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Rövidítések jegyzéke 

ABC  adenozin-trifoszfát-kötő kazetta (ATP-binding cassette) 

AD  Alzheimer kór (Alzheimer’s disease) 

AFM  atomerő-mikroszkóp (atomic force microscope) 

AIM2  absent in melanoma 2 

ALCAM  aktivált leukocita sejtadhéziós molekula (activated leukocyte cell adhesion 

molecule) 

Ang1  angiopoietin-1 

ANOVA  varianciaanalízis (analysis of variance) 

AQP4  aquaporin-4 

ASC  apoptózis-asszociált és CARD domént tartalmazó speckszerű fehérje (apoptosis- 

associated speck-like protein containing a CARD) 

ATP  adenozin-trifoszfát (adenosine triphosphate) 

BIR  bakulovírus apoptózist gátló ismétlődések (baculovirus inhibitor of apoptosis 

repeats) 

BSA  marhasavó albumin (bovine serum albumin) 

cAMP  ciklikus adenozin monofoszfát (cyclic adenosine monophosphate) 

CARD  kaszpáz toborzási domén (caspase recruitment domain) 

ChAT  kolin-acetil-transzferáz (choline acetyltransferase) 

CIITA  II. osztályú MHC transzaktivátor (class II MHC transactivator) 

CLR  C-típusú lektin receptor 

CSC  daganatos őssejt (cancer stem-like cell) 

DHA  dokozahexaénsav (docosahexaenoic acid) 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNS  dezoxiribonukleinsav 

EBA  Evans kékkel jelölt albumin (Evans blue albumin) 

ECM  extracelluláris mátrix 

EdU  5-etinilil-2-dezoxiuridin 

ELISA  enzimhez kötött immunszorbens próba (enzyme-linked immunosorbent assay) 

EM  endomorfin 

EndMT  endoteliális-mezenchimális tranzíció 

EV  extracelluláris vezikula 

FBS  magzati marhasavó (fetal bovine serum) 

GFAP  gliális fibrilláris savas fehérje (glial fibrillary acidic protein) 

GLUT1  1-es glükóz transzporter (glucose transporter 1) 

HBVP  humán agyi vaszkuláris pericita (human brain vascular pericyte) 

HER2  human epidermális növekedési faktor receptor 2 

HRP  tormaperoxidáz (horseradish peroxidase) 

ICAM  intercelluláris adhéziós molekula 

IF  immunfluoreszcencia 

IFN-γ  interferon-γ 

IGF-1R/IGF-2R inzulinszerű növekedési faktor receptor 1/2 (insulin-like growth factor 

receptor 1/2) 

Igf2, IGF2 inzulinszerű növekedési faktor 2 (insulin-like growth factor 2) 

IHC  immunhisztokémia (immunohistochemistry) 
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Il, IL  interleukin 

ISH  in situ hibridizáció 

JAM  junkcionális adhéziós molekula 

KYNA  kinurénsav (kynurenic acid) 

LFA-1  leukocyte function associated protein-1 

LPS  lipopoliszacharid 

LRR  leucinban gazdag ismétlődés (leucine-rich repeat) 

MDP  muramil-dipeptid 

MEF2C  myocyte enhancer factor 2C 

MFSD2A major facilitator superfamily domain-containing protein 2A 

MHC  fő hisztokompatibilitási komplex (major histocompatibility complex) 

miR, miRNS mikro-RNS 

MMP  mátrix metalloproteináz 

mRNS  hírvivő (messenger) RNS 

MS  sclerosis multiplex (multiple sclerosis) 

NAIP  neuronális apoptózist gátló fehérje (neuronal apoptosis inhibitory protein) 

NF-κB  nukleáris faktor-κB 

NOD  nukleotid oligomerizációs domén 

NPNT  nefronektin (nephronectin) 

NLR  NOD-szerű receptor (NOD-like receptor) 

OMV  külső membrán vezikulák (outer membrane vesicles) 

OG  Oregon Green 488 

OPC  oligodendrocita prekurzor sejt (oligodendrocyte precursor cell) 

PACAP  hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid (pituitary adenylate cyclase activating 

polypeptide) 

Papp  látszólagos áteresztőképesség (apparent permeability) 

PBEC  sertés agyi endotélsejt (porcine brain endothelial cell) 

PBS  foszfáttal pufferelt sóoldat (phosphate buffered saline) 

PCR  polimeráz láncreakció (polymerase chain reaction) 

 · qPCR   valós idejű PCR (quantitative PCR) 

PD  Parkinson kór (Parkinson’s disease) 

PDGF-BB vérlemezke eredetű növekedési faktor BB (platelet-derived growth factor BB) 

PDGFRβ PDGF receptor β 

PDS  plazma eredetű borjúsavó (plasma-derived serum) 

Pe  endoteliális permeabilitás 

PECAM-1 vérlemezke endoteliális sejttapadási molekula (platelet endothelial cell adhesion 

molecule-1) 

PFA  paraformaldehid 

P-gp  P-glikoprotein 

PI3K  foszfatidilinozitol 3-kináz (phosphoinositide 3-kinase) 

PM  pericita médium 

PPP  pikropodofillin (picropodophyllin) 

PRR  mintázatfelismerő receptor (pattern recognition receptor) 

PTEN  foszfatáz és tenzin homológ (phosphatase and tensin homolog) 

PYD  pirin domén (pyrin domain) 

RBEC  patkány agyi endotélsejt (rat brain endothelial cell) 

RIPA  radioimmunoprecipitation assay 
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RLR  retinoic acid-inducible gene-I-like receptor 

RNS  ribonukleinsav 

ROS  reaktív oxigéngyökök (reactive oxygen species) 

SF  Na-fluorescein (sodium fluorescein) 

SFI  ülőideg funkcionális index (sciatic functional index) 

SLC  solute carrier 

SMA  simaizom aktin (smooth muscle actin) 

 · α-SMA  α-simaizom aktin 

TBI  traumás agyi sérülés (traumatic brain injury) 

TEER  transzendoteliális elektromos ellenállás (transendothelial electric resistance) 

TEM  transzmissziós elektron mikroszkóp 

TGF-β  transzformáló növekedési faktor-β (transforming growth factor-β) 

TLR  Toll-szerű receptor (Toll-like receptor) 

TNF-α  tumor nekrózis faktor-α 

VCAM-1 vaszkuláris sejtadhéziós molekula-1 (vascular cell adhesion molecule-1) 

VLA-4  very late activation antigen-4 

WB  western-blot 

ZO  zonula occludens 
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1 Irodalmi áttekintés 

1.1 A neurovaszkuláris egység 

1.1.1 A neurovaszkuláris egység meghatározása 

A neurovaszkuláris egységet a központi idegrendszerben található idegsejtek és gliasejtek, 

valamint az erek falát alkotó endotélsejtek és az őket körülvevő simaizomsejtek és periciták 

alkotják, amelyek szoros morfológiai és funkcionális kapcsolatban állnak egymással (1. A 

ábra). A fogalmat a National Institute of Neurological Disorders and Stroke által rendezett 

2001. évi Stroke Progress Review Group meetingen vezették be,1 hogy hangsúlyozzák az agy 

sejtjeinek és ereinek összehangolt működését. A neurovaszkuláris egységnek két fő funkciója 

van, a neurovaszkuláris kapcsolás és a vér–agy gát. 

A neurovaszkuláris kapcsolás a neuronális aktivitás és az agyi véráramlás térben és időben 

való összehangolását jelenti. Ennek következtében az idegsejtek aktivitásának növekedése a 

véráramlás tranziens és lokális fokozódásához vezet.2 A neurovaszkuláris kapcsolás az 

idegsejtek, az asztrociták, a simaizomsejtek, a periciták és az agyi endotélsejtek koordinált 

működése által valósul meg. A szinaptikus aktivitás során a neuronokból és az asztrocitákból 

felszabaduló metabolikus termékek (például a laktát, az adenozin vagy a CO2) és vazoaktív 

anyagok (például a NO és a prosztanoidok) a simaizomsejtek, illetve a periciták tónusának 

változtatása révén okoznak vazodilatációt, amely az endotélsejtek közvetítésével retrográd 

irányba terjed.3 Bár korábban megkérdőjelezték a kapillárisok és a periciták szerepét az agyi 

véráramlás szabályozásában,4 egyre több adat utal arra, hogy nemcsak az arteriolákat borító 

simaizomsejtek képesek az érátmérő szabályozására, hanem a periciták is aktívan részt 

vesznek ebben a folyamatban.5,6 

A neurovaszkuláris egység másik alapvető szerepe a vér–agy gát kialakítása. A vér–agy gát 

az agy legfontosabb barrier rendszere, amely megakadályozza a potenciálisan káros anyagok 

és sejtes elemek bejutását a vérből az agyi parenchimába.7 Az agyi endotélsejtek specifikus 

barrier tulajdonságai az idegrendszeri környezet – elsősorban a periciták és az asztrociták – 

jelenlétében alakulnak ki és maradnak fenn.8,9 Ennek legfontosabb elemei a folytonosan 
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elhelyezkedő szoros kapcsolatok, amelyek szinte teljesen átjárhatatlanná teszik a sejtek 

közötti (paracelluláris) útvonalat. 

 

1. ábra. A neurovaszkuláris egység sejtjei és a vér–agy gát. 
A: Az agyi hajszálerek sejtes felépítése és az endoteliális szoros kapcsolatok legfontosabb fehérjéi. B: A vér–agy 
gát szállító és barrier funkciója. A gátat egy négyszeres védvonal határozza meg: a folytonos szoros kapcsolatok 
által biztosított paracelluláris barrier, az efflux transzporterek, az enzimatikus barrier, illetve a vastag glikokálix 
és az alacsony számú transzcitotikus vezikula által meghatározott transzcelluláris barrier. A szállító funkció az 
SLC transzporterek, vagyis a karrier-mediált endocitózis, valamint receptor-mediált és adszorptív endocitózis 
révén valósul meg. A kisméretű gáznemű és lipofil anyagok passzívan jutnak át a vér–agy gáton. TJs = szoros 
kapcsolatok (tight junctions). 

 

Az értekezés elsősorban a neurovaszkuláris egység sejtjeire és vér–agy gát szerepére 

összpontosít. 
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1.1.2 Az agyi erek sejtes felépítése 

Az agyi érhálózat kialakításában elsősorban a penetráló arteriolákból kiágazó és tovább 

osztódó mikroerek, kapillárisok vesznek részt. A penetráló arteriolát az őt közvetlenül követő 

elsőrendű mikroértől az esetek 20-50%-ában egy szfinkter választja el, amely a véráramlást 

szabályozza.10 A penetráló arteriolától számított 1.-4. elágazások alkotják a arterioláris-

kapilláris tranzíciós zónát, amelyet a valódi kapilláris elágazódások követnek.11 Egér agyban 

ezeknek átmérője 7 μm-nél kisebb, és a teljes érpálya hosszának 96%-át alkotják.11,12 

Az agyi hajszálerek egy olyan sűrű hálózatot hoznak létre, amelynek egérben kb. 300 m,12 az 

emberi agyban pedig 600-650 km a teljes hossza. A kapillárisok lumen felé néző összfelszíne 

emberben kb. 12-18 m2,7,13 és a neuronok maximális távolsága a legközelebbi kapilláristól 

kb. 20-40 µm-re becsülhető.14,15 Egér agykéregben ez a szám átlagosan 15-20 µm.16,17 Tehát 

gyakorlatilag minden idegsejt „saját” hajszálérrel rendelkezik.18,19 

Az agyi erek felépítésében az erek falát bélelő endotélsejtek, az ún. murális sejtek 

(simaizomsejtek és periciták) és az asztrocita végtalpak vesznek részt (1. A ábra). 

1.1.3 Az agyi endotélsejtek és a vér–agy gát 

Az agyi endotélsejtek az arteriolák és a kapillárisok szintjén lapos, elnyúlt, míg a venulákban 

romboid alakú sejtek, amelyek az erek lumenét határolják.20 Endoteliális jellemzőik mellett 

rendelkeznek ún. gát (barrier) tulajdonságokkal is, amelyek az epitélsejtekhez teszik őket 

hasonlóvá, és amelyek alapvető szerepet játszanak az agyi homeosztázis fenntartásában. 

Az agyi endotélsejtek barrier tulajdonságai a vér–agy gát négyszeres védvonalát határozzák 

meg (1. B ábra).21 Ezek közül az első és legfontosabb a folytonos szoros kapcsolatok jelenléte 

a sejtek között. A szoros kapcsolatok (tight junctions) képezik a paracelluláris (sejtek közötti) 

gátat, amely megakadályozza az anyagok szabad áramlását az agyi endotélsejtek luminális 

(vér felőli/apikális) és az abluminális (agyszövet felőli/bazolaterális) oldala között. 

1.1.3.1 Az interendoteliális junkciók 

Az agyi endotélsejteket összekötő szoros kapcsolatok egy fizikai barriert képeznek a sejtek 

közötti útvonal szinte teljes lezárására. Mivel ezek a struktúrák még az ionok átjutását is 
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korlátozzák, elektromos ellenállás alakul ki a sejtréteg két oldalán. A TEER (transzendoteliális 

elektromos ellenállás, transendothelial electric resistance) jól jellemzi a junkciók szorosságát. 

In vivo mérések alapján ennek értéke 1000-2000 Ω × cm2.22,23 A TEER-t azonban elsősorban 

in vitro modellek jellemzésére szokták használni, ahol számos impedancia mérési módszer 

áll a kutatók rendelkezésére a paracelluláris és a teljes ellenállás meghatározására.24 

A szoros kapcsolatok felépítésében transzmembrán és citoplazmatikus fehérjék vesznek 

részt. A transzmembrán fehérjék extracelluláris doménjei a szomszédos sejtekben található 

hasonló doménekhez kapcsolódnak (transz-interakciók formájában), így kötve össze azokat. 

Az intracelluláris domének pedig a citoplazmatikus, más néven plakkfehérjék közvetítésével 

vannak az aktin-citoszkeletonhoz kihorgonyozva. A sejtmembránban a szoros kapcsolatokat 

felépítő fehérjék cisz-interakciói övszerű fonatokat hoznak létre, amelyeknek sűrűsége, és 

az általuk alkotott hálózat összetettsége határozza meg a paracelluláris gát szorosságát. A 

gát funkció mellett a szoros kapcsolatok a sejt polaritásának kialakulásáért is felelősek, mivel 

elválasztják egymástól az apikális és a bazolaterális membránt. Ezt nevezzük a szoros 

kapcsolatok fence (kerítés) szerepének. Ezeken kívül a szoros kapcsolatok fehérjéi a 

jelátvitelben és a génátírás szabályozásában is részt vehetnek.25 

Az agyi endotélsejtek szoros kapcsolatainak transzmembrán fehérjéi közül a legfontosabbak 

a négy transzmembrán doménnel rendelkező klaudin-5, illetve más klaudin fehérjék, 

valamint az okkludin és a tricellulin. Az immunoglobulin szupercsaládba tartozó, egy 

transzmembrán domént tartalmazó fehérjék közül pedig a JAM-ek (junkcionális adhéziós 

molekula) és az ESAM (endotélsejt-szelektív adhéziós molekula) vesznek részt a szoros 

kapcsolatok felépítésében. A plakkfehérjék közül a ZO (zonula occludens) fehérjéket lehet 

kiemelni, a ZO-1-et és a ZO-2-t (1. A ábra). A ZO fehérjék állványzatként működnek a szoros 

kapcsolatokban, hiszen számos junkcionális, citoszkeletális és szabályozó fehérjét tudnak 

megkötni, ugyanakkor képesek a sejtmagba is vándorolni, ahol a génátírás szabályozásában 

vehetnek részt.26,27 

A szoros kapcsolatok kialakulásában és fenntartásában alapvető fontosságúak az adherens 

junkciók, amelyek – az epitélsejtektől eltérően – nem a szoros kapcsolatoktól 

bazolaterálisan, hanem azokkal váltakozva helyezkednek el a szomszédos endotélsejtek 

egymásra fekvő membránjaiban.28 Az adherens kapcsolatok, a szoros kapcsolatokhoz 
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hasonlóan, transzmembrán és plakk fehérjékből épülnek fel, amelyek összeköttetésben 

állnak a citoszkeletonnal és a ZO fehérjéken keresztül a szoros kapcsolatokkal is. Az adherens 

junkciók fő alkotóelemei a kadherin-katenin és a nestin-afadin komplexek, így az agyi 

endotélsejtekben a legfontosabb adherens junkcionális fehérjék a VE-kadherin (vaszkuláris 

endoteliális kadherin, kadherin-5), az α-katenin, a β-katenin, a γ-katenin (plakoglobin) és a 

p120-katenin, de ezek közelébe lokalizálódik a PECAM-1 (vérlemezke endoteliális 

sejttapadási molekula, platelet endothelial cell adhesion molecule-1, CD31) is. Az adherens 

junkciók szerepét a szoros kapcsolatok szabályozásában az is igazolja, hogy a VE-kadherin 

fokozza a klaudin-5 expresszióját.29 

A kadherineknek fontos szerepe van a sejtek polaritásának megtartásában is. EMT 

(epiteliális-mezenchimális tranzíció), illetve EndMT (endoteliális-mezenchimális tranzíció) 

során a sejtek elveszítik apiko-bazális polaritásukat, valamint csökken az adhéziós 

képességük, illetve megnő a migrációs és az inváziós kapacitásuk. Ezeket a folyamatokat az 

E-kadherin (epiteliális kadherin, kadherin-1), illetve a VE-kadherin mennyiségének 

csökkenése és az N-kadherin (neurális kadherin, kadherin-2) mennyiségének növekedése 

jellemzi.30 

1.1.3.2 Transzportfolyamatok a vér–agy gáton keresztül 

A szoros kapcsolatok, vagyis a paracelluláris útvonal nagyfokú átjárhatatlansága előtérbe 

helyezi a transzcelluláris (sejten keresztüli) transzportot az agyi endotélsejtekben. Ezt 

azonban három védvonal szabályozza: a transzcelluláris barrier, amelyet a vastag glikokálix 

és a transzcitotikus vezikulák alacsony száma határoz meg; az enzimatikus barrier, amely az 

acetilkolin-észteráz, alkalikus foszfatáz, γ-glutamil-transzpeptidáz, monoamin-oxidáz és 

egyéb enzimatikus aktivitások következménye; illetve az efflux transzporterek (1. B ábra). 

Ezek közül kiemelkedő az efflux transzporterek jelentősége, mivel számos terápiás szer 

agyba való bejutását akadályozzák meg. Az efflux pumpák az ABC (adenozin-trifoszfát-kötő 

kazetta, ATP-binding cassette) transzporterek családjába tartoznak, és energia 

felhasználásával különböző szerkezetű szubsztrátokat kötnek meg és távolítanak el a sejtből. 

Az agyi endotélsejtek luminális membránjában elhelyezkedő ABCB1 (P-gp, P-glikoprotein 

vagy MDR1, multidrug resistance protein 1), az ABCC (MRP, multidrug resistance-associated 
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protein) család tagjai és az ABCG2 (BCRP, breast cancer resistance protein) számos 

kemoterápiás szer és más gyógyszermolekula vér–agy gáton való átjutását akadályozza meg. 

Ennek megfelelően az ABC transzporterek alapvető szerepet játszanak a központi 

idegrendszeri patológiás folyamatok gyógyszeres terápiával szembeni rezisztenciájában. 

A vér–agy gátnak van egy szállító szerepe is, amely biztosítja a tápanyagok bejutását az 

agyba, illetve hozzájárul a metabolitok eltávolításához (1. B ábra). Ennek elemei: a 

kisméretű, lipofil és gáznemű anyagok (például az O2, a CO2, az etanol, a koffein vagy a 

nikotin) passzív átjutása; az SLC (solute carrier) transzporter fehérjék működése; a receptor-

mediált és az adszorptív transzcitózis. Az SLC szupercsalád tagjai közül a legfontosabbak a 

glükózt szállító GLUT1 (1-es glükóz transzporter, glucose transporter 1, SLC2A1), illetve 

számos aminosav, monokarboxilát, nukleozid és nukleotid, neurotranszmitter, valamint 

szerves anion és kation transzportere, mint például a LAT1 (large neutral amino acid 

transporter 1, SLC7A5), a CAT1 (cationic amino acid transporter 1, SLC7A1) és az MCT1 

(monocarboxylic acid transporter 1, SLC16A1). Az agyi endotélsejtekben specifikusan 

kifejeződő, atipikus SLC transzporter az MFSD2A (major facilitator superfamily domain-

containing protein 2A) a transzcitózis gátlásával járul hozzá a vér–agy gát integritásához. 

Ugyanez a fehérje uptake transzporterként is működik a DHA (dokozahexaénsav, 

docosahexaenoic acid) számára.31,32 A receptor-mediált transzcitózis elsősorban az inzulin, a 

transzferrin és az LDL (low density lipoprotein) vér–agy gáton való áthaladásában játszik 

szerepet, míg adszorptív transzcitózissal az albumin és más pozitív töltésű plazmafehérjék 

juthatnak át. 

1.1.3.3 Az agyi endotélium heterogenitása 

Néhány kivételes területtől eltekintve – mint a cirkumventrikuláris szervek és a plexus 

choroideus – a vér–agy gát tulajdonságok a teljes agyi endotéliumra érvényesek. Az agyi 

endotélsejtek azonban nem képeznek egy homogén populációt, és ennek megfelelően a 

vér–agy gát áteresztőképessége sem egyforma az agy minden területén.33 

Egyrészt a barrier a hajszálerek szintjén a legzártabb, míg a nagyobb átmérőjű mikroerekben, 

elsősorban a venulákban, csökken a transzporterek mennyisége és a szoros kapcsolatok 

komplexitása.34 Másrészt a különböző agyterületek között is lehetnek különbségek, bár a 
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korábbi eredmények csak a gerincvelő és az agyszövet közötti eltérések leírására 

korlátozódtak. Ezek alapján a vér–gerincvelő gát endotélsejtjei kevesebb szoros kapcsolati 

fehérjét expresszálnak, és magasabb permeabilitással, valamint alacsonyabb rezisztenciával 

bírnak, mint az agyi endotélsejtek.35,36 Ez a gerincvelői erek alacsonyabb pericita 

lefedettségének lehet a következménye,37 hiszen a gát tulajdonságok a központi 

idegrendszeri endotélsejtekben csak a megfelelő környezet, elsősorban a periciták és az 

asztrociták hatására alakulnak ki és maradnak fenn. 

1.1.4 A periciták szerepe az agyi erek működésének szabályozásában 

A periciták egy nem folytonos sejtréteget alkotnak az erek alaphártyájába beágyazva, és 

legnagyobb sűrűségben a központi idegrendszeri kapillárisok szintjén találhatók meg.38 

Folyamatos átmenetet képeznek az arteriolák és a venulák simaizomsejtjei között, így 

morfológiájukat tekintve három csoportba sorolhatók: ensheathing, mesh és thin-strand 

típusokba.39 Az ensheathing periciták átmeneti sejtek a simaizomsejtek és a periciták között, 

és a prekapilláris arteriolákra jellemzők. A valódi kapilláris periciták mesh és thin-strand 

típusúak, jellemzően a negyedrendű kapillárisoktól kezdődően jelennek meg, és in vivo 

Neurotrace 500/525 fluoreszcens markerrel jelölhetők,40 valamint alacsony az α-SMA (α-

simaizom aktin, α-smooth muscle actin) expressziójuk.41,42 A továbbiakban a pericita 

elnevezést csak a kapilláris pericitákra fogjuk alkalmazni. Ezek a sejtek az erek lefutásával 

párhuzamos és arra merőleges nyúlványokkal rendelkeznek, amelyek hálózatosan (mesh 

periciták) vagy helikálisan (thin-strand periciták) veszik körül a hajszálereket. 

Az agyi periciták szerepét a vér–agy gát tulajdonságok kialakításában, illetve az agyi 

véráramlás szabályozásában az elmúlt húsz évben kezdték el feltérképezni. A periciták részt 

vesznek az erek stabilizálásában,43 az alaphártya alkotóelemeinek szintézisében44 és az agyi 

endotélsejtek vér–agy gát tulajdonságainak kialakításában.45,46 Az agyi véráramlás 

szabályozásában betöltött szerepük sokáig vita tárgya volt,4,5 a legfrissebb adatok azonban 

arra engednek következtetni, hogy a gyors véráramlás változásokat inkább az átmeneti, 

ensheathing sejtek szabályozzák, míg a kapilláris periciták a kisebb és lassabb változásokért, 

valamint az alaptónus fenntartásáért felelősek.11 
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A periciták már embrionális korban szabályozzák a vér–agy gát integritásának fenntartását, 

és hatással vannak a szoros kapcsolatokra, a vezikuláris transzportra, valamint az adhéziós 

molekulák expressziójára.46 Felnőtt egerekben az agyi periciták az endotélsejtek 

permeabilitását és az asztrociták polarizációját is nagymértékben meghatározzák.45 Ennek 

megfelelően in vitro vér–agy gát kokultúra modellekben egyre gyakrabban használják a 

pericitákat az endotélsejtek barrier tulajdonságainak javítása érdekében.47 

A periciták és az endotélsejtek kesztyűujjszerűen (peg-and-socket struktúrákkal) 

kapcsolódnak egymáshoz integrin és N-kadherin molekulákon, illetve réskapcsolatokon 

keresztül, és számos szolubilis faktor révén befolyásolják egymás működését.38 Ezek közül az 

egyik legfontosabb az endotélsejtek által felszabadított PDGF-BB (vérlemezke eredetű 

növekedési faktor BB, platelet-derived growth factor BB), amelynek receptora, a PDGFRβ 

(PDGF receptor β), a periciták egyik markere. Ezenkívül a Notch, a TGF-β (transzformáló 

növekedési faktor-β, transforming growth factor-β), az Ang1 (angiopoietin-1)–Tie2 és más 

szignalizációs utak biztosítják a megfelelő pericita-endotél kommunikációt az agyban. 

1.1.5 Az asztrociták jelentősége a vér–agy gát működésében 

Az asztrociták csillag alakú makroglia sejtek a központi idegrendszer szürke- és 

fehérállományában, amelyek alapvető szerepet töltenek be az idegrendszer működésében 

és homeosztázisának fenntartásában. Heterogén sejtek, amelyek közül kiemelkedik a 

szürkeállományi protoplazmás és a fehérállományi rostos asztrociták jelentősége. Ezekben 

eltérő mennyiségű GFAP (gliális fibrilláris savas fehérje, glial fibrillary acidic protein) 

található, amely az asztrociták egyik fő marker fehérjéje.48 A GFAP mennyisége jelentősen 

megnő reaktív asztrogliózisban, amely az asztrociták különböző patológiás folyamatokra 

adott válaszreakcióját jelenti.49 

Az asztrociták szerepét úgy a vér–agy gát, mint a neurovaszkuláris kapcsolás 

szabályozásában már a 80-as években felfedezték.50,51 Az asztrociták az erekhez az ún. 

végtalpak (endfeet) útján kapcsolódnak, ugyanakkor nyúlványokat bocsátanak az idegsejtek, 

az axonok és a szinapszisok felé is,52 így biztosítva a neuronok számára a megfelelő 

környezetet és vérellátást. Ezáltal az asztrociták egy stratégiai pozíciót foglalnak el a központi 

idegrendszerben. 
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A posztnatális életkorban az asztrociták nélkülözhetetlenek a vér–agy gát fenntartásában, 

hiszen a hiányuk által okozott vér–agy gát megnyílást a periciták nem tudják kompenzálni.53 

Az asztrociták tehát meghatározó jelentőséggel bírnak az agyi endotélsejtek vér–agy gát 

fenotípusának megtartásában, amely magában foglalja a paracelluláris barriert, a 

transzporterek megfelelő expresszióját és lokalizációját, valamint a metabolikus barriert is.8 

Ezt először in vitro modellekben igazolták, hiszen az agyi endotélsejt–asztrocita kolkultúrák 

a 90-es évek elejétől kezdve széles körben elterjedtek,54 a használt állatfajtól függetlenül.55 

Az asztrociták szekretált faktorok és közvetlen kontaktusok révén kommunikálnak az 

endotélsejtekkel. A közvetlen kapcsolatokat a végtalpak biztosítják, amelyek szinte teljes 

mértékben lefedik a vérerek külső felszínét,56 és szükség esetén gyorsan helyettesítődnek.57 

A végtalpakba lokalizálódik, és azok specifikus markerének tekinthető az AQP4 (aquaporin-

4), amely a Kir4.1 inward rectifier (befelé egyenirányító) K+ csatornákkal együtt OAP-k 

(orthogonal arrays of particles) formájában jelenik meg. Az asztrociták által felszabadított 

szolubilis faktorok közül az FGF (fibroblast growth factor) és GDNF (glia-derived neurotrophic 

factor) növekedési faktorok, az Ang1 és AGT (angiotensinogen), valamint az Shh (Sonic 

hedgehog) a legfontosabbak.58 

Fontos megjegyezni, hogy az endotélsejtek is befolyásolják az asztrociták tulajdonságait, 

például a LIF (leukemia inhibitory factor) által, amely az asztrociták differenciációját 

indukálja.59 Ugyanakkor az asztrociták nemcsak az endotélsejtekkel, hanem a pericitákkal is 

kommunikálnak, és közösen koordinálják a vér–agy gát működését.60 Ezeken kívül az 

asztrociták termelik az agyi erek alaphártyájának parenchimális rétegét,44 amely a vér–agy 

gát alkotóelemének tekinthető.61 

1.1.6 A neurovaszkuláris egység felépítésében és működésében résztvevő 

egyéb sejtek 

A gliasejtek közül a mikrogliasejtek az agy rezidens immunsejtjei, amelyek a gyulladásos 

folyamatokat koordinálják. A mikrogliasejtek depléciója önmagában nem okoz jelentős 

változást a vér–agy gát áteresztőképességében,62 azonban a neuroinflammáció és a 

mikroglia aktiváció annak megnyílásához vezet. A mikroglia aktiváció és a vér–agy gát 

diszfunkció kölcsönösen indukálhatják egymást számos agyi patológiás folyamat során,63 bár 



17 
 

szisztémás gyulladásban, főleg annak kezdeti szakaszában, a mikrogliasejtek védőhatást is 

kifejthetnek a vér–agy gátra.64 

A legfrissebb eredmények alapján a mikrogliasejtek a purinerg szignalizáción keresztül a 

neuronokat és a véráramlást is szabályozzák. Úgy a neuroprotekcióban, mint a 

neurovaszkuláris kapcsolásban a mikrogliális P2Y12 receptorok kitüntetett szerepe 

igazolódott.65,66 

Viszonylag kevéssé ismert a többi agyi sejt szerepe a neurovaszkuláris funkciók 

szabályozásában. A fehérállományban elhelyezkedő oligodendrociták segíthetik a vér–agy 

gát működését, azonban erről keveset tudunk,67 míg az OPC-k (oligodendrocita prekurzor 

sejt, oligodendrocyte precursor cell) felhalmozódása az asztrocita végtalpak leszorítását és a 

vér–agy gát megnyílását eredményezheti.68 Még ennél is kevésbé ismert a nagyobb erek 

mentén elhelyezkedő fibroblasztok szerepe az agyban, amelyek patológiás esetekben a 

fibrózis kialakulásáért lehetnek felelősek.69 

A neuronokat csak tágabb értelemben szokták a neurovaszkuláris egység sejtjeinek 

tekinteni, noha iniciáló szerepük a neurovaszkuláris kapcsolásban megkérdőjelezhetetlen,1 

míg a neuronális aktivitás vér–agy gátra kifejtett hatása már inkább csak indirekt lehet.70 Az 

embrionális fejlődés során a vér–agy gát kialakulásában a neurális progenitor sejteknek lehet 

fontos szerepe azáltal, hogy a Wnt útvonalon keresztül indukálják a kialakuló erek barrier 

tulajdonságait, míg a perictiták, majd az asztrociták hatása csak később fog érvényesülni.71,72 

1.2 Az agyi erek szerepe neuroinflammációban 

1.2.1 A neuroinflammáció agyi patológiás folyamatokban és öregedésben 

A neuroinflammáció, amely a központi idegrendszer gyulladásos válaszreakciója a 

homeosztázis megváltozására, számos agyi patológiás folyamat velejárója. Ugyanakkor 

szisztémás gyulladásos és metabolikus betegségekben is megjelenik, valamint fiziológiás 

folyamatokban, mint az embrionális fejlődés vagy az öregedés. Az öregedés egyik fő 

jellegzetessége az alacsony fokú, steril gyulladás (inflammaging), amely hozzájárul a 

neurovaszkuláris funkciók sérüléséhez73,74 és az időskori agyi patológiás folyamatok 

kialakulásához is, mint az iszkémiás stroke vagy a neurodegeneratív megbetegedések. 
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A neuroinflammáció fő résztvevői a mikroglia- és a bevándorló immunsejtek, az asztrociták 

és a vér–agy gát, valamint a különböző gyulladásos citokinek.75 Bár a gyulladásos reakció az 

idegszövet védelme és a káros sejtek eltávolítása céljából alakul ki, a folyamat gyakran 

elhúzódik és kontrollálatlanná, károssá válik. 

Az agy egy immunprivilegizált szerv, és a leukociták vér–agy gáton való átvándorlását számos 

mechanizmus korlátozza.76 Gyulladásos körülmények között azonban különböző típusú 

fehérvérsejtek juthatnak be az agyszövetbe akár a vér–agy gáton, akár a vér–liquor gáton 

keresztül,77 illetve az agyhártyák felől is.78 MS-ben (sclerosis multiplex, multiple sclerosis) 

elsősorban T sejtek és B sejtek,79 de neutrofil granulociták is bevándorolnak az agyszövetbe, 

akárcsak AD-ben (Alzheimer kór, Alzheimer’s disease).80 Iszkémiás folyamatokban és TBI-ban 

(traumás agyi sérülés, traumatic brain injury) neutrofilek, monociták és limfociták is 

megjelennek az agyban.81,82 Ugyanakkor aktiválódnak a perivaszkuláris makrofágok, a 

mikrogliasejtek és az asztrociták is. 

Az agyi endotélsejtek is részt vesznek a gyulladásos reakciókban, hiszen a felszabaduló 

citokinek diszruptív és nem diszruptív változásokat okoznak a vér–agy gát szintjén.83 A 

diszruptív változások, azaz a vér–agy gát permeabilitásának fokozódása, a glikokálix 

lebontását, az endotélsejtek apoptózisát és legfőképp a szoros kapcsolatok sérülését jelenti. 

A nem diszruptív változások a sejtfelszíni adhéziós molekulák expressziójának fokozódását, 

valamint a citokinek felszabadítását foglalja magába. Az agyi endotélsejtek tehát nemcsak 

célpontjai, hanem forrásai is a gyulladásos faktoroknak, hiszen számos proinflammatorikus 

IL-t (interleukin) szekretálnak, mint az IL-1α, IL-6 és IL-10, valamint más citokineket és 

kemokineket is, mint a TNF-α (tumor nekrózis faktor-α), a G-CSF (granulocyte-colony 

stimulating factor), a GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), a CCL5 

(RANTES, regulated upon activation, normal T cell expressed and presumably secreted) vagy 

a CX3CL1.84,85 Az endotélsejtek felszínén megjelenő adhéziós molekulák, mint az E-szelektin, 

a P-szelektin, az ICAM-1 és ICAM-2 (intercelluláris adhéziós molekula-1 és -2), valamint a 

VCAM-1 (vaszkuláris sejtadhéziós molekula-1, vascular cell adhesion molecule 1), és a 

szekretált gyulladásos mediátorok is segítik a fehérvérsejtek agyba való bejutását, tovább 

erősítve a gyulladást.86 
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Az endotélsejtekhez hasonlóan a periciták is az adhéziós molekulák expressziójának 

fokozásával, valamint citokinek és kemokinek szekréciójával válaszolnak a gyulladásos 

faktorok jelenlétére. A periciták elsősorban IL-6, IL-8, CCL2, CXCL1, CXCL2, CXCL3 és MIP-1α 

(macrophage inflammatory protein-1α) felszabadítására képesek.85,87,88 

A gyulladásos folyamatok aktiválódása fertőző és nem fertőző ágensek hatására indulhat be, 

amelyeket a citokin receptorok és a PRR-ek (mintázatfelismerő receptor, pattern recognition 

receptor) ismerhetnek fel. 

1.2.2 A PRR-ek 

A PRR-ek a veleszületett immunitás sejtjeinek receptorai, amelyek konzervált molekuláris 

mintázatokat ismernek fel. Ezek a mintázatok egyrészt mikrobiális patogénekre jellemzők 

(PAMP, pathogen-associated molecular pattern), másrészt szöveti károsodás kapcsán 

szabadulhatnak fel, illetve exogén úton juthatnak be steril gyulladást okozva (DAMP, 

damage-associated molecular pattern).89,90 A legfontosabb mikrobiális mintázatok a Gram-

negatív baktériumok külső membránjában levő LPS (lipopoliszacharid), a bakteriális és virális 

nukleinsavak, a baktériumok ostoraiban megtalálható flagellin, a Gram-pozitív és Gram-

negatív baktériumokban egyaránt jelen levő MDP (muramil-dipeptid) vagy a gombák 

sejtfalában található zymosan. A sérült sejtekből felszabaduló alarminok közé tartozik az 

extracelluláris ATP, RNS (ribonukleinsav) és DNS (dezoxiribonukleinsav), a húgysav és sói, a 

ROS (reaktív oxigéngyökök, reactive oxygen species) és a HMGB1 (high mobility group box 

1). Az exogén DAMP-ok közé tartoznak egyes nanopartikulumok, a SiO2 vagy az Al(OH)3. 

A PRR-ek öt családba tartoznak. Ezek a membránban elhelyezkedő TLR-ek (Toll-szerű 

receptor, Toll-like receptor) és CLR-ek (C-típusú lektin receptorok), valamint a 

citoplazmatikus NLR-ek (NOD-szerű receptor, NOD-like receptor, nucleotide-binding 

oligomerization domain-like receptor), RLR-ek (RIG-I-like receptor, retinoic acid-inducible 

gene-I-like receptor) és ALR-ek (AIM2-like receptor, absent in melanoma 2-like receptor).91 

A CLR-ek, mint például a mannóz receptorok és a dectin-1 és dectin-2 (dendritic cell-

associated C-type lectin-1 és -2), elsősorban karbohidrát motívumokat ismernek fel.92 Az 

RLR-ek RNS szenzorok, míg az ALR-ek főként a szabad DNS-t ismerik fel, és ezek 
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leggyakrabban vírusfertőzés során aktiválódnak.93,94 Jelen munkában a TLR-ekre és az NLR-

ekre koncentrálunk. 

1.2.2.1 A TLR-ek szerepe neuroinflammációban 

A TLR-ek I-es típusú transzmembrán fehérjék, amelyek elsősorban dendritikus sejtekben és 

makrofágokban expresszálódnak, de jelen vannak nem immunsejtekben, például 

fibroblasztokban és epitélsejtekben is. A TLR családnak 13 tagja van, amelyek közül 

emberben az első tíz expresszálódik, míg egérben hiányzik a TLR10. A TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6 és TLR10 a sejtmembránban helyezkedik el, míg a TLR3, TLR7, TLR8 és TLR9 

intracelluláris vezikulák membránjában. A TLR-ek elsősorban mikrobiális ligandokat 

ismernek fel. A TLR4 legfontosabb aktivátora az LPS, míg aTLR3 a kettős szálú RNS-t, a TLR5 

a flagellint, a TLR2 és TLR6 a diacilált lipoproteineket, a lipoteikolsavat és zymosant, míg a 

TLR9 a CpG (nem-metilált citozin-guanin dinukleotid) motívumokat köti (2. ábra).95 

Ugyanakkor számos endogén alarmin is lehet TLR ligand.96 

 

2. ábra. A TLR-ek és legfontosabb ligandjaik. 
A TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 és TLR6 a plazmamembránban expresszálódik, míg a TLR3, TLR7/8 és a TLR9 
endoszomális membránokban. Elsősorban baktériumokban és vírusokban található molekuláris mintázatokat 
ismernek fel. Ligandkötés után a receptorok homo- vagy heterodimereket képeznek. 

 

A ligand felismeréséért az extracelluláris régióban található LRR (leucinban gazdag 

ismétlődés, leucine-rich repeat) domének felelősek. A TLR-ek ligandkötést követő 
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dimerizációja után a jelátvitel a TIR (Toll/IL-1 receptor) intracelluláris doménről indul, 

amelyhez különböző adapter fehérjék kapcsolódhatnak. Ezek közül a leggyakoribb a MyD88 

(myeloid differentiation factor 88), amely az IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase) 

kinázon keresztül aktiválhatja az NF-κB (nukleáris faktor-κB) és a MAPK (mitogén-aktivált 

protein kináz) útvonalakat gyulladásos mediátorok átírásának fokozódását okozva.97 

Az agyi sejtek közül a mikrogliasejtek expresszálják a legtöbbféle TLR-t (TLR1-TLR9), de 

számos TLR van jelen az asztrocitákon, az oligodendrogliákon és az idegsejteken is.98 

Csoportunk kimutatta, hogy az agyi endotélsejtek TLR2-t, TLR3-at, TLR4-et és TLR6-ot 

expresszálnak.99 Oxidatív stressz hatására vagy gyulladásos körülmények között megnő a 

TLR-ek mennyisége, és aktiválódásuk a vér–agy gát megnyílásához vezet.99–102 Az agyi 

pericitákban korábban csak a TLR4 jelenléte volt ismert.87 

A TLR-ek aktiválódása kulcsszerepet játszik úgy a fertőzéses, mint a steril neuroinflammáció 

kialakulásában, így a meningoencephalitis, illetve a stroke, az AD, a PD (Parkinson kór, 

Parkinson’s disease) vagy az MS kialakulásában.103 

1.2.2.2 Az NLR család 

Az NLR-ek erősen konzervált, citoszolikus PRR-ek, amelyeknek felépítésében három fontos 

domén vesz részt. Ezek közül centrálisan helyezkedik el a NACHT (más néven NOD vagy NBD, 

nukleotid oligomerizációs/kötő domén, nucleotide oligomerization/binding domain), amely 

az ATP-függő oligomerizációért felelős. A NACHT egy mozaikszó, amely a NAIP (neuronális 

apoptózist gátló fehérje, neuronal apoptosis inhibitory protein), a CIITA (II. osztályú fő 

hisztokompatibilitási komplex transzaktivátor, class II major histocompatibility complex 

transactivator), a HET-E (heterokaryon incompatibility protein-E) és a TP-1 (telomerase 

associated protein-1) kezdőbetűiből áll össze. Az NLR-ek C-terminális részén található LRR 

domének a ligandkötés helyszínei, míg a variábilis N-terminális a fehérje-fehérje 

interakciókért felelős régió. Az N-terminális domén lehet CARD (kaszpáz toborzási domén, 

caspase recruitment domain), PYD (pirin domén, pyrin domain) vagy BIR (bakulovírus 

apoptózist gátló ismétlődések, baculovirus inhibitor of apoptosis repeats), és ezek 

határozzák meg az alcsaládot, amelybe az adott NLR tartozik.104 
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Humánban jelenleg 23, míg egérben 34 NLR-t írtak le, amelyek öt alcsaládot alkotnak.105 Az 

NLRA alcsaládnak egyetlen tagja a CIITA, amely N-terminális részén CARD és „AD” (acidic 

transactivation domain) régiókat tartalmaz. A BIR doménnel rendelkező NLR-ek az NLRB 

alcsaládba tartoznak, ezek a NAIP (egérben NAIP1-7) fehérjék. Az NLRX alcsaládba szintén 

egy fehérje tartozik, amelynek N-terminális doménje ismeretlen, míg a legnépesebb 

csoportot az NLRC és NLRP alcsaládok alkotják, amelyek CARD, illetve PYD N-terminális 

domént tartalmaznak (3. ábra). 

 

3. ábra. Az NLR-ek felépítése. 

 

Az NLR család tagjait úgy patogén eredetű, mint endogén ligandok aktiválhatják. A 

NOD1/NLRC1 és NOD2/NLRC2 fehérjék peptidoglikán szenzorok, így aktiválhatók MDP-vel, 

amely a minimális bioaktív peptidoglikán motívum.106 A NAIP az NLRC4-gyel együttműködve 

a bakteriális a flagellin és 3-as típusú szekréciós rendszer felismerésében játszik szerepet.107 

Ez utóbbiban az NLRP3-nak is fontos szerepe lehet,108 bár az NLRP3 elsősorban endogén 

molekulákkal aktiválható, mint az ATP, a ROS vagy a K+ ionok beáramlása a sejtbe, azonban 

feltételezhetően ezek nem kapcsolódnak közvetlenül a receptorhoz.109 
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Az NLR-ek elsősorban a veleszületett immunválasz mieloid sejtjeiben vannak jelen, de 

limfoid sejtekben és nem hemopoetikus sejtekben is expresszálódhatnak.110 Az agyban a 

mikrogliasejtek, asztrociták, oligodendrogliák és neuronok az NLRC és NLRP alcsalád számos 

tagját expresszálják, amelyek neurodegeneratív és pszichiátriai kórképekben játszhatnak 

szerepet.111 Agyi endotélsejtekben korábban csak a CIIta és az Nlrp3 mRNS indukálható 

expresszióját mutatták ki,112,113 míg agyi pericitákban a NOD1 jelenléte volt ismert.114 

Az NLR-ek funkciójukat tekintve is osztályozhatók. Egyes NLR-ek az NF-κB szignalizációt 

aktiválják (a NOD1 és a NOD2) vagy gátolják (az NLRP12 és az NLRX1). Mások az MHC II (II. 

osztályú fő hisztokompatibilitási komplex, major histocompatibility complex II) expressziót 

szabályozzák, ilyenek a CIITA és az NLRC5. A harmadik csoport inflammaszómák 

kialakításában vesz részt.115 

1.2.3 Az inflammaszómák 

Az inflammaszómák olyan intracelluláris multiprotein komplexek, amelyek platformként 

szolgálnak a gyulladásos kaszpázok aktivációjához (4. ábra). 2002-ben írták le őket,116 és 

azóta nagy fontosságot tulajdonítanak nekik nemcsak immunsejtekben, hanem egyéb 

sejtekben is. Az inflammaszómában az NLR (vagy más receptor) az ASC (apoptózis-asszociált 

és CARD domént tartalmazó speckszerű fehérje, apoptosis-associated speck-like protein 

containing a CARD, más néven PYCARD) adapter fehérjén keresztül kapcsolódik a 

kaszpázhoz, amely autokatalitikusan aktiválódik, és hasítja, ezáltal aktiválja az IL-1β-t, az IL-

18-at, illetve a piroptózist okozó gasdermin D-t.109 A piroptózis a programozott sejthalál egy 

speciális formája, amelynek során pórusok keletkeznek a plazmamembránon, amelyeken 

keresztül citokinek és intracelluláris molekulák kerülnek az extracelluláris térbe fokozva a 

gyulladásos folyamatokat.117 Az IL-1 család tagjai közül a gyulladáscsökkentő hatású IL-37 

érése is inflammaszóma-függő,118 míg az IL-33-é – a korábbi elképzelésekkel ellentétben – 

nem.119 

Az inflammaszómaképző NLR-ek az NLRP1, az NLRP3 és a NAIP-NLRC4, amelyek az NLRP1 

inflammaszóma, az NLRP3 inflammaszóma, illetve az NLRC4 inflammaszóma kialakításában 

vesznek részt. Ezeken kívül leírtak még NLRP2, NLRP6, NLRP7, NLRP9b, NLRP12, NLRC5, 

pyrin, CARD8, AIM2 és IFI16 (interferon γ-inducible protein 16) inflammaszómákat is.120 
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4. ábra. Az inflammaszómák aktivációja. 
Az inflammaszómák NLR fehérjéből, ASC adapter molekulából és kaszpázokból felépülő molekuláris 
platformok, amelyek bizonyos citokinek (IL-1β és IL-18) érését, illetve a piroptózist mediálják. Az első 
gyulladásos jel a priming folyamatot indítja el, amely az inflammaszóma komponensek átírásának fokozódását 
jelenti. Ezt a lépést egy vagy több TLR vagy citokin receptor aktivációja váltja ki. Az inflammaszóma 
alkotóelemei egy második gyulladásos jel hatására szerelődnek össze, és ennek eredményeképpen az 
aktiválódó kaszpázok hasítják az IL-1β citokint. A kanonikus aktiváció során az inflammaszóma-képző NLR-ek 
vagy más receptorok játszanak kulcsszerepet, míg a nem kanonikus útvonal aktiválódását a baktériumok vagy 
az OMV-k (külső membrán vezikula, outer membrane vesicle) bekebelezésével a citoplazmába jutott LPS váltja 
ki. CASP = kaszpáz (caspase). (Az ábrát Nyúl-Tóth Ádám készítette.) 

 

Az ASC PYD- és CARD-domént is tartalmaz. Előbbivel az NLR-hez, utóbbival a gyulladásos 

kaszpázhoz kapcsolódik. Az ASC PYD-doménje nemcsak az NLR-hez kötődik, hanem az ASC 

filamentummá történő polimerizációját is koordinálja, míg a CARD-domén felelős a 

filamentumok háromdimenzós struktúrába való aggregálódásáért, amit ASC speck-

képződésnek nevezünk. A speck átmérője mikroszkopikus méretű (1-2 µm) lehet.121 Ennek a 

jelerősítő mechanizmusnak a citokinek érésében van szerepe, míg a piroptózisban nincs.122 
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Az inflammaszóma-aktivált kaszpázok közül elsőként a kaszpáz-1-et írták le, amely úgy az IL-

1β és az IL-18, mint a gasdermin D hasítását végzi humánban és egérben egyaránt. A 

gasdermin D hasításában, valamint a nem kanonikus inflammaszóma-aktivációban azonban 

más kaszpázok is részt vesznek: emberben a kaszpáz-4 és a kaszpáz-5, egérben pedig a 

kaszpáz-11.123 

Az NLRP3 inflammaszóma esetében, amely a legjobban ismert inflammaszóma,124 az 

aktiváció jellemzően két lépésben történik (4. ábra). Az első lépés a priming, amelynek során 

indukálódik az NLRP3 és a pro-IL-1β átíródása, illetve lezajlanak a szükséges poszttranszlációs 

módosítások. Ezt a lépést gyakran egy TLR aktivációja váltja ki, például a TLR4-é LPS hatására, 

de a NOD2 vagy bizonyos citokin receptorok is (TNFR1/2, 1-es és 2-es TNF receptor vagy IL-

1R1, 1-es típusú IL-1 receptor) beindíthatják a priming folyamatot. Az inflammaszóma 

összeszerelődését egy második szignál váltja ki, amely az NLRP3-at aktiválja. Az NLRP3 

aktivátorok közé számos mikrobiális és nem fertőző exogén, valamint szöveti molekuláris 

mintázat tartozik, mint például az ATP, a koleszterin kristályok, az urát kristályok, a ROS, a β-

amiloid fibrillumok, az MDP, az LPS, a SiO2, stb., amelyek általában K+ effluxot okoznak. A K+ 

efflux önmagában képes aktiválni az NLRP3-at – így hat például a nigericin is –, azonban K+ 

effluxtól független NLRP3 aktiváció is ismert.125 Az NLRP3 aktivációjához szükséges még a 

NEK7 (NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 7), amely a K+ effluxtól downstream 

szabályozza az NLRP3 oligomerizációját.126 

Az előbbiekben ismertetett kanonikus inflammaszóma-aktiváción kívül létezik egy nem 

kanonikus útvonal is (4. ábra). Ennek során a citoplazmába jutó LPS a kaszpáz-11-hez, illetve 

a kaszpáz-4/5-höz kapcsolódik.127,128 Ezek a kaszpázok hasítják a gasdermin D-t, azonban az 

IL-1β-t és az IL-18-at csak közvetve aktiválják, míg az IL-1α a kaszpáz-5 és a kaszpáz-11 

szubsztrátja lehet.129 

A priming és aktiváció elkülönülése elsősorban az NLRP3 inflammaszóma sajátossága, bár a 

priming lépés itt sem mindig szükséges.130 Fontos ugyanakkor azt is megjegyezni, hogy az IL-

1β érésének nem az inflammaszóma általi hasítás az egyetlen útja. Számos más, 

inflammaszómától független proteáz is részt vehet a pro-IL-1β hasításában, mint például 

különböző szerin proteázok vagy metalloproteinázok,131 ám ezen folyamat jelentősége agyi 

sejtekben nem ismert. 
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1.2.4 Az inflammaszómák szerepe agyi gyulladásos folyamatokban 

Az inflammaszómák az agyi sejtekben is aktiválódhatnak, elsősorban neurodegeneratív 

megbetegedésekben, de fertőző vagy traumás agyi folyamatokban, valamint öregedés során 

is. Az agyi sejtek közül a mikrogliasejtek, az asztrociták és a neuronok is számos 

inflammaszóma-képző NLR-t expresszálnak, mint az NLRP1, az NLRP3 vagy az NLRC4, és az 

inflammaszómák egyéb résztvevői, mint az ASC vagy a gyulladásos kaszpázok is 

megtalálhatók bennük.132,133 Arról, hogy az agyi vaszkuláris sejtekben (endotélsejtekben és 

pericitákban) aktiválódhatnak-e az inflammaszómák, a 2010-es évek közepéig nem voltak 

adatok. A perifériás endotélsejtekben sem sokkal előbb írták le először az NLRP3 

inflammaszómát,134 míg perifériás pericitákban néhány évvel később.135 

Az agyban is az NLRP3 inflammaszómáról van a legtöbb adatunk. Elsősorban 

mikrogliasejtekben aktiválódhat neurodegeneratív megbetegedésekben, de stroke-ban, TBI-

ban és fertőzésekben is.133 AD-ben főként a β-amiloid,136 PD-ben az α-szinuklein,137 MS-ben 

valószínűleg a ROS felszaporodás,138 míg iszkémiás stroke-ban az elpusztuló sejtekből 

felszabaduló citoszolikus alarminok139 aktiválják az NLRP3 inflammaszómát 

mikrogliasejtekban. A neurodegeneratív kórképekben felszaporodó LPC 

(lysophosphatidylcholine) az NLRP3 és NLRC4 inflammaszómákat aktiválja mikroglia- és 

asztrogliasejtekben,140 míg stroke modellben az NLRC4 és az AIM2 inflammaszómák szerepe 

bizonyult meghatározónak a gyulladás és az agyi sérülés fokozásában.141 Ezeken kívül 

asztrocitákban az NLRP2, míg neuronokban az NLRP1 inflammaszómákat írták le in vitro, 

illetve különböző betegségmodellekben.142–145 

Az inflammaszóma-aktiváció az inflammagingben is szerepet játszhat,146 amely az öregedés 

során jelentkező alacsony fokú, elhúzódó gyulladást jelenti. Az inflammaszóma-aktiváció 

hozzájárulhat a kognitív hanyatláshoz147 és az öregedéshez köthető patológiás folyamatok 

(az AD, a PD vagy a stroke) kialakulásához. Az inflammaszómák aktivációja ugyanakkor olyan 

vaszkuláris érintettséggel járó szisztémás megbetegedésekre is jellemző, mint a 2-es típusú 

diabétesz, az ateroszklerózis, az elhízás vagy a magas vérnyomás, amelyek agyi patológiás 

folyamatok rizikófaktorai vagy velejárói lehetnek.132 A metabolikus zavarok mellett a 

rosszindulatú daganatokban is fontos szereppel bír az inflammaszómák aktivációja.148 Az 

agyi daganatok közül a glioblasztómában ismerték fel ennek jelentőségét, ahol az 
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inflammaszóma útvonal gátlása potenciális, jövőbeni terápiás lehetőségként merült fel.149 

Agyi metasztázisokban azonban nem volt ismert az inflammaszómák szerepe. 

1.3 Az agyi metasztázisok kialakulása 

1.3.1 Az agyi metasztázisok klinikai és epidemiológiai jellemzői 

Az agyi áttétes daganatok az életet fenyegető kórképek, korlátozott terápiás 

lehetőségekkel.150 Prevalenciájuk 8,3-14,3/100 000 lakos,151 és csak az Amerikai Egyesült 

Államokban évente 170 000 új esetet diagnosztizálnak, 2010. évi adatok alapján.152 Ez a szám 

folyamatosan nő egyrészt a javuló diagnosztikai eljárások miatt, másrészt az elsődleges 

daganatokat, illetve a nem agyi áttéteket célzó terápiás lehetőségek kibővülése kapcsán, 

hiszen a betegek életének meghosszabbodása megnöveli a tumorsejtek agyi szóródásának 

esélyét. 

Bár számos daganatsejttípus képes megtelepedni az agyban (vesekarcinóma, 

vastagbéldaganat vagy petefészekrák sejtek), az agyi metasztázisok döntő többsége tüdőrák, 

mellrák, illetve melanóma eredetű.151 Az agyi áttétek 39-56%-áért a tüdőkarcinómák 

felelősek, elsősorban a tüdő adenokarcinóma, illetve a kissejtes tüdőrák.151,153 Az agyi 

áttétek második leggyakoribb forrása az emlőkarcinóma, amely az estek 13-30%-át teszi ki. 

A központi idegrendszeri érintettség főként a tripla negatív (ösztrogén, illetve progeszteron 

receptort és HER2-t sem expresszáló), illetve a HER2-túlexpresszáló altípusokra jellemző,154 

bár az agyi tumorsejteken a receptor expresszió gyakran megváltozik.155 A HER2/ERBB2/neu 

a human epidermális növekedési faktor receptor 2-es típusát jelöli (human epidermal 

growth factor receptor 2). A tripla negatív és HER2-túlexpresszáló emlőkarcinóma 

típusokban a metasztázissal rendelkező betegek csaknem 1/3-ában alakul ki központi 

idegrendszeri daganat.156 A melanóma eredetű agyi másodlagos tumorok ugyan ritkábbak, 

mint a tüdő- vagy mellrák eredetűek, az agyi áttétek 6-11%-át teszik ki, azonban ez csupán a 

primér daganatok alacsonyabb számának köszönhető, hiszen a melanómasejtek 

rendelkeznek a legnagyobb központi idegrendszeri affinitással,157 és a IV. stádiumú 

melanómás betegek legalább 3/4-ében eljutnak az agyba.158 

Melanómában és tüdőkarcinómában az agyi áttétek jellemzően a betegség korai fázisaiban, 

a primér daganat diagnózisa után kevesebb mint két évvel alakulnak ki.159–161 Emlőkarcinóma 
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esetén inkább később, átlagosan 32 hónappal az elsődleges tumor felfedezése után szokták 

az agyi áttétet diagnosztizálni.162 A tünetek jellemzően nem specifikusak,163 a lézió 

lokalizációjától függnek, amely kérgi és infratentoriális területeket egyaránt érinthet.164 Az 

agyi áttétek gyakran egyéb szervi áttétekkel együtt fordulnak elő, lehetnek egyszeresek vagy 

többszörösek, gyakran éles kontúrral és ödémás szövettel körülvéve. 

Klinikai szempontból az agyi áttétekre a nagyon rossz prognózis (csupán hónapokban 

mérhető túlélés) és a hatékony terápiás lehetőségek hiánya jellemző. A szupportív kezelések 

mellett a tumorok sebészi eltávolítása és a radioterápia (teljes agyi sugárterápia, 

sztereotaktikus radiosebészet vagy brachyterápia) képezik az elsődleges terápiás 

eszközöket, mivel a kemoterápiás és egyéb tumorellenes szereknek a keringésből az agyba 

való bejutását a vér–agy gát, illetve a vér–tumor barrier jelentősen gátolja.165 

1.3.2 Az agyi metasztázisok kialakulásának sajátosságai 

A metasztázisok kialakulásának első lépései az agyban is ugyanazok, mint a többi szervben. 

A metasztatikus kaszkád öt fő lépése a daganatsejtek helyi inváziója az elsődleges tumorban, 

az intravazáció az érfalon keresztül, a tumorsejtek keringése az érpályában, az extravazáció 

és a metasztatikus kolonizáció. Ezek közül az utolsó kettő az, amelyikben az agyi erek és az 

agyi sejtek érintettek. A többi lépés esetén az az egyetlen különlegesség, hogy az agyi 

metasztázisok csak hematogén úton alakulhatnak ki, hiszen az agyi parenchima nem 

rendelkezik nyirokerekkel, bár a legfrissebb kutatások azt mutatják, hogy nemcsak a dura 

materben vannak ilyen képletek,166–168 hanem a perivaszkuláris tér is tartalmaz limfatikus 

endotélsejteket.169 

Az agyi metasztázisok kialakulásának két fő sajátos lépése van, a daganatsejtek átvándorlása 

a vér–agy gáton és túlélése az agyi környezetben. 

1.3.2.1 A metasztatikus sejtek extravazációja a vér–agy gáton keresztül 

Az agyi metasztázisok kialakulásának egyik feltétele, hogy a tumorsejteknek át kell jutniuk a 

vér–agy gátat képző agyi mikroerek falán. Bár az extravazáció történhet a plexus 

choroideus170 vagy a cirkumventrikuláris szervek fenesztrált hajszálerein is, a metasztatikus 
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léziók lokalizációja arra utal, hogy a daganatsejtek döntő többsége a vér–agy gáton keresztül 

lép ki a keringésből az agyba. 

Az extravazáció lépései a következők: a tumorsejtek elakadása az agyi érhálózatban, 

letapadása (adhéziója) az agyi endotélsejtek luminális felszínére, majd átvándorlása 

(transzmigrációja) az érfalon (5. ábra). Ezeket a folyamatokat állatkísérletekben és in vitro 

modellekben vizsgálták. Az elakadásban, amely gyakran a kapillárisok elágazásaiban 

történik, a hemodinamikai viszonyok és a méretbeli korlátok is szerepet játszhatnak.171 

 

5. ábra. A metasztatikus sejtek átvándorlása a vér–agy gáton. 
Az extravazáció három fő lépése az elakadás, az adhézió és a transzmigráció. Az ábra a folyamatban szerepet 
játszó sejteket, fő jelátviteli utakat és szekretált faktorokat mutatja be. TJs = szoros kapcsolatok (tight 
junctions), COX-2 = ciklooxigenáz 2, ? = ismeretlen/feltételezett. 

 

Az adhéziót a glikokálix és a sejtadhéziós molekulák szabályozzák. A metasztatikus sejtek a 

glikokálix lebontásával teszik szabaddá az endoteliális adhéziós molekulákat,172,173 amelyek 

alapesetben alacsony szinten expresszálódnak az agyi endotéliumon.9 Ezeknek mennyisége 

azonban szignifikánsan emelkedik a tumorsejtek hatására, hiszen egérmodellben az E-

szelektin, a VCAM-1, az ALCAM (aktivált leukocita sejtadhéziós molekula, activated leukocyte 

cell adhesion molecule), az ICAM-1, a VLA-4 (very late activation antigen 4, α4β1 integrin) és 

a β4 integrin expressziójának növekedését mutatták ki emlőkarcinóma-sejtek hatására.174 

Ennek megfelelően az ALCAM–ALCAM és VLA-4–VCAM-1 interakcióknak lehet fontos 
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szerepe a tumorsejtek és az endotélsejtek közötti kapcsolódásban. In vitro modellben, a 

melanómasejtek és az agyi endotélsejtek közötti adhéziós erő néhány száz pN 

nagyságrendűnek bizonyult, amely ~20 pN-os egységekből épült fel.175 

Egérmodellekben végzett kísérletek alapján az átvándorlás az erek falán csak napokkal a 

tumorsejtek elakadása után történik meg.171,176 A hajszálerek lumenében eltöltött hosszú 

idő csak az agyra jellemző, más szervekben a daganatsejtek sokkal hamarabb jutnak ki az 

érpályából, bár ez attól is függ, hogy milyen szöveti affinitással rendelkezik az illető 

tumorsejt.177 Ennek következtében az agyi metasztatikus sejtek számára alapvető 

fontosságú a keringésben való túlélési képesség, ahol le kell győzniük a véráramlás okozta 

mechanikai stresszt, az immunsejtek támadását és akár a kitapadás hiányában fellépő 

programozott sejthalált, az anoikis-t is.178 

Az endotéliumon való átvándorlás történhet a paracelluláris útvonalon keresztül, az 

endotélsejtek közötti junkciók felbontásával, illetve a transzcelluláris útvonalon, egyedi 

endotélsejteken keresztül, bár ezt az agyban korábban csak fehérvérsejtek esetében 

tanulmányozták.179,180 Tumormodellben pedig emlőkarcinóma-sejtek nem agyi 

endotélrétegen való átvándorlása során írták le.181,182 

1.3.2.2 Az áttétképző sejtek túlélése az agyi környezetben 

Miután átjutottak az agyi hajszálerek falán, a tumorsejtek egy Janus-arcú közegbe kerülnek, 

ahol egyszerre vannak jelen az anti- és a protumorális mechanizmusok (6. ábra). A behatoló 

sejtek túlélésének egyik kulcseleme, hogy közvetlen kapcsolatban maradjanak az erek 

extraluminális felszínével, elsősorban az alaphártyával.176,183 Az agyi parenchimába 

vándorolt tumorsejtek és az endotélsejtek között az LFA-1 (leukocyte function associated 

protein-1, αLβ2 integrin) és a réskapcsolatok biztosítják az interakciót,184,185 míg a bazális 

membránhoz a tumorsejtek az α3β1 integrin és az L1CAM molekulákkal 

kapcsolódhatnak.186,187 

A daganatsejtek az erek mentén kezdenek el szaporodni és vándorolni is. Ezeket a 

folyamatokat érbekebelezésnek (vaszkuláris koopciónak) és angiotrop extravaszkuláris 

vándorlásnak, más néven pericita mimikrinek nevezték el.188 A növekedő tumor nemcsak az 

erek falát alkotó endotélsejteket, hanem a pericitákat is bekebelezheti,189 azonban a 
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pericita-tumor interakcióról az agyban keveset lehet tudni. Humán agyi metasztatikus 

szöveteket vizsgálva mutatták ki, hogy a pericitáknak fontos szerepe van az ECM 

(extracelluláris mátrix) termelésében a tumoros lézióban és annak környezetében.190 

Állatkísérletes modellben pedig a dezmin-pozitív periciták vér–tumor barrier 

szabályozásában betöltött szerepét igazolták.191 

 

6. ábra. A metasztatikus sejtek sorsa az agyi környezetben. 
A vér–agy gáton átvándorolt tumorsejteket számos mechanizmus gátolja, illetve segíti a túlélésben. Ennek 
eredményeképp a metasztatikus sejtek vagy elpusztulnak, vagy szaporodásnak indulnak, illetve „alvó” 
állapotba kerülnek, amelyből később aktiválódhatnak. Az ábra a metasztatikus sejtek és neurovaszkuláris sejtek 
közötti kommunikáció legfontosabb mechanizmusait mutatja be. TJs = szoros kapcsolatok (tight junctions), GJ 
= réskapcsolat (gap junction), GFs = növekedési faktorok (growth factors), ET-1 = endotelin-1, ETR = endotelin 
receptor, ? = ismeretlen/feltételezett. 

 

Sokkal jobban ismert az asztrociták szerepe az agyi metasztázisokban. A peritumorális 

asztrogliózist úgy egérmodellben, mint humán mintákon megfigyelték.171,192 Ezekben a 

reaktív asztrocitákban megnő a GFAP, az MMP-9 (mátrix metalloproteináz-9) és az 

endotelin-1 expresszió, és plazminogén aktivátorokat kezdenek el szekretálni, amelyek aktív 

plazminná hasítják a neuronokból felszabaduló plazminogént. A plazmin egyrészt mobilizálja 

az asztrociták felszínéről a FasL-t (Fas ligand), amely apoptózist indukál a tumorsejtekben, 

másrészt hasítja a tumorsejtek felszínén az L1CAM adhéziós molekulát, megakadályozva 

kapcsolódásukat az erekhez. Ennek megfelelően a sikeres túléléshez az agyi metasztatikus 



32 
 

emlő- és tüdőkarcinóma sejtek plazminogén aktivátor inhibitorokat termelnek, mint amilyen 

a neuroserpin/serpin I1 és a serpin B2,187 így semlegesítve az asztrociták tumorellenes 

hatásait. 

Ezzel párhuzamosan az asztrociták olyan mechanizmusokat is aktiválnak, amelyekkel segítik 

a daganatsejtek túlélését az agyban.193 Ez a folyamat megvalósulhat egyrészt szolubilis 

faktorok (gyulladásos mediátorok, proteázok, illetve növekedési faktorok) révén,194–196 

másrészt vezikulák felszabadításával, harmadrészt pedig közvetlen kapcsolatok útján. 

Exoszómákon keresztül az asztrociták miR-19a-t adnak át a mellráksejteknek, amely a PTEN 

(foszfatáz és tenzin homológ, phosphatase and tensin homolog) gátlásával a PI3K 

(foszfatidilinozitol 3-kináz, phosphoinositide 3-kinase)–Akt túlélési útvonalat aktiválja.197 Az 

asztrociták és a metasztatikus sejtek JAG1-Notch1 interakción, illetve réskapcsolatokon 

keresztül közvetlenül is kapcsolódhatnak. A Notch1-en keresztül a tumorsejtekben túlélési 

útvonalak aktiválódnak, és ennek hatására megnő a CSC-k (cancer stem-like cell), azaz őssejt 

fenotípusú tumorsejtek száma.198 A protokadherin-7 interakciók segítségével fenntartott, 

Cx-43 (connexin-43) egységekből felépülő réskapcsolatokon történő anyagáramlás pedig a 

kemorezisztencia kialakulását segíti elő melanóma-, emlőkarcinóma és tüdőkarcinóma 

sejtekben.199,200 

A mikroglia/makrofág rendszer és az immunmechanizmusok is fontos szerepet játszanak az 

agyi metasztatikus környezetben. A mikrogliasejteknek számos prometasztatikus hatása 

van. Elősegíthetik a transzendoteliális migrációt,201,202 illetve fontos elemei lehetnek a tumor 

mikrokörnyezetnek.203 A metasztatikus tumorok növekedését elsősorban az 

antiinflammatorikus fenotípusú mikroglia/makrofág típusú sejtek segítik.204 

Ami a tumorasszociált egyéb immunsejteket illeti, bár az adatok nem teljesen egyértelműek, 

a limfociták magas száma alapvetően jobb prognózist jelent.205,206 Ennek megfelelően az 

immunellenőrzőpont gátlószerek (checkpoint inhibitorok) – amelyek a T sejteken 

expresszálódó PD-1 (programmed cell death-1) receptor, illetve a tumorsejtek felszínén levő 

PD-L1 (programmed death-ligand 1) közötti interakciók, valamint a CTLA-4 (cytotoxic T 

lymphocyte antigen 4) gátlásával reaktiválják az antitumorális választ – nagy reményekkel 

kecsegtetnek az agyi metasztázisok terápiájában.207 
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1.3.3 Az agyi áttétképző sejtek tulajdonságai. Az agyi metasztázisok potenciális 

biomarkerei 

Számos tanulmány próbált választ találni arra a kérdésre, hogy milyen tulajdonságokkal, 

molekuláris mintázatokkal kell rendelkezniük azoknak a tumorsejteknek, amelyek képesek 

legyőzni a vér–agy gát és az agyi parenchima antitumorális hatásait. Ezen tulajdonságok egy 

része az alacsony differenciáltság és az általános metasztatikus mintázat része,208,209 míg 

mások valóban az agyi affinitással hozhatók összefüggésbe, bár a legtöbb esetben nem 

kizárólagosan. Ilyenek a ST6GALNAC5 (N-acetilgalaktozaminid α-2,6-szialiltranszferáz 5, N-

acetylgalactosaminide α-2,6-sialyltransferase 5), az S katepszin vagy az αB-crystallin magas 

expressziója emlőkarcinóma-sejtekben,210–212 illetve a TGF-β2 vagy a PLEKHA5 (pleckstrin 

homology domain containing A5) melanómában.213,214 A legfrissebb eredmények inkább 

nagyszámú génre és szignalizációs útvonalra kiterjedő agyi metasztatikus profilt 

feltételeznek,215,216 és a keringő tumorsejtekkel kapcsolatos vizsgálatok is összetett 

mintázatokkal jellemzik az agyi metasztatikus potenciált.217 

Ennek egyik fő eleme a túlélési útvonalak, elsősorban a PI3K–Akt szignalizáció fokozott 

aktivitása az agyi metasztatikus sejtekben.218–220 A másik a metabolikus adaptáció az agyi 

környezethez. Az agyi metasztatikus emlőkarcinóma-sejtekben a glükoneogenézisnek, 

illetve bizonyos aminosavak és a GABA (γ-aminobutyric acid) lebontásának aktiválódását 

írták le.221–223 Ezek a folyamatok egy glükóztól független túlélést biztosítanak a 

daganatsejteknek az agyban. Az agyi metasztatikus sejtekben a lipidek metabolizmusa is 

megváltozik, amely a PI3K aktivációval és a 8p kromoszomális delécióval lehet 

összefüggésben. Az agyi áttétképző tumorsejtekre a trigliceridek alacsony szintje, valamint 

a koleszterin és a diacilglicerinek emelkedett szintézise jellemző. Ennek hátterében az 

SREBF1 (sterol regulatory element binding transcription factor 1) áll, amelynek fokozott 

működése egy egyedi, agyi metasztatikus mintázatot hoz létre.224 

Ezen szignalizációs és metabolikus mintázatok mellett a proteolitikus enzimeknek, valamint 

az EV-knek (extracelluláris vezikula) és miRNS-eknek (mikro-RNS) van kitüntetett szerepe a 

tumorsejtek agyi áttétképzésében. 
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1.3.3.1 A tumorsejtek által termelt proteázok szerepe az agyi metasztázisok kialakulásában 

A proteolitikus folyamatok a vér–agy gáton való átvándorlás folyamatában és az agyi 

környezet, elsősorban az ECM átalakításában vesznek részt. A tumorsejtek számos MMP-t, 

valamint szerin, cisztein és egyéb típusú proteázt termelnek, ugyanakkor az agyi rezidens 

sejtek proteolitikus aktivitása is fokozódhat a metasztatikus sejtek hatására. 

A proteázok közül az MMP-k szerepe a legismertebb az agyi áttétképzés folyamatában. Az 

MMP-k Ca2+-függő Zn2+-endopeptidázok, amelyek számos fiziológiás és patológiás 

folyamatot szabályoznak a szervezet számos pontján, többek között az agyban és a vér–agy 

gát szintjén is.225 Állatkísérletekkel bizonyították, hogy az agyi metasztázisképzésben 

elsősorban az MMP-1, MMP-2 és MMP-9 játszik fontos szerepet,226–228 amelyek feltehetőleg 

a glikokálix, a junkcionális fehérjék, illetve az ECM lebontásával segítik a tumorsejtek 

előrehaladását.  

Nemcsak a metasztatikus sejtek, hanem az asztrociták is termelnek MMP-2-t és MMP-9-et, 

segítve a daganatos inváziót.195 Ehhez hasonlóan a heparanáz – amely a heparán szulfátot, 

az ECM egyik fontos komponensét bontja229 – szintén nagy mennyiségben expresszálódhat 

nemcsak az agyi áttétképző sejtekben,230,231 hanem asztrocitákban is.232 Az S katepszin 

cisztein proteázt pedig az agyi metasztatikus emlőkarcinóma-sejteken kívül a tumor 

sztrómában levő makrofágok termelik. Ennek megfelelően, az S katepszin az agyi 

endotélsejtek szoros kapcsolataiban megtalálható JAM-B hasítása, vagyis a vér–agy gáton 

való átjutás szabályozása mellett az agyi kolonizáció lépését is befolyásolja.211 

Melanómasejtek esetében a vér–agy gáton való átjutást a plazminogén aktivátor hatással 

rendelkező uPA és tPA (urokinase és tissue plasminogen activator) határozhatja meg.233 Ezen 

túl a plazminogén aktivátorok és aktivátor inhibitorok az agyi metasztatikus környezet 

kialakításában is alapvető szerepet játszanak, elsősorban a tüdő-, illetve emlőkarcinóma-

sejtek és az asztrociták közötti kapcsolatok szabályozásával.187 

Összességében a tumorsejtek és az agyi rezidens sejtek által termelt proteázok egy 

kaszkádszerú proteolitikus hálózatot alkotnak, amely jelentős mértékben meghatározza a 

tumorsejtek túlélését és terjedését az agyi környezetben.211 
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1.3.3.2 A tumorsejtek által felszabadított miRNS-ek szerepe az agyi áttétképzésben 

Az EV-k – amelyek méretük és biogenézisük alapján lehetnek exoszómák (50-150 nm 

átmérővel), mikrovezikulák (100-1000 nm), apoptotikus testek (100-5000 nm) vagy nagy 

onkoszómák (1000-10 000 nm) – a sejtek által kibocsátott, membránnal körülvett vezikulák, 

amelyek a sejtek közötti kommunikáció fontos elemei. Proteineket, lipideket és 

nukleinsavakat tartalmaznak és adnak át a célsejteknek, befolyásolva azok működését.234 

Tartalmuk tekintetében kiemelkedik az RNS-ek, és különösen a miRNS-ek szerepe, 

amelyeket az EV-k védenek a lebomlástól az extracelluláris térben.235 A miRNS-ek 19-25 

nukleotid hosszú, nem kódoló, egyszálú RNS-ek, amelyek bázispárosodással kapcsolódnak 

cél-mRNS-eikhez (hírvivő, messenger RNS), általában poszttranszkripciós repressziót okozva. 

A miRNS-ek kiemelkedő szerepet töltenek be a génexpresszió szabályozásában, a 

tumorigenézisben és a metasztázis folyamatában.236 

A tumorsejtek és a környezeti sejtek kölcsönösen befolyásolják egymást az EV-k, illetve azok 

miRNS-ei által,237 amelyek fontos szerepet töltenek be a premetasztatikus niche 

előkészítésében. Ez utóbbi egy receptív és támogató környezetet, egy megfelelő, termékeny 

„talajt” (soil) jelent a tumorsejtek („mag”, seed) számára, elősegítve azok megtapadását a 

távoli szervben.238 A metasztatikus sejtek által felszabadított EV-k bejuthatnak az agyi 

endotélsejtekbe, majd transzcitózissal átjuthatnak az agyba, ahol az agyi sejteket 

befolyásolhatják.239 AZ EV-k és a miRNS-ek a tumor mikorkörnyezeten belüli 

kommunikációban is alapvető fontosságúak a metasztatikus sejtek és az agyi sejtek közötti 

interakcióban.240 

Kísérletes modellekben, illetve humán primér és áttétes tumormintákat összehasonlítva 

számos miRNS megváltozott expresszióját mutatták ki az agyi metasztatikus sejtekben.241–

243 Az in vitro és in vivo modellekben végzett kísérletek fényt derítettek azokra a 

folyamatokra is, amelyeket az egyes miRNS-ek szabályoznak, így biztosítva a tumorsejtek 

számára az agyi metasztatikus képességet. Az agyi metasztatikus emlőkarcinóma CSC-kben 

például az alacsony miR-7 expresszió magas KLF4 (Kruppel-like factor 4) szintet tart fenn, 

amely elősegíti a vér–agy gáton való átvándorlást.244 Ugyanakkor az agyi metasztatikus 

emlőkarcinóma-sejtek miR-181c-tartalmú exoszómákat bocsátanak ki, amelyek eljutnak az 

agyi endotélsejtekbe, ahol a PDPK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) és a 
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kofilin szabályozásán keresztül a vér–agy gát megnyílásához vezetnek.245 A melanóma- és 

emlőkarcinóma-sejtvonalak exoszómáiban a magas miR-210, valamint az alacsony miR-19a 

és miR-29c jellemzi az agyi metasztatikus sejteket.246 

Humán emlőkarcinóma tumormintákban négy olyan miRNS-t találtak, amely eltérően 

expresszálódik a primér tumorban és az agyi áttétekben. Ezek, az agyi metasztatikus 

léziókban alacsony szinten jelenlevő miR-132-3p és magas expressziót mutató miR-150-5p, 

miR-155-5p és miR-199a-5, többek között a cMET onkogén szabályozásában vesznek részt, 

és a kiújuló agyi metasztázis prognosztikai markerei lehetnek emlőkarcinómában.247 Az 

alacsony miR-509 pedig az agyi endoteliális RhoC és TNF-α szabályozása révén járulhat hozzá 

az emlőkarcinóma-sejtek agyi áttétképzéséhez.248 Nem kissejtes tüdőkarcinómában az agyi 

áttétekben alacsony szintet mutató miR-375 szint hozható összefüggésbe az agyi tumorok 

kialakulásával,249 bár más adatok alapján ez a mintázat inkább az általános invazivitással és 

metasztatikus potenciállal állhat összefüggésben.250 

Az agyi metasztatikus folyamatokban a vérben keringő miRNS-ek is jellemző mintázatot 

mutathatnak, és diagnosztikus vagy akár prognosztikus biomarkerek is lehetnek. Melanóma 

agyi áttétben szenvedő betegek plazmájában hat olyan miRNS-t találtak (miR-5694, miR-

6796-3p, miR-6741-3p, miR-4664-3p, miR-4665-5p és miR-671-5p), amelyek elkülönítették 

ezeket a betegeket egészséges egyénektől és más agyi tumorral rendelkező betegektől.251 

Emlőkarcinóma esetében a betegek véréből izolált exoszómákban az emelkedett miR-576-

3p, valamint a csökkent miR-130a-3p lehet prognosztikus értékű, előrevetítve az agyi 

metasztázisok kialakulását ezekben a betegekben.252 Tüdődaganatokban pedig a keringő 

exoszómák magas miR-550a-3-5p tartalma mutatott korrelációt az agyi áttétekkel.253 

Összességében az agyi metasztázisképződéssel kapcsolatba hozható miRNS-ek száma 

folyamatosan nő, azonban a különböző tanulmányok eredményei kevés átfedést mutatnak. 

Így további vizsgálatok szükségesek, hogy megértsük, melyek a kulcsfontosságú miRNS-ek a 

tumorsejtek agyi metasztatikus képességének kialakításában, illetve hogy melyek azok, 

amelyek diagnosztikus vagy prognosztikus markerként használhatók a klinikumban. 
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1.3.4 Az agyi áttétes tumorok vérellátása és a vér–tumor barrier 

A vér–agy gáton átvándorolt metasztatikus sejtek az erek közelében maradnak és 

szaporodnak, bekebelezve azokat. Ez a vaszkuláris koopció, amely a melanóma és 

emlőkarcinóma áttétek fő vérellátási módja az agyban, míg tüdődaganatokban a korai 

angiogenézis kaphat fontos szerepet.176,254 Ennek megfelelően, az angiogenézist gátló, VEGF 

(vaszkuláris endoteliális növekedési faktor, vascular endothelial growth factor) ellenes 

terápiák tüdődaganatok esetében tűnnek a leghatékonyabbnak az agyi áttétek 

kialakulásának megakadályozásában.255,256 

A tumoros léziók növekedésével párhuzamosan kialakuló érhálózat a vér–tumor barriert 

hozza létre,257 amely sejtes felépítésében és tulajdonságaiban hasonlít a vér–agy gátra, ám 

permeabilitása heterogén és átlagban magasabb az intakt vér–agy gáténál. Ez vezet a 

peritumorális vazogén ödéma kialakulásához. Arról, hogy van-e összefüggés a metasztatikus 

léziók mérete és a vér–tumor gát áteresztőképessége között ellentmondásosak az 

adatok.258–263 Az viszont ismert, hogy emlőkarcinóma agyi metasztázisokban a vér–tumor 

barrier kevésbé permeábilis, mint glioblasztómában,264 és bár általában nyitottabb, mint a 

vér–agy gát, sokkal szorosabb barriert képez, mint a perifériás erek, megakadályozva számos 

potenciális terápiás szer bejutását a metasztatikus tumorba.259 Így általános szabályként 

elmondható, hogy az erek permeabilitása a következő sorrendben nő: vér–agy gát, vér–

tumor barrier a metasztázisokban, vér–tumor barrier primér agyi daganatokban, perifériás 

erek. Azt is leírták, hogy a vér–tumor barrier (de nem az intakt vér–agy gát) 

áteresztőképessége TNF-α és limfotoxin segítségével szelektíven növelhető.265,266 

A vér–tumor barriernek az egészséges agyi ereknél magasabb permeabilitása elsősorban a 

paracelluláris gátat érinti, és az okkludin és a ZO-1 mennyiségi csökkenésével jár.191,267 Ezzel 

párhuzamosan az MFSD2A expressziója is csökken, amely a DHA transzport és a lipid 

metabolizmus zavarához vezet.268 A GLUT1 szintjének csökkenése pedig a glükóz 

metabolizmus átalakulásában játszhat szerepet.192 

A bazális membrán, a periciták és az asztrociták is változást szenvednek a tumorban, illetve 

a tumorok közelében. Csökken az erek alaphártyájában a laminin-α2 és a IV. típusú kollagén 

mennyisége, nő a dezmin-pozitív periciták aránya, az asztrociták végtalpaiban pedig csökken 
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az AQP4 expressziója.191,269 Gyulladásos folyamatok is beindulnak, amelynek részeként az 

asztrocitákban nő az S1P3 (sphingosine-1 phosphate receptor 3) expressziója, amely a CCL2 

és az IL-6 szekréció fokozásával hozzájárul a vér–tumor barrier megnyitásához.270 A rezidens 

mikrogliasejtek és a csontvelői makrofágok pedig pro- és antiinflammatorikus citokineket is 

termelnek az áttétek közelében, jelentősen befolyásolva azok sorsát.271–273 Összességében 

az immunfolyamatok az agyi metasztázisokban egyre nagyobb figyelmet kapnak, és 

várhatóan az immunterápiák jelentősége is nőni fog a következő években.274 

2 Kérdésfelvetés, célkitűzések 

Munkánk során a neurovaszkuláris egység, illetve a vér–agy gát működését szerettük volna 

minél jobban megérteni fiziológiás és patológiás körülmények között. Ezen fő célkitűzés 

megvalósítása érdekében kísérleteinket három tematikus pillérre építettük, amelyeken belül 

több kérdésre kerestünk válaszokat. 

1. pillér: A vér–agy gát működését és szabályozását érintő alapvető mechanizmusok 

feltárása 

- Vannak-e regionális különbségek a vér–agy gát felépítésében és működésében? 

- Hogyan védenek az endogén molekulák az agyi endoteliális szoros kapcsolatok károsodása 

ellen? 

- Hogyan módosíthatjuk a gyógyszerjelölteket, hogy átjussanak a vér–agy gáton? 

2. pillér: A neurovaszkuláris sejtek szerepének feltérképezése gyulladásos folyamatokban 

- Részt vesznek-e az agyi vaszkuláris sejtek a gyulladásos reakciók kiváltásában és 

közvetítésében? 

- Milyen patológiás folyamatokban játszanak szerepet ezek a mechanizmusok? 

3. pillér: A neurovaszkuláris egység szerepének tisztázása az agyi metasztázisok 

kialakulásában 

- Hogyan képesek a tumorsejtek átvándorolni a vér–agy gáton? 

- Hogyan képesek a tumorsejtek túlélni és szaporodni a nagyon egyedülálló agyi 

környezetben?  
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3 Módszerek 

3.1 In vitro módszerek 

3.1.1 Primér sejtek izolálása és tenyésztése 

Az RBEC (patkány agyi endotélsejt, rat brain endothelial cell) sejteket 2-3 hetes Wistar 

patkányokból, a PBEC (sertés agyi endotélsejt, porcine brain endothelial cell) sejteket fiatal 

(~18 kg tömegű) vietnámi csüngőhasú sertésekből nyertük. Az agyhártyák eltávolítása után 

az agyszövetet két lépésben emésztettük kollagenáz, illetve kollagenáz-diszpáz enzimekkel. 

A mielint 20% BSA (marhasavó albumin, bovine serum albumin) segítségével választottuk el, 

majd a mikroér fragmentumokat 33%-os Percollból készített gradiensről gyűjtöttük össze, és 

4-es típusú kollagénnel, valamint fibronektinnel bevont tenyésztőedényekben tenyészettük 

10% PDS (plazma eredetű borjúsavó, plasma-derived serum) tartalmú DMEM/F-12 (F-12 

Ham nutriens keverékkel kiegészített Dulbecco's Modified Eagle Medium) tápfolyadékban. A 

szennyező sejtektől puromicinnel szabadultunk meg, amely P-gp szubsztrát lévén nem tudta 

toxikus hatását kifejteni az agyi endotélsejtekre. 

A patkány és egér agyi pericitákat 2-3 hetes Wistar patkányokból, illetve 6-8 hetes BALB/c 

egerekből izoláltuk kollagenáz emésztéssel, majd 20% BSA-n történő elválasztással. A 

mikroerekből kivándorló pericitákat 4-szer passzáltuk 1-es típusú kollagénnel bevont 

csészékre, amíg tiszta tenyészeteket kaptunk. A sejteket 10% FBS-t (magzati marhasavó, 

fetal bovine serum) tartalmazó DMEM-ben tenyésztettük. A patkány asztrocitákat újszülött 

állatokból izoláltuk az agy mechanikai disszociációjával. A szövetdarabokat poli-L-lizinnel 

bevont tenyésztőedényekbe helyeztük, és a gliasejteket 10% FBS-t tartalmazó DMEM-ben 

tenyészettük. A mikrogliasejteket mosással távolítottuk el. Az asztrocita tenyészetekről 

hetente kétszer gyűjtöttünk kondicionált médiumot. 

Az in vitro vér–agy gát kokultúra modell kialakításához a pericitákat a félig áteresztő 

membránok alsó felszínére szélesztettük, majd néhány óra után az inszerteket 

megfordítottuk, és így tettük ki az endotélsejteket a membránok felső felszínére. 24 óra 

eltelte után a tenyészetek hidrokortizont, egy sejtpermeábilis cAMP (ciklikus adenozin 

monofoszfát, cyclic adenosine monophosphate) analógot és foszfodieszteráz inhibitort 
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kaptak az apikális irányból, míg a bazolaterális kompartimentumba asztrocita-kondicionált 

tápfolyadékot tettünk (7. A ábra). Ez a modell alkalmas TEER és permeabilitás mérések 

elvégzésére. 

 

7. ábra. Az in vitro vér–agy gát modell. 
A: Az in vitro modell sematikus rajza és a felhasznált sejttenyészetekről készült IF képek. B: A TEER mérése. C: 
A permeabilitás mérése. 

 

3.1.2 A TEER és a permeabilitás mérése 

Az agyi endotélsejteket és pericitákat tartalmazó inszerteket a cellZscope (nanoAnalytics) 

készülékbe helyeztük, amely folyamatosan mérte a TEER-t, vagyis a junkciók által 

meghatározott elektromos ellenállást az endotélréteg apikális és bazolaterális oldala között 

(7. B ábra). A készülék a frekvencia-függő impedancia adatokból számolja ki a TEER-t.24 A 

plató elérése után, amely kísérleteinkben RBEC sejtek esetén 150-300 Ω × cm2 volt, végeztük 

el a kísérleteket, és monitoroztuk tovább a TEER-t. 

A permeabilitási kísérletekben az EM-2 (endomorfin-2) és KYNA (kinurénsav, kynurenic acid) 

analógok átjutását vizsgáltuk a vér–agy gát in vitro modelljén. A tesztanyagokat (a tríciált 

EM-2 analógokat, a KYNA analógokat, illetve a kontrollként használt SF (Na-fluorescein, 

sodium fluorescein) és EBA (Evans kékkel jelölt albumin, Evans blue albumin) oldatokat) 

Ringer-HEPES-ben helyeztük a felső kamrába, majd 30, illetve 60 perc után mintákat vettünk 

az alsó kompartimentumból (7. C ábra). Az átjutott anyagok koncentrációját egy TRICARB 

2100TR szcintillációs detektorral, egy UHPLC-MS/MS rendszerrel, illetve egy BMG Labtech 
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FLUOstar OPTIMA készülékkel végeztük. A Papp (látszólagos áteresztőképesség, apparent 

permeability) az ájutott anyagmennyiséget jelenti az idő, a felszín és a kiinduló koncentráció 

függvényében, míg a Pe-t (endoteliális permeabilitás) úgy számoltuk, hogy a látszólagos 

permeabilitást az üres (endotélsejteket nem tartalmazó) filter áteresztőképességével 

korrigáltuk. 

3.1.3 Egyéb sejtek tenyésztése 

Az Institut Cochinből származó hCMEC/D3 (rövidítve D3) humán agyi endotélsejteket275 

mikrovaszkuláris endoteliális növekedési médiumban (EGM-2MV-vel kiegészített EBM-2, 

Lonza) tenyésztettük 2% FBS jelenlétében, és P30-P40 közötti passzázsszámnál használtuk. 

A ScienCell-től vásárolt HBVP (humán agyi vaszkuláris pericita, human brain vascular 

pericyte) sejteket a forgalmazó által ajánlott PM-ben (pericita médium) tenyésztettük 5% 

FBS-sel, és P2-P4 között használtuk. 

Az MDA-MB-231 (röviden MDA) humán tripla negatív emlőkarcinóma-sejteket DMEM + 5% 

FBS médiumban, az egér 4T1 tripla negatív emlőkarcinóma és a B16/F10 melanóma sejteket 

5% FBS-t tartalmazó RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium-1640) 

tápfolyadékban, míg az A2058 sejteket szintén 5% szérumban és EMEM (Eagle's Minimum 

Essential Medium) tápoldatban tartottuk. 

3.1.4 A sejtek kezelése, az in vitro kísérletek kivitelezése 

A sejteket, ha másképp nem jelöltük, szérummentes médiumban kezeltük. Kísérleteinkhez a 

Merck-Sigma, a Thermo Fisher Scientific, az InvivoGen és más laboratóriumi vegyszergyártók 

termékeit használtuk. A sejttenyésztéshez a Corning és a TPP műanyagáruit alkalmaztuk. 

A fluoreszcens fehérjéket expresszáló tumorsejteket (EGFP-MDA, tdTomato-4T1, illetve 

EmGFP-4T1) a megfelelő plazmidok TurboFect vagy Lipofectamine 2000 reagenssel, illetve 

retrovírussal történő transzfekciójával állítottuk elő. 

Az LPS sejtbe juttatására a nem kanonikus inflammaszóma útvonal aktivációja céljából, 

2 μg/ml LPS-t kevertünk össze Lipofectamine 2000-rel, majd ezt helyeztük a sejtekre. Az Igf2 

géncsendesítést a HBVP sejtekben szintén Lipofectamine 2000-rel végeztük Stealth siRNS 

duplex oligoribonukleotidokkal a gyártó (Thermo Fisher Scientific) utasításai szerint. 
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3.1.5 Az endotélsejtek és a periciták közötti interakciók vizsgálata 

A pericita–endotélsejt kommunikáció vizsgálatához a HBVP sejteket addig tenyésztettük, 

amíg benőtték a csészék felszínét. Ezután adtuk hozzájuk a gyulladásos faktorokat 

tartalmazó koktélokat (IFN-γ (interferon-γ)+TNF-α = priming, illetve IFN-γ+TNF-α+LPS 

(Lipofectamine) = nem-kanonikus inflammaszóma-aktiváció) szérummentes PM 

médiumban. A kontroll sejtek szérummentes PM médiumot kaptak. Ezzel párhuzamosan, 

abszolút kontrollként, sejteket nem tartalmazó csészékbe szérummentes PM médiumot 

helyeztünk gyulladásos faktorokkal vagy azok nélkül, amelyeket a sejteket tartalmazó 

csészékkel együtt az inkubátorban tartottunk. A kondicionált és a sejtmentes csészékben 

tartott médiumokat 4 óra után gyűjtöttük be, és a szemipermeábilis filtereken tenyésztett 

D3 sejtekhez adtuk bazolaterális irányból (az alsó kamrába helyezve) EBM-2 tápfolyadékkal 

1:1 arányban hígítva. Az endotélsejtekben történt változásokat 24 óra után vizsgáltuk. 

Az endotélsejt–pericita kommunikáció vizsgálatához a szemipermeábilis filtereken 

tenyésztett D3 sejteket az apikális kompartimentumba adott gyulladásos koktéllal kezeltük 

(IFN-γ+TNF-α+LPS = kanonikus inflammaszóma-aktiváció) szérummentes PM médiumban. 

Abszolút kontrollként olyan filtereket használtunk, amelyekre nem tettünk endotélsejteket, 

és az apikális kompartimentumba kontroll médiumot, illetve gyulladásos faktorokat 

adagoltunk. 24 óra után az alsó kamrákból gyűjtöttünk kondicionált, illetve kontroll 

médiumokat, amelyeket PM médiummal 1:1 arányban hígítva a csészékben tenyésztett 

HBVP sejtekre helyeztük 4 óra időtartamra. 

3.1.6 Az endotélsejtek és a tumorsejtek közötti interakciók vizsgálata 

Az impedancia változásának meghatározásához az RBEC sejteket aranyelektródával ellátott 

96-lyukú E-plate-ekben konfluenciáig tenyésztettük, majd hidrokortizonnal, egy 

sejtpermeábilis cAMP analóggal és foszfodieszteráz inhibitorral kezeltük, amíg az 

impedancia – amelynek értékét jelentős mértékben a szoros kapcsolatok által 

meghatározott reszisztencia határozza meg – elérte a platót. Ezután 2 × 104 tumorsejtet 

helyeztünk az endotélsejtekre 2,5% szérumot tartalmazó tápfolyadékban. Az impedanciát, 

amelyet a sejtindex fejez ki, 8 órán keresztül követtük nyomon. 
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Az adhéziós kísérletek során a 24-lyukú lemezen tenyésztett konfluens D3 agyi 

endotélrétegre 5 × 104, OG (Oregon Green 488) festékkel jelölt tumorsejtet helyeztünk, majd 

90 perc után eltávolítottuk az úszó sejteket. Fixálás után fluoreszcens mikroszkóban fotóztuk 

le a letapadt tumorsejteket, majd megszámoltuk őket. 

A transzmigrációs kísérletekhez az RBEC sejteket 8 μm pórusméretű filtereken 

tenyésztettük. A konfluens endotélrétegre 105, OG-jelölt melanómasejtet helyeztünk 

5 órára. Ezután letöröltük a sejteket a filter felső felszínéről, és megszámoltuk az 

endotélrétegen, valamint a filter pórusain átvándotolt melanómasejteket (8. A ábra). 

 

8. ábra. Transzmigrációs modellek. 
 
(Az ábrafelirat a következő oldalon található.) 
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8. ábra. Transzmigrációs modellek. 
(Az ábra az előző oldalon található.) 
A: A transzmigráció vizsgálata nagy pórusméretű filteren tenyésztett RBEC endotélsejteken. A 8 μm 
pórusméretű filterekre patkány agyból izolált hajszálér fragmentumokat helyeztünk. Az ezekből kinövő RBEC 
sejtekre, a konfluencia elérése után, OG-jelölt melanómasejtet szélesztettünk 5 órára. Ezután a filter felső 
felszínéről letöröltük a sejteket, és megszámoltuk az endotélrétegen, valamint a filter pórusain átvándotolt 
melanómasejteket. B: A transzmigráció vizsgálata humán sejttenyészeteken. A D3 sejteket 12-lyukú 
lemezekben tenyésztettük a konfluencia eléréséig. Ezután tumorsejteket helyeztünk az endotélsejtekre, 
amelyeket egy inverz mikroszkópban követtünk nyomon úgy, hogy az 5 percenként készült képekből time-lapse 
videót készítettünk. Az ábra egy reprezentatív felvételsorozat, amely négy tumorsejtet mutat be, amelyek közül 
egy („2”) osztódik, és három („1”, „2a” és „3”) beékelődik az endotélrétegbe. Ezt tekintettük transzmigrációnak. 

 

A humán transzmigrációs modellben a D3 sejteket 12-lyukú lemezekben tenyésztettük a 

konfluencia eléréséig. A tumorsejteket 2 × 104 sejt/lyuk mennyiségben helyeztük az 

endotélsejtekre L-15 tápfolyadékban. A sejttenyészeteket 6 órán keresztül egy inverz 

mikroszkópban követtük nyomon úgy, hogy az 5 percenként készült képekből time-lapse 

videót készítettünk, és megszámoltuk az átvándorló sejteket (8. B ábra). 

3.1.7 A periciták és a tumorsejtek közötti interakciók vizsgálata 

A rövid távú vándorlás vizsgálatához az MDA és HBVP, illetve MDA és D3sejteket 3-lyukú 

Ibidi lemezekben tenyésztettük. A szilikon választófalak eltávolítása után a sejtek mozgását 

1% FBS-t tartalmazó L-15 tápfolyadékban 24 óráig követtük nyomon fáziskontraszt 

mikroszkópos felvételeket készítve. 

A hosszú távú migrációhoz 12-lyukú Ibidi lemezeket használtunk minden második lyukba 

helyezve a sejteket a következő sorrendben: HBVP, EGFP-MDA, D3. A választófalak feltépése 

után 5 nappal fáziskontraszt és fluoreszcens felvételeket készítettünk a sejtekről és a 

közöttük levő területekről, amelyekből egy átnézeti képet szerkesztettünk össze. 

Az egér és humán pericita-kondicionált médium előállításához a sejteket két napig PM-ben 

tenyésztettük 5% FBS jelenlétében. Az EV-k depletálása 150 000 × g-n történő 

centrifugálással, majd 0,1 μm pórusméretű filteren való szűréssel történt. 

3.2 In vivo módszerek 

Az összes kísérlet az etikai szabályok betartásával, etikai engedély birtokában, megfelelő 

altatás és fájdalomcsillapítás mellett történt. 
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3.2.1 Perifériás idegsérüléses modellek 

A kísérletekhez 8-12 hetes hím BALB/c egereket használtunk. A n. occulomotorius sérülését 

enukleációval értük el, a n. hypoglossus esetében pedig az ideg feltárása után egy 2-3 mm 

hosszú szakaszt vágtunk ki az idegből a nyelvcsont alatt. A n. ischiadicus axotómia során is 

kivágtunk egy 3 mm-es idegrészt a comb középső szakaszán, míg a regenerációs 

kísérletekben az átvágást követően az idegcsonkokat epineurális öltésekkel varrtuk össze 

(koaptáció). 

Az MCC950 kezelést 10 mg/kg-os intraperitoneális injekció formájában alkalmaztuk 1 órával 

az axotómia után, majd 24 óránként ismételve. Az 5-BDBD-t 5 mg/kg mennyiségben kapták 

az állatok intraperitoneális injekcióban 30 perccel a műtét után, majd 24 óránként. Az IL-1β 

neutralizáló ellenanyagot intratekális injekció formájában alkalmaztuk 20 μg/kg 

mennyiségben 1 órával az axotómia után, majd 24 óránként ismételve. 

Az SFI (ülőideg funkcionális index, sciatic functional index) méréséhez az állatok talpát egy 

nem toxikus festékbe mártottuk, hogy meg tudjuk mérni a talp hosszát és szélességét az 

axotómia előtt, majd a koaptációt követően 8 héten keresztül. Az SFI értékeket a kezdeti 

hosszra normált szélesség- és hosszúságváltozás közötti különbségből számoltuk ki egy 

széles körben használt képlettel.276 

3.2.2 Agyi metasztázis-modellek 

A kísérletekhez 8 hetes nőstény BALB/c, illetve FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egereket 

használtunk. Ez utóbbiak az endotélsejtjeikben Venus-YFP sárga fluoreszcens fehérjét 

expresszálnak. A kétfoton-mikroszkópos nyomon követéshez az egereken egy 3,5 mm 

átmérőjű koponyaablakot készítettünk, amelyet egy hónapig hagytunk gyógyulni. Akut 

koponyaablakot az asztrociták vizsgálatához használtunk, amikor 10 nappal a tumorsejtek 

beoltása után fúrtuk át a parietális csontot, és ezen adagoltuk az SR101-et. Az állatokat az 

SR101 beadása utáni 30. és 120. perc közötti időablakban vizsgáltuk, amikor az asztrociták 

felvették a festéket, a koponyaablakon keresztül. 

A 4T1, tdTomato-4T1, illetve EmGFP-4T1 sejteket a jobb a. carotis communis-ba, illetve a szív 

bal kamrájába oltottuk. Intraarteriálisan 106 sejtet adtunk be 100-200 μl Ringer-HEPES 
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oldatban, míg intrakardiálisan 3 × 106 sejtet 200 μl-ben. A proliferáció vizsgálatához használt 

EdU-ból (5-etinilil-2-dezoxiuridin) 100 mg/kg-ot adagoltunk intraperitoneálisan 24 órával a 

szövetek fixálása előtt, amelyet a metszeteken a Click-iT EdU detekciós reagenssel (Thermo 

Fisher Scientific) mutattunk ki. A PPP-t (pikropodofillin, picropodophyllin) az intrakardiális 

tumorsejt inokuláció utáni 5. és 6. napon adtuk az állatoknak 40 mg/kg mennyiségben 

intraperitoneálisan. Az MCC950-et 10 mg/kg-os intraperitoneális injekció formájában 

alkalmaztuk naponta az 5.-7. napok között. 

3.3 RNS vizsgálati módszerek 

A sejtekből, egér agyszövetből és egér plazmából történő mRNS izoláláshoz és cDNS 

átíráshoz standard módszereket használtuk. A primereket a National Center for 

Biotechnology Information Primer-BLAST eszközével terveztük. A PCR-t (polimeráz 

láncreakció, polymerase chain reaction) egy Bio-Rad iQ5 készüléken végeztük. Végpont PCR 

esetén a mintákat DNS festéket tartalmazó agaróz gélen választottuk el. A qPCR (valós idejű, 

quantitative PCR) reakciókhoz kereskedelmi forgalomban kapható Sybr Green Master 

Mixeket használtunk. 

Az ISH (in situ hibridizáció) kivitelezéséhez RNAscope kitet (Advanced Cell Diagnostics) 

használtunk az IL1B kimutatására, míg a miRNS-ek detektálásához digoxigeninnel jelölt 

miRCURY LNA (locked nucleic acid) miRNS próbákat (Qiagen). Mindkét esetben a gyártó 

utasításai szerint jártunk el. 

3.4 Fehérje vizsgálati módszerek 

3.4.1 Western-blot 

A WB (western-blot) vizsgálatokhoz a sejtfelülúszóból, illetve a szövetmintákból metanolos 

precipitációval nyertük ki a fehérjéket, amelyeket RIPA (radioimmunoprecipitation assay) 

pufferben oldottunk vissza, amely nemionos és anionos detergenseket, proteáz és foszfatáz 

gátlószereket, NaCl-ot és pufferoldatot tartalmaz. A sejteket közvetlenül RIPA-ban lizáltuk. 

A koncentráció megmérése után a fehérjemintákat Laemmli pufferben készítettük elő, és 

standard SDS–PAGE (sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis) módszerrel 

választottuk el. A blottolás Bio-Rad készülék segítségével standard módszerekkel történt. A 
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membránokat rendszerint egy éjszakán át inkubáltuk a kereskedelmi forgalomban kapható 

elsődleges ellenanyagokkal, majd többszöri mosás után a HRP-vel (tormaperoxidáz, 

horseradish peroxidase) jelölt másodlagos ellenanyagokat 1-2 órán keresztül hagytuk a 

membránokon. A jelek előhívása kemilumineszcens szubsztráttal történt. 

3.4.2 ELISA 

Az ELISA (enzimhez kötött immunszorbens próba, enzyme-linked immunosorbent assay) 

módszert az IL-1β, valamint az IGF2 (inzulinszerű növekedési faktor 2, insulin-like growth 

factor 2) mennyiségi kimutatására alkalmaztuk a kereskedelmi forgalomban kapható kitek 

gyártói leírása alapján (BioTechne, illetve Cusabio). A detekciós limit 0,063 pg/ml, illetve 15,6 

pg/ml volt. 

3.4.3 Immunfluoreszcencia és immunhisztokémia 

Az IF (immunfluoreszcencia) és IHC (immunhisztokémia) protokollokhoz az egereket előbb 

PBS (foszfáttal pufferelt sóoldat, phosphate buffered saline), majd 4% PFA (paraformaldehid) 

oldattal perfundáltuk, végül az agyakat egy éjszakán át posztfixáltuk. A metszeteket 

kriosztáttal, vibratómmal, illetve szukrózos krioprotekció után mikrotómmal készítettük. A 

humán mintákat paraffinos metszetek formájában kaptuk a Szegedi Tudományegyetem 

Pathológiai Intézetéből. Ezeket deparaffináltuk, majd rehidratáltuk. A sejttenyészeteket 

etanol–ecetsav keverékével vagy 4% PFA jelenlétében fixáltuk. 

Antigénfeltárás után a nem specifikus kötőhelyek blokkolása BSA-val, illetve fajspecifikus 

szérummal történt, miután IHC esetén előbb az endogén peroxidáz aktivitást is blokkoltuk. 

Az elsődleges ellenanyagokkal történő inkubáció, majd többszöri PBS-es mosás után a 

fluoreszcensen, illetve biotinnal jelölt másodlagos ellenanyagokat adtuk a mintákhoz. IF 

esetén a mosóoldatba Hoechst 33342 DNS festéket adagoltunk a sejtmagok jelölésére, majd 

következett a beágyazás és a fedés. Az IHC protokoll szerint a másodlagos ellenanyaggal való 

inkubáció utáni mosást követően az avidint és biotinilált HRP-t tartalmazó komplexet adtuk 

a mintához, majd a DAB (3,3′-diaminobenzidin) és NiCl2 keverékét. Mosás, beágyazás és 

fedés után következett a mikroszkópos analízis. 
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3.5 Mikroszkópos módszerek 

Fáziskontraszt és IF felvételeinket, valamint a time-lapse videókat egy Spot RT digitális 

kamerával felszerelt Nikon Eclipse TE2000U mikroszkóppal, egy 37°C-os inkubátorral ellátott 

Nikon Eclipse Ti-E inverz mikroszkóppal és Andor NEO sCMOS kamerával, illetve Leica SP5 és 

SP8 konfokális mikroszkópokkal készítettük. 

3.5.1 Transzmissziós elektronmikroszkópia 

A kísérlet végeztével a filtereket 2,7% glutáraldehiddel fixáltuk. Ezután a mintákat OsO4-dal 

kezeltük, dehidratáltuk és Epon 812 gyantába ágyaztuk be. Leica EM UC7 ultramikrotómmal 

50 nm vastagságú szeleteket készítettünk, amelyeket egy Tecnai 12 biotwin TEM 

(transzmissziós elektronmikroszkóp) segítségével vizsgáltunk meg. 

3.5.2 Kétfoton-mikroszkópia 

Az élő egerek agyában zajló folyamatokat megfelelő altatás és immobilizálás után 

koponyaablakon keresztül vizsgáltuk egy FEMTO 2D Alba mikroszkóp segítségével, amelyhez 

egy Mai Tai HP Ti-zafír lézer fényforrás volt kapcsolva. 

3.5.3 Atomerő-mikroszkópia 

Az Asylum MFP-3D AFM (atomerő-mikroszkóp, atomic force microscope) segítségével 

egyrészt deflekciós képeket készítettünk az E. coli baktériumok felülúszójából 

ultracentrifugálással kinyert OMV-kről (külső membrán vezikula, outer membrane vesicle). 

Másrészt a tumorsejtek és az endotélsejtek közötti adhéziós erőt (pontosabban a 

deadhéziós erőt) mértük meg úgy, hogy a tű nélküli konzolra BSA–biotin–sztreptavidin–

Concanavalin-A kötéssor segítségével egy OG-jelölt melanómasejtet vettünk fel, amelyet az 

endotélréteghez közelítettünk (9. ábra). A méréseket L-15 médiumban végeztük. Az 

adhéziós erőt a visszahúzási görbéből számoltuk ki. 
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9. ábra. Az adhéziós erők mérése AFM-mel. 
A: A mérés sematikus rajza. B: Az erőmérés lépései. A tumorsejteket tartalmazó konzolt az endotélréteghez 
közelítettük, majd az adhéziós erőt a melanómasejtet tartalmazó konzol emelése során regisztráltuk, amikor a 
két sejt elszakadt egymástól. Az inszert a deadhézió során látható ~20 pN-os szakadásokat mutatja. (Az ábra 
Végh Attila Gergely képeinek felhasználásával készült.) 

 

3.6 Adatbázis-elemzés, targetpredikció és statisztika 

A vér–agy gát heterogenitásának vizsgálata során az Allen Brain Atlas génexpressziós adatait 

dolgoztuk fel (http://human.brain-map.org/).277 A periciták által szekretált faktorok 

azonosításához pedig a http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html oldalon 

közzétett egér transzkriptomikai adatokat használtuk.41 

A miRNS-ek cél-mRNS-einek azonosításához a TargetScanMouse v.7.2 és a DIANA Tools 

microT-CDS v.5.0 eszközöket használtuk.278,279 Csak azokat a targeteket vettük figyelembe, 

amelyek mindkét módszerrel és irodalmi adatok alapján is relevánsnak bizonyultak. 

A statisztikai analíziseket standard módszerekkel Excel, R, GraphPad vagy egyéb 

környezetben végeztük. Több minta összehasonlítására az ANOVA (varianciaanalízis, 

analysis of variance) módszert használtuk.  
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4 Eredmények 

4.1 A vér–agy gát működése és szabályozása 

Kísérleteink egy része arra irányult, hogy jobban megértsük a vér–agy gát felépítését, 

működését és szabályozását fiziológiás és patológiás körülmények között. 

4.1.1 Különbségek a vér–agy gát molekuláris felépítésében a szürkeállomány és 

a fehérállomány között 

A vér–agy gát általános működését és felépítését vizsgálva, felmerült bennünk a kérdés, 

hogy vannak-e különbségek a vér–agy gát molekuláris felépítésében a különböző agyi régiók 

szintjén. A vér–agy gát heterogenitásával kapcsolatban igen korlátozottak voltak az 

ismereteink, ezért nagyobb agyi területeket hasonlítottunk össze. Így azt szerettük volna 

megvizsgálni, hogy vannak-e különbségek az agyi endotélsejtek barrier tulajdonságaiban a 

szürke-, illetve a fehérállományban. 

Kísérleti eredményeink azt mutatták, hogy a szoros kapcsolatok fehérjéi, az okkludin és a 

klaudin-5 nagyobb mennyiségben expresszálódnak a fehérállományi endotélsejtekben úgy 

mRNS, mint fehérje szinten, míg az adherens junction fehérjék közül csak az α-katenin 

esetében találtunk ilyen különbséget, a β-katenin esetében nem (10. A, B ábra). 

Eredményeinket összehasonlítottuk az Allen Brain Atlas humán génexpressziós adataival, és 

azt tapasztaltuk, hogy az okkludin, a klaudin-5 és az α-katenin nagyobb mennyiségben van 

jelen a fehérállományban úgy a saját PBEC mRNS és fehérje szintjeit, mint az Allen Brain Atlas 

humán agyszöveti mRNS szinteket tekintve (10. C ábra). A klaudin-5 magasabb expresszióját 

a fehérállományi agyi ereken immunfluoreszcens vizsgálatokkal is igazoltuk úgy sertés 

agyszöveten, mint a sertés agyszövetből izolált endotélsejtek tenyészetén (PBEC sejteken) 

(11. A, B ábra). Ennek megfelelően a fehérállományi PBEC sejtek TEER-je szignifikánsan 

magasabbra emelkedett, mint a szürkeállományi PBEC-ké (11. C ábra). 

Ezek az eredmények azt bizonyítják, hogy a fehérállományban szorosabban zár a vér–agy 

gát, mint a szürkeállományban. Ennek okai és következményei azóta sem teljesen ismertek, 

azonban valószínűleg fontos szerepet játszik a fiziológiás agyi funkciók fenntartásában. A 
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fehérállományt érintő megbetegedésekben pedig (például MS-ben vagy agyi kisér 

betegségben) fontos szerepet játszhat ennek a nagyon erős barriernek a sérülése.280 

 

10. ábra. A kortikális és fehérállományi agyi endotélsejtek közötti különbségek. 
A: Szoros és adherens junkcionális fehérjék mRNS expressziója agykéregből és fehérállományból izolált PBEC 
sejtekben. A génexpresszió változását a GAPDH-hoz normalizáltuk és a CX mintákban mért értékekhez 
viszonyítottuk. N = 3, átlag ± standard hiba,*P < 0,05 (CX-hez viszonyítva, Student t-teszt). B: Szoros és adherens 
junkcionális fehérjék expressziója agykéregből és fehérállományból izolált PBEC sejtekben. Reprezentatív WB 
képek N = 3 független kísérletből. C: Szoros és adherens junkcionális fehérjék expressziójának összehasonlítása 

az Allen Brain Atlas-ból nyert (humán agyi génexpressziós) és a saját kísérleti eredményeinkből származó 

(PBEC gén- és fehérjeexpressziós) adatok alapján. Az összes adatot z-score formájában ábrázoltuk úgy, hogy a 
saját kísérleti eredményekből származó génexpressziós változásokat GAPDH-hoz, míg a fehérjeexpressziót β-
aktinhoz normalizáltuk. CX = agykéreg (cortex), WM = fehérállomány (white matter), occl = okkludin (occludin), 
clau-5 = klaudin-5 (claudin-5), cat = katenin (catenin), ABA = Allen Brain Atlas, GAPDH = gliceraldehid-3-foszfát-
dehidrogenáz (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). 
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11. ábra. Az agyi endotélsejtek heterogenitása. 
A: Sertés agyszeletekből származó reprezentatív klaudin-5 (clau-5) IF képek N = 3 független kísérletből. B: 
Agykéregből és fehérállományból izolált PBEC sejtek klaudin-5 (clau-5) expressziója. Reprezentatív IF képek N 
= 3 független kísérletből. C: A TEER plató kialakulása agykérgi (CX) és fehérállományi (WM) PBEC in vitro 
modellben. N = 4, átlag ± szórás,***P < 0,001 a görbe alatti területeket összehasonlítva. 
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4.1.2 A hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid hatása a vér–agy gátra 

Következő kísérleteinkben arra voltunk kíváncsiak, hogy milyen endogén molekulák 

járulhatnak hozzá a vér–agy gát tulajdonságok fenntartásához fiziológiás és patológiás 

körülmények között. A PACAP (hipofízis adenilát cikláz aktiváló polipeptid, pituitary 

adenylate cyclase activating polypeptide) egy neuroprotektív, sejttúlélést segítő, 

gyulladáscsökkentő, értágító és számos más tulajdonsággal rendelkező neuropeptid,281 

amely a cAMP útvonalat aktiválja a sejtekben. A cAMP-ről már régóta ismert, hogy javítja az 

agyi endotélsejtek barrier tulajdonságait, elsősorban a szoros kapcsolati fehérjék megfelelő 

lokalizációjának elősegítésével.282 

 

12. ábra. A PACAP hatása a vér–agy gátra. 
A: A TEER emelkedése PACAP jelenlétében a kiindulási érték százalékában ábrázolva. N = 4, átlag ± szórás, 
*P < 0,01 (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). A használt in vitro modell az RBEC–pericita–asztrocita-
kondicionált médium volt. B: 100 nM PACAP hatása D3 agyi endotélsejtek szoros kapcsolataira 90 perc kezelés 
után. ZO-1 IF reprezentatív képek N = 3 független kísérletből. DMNQ = 2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinone. 
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Ennek fényében megvizsgáltuk a PACAP hatását a vér–agy gátra, és azt tapasztaltuk, hogy 

kontroll körülmények között csak kis mértékben emeli az agyi endotélsejtek TEER-jét, illetve 

növeli a ZO-1 mennyiségét a sejt–sejt kapcsolatokban, azonban glükózhiány, illetve DMNQ 

(2,3-Dimethoxy-1,4-naphthoquinone) segítségével kiváltottt oxidatív stressz jelenlétében 

kifejezettebb védőhatást fejt ki a szoros kapcsolatokra (12. ábra). 

4.1.3 Potenciális terápiás molekulák átjutása a vér–agy gáton 

A vér–agy gát nemcsak a potenciálisan káros molekulák, hanem a terápiás szerek agyba való 

bejutását is megnehezíti, így a gyógyszermolekulák több mint 90%-a nem tud terápiás 

koncentrációt elérni a központi idegrendszerben.13 Erre a problémára az egyik megoldás a 

hatóanyagok kémiai módosítása lehet. 

A µ-opioid receptor a morfin alapú fájdalomcsillapítók egyik fő célpontja.283 Az EM-1 és EM-

2 ennek a receptornak a nagy affinitású és szelektivitású peptid ligandja, amelyek a 

morfinhoz hasonló fájdalomcsillapító hatással bírnak, viszont kevesebb mellékhatással 

rendelkeznek, ugyanakkor kevéssé jutnak át a vér–agy gáton.284 

A KYNA egy endogén neuromodulátor, amely az NMDA (N-metil-D-aszpartát) receptor nem-

kompetitív antagonistájaként csökkenti az excitotoxicitást az agyban és neuroprotektív 

hatással bír. Ezt számos központi idegrendszeri megbetegedés kezelésében ki lehetne 

használni, azonban a KYNA agyba való bejutását a vér–agy gát jelentősen korlátozza.285 

Mindezeknek tükrében szükségesnek éreztük olyan EM-2, illetve KYNA analógok előállítását, 

amelyek megtartják biológiai aktivitásukat, azonban jobban átjutnak a vér–agy gáton. 

Az általunk vizsgált három EM-2 analógról (13. A ábra) kollaborációs partnereink már 

korábban bebizonyították, hogy magas affinitással és szelektivitással kötődnek a µ-opioid 

receptorhoz, és jó ellenállóképességgel rendelkeznek proteázokkal szemben.286 Mivel 

mindhárom peptid zsíroldékonyabbnak bizonyult, mint az EM-2, feltételeztük, hogy vér–agy 

gáton való permeabilitásuk is jobb lesz. Ezt in vitro modellen igazoltuk, hiszen mindhárom 

peptid esetében egy közel kétszeres permeabilitási értéket mértünk az EM-2-höz viszonyítva 

(13. B ábra). 
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13. ábra. EM-2 analógok átjutása a vér–agy gáton. 
A: Az EM-2 és a három tesztelt analóg szerkezeti képlete. B: Az EM-2 és az analóg peptidek permeabilitása a 
vér–agy gát in vitro modelljén (RBEC–asztrocita kokuktúrában) 60 perc alatt. A tríciummal jelölt peptideket 
0,01 µM koncentrációban adagoltuk a felső kompartimentumba, amely 0,381-0,775 µCi/ml aktivitásnak felelt 
meg. N = 3, átlag ± standard hiba,*P < 0,05 (EM-2-höz viszonyítva, ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). 

 

A KYNA aminoalkilált amid származékait az SZTE Gyógyszerkémiai Intézetében szintetizálták 

(14. A ábra), és vér–agy gáton való permeabilitásukat nemcsak a KYNA molekuláéhoz 

hasonlítottuk, hanem a xanturénsavéhoz is, amely a kinurenin metabolikus útvonal egyik 

terméke, illetve analógjának, a 39B-nek a permeabilitásához is (14. B ábra). 
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14. ábra. KYNA analógok 
átjutása a vér–agy gáton. 
A: A KYNA analógok 
szintézise és szerkezeti 
képlete. B: A KYNA, a 
Xant. ac. és a 39B 
szerkezeti képlete. C: A 
KYNA analógok 
permeabilitása a vér–agy 
gát in vitro modelljén 
(RBEC–pericita–
asztrocita-kondicionált 
médium) SF-hez 
viszonyítva 60 perc után. 
Az analógokat 10 µM 
koncentrációban 
adagoltuk a felső 
kompartimentumba. N = 
2, átlag ± szórás,*P < 0,05 
(SZR-104 és SZR-105 
esetében bármely másik 
analóghoz viszonyítva, 
ANOVA és Bonferroni 
post-hoc teszt). D: A 
KYNA analógok 
permeabilitása a vér–agy 
gát in vitro modelljén 
KYNA-hoz viszonyítva. N = 
3, átlag ± szórás, 
**P < 0,01 (KYNA-hoz 
viszonyítva, ANOVA és 
Bonferroni post-hoc 
teszt). Xant. ac. = 
xanturénsav (xanturenic 
acid). 30 perc 60 perc 
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A hat KYNA analóg közül az SZR-104 és az SZR-105 rendelkezett a legnagyobb 

permeabilitással az in vitro modellen vizsgálva (14. C ábra). Ez a két molekula a C3 

szénatomon morfolinometil csoporttal szubsztituált KYNA analóg. Az SZR-104 korábban 

neuroprotektív és gyulladáscsökkentő hatásúnak bizonyult,287,288 ezért ezt a molekulát 

vizsgáltuk tovább. Megállapítottuk, hogy magasabb permeabilitással rendelkezik a vér–agy 

gát in vitro modelljén úgy a KYNA-hoz, mint a xanturénsavhoz vagy a 39B-hez viszonyítva 

(14. D ábra). Ez utóbbi a C3 szénatomon morfolinometil csoporttal szubsztituált xanturénsav 

analóg, tehát szerkezetében hasonló az SZR-104-hez. 

4.2 A PRR-ek és az inflammaszómák szerepe a neurovaszkuláris egység 

sejtjeiben 

Ebben a fejezetben azokat a kísérleket foglalom össze, amelyek arra irányultak, hogy 

megértsük, hogyan vesznek részt a neurovaszkuláris egység sejtjei a gyulladásos 

reakciókban. 

4.2.1 A PRR-ek agyi endotélsejtekben és pericitákban 

A PRR-ek a veleszületett immunsejtek saját receptorai, azonban más sejtekben is gyakran 

jelen vannak. Az agyi sejtek közül a mikrogliasejtek, az asztrociták és a neuronok TLR és NLR 

készletéről számos adat állt rendelkezésre,98,132,142,289 azonban a vaszkuláris sejtekéről sokkal 

kevesebb. Munkacsoportunk korábban jellemezte az agyi endotélsejtek TLR expressziós 

mintázatát, és kimutattuk, hogy ezekben a sejtekben a TLR2, a TLR3, a TLR4 és a TLR6 van 

jelen konstitutívan.99 Mivel az agyi endotélsejtek és periciták is részt vesznek gyulladásos és 

immunfolyamatokban, szerettük volna átfogóan megismerni ezen két sejttípus TLR és NLR 

expresszióját, illetve ezen receptorok szabályozását is. Ezért humán agyi endotélsejtekben 

és pericitákban PCR reakcióval vizsgáltuk meg 22 NLR, 9 egyéb inflammaszóma komponens 

és IL, valamint 10 TLR mRNS expresszióját. 

A 15. ábra azokat az mRNS-eket mutatja, amelyeket legalább az egyik sejttípusban 

detektáltuk alapállapotban. A NOD1, NOD2, NLRC5, NLRP1 és NLRX1, valamint a TLR4 magas 

szinten és hasonlóan expresszálódott agyi endotélsejtekben és pericitákban. Alacsonyabb 

expressziós szintet mutatott, de hasonló mennyiségben volt jelen a két sejttípusban az 

NLRP3. Az NLRP5, a kaszpázok, az ASC, valamint a TLR6 mennyisége az endotélsejtekben volt 



58 
 

kissé nagyobb, míg az NLRP9 és a TLR2 esetében ez a különbség még nyilvánvalóbb volt. Az 

IL mRNS-ek közül az IL1B és az IL33 a pericitákban, az IL18 és az IL37 az endotélsejtekben volt 

nagyobb mennyiségben jelen a másik sejttípushoz viszonyítva. NLRC4-et, NLRP12-t, NLRA-t, 

AIM2-t és TLR3-at csak az endotélsejtekben találtunk, a pericitákban nem, míg az NLRP2, a 

TLR5 és a TLR10 épp fordítva, csak a pericitákban jelent meg. 

 

15. ábra. Az NLR-ek, inflammaszóma komponensek és TLR-ek expressziója agyi endotélsejtekben és 
pericitákban. 
D3 humán agyi endotélsejtek és HBVP humán agyi periciták inflammaszóma komponenseinek, illetve NLR/TLR 
mintázatfelismerő receptorainak génexpressziója alapállapotban GAPDH-hoz viszonyítva. N = 3, átlag ± 
standard hiba. A sötétszürke keretek az endotélsejtekben expresszálódó, de a pericitákban nem kimutatható 
mRNS-eket jelölik. Világosszürkével a pericitákban jelen levő, de az endotélsejtekben nem expresszálódó 
mRNS-eket kereteztük be, míg szaggatott vonallal a pericitákban alapállapotban nem expresszálódó, de 
indukálható géneket. CASP = kaszpáz (caspase). 

 

Ezen gének expresszióját gyulladásos faktorok és az oxidatív stressz is befolyásolni képesek 

(16. ábra) olyannyira, hogy az NLRC4, az NLRA és a TLR9 is megjelenhet a pericitákban 

gyulladásos citokinek hatására. 
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16. ábra. Az NLR-ek és inflammaszóma komponensek szabályozása agyi endotélsejtekben és pericitákban 
oxidatív stressz és gyulladásos mediátorok hatására. 
 
Az ábrafelirat a következő oldalon található. 
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16. ábra. Az NLR-ek és inflammaszóma komponensek szabályozása agyi endotélsejtekben és pericitákban 
oxidatív stressz és gyulladásos mediátorok hatására. 
(Az ábra az előző oldalon található.) 
A: A D3 humán agyi endotélsejteket 600 µM H2O2 kezelésnek vetettük alá 30 percig, illetve TNF-α-t (10 ng/ml), 
IFN-γ-t (100 ng/ml) vagy IL-1β-t (10 ng/ml) adtunk hozzájuk 24 óráig. B: A D3 humán agyi endotélsejteket LPS-
sel (1 μg/ml) vagy MDP-vel (100 μg/ml) kezeltük 24 óráig, illetve 6 óra LPS kezelés után 18 óra MDP kezelésnek 
vetettük alá őket. C: A HBVP humán agyi pericitákat 600 µM H2O2 kezelésnek vetettük alá 60 percig, illetve TNF-
α-t (10 ng/ml), IFN-γ-t (100 ng/ml), IL-1β-t (10 ng/ml), LPS-t (1 μg/ml), MDP-t (100 μg/ml) vagy LPS-t és MDP-t 
adtunk hozzájuk 24 óráig. A hőtérképen ábrázolt génexpresszió-változást GAPDH-ra normáltuk és a kontrollhoz 
viszonyítottuk (N = 3). A piros szín az expresszió-fokozódást, a zöld a csökkenést jelzi. A bal felső inszertek az 
adatok normál eloszlását mutatják. CASP = kaszpáz (caspase). 

 

Számos gén regulációja hasonló volt a két sejttípusban, például a NOD2 vagy az NLRP10 

upregulációja IL-1β vagy TNF-α hatására, vagy a NOD2 és IL1B szintjének emelkedése LPS és 

MDP jelenlétében. Ugyanakkor az NLRP9 esetében az oxidatív stressz kissé csökkentette, 

míg a gyulladásos citokinek kissé növelték az expressziót az endotélsejtekben, míg 

pericitákban épp ellenkezőleg, az oxidatív stressz emelte meg az expressziót, míg a 

gyulladásos jelek annak csökkenését okozták. Az NLRP9 sejtspecifikus regulációjának oka 

nem ismert, hiszen erről a fehérjéről azóta is kevés adat áll rendelkezésünkre.290 

4.2.2 Az inflammaszómák aktivációja agyi endotélsejtekben és pericitákban 

Az agyi endotélsejtekben és pericitákban tehát számos PRR van jelen, amelyek közül egyesek 

inflammaszómák kialakítására is képesek. Ezért megvizsgáltuk, hogy összeszerelődhetnek-e 

az inflammaszómák ezekben a sejtekben. 

Eredményeink alapján az agyi endotélsejt tenyészetekben LPS vagy MDP kezelés, illetve LPS 

primingot követő MDP aktiváció (LPS→MDP) hatására megnőtt a pro-IL-1β mennyisége a 

sejtekben, és fokozódott a szekretált aktív IL-1β mennyisége a felülúszóban (17. A ábra). 
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17. ábra. Inflammaszóma-aktiváció agyi endotélsejtekben. 
A: A pro-IL-1β expressziója D3 sejtlizátumban, illetve az aktív IL-1β fehérje mennyisége a tápfolyadékban 24 óra 
LPS vagy MDP, illetve 6 óra LPS-t követő 18 óra MDP kezelés után (WB). Az alsó két panelen bemutatott 
denzitometrálást N = 3 független kísérlet alapján β-aktinra normálva végeztük el és a kontrollhoz viszonyítottuk 
(átlag ± standard hiba, *P < 0,05 a kontrollhoz viszonyítva, ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). B: Az aktív IL-
1β fehérje mennyisége a tápfolyadékban ELISA-val mérve. N = 3, átlag ± standard hiba, *P < 0,05 a kontrollhoz 
viszonyítva, #P < 0,05 az LPS, illetve MDP kezeléshez viszonyítva (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). C: A 
pro-IL-1β, klaudin-5 (clau-5) és okkludin (occl) expressziója D3 sejtlizátumban, illetve az aktív IL-1β fehérje 
mennyisége a tápfolyadékban kanonikus (24 óra LPS+MDP, LPS+ATP vagy LPS+nigericin kezelés), illetve nem-
kanonikus (1 µg/ml LPS 24 óráig + az utolsó 6 órában 2 µg/ml LPS Lipofectamine 2000-rel együtt) 
inflammaszóma-aktiváció hatására. Az alsó panel a β-aktinra normált és a kontrollhoz viszonyított 
denzitometrálás eredményét mutatja be (N = 3, átlag ± standard hiba, *P < 0,05, **P < 0,01 a kontrollhoz 
viszonyítva, ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). Alkalmazott koncentrációk: 1 µg/ml LPS, 100 µg/ml MDP, 5 
mM ATP, 10 µM nigericin.Lipof. = Lipofectamine. D: Reprezentatív IF képek kontroll és LPS+MDP-vel kezelt 
PBEC sejtekről. A nyilak a klaudin-5 (clau-5) szakadozottságát, a nyílhegyek az NLRP3 feldúsulását mutatják. 
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A legerősebb hatást az LPS-t követő MDP kezelés (LPS→MDP) váltotta ki, amikor két 

különböző priming és aktivátor ágens hatott a sejtekre. A szekretált IL-1β mennyisége 

viszonylag alacsony volt, de a kontrollhoz képest (0,48 pg/ml) az LPS→MDP-kezelt sejtekben 

10-szeresre emelkedett (4,82 pg/ml) (17. B ábra). Mivel a Z-VAD-FMK kaszpáz gátlószer 

teljes mértékben megakadályozta az LPS→MDP által indukált aktív IL-1β megjelenését a 

felülúszóban, nagy valószínűséggel kijelenthetjük, hogy inflammaszóma-aktiváció történt az 

agyi endotélsejtekben. 

A priming és/vagy aktiváció jelenségét más gyulladásos mediátorokkal is ki tudtuk váltani, 

ugyanakkor a nem kanonikus útvonalat is aktiválni tudtuk ezekben a sejtekben úgy, hogy 

Lipofectamine 2000-rel LPS-t juttattunk a sejtekbe (LPS+LPS (Lipofectamine)) (17. C ábra). 

Az endotélsejtek úgy az apikális, mint a bazolaterális stimulusokra reagáltak, és mindkét 

irányba képesek voltak IL-1β-t szekretálni. 

Azt is megfigyeltük, hogy az inflammaszóma-aktiváció hatására csökkent a sejtekben a 

szoros kapcsolatok fehérjéinek mennyisége, leginkább LPS+LPS (Lipofectamine) hatására 

(17. C ábra). Immunfluoreszcens vizsgálatokkal a junkciók szakadozottságát figyeltük meg 

LPS+MDP jelenlétében, illetve az NLRP3 megjelenését a sejtmagok körül (17. D ábra). Ezzel 

párhuzamosan az itt nem bemutatásra kerülő TEER vizsgálataink is azt igazolták, hogy 

inflammaszóma-aktivációt indukáló jelek hatására sérül a paracelluláris barrier. 

Az agyi pericitákban nem tudtunk kimutatni kanonikus inflammaszóma-aktivációt (18. A 

ábra). A legerősebb priming hatást az IFN-γ+TNF-α kombinációval tudtuk elérni, azonban 

sem az MDP, sem az ATP (18. A ábra), sem a flagellin, sem az LPS nem indukálta az IL-1β 

hasítását. Azonban amikor az IFN-γ+TNF-α priming mellett Lipofectamine 2000-rel LPS-t 

juttattunk a sejtekbe (IFN-γ+TNF-α+LPS (Lipofectamine)), 2 óra után jelentős mennyiségű 

aktív IL-1β-t tudtunk kimutatni a sejtek felülúszójában (18. B ábra), amely 4 óránál már 

csökkenni kezdett. Ebben az időpontban 14,35 pg/ml volt az IL-1β koncentrációja a 

tápfolyadékban, míg a kontrollban nem volt detektálható mennyiség. 
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18. ábra. Inflammaszóma-aktiváció agyi pericitákban. 
A: A kanonikus inflammaszóma-aktiváció hiánya agyi pericitákban. HBVP sejteket kezeltünk IFN-γ (100 ng/ml), 
TNF-α (10 ng/ml) és MDP (100 µg/ml) vagy ATP (5 mM) kombinációjával. A pro-IL-1β-t a sejtlizátumban, az 
aktív formát a tápfolyadékban vizsgáltuk. Reprezentatív WB N = 3 független kísérletből. B: Nem-kanonikus 
inflammaszóma-aktiváció HBVP sejtekben Lipofectamine 2000-rel a citoplazmába juttatott LPS hatására. A pro-
IL-1β-t a sejtlizátumban, az aktív formát a tápfolyadékban vizsgáltuk. Reprezentatív WB N = 3 független 
kísérletből. Lipof. = Lipofectamine. C: Nem-kanonikus inflammaszóma-aktiváció HBVP sejtekben OMV-k, illetve 
E. coli baktériumok hatására. i: Konfokális mikroszkópos kép a zölddel jelölt E. coli internalizációjáról HBVP 
sejtekben. A vízszintes és függőleges vonalak mentén készült z-irányú felvételek igazolják, hogy a baktériumok 
a sejtekben helyezkednek el. ii: Az E. coli baktériumok tápfolyadékából izolált OMV-k atomerő mikroszkópos 
deflekciós képe. A nyilak az OMV-ket jelölik a PBS kristályok között. iii: Az IL-1β felszabadulása az OMV-k és a 
baktériumok hatására. Az OMV-ket 0,3 mg/ml, 3 mg/ml, 30 mg/ml és 150 mg/ml fehérje koncentrációban 
adtuk a sejtekhez. Az E. coli-t 107 CFU/lyuk sűrűségben adtuk a 6-lyukú lemezben tenyésztett HBVP sejtekhez. 
Minden reprezentatív WB N = 3 független kísérletből származik. CFU = telepképző egység (colony forming unit). 
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Mindez azt jelenti, hogy ezekben a sejtekben az inflamaszómák csak nem kanonikus úton 

aktiválhatók. Az agyi periciták fagocitózisra képes sejtek,291 így baktériumok vagy bakteriális 

vezikulák bekebelezésével vehetik fel az LPS-t, amely intracellulárisan beindíthatja a nem 

kanonikus inflammaszóma útvonalat. Igazoltuk, hogy a periciták képesek E. coli 

baktériumokat fagocitálni (18. C/i ábra). Ezután baktérium tenyészeteket, illetve az ezekből 

izolált OMV-ket (18. C/ii ábra) adtunk a pericitákhoz, és megvizsgáltuk az IL-1β szekréciót. 

Kísérleteink igazolták, hogy úgy a vezikulák, mint a baktériumok indukálják az 

inflammaszóma-aktivációt agyi pericitákban (18. C/iii ábra). 

4.2.3 Az agyi endotélsejtek és periciták közötti inflammaszóma-függő 

kommunikáció 

Az agyban a gyulladásos reakciókban résztvevő legfontosabb sejtek a mikrogliasejtek és az 

asztrociták; a vaszkuláris sejteknek, feltételezésünk szerint, inkább moduláló és közvetítő 

szerepe lehet ezekben a folyamatokban. Ezért megvizsgáltuk, hogy az inflammaszóma 

aktivációja az agyi endotélsejtekban vagy pericitákban indukál-e bármilyen változást a másik 

sejttípusban, azaz közvetítik-e egymásnak a gyulladásos jeleket ezek a sejtek. 

Első lépésben a pericitákban indukáltunk inflammaszóma-aktivációt, majd a szekretált 

faktorokat tartalmazó felülúszóval (peri.-kond. IFN-γ+TNF-α+LPS (Lipofectamine)) az agyi 

endotélsejteket bazolaterális irányból kezeltük, a két sejttípus in vivo elhelyezkedésének 

megfelelően (19. A ábra). Kontrollként egy üres, pericitákat nem tartalmazó csészébe 

helyeztük az indukáló koktélt (IFN-γ+TNF-α+LPS (Lipofectamine)), majd ezt adtuk az 

endotélsejtek bazolaterális oldalához. Ahogy korábbi eredményeink alapján vártuk, a 

gyulladásos mediátorok önmagukban is megnövelték az IL1B mRNS mennyiségét az 

endotélsejtekben, azonban a gyulladásos mediátorokkal kezelt pericitákról származó 

tápfolyadék még nagyobb mértékű IL1B felszaporodást okozott az endotélsejtekben (19. B 

ábra). Ezzel párhuzamosan sérült az endoteliális barrier, hiszen csökkent a klaudin-5 és az 

okkludin mennyisége, legnagyobb mértékben a peri.-kond. IFN-γ+TNF-α+LPS 

(Lipofectamine) hatására (19. C ábra). Ezen eredmények igazolták azt a feltevést, hogy a 

periciták közvetítik az érzékelt gyulladásos jeleket az endotélsejteknek, illetve a szoros 

kapcsolatok megnyitásával valószínűleg a periféria felé is. 
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19. ábra. Az agyi endotélsejtek válasza a pericita inflammaszóma-aktivációra. 
A: A kísérleti felállás sematikus ábrája. B: Az IL1B mRNS expressziója D3 agyi endotélsejtekben citokinek, illetve 
citokinekkel aktivált HBVP pericitákról származó kondicionált médium hatására. N = 3, átlag ± szórás, **P < 
0,01 a kontrollhoz viszonyítva, ##P < 0,01 az IFN-γ+TNF-α koktéllal kezelt endotélsejtekhez viszonyítva, ‡‡P < 
0,01 az IFN-γ+TNF-α+LPS (Lipof.) kezelést kapott endotélsejtekhez viszonyítva (ANOVA és Bonferroni post-hoc 
teszt). C: A szoros kapcsolatok fehérjéinek mennyiségének változása D3 agyi endotélsejtekben citokinek, illetve 
citokinekkel aktivált HBVP pericitákról származó kondicionált médium hatására. A grafikon N = 3 független 
kísérletből WB módszerrel kimutatott fehérjemennyiségek denzitometrálási adatait tartalmazza. Átlag ± 
szórás, *P < 0,05, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyítva (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). Peri.-kond. 
kontroll = nem aktivált pericitákról származó kondicionált médiummal kezelt endotélsejtek. Peri.-kond. IFN-
γ+TNF-α = IFN-γ+TNF-α koktéllal aktivált pericitákról származó kondicionált médiummal kezelt endotélsejtek. 
Peri.-kond. IFN-γ+TNF-α+LPS (Lipof.) = nem-kanonikus inflammaszóma-aktiváció után a pericitákról származó 
kondicionált médiummal kezelt endotélsejtek. Lipof. = Lipofectamine. 
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A fordított irányban történő jelátvitelt is megvizsgáltuk, azaz az endotélsejtekben aktiváltuk 

az inflammaszóma útvonalat, apikális irányból, majd a bazolaterális tápfolyadékot gyűjtöttük 

be (kond. IFN-γ+TNF-α+LPS) és helyeztük a pericitákra (20. A ábra). 

 

20. ábra. Az agyi periciták válasza az endoteliális inflammaszóma-aktivációra. 
A: A kísérleti felállás sematikus ábrája. B: Az NLRP3 fehérje expressziója HBVP agyi pericitákban citokinek, 
illetve citokinekkel aktivált D3 endotélsejtekről származó kondicionált médium hatására. Reprezentatív IF 
képek N = 2 független kísérletből. Kond. IFN-γ+TNF-α+LPS = IFN-γ+TNF-α+LPS koktéllal aktivált endotélsejtekről 
származó kondicionált médiummal kezelt periciták. 

 

Kontrollként üres filtereket használtunk, amelyekre nem szélesztettünk endotélsejteket, és 

az apikális kompartimentumba helyeztük az aktiváló koktélt, majd a bazolaterális oldalról 

gyűjtöttünk tápfolyadékot a periciták számára (IFN-γ+TNF-α+LPS). A pericitákban az NLRP3 

megjelenését követtük nyomon, és jelentős mértékű upregulációt csak az aktivált 

endotélsejtekről begyűjtött médium hatására láttunk (20. B ábra). Igazoltuk tehát azt a 

hipotézisünket, miszerint az endotélsejtek az apikális irányból (tehát a perifériáról) jövő 

gyulladásos szignálok hatására aktiválják a pericitákat az agyban. 

4.2.4 Inflammaszóma-aktiváció a neurovaszkuláris egység sejtjeiben 

patológiás körülmények között 

Végül arra voltunk kíváncsiak, hogy milyen szerepet játszanak a neurovaszkuláris egység 

sejtjeiben aktiválódó inflammaszómák különböző patológiás folyamatokban. Ehhez 

perifériás idegsérüléses modelleket használtunk, illetve agyi metasztázisokban is 
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megvizsgáltuk az inflammaszómák szerepét – utóbbit a 4.3.5 fejezetben ismertetjük. Bár 

ezekben a modellekben nem elsősorban a vaszkuláris sejtekben jelentek meg az 

inflammaszómák, érdekes megállapításokat tettünk a neurovaszkuláris egység neuronális és 

gliális elemeinek gyulladásos folyamatokban betöltött szerepéről. 

A perifériás idegek közül a III. és a XII. agyideget, valamint az ülőideget roncsoltuk 

enukleáció, illetve a n. hypoglossus, valamint a n. ischiadicus szintjén végzett axotómiával. 

Az említett agyidegek magjaiban az NLRP3 fehérje mennyiségének növekedését észleltük az 

idegsérülés hatására (21. A ábra). Az NLRP3 szintjének emelkedése azonban nem az ereket 

érintette és nem is a gliasejteket, hanem a mozgató idegsejteket. 

Az inflammaszóma-aktivációt a n. hypoglossus-ban vizsgáltuk először, amelyet az IL-1β aktív 

formájának felszaporodása igazolt (21. B ábra). 

A n. ischiadicus sérülése után az IL1B mRNS már egy nap után megjelent a motoneuronokban 

a sérülés oldalán (22. A ábra). Az NLRP3 fehérje is korán upregulálódott ezekben a sejtekben, 

majd expressziója tovább fokozódott 3, illetve 7 nap elteltétvel (22. B ábra). A ChAT (kolin-

acetil-transzferáz, choline acetyltransferase) fehérjével való kolokalizációja arra utalt, hogy 

az NLRP3 itt is a motoneuronokban szaporodott fel, ráadásul ugyanazokban a sejtekben, 

amelyekben az ASC adapter fehérje is megjelent (22. C ábra). Ez az inflammaszóma 

összeszerelődéséhez volt szükséges, amelynek eredményeként az IL-1β aktív formává 

hasítódott (22. D ábra). Ezt a folyamatot nemcsak az NLRP3 inflammaszóma specifikus 

inhibitorával, az MCC950-nel,292 hanem 5-BDBD-vel is gátolni tudtuk, amely a P2X4 purinerg 

receptor antagonistája. Ez ATP-függő folyamatokra utalt, az ATP pedig a traumás sérülés 

következtében juthatott ki az extracelluláris térbe. 
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21. ábra. Centrális inflammaszóma-aktiváció perifériás idegsérülést követően. 
A: Az NLRP3 fehérje mennyiségének fokozódása a III. és a XII. agyidegi mag neuronjaiban a megfelelő ideg 
átvágásának hatására 4 nappal a műtét után. Reprezentatív IHC képek N ≥ 3 kísérletből. Az agyidegi magok 
határát a metszeteken szaggatott vonal jelzi. B: Az IL-1β fehérje expressziójának változása axotómia hatására 
a XII. agyideg magjában. Reprezentatív WB-ok és β-aktinra normált denzitometriás adatok N = 3 független 
kísérletből, 4 nappal az idegsérülés után. Átlag ± szórás, *P < 0,05, ***P < 0,005 a kontrollhoz viszonyítva 
(ANOVA és Fisher LSD post-hoc teszt). 

 

Azt is igazoltuk, hogy a neuronokban aktiválódó inflammaszómák hozzájárulnak a 

mikrogliózis kialakulásához. Későbbi időpontokban az inflammaszóma komponensek a 

mikrogliasejtekben is megjelentek, ám inflammaszóma-aktivációra utaló jeleket ezekben a 

sejtekben nem találtunk. 
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22. ábra. Axotómia-indukálta inflammaszóma-aktiváció gerincvelői motoneuronokban. 
A: Az IL1B mRNS detektálása gerincvelői motoneuronokban a n. ischiadicus átvágása után. Reprezentatív ISH 
képek 1 nappal az axotómia után. Az IL1B-t a fekete precipitátumok jelzik, kék = hematoxilin festés. A jobboldali 
kép a középső kép inszertjének nagyítása. A szaggatott vonalak a mellső szarv határát, a nyilak az erősen IL1B-
pozitív idegsejteket jelölik. B: Reprezentatív NLRP3 IF képek 1, 3 és 7 nappal az axotómia után a gerincvelő 
lumbáris régiójában. A szaggatott vonalak a fehérállomány és a mellső szarvi szürkeállomány határát jelölik. N 
= 3. C: Reprezentatív IF képek 3 nappal az axotómia után a lumbáris régió mellső szarvában. N = 3. A nyilak az 
NLRP3 és az ASC kolokalizációját jelölik a motoneuronokban. D: Reprezentatív WB a gerincvelő lumbáris 
szakaszából a n. ischiadicus átvágása után 3 nappal, hordozóanyaggal (DMSO kontroll), illetve naponta 5 mg/kg 
5-BDBD-vel vagy 10 mg/kg MCC950-nel kezelt állatokban. Az oszlopdiagram a denzitometrálás adatait mutatja 
be (β-aktinra normálva, kontroll oldalhoz viszonyítva). N = 3, átlag ± standard hiba, **P < 0,01 a kontroll 
oldalhoz viszonyítva, #P < 0,05, ##P < 0,01 az ax. DMSO kontrollhoz viszonyítva (ANOVA és Bonferroni post-hoc 
teszt). Ax. = axotómia. 
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23. ábra. Az axotómia-indukálta inflammaszóma-aktiváció funkcionális következményei. 
A: Az SFI időbeni változása a n. ischiadicus átvágása és az azt követő koaptáció után. N = 5, átlag ± standard 
hiba, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,005 a hordozóanyaggal kezelt állathoz (koapt. DMSO kontroll) viszonyítva 
az adott időpontban. 
 
(Az ábrafelirat a következő oldalon folytatódik.) 
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23. ábra. (folytatás az előző oldalról) B: A n. ischiadicus regenerációja MCC950 kezelés, illetve az IL-1β 
intratekális neutralizációjának hatására 5 nappal a koaptáció után. A kezeléseket az állatok az első három 
napban kapták. Reprezentatív IF képek N = 3-4 állatból. A szaggatott vonal a koaptációs zónát jelöli. p75 = p75 
neurotrofin receptor (Schwann-sejt marker), NEFM = neurofilamentum köztes lánc fehérje (neurofilament 
medium chain; axonális marker). Koapt. = axotómia + koaptáció. 

 

Felmerült a kérdés, hogy milyen funkcionális következménnyel jár a perifériás idegsérülést 

követő motoneuronális inflammaszóma-aktiváció. Ehhez az idegátvágást követően 

összevarrtuk az ülőideg csonkjait, majd az állatokat inflammaszóma, illetve P2X4 gátlószerrel 

kezeltük. Az SFI, amely az ideg funkcionális regenerációját mutatja, szignifikánsan 

meredekebben emelkedett az MCC950-nel, valamint az 5-BDBD-vel kezelt állatokban, mint 

a megfelelő kontrollokban (23. A ábra). Ez azt jelenti, hogy az inflammaszóma-aktiváció 

gátolja a regenerációt. Ezt igazolta a koaptációs zónába benövő axonok jelentősen magasabb 

száma az inflammaszóma gátlószerrel kezelt állatokban, illetve az IL-1β intratekális 

neutralizációja után (23. B ábra). 

Az MCC950, mivel szisztémásan adagoltuk, úgy a periférián – például a sérült idegben –, mint 

centrálisan gátolni tudta az NLRP3 inflammaszóma-aktivációt. Az IL-1β neutralizáló 

ellenanyagok intratekális adminisztrációja azonban csak lokálisan, a gerincvelőben fejtette 

ki hatását, így bebizonyítottuk, hogy a központi idegrendszeri inflammaszóma gátlás az, 

amely elősegíti az axonok regenerációját. Mivel a kezeléseket csak az első három napon 

kapták az egerek, amikor csak a motoneuronokban láttunk NLRP3 jelet, az is nagy 

valószínűséggel kijelenthető, hogy a motoneuronális inflammaszóma gátlás játszott szerepet 

az idegregeneráció javulásában. 

Összességében tehát megállapítottuk, hogy perifériás idegsérülések során aktiválódik az 

NLRP3 inflammaszóma az érintett mozgató idegsejtekben, amely gátolja az ideg 

regenerációját. Így az inflammaszóma gátlószereknek, amelyeknek fejlesztése nagy erőkkel 

folyik,293 fontos szerep juthat nemcsak központi idegrendszeri vagy szisztémás gyulladásos 

betegségek kezelésében, hanem perifériás idegrendszeri patológiákban is. 

4.3 Az agyi áttétes tumorok kialakulásának mechanizmusai 

Munkám legnagyobb része az agyi metasztázisok kialakulásának megértésére irányult. 

Megvizsgáltuk, hogy a daganatsejtek hogyan jutnak át a vér–agy gáton, illetve azt, hogy 
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hogyan képesek túléni az agyi környezetben. Elsősorban azok a mechanizmusok érdekeltek 

bennünket, amelyek a neurovaszkuláris egység sejtjeihez kötődnek. Ezért feltérképeztük, 

hogy milyen változásokon megy át az agyi endotélium a tumorsejtek elakadásától az érfalon 

való átjutásig. Miután felmértük a transzmigrációban szerepet játszó legfontosabb jelátviteli 

útvonalakat, a metasztatikus sejtek és a periciták, illetve az asztrociták közötti 

kölcsönhatásokat tanulmányoztuk. 

4.3.1 A metasztatikus sejtek elakadása az agyi erekben és átvándorlása a vér–

agy gáton 

A metasztázisok képződésének agyi sajátosságaként a kiserekben elakadó tumorsejtek 

napokig a lumenben maradnak anélkül, hogy átvándorolnának az érfalon.171 A mi 

emlőkarcinóma agyi metasztázis egérmodellünkben is azt tapasztaltuk, hogy maga az 

átvándorlás rendszerint a tumorsejtek keringésbe jutása utáni 4. nap környékén következik 

be a legnagyobb valószínűséggel. Kísérleteinkkel először arra a kérdésre kerestük a választ, 

hogy mi történik ez alatt a négy nap alatt az agyi erekkel, amíg a tumorsejtek az agyi erek 

lumenében tartózkodnak. 

Megfigyeltük, hogy a kapillárisfalon való transzmigráció előtt és alatt az endotélsejtek 

izolálták az emlőkarcinóma-sejteket a keringő vértől. Ezt egyrészt érösszehúzódással, 

másrészt endoteliális dugók kialakításával érték el (24. A, B ábra). A lumen obstruálása 

leggyakrabban a tumorsejt mindkét oldalán bekövetkezett úgy, hogy az endotéldugók teljes 

elzáródást okoztak az esetek 61%-ában, 24%-ban láttunk részleges elzárást, 9%-ban 

figyeltünk meg vazokonstrikciót, míg csupán 6%-ot tett ki az átjárható erek aránya a 

metasztatikus sejtek közelében. Feltételezésünk szerint az ilyen jellegű izolálás hozzájárulhat 

a metasztatikus sejtek védelméhez az immunsejtekkel, valamint a nyíróerőkkel szemben, 

amelyek a keringő tumorsejtek pusztulását okozhatnák.178 

Az endotéldugókat a kapillárisok falát bélelő endotélsejtek sejtmagjai alakították ki (24. C 

ábra), amelyek minden irányban elzárhatták a lument az elágazódásokban levő tumorsejtek 

körül (24. D ábra). Felmerült bennünk, hogy a dugók az endotélsejtek szaporodásával 

alakulnak ki, azonban EdU festéssel nem láttunk endoteliális proliferációt a tumorsejtek 

közelében, míg maguk a daganatsejtek akár az erek lumenében is osztódtak (24. E ábra). 
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Tehát az endotélsejtek sejtmagjai nem proliferáció, hanem endoteliális átrendeződés révén 

türemkedtek be az érbe. 

 

24. ábra. Az agyi erek elzáródása az elakadt tumorsejtek közelében. 
FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlőkarcinóma-sejteket injektáltunk, majd 3-4 nap után 
kétfoton-, illetve konfokális mikroszkópiával vizsgáltuk a tumorsejt–endotélsejt interakciókat az agyban. 
Zöld/zöldessárga = endotélsejtek, piros = tumorsejtek, kék = sejtmagok (Hoechst jelölés). A nyilak az 
endotéldugót, a szaggatott nyilak az érösszehúzódást, a nyílhegyek az átvándorló tumorsejtet jelölik. A: 
Reprezentatív kétfoton-mikroszkópos felvétel (z-projekció). B: Reprezentatív konfokális mikroszkópos 
felvételek (z-projekció, illetve egy optikai szelet). C: Konfokális mikroszkópos felvételek (z-projekciók) annak 
bizonyítására, hogy az endotéldugókat az endotélsejtek magjai alakítják ki. D: Reprezentatív konfokális 
mikroszkópos felvétel (z-projekció) több irányban megjelenő endotéldugókról. Clau-5 = klaudin-5. E: A 
szaporodó sejtek EdU jelölése (konfokális mikroszkópos z-projekció). A kettős nyílhegy a lumenben található, 
EdU-pozitív tumorsejtet mutatja, míg a tripla nyílhegy egy bazolaterális endoteliális membránhólyagot. 
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Azt is megfigyeltük, hogy a lumenben elakadt tumorsejtekkel kapcsolatba kerülő 

endotélsejteken bazolaterális hólyagok kezdtek megjelenni (24. E ábra), amelyek klaudin-5-

pozitívak voltak (25. A ábra). Az endoteliális hólyagok száma gyakran jelentősen megnőtt az 

átvándorlás alatt (25. B ábra), akár teljes endoteliális reorganizációt okozva (25. C ábra). A 

tumorsejtek átvándorlása után azonban, a kapillárishálózat szerkezete rövid idő alatt 

visszarendeződött (25. C ábra), míg endotélsejt-pusztulást csak nagyon ritkán tapasztaltunk. 

Az, hogy milyen jelentősége van a nem-apoptotikus endoteliális hólyagosodásnak a 

daganatos transzmigrációban, jelenleg nem ismert. 

 

25. ábra. Az agyi erek hólyagosodása a lumenben elakadt és átvándorló tumorsejtek hatására. 
FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlőkarcinóma-sejteket injektáltunk, majd 3-4 nap után 
kétfoton-, illetve konfokális mikroszkópiával vizsgáltuk a tumorsejt–endotélsejt interakciókat az agyban. 
Zöld/zöldessárga = endotélsejtek, piros = tumorsejtek, kék = sejtmagok (Hoechst jelölés). A nyilak az 
endoteliális hólyagokat, a szaggatott nyíl az átvándorló, a nyílhegy az átvándorolt tumorsejtet jelöli. A: 
Reprezentatív konfokális mikroszkópos felvétel (z-projekció) a klaudin-5-pozitív hólyagokról. Clau-5 = klaudin-
5. B: Reprezentatív kétfoton-mikroszkópos felvétel (z-projekció) az endoteliális hólyagosodásról az átvándorló 
tumorsejt közelében. C: Kétfoton-mikroszkópos felvétel egy átvándorló tumorsejt körüli intenzív endoteliális 
hólyagosodásról, amely szinte teljesen megszűnt a transzmigráció befejezése után. A számok az azonos ereket 
jelölik a két képen. 
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Azt is észrevettük, hogy az elakadt tumorsejtek körül többszörös lumennel rendelkező erek 

alakultak ki az átvándorlás előtt (26. A ábra), valószínűleg a véráramlás biztosítása 

érdekében. Maga a transzmigráció – az in vivo modellben végzett megfigyeléseink alapján – 

egy szűk póruson keresztül (26. A ábra), máskor szélesebb nyíláson át valósult meg (24. B 

ábra, 26. B ábra). Ami az átjutási útvonalat illeti, szerettük volna tisztázni, hogy a 

paracelluláris átvándorlás mellett a transzcelluláris transzmigráció is szerepet játszik-e a 

tumorsejtek vér–agy gáton való diapedézisében. Ezekhez a kísérletekhez 

összehasonlításképpen melanómasejteket is használtunk, amelyekről korábban leírtuk, hogy 

képesek károsítani a szoros kapcsolatokat és így paracellulárisan átvándorolni az agyi 

endotélsejtek rétegén.294 In vitro modellben azt figyeltük meg, hogy az emlőkarcinóma-

sejtek nem szakították fel az agyi endotélsejtek szoros kapcsolatait, míg a melanómasejtek 

– korábbi eredményeinkkel összhangban – nagy területeken károsították azokat (26. C ábra). 

Ez arra utalt, hogy az emlőkarcinóma-sejtek a melanómasejtekhez viszonyítva kevésbé 

hatékonyan nyitják meg a paracelluláris útvonalat. 

A transzcelluláris migrációs útvonal lehetőségét nagy felbontású, elektronmikroszkópos 

felvételeken vizsgáltuk tovább. Technikai okokból ezt is in vitro modellben tudtuk 

megvalósítani. Eredményeink alapján az emlőkarcinómasejtek képesek voltak az agyi 

endotélsejtek közé beékelődni (26. D ábra), azonban nemcsak a paracelluláris útvonalat 

használták az átvándorláshoz, hanem az endotélsejtek citoplazmáján keresztüli 

transzcelluláris útvonalat, amelynek során épek maradtak a szoros kapcsolatok (26. E ábra). 

Melanómasejtek esetében nem láttunk transzcelluláris átvándorlást, a tumorsejtek mindig 

két endotélsejt közé interkalálódtak, és a szoros kapcsolatok károsításával paracellulárisan 

vándoroltak át (26. F, G ábra). Ennek megfelelően az agyi endotélsejtek sejtindexét – amely 

a sejtek impedanciájának mérőszáma, és amelyet nagyban meghatároz a szoros kapcsolatok 

által biztosított ellenállás – a melanómasejtek szignifikánsan csökkentették, míg a különböző 

emlőkarcinóma-sejtek nem (26. H ábra). Emlőkarcinóma-sejtek esetében állatmodellben is 

láttunk transzcelluláris transzmigrációra utaló jeleket, azaz az átvándorló sejt körül épen 

maradtak a junkciók (26. B ábra). Összességében tehát elsőként igazoltuk, hogy az 

emlőkarcinóma-sejtek képesek átjutni a vér–agy gáton a transzcelluláris útvonalat 

használva. 
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26. ábra. A tumorsejtek paracelluláris és transzcelluláris átvándorlása az agyi endotéliumon. 
A: FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlőkarcinóma-sejteket injektáltunk, majd 4 nap után 
kétfoton-mikroszkópiával vizsgáltuk a tumorsejtek átvándorlását. A képek két optikai szeletet ábrázolnak 
ugyanabból a régióból. Zöld/zöldessárga = endotélsejtek, piros = tumorsejtek. A nyíl az átvándorlási pórust 
jelöli. A nyílhegyek a többcsatornás kapillárist mutatják. B: Reprezentatív konfokális mikroszkópos felvétel (z-
projekció) egy tdTomato-4T1 emlőkarcinóma-sejtekkel beoltott állatból származó agyszeletről, amely az 
átvándorló tumorsejt közelében az intakt klaudin-5 jelet mutatja. A nyíl az átvándorlás helyét mutatja, a 
nyílhegy egy endoteliális hólyagot jelöl. C: Konfluens RBEC sejtrétegre Cell tracker reddel jelölt emlőkarcinóma 
(MDA-MB-231), illetve melanóma (A2058) sejteket helyeztünk, majd 5 óra után a tenyészeteket fixáltuk. A 
nyilak a klaudin-5 jel hiányát mutatják. D: MDA-MB-231 sejteket szélesztettünk konfluens RBEC sejtrétegre, 
majd 8 óra után fixáltuk a tenyészeteket. Reprezentatív TEM felvétel egy emlőkarcinóma-sejtről, amely két 
endotélsejt közé interkalálódik. A nyíl a szoros kapcsolatokat mutatja, a nyílhegy egy endoteliális 
membránprotrúzióra mutat. E: MDA-MB-231 sejteket szélesztettünk konfluens RBEC sejtrétegre, majd 8 óra 
után fixáltuk a tenyészeteket. Sorozatmetszetből származó TEM felvételek egy transzcellulárisan átvándorló 
emlőkarcinóma-sejtről. A nyilak a szoros kapcsolatokat jelölik. 
 
(Az ábrafelirat a következő oldalon folytatódik.) 
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26. ábra. (folytatás az előző oldalról) F: Reprezentatív TEM kép egy paracellulárisan átvándorló B16/F10 
melanómasejtről 8 órával a konfluens RBEC sejtekre való szélesztés után. A nyíl a két endotélsejt közötti határt, 
míg a nyílhegy egy endoteliális membránprotrúziót jelöl. G: RBEC endotélsejtek közé interkalálódott B16/F10 
melanómasejt. Reprezentatív TEM kép 8 órával a tumorsejteknek a konfluens RBEC sejtekre való kirakása után. 
H: Az RBEC sejtindex időbeni változása különböző tumorsejtek hatására. 0 időpont = a tumorsejtek ráhelyezése 
az endotélrétegre. Átlag ± standard hiba, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyítva az egyes időpontokban (ANOVA 
és Bonferroni post-hoc teszt). Endot = endotélsejt, tu = tumorsejt, clau-5 = klaudin-5. 

 

4.3.2 Jelátviteli folyamatok a daganatos sejtek vér–agy gáton való 

transzmigrációja során 

A transzendoteliális migrációban szerepet játszó jelátviteli utakat szintén in vitro 

modellekben tudtuk tanulmányozni úgy melanómasejtek, mint emlőkarcinóma-sejtek 

esetén. Kísérleteinkben a Rho/ROCK és Rac, valamint a PI3K szignalizáció szerepére 

fókuszáltunk. Az előbbiekre a citoszkeleton, és ezáltal a sejtek mozgásának szabályozása 

miatt.295,296 A Rho GTP-ázok a tumorsejtek vándorlását is meghatározzák: a magas Rac és 

alacsony Rho aktivitás a mezenchimális, proteolitikus mozgásra jellemző, míg alacsony Rac 

aktivitás mellett a Rho/ROCK útvonal a tumorsejtek amőboid típusú morfológiájának és 

háromdimenziós haladásának a szabályozója.297 A PI3K/Akt/mTOR jelátvitel pedig azért 

került az érdeklődésünk középpontjába, mert a daganatellenes terápia egyik legfontosabb 

célpontja,298 másrészt a Rac szabályozója.299 

Az átvándorlás előtt a tumorsejteknek le kell tapadniuk az endotélrétegre, így elsőként ezt a 

lépést vizsgáltuk meg. A ROCK gátlószerek, az Y27632 és a fasudil, jelentősen megnövelték 

az endotélrétegre letapadt melanómasejtek számát, elsősorban a lapos, mezenchimális 

morfológiájúakét (27. A ábra). Az EHT1864 Rac inhibitor nem szignifikánsan csökkentette az 

agyi endotésejtekre tapadó melanómasejtek számát, míg mindkét útvonal gátlása esetén a 

ROCK gátlószerek hatása érvényesült jobban (27. A ábra). Az Y27632 jelentősen megnövelte 

az adhéziós erőt is a melanómasejtek és az agyi endotélsejtek között, amit AFM-mel tudtunk 

mérni (27. B ábra). Az LY294002 PI3K gátlószer ugyanakkor jelentősen csökkentette az 

endotélrétegre letapadó melanómasejtek számát (27. C ábra). Emlőkarcinóma-sejtek esetén 

a ROCK gátlószerek nem növelték az adhéziót, azonban a Rac inhibitor szignifikánsan 

csökkentette azt, akárcsak az LY294002 (27. D ábra). 
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27. ábra. A Rho/ROCK, Rac és PI3K útvonalak szerepe a tumorsejtek agyi endotélsejtekhez való 
letapadásában. 
A: OG-jelölt A2058 melanómasejteket adtunk konfluens D3 tenyészetekhez ROCK (Y27632, fasudil) vagy Rac 
inhibitor (EHT1864), illetve ezek kombinációjának jelenlétében, majd 90 perc után eltávolítottuk az úszó 
sejteket. A letapadt kerek és lapos melanómasejteket fluoreszcens mikroszkópban számoltuk meg, és a 
kezeletlen (kontroll) mintához viszonyítottuk. N = 3, átlag ± szórás, *P <0 ,05 a kontrollhoz viszonyítva, #P < 0,05 
az Y27632-vel kezelt sejtekhez viszonyítva, †P < 0,05 a fasudillal kezelt mintákhoz képest (a lapos és kerek 
sejteket összesítve; ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). B: A funkcionalizált AFM konzolon levő OG-jelölt 
A2058 melanóma sejtet konfluens D3 sejtkultúrához közelítettük, majd nyomon követtük az adhéziós erőt. A t 
= 0 időpontban a tenyészeteken médiumot cseréltünk kontroll, illetve Y27632-t tartalmazó médiumra. N = 5, 
átlag ± szórás C: OG-jelölt A2058 sejteket adtunk konfluens D3 tenyészetekhez PI3K inhibitor (LY294002) 
jelenlétében, majd 90 perc után megszámoltuk a letapadt melanómasejteket. N = 3, átlag ± szórás, *P < 0,05 a 
kontrollhoz viszonyítva (a lapos és kerek sejteket összesítve; Student t-teszt). D: Az OG-jelölt MDA-MB-231 
emlőkarcinóma-sejteket konfluens D3 tenyészetekre szélesztettük ROCK (Y27632, fasudil), Rac (EHT1864) vagy 
PI3K inhibitor (LY294002) jelenlétében, majd 90 perc után eltávolítottuk az úszó sejteket. Az ábra az 
endotélsejtekre tapadt tumorsejteket mutatja be. N = 3, átlag ± szórás, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyítva, 
##P < 0,01 az Y27632-vel kezelt sejtekhez viszonyítva, ††P < 0,01 a fasudillal kezelt mintákhoz képest (a lapos 
és kerek sejteket összesítve; ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). A tumorsejteket 2,5 × 104 sejt/cm2 
sűrűségben helyeztük a 24-lyukú lemezen tenyésztett konfluens endotélrétegre (A, C, D). Alkalmazott 
koncentrációk: 10 µM Y27632, 10 µM fasudil, 20 µM EHT1864, 25 µM LY294002. 
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28. ábra. A Rho/ROCK, Rac és PI3K útvonalak szerepe a tumorsejtek agyi endotélsejteken való 
átvándorlásában. 
A: OG-jelölt A2058 melanómasejteket adtunk a 8 µm pórusméretű membránokon tenyésztett konfluens RBEC 
tenyészetekhez Y27632 jelenlétében. 5 óra után a sejteket eltávolítottuk a membrán felszínéről, és 
megszámoltuk az endotélrétegen és a membrán pórusain átvándorolt tumorsejteket. N = 5, átlag ± szórás, **P 
< 0,01 a kontrollhoz viszonyítva (Student t-teszt). B: OG-jelölt A2058 melanómasejteket adtunk a 8 µm 
pórusméretű membránokon tenyésztett konfluens RBEC tenyészetekhez LY294002 jelenlétében. 5 óra után a 
sejteket eltávolítottuk a membrán felszínéről, és megszámoltuk az endotélrétegen és a membrán pórusain 
átvándorolt tumorsejteket. N = 2, átlag ± szórás, **P < 0,01 a kontrollhoz viszonyítva (Student t-teszt). 
 
(Az ábrafelirat a következő oldalon folytatódik.) 
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28. ábra. (folytatás az előző oldalról) C-F: A tumorsejteket (A2058 melanóma, illetve MDA-MB-231 
emlőkarcinóma) 12-lyukú lemezben tenyésztett D3 agyi endotélsejtekre szélesztettük EHT1864 vagy LY294002 
jelenlétében, majd 5 percenként fáziskontraszt felvételt készítettünk róluk 6 órán keresztül. Az átvándorló 
sejteket megszámoltuk, és a kontroll függvényében ábrázoltuk. N = 3, átlag ± szórás, **P < 0,01 a kontrollhoz 
viszonyítva (Student t-teszt). A tumorsejteket 105 sejt/cm2 sűrűségben helyeztük a membránokon tenyésztett 
sejtekre (A, B), illetve 5 × 103 sejt/cm2 sűrűségben a lemezen tenyésztett endotélrétegre (C-F). Alkalmazott 
koncentrációk: 10 µM Y27632, 10 µM fasudil, 20 µM EHT1864, 25 µM LY294002. 

 

Az adhéziós lépéshez hasonlóan alakult a transzendoteliális migráció is. A ROCK gátlószerek 

jelentősen megnövelték az agyi endotélrétegen átvándorló melanómasejtek számát (28. A, 

B ábra). Az Y27632 in vivo is szignifikánsan növelte az agyi parenchimában kialakuló 

melanóma metasztatikus lézók számát. Ezzel ellentétben a Rac, valamint a PI3K inhibitor 

jelenléte gátolta az átvándorlást úgy melanómasejtek, mint emlőkarcinóma-sejtek esetén 

(28. C-F ábra). 

Ugyan a jelen dolgozatban nem mutatom be, de azt is igazoltuk, hogy a tumorsejt–

endotélsejt interakcióban elsősorban a daganatsejtekben, és nem az endotélsejtekben 

aktiválódó Rho/ROCK jelátviteli útnak lehet szerepe. Indirekt bizonyítékként szolgált erre az 

a tény, hogy a ROCK inhibitorok úgy segítették a tumorsejtek átvándorlását, hogy közben a 

TEER-t emelték, tehát szorosabbá tették a gátat, míg a Rac gátlószer, amely gátolta az 

átvándorlást, csökkentette az endotélsejtek impedanciáját. Közvetlen bizonyítékot pedig az 

irreverzibilis CT04 Rho gátlószer segítségével nyertünk, amellyel igazoltuk, hogy a 

melanómasejtek előkezelése elősegítette transzendoteliális migrációjukat, míg az 

endotélsejtek előkezelése nem volt hatással a folyamatra. 

Számos más jelátviteli út játszhat még szerepet a tumorsejtek vér–agy gáton való 

átjutásában, amelyek közül mi a CB2 és az integrin szignalizációval foglalkoztunk. 

Megállapítottuk, hogy a CB2 aktivációja – a tumorsejteken és az endotélsejteken is hatva – 

gátolta a melanómasejtek átvándorlását az agyi endotélsejteken. Mivel nincs pszichoaktív 

hatásuk, a CB2 agonisták és ligandok potenciális terápiás szereknek számítanak számos 

neuropszichiátriai kórképben.300 Lehetséges antimetasztatikus hatásuk a későbbiekben 

bővítheti a javallatok sorát. 
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Egy másik kísérletsorozatban azt igazoltuk, hogy az emlőkarcinóma-sejtekben expresszálódó 

NPNT (nefronektin, nephronectin) elősegítette a tumorsejtek átjutását a vér–agy gáton, de 

csak abban az esetben, ha integrinkötő régiói intaktak volt. Az NPNT egy ECM fehérje, amely 

az embrionális fejlődésben játszik fontos szerepet, ugyanakkor a daganatos progesszióban, 

elsősorban a metasztázisok kialakulásában is részt vesz.301 Az NPNT integrinkötő motívumai 

kulcsfontosságúak a tumorsejtek túlélésének és metasztatikus képességének biztosításában, 

így az NPNT új terápiás célpont lehet az integrin szignalizáció gátlására. 

4.3.3 A periciták szerepe az agyi metasztatikus környezetben 

A vér–agy gáton való átvándorlás után az agyi parenchimába kerülő mellráksejtek az erek 

körül kezdenek el szaporodni, bekebelezve azokat. In vivo modellünkben azt figyeltük meg, 

hogy ezek a sejtek nemcsak az endotélrétegen vándoroltak át, hanem az asztrocita 

végtalpakon is, amelyeket az AQP4 megjelölésével tettünk láthatóvá. A tumorsejtek 

osztódásával az asztrociták egyre inkább visszahúzták végtalpaikat az erek közeléből a 

növekvő tumor felszínére. Így kisebb tumorok esetében egyszerre láttunk ér-asszociált AQP4 

jelet, a tumorsejtek és az endotélsejtek között, és olyan régiókat, ahol az erek felszínén nem 

volt AQP4-pozitív asztrocita végtalp, csak a tumor külső szélén (29. A ábra). 

Nagyobb metasztatikus léziókban az asztrociták teljesen kiszorultak a tumormasszából (29. 

B ábra). 

Az asztrocitákkal ellentétben a periciták a bekebelezett erek felszínén maradtak, és a tumor 

az endotélsejtekkel együtt kooptálta őket (29. C ábra). Nemcsak egérmodellben láttuk ezt a 

jelenséget, hanem humán emlőkarcinóma agyi áttétekben is, ahol a periciták az erek 

mentén, a sztrómában voltak megfigyelhetők (29. D ábra). A nekrotikus zónák közelében 

pedig egyesével álló pericitaszerű sejteket láttunk, amelyek nem kapcsolódtak az erekhez, 

de pericita markereket expresszáltak (29. E ábra). Ezeknek sem eredete, sem funkciója nem 

ismert. 
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29. ábra. Az asztrociták és a periciták elhelyezkedése agyi emlőkarcinóma metasztázisokban. 
A: FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlőkarcinóma-sejteket injektáltunk, majd 10 nap után 
konfokális mikroszkópiával vizsgáltuk a metasztatikus léziókat az agyban. Zöld/zöldessárga = endotélsejtek, 
piros = tumorsejtek. Az AQP4 jelet a tumorban, a bekebelezett éren nyíllal jelöltük. Szaggatott nyíl jelzi az AQP4 
hiányát a bekebelezett ér felszínéről. A nyílhegy a tumor külső felszínén megjelenő AQP4-et mutatja. B: BALB/c 
egerekbe EmGFP-4T1 emlőkarcinóma-sejteket injektáltunk, majd 10 nap után a koponyaablakon keresztül 
adagolt SR101-gyel jelöltük az asztrocitákat, és kétfoton-mikroszkóban vizsgáltuk az agyi metasztatikus 
léziókat. C: FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerekbe tdTomato-4T1 emlőkarcinóma-sejteket injektáltunk, majd 11 
nap után konfokális mikroszkópiával vizsgáltuk a metasztatikus léziókat az agyban. Piros = tumorsejtek. A nyilak 
a bekebelezett pericitákat jelölik. D: Humán tripla negatív emlőkarcinóma agyi metasztázis konfokális képe 
PDGFRβ-pozitív pericitákkal a sztrómában levő ereken. E: Humán tripla negatív emlőkarcinóma agyi 
metasztázis konfokális képe PDGFRβ/CD13-pozitív pericitaszerű sejtekkel a tumorsejtek között. A nyilak a 
pericitaszerű sejteket jelölik. A PDGFRβ/CD13-negatív sejtek a tumorsejtek. Kék = sejtmagok (Hoechst jelölés). 

 

Ahhoz, hogy megértsük a pericta–tumorsejt interakciókat, először in vitro modellekben 

vizsgáltuk meg, hogy hogyan hatnak egymásra ezek a sejtek. Amikor a pericitákra 

emlőkarcinóma-sejteket szélesztettünk, a tumorsejtek előszeretettel tapadtak rá a 

pericitákra, elkerülve a szabad, pericitamentes felszíneket (30. A ábra). Ezzel ellentétben, ha 

endotélsejtekre helyeztük a tumorsejteket, azok az endotélsejtek közötti szabad felszínekre 

tapadtak le elsősorban, míg asztrocitákra helyezve őket, nem mutattak ilyen preferenciát, 

letapadtak úgy a sejtekre, mint a sejtek közé. 
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30. ábra. Az emlőkarcinóma-sejtek vándorlása az agyi periciták felé. 
A: EGFP-MDA emlőkarcinóma-sejteket helyeztünk szubkonfluens HBVP sejtekre. Az első kép a zöld 
fluoreszcens tumorsejteket mutatja, a fáziskontraszt képen mindkét sejttípus látszik. B: MDA-MB-231 sejtek 
vándorlása HBVP-k és D3 sejtek felé 24 óra alatt. A türkiz vonal a kiindulási frontot jelöli. Peri = periciták, endot 
= endotélsejtek, tu = tumorsejtek. C: EGFP-MDA emlőkarcinómasejtek vándorlása HBVP-k és D3 endotélsejtek 
felé 5 nap alatt. Az inszertek a fáziskontraszt kép megjelölt részeit mutatják zöld fluoreszcens szűrővel (csak 
tumorsejtek). 

 

A mellráksejtek vándorolni is sokkal gyorsabban vándoroltak az agyi periciták, mint az agyi 

endotélsejtek irányába (30. B ábra) olyannyira, hogy ha több mint 10 mm távolságra 

helyeztük őket a pericitákról, az emlőkarcinóma-sejtek néhány nap alatt kolóniákat tudtak 

kialakítani a periciták között (30. C ábra). Ugyanabból az emlőkarcinóma-sejtpopulációból 

nagyon kevés sejt mozgott az endotélsejtek irányába, és az endotélsejtek között nem 

alakultak ki tumorsejt telepek (30. C ábra). 
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31. ábra. A tumorsejtek adhéziója az agyi periciták által szekretált faktorok jelenlétében. 
A: A humán emlőkarcinóma (MDA-MB-231), illetve melanómasejteket (A2058) kontroll, illetve HBVP-
kondicionált médiumban tettük ki a tenyésztőedénybe. Az egér emlőkarcinóma (4T1), illetve 
melanómasejteket (B16/F10) kontroll, illetve egér pericita-kondicionált médiumban tettük ki a 
tenyésztőedénybe. A letapadt sejtekről 120 (MDA-MB-231), illetve 20 perc (A2058, 4T1, B16/F10) után 
fáziskontraszt felvételt készítettünk. Az inszertek reprezentatív kerek, illetve lapos sejteket mutatnak. B: A 
letapadt sejtek kvantitatív analízise. N = 5, átlag ± szórás, **P < 0,01 (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). 
Peri-kond. méd. = pericita-kondicionált médium. 

 

Ezen eredmények alapján arra következtettünk, hogy a periciták olyan szolubilis faktorokat 

termelhetnek, amelyekkel befolyásolják a tumorsejtek működését. Ezért két napig 

tápfolyadékot kondicionáltunk a pericitákon, és ebben szélesztettük a tumorsejteket a 

tenyésztőedénybe. A humán pericitákról gyűjtött médiumban humán emlőkarcinóma-, 

illetve melanómasejteket, míg az egér pericitákon kondicionált tápfolyadékban az egér 

emlőkarcinóma-, illetve melanómasejteket tenyésztettük. Azt tapasztaltuk, hogy a periciták 

által termelt faktorok jelenlétében úgy a mellrák-, mint a melanómasejtek sokkal gyorsabban 
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kitapadtak, mint a kontroll médiumban (31. A ábra). A különbség szignifikáns volt a humán 

és az egér modellekben is (31. B ábra). Ennek oka az lehet, hogy a periciták ECM fehérjéket, 

kollagént és fibronektint, termelnek. Valószínűleg ezek a fehérjék indukálták az adhézióban 

szerepet játszó szignálfolyamatokat (a fokális adhéziós kináz/FAK és az Src foszforilációját) is 

a tumorsejtekben. 

Néhány óra alatt a kontroll sejtek is letapadtak, és ezután a tenyészeteket több napon át 

hagytuk növekedni. Azt tapasztaltuk hogy a humán és az egér emlőkarcinóma-sejtek is 

sokkal gyorsabban szaporodtak a pericitákról gyűjtött tápfolyadékban, mint a kontroll 

médiumban (32. A ábra). Ezzel szemben nem találtunk különbséget a pericita-kondicionált 

és a kontroll médiumban tenyészett melanómasejtek proliferációjában sem a humán, sem 

az egér modellben (32. A ábra). Ezzel párhuzamosan emelkedett a ciklin D1-nek – a sejtek 

szaporodási ciklusa egyik szabályozófehérjéjének – a mennyisége a pericita-kondicionált 

médiummal kezelt emlőkarcinóma-sejtekben, azonban a melanómasejtekben nem (32. B 

ábra). Annak eldöntésére, hogy szolubilis faktorok vagy EV-k közvetítik-e a pericták által 

indukált hiperproliferációt, depletáltuk az EV-ket a pericita-kondicionált médiumból, és azt 

láttuk, hogy ez ugyanolyan mértékben fokozza a mellráksejtek szaporodását (32. C ábra). 

Ebből azt a következtetést vontuk le, hogy a periciták szolubilis faktorok révén fokozhatják 

az emlőkarcinóma-sejtek proliferációját. 

Annak kiderítésére, hogy milyen faktorokat termelnek a periciták, amelyekkel 

befolyásolhatják a tumorsejtek szaporodását, in silico adatbázis-elemzést végeztünk. A 

http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html adatai alapján az egér agyi 

pericitákban 487,25-ször magasabb az Igf2 mRNS mennyisége, mint az endotélsejtekben. Az 

asztrocitákhoz viszonyítva ez az arány 86,62; az oligodendrocitákhoz képest 179,91. 
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32. ábra. A tumorsejtek szaporodása az agyi periciták által szekretált faktorok jelenlétében. 
A: A humán emlőkarcinóma- (MDA-MB-231), illetve melanómasejteket (A2058) kontroll, illetve HBVP-
kondicionált médiumban tenyésztettük 4 napig, majd fáziskontraszt felvételeket készítettünk róluk. Az egér 
tumorsejteket (4T1 és B16/F10) egér pericita-kondicionált médiumban tenyésztettük, szintén 4 napig. B: 
Reprezentatív WB kép a ciklin D1 fehérje expressziójáról kontroll és pericita-kondicionált médiumban 
tenyésztett tumorsejtekben. Peri-kond. méd. = pericita-kondicionált médium, EV-depl. = EV-depletált, hu. = 
humán, emlőkarc. = emlőkarcinóma. C: Az MDA-MB-231 sejtek szaporodása kontroll, EV-depletált, pericita-
kondicionált, illetve EV-depletált pericita-kondicionált médiumban. N = 4, átlag ± szórás, **P < 0,01 (ANOVA és 
Bonferroni post-hoc teszt). 

 

Valós idejű PCR vizsgálataink alapján az Igf2 mRNS mennyisége szignifikánsan magasabb volt 

az agyi pericitákban, mint az endotélsejtekben, az asztrocitákban, az emlőkarcinóma-

sejtekben vagy a melanómasejtekben úgy humánban (33. A ábra), mint egérben. 
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33. ábra. Az agyi sejtek IGF2 expressziója. 
A: Az Igf2 mRNS expressziója humán agyi endotélsejtekben (D3), pericitákban (HBVP), asztrocitákban (HA), 
emlőkarcinóma- (MDA-MB-231) és melanómasejtekben (A2058) qPCR analízissel vizsgálva, GAPDH-ra 
normálva, az endotélsejtekhez viszonyítva. N = 3, átlag ± szórás, *P < 0,05, **P < 0,01 az endotélsejtekhez 
viszonyítva, #P < 0,05 az asztrocitákhoz viszonyítva (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). B: A tenyésztett 
periciták (HBVP) és asztrociták (HA) által a tápfolyadékba szekretált IGF2 mennyisége (ELISA). N = 3 (periciták), 
N = 2 (asztrociták), átlag ± szórás, #P < 0,05 az asztrocitákhoz viszonyítva (Student t-teszt). C: Az IGF2 
expressziója humán agyban IF módszerrel vizsgálva. D: Az IGF2 expressziója humán tripla negatív 
emlőkarcinóma agyi áttétben IF módszerrel vizsgálva. Kék = sejtmagok (Hoechst festés). 
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Ezzel párhuzamosan a periciták jelentős mennyiségű IGF2 fehérjét szekretáltak a 

tápfolyadékba (33. B ábra). Humán agyszövetben az IGF2 fehérje csak a pericitákon volt 

kimutatható kontroll agyban (33. C ábra) és emlőkarcinóma metasztázisban egyaránt (33. D 

ábra). Ezzel ellentétben az Igf1 mRNS és az IGF1 fehérje pericitákban és asztrocitákban is 

kimutatható volt. 

Az emlőkarcinóma-sejtek nagy mennyiségben expresszálják az IGF1 és IGF2 közös 

receptorát, az IGF-1R-t (inzulinszerű növekedési faktor receptor 1, insulin-like growth factor 

receptor 1), amelynek specifikus inhibitora a PPP. A PPP jelenléte szinte teljes mértékben 

megakadályozta a pericita-kondicionált médium által okozott szaporodásnövekedést úgy 

humán emlőkarcinóma-sejtek esetében (34. A ábra), mint az egér in vitro modellben. Annak 

igazolására, hogy ez valóban egy IGF2-függő folyamat, csendesítettük az Igf2-t a 

pericitákban, és az ezen sejtekről gyűjtött kondicionált médiummal kezeltük az 

emlőkarcinóma-sejteket. Mivel a proliferáció-fokozódás a PPP kezeléshez hasonlóan 

elmaradt (34. A ábra), igazolást nyert, hogy a periciták által szekretált IGF2 felelős ezért a 

jelenségért. Melanómasejtekben a magas IGF-2R (inzulinszerű növekedési faktor receptor 2) 

expresszió lehet az oka annak, hogy a pericita-kondicionált médium nem okozott 

szaporodás-növekedést, hiszen ez egy „csali” receptor, amely megköti ugyan a ligandot, de 

szignalizációt nem indít a sejtben. 

Mivel a PPP könnyen átjut a vér–agy gáton, állatkísérletes modellben is meg tudtuk vizsgálni 

hatását a tumornövekedésre (34. B ábra). PPP jelenlétében sokkal kevesebb tumor és kisebb 

léziók alakultak ki az egerek agyában, mint kontroll körülmények között (34. C ábra), és ez a 

különbség szignifikánsnak bizonyult (34. D ábra). 

Ezek az eredmények azt igazolják, hogy a periciták nagymértékben támogatják a 

tumorsejteket az agyi környezetben. Egyrészt ECM fehérjék termelésével segítik elő, hogy az 

emlőkarcinóma-sejtek az erek külső felszínéhez tudjanak tapadni, ami alapfeltétele ezen 

sejtek túlélésének az agyban.187 Másrészt szolubilis faktorok, elsősorban IGF2, által fokozzák 

a daganatsejtek proliferációs képességét az agyban. 
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34. ábra. Az IGF2 gátlás hatása az emlőkarcinóma-sejtek szaporodására. 
A: Az MDA-MB-231 sejtek szaporodása kontroll, illetve pericita-kondicionált médiumban PPP jelenlétében vagy 
hiányában, valamint Igf2-csendesített pericitákról származó kondicionált médiumban. N = 5, átlag ± szórás, **P 
< 0,01 a kontrollhoz viszonyítva az adott napon, ##P < 0,01 a pericita-kondicionált médiummal kezelt sejtekhez 
viszonyítva az adott napon (ANOVA és Bonferroni post-hoc teszt). Peri-kond. méd. = pericita-kondicionált 
médium, Peri-kond. méd. / Lipofectamine = Lipofectamine 2000-rel kezelt pericitákról gyűjtött kondicionált 
médium, Peri-kond. méd. / Igf2 siRNS = Igf2-csendesített pericitákról gyűjtött kondicionált médium, hu. = 
humán. B: Az in vivo kísérleti felállás sematikus ábrája. A tdTomato-4T1 sejtek beoltása utáni 5. és 6. napon az 
FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egereket PPP-vel kezeltük, majd a 8. napon perfundáltuk őket, és agyszeleteken 
vizsgáltuk a metasztatikus léziók méretét. C: Reprezentatív konfokális mikroszkópos képek kontroll (oldószerrel 
kezelt) és PPP-vel kezelt állatok agyából. Piros = tumorsejtek, zöld/zöldessárga = erek, kék = sejtmagok (Hoechst 
jelölés). A nyilak a nagyobb tumorokat, a nyílhegyek a mikrometasztázisokat jelölik. D: A tumorméretek N = 3 
állatból származó 17 agyszelet kvantitatív analízise alapján. Átlag ± standard hiba, **P < 0,01 (ismétlés nélküli 
kétszempontú ANOVA). 
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4.3.4 A miRNS-ek szerepe az agyi áttétek kialakulásában 

Az EV-k legnagyobb mennyiségben a tumorsejtekből szabadulnak fel, és számos egyéb anyag 

mellett miRNS-eket is szállítanak, amelyek befolyásolhatják a metasztatikus niche 

kialakulását. Mivel a tumor eredetű miRNS-ek a keringésben is megjelennek, akár biomarker 

szerepét is betölthetik, hiszen specifikusak lehetnek bizonyos tumortípusra vagy 

metasztázistípusra. A tumorsejtekkel kapcsolatba kerülő gazdasejtek EV-, illetve miRNS-

kibocsátása is megváltozhat, és ez is detektálható lehet akár a vérből is. 

Ezért kísérleteinkben emlőkarcinóma agyi metasztázisos egerek vérplazmájából új 

generációs szekvenálással olyan miRNS-eket kerestünk, amelyeknek szintje jelentősen 

megváltozott a kontroll egerekhez képest. Miután meggyőződtünk arról, hogy 

modellünkben szinte kizárólag csak agyi áttétek alakultak ki, azokra a miRNS-ekre 

koncentráltunk, amelyeknek mennyisége a metasztázisképzés korai fázisában (a 3. napon) 

változott meg. Három olyat találtunk, amelynek szintje megnőtt, ezek a miR-92-1-5p, a miR-

205-5p és a miR-181a-1-3p, míg kettőnek (miR-802-5p és miR-194-5p) csökkent a 

mennyisége. Ezeket a változásokat qPCR-rel is igazolni tudtuk. A miR-802-5p és miR-194-5p 

downregulációja nemcsak a vérben volt kimutatható (35. A ábra), hanem ISH-val 

agyszeleteken is (35. B ábra). 

Ezután targetpredikciós módszerekkel (TargetScanMouse v.7.2 és DIANA Tools microT-CDS 

v.5.0) olyan mRNS-eket és az általuk kódolt fehérjéket kerestünk, amelyeket mindkét miRNS 

szabályozhat mindkét bioinformatikai eszköz előrejelzése alapján, és amelyek onkogén 

szereppel rendelkezhetnek. 

Ezen kritériumoknak a MEF2C (myocyte enhancer factor 2C) transzkripciós faktor felelt meg, 

amely embrionális korban az izom, a szív és az idegrendszer fejlődésében játszik fontos 

szerepet,302 ugyanakkor onkogénként is működhet.303 A MEF2C fehérje nagy mennyiségben 

expresszálódott az emlőkarcinóma-sejtekben, és a metasztatikus léziók növekedésével 

transzlokálódott a citoplazmából a sejtmagba. Nemcsak a tumorsejtekben láttunk MEF2C 

jelet, hanem a peritumorális asztrocitákban is, azonban a tumortól távolabb elhelyezkedő 

gliasejtekben nem (35. C ábra). Mindez valószínűsíti, hogy a tumorsejtek jelenlétében 

csökkent az asztrocitákban a miR-802-5p és esetleg a miR-194-5p mennyisége, amelynek 
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hatására megnőtt a MEF2C mennyisége. Az agyi miRNS expresszió változás reflektálódott a 

vérplazmában is, ezért a csökkent miR-802-5p és miR-194-5p szintek akár biomarkerként is 

hasznosíthatók lesznek az agyi metasztázisok korai fázisában. Az emelkedett MEF2C 

expresszió szerepe a peritumorális asztrocitákban jelenleg még nem ismert, de valószínűleg 

az asztrociták „prometasztatikus átprogramozásának” része. 

 

35. ábra. A miR-802-5p és a miR-194-5p miRNS-ek változása az agyi metasztázisképződés során. 
BALB/c egerek jobb a. carotis communis-ába 4T1 sejteket injektáltunk, majd 3 nap után az állatokat feláldoztuk, 
hogy vérplazma-, illetve agyi mintákat gyűjtsünk. A: A vérplazmából qPCR-rel határoztuk meg a miR-802-5p és 
a miR-194-5p mennyiségét. Az ábra a kontrollhoz (Ringer-HEPES-injektált) viszonyított, miR-16-5p-re normált 
értékeket mutatja. N = 5 (miR-802-5p), N = 3 (miR-194-5p), átlag ± szórás, **P < 0,01, *P < 0,05 (Student t-
teszt). B: 4T1 sejtekkel injektált egerekből származó agyi metszeteken ISH-val vizsgáltuk meg a miR-802-5p és 
a miR-194-5p expresszióját 3 nappal a tumorsejtek keringésbe juttatása után. A felvételek Alexandra Brito 
laboratóriumában készültek (Faculdade de Farmácia, Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa), 
Universidade de Lisboa, Lisszabon, Portugália). C: 7 nappal a 4T1 sejtek injektálása után az agyi metszeteken 
IF-fel vizsgáltuk meg a MEF2C expresszióját, amely a miR-802-5p és a miR-194-5p prediktált target fehérjéje. A 
nyilak a MEF2C-pozitív peritumorális asztrocitákat, a szaggatott nyilak a metasztatikus léziótól távolabbi, 
MEF2C-negatív asztrocitákat jelölik, míg a nyílhegy a tumormasszát mutatja. 
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4.3.5 Az inflammaszómák aktiválódása az agyi áttétek kialakulása során 

A tumor mikrokörnyezet számos gyulladásos fenotípusú sztromális sejtet tartalmaz, és nincs 

ez másképp az agyban sem.304 Az inflammaszómáknak alapvető szerepe van a peritumorális 

gyulladásos reakciókban,305 azonban agyi metasztázisok esetében nem volt ismert, hogy 

aktiválódnak-e az inflammaszómák, és ha igen, akkor milyen sejtekben, illetve milyen 

következményekkel jár ez a folyamat. 

 

36. ábra. Az NLRP3 inflammaszóma aktiválódása a peritumorális asztrocitákban. 
BALB/c egerek jobb a. carotis communis-ába tdTomato-4T1 sejteket injektáltunk. 
 
(Az ábrafelirat a következő oldalon folytatódik.) 
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36. ábra. (folytatás az előző oldalról) A: Reprezentatív konfokális mikroszkópos felvételek (z-projekciók) az 
NLRP3 és a GFAP és kolokalizációjáról. Az NLRP3-pozitív pixelek 95%-a GFAP-pozitívnak bizonyult. B: A kísérleti 
felállás sematikus ábrája. C: Reprezentatív WB a kontroll (bal), illetve a metasztatikus sejteket tartalmazó (jobb) 
agyféltekékből. D: Reprezentatív konfokális mikroszkópos felvételek (z-projekciók) az IL-1β és a GFAP 
expressziójáról és kolokalizációjáról a peritumorális asztrocitákban. Piros = tumorsejtek, kék = sejtmagok 
(Hoechst). 

 

Humán és egér tripla negatív emlőkarcinóma agyi metasztatázis mintákat vizsgálva azt 

találtuk, hogy az NLRP3 és az IL-1β fehérjék a peritumorális asztrocitákban voltak jelen 

kimutatható mennyiségben, míg a tumorsejtekben vagy más sztromális sejtekben, illetve a 

tumoroktól távolabb elhelyezkedő gliasejtekben nem (36. A ábra). Az agyi metasztázis-

modellben, a daganatsejteket tartalmazó oldalon megnőtt az aktív IL-1β mennyisége az 

egerek agyában, amit meg tudtunk akadályozni az MCC950 NLRP3 gátlószer adagolásával 

(36. B, C ábra). Ezzel párhuzamosan, az MCC950-nel kezelt állatokban nemcsak csökkent az 

asztrogliózis és kevesebb IL-1β fehérje volt kimutatható az asztrocitákban (36. D ábra), 

hanem a metasztatikus léziók száma és mérete is szignifikánsan alacsonyabb volt az egerek 

agyában (37. A, B ábra). Mindez arra utalt, hogy az áttétes sejtek közelében levő 

asztrocitákban aktiválódnak az NLRP3 inflammaszómák, és az így termelődő aktív IL-1β 

fokozza a tumorsejtek proliferációját az agyban. A folyamat gátlásával lassítható a 

metasztatikus emlődaganatok növekedése az agyban. Az inflammaszómák farmakológiai 

gátlásának tehát az agyi daganatok kezelésében is szerep juthat a jövőben. 

 

37. ábra. Az NLRP3 inflammaszóma gátlásának hatása az agyi áttétképzésre. 
FVB/Ant:TgCAGyfp_sb #27 egerek jobb a. carotis communis-ába tdTomato-4T1 sejteket és MCC950-et 
injektáltunk a 36. B ábrán bemutatott séma szerint. A: Reprezentatív konfokális mikroszkópos felvételek (z-
projekciók). Piros = tumorsejtek, zöld = erek (Venus-YFP). B: A tumorméretek N = 3 állatból származó, 
állatonként 8 agyszelet kvantitatív analízise alapján. Átlag ± standard hiba, ***P < 0,001 (ANOVA és Fisher LSD 
post-hoc teszt). 
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5 Megbeszélés 

Munkánk során a neurovaszkuláris egység szerepét próbáltuk minél jobban megérteni agyi 

fiziológiás és patológiás folyamatokban. Elsőként írtuk le a vér–agy gát regionális 

heterogenitását az agyi szürke- és fehérállományban, illetve új adatokat szolgáltattunk a 

neurovaszkuláris egység patológiás folyamatokban betöltött szerepéről is. Ez utóbbi 

tekintetében az agyi gyógyszerbejuttatási lehetőségek mellett vizsgáltuk a vér–agy gát 

integritásának védelmét, valamint az agyi erek szerepét a patológiás folyamatokkal járó 

gyulladásos folyamatokban és az agyi metasztázisok kialakulásában. 

5.1 A vér–agy gát működése és szabályozása 

A vér–agy gát működésének és szabályozásának minél pontosabb megértése klinikai 

szempontból is nagyon fontos. Egyrészt azért, mert a központi idegrendszeri patológiás 

folyamatokban a vér–agy gát érintettsége, megnyílása gyakran tovább súlyosbítja a betegség 

lefolyását. Másrészt azért, mert a vér–agy gát jelenti a legnagyobb akadályt ezen kórképek 

gyógyszeres kezelésében, hiszen a potenciális terápiás szerek nagy része nem tud megfelelő 

mennyiségben átjutni az agyi endoteliális barrieren.13,306 

5.1.1 A vér–agy gát regionális heterogenitása 

A vér–agy gát – bár néhány kisebb területtől eltekintve a teljes agyterületen jelen van – nem 

egy egységes struktúra, valószínűleg annak megfelelően, hogy az agy felépítése és működése 

is különbözik az agyi régiók között. A vér–agy gáttal nem rendelkező területek a 

cirkumventrikuláris szervek, amelyek egyrészt monitorozzák a vérben bekövetkező 

változásokat, másrészt hormonokat szekretálnak a keringésbe. Ezen funkciók ellátásához 

ezeken a területeken fenesztrált kapillárisokra van szükség.307 

Eredményeink alapján azonban a vér–agy gátat alkotó endotélsejtek között is lehetnek 

jelentős különbségek a barrier tulajdonságok tekintetében. Az in silico, in vitro és ex vivo 

mRNS és fehérje expressziós, valamint funkcionális adataink is azt mutatták, hogy az 

összefüggő fehérállomány szintjén szorosabb a paracelluláris barrier, mint az agykérgi 

szürkeállományban. Ennek egyik lehetséges oka a fehérállományi rostos asztrociták 
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magasabb GFAP expressziója lehet,308 hiszen a GFAP jelenléte a perivaszkuláris 

asztrocitákban elengedhetetlen fontosságú a vér–agy gát integritásának megtartásában.309 

Kevéssé ismert, hogy más, kisebb agyterületek között vannak-e hasonló különbségek.310 Azt 

sem tudjuk pontosan, hogy a vér–agy gát regionális heterogenitásának milyen funkcionális 

következményei vannak, azonban összefüggésben lehet a szürkeállományt, illetve a 

fehérállományt különbözőképpen érintő patológiás folyamatokkal.280 A fehérállományi erek 

károsodása kifejezetten jelentkezhet például MS-ben,311 TBI-ban,312 gyermekneurológiai 

kórképekben,313 illetve bizonyos fertőzésekben.314,315 A kérdés fontosságát az is mutatja, 

hogy agyi kisérbetegségben a fehérállományi vér–agy gát sérülés jelzi előre a kognitív 

funkciók hanyatlását.316 Hasonlóképpen stroke után is a vér–agy gát károsodása a 

fehérállomány strukturális integritásának megbomlásával és a betegség rosszabb 

kimenetelével párosul.317 

A fehérállományban a kapillárisok sűrűsége alacsonyabb, míg átmérőjük nagyobb, mint a 

szürkeállományban. Különböző demenciákban a fehérállományi erek további tágulása 

figyelhető meg, ami valószínűleg egy kompenzatorikus folyamat a hipoperfúzió 

ellensúlyozására.318 A hipoperfúzió ugyanis az OPC-k aktiválása által vér–agy gát megnyílást 

okoz a fehérállományban, amely fokozza a demielinizációt.319 A perivaszkuláris OPC-k 

szerepe MS-ben is felvetődött. A remielinizációhoz szükséges oligodendrociták kialakulása 

érdekében OPC-k vándorolnak a léziókhoz, azonban az erekről való lekapcsolódásuk zavara 

miatt perivaszkulárisan felszaporodnak, és a szoros kapcsolatok sérüléséhez, a fenesztrált 

endotéliumokra jellemző PLVAP (plasmalemma vesicle-associated protein) megjelenéséhez 

és a neuroinflammációhoz járulnak hozzá.68 

Összességében elmondható, hogy a fehérállományi vér–agy gát sérülése jelentősen 

hozzájárulhat a neurodegeneratív és neuroinflammációs folyamatok kialakulásához. 

5.1.2 A vér–agy gát integritásának védelme 

Bár a vér–agy gát alacsony áteresztőképessége komoly kihívást jelent a gyógyszerek agyba 

való bejuttatásában, a patológiás permeabilitásfokozódás is káros következményekkel jár.320 

Ezért a vér–agy gát integritásának védelme is fontos szempont agyi kórfolyamatok során.321 

Az agyi endotélsejtek szoros kapcsolatainak egyik legfontosabb stabilizátora a cAMP 
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jelátviteli útvonal, amely jelentősen megnöveli a klaudin-5 foszforilációját és junkcionális 

expresszióját.322 Ennek megfelelően az intracelluláris cAMP szintet növelő adrenomedullin 

vagy cilostazol javítja az agyi endotélsejtek paracelluláris barrier tulajdonságait.323,324 

Kísérleteinkben ezért egy olyan endogén neuropeptid, a PACAP, hatását vizsgáltuk az agyi 

endotélsejtek barrier tulajdonságaira, amely citoprotektív és egyéb hatásait a cAMP 

útvonalon keresztül indítja el a sejtekben,281 ráadásul a külső vér–retina barrier szoros 

kapcsolataira is védő hatásúnak bizonyult.325,326 Eredményeink azt igazolták, hogy a PACAP 

elsősorban patológiás állapotokban (a stroke állapotot in vitro körülmények között 

modellező oxidatív stresszben és glükóz-megvonásban) javította az agyi endotélsejtek 

barrier tulajdonságait. Azóta az is kiderült, hogy a PACAP nemcsak az agyi, hanem a perifériás 

endotélsejtekre is hasonló hatást képes kifejteni.327 

5.1.3 Gyógyszerbejuttatás az agyba a vér–agy gáton keresztül 

Ahogy a korábbiakban említettük, az agyi patológiás folyamatok gyógyszeres terápiájának 

egyik legfontosabb akadálya maga a vér–agy gát, amely jelentősen megnehezíti a 

gyógyszermolekulák bejutását a központi idegrendszerbe. Az agyi gyógyszerbejuttatásra a 

kutatók számos stratégiát dolgoztak ki, amelyek többfélék lehetnek: invazív és alternatív (a 

vér–agy gátat megkerülő) útvonalak alkalmazása, a vér–agy gát 

transzportmechanizmusainak kihasználása, karrierekkel (nanopartikulumok, exoszómák, 

virális vektorok vagy sejtek segítségével) történő szállítás, illetve a gyógyszermolekulák 

kémiai módosítása.328,329 Kísérleteinkben ez utóbbi módszert alkalmaztuk EM-2, illetve KYNA 

analógok szintézisével és a vér–agy gát in vitro modelljén való permeabilitásuk tesztelésével. 

Az EM-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2) – akárcsak az EM-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2) – nagyon potens 

és szelektív µ-opioid receptor agonista, azonban fájdalomcsillapításra való alkalmazását 

megakadályozza gyors lebomlása és a vér–agy gáton való alacsony permeabilitása. Ezért 

kollaborációs partnereink olyan analógokat szintetizáltak, amelyeken olyan strukturális 

változtatásokat vittek véghez, amelyekkel először is növelték a biológiai aktivitásukat. 

Egyrészt az első Tyr-t Dmt-re (2′, 6′-dimetiltirozin) cserélték (peptid 1), illetve a Pro helyére 

aliciklikus β-aminosavakat építettek be a láncba, Acpc-t (-amino-ciklopentán 1-karbonsav, 2-

aminocyclopentane-1-carboxylic acid) (peptid 2) vagy Achc-t (2-amino-ciklohexán 1-
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karbonsav, 2-aminocyclohexane-1-carboxylic acid) (peptid 3).330,331 Ezek a peptidek 

hosszabb élettartammal rendelkeznek, ugyanakkor zsíroldékonyságuk is növekedett. Ezért 

feltételeztük, hogy a vér–agy gáton való átjutásuk is jobb lehet, és ezt a hipotézist in vitro 

kísérletekkel igazolni is tudtuk. Kísérleteink jól illeszkednek az EM-alapú, új 

fájdalomcsillapítók kifejlesztése iránti magas igényhez, amely számos bioaktív analóg 

előállítását eredményezi azóta is.332–334 

A KYNA (4-hidroxikinolin-2-karbonsav) neuroprotektív szerként való alkalmazhatóságát 

szintén a központi idegrendszerbe való korlátozott bejutása akadályozza meg. Kollaborációs 

partnereink ezért számos analógot állítottak elő úgy, hogy az SZR-72 és SZR-81 KYNA-

amidokat a C3 pozícióban aminoalkilálták piperidino-metil (SZR-100 és SZR-101), morfolino-

metil (SZR-104 és SZR-105), illetve pirrolidino-metil (SZR-106 és SZR-107) csoportokkal.335 

Eredményeink azt mutatták, hogy a KYNA-amid morfolino-metil származékok mutatták a 

legnagyobb permeabilitást, amely nagyobb volt a KYNA, az összes többi vizsgált analóg, 

valamint a xanturénsav és annak morfolino-metil származéka (a 39B) permeabilitásánál. 

Ugyanakkor ezen KYNA-analógoknak nemcsak az agyi penetrációja nőtt meg, de biológiai 

aktivitása is megmaradt, hiszen az SZR-104 és az SZR-105 is csökkenteni képes a TNF-α 

mennyiségét S. aureus-szal fertőzött limfóma sejtekben.288 Az SZR-104 pedig antiepileptikus 

hatásúnak is bizonyult.287 Mindezen adatok ismeretében jelenleg új szerkezetű C3-

morfolino-metil-KYNA-amid származékok szintézisén és tesztelésén dolgozunk azzal a céllal, 

hogy megtaláljuk azt az ideális molekulát, amely a legjobb vér–agy gáton való 

permeabilitással és magas bioaktivitással rendelkezik. 

5.2 A PRR-ek és az inflammaszómák szerepe a neurovaszkuláris egység 

sejtjeiben 

A neuroinflammáció a központi idegrendszer gyulladásos reakciója, amelyben a 

neurovaszkuláris egység sejtjei, valamint perifériás immunsejtek vehetnek részt. Az alacsony 

fokú, kontroll alatt tartott neuroinflammáció fontos szerepet játszik a gyulladást kiváltó ok 

megszüntetésében, a szöveti regenerációban, valamint a megfelelő neuroprotekcióban, 

neuroplaszticitásban, fejlődésben, a kognitív funkciókban, stb. A megfelelő egyensúly 

azonban gyakran megbomlik, a gyulladás túl erőssé vagy elhúzódóvá, krónikussá válik, 

amelynek számos negatív következménye lesz, és végül neurodegenerációhoz vezethet.336 
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A neuroinflammáció legfőbb sejtes szereplői a mikrogliasejtek és az asztrociták, valamint az 

agyba bevándorló immunsejtek, azonban a neuronok és a vaszkuláris sejtek is részt vehetnek 

a folyamat modulálásában. Molekuláris szinten a PRR-ek alapvető szerepet játszanak úgy a 

fertőzéses, mint a steril gyulladásos reakciókban a mikrobiális és a szöveti károsodás során 

felszabaduló, konzervált molekuláris mintázatok felismerése és a gyulladásos reakció 

elindítása által. Egyes PRR-ek különleges jelentőséggel bírnak, mivel inflammaszómák 

kialakításában vesznek részt, és így nagyon szabályozott módon járulnak hozzá potens 

citokinek, elsősorban az IL-1β felszabadításához. 

5.2.1 A vaszkuláris sejtek aktív szerepe a gyulladásos reakciókban 

Kísérleteinkben azt a hipotézist is szerettük volna igazolni, hogy nemcsak a gliasejtek és az 

immunsejtek, de az agyi vaszkuláris sejtek is aktív szerepet játszanak a gyulladásos 

reakciókban az agyban. 

Ehhez első lépésként bebizonyítottuk, hogy az agyi endotélsejtek és periciták számos PRR-t 

expresszálnak, és gyulladásos jelek hatására inflammaszómák összeszerelésére is képesek. 

Feltérképezve az agyi endotélsejtekben és pericitákban expresszálódó TLR-eket és NLR-eket, 

valamint tesztelve az inflammaszóma-aktiváció lehetséges útvonalait, irodalmi adatokkal 

kiegészítve, egy komplex képet kaptunk a neurovaszkuláris sejtek PRR mintázatáról és az 

inflammaszómák aktiválódásáról az agyban (38. ábra). 

Érdekes módon kanonikus inflammaszóma-aktivációt csak az endotélsejtekben 

detektáltunk, míg nem-kanonikus úton a periciták és az endotélsejtek is képesek voltak 

aktiválni az inflammaszómákat. Ez utóbbi esetben a mintázatfelismerés intracellulárisan 

történik, az LPS (esetleg más PRR ligand) internalizálása után, amelyre mindkét sejttípus 

képes lehet.291,337–339 
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38. ábra. TLR-ek, NLRC és NLRP receptorok, valamint inflammaszómák a neurovaszkuláris egység sejtjeiben. 
Az ábra a humán és egér asztrocitákban, mikrogliasejtekben, neuronokban, agyi endotélsejtekben és 
pericitákban mRNS szinten, alapállapotban expresszálódó TLR-eket, illetve NLRC és NLRP receptorokat 
ábrázolja. ֍ = ugyanezen sejtekben különböző stimulusok hatására összeszerelődő inflammaszómák. A 
színkód a sejtekre utal (zöld = asztrocita, narancs = mikrogliasejt, kék = neuron, piros = endotélsejt, szürke = 
pericita). A jobb felső sarokban az egyes agyi patológiás folyamatokban aktiválódó inflammaszómák vannak 
feltüntetve. EAE = kísérleti autoimmun agy–gerincvelő-gyulladás (experimental autoimmune 
encephalomyelitis). 

 

5.2.2 A vaszkuláris sejtek közvetítő szerepe a gyulladásos reakciókban 

Fontos felismerés volt az is, hogy az agyi endotélsejtek úgy az apikális (vér felőli), mint a 

bazolaterális (agyi) stimulusok hatására aktiválhatnak inflammaszómákat, és mindkét 

irányba szekretálnak gyulladásos faktorokat. Ugyanakkor úgy tűnik, hogy a vaszkuláris sejtek 

kisebb mennyiségben termelnek IL-1β-t, mint a mikrogliasejtek vagy az asztrociták, bár az 

adatok nem azonos kísérletes körülmények között születtek. Agyi endotélsejtekben 24 órás 

LPS primingot követő MDP aktiváció hatására 5 pg/ml körüli IL-1β-t tudtunk kimutatni a 

felülúszóban, pericitákban pedig 4 óra után körülbelül 15 pg/ml-t, ha IFN-γ+TNF-α priming 

mellett Lipofectamine 2000-rel LPS-t juttattunk a sejtekbe. Ezzel szemben 12-48 óra LPS 

kezelés hatására mikrogliasejtek felülúszójából akár 400 pg/ml-nél is több IL-1β-t tudtak 

kimutatni, LPS+ATP hatására pedig körülbelül 2000 pg/ml-t.340–342 LPS kezeléssel asztrociták 

tápfolyadékában 150-250 pg/ml, LPS és amiloid-β42 kettős kezeléssel akár 3000 pg/ml IL-1β 

is megjelenhet.343–345 
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Mindezek alapján azt feltételeztük, hogy az agyban az endotélsejtek és a periciták inkább a 

gyulladásos jelek közvetítésében, mint a gyulladás kiváltásában játszhatnak szerepet. Erre 

utal az a megfigyelés is, hogy ezek a sejtek együtt tenyésztve nagyobb mennyiségben 

termelnek gyulladásos citokineket, mint önmagukban.346 In vitro kísérletes modellekben 

sikerült igazolnunk, hogy gyulladásos jelek érzékelése kapcsán az agyi endotélsejtek és 

periciták kölcsönösen aktiválják egymást. Ennek nagy valószínűséggel az agy és a periféria 

közötti kommunikációban van szerepe gyulladásos körülmények között. 

Végül idegsérüléses modellekben is azt tapasztaltuk, hogy az agyban nem elsősorban a 

vaszkuláris sejtek válaszolnak a sérülésre. Érdekes módon axotómia hatására nem is a 

gliasejtek, hanem az axonális léziót szenvedett idegsejtek voltak azok, amelyekben az 

inflammaszómák leghamarabb aktiválódtak. Neuronokban korábban az NLRP1 és AIM2 

inflammaszómák aktivációját írták le,144,347 míg neurodegeneratív folyamatokban az NLRP3 

inflammaszóma-aktiváció fő sejtjeinek elsősorban a mikrogliasejtek és az asztrociták 

bizonyultak, bár PD-ben feltételezhetően az érintett idegsejtekben is aktiválódhat az NLRP3 

inflammaszóma.348 Eredményeink arra mutatnak rá, hogy az idegek sérülése 

valószínűsíthetően a felszabaduló ATP révén aktiválja az NLRP3 inflammaszómát az 

idegsejtekben, amelynek hatására idővel egy komplex gyulladásos folyamat indul el, 

amelynek része a mikrogliózis is. Azt is igazoltuk, hogy az inflammaszóma-aktiváció korai 

gátlása jótékonyan hat a regenerációra. 

Az NLRP3 inflammaszóma kóros aktivációja számos patológiás folyamat lefolyását ronthatja, 

mint a neurodegeneratív megbetegedések, kardiovaszkuláris és metabolikus zavarok, így a 

farmakológiai gátlószerek fejlesztése nagy erőkkel folyik.349 Eredményeink alapján ezek a 

szerek traumás sérülésekben is jótékony hatásúak lehetnek. Ugyanakkor az inflammaszóma 

gátlószerek a különböző malignus daganatok terápiájában is fontos szerephez juthatnak a 

jövőben,350 és erre utalnak saját eredményeink is, amelyek azt igazolták, hogy az 

emlőkarcinóma agyi áttétek környezetében levő asztrocitákban aktiválódik az NLRP3 

inflammaszóma, amelynek gátlása csökkenti a tumorsejtek szaporodását állatmodellben. 
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5.3 Az agyi áttétes tumorok kialakulásának mechanizmusai 

Az agyi áttétes tumorok kialakulása során két olyan lépés van, amelyben érintettek a 

neurovaszkuláris egység sejtjei. Az első a vér–agy gáton való átvándorlás, a második pedig a 

tumorsejtek túlélése és szaporodása az agyi környezetben, az erek közvetlen közelében. 

5.3.1 A metasztatikus sejtek átjutása a vér–agy gáton 

Mivel a vér–agy gát képezi a legszorosabban záró endotélréteget a szervezetünkben, a 

daganatos sejteknek különleges stratégiákat kell alkalmazniuk, hogy áthatoljanak rajta és 

bejussanak az agyba. Ez a folyamat – egérben vizsgálva – napokat vesz igénybe, amely 

időszak alatt a tumorsejtek nagy része eltűnik az agyi kapillárisok lumenéből. Ezek a sejtek 

valószínűleg jórészt elpusztulnak a mechanikai stressz vagy az immunsejtek hatására, illetve 

a letapadás hiányában fellépő anoikis következtében.178 

Bár maga az átvándorlás néhány óra alatt lezajlik, annak előkészítése 3-5 vagy akár még több 

napig is eltarthat. Azt tapasztaltuk, hogy ezen időszak alatt az endotélsejtek számos 

változáson mennek át az érben elakadt tumorsejtek közelében. A kialakuló endotéldugók és 

érösszehúzódások elzárják, és ezáltal valószínűleg védik a tumorsejteket. A metasztatikus 

sejtek az endotélsejtek hólyagosodását és másodlagos lumenek kialakulását okozzák, 

amelyek feltételezhetően hozzájárulnak a transzmigrációhoz. Az endotélsejtek gyakran 

protrúziókat bocsátanak ki, amelyekkel mintegy körülölelik a daganatsejteket, biztosítva a 

többszörös lumenek kialakulását, illetve a korábban megfigyelt „endotelializációs” 

átvándorlást.351–353 Az érlumenben eltöltött hosszú idő az EndMT kialakulásához is 

szükséges, amely szintén hozzájárul a tumorsejtek átvándorlásának elősegítéséhez.354 

Maga a diapedézis emlőkarcinóma-sejtek esetében gyakran transzcellulárisan, azaz egyedi 

endotélsejteken keresztül történik. Ez azonban kevésbé tűnik hatásosnak, mint a 

melanómasejtek által alkalmazott paracelluláris transzmigráció, bár ezt csak in vitro 

vizsgáltuk. Elképzelhető azonban, hogy a melanómasejtek fokozott vér–agy gáton való 

átjutási képessége szerepet játszhat nagyfokú neurotropizmusukban, amelyhez számos más 

molekuláris mechanizmus is hozzájárul.355 
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Eredményeink arra utalnak, hogy a Rac által szabályozott mezenchimális mozgástípus, 

amelyet a lapos, elnyúlt sejtmorfológia és a magas proteolitikus aktivitás jellemez, 

előnyösebb a tumorsejtek vér–agy gáton való átvándorlása során, mint a magas Rho 

aktivitáshoz társuló amőboid, citoszkeletális mozgásforma (39. ábra). Ugyanakkor PI3K 

útvonal aktiválása is segítheti a transzmigrációt. 

A tumorsejtekben aktiválódó jelátviteli utak fontos terápiás célpontok lehetnek, és 

ezirányban számos gyógyszerjelölt vizsgálata zajlik preklinikai és klinikai szinten. 

Eredményeink alapján a PI3K gátlószereknek alapvető szerepe lehet nemcsak a primér 

daganatok kezelésében,356 hanem akár az agyi áttétek kialakulásának megakadályozásában 

is. Azonban a gyógyszerrezisztenciák kialakulása komoly problémát jelent ezen szerek 

terápiás alkalmazhatóságában.298 

 

39. ábra. Az amőboid és a mezenchimális mozgástípus szerepe a tumorsejtek vér–agy gáton való 
átvándorlásában. 
Az amőboid, citoszkeletális mozgásforma a kerek morfológiájú sejtekre jellemző, amelyekben magas a 
Rho/ROCK aktivitás. Ezek a sejtek elsősorban a citoszkeletális kontraktilitás révén tudnak haladni. Ez a 
morfológia a Rac útvonal gátlásával indukálható. Ezzel ellentétben a Rho/ROCK aktivitás gátlása a 
mezenchimális mozgásformának kedvez. Ezekre a sejtekre az elnyúlt, lapos morfológia jellemző, valamint a 
magas Rac és proteolitikus aktivitás. Eredményeink alapján a vér–agy gáton való átvándorlás esetén ez utóbbi 
a kedvezőbb a tumorsejtek számára. 

 

A Rac1 is egy potenciális célmolekula különböző daganatos betegségek kezelésében.357 Ezzel 

ellentétben, a fasudil – amelyet a klinikumban agyi érgörcs kezelésére használnak a Távol-

Keleten358 és koronária spazmusban is hatékony lehet359 – elősegítheti az agyi metasztázisok 

kialakulásárát annak ellenére, hogy a tumorsejtek migrációját gátolja.360,361 Az általunk 
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vizsgált további jelátviteli utak, a CB2 és az integrin szignalizáció, is rendelkeznek terápiás 

potenciállal úgy a daganatok, mint más patológiás folyamatok kezelésében.362,363 

Mindezek alapján valószínűsíthető, hogy a primér tumorok kezelésére alkalmas számos 

terápiás szer az agyi áttétek kialakulását is gátolni fogja, azonban a ROCK gátlószerek akár 

növelhetik is az agyi áttétek kialakulásának kockázatát. A már kialakult agyi metasztázisok 

kezelésére azonban új stratégiákat kell kifejleszteni. Olyan terápiás szerekre lenne szükség, 

amelyek átjutnak a vér–agy gáton, és a tumorsejteket, illetve a metasztatikus környezetet 

veszik célba. 

5.3.2 Az agyi környezet hatása a metasztázisokra 

A mikrokörnyezetnek alapvető szerepe van a daganatok növekedésében és terjedésében 

nemcsak a primér, hanem a metasztatikus tumorok esetében is.364,365 A mikrokörnyezet 

összetételét nagyban befolyásolja a tumor lokalizációja, így az agyban az immunsejtek és a 

fibroblasztok mellett gliasejtek, illetve barrierképző endotélsejtek, valamint a nagy számban 

jelen levő periciták is részt vesznek a tumor környezetének sejtes felépítésében.304 

A nem sejtes elemek közül az erek alaphártyájának van kiemelkedő szerepe, hiszen a vér–

agy gáton átjutott tumorsejtek ehhez tapadnak hozzá, míg a perivaszkuláris kapcsolatok 

elvesztése a sejtek elpusztulását okozza.183,366 Az alaphártya termelésében az endotélsejtek, 

a periciták és az asztrociták is részt vesznek,44 és saját adataink, illetve mások eredményei190 

is azt igazolják, hogy a periciták által kiválasztott ECM fehérjék fontos szerepet játszhatnak 

az agyi metasztázisok kialakulásában. 

A periciták esetében más prometasztatikus funkciókat is találtunk. Nemcsak a kollagén, a 

fibronektin és a bazális membrán más elemeinek termelése segítheti a tumorsejteket az 

agyban, de egyéb azonosított és még azonosításra váró faktorok is, amelyek révén a periciták 

kemotaktikus, illetve migrációt, EMT-t, valamint proliferációt fokozó hatást fejtenek ki a 

tripla negatív emlőkarcinóma-sejtekre (40. ábra). Az IGF2 – amelyet specifikusan a periciták 

termelnek az agyban, és amelynek nagyon erős szaporodást segítő hatása volt a 

tumorsejtekre – egy őssejt növekedési faktor,367 amely a neuronális sztemsejtek, és 

valószínűleg a periciták fenntartását szolgálja normál körülmények között, hiszen a periciták 

maguk is rendelkeznek őssejt tulajdonságokkal.368 Egerekben végzett legfrissebb kutatások 
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szerint a periciták által termelt IGF2-nek a hosszútávú memória kialakulásában is fontos 

szerepe van, feltételezhetőleg az IGF-2R-en keresztül.369 

Az IGF2 az IGF-1R-en keresztül fokozza a mellráksejtek szaporodását, metasztatikus 

képességét és kemorezisztenciáját.370,371 Ezért az IGF-ellenes terápiának nagy jelentősége 

lehet ebben a tumortípusban, bár az eddigi klinikai tesztek nem hoztak áttörést.372 Érdemes 

lenne azonban az anti-IGF terápiát agyi áttétes emlőkarcinómában is megvizsgálni, hiszen 

kísérletes modellekben hatásosnak tűnik373 és a PPP/AXL1717 molekula nemcsak hatásosan 

gátolja az IGF-1R-t, de nem toxikus374 és átjut a vér–agy gáton is (40. ábra). 

 

40. ábra. Az agyi periciták és peritumorális asztrociták hatása a metasztatikus tripla negatív emlőkarcinóma-
sejtek proliferációjára. 
A periciták IGF2-t termelnek, amellyel aktiválják az IGF-1R-t a tumorsejtekben, amely fokozott 
sejtszaporodáshoz vezet. Az IGF-1R-t PPP-vel tudtuk gátolni. Az asztrocitákban a metasztatikus sejtek hatására 
aktiválódik az NLRP3 inflammaszóma, amely az IL-1β érését és felszabadulását váltja ki. Az IL-1β szintén fokozza 
a tumorsejtek proliferációját az agyban. Az NLRP3 inflammaszómát MCC950-nel gátoltuk. 

 

Ami az asztrocitákat illeti, két új mechanizmust azonosítottunk, amely a metasztázisokban 

szerepet játszhat. Az egyik a MEF2C expressziójának fokozódása a peritumorális 

asztrocitákban. A MEF2C egy transzkripciós faktor, amely a szövet- és szervfejlődésben 

játszik szerepet, de onkogénként is működhet.375 Nemcsak az asztrocitákban, hanem a 

tumorsejtekben is kimutattuk jelenlétét, sőt primér emlőtumorokban is expresszálódik.376 

Bár kísérletesen nem igazoltuk, a MEF2C expressziójának fokozódása az agyi metasztatikus 

tumorokban összefüggésben lehet a miR-802-5p és miR-194-5p mennyiségének 
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csökkenésével. Ezen és más miRNS-ek megváltozott expressziója fontos szerepet játszhat a 

metasztázisok kialakulásában, és akár biomarkerként is szolgálhat a daganatok korai 

azonosításában.377 

Az asztrocitákban figyeltük meg ugyanakkor az NLRP3 inflammaszóma fehérjéinek 

expresszió-fokozódását, valamint az NLRP3 inflammaszóma aktiválódását is. Az így kialakuló 

gyulladásos környezet egyrészt a daganatsejtek szaporodásának fokozódását, másrészt az 

immunsejtek aktiválódását és tumorba jutását okozza, tovább fokozva a gyulladást.378 Az 

MCC950 inflammaszóma inhibitorral hatásosan tudtuk gátolni a metasztatikus léziók 

növekedését az agyban (40. ábra). 

Az MCC950 volt az első kismolekula, amelyről igazolták, hogy nagyon hatásosan és 

szelektíven gátolja az NLRP3 inflammaszómát,292 annak ATP-kötő motívumához 

kapcsolódva.379 Mivel az NLRP3 inflammaszóma aktivációja számos patológiás folyamat 

kimenetelét rontja, a gátlószerek fejlesztése nagy erőkkel folyik, és több potenciális 

gyógyszermolekula jutott el a klinikai kipróbálásig.380 Bár hepatotoxikus hatásai miatt az 

MCC950 nem jutott túl a fázis II szinten,293 a hozzá hasonló szerkezetű kismolekulák óriási 

előnye, hogy átjutnak a vér–agy gáton. 

Az inflammaszóma gátlószerek központi idegrendszeri megbetegedésekben381 és különböző 

rosszindulatú daganatok ellen is hatásosak lehetnek.350 Az agyi metasztázisok a 

legagresszívebb és legnehezebben kezelhető daganatok közé tartoznak, így az 

inflammaszómák gátlása a perimetasztatikus asztrocitákban fontos előrelépést jelenthet a 

jövőben az agyi áttétes daganatok kezelésében. 
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6 Összefoglalás, legfontosabb eredmények 

A neurovaszkuláris egység az idegsejtek és a gliasejtek, valamint a mikroerek falát alkotó 

endotélsejtek és periciták szoros morfológiai és funkcionális kapcsolatát jelenti, amelynek 

egyik legfontosabb szerepe a vér–agy gát kialakítása. A vér–agy gát az agy legfontosabb 

barrier rendszere, amely megakadályozza a vérben keringő potenciálisan káros anyagok 

(többek között a gyógyszermolekulák) és sejtek (immunsejtek és tumorsejtek) bejutását az 

agyi parenchimába. Ennek megfelelően az agyi erek meghatározó szereppel bírnak nemcsak 

a véráramlás, hanem a periféria és a központi idegrendszer közötti kommunikáció 

szabályozásában is úgy fiziológiás körülmények között, mint patológiás folyamatok során. Ez 

utóbbiak közül munkánkban a neuroinflammációt és az agyi áttétes daganatok kialakulását 

tanulmányoztuk. 

Kísérleteink alapján elsőként állapítottuk meg, hogy a vér–agy gát felépítését és működését 

tekintve nem egységes a teljes agyszövetben, hanem regionális heterogenitást mutat, és 

érdekes módon a fehérállomány szintjén képez szorosabb barriert az agykérgi 

szürkeállományhoz viszonyítva. Ennek sem okai, sem következményei nem tisztázottak, de 

valószínűleg összefüggésben áll azzal, hogy bizonyos megbetegedések kifejezetten a 

fehérállományt érintik. 

A vér–agy gát integritásának védelme ugyanis fontos szempont lehet az agyi kórfolyamatok 

során. Ebben szerepet játszhat a PACAP, amely egy olyan endogén neuropeptid, amely a 

cAMP útvonalon keresztül védő hatásúnak bizonyult az agyi endotélsejtek szoros 

kapcsolataira. 

Klinikai szempontból a vér–agy gát működésének ismerete többek között azért is fontos, 

mert az agyi endotélsejtek által képzett barrier jelenti a legnagyobb akadályt a potenciális 

terápiás szerek agyi penetrációja számára. Az agyi gyógyszerbejuttatásra számos stratégia 

van fejlesztés alatt, amelyek közül mi a molekulák kémiai módosítását alkalmaztuk új 

fájdalomcsillapító, illetve neuroprotektív szerek esetében. Ezzel a módszerrel olyan EM-2, 

illetve KYNA analógokat találtunk, amelyek jobb átjutást mutattak a vér–agy gát in vitro 

modelljén az eredeti molekulákhoz viszonyítva. 
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A vér–agy gát szinte minden központi idegrendszeri patológiás folyamatban érintett, és 

megnyílása gyakran tovább súlyosbítja a betegség lefolyását. Hasonlóképpen a 

neuroinflammáció is kísérője gyakorlatilag az összes agyi megbetegedésnek. Kísérleteinkben 

összefüggéseket kerestünk a két folyamat között, és megpróbáltuk megérteni, hogy hogyan 

vesznek részt a vaszkuláris sejtek az agyi gyulladásos folyamatokban. Ennek megfelelően 

feltérképeztük, hogy a veleszületett immunitás receptorai expresszálódnak-e agyi 

endotélsejtekben és pericitákban, és meghatároztuk ezen sejtek TLR és NLR mintázatát. 

Elsőként igazoltuk, hogy az agyi endotélsejtek és periciták inflammaszóma-aktivációra 

képesek, amelynek eredményeként aktív IL-1β-t szabadítanak fel. Ennek mennyisége 

feltételezhetően nem elég a gyulladásos reakció elindításához, azonban fontos szerepet 

játszhat az információ közvetítésében a periféria és a központi idegrendszer között. 

Megvizsgáltuk az inflammaszóma-aktiváció szerepét két patológiás folyamatban is. 

Perifériás idegsérülés során az agyban nem elsősorban a vaszkuláris sejtekben, hanem az 

axonléziót szenvedett idegsejtekben aktiválódott az NLRP3 inflammaszóma, egy gyulladásos 

kaszkádot indítva el. Egérmodellben azt is igazoltuk, hogy a neuronokban aktiválódó 

inflammaszóma gátlása javította az idegi regenerációt. Agyi metasztázisokat vizsgálva pedig 

azt tapasztaltuk, hogy az NLRP3 inflammaszóma a peritumorális asztrocitákban aktiválódott. 

Ennek gátlásával csökkenteni tudtuk az áttétes léziók számát és méretét az agyban, szintén 

egérmodellben. 

Munkánk legnagyobb részében arra próbáltunk választ találni, hogy hogyan vesznek részt a 

neurovaszkuláris egység sejtjei az agyi metasztázisok kialakulásában a tripla negatív 

emlőkarcinóma-sejteknek a vér–agy gáton való átvándorlása, illetve az agyi környezetben 

való túlélése és szaporodása során. 

Bár az agyi endotéliumon való átvándorlás néhány óra alatt lezajlik, előtte a tumorsejtek 

napokig a hajszálerek lumenében maradnak, amelynek során számos változást indukálnak 

az endotélsejtekben. Azt figyeltük meg, hogy a tumorsejtek hatására endotéldugók és 

érösszehúzódások alakulnak ki, amelyek valószínűleg védik a tumorsejteket. A metasztatikus 

sejtek az endotélsejtek hólyagosodását és másodlagos lumenek kialakulását is kiváltották, 

feltételezhetően elősegítve transzmigrációjukat. Az endotélsejtek gyakran protrúziókat 
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bocsátottak ki, amelyekkel mintegy körülölelték a daganatsejteket, biztosítva a többszörös 

lumenek kialakulását, illetve megkönnyítve a metasztatikus sejtek átvándorlását. 

Az emlőkarcinóma-sejtek diapedézise gyakran transzcellulárisan, azaz egyedi 

endotélsejteken keresztül valósult meg, míg melanómasejtek esetében csak paracelluláris, 

az endotélsejtek közötti útvonalon történő átvándorlást figyeltünk meg. Az átvándorlást 

olyan jelátviteli utak aktiválása segítheti, amelyek szerepet játszanak általában a 

metasztázisképzésben és a tumorsejtek mezenchimális átalakulásában. 

A mikrokörnyezetnek alapvető szerepe van a metasztatikus daganatok növekedésében és 

terjedésében. Az agyban a mellráksejtek jellemzően az erek mentén szaporodnak és 

vándorolnak. Ezen folyamat során nemcsak az endotélsejteket, de a pericitákat is 

bekebelezik, míg az asztrocitákat leszorítják az érfalról. Eredményeink azt mutatták, hogy a 

periciták elősegítik a tumorsejtek kitapadását az érfalhoz, illetve szaporodásukat is. Ez 

utóbbit elsősorban az IGF2 termelése által tudják biztosítani, hiszen az IGF2 szignalizáció 

gátlása csökkentette a tumorok méretét az egerek agyában. 

Az asztrocitáknak is fontos szerepe van az agyi metasztatikus folyamatokban, mivel képesek 

olyan mechanizmusokat aktiválni, amelyekkel gátolják, és olyanokat is, amelyekkel segítik a 

daganatsejtek túlélését az agyban. Kísérleteinkben a MEF2C transzkripciós faktor 

expressziójának fokozódását figyeltük meg a peritumorális asztrocitákban és a 

tumorsejtekben egyaránt, ami összefüggésben lehet a miR-802-5p és miR-194-5p 

mennyiségének csökkenésével az agyban és a szérumban is. Ezen és más miRNS-ek 

megváltozott expressziója fontos szerepet játszhat a metasztázisok kialakulásában, és akár 

biomarkerként is szolgálhat a daganatok korai azonosításában. Amint azt a korábbiakban 

már említettük, az NLRP3 inflammaszóma is a peritumorális asztrocitákban aktiválódott, 

hozzájárulva a gyulladásos környezet kialakításához és a daganatok növekedéséhez. 

Összefoglalva, olyan alapvető mechanizmusokat azonosítottunk az agyban, amelyek 

befolyásolják neurovaszkuláris egység, illetve a vér–agy gát működését fiziológiás, 

gyulladásos és metasztatikus körülmények között.  
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7 Klinikai hasznosíthatóság, további tervek 

Bár munkánk elsősorban alapkutatás jellegű volt, mindig hangsúlyt fektettünk arra, hogy 

klinikailag releváns kérdéseket próbáljunk megválaszolni, a következőképpen: 

● Bár a vér–agy gát regionális heterogenitásának jelentősége még nem pontosan ismert, 

feltételezésünk szerint összefüggésben áll az agyi patológiás folyamatok heterogén 

lokalizációjával. Épp ezért folytatjuk ezt a témát, és transzkriptomikai módszerrel fogjuk 

összehasonlítani a pericitákat a fehér- és a szürkeállományban fiatal és öreg egerekben. 

● Ami az agyi gyógyszerbejuttatást illeti, vegyész kollégáinkkal azon dolgozunk, hogy 

megtaláljuk azt a KYNA analógot, amely megőrzött neuroprotektív tulajdonságai mellett a 

legjobb vér–agy gáton keresztüli permeabilitást mutatja. 

● A neuroinflammáció és az inflammaszóma gátlás klinikai relevanciája szintén 

megkérdőjelezhetetlen. Az inflammaszóma inhibitorok fejlesztése és tesztelése nagy erőkkel 

zajlik, és számos kismolekula tűnik ígéretesnek nemcsak specifikus hatása, hanem a vér–agy 

gáton való átjutása miatt is. 

● A PI3K/Akt/PTEN útvonal gátlására is számos gyógyszerjelölt vizsgálata zajlik preklinikai és 

klinikai szinten, és eredményeink alapján ezek a szerek nemcsak a primér tumorokra, hanem 

az agyi áttétek kialakulására is hatással lehetnek. Hasonlóan, a Rac1, a CB2 és az integrin 

szignalizáció gátlása is rendelkezik terápiás potenciállal. Ezzel szemben a fasudil – amely egy 

Japánban és Kínában engedélyezett gyógyszer érspazmus kezelésére – eredményeink szerint 

növelheti az agyi áttétek kialakulásának kockázatát. 

● Eredményeink alapján az IGF2 jelátvitel gátlása kaphat még fontos szerepet az agyi 

metasztázisok kezelésében. Mivel még nagyon kevéssé ismert, hogy mi a fiziológiás szerepe 

az agyi pericitákban expresszálódó IGF2-nek, ezt is szeretnénk körüljárni. 

● Végül a miRNS-ekben rejlő potenciált emelném ki, amelyeket a jövőben akár diagnosztikus 

vagy terápiás biomarkerként is lehetne hasznosítani, és amelyeknek kutatását jelenleg is 

folytatjuk.  
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