a vér-agy gát in vitro modelljein végeztük. 

A junkcionális fehérjék expressziójának sajátosságai a vér-agy gát sejtjeiben 

 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. 

Bár később más munkák is igazolták illetve kiegészítették megfigyeléseinket, az occludin 

asztrocitákban betöltött szerepe még tisztázásra vár. 

 Kimutattuk továbbá, 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 agyi endotélsejtekben 

 Az endoteliális szignalizáció vizsgálata során kimutattuk, hogy az agyi 

endotélsejtek funkcionális NMDA receptorokat expresszálnak, amelyek aktiválása a CAM-

PK II foszforilációjához vezet. E folyamatnak olyan megnövekedett extracelluláris 

glutamát koncentrációval járó folyamatokban lehet szerepe, mint amilyen az agyi iszkémia. 
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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. 

 Megvizsgáltuk azt is, hogy az agyi endotélsejtek milyen G-fehérjéket 

expresszálnak. Kísérleteink rávilágítottak, hogy a klasszikus G-fehérjék mellett, az 

endoteliális szabályozásban fontos szerepet játszhat a Rho is. Kimutattuk, hogy az 

alacsony Ca2+ koncentráció által indukált junkcionális károsodás mediálásában fontos 

szerepet játszik a Rho-kináz. 

 Munkánknak az egyik legmeglepőbb fordulatot hozó része a ZO-2 fehérjének a 

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 megnövekedik 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, 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 is. 

A vér-agy gát patológiás körülmények között 

 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 
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stressz alacsony glükóz szinttel társul. Kimutattuk, hogy a hipoxia által aktivált 

jeltovábbító útvonalak között szerepel az ERK1/2. 

 In vivo kísérleteinkkel bebizonyítottuk, hogy hipoxia/reoxigenációhoz hasonlóan a 

hipovolémiás sokk is a vér-agy gát permeabilitásának fokozódásához vezet, elsősorban 

annak dekompenzált stádiumában. Eredményeink azt mutatják, hogy a folyamat hátterében 

itt is az occludin interendoteliális junkciókból való eltűnése áll. 

 A Toll-szerű receptorok expressziójának vizsgálata során kimutattuk, hogy az agyi 

endotélsejtek elsősorban TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et, 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 nevezetű MEK 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 mennyiségi csökkenése és a fehérje teljes 

mértékben eltűnt a szoros kapcsolatok területéről. 

 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 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. 

 Igen érdekes megfigyelésekhez vezetett az occludin lebontási mechanizmusainak a 

vizsgálata: 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 kicserélődik mintegy 3 óra 

alatt. 
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 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 

társul, az apoptotikus sejtszám növekedése még kifejezettebbé válik. Kimutattuk, hogy 

oxidatív stressz hatására megnő a p53 fehérje expressziója, ami még tovább fokozódik, ha 

az oxidatív stresszt glükóz mentes körülmények között alkalmazzuk. 

 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 maradt az endotélsejtekben hasonló körülmények között észleltnél. 

 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 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. 

 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 daganat, a melanóma sejtjei miként vándorolnak át a vér-agy gáton. 

Kimutattuk, hogy az adhéziót követően a melanóma sejtek képesek átvándorolni az agyi 

endotélsejt rétegeken, és ezen vándorlás során az interendoteliális kapcsolatok sérülnek. 
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Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a vándorlás paracellulárisan, az endotélsejtek 

között (is) történhet. A transzmigráció során a melanóma sejtek jelentős mennyiségű 

proteázt szabadítanak fel, amelyek közül nekünk a szepráz nevű szerin-proteázt sikerült 

azonosítanunk. 

 

Munkánkkal erősíteni szerettük volna azt a felismerést, hogy a vér-agy gát fontos 

szerepet játszik különböző megbetegedések patomechanizmusában és terápiájában 

egyaránt. Az általunk feltárt mechanizmusok értékes adatokat szolgáltathatnak 

potenciálisan új terápiás célpontok meghatározásához. 
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8. 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 megkísérlése 

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, ilyenek 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. 
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