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1. BEVEZETÉS 

A vér-agy gát a vérkeringés és az agyszövet közötti dinamikus határfelület, melyet az agyi 

mikroerek speciális felépítésű és működésű endotélsejt rétege alkot. Az endotélsejtek közötti 

szoros kapcsolatok, az alacsony mértékű nem-specifikus vezikuláris transzport, a negatív 

töltésű glikokalix réteg, valamint az aktív efflux pumpák és influx szállítórendszerek (1. ábra) 

megteremtik az idegrendszer megfelelő működéséhez szükséges környezetet, 

megakadályozzák a kórokozók és káros anyagok idegszövetbe jutását, miközben szabályozott 

módon tápanyagokkal látják el az agyat. 

 
1. ábra. Transzportútvonalak a vér-agy gáton. 1: lipid-mediált diffúzió, 2: aktív efflux pumpák, 
3: adszorbtív transzcitózis, 4: szoros kapcsolatokkal lezárt paracelluláris útvonal, 5: receptor-mediált 
transzcitózis, 6: tápanyagszállító fehérjék. A negatív töltésű sejtfelszíni endoteliális glikokalixot szürke 
sáv jelzi. TJ: szoros sejtközötti kapcsolat. Abbott és mtsai, 2006 alapján. 

Az agyi hajszálerek egyedi védőműködése azonban egy fontos problémához vezet: a 

gyógyszerek és gyógyszerjelölt hatóanyagok többsége sem jut át terápiás mennyiségben a vér-

agy gáton. Ezért számos központi idegrendszeri megbetegedés gyógyszeres kezelése kihívást 

jelent, miközben a beteségekben maga a vér-agy gát is sérül. 

Az utóbbi években aktívan kutatott módszer a gyógyszerek agyi bevitelének növelésére, 

hogy valamilyen hordozóhoz, például lipidekből vagy szerves polimerekből felépülő 

nanorészecskékhez kötjük őket. Mivel a keringésbe juttatott nanorészecskék több perifériás 

szervben – a májban, vesében, lépben – is csapdázódnak, a megfelelő agyi bejutásukhoz 

specifikus célzásra van szükség. Ígéretes és jelenleg klinikailag vizsgált lehetőség, hogy a 

részecskék felszínére antitesteket, peptideket vagy aminosavakat kötünk, melyek célpontjai a 

vér-agy gáton nagymértékben kifejeződő receptorok és tápanyagszállító fehérjék. A célzott 

nanorészecskék ezáltal „molekuláris trójai falovakként” képesek lehetnek gyógyszereket az 

agyba juttatni, az agyi endotélsejtek transzportútvonalait kihasználva. 
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Az agyi gyógyszerbejutás problémájának további fontos tényezője, hogy a vér-agy gát 

jelentős faji különbségeket mutat, különösen a terápiás célpontként szolgáló sejtfelszíni 

receptorok és szállítófehérjék, a zsíroldékony gyógyszerek agyi bejutását gátló efflux pumpák, 

valamint az anionos gyógyszermolekulák számára elektrosztatikus akadályt képező glikokalix 

réteg esetében. Ennek megfelelően a kutatás korai szakaszában használt állati sejtes- és 

állatmodellek csak részben képezik le az emberi vér-agy gát működését. Ahhoz, hogy 

pontosabban megértsük ezeket a folyamatokat, és a preklinikai vizsgálatok hatékonyan 

jelezhessék előre egy terápia sikerességét, a humán vér-agy gát összetettségét jól megközelítő 

sejttenyészetes modellek használatára van szükség (2. ábra). 

 

2. ábra. Humán sejtes vér-agy gát modellek. A) A vér-agy gát humán sejtes modelljeinek jelenlegi 
formái, előnyei és problémái. B) A humán őssejtekből differenciáltatott vér-agy gát modellek további 
két alapvető típusa. 

A humán vér-agy gát modellek legújabb generációját az őssejtekből differenciáltatott agyi 

endotélsejtek jelentik, melyek egy évtizedes múltra tekintenek vissza (2. A ábra). Az őssejt-

alapú modellek áttörést hozhatnak a szakterületen, hiszen jól skálázhatók és lehetővé teszik 

a betegekből nyert sejtek használatát, ezáltal megnyitják az utat a személyre szabott orvoslás 

előtt. Hátrányuk, hogy a jelenleg használt sejtdifferenciációs protokollokkal eddig nem sikerült 

valódi endotélsejt jellegekkel bíró, erős gáttulajdonságú modellt létrehozni, ami jelentősen 

szűkíti a felhasználhatóságukat (2. B ábra). Egy széles körben alkalmazható, az agyi 

gyógyszerbevitel vizsgálatát is lehetővé tevő humán vér-agy gát modell létrehozásához 

a gátfunkciók további erősítése szükséges valódi endotél tulajdonságokkal bíró sejteken. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

A dolgozatomat képező munkák átfogó célja olyan tenyészetes modellrendszerek 

létrehozása volt, amelyek lehetővé teszik gyógyszerek és célzott nanohordozók agyi 

bejutásának megbízható preklinikai vizsgálatát. Ehhez a következő részcélokat tűztük ki: 

i) humán őssejt-alapú vér-agy gát modell gáttulajdonságainak erősítése kismolekulák 

kombinációjával, ii) gyógyszerek és célzott nanorészecskék átjutásának vizsgálata a 

továbbfejlesztett vér-agy gát modellen, és iii) nanoméretű gyógyszerhordozók vér-agy gáton 

való átjutásának és agyszövetbe való bejutásának komplex sejttenyészetes modellezése. 

3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

A dolgozatomat képező munkákban humán köldökzsinórvér-őssejtekből differenciáltatott 

endotélsejteket és agyi pericitákat tenyésztettünk együtt (Cecchelli és mtsai, 2014, 3. C ábra). 

A vér-agy gát szorosságának változását valós idejű, impedanciamérésen alapuló sejtanalízissel 

(xCELLigence RTCA SP készülék és E-plate 96, 3. A,B ábra) követtük nyomon, amit 

transzendoteliális elektromos rezisztencia (TEER, 3. D,E ábra) és fluoreszcens jelzőanyagok 

permeabilitásának mérésével (3. F ábra) validáltunk. 

 

3. ábra. A barrier integritás mérésére használt legfőbb technikák a vér-agy gát tenyészetes 
modelljein. A) xCELLigence RTCA SP (Agilent) készülék és a hozzá tartozó B) e-plate 96 integrált 
aranyelektródákat tartalmazó sejttenyésztő lemez, melyekben valós idejű, impedanciamérésen alapuló 
sejtanalízis végezhető. A képek forrása: www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-
analysis/rtca-analyzers/xcelligence-rtca-sp-single-plate-741232. C) Endotélsejt-pericita (EC-PC) ko-
kultúra modell sejttenyésztő betéteken. D-E) Transzendoteliális elektromos rezisztencia (TEER) 
mérésére használt EVOM voltohmmeter (World Precision Instruments) és chopstick elektróda, illetve 
ennek pozíciója a mérés során. Forrás: a World Precision Instruments katalógusa. F) Vér-agy gát 
permeabilitás mérése fluoreszcens jelzőanyagokkal. 
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A sejtkapcsoló fehérjéket immuncitokémiai módszerrel, konfokális mikroszkópia segítségével 

tettük láthatóvá, az adatokat FIJI és MATLAB szoftverek segítségével elemeztük. A klaudin-5 

fehérje szerepét a kezelésünk mechanizmusában genetikai úton, vad típusú és klaudin-5 

heterozigóta egerek segítségével vizsgáltuk; ezekből az állatokból kutatócsoportunk korábbi 

protokolljai alapján (Nakagawa és mtsai, 2009, Veszelka és mtsai, 2018) primer agyi 

endotélsejt-pericita-asztrocita vér-agy gát ko-kultúra modelleket állítottunk össze. A cARLA-

kezelés mechanizmusának további vizsgálata bioinformatikai módszerekkel, illetve a Wnt/β-

katenin jelátviteli út farmakológiai gátlásával történt. 

A cARLA-kezelés génexpresszióra gyakorolt hatását 3’RNS-szekvenálás (Massive Analysis 

of cDNA Ends, MACE-seq) segítségével vizsgáltuk. Az mRNS szintű eredményeket fehérje- 

és működésbeli szinten is megerősítettük további kiválasztott vér-agy gát tulajdonságokra. 

Az endotélsejtekre jellemző gyulladásos válasz kialakítását TNF-α és IL-1β gyulladásos 

citokinek segítségével vizsgáltuk a csoportunk korábbi munkái alapján (Harazin és mtsai, Barna 

és mtsai, 2020). Az endotélsejtek vezikuláris transzportját fluoreszcensen jelölt albumin 

sejtfelvételével követtük nyomon, melyet fluoreszcens spektrofotometriával mértünk és 

konfokális mikroszkópiával tettünk láthatóvá. Az efflux pumpa funkciót a rodamin 123 

fluoreszcens efflux pumpa segítségével, kétirányú transzport kísérletekben mértük. A negatív 

töltésű sejtfelszíni glikokalix réteget búzacsíra agglutinin (WGA) lektin festéssel tettük 

láthatóvá, a sejtfelszíni töltés változását pedig dinamikus fényszóráson alapuló módszerrel 

(Malvern Zetasizer Nano ZS készülék) mértük. 

A gyógyszerek vér-agy gáton való átjutását kétirányú transzporttal jellemeztük, melyet 

tömegspektrometria-magas teljesítményű folyadékkromatográfia elrendezésben mértünk. Az 

adatokból látszólagos permeabilitási együtthatókat (Papp) és in vitro nem kötött agy-plazma 

megoszlási együtthatókat (Kp,uu,brain, Fridén és mtsai, 2009) számoltunk, amiket szakirodalmi 

értékekkel korreláltattuk. A nanorészecskék készítését és jellemzését korábbi tanulmányaink 

alapján végeztük (Mészáros és mtsai, 2018, Sheng és mtsai, 2018). A részecskékbe töltött 

fluoreszcens rodamin 6G, albumin vagy mCherry modellanyag sejtfelvételét és vér-agy gáton 

való átjutását fluoreszcens spektrofotometriával mértük. A nanorészecskék és a 

neurovaszkuláris egység sejttípusainak kölcsönhatását sejttípusonként, illetve ko-kultúra 

modellekben egyaránt vizsgáltuk. A vér-agy gát modellen átjutott és a sejttenyésztő lemezek 

alján lévő asztrocitákba és humán középagyi organoidokba bejutott nanorészecskéket 

konfokális mikroszkópiával tettük láthatóvá. 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. Vér-agy gát tulajdonságok erősítése kismolekulák kombinációjával  

Első lépésként kismolekulák és rekombináns fehérjék impedancia-alapú szűrését végeztük 

el humán őssejtekből differenciáltatott endotélsejteken (4. A ábra). 

 

4. ábra. Vér-agy gát tulajdonságok erősítése kismolekulák kombinációjával. A) A kísérleti felvetés 
sematikus rajza. B) A szűrés során használt kismolekulák és rekombináns fehérjék, illetve ezek tesztelt 
kombinációi. C) Barrier szorosság mérése valós idejű, impedanciamérésen alapuló sejtanalízissel. A 
magasabb normalizált sejtindex és nagyobb görbe alatti terület magasabb barrier integritást jelez. D) 
Barrier integritás mérése kontroll és cARLA-kezelt sejteken. A kezelőoldatot 72 h után lecseréltük (bal 
oldali ábra) vagy nem cseréltük le (jobb oldali ábra) kontroll tápfolyadékra. A cARLA-kezelt sejtek 
barrier integritása a kezelőoldat kontroll tápfolyadékra való cseréje után is képes volt visszaállni a csere 
előtti szintre, ami tartós génexpressziós változásokra utal. Átlag ± SD, ANOVA és Bonferroni teszt, 
****P<0,0001 a kontroll csoporthoz képest, n=6. 

Ez a megközelítés lehetővé tette, hogy a cAMP és a Wnt/β-katenin útvonalak 

serkentőszereit, valamint a TGF-β jelátvitel gátlószereit kombinatorikusan, 96-lyukú 

lemezeken, valós időben teszteljük (4. B ábra). A szűrés célja olyan molekulák vagy 

molekulakombinációk azonosítása volt, amelyek hatékonyan növelik az endotélsejtek által 

kialakított gát szorosságát. A szűrés segítségével azonosítottunk a cARLA névre keresztelt 

molekulakombinációt, amely szinergista módon növelte a gát szorosságát (4. C ábra), vagyis 

a cARLA hatása nagyobb volt, mint a részeinek összege. Fontos eredmény, hogy a cARLA-

kezelés hatása a gátintegritásra hosszan tartó volt (>72 h), és a kezelés kontroll tápfolyadékra 

történő cseréje után is visszaállt (4. D ábra). A szűrés során kapott eredményeinket a vér-agy 

gát ko-kultúra modelljén validáltuk, amelyben a humán őssejtből differenciáltatott 

endotélsejteket agyi pericitákkal tenyésztettük együtt (5.A ábra).  



7 
 

 

5. ábra. Az eredmények validálása humán őssejtekből differenciált endotélsejt (EC)-agyi pericita 
(PC) ko-kultúra modellen. A) A ko-kultúra modell sematikus rajza. B) Transzendoteliális elektromos 
rezisztencia (TEER) mérés a ko-kultúra modellen 48 h kezelést követően. Átlag ± SD, ANOVA és 
Bonferroni teszt, ****P<0,0001 a kontroll csoporthoz képest, n=24 (3 független kísérletből). C) A 
cARLA-kezelés TEER-re gyakorolt hatásának reprodukálhatósága a kísérletek között. Az egyes 
kísérletekben eltérő fagyasztásból származó sejteket használtunk és ezeket a laboratóriumunk 
különböző tagjai mérték. Átlag ± SD, ANOVA és Bonferroni teszt, n=82 (4 független kísérletből). D) 
Fluoreszcein és E) Evans kék-albumin komplex permeabilitása a vér-agy gát ko-kultúra modellen 48 h 
kezelést követően. Papp: látszólagos permeabilitási együttható. Átlag ± SD, ANOVA és Bonferroni teszt, 
*P<0,05, **P<0,01, ****P<0,0001 a kontroll csoporthoz képest, n=11 (2 független kísérletből). F) 
Klaudin-5 immunfestés a ko-kultúra modellben endotélsejteken 48 h kezelést követően. Mérce: 50 µm. 
Intenzitás: Átlag ± SD, G) folytonosság: medián ± kvartilisek, ANOVA és Bonferroni teszt, 
****P<0,0001 a kontroll csoporthoz képest, n=27-30 (3 független kísérletből). 

A cARLA-kezelés szinergista módon növelte a transzendoteliális elektromos rezisztenciát 

(TEER, 5. B,C ábra) és csökkentette a fluoreszcein és albumin jelzőanyagok átjutását (5. D,E 

ábra) a ko-kultúra modellben. Ezek az eredmények a vér-agy gát paracelluláris és 

transzcelluláris útvonalainak egyidejű szorosodására utalnak. 

4.2. A cARLA-kezelés hatásának közvetítője a klaudin-5 sejtkapcsoló fehérje 

A cARLA-kezelés hatásának közvetítőjeként a vér-agy gát sejtközötti szoros kapcsolatainak 

megerősödését azonosítottuk, különös tekintettel a klaudin-5 sejtkapcsoló fehérje mennyiségére 

(5. F ábra) és a sejthatárokon való folytonosságára (5. G ábra). Azt, hogy a cARLA-kezelés 

hatása valóban a klaudin-5 transzmembrán sejtkapcsoló fehérjén keresztül történik, vad típusú 

(WT) és klaudin-5 heterozigóta (Cldn5+/-) egerekből izolált vér-agy gát ko-kultúra modellek 

segítségével igazoltuk.  
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4.3. A cARLA-kezelés szinergista hatásának mechanizmusa 

Bioinformatikai elemzések, immunfestések és a Wnt jelátvitel farmakológiai gátlásának 

segítségével elsőként írtuk le, hogy a három általunk célzott jelátviteli út a Wnt/β-katenin 

útvonalon egyesülve fejti ki a cARLA szinergista hatását a vér-agy gát integritására. 

4.4. A cARLA-kezelés hatása az agyi endotélsejtek génexpressziós profiljára 

A cARLA-kezelés hatására bekövetkező rendszerintű génexpressziós változásokat 3’ RNS-

szekvenálás (MACE-seq) segítségével vizsgáltuk humán őssejtekből differenciáltatott agyi 

endotélsejteken. A cARLA-kezelés hatására megváltozott kifejeződésű gének között számos, a 

vér-agy gát működésében szerepet játszó gént azonosítottunk, melyek a vezikuláris 

transzportban, az immunsejt-adhézióban, az efflux pumpák működésében és a negatív töltésű 

glikokalix réteg létrehozásában vesznek részt. Útvonalanalízis segítségével az agyi 

endotélsejtek differenciálódásával, gátképzésével, valamint nyugalmi állapotával és érésével 

kapcsolatos gének felülreprezentáltságát figyeltük meg a cARLA-kezelés hatására. 

Fontos, hogy az általunk használt vér-agy gát modellben a fő endoteliális gének kifejeződése 

nagyságrendekkel magasabb volt, mint az epiteliális géneké, ami igazolja a modell vaszkuláris 

endoteliális jellegét. Az általános endoteliális tulajdonságokon felül a cARLA-kezelés 

megnövelte számos vér-agy gát-specifikus gén kifejeződését, miközben csökkentette a 

perifériás endotélsejtekre jellemző gének kifejeződését. Adataink arra is utalnak, hogy a 

cARLA 14-16-szor nagyobb valószínűséggel fokozza a vér-agy gát-specifikus gének 

kifejeződését, mint más, véletlenszerűen kiválaszott génekét. Ezek az eredmények együttesen 

azt mutatják, hogy a cARLA-kezelés RNS szinten elősegíti a vér-agy gát érésével kapcsolatos 

és az agyi endotélsejtre jellemző tulajdonságok kialakulását. 

4.5. A cARLA-kezelés funkcionális hatása: immunsejt-adhéziós molekulák és gyulladásos 

válasz, vezikuláris transzport, efflux pumpa aktivitás és glikokalix sűrűség 

Ezután arra voltunk kíváncsiak, hogy a fenti RNS szintű változások fehérje- és funkcionális 

szinten is megjelennek-e a cARLA-kezelés hatására. Ehhez az agyi endotélsejtek négy fő 

tulajdonságát vizsgáltuk: i) immunsejt-adhéziós molekulák és endoteliális gyulladásos válasz, 

ii) vezikuláris transzport, iii) efflux pumpák és iv) glikokalix. A cARLA-kezelés megnövelte a 

negatív töltésű glikokalix réteg sűrűségét, valamint az efflux pumpák aktivitását és 

polarizáltságát, illetve csökkentette az endotélsejtek nem-specifikus vezikuláris transzportját, 

miközben a sejtek megtartották a gyulladásos folyamatokra való válaszadási képességüket. 

Ezek kiemelkedően fontos eredmények, hiszen az endotélsejtek glikokalix rétege, valamint 
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efflux és influx transzportrendszerei kölcsönhatnak a terápiás szerekkel, sérülésük pedig jól 

dokumentált a központi idegrendszeri betegségekben. 

4.6. A cARLA-kezelés hatása kismolekulájú gyógyszerek vér-agy gát modellen való 

átjutására 

Végül azt vizsgáltuk, alkalmas-e a cARLA-kezelés a humán vér-agy gát modell 

megbízhatóságának növelésére a gyakorlatban. Ehhez tíz klinikailag használt kismolekulájú 

gyógyszer átjutását teszteltük a vér-agy gát ko-kultúra modellen keresztül, vér-agy és agy-vér 

irányban egyaránt. A fenti eredményekkel összhangban cARLA-kezelés hatására az efflux 

pumpa szubsztrát gyógyszerek (vinblasztin, loperamid, szalicilsav és verapamil) vér-agy gát 

modellen való átjutása vér-agy irányban alacsonyabb, az influx transzportmechanizmusú 

vegyületek (propranolol, takrin) magasabb volt (6. A-C ábra). 

 
6. ábra. A cARLA-kezelés hatása kismolekulájú gyógyszerek vér-agy gát modellen való 
átjutására. A) Tíz klinikailag alkalmazott gyógyszer permeabilitása kontroll és cARLA-kezelt vér-agy 
gát ko-kultúra modellen. CNS: központi idegrendszer, a szaggatott vonal a CNS-be klinikailag 
hatékonyan bejutó (CNS+) és alig bejutó (CNS-) gyógyszerek közötti választóvonal. A piros és kék szín 
az adott gyógyszer szignifikánsan (P<0,05) magasabb, illetve alacsonyabb permeabilitását jelzi cARLA-
kezelés hatására. Szimbólumok: átlag ± SD, n=3-4. Egyenes: egyszerű lineáris regresszió 95%-os 
konfidencia-intervallummal. B) A gyógyszerek efflux arányai (agy-vér/vér-agy permeabilitási arány) a 
ko-kultúra modellben. Átlag ± SD, kétmintás t-próba Welch korrekcióval, n=3-4. A felfelé mutató piros 
és lefelé mutató kék háromszögek magasabb, illetve alacsonyabb efflux arányokat jeleznek (P < 0,05). 
C) A gyógyszerek in vitro nem kötött agy-plazma megoszlási együtthatói (Kp,uu,agy) kontroll és cARLA-
kezelt vér-agy gát ko-kultúra modellen. A piros és kék szín az adott gyógyszer szignifikánsan (P<0,05) 
magasabb, illetve alacsonyabb permeabilitását jelzi cARLA-kezelés hatására. Szimbólumok: átlag ± 
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SD, n=3-4. Egyenes: egyszerű lineáris regresszió 95%-os konfidencia-intervallummal. D) A tíz 
gyógyszer átjutásának egészére vonatkozó in vitro Kp,uu,agy értékek korrelációs hőtérképe patkányokból 
és főemlősökből származó in vivo Kp,uu,agy adatokkal. A mezőkben lévő számok Spearman korrelációs 
együtthatók. Az adatok a következő forrásokból származnak: 1: jelen munka, 2: Fridén és mtsai, 2009, 
3: Sato és mtsai, 2021. E) Tenyészetes modellek in vitro Kp,uu,agy értékeinek összehasonlítása humán in 
vivo Kp,uu,agy adatokkal a verapamil esetében. Felső panel: a Kp,uu,agy értékek hőtérképe. Alsó panel: A 
Kp,uu,agy értékek átlagos különbsége a humán in vivo adatokhoz képest. Az alacsonyabb különbségek jobb 
prediktív értéket jeleznek. 

Fontos eredmény, hogy a cARLA-kezelés növelte a korrelációt a humán modellen mért in 

vitro Kp,uu,agy értékek és a patkányokból és főemlős állatokból származó in vivo agyi penetrációs 

adatok között (6. D ábra). A verapamil esetében, amely az egyetlen olyan hatóanyag 

a listánkon, amelyről humán klinikai Kp,uu,agy adatok állnak rendelkezésre, a cARLA-kezelt vér-

agy gát modell jól közelítette a humán in vivo értéket (6. E ábra). 

4.7. A cARLA-kezelés hatása célzott polimer nanorészecskék vér-agy gát modellen való 

átjutására 

A kismolekulájú gyógyszereken kívül célzott nanohordozók átjutását is vizsgáltuk a kontroll 

és cARLA-kezelt modellen, melyek alkalmasak lehetnek gyógyszerek és akár nagyobb 

fehérjék/biofarmakonok vér-agy gáton való átjuttatására (7. A ábra).  

 
7. ábra. A cARLA-kezelés hatása célzott polimer nanorészecskék vér-agy gát modellen való 
átjutására. A) Nem célzott és glutationnal (GSH) célzott polipeptid nanorészecskék (NP-k) sematikus 
rajza. B) Az NP-k permeabilitása kontroll és cARLA-kezelt humán vér-agy gát ko-kultúra modellen. Pe: 
endoteliális permeabilitási együttható. Átlag ± SD, kétutas ANOVA és Bonferroni teszt, n=4.  C) A nem 
célzott és GSH-célzott NP-k sejtfelvételét (rodamin 6G töltet) élő sejtes konfokális mikroszkópiával 
tettük láthatóvá. Mérce: 50 µm. 

Nanohordozóként ebben a kísérletsorozatban polipeptid NP-ket használtunk, melyeket a vér-

agy gát specifikus liganddal, a glutationnal (GSH) céloztuk (7. A ábra). A cARLA-kezelés 

csökkentette a nem célzott NP-k permeabilitását a vér-agy gát modellen a kontroll csoporthoz 

képest (7. B. ábra). A cARLA-val kezelt modellen a vér-agy gát-specifikus GSH ligand fokozta 
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az NP átjutást, míg a kontroll modellen nem tapasztaltunk magasabb NP permeabilitást (7. B 

ábra). Ez a különbség nem csupán az átjutásban, de az NP-k sejtfelvételében is nyilvánvaló 

volt (7. C ábra). 

4.8. Célzott vezikuláris nanorészecskék sejtfelvétele: periciták, asztrociták, idegsejtek 

A nanohordozókkal történő agyi gyógyszerbevitel esetében egy másik fontos kérdés is 

felmerül. Mi történik a részecskékkel és ezek töltetével, miután átjutottak a vér-agy gát 

endotélsejteinek rétegén? Egy újabb kísérletsorozatban vezikuláris NP-ket állítottunk elő, 

melyek belsejébe fluoreszcensen jelölt albumin (67 kDa) vagy mCherry (28 kDa) 

modellanyagot töltöttünk. Igazoltuk, hogy az NP-k az endotélsejteken kívül bejutnak 

tenyésztett agyi pericitákba, asztrocitákba és neuronális sejtekbe. Az alanin-glutation kettős 

célzás mindhárom sejttípusban fokozta a sejtfelvételt a nem célzott NP-khez képest, különösen 

az agyi pericita és a neuronális sejtekben. A sejtfelvétel mechanizmusában gátlószerek és gátló 

körülmények segítségével az egyes sejttípusokra jellemző mintázatokat írtunk le. 

4.9. Célzott vezikuláris nanorészecskék vér-agy gát modellen való átjutása és 

asztrocitákba való bejutása 

Ezután azt vizsgáltuk, képesek-e az agyi mikroér endotélsejt és pericita rétegeken átjutott 

NP-k vagy ezek töltete bejutni a vér-agy gát ko-kultúra modell alsó folyadékterében található 

asztroglia sejtekbe. Kimutattuk, hogy az N-A-GSH részecskék nemcsak hatékonyabban 

jutottak át a vér-agy gát modellen a nem célzott NP-khez képest, de az átjutott részecskék 

töltetét az asztrocita sejtekben 24 óra elteltével élő sejtes konfokális mikroszkópia segítségével 

láthatóvá is tettük. 

4.10. Célzott polimer nanorészecskék vér-agy gát modellen való átjutása és középagyi 

organoidokba való bejutása 

A harmadik kísérletsorozatunkban a fenti elrendezést fejlesztettük tovább, hogy még 

összetettebb módon tudjuk vizsgálni az NP-k kölcsönhatását a humán vér-agy gát és 

neurovaszkuláris egység sejttípusaival. Humán őssejtekből differenciált endotélsejt- pericita 

ko-kultúra modellen vizsgáltuk célzott többkarú polipeptid NP-k átjutását, majd ezek bejutását 

humán középagyi organoidokba (8. A ábra). 
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8. ábra. Célzott többkarú polipeptid nanorészecskék vér-agy gát modellen való átjutása és 
középagyi organoidokba való bejutása. A) A kísérleti elrendezés és vér-agy gát modell sematikus 
rajza. EC: humán őssejtekből differenciáltatott endotélsejt, PC: borjú agyi pericita. B) Nem célzott és 
A-GSH-val célzott polimer NP-k permeabilitása a vér-agy gát ko-kultúra modellen. Papp: látszólagos 
permeabilitási együttható. Átlag ± SD, kétmintás t-próba, n=3. C) Az NP-k rodamin 6G töltetének 
felvétele humán középagyi organoidokba. Átlag ± SD, kétmintás t-próba, n=6. 

A humán őssejtekből létrehozott (nem cARLA-kezelt) vér-agy gát modellen a célzott 

PP-A-GSH részecskék nem jutottak át hatékonyabban a nem célzott NP-knél (8. B ábra). 

A célzott NP-k töltete azonban jelentősen hatékonyabban jutott be a humán középagyi 

organoidokba, mint a nem célzott NP-k töltete (8. C ábra), amely arra utalhat, hogy maguk az 

NP-k is átjutnak a vér-agy gát modellen és a neurovaszkuláris egység többi sejttípusával is 

aktívan kölcsönhatnak. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS 

A vér-agy gát az agyi gyógyszerbevitel fontos tényezője: számos gyógyszer agyszövetbe 

való bejutását akadályozza, miközben betegségekben maga is károsodik. Ahhoz, hogy jobban 

megértsük ezeket a folyamatokat, az emberi vér-agy gát összetettségét jól leképező 

sejttenyészetes modellekre van szükség. A legmodernebb, őssejtekből differenciáltatott humán 

vér-agy gát modellek azonban fejletlen gáttulajdonságokkal rendelkeznek, ami csökkenti a 

felhasználhatóságukat. 

Vizsgálataink során elsőként írtuk le, hogy cAMP és Wnt/β-katenin útvonalak együttes 

aktiválása és a TGF-β jelátvitel gátlása szinergista módon növeli a vér-agy gát szorosságát 

humán őssejtekből differenciáltatott endotélsejtekben. A három útvonal együttes célzására 

kifejlesztettünk egy cARLA névre keresztelt molekulakombinációt, ami a klaudin-5 

sejtkapcsoló fehérjén keresztül fokozta a vér-agy gát modell transzendoteliális elektromos 

ellenállását és csökkentette a fluoreszcein és albumin jelzőanyagok permeabilitását. A cARLA-

kezelés szinergista hatásának mechanizmusaként a három jelátviteli út Wnt/β katenin útvonalon 

való egyesülését azonosítottuk. RNS-szekvenálás és rendszerintű bioinformatikai elemzés 

segítségével igazoltuk, hogy a cARLA-kezelés elősegíti a vér-agy gát érését és az agyi 

endotélsejt-szerű tulajdonságok megjelenését mRNS szinten. Eredményeinket fehérje szinten 

és funkcionális tesztekben is megerősítettük. A cARLA-kezelés megnövelte a negatív töltésű 

glikokalix réteg sűrűségét, valamint az efflux pumpák aktivitását és polarizáltságát, illetve 

csökkentette az endotélsejtek nem-specifikus vezikuláris transzportját, miközben a sejtek 

megtartották a gyulladásos folyamatokra való válaszadási képességüket. Ennek megfelelően a 

cARLA-kezelés növelte tíz klinikailag használt gyógyszer vér-agy gát modellen való 

átjutásának korrelációját a rágcsálókban, főemlősökben és emberekben in vivo mért értékekkel, 

ezáltal a kontroll csoportnál és a jelenleg használt vér-agy gát modelleknél jobban jelezte előre 

a hatóanyagok átjutásának sebességét és mértékét. Eredményeink azt is alátámasztják, hogy a 

cARLA-kezelt vér-agy gát modell alkalmas nagyobb biofarmakonok, mint például antitest-

komplexek, enzimek és célzott nanorészecskék (NP-k) vér-agy gáton való átjutásának 

tanulmányozására. 

A dolgozatomhoz kapcsolódó két másik publikációban azt vizsgáltuk, mi történik a 

nanohordozókkal, miután átjutottak a vér-agy gát endotélsejteinek rétegén. Jellemeztük a 

tenyésztett agyi periciták, asztrociták és neuronális sejtek kölcsönhatását az alanin-glutation 

ligandkombinációval célzott NP-kkel. A részecskék kettős célzása nemcsak a vér agy gát 

modellen való átjutást segítette, de megnövelte az átjutott NP-k felvételét a modell alsó 
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folyadékterében lévő asztroglia sejtekbe is. Ezt a kísérleti elrendezést a humán vér-agy gát 

modellre is átültettük, amelyben az agyi endotélsejteket és pericitákat az agyszövet 

háromdimenziós modelljével, humán középagyi organoidokkal vizsgáltuk együtt. Ez az új 

modell és megközelítés lehetővé tette az NP-k vér-agy gát modellen való átjutásának és agyi 

organoidokba való bejutásának követését egy kísérletben. 

Reményeink szerint a cARLA igazolt hatékonyságának és könnyű használhatóságának 

köszönhetően alkalmas lehet a különböző fajokból származó és különböző komplexitású 

tenyészetes vér-agy gát modellek gáttulajdonságainak fokozására a világ számos 

laboratóriumában. A szorosabb és jobb vér-agy gát tulajdonságokkal rendelkező modellek 

humán agyi organoidokkal együtt tenyésztve és vizsgálva ígéretes eszközök lehetnek annak 

tanulmányozására, hogyan hatnak kölcsön a gyógyszerek és terápiás nanohordozók a 

neurovaszkuláris egység sejtjeivel. 

6. SUMMARY 

The blood-brain barrier (BBB) hinders drug delivery to the brain and is implicated in 

neurological diseases. To better understand these processes in humans, there is a need for 

culture models that mimic the complexity of the BBB. However, state-of-the-art human BBB 

models either suffer from a non-physiological, mixed epithelial-endothelial identity or have 

weak barrier tightness, which greatly limits their usability. We identified a molecule 

combination that synergistically enhances barrier tightness in several in vitro models and 

induces complex BBB properties in human stem cell-derived endothelial cells by targeting a 

novel link between three signaling pathways. The molecule combination has the potential to 

improve BBB culture models across laboratories to advance both basic research and drug 

development for the human brain.  
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I. Porkoláb G, Mészáros M, Szecskó A, Vigh JP, Walter FR, Figueiredo R, Kálomista 
I, Hoyk Z, Vizsnyiczai G, Gróf I, Jan JS, Gosselet F, Pirity MK, Vastag M, Hudson 
N, Campbell M, Veszelka S, Deli MA. 
Synergistic induction of blood-brain barrier properties. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (megjelenés alatt, 2024) 
Preprint: bioRxiv. 2023.02.09.527899. 
IF: 11,1 
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Igazolom, hogy az ebben a dolgozatban bemutatott eredményeket egyetlen más PhD dolgozat 
sem mutatta be és a jövőben sem használják fel tudományos fokozat megszerzéséhez.  

Szeged, 2024. április 9. 
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