
Az inflammaszóma aktiváció a neurovaszkuláris egységben: az 

inflammagingtől a tripla negatív emlőkarcinóma agyi metasztázisáig 

Doktori (Ph.D.) értekezés 

Mészáros Ádám 

Témavezetők:  Prof. Dr. Krizbai István, tudományos tanácsadó 

   Dr. Lőrincz László Magor, egyetemi docens 

Neurovaszkuláris Egység Kutatócsoport 

Biofizikai Intézet 

HUN-REN Szegedi Biológiai Kutatóközpont 

Biológia Doktori Iskola 

Természettudományi és Informatikai Kar 

Szegedi Tudományegyetem 

2024 

Szeged  



2 
 

TARTALOMJEGYZÉK 

Rövidítések jegyzéke ................................................................................................................ 4 

1. Bevezetés ............................................................................................................................ 8 

1.1. Öregedés ..................................................................................................................... 8 

1.2. Inflammaging ............................................................................................................. 8 

1.2.1. Inflammaging mechanizmusa ............................................................................ 9 

1.3. Gyulladás és mintázatfelismerő receptorok az öregedésben .................................... 11 

1.4. Inflammaszómák ...................................................................................................... 12 

1.4.1. NLRP3 inflammaszóma ................................................................................... 15 

1.4.2. NLRP3 inflammaszóma szerepe a tumoros folyamatokban ............................ 17 

1.5. Tumorok ................................................................................................................... 19 

1.5.1. Primer tumorok ................................................................................................ 19 

1.5.2. Szekunder vagy metasztatikus tumorok ........................................................... 19 

1.6. Agyi áttétek .............................................................................................................. 20 

1.6.1. Tumorsejtek agyi vaszkuláris transzmigrációja ............................................... 21 

1.6.2. A metasztatikus tumorsejtek interakciói az NVE elemeivel ............................ 23 

2. Célkitűzések ..................................................................................................................... 26 

3. Anyagok és módszerek ................................................................................................... 27 

3.1. Sejttenyésztés ........................................................................................................... 27 

3.1.1. Humán asztrocita tenyésztés ............................................................................ 27 

3.1.2. Egér asztrociták izolálása és tenyésztése ......................................................... 27 

3.1.3. Tumor sejtvonalak tenyésztése ......................................................................... 27 

3.1.4. Kondicionált médiumok készítése ................................................................... 28 

3.1.5. Sejtproliferációs esszé ...................................................................................... 30 

3.2. Felhasznált állatok .................................................................................................... 30 

3.3. Kísérleti emlőadenokarcinóma agyi metasztázis modell ......................................... 31 

3.4. In vivo inflammaszóma gátlás .................................................................................. 34 

3.5. Szövetfixálás és metszés .......................................................................................... 35 

3.6. Immuncito- és immunhisztokémia ........................................................................... 36 

3.7. Fluoreszcens mikroszkópia ...................................................................................... 36 

3.8. Asztrogliális IL-1β expresszió kvantifikációja ........................................................ 37 

3.9. Tumorméret meghatározás ....................................................................................... 38 

3.10. Mikrogliózis mértékének meghatározása ................................................................. 38 

3.11. RNS izolálás és valós idejű polimeráz láncreakció (qPCR) .................................... 38 

3.12. Fehérjeminták előkészítése és Western blot ............................................................. 40 



3 
 

3.13. Statisztikai kiértékelés .............................................................................................. 42 

4. Eredmények ..................................................................................................................... 43 

4.1. Az NLRP3 inflammaszóma komponenseinek expressziós vizsgálata ..................... 43 

4.1.1. Az NLRP3 inflammaszóma komponensek in vivo expressziója ..................... 43 

4.1.2. Az NLRP3 inflammaszóma komponensek in vitro expressziója ..................... 47 

4.2. Az NLRP3 inflammaszóma aktiváció funkcionális vizsgálata in vitro körülmények 

között  .................................................................................................................................. 50 

4.3. Az inflammaszóma aktiváció funkcionális vizsgálata in vivo körülmények között 56 

5. Megbeszélés ..................................................................................................................... 61 

6. Köszönetnyilvánítás ........................................................................................................ 70 

7. Irodalomjegyzék .............................................................................................................. 72 

8. Összefoglalás .................................................................................................................... 89 

9. Summary .......................................................................................................................... 92 

 

  



4 
 

RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

4T1-tdT tdTomato-t expresszáló egér tripla negatív emlőkarcinóma sejtvonal 

ACC  arteria carotis communis (közös fejverőér) 

ACE  arteria carotis externa (külső fejverőér) 

ACI  arteria carotis interna (belső fejverőér) 

AD  acidic transactivation domain (savas transzaktivációs domén) 

AGS astrocyte growth supplement (asztrocita növekedést támogató tápfolyadék 

kiegészítő) 

AIM2  absent in melanoma 2 

ALR  absent in melanoma 2-like receptor (AIM2-szerű receptor) 

ANOVA ANalysis Of VAriance (varianciaanalízis) 

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (apoptózis-

asszociált, kaszpáz aktiváló és toborzó domént tartalmazó szemcseszerű 

fehérje) 

ATP adenosine triphosphate (adenozin-trifoszfát) 

BCA  bicinchoninic acid (bicinkoninsav) 

BIR baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat (bakulovírus apoptózist gátló 

ismétlődéseket tartalmazó domén) 

BSA  bovine serum albumin (marhasavó albumin) 

CA  carbonic anhydrase (szénsav-anhidráz) 

CARD caspase activation and recruitment domain (kaszpáz aktiváló és toborzó 

domén) 

CCL  chemokine (C-C motif) ligand (CC kemokin ligand) 

CD44  cluster of differentiation 44 (differenciációs klaszter 44) 

cDNS  kópia (copy) DNS 

cGAMP cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate (ciklikus 

guanozin-monofoszfát-adenozin-monofoszfát) 

cGAS cGAMP synthase (cGAMP szintáz) 

cGLR cGAS-like receptor (cGAS-szerű receptor) 

CLR  C-type lectin receptor (C-típusú lektin receptor) 

COX-2  cyclooxigenase-2 (ciklooxigenáz-2) 

Cx43  connexin 43 (konnexin 43) 

CXCL  chemokine (C-X-C motif) ligand (CXC kemokin ligand) 
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DAMP  damage-associated molecular pattern (sérülés-asszociált molekuláris mintázat) 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium (Dulbecco módosította Eagle médium) 

DMSO  dimethyl sulfoxide (dimetil-szulfoxid) 

DNS  dezoxiribonukleinsav 

ECM  extracellular matrix (extracelluláris mátrix) 

EGFR  epidermal growth factor receptor (epidermális növekedés faktor receptor) 

EndMT endothelial-to-mesenchymal transition (endoteliális-mezenchimális tranzíció) 

FADD Fas-associated domain with death domain (Fas-asszociált fehérje halál 

doménnel) 

FasL  Fas ligand 

FBS  fetal bovine serum (magzati marhasavó) 

Fluc  firefly luciferase (szentjánosbogár luciferáz) 

GABA  gamma-aminobutyric acid (gamma-aminovajsav) 

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (glicerinaldehid-3-foszfát-

dehidrogenáz) 

GFAP  glial fibrillary acidic protein (gliális fibrilláris savas protein) 

GFP  green fluorescent protein (zöld fluoreszcens fehérje) 

GSDMD gasdermin D (gaszdermin-D) 

HER2  human epidermal growth factor receptor 2 (humán epidermális növekedési 

faktor receptor 2) 

HGF  hepatocyte growth factor (hepatocita növekedési faktor) 

HMG  High Mobility Group fehérje 

HRP  horseradish peroxidase (torma-peroxidáz) 

HSP  heat shock protein (hősokkfehérje) 

HSV1-TK herpes simplex virus type 1 thymidine kinase (herpes simplex vírus-1 timidin 

kináz) 

Iba1 ionized calcium-binding adapter molecule 1 (ionizált kalciumkötő adaptor 

molekula 1) 

IFI16 interferon gamma inducible protein 16 (interferon-gamma által indukálható 

fehérje 16) 

IFN  interferon 

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

IgG  immunoglobulin G (immunglobulin G) 

IL  interleukin 
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IL-1R  interleukin-1 receptor 

ip.  intraperitoneális 

L1CAM L1 cell adhesion molecule (L1-sejtadhéziós molekula) 

LPS  lipopolysaccharide (lipopoliszacharid) 

LRR  leucine-rich repeat (leucingazdag részletet tartalmazó domén) 

MAPK  mitogen-activated protein kinase (mitogén-aktivált protein kináz) 

MDA-BrM2 MDA-MB-231-BrM2 agyi metasztatikus humán tripla negatív emlőkarcinóma 

sejtvonal 

MDA-TGL MDA-MB-231-TGL humán parentális tripla negatív emlőkarcinóma sejtvonal 

MDP  muramyl dipeptide (muramil-dipeptid) 

mRNS  hírvivő (messenger) RNS 

NBD/NOD nucleotide binding/oligomerization domain (nukleotidkötő és oligomerizációs 

domén) 

NEK7  Never in mitosis A related kinase 7 (NIMA-rokon kináz 7) 

NF-κB  nuclear factor kappa B (nukleáris faktor kappa-B) 

NLR  nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor (NOD-szerű receptor) 

NVE  neurovaszkuláris egység 

OECD Organisation for Economic Co-operation and Development (Gazdasági 

Együttműködési és Fejlesztési Szervezet) 

PAMP pathogen-associated molecular pattern (patogén-asszociált molekuláris 

mintázat) 

PBS  phosphate-buffered saline (foszfát pufferelt sóoldat) 

PGE2  prostaglandin E2 (prosztaglandin E2) 

PFA  paraformaldehyde (paraformaldehid oldat) 

PRR  pattern recognition receptor (mintázatfelismerő receptor) 

PTEN  phosphatase and tensin homolog (foszfatáz és tenzin homológ) 

PTFE  polytetrafluoroethylene (politetrafluoretilén) 

PTM  posttranslational modification (poszttranszlációs módosítás) 

PVDF  polyvinylidene fluoride (polivinilidén-fluorid) 

PYD  pyrin domain (pirin domén) 

qPCR quantitative real-time polymerase chain reaction (valós idejű polimeráz 

láncreakció) 

RIPK1  receptor-interacting protein kinase 1 (receptor kölcsönható fehérje kináz 1) 

RLR  retinoic acid-inducible gene-I-like receptor (RIG-I-szerű receptor) 
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RNS  ribonukleinsav 

ROCK  Rho-associated protein kinase (Rho-asszociált protein kináz) 

ROI  region of interest (vizsgálati terület) 

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Insitute 1640 médium 

SASP senescence associated secretory phenotype (szeneszcencia által aktivált 

szekretoros fenotípus) 

SDS  sodium dodecyl sulfate (nátrium-dodecil-szulfát) 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (nátrium-dodecil-

szulfát-poliakrilamid gélelektroforézis) 

SEM  standard error of the mean (átlag szórása) 

STED  stimulated emission depletion (stimulált emisszió-depléció) 

STING  stimulator of interferon genes (interferon gén stimulátor) 

STR  short tandem repeat (rövid tandem ismétlődés) 

TAM  tumor-associated macrophage (tumor-asszociált makrofág) 

TBS-T  Tris-buffered saline containing Tween-20 (Tween-20 detergenst tartalmazó 

Tris-pufferelt sóoldat) 

tdT  tandem Tomato (tdTomato) piros fluoreszcens fehérje 

TGF-β2 transforming growth factor beta 2 (transzformáló növekedési faktor-béta 2) 

TGL HSV1-TK/ GFP/Fluc fúziós riportergén 

TLR  Toll-like receptor (Toll-szerű receptor) 

TNFR  tumor necrosis factor receptor (tumor nekrózis faktor receptor) 

TNF-α  tumor necrosis factor alpha (tumor nekrózis faktor-alfa) 

TPBS  phosphate-buffered saline containing Triton X-100 (Triton X-100 detergenst 

tartalmazó foszfát pufferelt sóoldat) 

TRIF TIR (Toll/interleukin-1 receptor) domain-containing adapter-inducing 

interferon beta (TIR domént tartalmazó interferon-bétát indukáló 

adaptorfehérje) 

TRIM  tripartite motif (háromtagú motívum) 

WHO  World Health Organization (Egészségügyi Világszervezet) 

Wnt  Wingless-related integration site 

YFP  yellow fluorescent protein (sárga fluoreszcens fehérje) 
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1. BEVEZETÉS 

1.1. Öregedés 

Az elmúlt évszázadban a világ számtalan olyan közegészségügyi kihívást élt át, amely 

komoly hatást gyakorolt egészségünkre és jólétünkre (Fielding, 1999). Ennek ellenére az 

emberek világszerte egyre tovább élnek az orvostudomány, az egészségügyi ellátás és a 

népesség általános egészségi állapota terén bekövetkezett nagy horderejű változásoknak 

köszönhetően. Ezt jól tükrözi, hogy a születéskor várható globális élettartam az 1950-es évek 

óta 46,5 évről körülbelül 73,0 évre nőtt, és a COVID-19 világjárvány okozta visszaesés 

ellenére a jelenlegi trend szerint 2048-ra elérheti a 77,0 évet (WHO, 2023). A várható 

élettartam növekedésével párhuzamosan a kormegoszlásban mutatkozó drasztikus eltolódás 

azonban komoly és hosszú távú gazdasági, társadalmi és egészségügyi költségeket és 

következményeket von maga után (Marín-Aguilar és mtsai, 2018). Ennek súlyát érzékelteti az 

Egészségügyi Világszervezet (WHO) legfrissebb előrevetítése, miszerint 2030-ra a világon 

minden hatodik ember az idősödő korcsoportot (≥ 60 éves) fogja erősíteni, 2050-re pedig ez a 

szám megduplázódik. Egészségügyi vonzatát tekintve az öregedés fertőzéseknek, számos 

krónikus betegségnek, sőt tumoroknak is az egyik fő rizikófaktora és ezeknek a 

betegségeknek a prevalenciája korral nő (Latz és mtsai, 2018). A Gazdasági Együttműködési 

és Fejlesztési Szervezet (OECD) és az Európai Bizottság együttes gondozásában 2022-ben 

megjelent Egészségügyi pillanatkép: Európa című jelentése szerint az európai uniós 

országokban élő 65 éves és annál idősebb polgárok körében átlagban a nők 40%-a, a férfiak 

32%-a számolt be többszörös krónikus betegségről (OECD, 2022). Különösen a magyar 

lakosság körében az öregedéssel kapcsolatos betegségek morbiditási és mortalitási mutatói 

európai viszonylatban sajnos a legrosszabbak közé tartoznak (Kovács és mtsai, 2024). 

Mindezek fényében az öregedés és az azzal együtt járó krónikus betegségek és kóros 

állapotok hátterében húzódó biológiai folyamatok megértése elengedhetetlen az egészséges 

élettartam jelentős növelése érdekében. 

1.2. Inflammaging 

Az öregedés rendszerszintű megközelítéseinek térnyerése során az inflammaging 

koncepciója új irányba terelte az öregedéstudományt (Franceschi és mtsai, 2000a). Claudio 

Franceschi és munkatársai munkahipotézisükben az öregedéssel járó immunológiai 

változásokon keresztül kísérelték meg a különálló öregedési jelenségeket egy komplex 



9 
 

rendszerbe illeszteni. Koncepciójuk lefektetése óta eltelt közel negyed évszázadban az 

inflammaging jelentőségét felismerők tábora folyamatosan bővült (Davis és mtsai, 2006; 

Fülöp és mtsai, 2019; Kirkwood és mtsai, 2018; Minciullo és mtsai, 2016; Vasto és mtsai, 

2007; Wilhelm és mtsai, 2017). Az elmélet lényege, hogy az élethosszig tartó stresszoroknak 

való kitettség, amely gyulladásos immunfolyamatok tónikus aktivációját váltja ki a 

szövetekben és szervekben, fokozatosan növekvő proinflammatorikus állapotot teremt meg 

időskorban. Ugyanakkor a javító- és védőmechanizmusok aktivációja az optimális működés 

érdekében a veleszületett és adaptív immunitás folyamatos átalakulását okozza (Franceschi és 

mtsai, 2000a; Franceschi és mtsai, 2000b). Az inflammaging folyamata tehát alapvetően egy 

fiziológiai, dinamikusan változó jelenség, amelyet krónikus, alacsony fokú, steril, szisztémás 

gyulladásként definiálnak (Mészáros és mtsai, 2020). A gyulladáshoz gyakran csak negatív 

képet társítanak, azonban a kétélű kardhoz hasonlatos. Ugyanis hasznos funkciót lát el a 

szervezetet érő ártalmak, inzultusok eltávolítása révén. Az egyénre jellemző fiziológiai 

küszöb eléréséig a stresszválaszok adaptív környezetet tartanak fent, amely a sikeres 

öregedésnek és a magas életkornak kedvez (Franceschi és mtsai, 1995). Ha a stresszhatások 

erőssége vagy időtartama viszont meghaladja a stresszel szembeni megbirkózási készség 

kritikus küszöbét, akkor a szervezet stresszválasza maladaptívvá válik, amely felgyorsult 

öregedéshez és öregedéssel járó betegségekhez vezethet (Franceschi és mtsai, 2018a). 

Összességében tehát, ahogy azt az általunk írt összefoglaló közleményben részletesen 

tárgyaljuk, a gyulladás a normál öregedésnek egy számottevő aspektusa. Ugyanakkor az 

egészséges és patológiás fenotípus közötti váltásban is igen fontos tényezőként van jelen 

(Mészáros és mtsai, 2020). Ezek alapján felmerül a kérdés, hogy mi különbözteti meg az 

egészséges öregedést a patológiástól. Egyes nézetek szerint az öregedés és az öregedéssel járó 

betegségek hasonló celluláris és molekuláris mechanizmusokon nyugszanak, a különbséget 

ezeknek a folyamatoknak a sebessége és intenzitása adja (Franceschi és mtsai, 2018a). Az 

öregedési pálya ütemét továbbá nagyban meghatározza és formálja a genetikai háttér, az 

epigenetikai módosulások, a környezet és az életmód, beleértve a táplálkozást, a fizikai 

aktivitást és az egész életen átívelő, környezeti ingerekre adott immunválaszokról tanúskodó 

immunbiográfiát (Fülöp és mtsai, 2023). 

1.2.1. Inflammaging mechanizmusa 

Az inflammaging elmélet kidolgozása óta rohamléptekben kibontakozott. A 

közelmúltban folytatott kutatások rámutattak arra, hogy az inflammaging nem pusztán 

immunsejt indukálta folyamat, ahogy arról kezdetben vélekedtek, központi szerepet 
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tulajdonítva a makrofágoknak (Franceschi és mtsai, 2000a), hanem más sejttípusok is 

érintettek. Többek között az adipociták, fibroblasztok, endotélsejtek, izomrostok, és általában 

a szeneszcens sejtek hozzájárulnak a krónikus, alacsony intenzitású gyulladáshoz (Aaron és 

mtsai, 2022; Livshits és mtsai, 2019; Mogilenko és mtsai, 2022; Prattichizzo és mtsai, 2016; 

Walker és mtsai, 2022). Sőt, a központi idegrendszeri sejtek is kiemelkedő szerepet játszanak 

az inflammaging kialakításában (Bleve és mtsai, 2023; López-Teros és mtsai, 2022; Wilhelm 

és mtsai, 2017). 

A folyamat megismerése szempontjából kulcsfontosságú, hogy megértsük, az immun- 

és más szomatikus sejtek miért termelnek növekvő mennyiségben gyulladásos mediátorokat a 

szervezet öregedésével párhuzamban. A szervezet külső és belső stresszhatások folyamatos 

kereszttüzében áll, amelyek természetüknél fogva a legkülönfélébbek lehetnek, mint például: 

antigének, metabolikus, oxidatív, fizikai és kémiai stresszorok, celluláris és molekuláris 

szemétként viselkedő sejtmaradványok, sérült vagy hibásan hajtogatott fehérjék, szeneszcens 

vagy apoptotikus sejtek, a szeneszcens sejtek szekretómja (senescence associated secretory 

phenotype, SASP) vagy a velünk együtt élő mikroorganizmusok anyagcseretermékei 

(Franceschi és mtsai, 2017; Fülöp és mtsai, 2023; Santoro és mtsai, 2020). Forrásuk szerint is 

osztályozhatjuk a stresszorokat, így beszélhetünk idegen (látens infekciót okozó vírusok és 

baktériumok patogén-asszociált molekuláris mintázatai [pathogen-associated molecular 

pattern, PAMP]), félig saját (tápanyagok és mikrobióta elemei), illetve saját (sérülés-

asszociált molekuláris mintázatok [damage-associated molecular pattern, DAMP]) ingerekről 

(Ebersole és mtsai, 2016; Franceschi és mtsai, 2014; Franceschi és mtsai, 2018b). A 

stresszorok hatására pedig olyan útvonalak aktiválódnak, amelyek az inflammaging 

kiváltásában és progressziójában játszanak óriási szerepet. Az immunszeneszcencia, a 

sejtöregedés és a SASP, a mitokondriális diszfunkció, a redox-homeosztázis felborulása, a 

diszbiózis, az endoplazmás retikulum stressz, az ubikvitin-proteaszóma rendszer 

meghibásodása, az inflammaszóma aktiváció, a telomer rövidülés és DNS-károsodás, a sérült 

autofágia, a keringésben lévő proinflammatorikus molekulák (agalaktozilált N-glikánok, 

gyulladásos mediátor mikroRNS-k) felhalmozódása, a hiperkoagulabilitás és a 

komplementrendszer zavara mind-mind hozzájárul az inflammaginghez (Franceschi és mtsai, 

2019; Mészáros és mtsai, 2020; Walker és mtsai, 2022). Azonban a DAMP-ok termelődése és 

eliminálása közötti egyensúlybomlást tekintik elsődleges kiváltó oknak (Franceschi és mtsai, 

2017). Ennek eredményeként ezek az endogén faktorok fokozatosan felhalmozódnak és az 

immunsejtek aktivitásfokozása mellett az adott szövet rezidens sejtjeinek, például a központi 

idegrendszer esetében a vaszkuláris, glia- és idegsejteknek a strukturális és funkcionális 
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változásait okozzák (Mészáros és mtsai, 2020). Ráadásul az inflammaging kényes egyensúlya 

idővel felbillenhet (1. ábra), ha a kompenzáló mechanizmusok (anti-inflammaging) háttérbe 

szorulnak (Franceschi és mtsai, 2007). Ezáltal a proinflammatorikus állapot túlsúlyba kerül és 

kontrollálatlanná válik öregedés során és az öregedéssel járó betegségekben, többek között a 

neurodegeneratív megbetegedésekben (pl. Alzheimer-kór), a stroke-ban vagy bizonyos 

tumorokban (Franceschi és mtsai, 2018a; Mészáros és mtsai, 2020). Mindegyik esetben a 

közös kapocs a krónikus gyulladás jelenléte. 

 

1. ábra: Proinflammatorikus eltolódás kóros öregedés során. ATP: adenozin-trifoszfát, DAMP: sérülés-

asszociált molekuláris mintázat. (Mészáros és mtsai, 2020) alapján módosítva. 

1.3. Gyulladás és mintázatfelismerő receptorok az öregedésben 

Az immunrendszer két nagy, egymásra épülő alrendszerből áll, a veleszületett és az 

adaptív immunrendszerből. A két ág közül az előbbi a gyulladás iniciációjának fő 

regulátoraként a potenciális veszélyekkel szembeni első védvonalat képezi. Ehhez a 

mintázatfelismerő receptorokat (pattern recognition receptor, PRR) aknázza ki, amelyek gyors 

és nem specifikus válaszreakciót indítanak el a fertőzések leküzdése és a szöveti regeneráció 

érdekében (Wilhelm és mtsai, 2017). 

A PRR-ek legerőteljesebb aktivátorai a PAMP-ok. Ilyen struktúrák a mikrobiális 

nukleinsavak, glikoproteinek és lipoproteinek, különféle membrán komponensek 

(peptidoglikánok, muropeptidek, lipoteikolsav, lipopoliszacharidok (LPS), 

glikozilfoszfatidilinozitol horgonyok), bakteriális nyúlványfehérjék (pl. flagellin, pilin) vagy a 

gombák sejtfalát alkotó glikánok (pl. zimozán, kurdlán, mannán, kitozán) (Mogensen, 2009). 

A celluláris stressz vagy sérülés hatására felszabaduló DAMP-ok, amelyeknek a szerepe 
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vitathatatlan az öregedést és az öregedéssel járó betegségeket kísérő krónikus gyulladásban, 

szintén a PRR-eken keresztül fejtenek ki immunválaszt. Forrásukat és kémiai tulajdonságaikat 

tekintve rendkívül diverz molekulacsaládot alkotnak (Roh és mtsai, 2018). A család 

jellegzetes képviselői a kromatin-kapcsolt High Mobility Group fehérjék (pl. HMGB1, 

HMGN1), a hősokkfehérjék (pl. HSP40, 60, 90, gp96), mitokondriális termékek (pl. 

szabadgyökök, szukcinát, kardiolipin, mitokondriális DNS), purin metabolitok (pl. ATP, 

húgysav és sói), membránalkotó lipidek (pl. szfingolipidek, ceramidok), a neurodegeneratív 

betegségek patognomikus fehérjeaggregátumai (pl. béta-amiloid, alfa-szinuklein, tau speciális 

formái) és a citoszolikus nukleinsavak (DNS, RNS). Másrészt léteznek környezeti DAMP-ok, 

amelyek között szerepelnek alumíniumsók, kristályos anyagok (pl. azbeszt, szilícium-dioxid), 

levegőben lebegő récsecskék és bizonyos nehézfémek mint allergének (pl. nikkel, kobalt, 

palládium) (Land, 2021; Mészáros és mtsai, 2020). 

Jelenleg a PRR-eket hat nagy családba soroljuk az őket felépítő, evolúciósan 

konzervált, funkcionális doménjeik homológiája alapján. Ide tartoznak a membránkötött Toll-

szerű receptorok (Toll-like receptor, TLR) és C-típusú lektin receptorok (C-type lectin 

receptor, CLR), valamint a citoszolikus és nukleáris lokalizációjú NOD-szerű receptorok 

(nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor, NLR), RIG-I-szerű receptorok 

(retinoic acid-inducible gene-I-like receptor, RLR), AIM2-szerű receptorok (absent in 

melanoma 2-like receptor, ALR) és cGAS-szerű receptorok (cyclic guanosine 

monophosphate-adenosine monophosphate synthase-like receptor, cGLR) (Bodnar-Wachtel 

és mtsai, 2023; Bruchard és mtsai, 2015; D. Li és mtsai, 2021; Y. Li és mtsai, 2023). Az előbb 

felsorolt fehérjecsaládok közül az NLR és ALR család tagjai a háromtagú motívum (tripartite 

motif, TRIM) családba tartozó pirinnel együtt kiemelkedő jelentőséggel bírnak az 

immunválasz különböző folyamatainak, különösen a gyulladásos reakciók szabályozásában. 

Egyedülálló módon képesek úgynevezett inflammaszómákat alkotni, amelyek révén 

biztosítják a sejtek exogén és endogén stimulusokkal szembeni védekező mechanizmusát.  

1.4. Inflammaszómák 

Az inflammaszómák olyan intracelluláris multimer fehérjekomplexek, amelyek az 

interleukin (IL)-1 családba tartozó proinflammatorikus citokinek (IL-1β és IL-18) 

termelődéséért felelősek. A komplexek fő alkotórésze egy szenzorfehérje (NLR vagy más 

receptorok), gyulladásos kaszpázok és a kettő közötti kapcsolatot biztosító adaptorfehérje, 

amely az úgynevezett apoptózis-asszociált, kaszpáz aktiváló és toborzó domént (caspase 
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activation and recruitment domain, CARD) tartalmazó szemcseszerű fehérje (apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD, ASC) (de Carvalho Ribeiro és mtsai, 2022). 

Az NLR család elsőként azonosított tagjának, a NOD1-nek a felfedezése óta 23 humán 

és 34 egér NLR-t írtak le (Franchi és mtsai, 2009; Inohara és mtsai, 1999). Az NLR-eket 

alapvetően három konzervált domén építi fel: az N-terminális részen többfajta effektor 

domén, egy központi elhelyezkedésű nukleotidkötő és oligomerizációs domén (nucleotide 

binding/oligomerization domain, NBD/NOD) és a C-terminális részen 20-30 leucingazdag 

részletet tartalmazó domén (leucine-rich repeat, LRR). Az NBD, ahogy arról a neve is 

árulkodik, ATP-függő önszerveződési reakció során az NLR monomerek 

összekapcsolódásáért felelős (Martinon és mtsai, 2009). Így jön létre a közel 5-11 

monomerből egyesülő oligomer, aminek az inflammaszóma érdekes gyűrűszerű alakját 

köszönheti. Az LRR domének legfontosabb feladata a receptor stabilizálása ligand hiányában 

és a ligand felismerése. A receptoraktivációval konformáció változások sorozata indul el. 

Ennek során megszűnik az LRR-mediált intramolekuláris autoinhibíció, amelynek 

következtében az oligomerizációra képes domének szabaddá válnak és ez az ADP-ATP 

cseréjét vonja maga után. Ezt követően az NBD domének oligomerizációja az effektor 

domének oligomerizációját okozza, amely végül egy szignáltranszdukciós kaszkádhoz vezet. 

Ez inflammaszómatípustól függő módon az effektor domén különböző szignalizációs 

partnerekkel (NLR-ek, ASC, kinázok) létesített fehérje-fehérje kölcsönhatásait foglalja 

magába (Hu és mtsai, 2023; Martinon és mtsai, 2009; Maruta és mtsai, 2022). 

Az NLR-eket az effektor domén szerkezete alapján öt alcsaládba osztjuk, úgymint a 

savas transzaktivációs doménnel (acidic transactivation domain, AD) rendelkező NLRA, a 

bakulovírus apoptózist gátló ismétlődéseket tartalmazó (baculovirus inhibitor of apoptosis 

protein repeat, BIR) NLRB, a CARD domént hordozó NLRC, a pirin domén (pyrin domain, 

PYD) tartalmú NLRP és a más NLR doménnel szekvenciahomológiát nem mutató NLRX 

alcsalád (Saxena és mtsai, 2014). 

Az ASC két doménből áll, N-terminálisán egy PYD, C-terminálisán egy CARD 

domén helyezkedik el. Az NLR-ekhez az előbbi doménen keresztül tud kapcsolódni, míg a 

kaszpáz-1 proformájához az utóbbi doménnel kötődik. A legújabb kutatások szerint az ASC 

helikális filamentumokat hoz létre az NLR-ek által alkotott nukleációs magon. Ez a 

filamentáris szerveződés a szemcseképződés (specking) alapja, amely az inflammaszómák 

mintegy 1-2 µm átmérőjű formája és a jelerősítésben tulajdonítanak neki nagy szerepet (Dick 

és mtsai, 2016). Ezzel összhangban van az a megfigyelés, miszerint a szemcsék az 

inflammaszóma aktiváló stimulus erősségétől és koncentrációjától függően alakulhatnak ki és 
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befolyásolhatják az inflammaszóma ingerküszöbét. Ezen túlmenően, a szemcsékből kisebb 

inflammaszóma komplexek válhatnak le, amelyek az interleukinok hatékonyabb 

processzálását teszik lehetővé (Nagar és mtsai, 2021). 

A kaszpázok olyan cisztein proteázok, amelyek a fehérjéket belülről, meghatározott 

helyeken (aszparaginsav, glutaminsav, foszfoszerin) bontják (Seaman és mtsai, 2016). 

Valamennyi kaszpázra jellemző, hogy szintézisük során inaktív formában (prokaszpáz) 

fordulnak elő. A csoporton belül elsőként leírt kaszpáz-1 enzimatikus működéséhez szükség 

van arra, hogy az inflammaszómán csoportokba tömörüljön. Ez lehetővé teszi, hogy az 

enzimmonomerek dimerizálódjanak, ami az enzim aktivációját eredményezi. Ezt követően a 

kaszpáz-1 – a korábbi vélekedéssel ellentétben – inflammaszóma-kötött formában többlépcsős 

autokatalízisen megy keresztül, amely során kialakuló aktív formák, elsősorban a p33/p10 

végzi a szubsztrátok hasítását. Az autokatalitikus reakciók végén a nagy (p20) és kis (p10) 

alegységekből álló tetramer leválik az inflammaszómáról, majd gyorsan szétesik és elveszti 

proteáz aktivitását (Boucher és mtsai, 2018). 

A szubsztrátok között szerepelnek elsősorban az IL-1β és IL-18 gyulladáskeltő 

citokinek prekurzorai, a pórusformáló gaszdermin-D (GSDMD), valamint felmerült az 

antiinflammatorikus IL-37 is, mint a kaszpáz-1 által hasított termék (Bulau és mtsai, 2014), 

azonban ezt nemrég megkérdőjelezték (Gritsenko és mtsai, 2022). Továbbá a kaszpáz-1-ről 

kimutatták, hogy képes más kaszpázokat is hasítani (Lamkanfi és mtsai, 2008). Az említett 

szubsztrátokból proteolitikus reakció révén bioaktív formák keletkeznek (Mészáros és mtsai, 

2020). Ugyan az IL-1β és IL-18 érését leggyakrabban az inflammaszóma aktivitással hozzák 

kapcsolatba, alternatív mechanizmusok szerepe éppoly hangsúlyos lehet a gyulladásos 

folyamatokban. Direkt vagy indirekt módon más kaszpázok, szerin és aszpartát proteázok, 

mátrix metalloproteinázok, sőt érdekes módon fungális enzimek is részt vesznek ezen 

citokinek hasításában (Evavold és mtsai, 2022; Netea és mtsai, 2015). Azonban ilyen 

inflammaszóma-független folyamatot ritka esetben figyeltek meg agyi sejtekben (Edye és 

mtsai, 2013). 

Az inflammaszóma aktiváció egy másik meghatározó kimenete a piroptózis. A 

programozott sejthalálnak ezt a lítikus formáját részben a kaszpáz-1 által hasított GSDMD 

vezéreli. A piroptózis sejtduzzadással, a sejtmembrán felszakadozásával és a sejttartalom 

kiürülésével, vele együtt DAMP-ok és gyulladásos citokinek (IL-1β, IL-18, IL-6) 

felszabadulásával jár (Weir és mtsai, 2022). 

Az előbb említett kétféle effektor mechanizmus (citokin felszabadulás és piroptózis) 

révén az inflammaszómák szabályozott és hatékony módon járulnak hozzá a gyulladásos 
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reakció kialakításához, elősegítve ezzel a szervezet antimikrobiális védelmét és a gyors 

szöveti regenerációt. Ha azonban az inflammaszóma aktivitás zavart szenved, például a 

DAMP-ok korral való felhalmozódása következtében, akkor az öregedési folyamat 

felgyorsulhat (Mészáros és mtsai, 2020). Ráadásul ezáltal az öregedéssel összefüggő 

betegségek (pl. neurodegeneratív, kardiovaszkuláris, metabolikus betegségek) és daganatok 

(pl. emlőkarcinóma, melanóma, kolorektális karcinóma) is súlyosbodhatnak (Lamkanfi és 

mtsai, 2011; Latz és mtsai, 2018; Mészáros és mtsai, 2020). 

1.4.1. NLRP3 inflammaszóma 

Az inflammaszómáknak klasszikusan négy típusát (NLRP1, NLRP3, NAIP-NLRC4 és 

AIM2) különböztetjük meg, azonban a közelmúltban több atipikus inflammaszómát (NLRP2, 

NLRP6, NLRP7, NLRP9b, NLRP10, NLRP12, NLRC5, pirin, IFI16, CARD8) is felfedeztek 

(Carriere és mtsai, 2021; Próchnicki és mtsai, 2023). A prototipikusnak számító NLRP3 

inflammaszóma, amelyet a néhai Jürg Tschopp vezette munkacsoport írt le csakúgy, mint az 

alcsaládon belül elsőként felfedezett NLRP1 inflammaszómát, az összes inflammaszóma 

közül a legszélesebb körben vizsgált és ezáltal a leginkább ismert a gyulladással járó 

betegségek terén, beleértve a tumoros megbetegedéseket is (Agostini és mtsai, 2004; Shadab 

és mtsai, 2023). Két évtizede töretlenül intenzív kutatások tárgyát képezi, ami annak 

köszönhető, hogy más inflammaszómával ellentétben ligandok széles spektruma képes 

aktiválni. Az NLRP3 inflammaszóma aktivátorok közé tartozik a bakteriális hírvivő RNS 

(mRNS), bakteriális DNS-RNS hibridek, a muramil-dipeptid (MDP), bakteriális toxinok (pl. 

nigericin, gramicidin, valinomicin, hemolizinek), DNS- és RNS-vírusok, gombák, 

protozoonok, metabolitok (pl. ATP, glükóz), kristályos anyagok (pl. húgysav, koleszterin, 

szilícium-dioxid, alumínium-hidroxid, azbeszt), immunmodulánsok (pl. imikimod, rezikimod) 

és a méhméreg fő komponense, a melittin (Kalantari és mtsai, 2014; Martin-Sanchez és mtsai, 

2017; Swanson és mtsai, 2019; Zhou és mtsai, 2010). A feltételezések szerint ezen stimulusok 

közül nem képes mindegyik az NLRP3-hoz direkt kötődni, hanem univerzális celluláris 

stressz útvonalakat aktiválnak, amelyek az NLRP3 inflammaszómára konvergálnak. Az 

elfogadott mechanizmusok között szerepel az ionháztartás (K+, Ca2+, Cl-) megbomlása, a 

mitokondriumok működési zavara és a velejáró oxidatív stressz, a lizoszómák és a transz-

Golgi-hálózat szétesése vagy az anyagcsere megváltozása (Paik és mtsai, 2021). Továbbá a 

legújabb kutatások szerint más útvonalak, mint például a komplement rendszer és a purinerg 

szignálútvonalak is érintettek az NLRP3 inflammaszóma aktiváció szabályozásában, 

különösen többféle daganattípus vonatkozásában (Janneh és mtsai, 2022; Karki és mtsai, 
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2021; Yu és mtsai, 2020). Mivel az aktivációhoz az NLRP3 bazális expressziója önmagában 

nem elegendő, így ahhoz a humán monocitákon kívül két szignál szükséges, amely szigorú 

szabályozási lehetőséget biztosít (Gritsenko és mtsai, 2020; Netea és mtsai, 2009). Az ilyen 

kanonikus útvonal során az első szignált, amelyet primingnak nevezünk, a TLR-ok, a NOD2 

vagy citokin receptorok (tumor nekrózis faktor receptor-1 és -2 [TNFR1/2], illetve 1-es típusú 

IL-1 receptor [IL-1R1]) közvetítik és a nukleáris faktor kappa-B (NF-κB) transzkripciós 

faktor aktivációján keresztül az NLRP3, IL1B és IL18 gének expresszióját indukálják. A 

priming lépés részét képezik továbbá az NLRP3 poszttranszlációs módosításai, amelyek 

biztosítják az NLRP3 megfelelő térbeli elrendeződését, valamint „készenléti állapotba” 

hozzák a későbbi fehérje interakciók kialakításához. A második szignál az inflammaszóma 

teljes aktivációját és összeszerelődését eredményezi. Nemrég kimutatták, hogy sajátos módon 

az aktiváció során az NLRP3-hoz a NIMA-rokon kináz 7 (Never in mitosis A related kinase 

7, NEK7) nevű szerin-treonin kináz kapcsolódik, amely az NLRP3-t aktív konformációba 

mozgatja, intracelluláris transzportját szabályozza és a komplex kialakulását elősegíti (Fu és 

mtsai, 2023; Swanson és mtsai, 2019). 

A kanonikus inflammaszóma aktiváción kívül ismert egy nem-kanonikus és egy 

alternatív útvonal is. Előbbi során az inflammaszómát egérben a kaszpáz-11, emberben az 

egér ortológ kaszpáz-4 és -5 alkotja, amelyek a Gram-negatív baktériumokból (pl. 

Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella flexneri) származó LPS és az oxidatív stressz 

során keletkező oxidált foszfolipidek intracelluláris receptoraként funkcionálnak. Másfelől 

effektorként a piroptózist és másodlagosan az NLRP3 inflammaszóma aktivációt 

befolyásolják (Ross és mtsai, 2022). 

Az eddig csak humánban és sertésben leírt alternatív inflammaszóma aktivációt az 

különbözteti meg a többi útvonaltól, hogy az LPS a TLR4 – TIR domént tartalmazó 

interferon-bétát indukáló adaptorfehérje (TIR domain-containing adapter-inducing interferon-

β, TRIF) – receptor kölcsönható fehérje kináz 1 (receptor-interacting protein kinase 1, RIPK1) 

– Fas-asszociált fehérje halál doménnel (Fas-associated domain with death domain, FADD) – 

kaszpáz-8 tengely mentén aktiválja az NLRP3 inflammaszómát piroptózis kiváltása nélkül 

(Zito és mtsai, 2020). A fentiekben részletezett három különböző aktivációs útvonalat az 2. 

ábra foglalja össze. 
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2. ábra: Az NLRP3 inflammaszóma útvonalak áttekintése (Seok és mtsai, 2020) nyomán módosítva. Az 

NLRP3 inflammaszóma aktiváció két lényeges lépést ölel fel. Először is, a primingot (1) PAMP-ok vagy 

DAMP-ok váltják ki, amelyek az NF-κB transzkripciós faktoron keresztül az IL-1β, IL-18 prekurzorok és az 

NLRP3 expresszióját indukálja, másfelől az inflammaszóma komponensek (NLRP3, ASC) poszttranszlációs 

módosításait (PTM) befolyásolja. Másodszor, az inflammaszóma összeszerelődést (2) a kanonikus és nem-

kanonikus útvonalon is különböző PAMP-ok és DAMP-ok indukálják, amelyek a kanonikus útvonal esetén 

változatos sejtszintű folyamatokat (pl. ionáramlás, Golgi-készülék szétesése, ER stressz, lizoszóma 

destabilizáció, metabolikus stressz) indítanak el. Ennek eredményeként kaszpáz-1 aktiváció és IL-1β/IL-18 

felszabadulás vagy GSDMD mediálta piroptózis következik be. A nem-kanonikus útvonal, amelyet a kaszpáz-

4/5 és kaszpáz-11 közvetít, indirekt járul hozzá az IL-1β vagy IL-18 termelődéséhez. A RIPK1, FADD és 

kaszpáz-8 alternatív útvonalon szabályozza az NLRP3 inflammaszóma aktivációt. CLIC: klorid csatorna 

(chloride intracellular channel); ER: endoplazmás retikulum; P2X7: purinerg ionotróp receptor altípus 7; ROS: 

reaktív oxigéngyök; TWIK2: két pórusformáló egységet tartalmazó káliumcsatorna (Tandem of P-domains in a 

weak inward-rectifying K+ channel 2). 

1.4.2. NLRP3 inflammaszóma szerepe a tumoros folyamatokban 

A daganatok fő ismertetőjegye a gyulladásos reakció, amely az öregedésnek is az 

egyik alappillére (Hanahan, 2022; López-Otín és mtsai, 2023). Így nem meglepő módon az 

NLRP3 inflammaszóma aktiváció tetten érhető öregedés során éppúgy, mint számos kóros 
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állapotban, beleértve a különféle daganatos megbetegedéseket vagy a központi idegrendszert 

érintő betegségeket, mint például a stroke-ot és a neurodegeneratív rendellenességeket 

(Mészáros és mtsai, 2020; Sharma és mtsai, 2021), de perifériás idegsérülés esetén is 

aktiválódik (Molnár és mtsai, 2022). Az NLRP3 inflammaszóma és a hozzá downstream 

kapcsolódó citokin szignalizáció daganatképződésben és progresszióban betöltött szerepe 

kettős, lehet pro- és antitumorigén hatású. Ez több tényezőre vezethető vissza, az 

inflammaszóma aktivitás változhat az idő, a környezet, a lokalizáció és a tumortípus vagy 

altípus függvényében (Ershaid és mtsai, 2019; Tengesdal és mtsai, 2021). Megfigyelték, hogy 

a daganat előrehaladottsága az NLRP3 inflammaszóma aktiváció szabályozottságával 

korrelál, például korai stádiumú melanómában a kanonikus útvonalra jellemző két 

ellenőrzőpont a kései stádiumban megszűnik és helyette konstitutív aktiváció kerül érvénybe, 

megágyazva ezzel egy autoinflammatorikus állapotnak (Okamoto és mtsai, 2010). Továbbá 

döntő szerepet játszik a szabályozásban a tumor mikrokörnyezet celluláris és molekuláris 

összetétele és kölcsönhatásai. Fontos szempont, hogy az NLRP3 inflammaszóma aktiváció a 

tumorszöveten belül a tumorsejtekben, a strómasejtekben vagy mindkét sejtcsoportban 

következik be (Chow és mtsai, 2012; Y. Li és mtsai, 2020; Lin és mtsai, 2020). A különböző 

szervekben vagy szövetekben eltérő lehet az NLRP3 inflammaszóma funkciója, így 

befolyásolhatja a daganatra gyakorolt hatását. Tumorszupresszív hatását leginkább kolitisz-

asszociált kolorektális karcinóma vagy kolorektális eredetű májáttét kapcsán mutatták ki 

(Allen és mtsai, 2010; Dupaul-Chicoine és mtsai, 2015), de lehet tumorprotektív is például 

melanómában vagy emlőkarcinómában (Tengesdal és mtsai, 2022; Tengesdal és mtsai, 2021). 

Az NLRP3 inflammaszóma karcinogenezisben és progresszióban betöltött összetettségét jelzi, 

hogy más inflammaszómák (pl. NLRP1, NLRP6, NLRC3, NLRC4, AIM2) is aktiválódhatnak 

vagy downregulálódhatnak a tumor mikrokörnyezetben (Domblides és mtsai, 2020; 

Farshchian és mtsai, 2017; Y. Y. Ma és mtsai, 2018; Ohashi és mtsai, 2019; Zhai és mtsai, 

2017). Ráadásul kísérletes bizonyítékok utalnak az NLRP3 inflammaszóma AIM2-vel és 

NLRC4-gyel való interakciójára elsősorban fertőzések esetén (Cunha és mtsai, 2017; Karki és 

mtsai, 2015; Oh és mtsai, 2023), ami felveti annak a lehetőségét, hogy hasonló interakciók 

fellépnek a tumorokban. Mindezek a faktorok együttesen pedig hatással lehetnek a 

daganatnövekedésre és túlélésre, az angiogenezisre, az invazivitásra, az áttétképzésre, az 

immunválaszokra és a tumort célzó terápiák hatékonyságára (Elgohary és mtsai, 2023). 

Habár az NLRP3 inflammaszóma képződés hagyományosan az immunsejtekhez, főleg 

makrofágokhoz köthető (Moossavi és mtsai, 2018), nem immunsejtekben is képes 

aktiválódni. A központi idegrendszer szinte mindegyik sejttípusában kimutattak már NLRP3 
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inflammaszóma aktivációt, beleértve a vaszkuláris sejteket (Kozma és mtsai, 2021), a 

neuronokat (P. Y. Chen és mtsai, 2023; Molnár és mtsai, 2022), az oligodendrocitákat (X. 

Zhang és mtsai, 2020) vagy az ependima sejteket (Z. Zhang és mtsai, 2022), de ezen a téren a 

legfőbb sejttípus a mikroglia és az asztrocita (Lénárt és mtsai, 2016). 

Az agyi daganatok közül a glioblasztómában írtak le NLRP3 inflammaszóma 

aktivációt a tumorsejtekben, az asztrocitákban és a mikrogliában, valamint inflammaszóma-

kapcsolt válaszokat a betegség patomechanizmusában (Lim és mtsai, 2019; Tarassishin és 

mtsai, 2014). Így az NLRP3 gátlása potenciális terápiás lehetőséget kínálhat a jövőben az 

elsődleges agydaganatban, például glioblasztómában szenvedő betegek számára (Rolim és 

mtsai, 2022). Agyi metasztázisokban azonban az inflammaszómák szerepe egyáltalán nem 

tisztázott. 

1.5. Tumorok 

A daganatok olyan kóros szövetszaporulatok, amelyek a sejtek autonóm, túlzott és 

progresszív növekedése folytán keletkeznek. Lehetnek jóindulatúak (benignus) és 

rosszindulatúak (malignus). Utóbbira jellemző, hogy invazívvá válhat, azaz az ép alapszövetet 

infiltrálja és áttétképzés révén átterjedhet a távoli szövetekbe, szervekbe, ahol új daganatokat 

hozhat létre. 

1.5.1. Primer tumorok 

A gazdaszövetben kialakuló daganatokat hívjuk primer tumoroknak, amelyekből több, 

mint százféle típus létezik. A legtöbb malignus daganatot szövettani megjelenésük alapján hat 

fő csoportba lehet osztani, így megkülönböztetjük a kötőszöveti eredetű szarkómákat, a 

hámsejtekből kiinduló karcinómákat, a hematopoetikus és limfoid eredetű limfómákat, 

leukémiákat és mielómákat, valamint a kevert daganattípusokat (Stein és mtsai, 2019). Ezen 

csoportokból a szolid tumorok többsége két szerkezeti elemből áll: a neoplasztikus sejtek által 

alkotott parenchimából és a nem neoplasztikus, kötőszöveti, vaszkuláris és immunsejtekből 

felépülő strómából (Bast és mtsai, 2023). 

1.5.2. Szekunder vagy metasztatikus tumorok 

A primer daganatból leváló tumorsejtek a keringésbe, a csatornarendszerekbe vagy a 

testüregekbe jutva az eredeti helyükhöz képest közeli vagy távoli célterületeket érnek el, ahol 

megtelepedve újabb, áttétes daganatokat képezhetnek. Ez a metasztatikus kaszkád néven leírt 
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többlépcsős folyamaton keresztül megy végbe. Karcinómák esetén első lépésben a primer 

tumorban metasztatikus fenotípust kialakító sejtpopuláción belüli intercelluláris kapcsolatok 

meglazulnak. Az epitél tumorsejtek ezt követően áttörik az őket körülvevő extracelluláris 

mátrixot (ECM) és a strómasejtek rétegét. A keringésbe lépve testszerte szétterjednek, majd a 

különböző szervek mikroérhálózatában megrekednek és kilépnek onnan. Az idegen 

mikrokörnyezetben megtapadva újraindítják a proliferációs programot, amellyel új 

neoplasztikus képződményeket hoznak létre (Krizbai és mtsai, 2015a). 

1.6. Agyi áttétek 

Az agyi metasztázisok a leggyakoribb intrakraniális rosszindulatú daganatok. 

Jelentőségüket jól szemléltetik az epidemiológiai mutatók. Az Amerikai Egyesült 

Államokban a becslések szerint a rákos betegek 8-10%-ánál alakulnak ki agyi áttétek, ami 

évente hozzávetőleg 200.000 új esetet jelent (Vogelbaum és mtsai, 2022). Lakosságarányosan 

a hazai adatok sem festenek kedvezőbb képet. Az Országos Onkológiai Intézet által 

működtetett Nemzeti Rákregiszter adatbázisa alapján évi mintegy 2000-2500 új eset került 

azonosításra 2010 és 2020 között. A primer daganatok közül a tüdőrák, az emlőrák és a 

melanóma rendelkezik a legnagyobb organotropizmussal az idegszövethez. Az esetek 40-

50%-ában tüdőrákból, 15-25%-ában emlőrákból, 5-20%-ában melanómából fejlődik ki 

agydaganat. Ezek a betegségformák egybevéve a központi idegrendszeri áttétek 70-80%-át 

teszik ki. Kisebb gyakorisággal azonban a vese-, gasztrointesztinális, petefészek-, prosztata- 

és heredaganatok, sőt a limfómák is hajlamosak agyi áttétképzésre (Wilhelm és mtsai, 2018). 

Az agyi áttétek prognózisa a mai napig igen kedvezőtlen. Ezt számos tényező 

befolyásolja, többek között az életkor, a beteg általános állapota, a primer tumorról szerzett 

előzetes ismeretek, az (extracerebrális) szekunder tumorok altípusa, lokalizációja, száma és 

mérete. A malignus alapbetegség megléte mellett az áttét kezelés nélkül átlagosan pár hónapra 

korlátozhatja a túlélést. Az aktív kezelés jó esetben akár évekkel is javíthat az életkilátásokon, 

ellenben a diagnózistól számított medián túlélési idő sajnos nem haladja meg az egy évet. 

Ennek oka, hogy a klinikai gyakorlatban jelenleg alkalmazott terápiák sajnos korlátozott 

lehetőségeket nyújtanak a betegek számára. 

Az agyi áttétet adó tumorok közül az emlőrák a szűrővizsgálatoknak köszönhetően 

napjainkban az egyik leggyakrabban diagnosztizált daganat lett. Világszerte és hazánkban is a 

vezető halálokok között szerepel a nők körében. Az összes emlőrák 15-20%-át a tripla negatív 

emlőkarcinóma (ösztrogénreceptor-, progeszteronreceptor- és humán epidermális növekedési 

faktor receptor 2 (HER2)-negatív) teszi ki (Kenessey és mtsai, 2022; Lv és mtsai, 2021). Ez a 
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molekuláris altípus egy agresszív, rekurrens, erősen metasztatikus, főleg az agyat támadó 

daganat, amely rossz klinikai prognózissal és a többi altípushoz képest a legrövidebb teljes 

túléléssel jellemezhető. Habár gyakoribb a 40 év alatti nők körében, az idősödő (≥ 60 éves) 

korosztályba tartozó emlőrákos betegek jelentős hányadánál (10-18%) is kialakul (Aapro és 

mtsai, 2012; Chan és mtsai, 2022). A tripla negatív emlőkarcinóma agyi metasztázisainak 

kezelésében a viszonylag magas áttét incidencia, az endokrin terápia hatástalansága, a tumor 

minták génexpressziós vagy proteomikai analíziséből kinyert heterogén szignatúrák 

alkalmazhatósága és nem utolsó sorban a vér-agy gát és vér-tumor gát által izolált környezet 

komoly kihívásokat vet fel (Bos és mtsai, 2009; Lv és mtsai, 2021; Rojas és mtsai, 2019). 

Az agyi áttétképződés szempontjából kulcsszerepe van a helyi speciális 

mikrokörnyezetnek, amelyet a neuronok, glia- és vaszkuláris sejtek szoros strukturális és 

funkcionális együttese által alkotott neurovaszkuláris egység (NVE) hoz létre, így a 

tumorsejtek és az NVE között fellépő kölcsönhatások megértése rendkívül fontos a 

tumornövekedést és progressziót illetően. 

1.6.1. Tumorsejtek agyi vaszkuláris transzmigrációja 

A keringés és a központi idegrendszer kapcsolatát biztosító, mikroerek szintjén 

megjelenő aktív védvonal, a vér-agy gát, amely normális esetben megakadályozza a 

potenciálisan káros anyagok bejutását a központi idegrendszerbe, a tumorsejtek számára is 

komoly fizikai gátat jelent. A vér-agy gátat az ereket bélelő endotélsejtek, a kapillárisok falát 

burkoló asztrocita végtalpak és az endotélsejteket határoló bazális membrán kettőzetében 

helyet foglaló periciták alkotják, létrehozva a legszorosabb biológiai barriert a szervezetben. 

Az áttétképzés alapvető feltétele, hogy a metasztatikus sejteknek át kell törniük ezen a szoros 

védvonalon, hogy az agy részben immunprivilegizált környezetében kontrollálatlanul 

tudjanak növekedni (Wilhelm és mtsai, 2013). A tumorsejtek ritkán a plexus choroideus által 

formált vér-liquor gáton keresztül is képesek bejutni a központi idegrendszerbe, azonban 

ennek a folyamatnak a részletei túlnyomórészt tisztázatlanok (Beach és mtsai, 2021; 

Vandenhaute és mtsai, 2015). 

A szóródásra hajlamos daganatok leggyakrabban hematogén úton jutnak az agyba, 

szolid tumort létrehozva a parenchimában (Schroeder és mtsai, 2020). A tumorsejtek 

extravazációja a leukocitákéhoz hasonlóan három lépésben történik: elakadás, adhézió és 

transzmigráció vagy más néven diapedézis (Wilhelm és mtsai, 2013). Miután elakadnak az 

agyi mikroérhálózatban, leginkább az elágazásokban, már egy órán belül kitapadnak, azonban 

pozíciójuk dinamikusan változhat és számuk jellemzően idővel csökken (Haskó és mtsai, 
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2019; Kienast és mtsai, 2010). Ez azzal magyarázható, hogy különféle stresszhatásoknak 

(hemodinamikai erők, sejthalál, tumorellenes immunválaszok) vannak kitéve, míg el nem 

hagyják az érpályát (Strilic és mtsai, 2017). Intravaszkuláris túlélésük ezáltal egy 

sebességmeghatározó lépés a metasztázisképzés kimenetele szempontjából (Lorger és mtsai, 

2010). 

Az extravazációt celluláris és molekuláris interakciók sora kíséri, amelyek direkt vagy 

indirekt kapcsolódnak egymáshoz. Ezekben a folyamatokban a tumorsejtek mellett az 

endotélsejtek is aktív szerepet vállalnak. Ilyen strukturális és funkcionális változások közé 

tartozik a tumorsejtek intravaszkuláris proliferációja, a vazokonstrikció, az endotélsejtek 

intraluminális betüremkedéséből keletkező „dugók” kialakulása, az endoteliális 

nyúlványképződés, a fehérjeexpressziós mintázat megváltozásával járó endoteliális-

mezenchimális tranzíció (EndMT), a fibrinlerakódás és vérlemezke aggregáció, és a tumor 

indukálta angiogenezis (Haskó és mtsai, 2019; Karreman és mtsai, 2023; Krizbai és mtsai, 

2015b; Lorger és mtsai, 2010). 

Az agyi metasztázisképzés egyedülálló tulajdonsága, hogy a tumorsejteknek 

lényegesen hosszabb időre van szüksége ahhoz, hogy az agyi kapillárisokon vagy 

posztkapilláris venulákon keresztüljussanak, mint amit más szervekben, például a májban, a 

mellékvesében vagy a tüdőben megfigyeltek (Paku és mtsai, 2000). Tumorsejt típustól 

függően ez a folyamat eltérő kinetikával, 1-14 napot vehet igénybe (Haskó és mtsai, 2019; 

Karreman és mtsai, 2023; Kienast és mtsai, 2010; Lorger és mtsai, 2010). Korábbi 

megfigyeléseink szerint például a tripla negatív emlőkarcinóma sejtek extravazációja 

jellemzően a tumorsejtek keringésbe juttatását követő 4-5. napon következik be (Haskó és 

mtsai, 2019). 

Extravazáció során a tumorsejtek kezdetben megnyúlt morfológiája, amelyet a 

kapillárisok méretéhez igazítva az elakadás után vesznek fel, megváltozik és citoplazma 

nyúlványokat növesztenek, amelyekkel benyomulnak az érfalba. Az esetek többségében 

ráadásul a plazmamembránon az apoptózisra jellemző, kisebb-nagyobb blebek (membrán 

lefűződések) jelennek meg. Ezzel egyidejűleg az endotélsejtek is anélkül, hogy 

elpusztulnának, blebeket képeznek, ami miatt az érintett érszakasz felhólyagosodottnak 

látszik. Ez a kaotikus érmorfológia azonban rendeződik a tumorsejtek transzmigrációját 

követően (Haskó és mtsai, 2019). 

A tumorsejtek átvándorlása kétféleképpen történhet. Egyedi preferenciájuk szerint 

választhatják a paracelluláris útvonalat, az endotélsejteket összekötő sejtkapcsolatok 

felbontásával, vagy a transzcelluláris útvonalat, közvetlen az endotélsejteken keresztül a 
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junkciók megtartása mellett. Előbbire példa a melanómasejtek, utóbbira a tripla negatív 

emlőkarcinóma sejtek (Herman és mtsai, 2019). 

1.6.2. A metasztatikus tumorsejtek interakciói az NVE elemeivel 

Az agy a többi szervtől merőben eltérő sejtösszetételének és tulajdonságainak 

köszönhetően rendkívül speciális környezetet nyújt a metasztázisok számára, amely a 

tumorsejteken kívül a vaszkuláris sejteket (endotélsejtek és periciták), a gliasejteket, a 

neuronokat és a tumort infiltráló immunsejteket foglalja magába. Ezeken kívül a bazális 

membrán, melynek komponenseit a vér-agy gát sejtjei termelik, elősegíti a tumorsejtek 

adhézióját, invázióját és alapvető sejttúlélési szignálokkal látja el őket az extravazáció után. 

Az NVE szerepe kettős az agyi metasztázisok kialakulásában: egyfelől a vér-agy gát 

létrehozásával védi a központi idegrendszert a betolakodó tumorsejtektől, másfelől aktívan 

részt vesz az áttétet képező sejtek védelmében azok extravazációja és proliferációja során 

(Wilhelm és mtsai, 2018). 

Amikor a tumorsejtek megkezdik extravazációjukat, legelőször az endotélsejtekkel 

kerülnek kapcsolatba, amelyben számos sejtfelszíni és adhéziós molekula, proteolitikus enzim 

és jelátviteli útvonal érintett. Ezek a molekuláris mechanizmusok, mint például a Rho-Rho-

asszociált protein kináz (ROCK) útvonal, hatással vannak a tumorsejtek adhéziós és 

migrációs tulajdonságaira, másfelől szerepet játszanak az endotélsejtek közötti junkciók 

megbontásában (Wilhelm és mtsai, 2013). Ezenfelül az endotélsejtek a kemoterápiás szerek 

citotoxikus hatásaival szemben védelmet biztosítanak a tumorsejtek számára azok 

átvándorlását követően. A tumorprotektív szerepért többek között a réskapcsolat- és endotelin 

receptor-mediált szignalizáció és a vér-agy gát négyszeres védvonalát erősítő efflux 

transzporterek felelnek (Wilhelm és mtsai, 2018). 

A daganatsejtek, ahogy osztódnak, a meglévő kapillárisokat maguk köré hurkolják és 

bekebelezik őket az endotélsejtekkel és pericitákkal együtt (Haskó és mtsai, 2019; Karreman 

és mtsai, 2023). A daganatos sejtekkel kölcsönható partnerek sorában a periciták érdekes 

módon tumort segítő tulajdonságokkal vannak felruházva. Ugyanis különféle 

prometasztatikus faktorok, különösen az inzulinszerű növekedési faktor-2 (IGF2) 

szekréciójával elősegítik kifejezetten az emlőkarcinóma sejtek szaporodását, másrészt ECM 

elemek szintézise révén fokozzák a tumorsejtek adhézióját (Molnár és mtsai, 2020). Ezt 

alátámasztja, hogy a humán agyi metasztázisok hatására megváltozik a periciták molekuláris 

identitása és az ECM-termelő csoport válik dominánssá (Bejarano és mtsai, 2024). Továbbá 

egy friss in vitro vizsgálat szerint az emlőkarcinóma sejtek és periciták közötti adhézió 
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erősebb és hosszabb ideig megmarad, mint amit az endotélsejtekkel alakítanak ki, amely a 

transzmigrációt követő perivaszkuláris túlélésüket és szaporodásukat szolgálhatja (Csonti és 

mtsai, 2024). 

A központi idegrendszer rezidens immunsejtjei, a mikrogliasejtek a metasztatizáló 

tumorsejtek jelenlétére adott reakciók frontvonalában állnak. A tumor körül változó számban 

jelennek meg, ahol antagonisztikus szerepet töltenek be a mikrokörnyezetben uralkodó 

körülményekhez mérten. Pro- és antiinflammatorikus citokinek, növekedési faktorok és 

enzimek termelésével pro- és antitumorigén aktivitást mutathatnak, amely a tumorsejtek 

proliferációját, invázióját, angiogenezisét és az immunválaszokat szabályozza (Caffarel és 

mtsai, 2022; Lorger és mtsai, 2010). 

Az NVE agyi parenchima felőli oldalát figyelembe véve kevés információ áll 

rendelkezésre arra vonatkozóan, hogy a neuronok és a tumorsejtek milyen kölcsönhatást 

gyakorolnak egymásra a metasztázisképzés kezdeti szakaszán. Azonban nemrégiben 

megfigyelték, hogy a neuronok hatására az ingerületátvitelben és a funkcionális 

plaszticitásban részt vevő receptorok és neuromodulátorok génexpressziós szintje fokozódik, 

míg egyes neurotranszmitterek, mint például a gamma-aminovajsav (gamma-aminobutyric 

acid, GABA) szintje csökken az emlőkarcinóma sejtekben. Ezek a változások felkészítik a 

tumorsejteket arra, hogy alkalmazkodni tudjanak az új környezeti feltételekhez az agyban 

(Deshpande és mtsai, 2022). 

Abluminális elhelyezkedésüknél és verzatilis funkcióiknál fogva az asztrociták 

karmesterei számos vaszkuláris és neuronális folyamatnak. Újonnan felismert szerepeik 

révén, amelyet a veleszületett és adaptív immunitásban töltenek be, központi megvilágításba 

kerültek a központi idegrendszert érintő patológiás állapotokban, beleértve a daganatos 

megbetegedéseket is (Priego és mtsai, 2019). Az agyi áttétképzés korai szakaszának tipikus 

kísérőjelensége a peritumorális asztrogliózis. Miután a tumorsejtek áthaladnak az 

endotéliumon, áttörik a membrana limitans gliae perivascularist, amely nem más, mint a 

kapillárisok felszínét borító asztrocita végtalpak majdnem folytonos rétege. A tumor 

növekedésével az asztrocita végtalpak kiszorulnak a tumor felszínére (Haskó és mtsai, 2019). 

Az asztrociták a tumorsejtekkel szemben tanúsított Janus-arcú viselkedésükkel a daganat 

sorsát erőteljesen befolyásolják (Wilhelm és mtsai, 2018). Egyfelől a plazminogén-plazmin 

enzimatikus konverzióját végző plazminogén aktivátorok szekréciójával gátolják a 

metasztázis növekedés kezdeti lépéseit. A fibrinolízisben is szerepet játszó szerin proteáz 

plazmin az asztrociták plazmamembránjában ülő Fas ligand (FasL) hasításával és 

felszabadításával a tumorsejtek apoptózisát váltja ki, míg a tumorsejtek felszínén lévő L1-
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sejtadhéziós molekula (L1 cell adhesion molecule, L1CAM) hasításával és inaktivációjával 

megakadályozza a tumor növekedését és a kapillárisok inkorporációját. Másfelől az 

asztrociták direkt sejtkapcsolatokat létesítenek a daganatsejtekkel, amelyeken keresztül 

fokozzák bennük a sejttúlélést indukáló gének expresszióját és az endotélsejtekhez hasonlóan 

a kemorezisztencia kialakításában segítik őket (Valiente és mtsai, 2014). Továbbá különféle 

protumorigén faktorokat, köztük exoszómákat, proteázokat és proinflammatorikus citokineket 

is kibocsátanak, ezáltal támogatják a daganatsejtek túlélését az agyban (Q. Chen és mtsai, 

2016; L. Wang és mtsai, 2013; L. Zhang és mtsai, 2015). 

Összességében tehát az NVE sejtjei és a metasztatikus tumorsejtek szerteágazó 

interakciók útján hatnak egymásra. Ezeknek a sejteknek a hálózata által létrehozott 

mikrokörnyezetben, ahogy a primer tumorok esetén is megfigyelhető, a gyulladás a 

tumornövekedés és progresszió egyik legfontosabb meghatározó tényezője (Hanahan, 2022). 

A daganatképződés gyulladásos folyamataiban az inflammaszómák alapvető szerepet 

játszanak (Karki és mtsai, 2019), azonban agyi metasztázisok esetében nem ismert, hogy 

aktiválódnak-e inflammaszómák, és ha igen, akkor milyen sejtekben és milyen 

következményekkel jár az aktivációjuk. 
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

A központi idegrendszer betegségeinek többségéhez, beleértve az öregedéssel járó 

patológiás állapotokat is, neuroinflammatorikus folyamatok társulnak (Wilhelm és mtsai, 

2017). Az agyi metasztázisok ez alól nem képeznek kivételt. A neuroinflammációt kiváltó 

vész szignálok érzékelésének és feldolgozásának első vonalában az asztrociták kiemelkedő 

szerepet játszanak (Doron és mtsai, 2019). A különféle patológiás stimulusok hatására az 

asztrocitákban molekuláris szinten meghatározott sejtprogramok sora indul el, amelyek 

morfológiai és funkcionális változásokhoz vezetnek (Escartin és mtsai, 2021). Ilyen 

molekuláris folyamat a proinflammatorikus expressziós profil kialakulása, amely az 

áttétképzésre és progresszióra hatással lehet. Ezek tudatában az értekezés alapját képező 

kísérletes munka a következő kérdések megválaszolására irányult: 

➢ Meghatározni, hogy az NLRP3 inflammaszóma szerepet játszik-e a tripla negatív 

emlőkarcinóma agyi metasztázisainak patogenezisében. 

Kimondott céljaink között szerepelt: 

➢ Kimutatni, hogy az NLRP3 inflammaszóma komponensek expresszálódnak-e az agyi 

mikrokörnyezetben a tripla negatív emlőkarcinóma metasztázisképzése során. 

➢ Tisztázni, melyik sejttípusban fejeződnek ki az inflammaszóma komponensek, 

amelyek az IL-1β szekréció révén felelősek a tumor gyulladásos környezetének 

kialakításában és fenntartásában. 

➢ Megállapítani, milyen hatással van az NLRP3 inflammaszóma aktiváció és az 

inflammaszóma-függő IL-1β felszabadulás a tripla negatív emlőkarcinóma agyi 

metasztázisainak sorsára nézve az áttétképzés kezdeti fázisában. 

➢ Meghatározni, milyen hatással van az NLRP3 inflammaszóma aktiváció farmakológiai 

gátlása az emlőkarcinóma metasztázisképzésére, valamint a tumor által indukált 

asztro- és mikrogliózisra. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1. Sejttenyésztés 

3.1.1. Humán asztrocita tenyésztés 

Az agykérgi humán asztrocitákat 5% magzati marhasavót (fetal bovine serum, FBS), 

sejtnövekedést támogató tápfolyadék kiegészítőt (astrocyte growth supplement, AGS) és 

penicillin/sztreptomicin antibiotikum keveréket (100 U/ml és 100 µg/ml) tartalmazó asztrocita 

médiumban (AM) tenyésztettük. Mind a primér sejtek, a tápfolyadék és az adalékanyagok a 

ScienCell Research Laboratories cég termékei. A sejteket poli-L-lizinnel bevont műanyag 

tenyésztőcsészékbe szélesztettük és 2-5 passzázs szám között használtuk. 

3.1.2. Egér asztrociták izolálása és tenyésztése 

A primér egér asztrocita tenyészet előállításához posztnatális 1-2 napos (P1-2), 

beltenyésztett BALB/cAnNCrl (röviden BALB/c, Charles River Laboratories) egerek agyát 

dolgoztuk fel. Ebből a célból az egereket először dekapitáltuk, az agyak eltávolítása után a 

szaglógumókat és kisagyat leválasztottuk, majd az agyhártyákat hideg, steril foszfát pufferelt 

sóoldatban (PBS) óvatosan lefejtettük. A kinyert agyszövetet alacsony glükóz tartalmú (1 g/l) 

Dulbecco módosította Eagle médiumba (DMEM; Thermo Fisher Scientific) tettük, amelyben 

pipetta és steril fecskendőre szerelt hosszú tű (21 G, B.Braun) segítségével mechanikusan 

disszociáltuk. Következő lépésben a szövetszuszpenziót 40 μm pórusméretű nejlon sejtszűrőn 

átszűrtük és az így kapott, egyedi sejtekre szétválasztott szuszpenziót poli-L-lizinnel bevont 

csészékbe szélesztettük. A tenyészetet 10% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific), valamint 

gentamicin (100 µg/ml; Thermo Fisher Scientific) és amfotericin B (500 ng/ml; Thermo 

Fisher Scientific) antibiotikum-antimikotikum keverékével kiegészített DMEM-ben tartottunk 

fenn. Amikor a sejtek elérték a konfluens állapotot, primér tenyészetként vagy legfeljebb 

egyszeri passzálást követően azonnal felhasználásra kerültek. 

3.1.3. Tumor sejtvonalak tenyésztése 

Munkánk során humán és egér tripla negatív emlőkarcinóma sejtvonalakkal 

dolgoztunk. A humán sejtvonalakat a Memorial Sloan Kettering Cancer Center onkológiai 

intézettől szereztük be Dr. Joan Massagué intézetigazgató jóváhagyásával. A sejtvonal pár 

egyike a viszonylag széles metasztatikus profillal rendelkező MDA-MB-231-TGL (MDA-

TGL; RRID:CVCL_VR35) parentális vonal, amelyet eredetileg egy 51 éves emlőrákkal 



28 
 

diagnosztizált beteg pleurális effúziójából izoláltak (Cailleau és mtsai, 1978).  Ezeket a 

sejteket in vivo képalkotó vizsgálatok céljából módosították egy mesterséges fúziós 

riportergén (herpes simplex vírus-1 timidin kináz (HSV1-TK)/zöld fluoreszcens fehérje 

(GFP)/luciferáz (Fluc); TGL) bevitelével (Minn és mtsai, 2005). A másik humán sejtvonal az 

agyi tropizmussal bíró, vagyis fokozott agyi áttétképzést mutató MDA-MB-231-BrM2 

(MDA-BrM2; RRID:CVCL_VR36) variáns, amelyet immundeficiens egerek agyi áttétjeiből 

nyertek a parentális sejtpopuláció két egymást követő szelekciójával (Bos és mtsai, 2009). 

Mindkét sejttípust 10% FBS-t (Thermo Fisher Scientific) tartalmazó DMEM-ben 

növesztettük. 

A tripla negatív emlődaganat állatkísérletes modelljeként tandem Tomato piros 

fluoreszcens fehérjét (tdTomato, tdT) expresszáló 4T1 egér emlőkarcinóma sejteket (4T1-tdT) 

használtunk. A kiindulási 4T1 sejtvonalat az American Type Culture Collection sejtbank 

szolgáltatta. Ez a sejtvonal egy onkogén vírust hordozó BALB/c törzs spontán kialakult 

emlődaganatának alpopulációjából származik. Tumormodellként való széles körű elterjedését 

jól szemlélteti, hogy a humán emlőkarcinómával nagyban átfedő metasztatikus 

tulajdonságokat mutat (Pulaski és mtsai, 2001). A 4T1 sejtek genetikai módosítását egy 

korábbi tanulmányunkban leírtak szerint hajtottuk végre (Haskó és mtsai, 2019). A létrejött 

4T1-tdT sejteket Roswell Park Memorial Insitute (RPMI, Thermo Fisher Scientific) 1640 

médiumban tartottuk, amelyet kiegészítettünk 5% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific). A tdT 

expresszió megőrzésére szolgáló szelekciós ágensként G418 antibiotikumot (Thermo Fisher 

Scientific) használtunk. 

Minden sejttípust standard körülmények között (37°C, 5% CO2 tartalom, 85-95% 

páratartalom) tartottunk. Mind a humán, mind az egér tumor sejtvonalat a rájuk jellemző, 

eredeti genetikai profil ellenőrzése végett egy rutinszerűen használt, rövid tandem ismétlődés 

(short tandem repeat, STR) alapú tesztnek vetettük alá. Az MDA sejtvonalak elemzése a 

Thermo Fisher Scientific vállalat Applied Biosystems szolgáltatásával készült el, míg a 4T1-

tdT sejtvonal validálását a Microsynth cég végezte. Továbbá a Mycoplasma kontamináció 

kizárására rendszeres vizsgálatot folytattunk a MycoAlert Mycoplasma Detection Kittel 

(Lonza). 

3.1.4. Kondicionált médiumok készítése 

A humán asztrocita-kondicionált médium előállításához a humán asztrocitákat poli-L-

lizinnel bevont 6-lyukú lemezekben 90%-os konfluenciáig növesztettük. Az egér asztrocitákat 

a humán megfelelőjével azonos módon tenyésztettük. Esetükben azonban a konfluens állapot 
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beállta után a sejtek a saját médiumuk helyett szérummentes RPMI és teljes egér asztrocita 

médium 1:1 arányú keverékét kapták. Az MDA-TGL vagy MDA-BrM2 sejtekből 5×105 db-ot 

ültettünk 6 cm-es tenyésztőcsészékbe a saját médiumukban, majd másnap a tápfolyadékot 

teljes humán asztrocita médiumra cseréltük. A 4T1-tdT sejteken a médiumot 24 óra elteltével 

szérummentes RPMI és teljes egér asztrocita médium 1:1 arányú keverékére lecseréltük. Az 

így kapott kondicionált médiumokat 48 óra elteltével összegyűjtöttük az adott sejttípusról. 

A humán asztrocitákat poli-L-lizinnel bevont 6-lyukú sejttenyésztő lemezre raktuk ki. 

90%-os konfluencia esetén a saját médiumot friss, teljes humán asztrocita médium és MDA-

TGL vagy MDA-BrM2 kondicionált médium 1:1 arányú elegyére cseréltük. Az egér 

asztrocitákat szintén poli-L-lizinnel bevont 6-lyukú lemezekben tenyésztettük. A sejtek a 

konfluencia elérése után ¼ szérummentes RPMI, ¼ teljes egér asztrocita médium és ½ 4T1-

tdT kondicionált médium keverékét kapták. Az így kapott tumorsejt-aktivált kondicionált 

médiumokat az asztrocitákról 48 óra után összegyűjtöttük (3. ábra). 

 

3. ábra: Humán és egér tumorsejt-aktivált kondicionált médium készítésének sematikus ábrája. AM: 

asztrocita médium, MDA-KM: MDA-kondicionált médium, 4T1-tdT-KM: 4T1-tdT-kondicionált médium 

Negatív kontrollként nem kondicionált médiumot alkalmaztunk. A kondicionált 

médiumokat minden esetben 0,2 µm pórusméretű fecskendőszűrőn (Sarstedt) átszűrtük, hogy 

a sejttörmeléktől megszabaduljunk. 

Bizonyos esetekben, ahol azt külön feltüntettük, a kondicionált médiumokat 2 napig 1 

µM MCC950-nel (DMSO-ban oldva; Invivogen) kezelt humán és egér asztrocitákról 

gyűjtöttük össze. Kontrollként a dimetil-szulfoxid (DMSO; Merck) mint vivőanyag szolgált, 

amelynek a végkoncentrációja nem haladta meg a 0,1%-ot. 
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3.1.5. Sejtproliferációs esszé 

Az IL-1β emlőkarcinóma sejtek proliferációjára gyakorolt hatásának vizsgálatához 104 

MDA-TGL, MDA-BrM2 vagy 4T1-tdT sejtet 6-lyukú sejttenyésztő lemezekben 

tenyésztettünk 10 ng/ml rekombináns IL-1β (ImmunoTools) jelenlétében vagy hiányában. A 

tápfolyadékot és az IL-1β kezelést 2 nap múlva frissítettük. 

Az asztrocita szekretóm (kondicionált médium) és a tumorsejtek proliferációja közötti 

kapcsolat felderítésére az emlőkarcinóma sejteket (104 sejt/lyuk) 4 napon keresztül a nekik 

megfelelő humán vagy egér asztrocita-kondicionált médiumban, vagy tumorsejt-aktivált 

asztrocita-kondicionált médiumban tenyésztettük. A kísérletekben a nem kondicionált 

asztrocita médium kontrollként funkcionált. A sejtek 48 óra elteltével a kezelésüknek 

megfelelően friss médiumot kaptak. 

Az NLRP3 inflammaszóma aktivációja révén felszabaduló asztrocita eredetű IL-1β 

proliferatív hatását is megvizsgáltuk. Ennek során az MDA-BrM2 és a 4T1-tdT sejtek humán, 

illetve egér asztrocitákról gyűjtött kondicionált médiumban voltak tartva, amelyet 48 órán át 

inkubáltunk 1 μM MCC950 jelenlétében. 

Azoknál a kísérleti elrendezéseknél, ahol azt külön kiemeltük, az IL-1β downstream 

hatásának kivédése érdekében IL-1β neutralizáló antitestet (Bio-Techne) adtunk a 

kondicionált és az aktivált kondicionált médiumokhoz 1,33 µg/ml végkoncentrációban. 

Negatív kontrollként normál kecske immunglobulin G-t (IgG; Bio-Techne) adtunk a 

tápfolyadékhoz a neutralizáló antitesttel azonos koncentrációban. A médiumokat a 

felhasználás előtt 30 percig inkubáltuk az antitestekkel szobahőmérsékleten. 

A tumorsejtek proliferációjának nyomon követésére fáziskontraszt képeket 

készítettünk kezelésenként 2-2 párhuzamos tenyészet 5-5 látóteréből napi rendszerességgel 4 

napon keresztül. A képek rögzítése egy digitális kamerához (ORCA-Fusion CMOS kamera, 

Hamamatsu Photonics) csatlakoztatott Nikon Eclipse TE2000-U invertált mikroszkóppal 

történt 10× objektívvel (CFI Plan Fluor DL, 0,30 NA). A sejteket a Fiji (Max Planck 

Molekuláris Sejtbiológiai és Genetikai Intézet) nyílt forráskódú, ingyenes képfeldolgozó 

szoftver Cell Counter sejtszámoló bővítményével manuálisan számoltuk le. 

3.2. Felhasznált állatok 

Vizsgálatainkba 20±3 g-os fiatal felnőtt (8-12 hetes) nőstény BALB/c és 

FVB/Ant:TgCAG-yfp_sb #27 (Venus) egereket vontunk. Utóbbi egerek sajátossága az 

endoteliális Venus-YFP (Yellow Fluorescent Protein) sárga fluoreszcens fehérje expresszió. 
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Ezt a transzgenikus egértörzset Dr. Szabó Gábor jóvoltából a HUN-REN Kísérleti 

Orvostudományi Kutatóintézet bocsátotta rendelkezésünkre. Az állatokat állandó megfigyelés 

alatt és szabályozott körülmények között (12:12 órás sötét-világos periódus, 23±2ºC 

hőmérséklet) tartottuk. Az univerzális rágcsálótáphoz (VRF1) és csapvízhez korlátlan 

hozzáférést biztosítottunk a számukra. A laboratóriumi állatok gondozásával kapcsolatos 

előírások teljes mértékben követték a széles körben elfogadott nemzetközi irányelveket és a 

kísérleti célokra felhasznált állatok védelméről és kíméletéről szóló magyar 

kormányrendeletet (40/2013. (II. 14.)). A vizsgálataink során végzett valamennyi kísérleti 

eljárást a Csongrád-Csanád Vármegyei Kormányhivatal Élelmiszerlánc-biztonsági és 

Állategészségügyi Főosztálya engedélyezte (engedélyszám: XVI./764/2018, kelt: 

2018.05.04.). 

3.3. Kísérleti emlőadenokarcinóma agyi metasztázis modell 

A hematogén úton kiváltott agyi metasztázis modellek közül az intrakarotikus oltás 

alkalmazása hosszú múltra tekint vissza (Machinami, 1973). Kutatócsoportunk a modellt az 

elmúlt években rutinszerűen használta (Figueira és mtsai, 2021; Haskó és mtsai, 2019; 

Herman és mtsai, 2019; Mészáros és mtsai, 2023; Molnár és mtsai, 2020; Sereno és mtsai, 

2020). Ebben az alfejezetben igyekeztem a módszert kimerítő részletességgel kifejteni saját 

meglátásaimmal kiegészítve. A tankönyvekből, klinikai esetismertetésekből, egyetemi 

jegyzetekből és értekezésekből tüzetesen megismerhetjük a nyak artériás ágrendszerének 

anatómiáját, azonban a műtéti eljárást taglaló magyar nyelvű ismeretanyagok felületessége 

okán az alábbiakban szándékozok átfogó képet adni annak technikai részleteiről és 

nehézségeiről. 

Az intrakarotikus injektálásokhoz felhasznált BALB/c egereket (n=26) először 

izoflurán és szintetikus levegő gázkeverékével (4%; 0,2-0,4 l/perc áramlási sebesség) 

elaltattuk erre a célra kialakított indukciós kamrában. A légzési frekvencia csökkenésekor 

(~1,5 Hz) az izoflurán szintjét 2%-ra csökkentettük és az állatokat az előaltató dobozból a 

sztereotaxiás műszerre (RWD Life Science) csatlakoztatott altatómaszkra helyeztük. A 

narkózis kellően mély állapotáról a lábreflex ellenőrzésével bizonyosodtunk meg. A 

beavatkozás során a szemszárazság elleni védelmet egy karbomer hatóanyagú szemgél 

(Vidisic, Bausch & Lomb) nyújtotta, folyadékpótlás gyanánt pedig intraperitoneálisan (ip.) 

adott fiziológiás sóoldat (400 μl) szolgált. A műtét teljes ideje alatt a vitális paramétereket 

(légzési frekvencia, testhőmérséklet, cianózis) folyamatosan figyelemmel kísértük. Általános 

érvényű szempont volt, hogyha a légzés túl lassúvá vagy szabálytalanná vált, vagy ha zihálás 
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lépett fel, az izoflurán koncentrációját csökkentettük. Az állatok testhőmérsékletét fűtőpaddal 

tartottuk 37±0,5°C-on. A műtéti eljárás megkezdéséhez az állatokat a hátukra fektettük, majd 

a mellső és hátsó lábuknál fogva latex gumigyűrűkkel rögzítettük. A nyaktájék borotválása 

után a bőrfelszínt 70%-os etanollal és 10%-os povidon-jód tartalmú oldattal (Betadine, Egis 

Gyógyszergyár Zrt.) fertőtlenítettük. A preparálást a bőr felnyitásával kezdtük a 

mediánszagittális sík mentén a mellcsont markolata és az állkapocscsont közötti 10-12 mm-es 

szakaszon. Ezt követően mikrosebészeti csipeszekkel az állkapocsalatti nyálmirigyeket 

tompán szétválasztottuk az őket borító vékony kötőszövetes tok megbontásával és oldalra 

kihajtottuk őket. Az ezen a ponton feltáruló nyakizmok közül a tracheától laterálisan, a 

musculus (m.) omohyoideus, m. sternomastoideus és m. digastricus posterior által határolt 

nyaki izomháromszög (trigonum caroticum) alatt találtuk a közös fejverőeret (arteria (a.) 

carotis communis, ACC), amely a tőle laterálisan fekvő vagoszimpatikus köteggel és vena 

jugularis internával közös kötőszövetes hüvelybe (vagina carotica) van beágyazva. A jobb 

oldali ACC preparálása gondos, tárogató mozdulatokat igényelt, hogy minél hosszabb 

szakaszon lefejtsük a kötőszövetet és az idegkötegtől sérülésmentesen elválasszuk. Az ACC-

től rosztrális irányba haladva láthatóvá vált a carotis villa, amelynek mediálisan kilépő ága az 

a. carotis externa (ACE). Az ACE kidolgozásánál hasonló technikát követtünk, mint az ACC 

esetén. A preparálást követően az ACC proximális szakasza és az ACE eredése alatt egy-egy 

selyem sebészfonalat (7/0, Fine Science Tools) fűztünk át. Az ACE átmeneti ligatúrája 

lehetővé tette, hogy az anyagáramlás az a. carotis interna (ACI), vagyis az agyi keringés 

irányába történjen. Az ACC-t steril PBS-sel átitatott, apró vattagolyóval „alápárnáztuk”, 

amely kontrasztosabbá tette az érszakaszt, valamint a szúráskor kiszivárgó vért képes volt 

elvezetni. Továbbá segített nedvesen tartani az artériát, ezzel mérsékelve a vérzés kockázatát. 

A sebészfonalakból oldható hurkot kötöttünk az erek köré a szúrásból adódó vérveszteség 

minimalizálása végett. Az így elkészült sebészeti fázist az 4. ábra illusztrálja. 
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4. ábra: Az intrakarotikus oltáshoz előkészített, preparált terület. A jobb oldali arteria carotis communis (1) 

és két ága, az arteria carotis externa (2) és arteria carotis interna (3) kiemelve, proximális (A) és disztális 

sebészfonallal (B) reverzibilisen elszorítva és nedves vattagolyóval (C) aládúcolva. 

Az injekciós tű (30 G, Becton, Dickinson and Company) érbe helyezése éppoly 

kritikus lépésnek számított, mint a befecskendezés. Ennek előfeltétele volt, hogy a tűt a 

proximális lekötéshez minél közelebb, hegyesszögben (10° alatt), az artéria anatómiájához és 

rugalmasságához igazodva vezessük az érbe. Metasztázis modellünk egyik kulcsmozzanata az 

volt, hogy az ACC-n keresztül 106 4T1-tdT sejtet juttattunk a véráramba 100 μl steril Krebs-

Ringer oldatban (150 mM NaCl, 5,2 mM KCl, 2,2 mM CaCl2, 0,2 mM MgCl2, 6 mM 

NaHCO3, 5 mM HEPES, 2,8 mM D-glükóz; pH = 7,4). A kontroll esetekben sejtmentes 

Krebs-Ringer oldatot fecskendeztünk be. A tű metszlapjának ventrális állása és teljes 

intraluminális helyzete, a tű egyhelyben tartása az injektálás teljes ideje alatt, valamint a 

viszonylag lassú, egyenletes és buborékmentes injektálás jelentette az injekció maradéktalan 

beadásának zálogát. Az injektálás sikerességét mutatta, hogy az artéria kitisztult a 

befecskendezett sejtszuszpenziótól. Az injektálás befejeztével az ACC disztális végét 

felemeltük, amivel elkerültük a nemkívánatos anyag visszaáramlást. Az artéria alá tömött 

vatta eltávolítása után az ACC-t a szúrás helye fölé helyezett vérzéscsillapító zselatin 

szivaccsal (Gelita, B.Braun) tamponáltuk, majd a nyálmirigyet visszahajtva steril fültisztító 

pálcikával lenyomtuk, miközben a tűt óvatosan kihúztuk az érből. A lekötéseket ezután 

egyesével kioldottuk, elsőként a proximális szálat meglazítva. Végül a feltárt területet 

anatómiai pozícióba rendeztük, a sebszéleket szövetragasztóval (Vetbond, 3M) egyesítettük és 

a sebet Betadine oldattal bekentük. A kísérleteket a tumorsejtek beoltása után 2, 5 és 7 nappal 

fejeztük be. Ezeket az időpontokat korábbi megfigyeléseink alapján, az emlőkarcinóma sejtek 

agyba történő extravazációját megelőző, az alatti és azt követő fázisok figyelembevételével 

választottuk ki (Haskó és mtsai, 2019). 



34 
 

Vizsgálataink során egy másik szisztémásan kialakított agyi metasztázis modellhez 

kapcsolódó protokollt is átültettünk a gyakorlatba, amely az emlőkarcinóma sejtek 

intrakardiális bejuttatásán alapszik (Campbell és mtsai, 2012). A széles körben használt 

beviteli mód eredményeként a metasztatikus tumorsejtek a szív bal kamrájából kiindulva az 

artériás rendszeren keresztül eljutnak az agyba, azonban a véráram útján számos más 

extrakraniális célszervbe (pl. tüdő, máj, csont, mellékvese, petefészek) is adhatnak áttétet 

(Knier és mtsai, 2022; Miarka és mtsai, 2021). A modellt az agyban létrejövő 

mikrometasztázisok globális eloszlásának maximalizálása végett alkalmaztuk. Az oltás 

gyakorlati megvalósítása az intrakarotikus oltásnál leírt előkészületeket vette igénybe, 

azonban kisebb invazivitással járt. Ezekhez a kísérletekhez Venus egereket (n=19) 

használtunk. Az anesztéziát követően az állatok mellkasáról a szőrt eltávolítottuk, majd a 

szúrás környékét 70%-os etanollal és 10%-os Betadine oldattal fertőtlenítettük. A szúrást a 

mellkas középvonalában kitapintható incisura jugularis és processus xyphoideus csúcsa által 

határolt egyenes képzeletbeli felezőpontjától laterálisan, anatómiailag kissé balra, a 4. 

bordaközi tér magasságában végeztük. A bőrt két ujjal kifeszítve függőleges állásban vagy 

enyhén döntve bevezettük a tűt (30 G; Becton, Dickinson and Company) a bal kamrába, 

ahova 2 × 106 4T1-tdT sejtet juttattunk 200 μl steril Krebs-Ringer oldatban. Az injektálást 

sikeresnek ítéltük, ha a kamrába hatoló tűn keresztül világosvörös vér szökött a fecskendőbe 

az injektálás előtt és után. A tű kihúzásakor enyhe negatív nyomást fejtettünk a dugattyúra, 

hogy megelőzzük a tumorsejtek beszűrődését és szétoszlását a mellüregben, majd a szúrás 

helyén pár percig gyengén lenyomtuk a mellkast steril fültisztító pálcikával a vérzés hatékony 

csillapítása végett. Azokat az állatokat, amelyekből az injektálás során sötétvörös vénás vért 

sikerült venni, kizártuk a kísérletből. Az oltások átlagos sikeressége 90% körüli volt. A 

kísérletet 7 nappal az oltás után zártuk. 

A beavatkozásokat követően az állatokat minden esetben a fűtőpadon hagytuk 

lábadozni. Miután magukhoz tértek, áthelyeztük őket egy tiszta ketrecbe és a kísérlet végéig 

egyesével tartottuk őket. A túlélési állapotukat és testsúlyukat naponta ellenőriztük. A túlélési 

arány 97-98%-os volt, és a posztoperatív időszak végére legfeljebb 5%-os testsúlycsökkenés 

volt mérhető. Fertőzés, seb diasztázis vagy belső vérzés nem alakult ki náluk, és nem mutatták 

a fájdalom krónikus jeleit. 

3.4. In vivo inflammaszóma gátlás 

Az MCC950 NLRP3 inflammaszóma gátló hatásának vizsgálatához a 4T1-tdT 

tumorsejtek oltását követően 7 napos túlélési időt választottunk. Az állatcsoport egyik fele az 
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injektálást követő 4. és 6. nap között naponta egyszer 10 mg/ttkg dózisban MCC950 (DMSO-

ban feloldva, PBS-ben hígítva) ip. kezelésben részesült. A kezelés időpontját az alapján 

határoztuk meg, hogy a metasztatikus sejtek agyi kapillárisokon keresztüli diapedézise 

általában ez idő alatt következik be egérmodellekben (Haskó és mtsai, 2019; Karreman és 

mtsai, 2023; Kienast és mtsai, 2010; Lorger és mtsai, 2010). Az MCC950 kezelés 

kontrolljaként a csoport másik fele PBS-ben oldott DMSO-t kapott ip. A kísérlet végén az 

agyak további mintafeldolgozásra kerültek. 

3.5. Szövetfixálás és metszés 

A humán tripla negatív emlőkarcinóma agyi metasztatikus és kontroll szövetminták a 

Szegedi Tudományegyetem Szent-Györgyi Albert Klinikai Központ Pathologiai Intézetének 

hisztológiai archívumából származnak Prof. Dr. Tiszlavicz László intézetigazgató 

hozzájárulásával. A mintagyűjtés a Szegedi Tudományegyetem Szent-Györgyi Albert 

Klinikai Központ Regionális Humán Orvosbiológiai Kutatásetikai Bizottságának 

jóváhagyásával zajlott (engedélyszámok: EMLOSEB001, kelt: 2017.01.31.; és 172/2022-

SZTE RKEB, kelt: 2021.11.22.) az Orvos Világszövetség által 1964-ben kiadott és 2013-ban 

átdolgozott Helsinki Nyilatkozat alapelveivel összhangban. Az immunfestésekhez felhasznált 

két áttéti agyminta egyikét egy 41 éves nőbeteg okcipitális lebenyi daganatának, a másikat 

egy 39 éves nőbeteg frontális lebenyi daganatának sebészeti eltávolításából nyerték. A 

páciensek malignus alapbetegségének vagy az extrakraniális metasztázisok meglétének 

értékelésére nem került sor. Megfelelő tájékoztatást követően a betegek beleegyező 

nyilatkozat aláírásával önként rendelkeztek a beteganyag kutatási célokra való 

felhasználásáról. A szövettani minták fixálásában, paraffin-beágyazásában és 

metszetkészítésében (5 μm) a Pathologiai Intézet munkatársai voltak segítségünkre. 

A 4T1-tdT tumorsejtekkel oltott egereket 2%-os 2,2,2-tribrómetanol (Merck) 

hatóanyagú anesztetikummal (320 mg/ttkg ip.) altattuk, majd 25 ml 0,1 M PBS-sel (pH = 7,4) 

és 25 ml 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal transzkardiálisan perfundáltuk. 24 órás 

utófixálást és 72 órás krioprotekciót követően az agyakat fagyasztó mikrotómmal 

(Frigomobil, Reichert-Jung) 20 µm vastag, szabadon úszó, koronális sorozatmetszetekre 

szeltük le. A kész metszeteket az immunhisztokémiai festésig 0,02%-os nátrium-aziddal 

(Merck) kiegészített PBS-ben (10 mM, pH = 7,4), 4°C-on tároltuk. 
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3.6. Immuncito- és immunhisztokémia 

Az NLRP3 és ASC inflammaszóma komponensek, valamint az IL-1β inflammaszóma 

termék expressziójának és lokalizációjának vizsgálatára indirekt immunfluoreszcens festési 

technikát alkalmaztunk. A 12-lyukú üvegaljú sejttenyésztő kamrákban (Ibidi) növesztett 

humán asztrocitákat, amelyek 24 órán át tumorsejt-kondicionált (MDA-TGL és MDA-BrM2) 

médiumnak voltak kitéve, 4%-os PFA-val fixáltuk 10 percig. Háromszori PBS mosást 

követően a sejteket 3% marhasavó albumint (bovine serum albumin, BSA; VWR 

International) és 0,2% Triton X-100 detergenst (Merck) tartalmazó PBS-ben 1 órán keresztül 

blokkoltuk a nemspecifikus kötőhelyek telítése céljából. Az elsődleges antitesteket (2. 

táblázat) a blokkoló oldatban hígítottuk, és a mintákat ebben egy éjszakán át, 4°C-on 

inkubáltuk. Másnap újabb háromszori mosás után a sejteket a megfelelő fluoreszcensen jelölt 

másodlagos antitestben (2. táblázat) szobahőmérsékleten 1 órán át inkubáltuk. A sejtmagokat 

a protokoll végén biszbenzimid (Hoechst 33342, 1 μg/ml; Merck) festékkel jelöltük, végül a 

sejteket fluoreszcencia fakulást csökkentő, vízoldékony fedőanyaggal (FluoroMount-G, 

Thermo Fisher Scientific) lefedtük. 

A humán agymetszeteken deparaffinálást (xilol) és rehidrálást (leszálló alkoholsor és 

desztillált vizes öblítés) követően hőindukált epitóp feltárást végeztünk előmelegített nátrium-

citrát oldatban (10 mM, pH = 6,0; Merck) mikrohullámú sütőben (15 perc, 250 watt). Az egér 

agymetszeteket 0,5% Triton X-100-at tartalmazó PBS-ben (TPBS) 20 percig 

permeabilizáltuk. A 3% BSA-t tartalmazó TPBS-sel történő 1 órás blokkolást követően 

mindkét típusú preparátumot az elsődleges antitestekkel (2. táblázat) egy éjszakán át, 4°C-on, 

lassú kevertetés (50 rpm) mellett inkubáltuk. A metszeteket háromszori, egyenként 10 perces 

PBS mosás után a megfelelő, fluorofórral konjugált másodlagos antitestben (2. táblázat) 

inkubáltuk 1 órán keresztül szobahőmérsékleten, sötétben. További mosási lépések során a 

második mosás alkalmával a humán agymetszeteken 5 percig, az egér agymetszeteken pedig 

10 percig tartó nukleáris ellenfestést (Hoechst 33342, 1 μg/ml) alkalmaztunk. Utolsó 

lépésként a metszeteket FluoroMount-G fedőanyaggal fedtük. 

3.7. Fluoreszcens mikroszkópia 

A fluoreszcens jel detektálására háromféle konfokális mikroszkópot használtunk. Ezek 

közül a Leica TCS SP5 lézer-pásztázó mikroszkóppal (Leica Biosystems) egy 63× 

olajimmerziós objektívvel (HCX PL APO lambda blue, 1,4 NA) készítettünk felvételeket, a 

VisiScope CSU-W1 spinning disk (Nipkow-féle korong) konfokális mikroszkóppal (Visitron 
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Systems) pedig egy 60× olajimmerziós objektívvel (PlanApo N, 1,42 NA). Mindkét 

mikroszkóp a HUN-REN Szegedi Biológiai Kutatóközpont Mikroszkópos Sejtanalízis 

Laboratóriumának gondozásában lévő géppark része. Egyes konfokális és szuperrezolúciós 

képeket egy Axio Observer Z1 invertált epifluoreszcens mikroszkóp vázra (Zeiss) épített, 

stimulált emisszió-depléció (STED) elven működő, felbontás növelő rendszer (STEDYCON, 

Abberior Instruments) segítségével rögzítettük, amelyhez egy szuperrezolúcióra alkalmas 

100× olajimmerziós objektívet (alpha Plan-Apochromat, 1,46 NA) választottunk. A 

képalkotás során z-irányú képsorozatokat vettünk fel, amelyeknek a mélységét a humán 

minták esetén a minták vastagságából adódóan kb. 5 µm-ra állítottuk, az egér agymetszetek 

esetén 20 µm-ra. A z-sorozatokat ezután a Fiji szoftverben egyesítettük. A rekonstruált 

képeken intenzitás-küszöbölést hajtottunk végre, melynek eredményeképpen létrejött bináris 

képen a háttértől elkülönülő objektumok (pozitív jelek) bitszintű diszjunkciójával megkaptuk, 

hogy a vizsgált fehérje specifikus immunfestődése hány százalékban egyezik meg a másik 

vizsgált fehérje specifikus immunfestődésével. A százalékban kifejezett kolokalizáció 

egyszerűsítette a megjelenítést. 

3.8. Asztrogliális IL-1β expresszió kvantifikációja 

Az intrakarotikus metasztázis modellben az IL-1β peritumorális expressziójának 

számszerű meghatározásához az IL-1β és az asztrocitákat szelektíven jelölő gliális fibrilláris 

savas fehérje (glial fibrillary acidic protein, GFAP) kettős immunfestését végeztük el. Az 

immunhisztokémiai kísérletekhez a tumor és kontroll (Krebs-Ringer oldat) oltott, 7 napos, 

vivőanyaggal és MCC950-nel kezelt állatok agymintáit használtuk fel. Mindegyik csoportból 

összesen 5 agymetszetet válogattunk ki és minden egyes metszetből 8 vizsgálati területet 

(region of interest, ROI) választottunk ki. A konfokális mikroszkóppal készített optikai 

szeleteket, vagyis z-sorozatfelvételeket (x: 222 μm, y: 222 μm, z: 20 μm, lépésköz: 1 μm; 

VisiScope CSU-W1) végül a Fiji szoftver segítségével dolgoztuk fel. Ennek során 

standardizált protokoll szerint haladtunk, amely a következő műveleteket foglalta magába: az 

egyes optikai szeletek digitális egymásra vetítéséből származó képeken kiszámoltuk a 

pixelszámot külön-külön a GFAP- és IL-1β-immunpozitív jelre, valamint meghatároztuk az 

IL-1β-GFAP kolokalizációra vonatkozó pixelek számát is, majd ezeket az egyes csoportokra 

átlagoltuk. Az adatokat az összes pixelszámra normalizáltuk. 
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3.9. Tumorméret meghatározás 

A metasztatikus léziók méretének meghatározására és az NLRP3 inflammaszóma-

gátlás tumorméretre gyakorolt hatásának tesztelésére a Venus egereket a 4T1-tdT sejtvonallal 

oltottuk be intrakardiálisan. A Venus-YFP fehérje endoteliális expressziójának és a 4T1-tdT 

sejtek fluoreszcenciájának kombinációja lehetővé tette, hogy a perivaszkuláris tumorokat 

immunhisztokémiai festés nélkül vizualizáljuk az agyban. A vizsgálat során két csoportba 

osztottuk az egereket. A kontroll csoportot ip. PBS-ben oldott DMSO-val, míg a kísérleti 

csoportot 10 mg/ttkg dózisú MCC950-nel kezeltük. A tumorinjektálást követő 7. nap 

elteltével az agy rosztrokaudális tengelye mentén 5 különböző szintről származó, 30 μm 

vastagságú metszetet használtunk fel. Mindkét csoportból ugyanazokat az agyterületeket 

magába foglaló, azonos távolságra eső (1,12±0,16 mm) metszeteket vetettünk össze. Korábbi 

tanulmányaink elsősorban az emlőkarcinóma áttétképzésének neokortexben zajló eseményeire 

összpontosítottak (Haskó és mtsai, 2019; Molnár és mtsai, 2020), így ezen az agyterületen 

készítettünk reprezentatív z-sorozatokat konfokális mikroszkóppal (VisiScope CSU-W1). A 

z-sorozatokat ezután a Fiji szoftverrel dolgoztuk fel. A daganatot jelző tdT-pozitív 

pixelszámokat átlagoltuk az 5 metszet 15 ROI-jából, majd az így kapott átlagértéket a 

csoportonkénti 3 egyedre átlagoltuk. 

3.10. Mikrogliózis mértékének meghatározása 

A peritumorális mikrogliózis kvantitatív meghatározásához a mikroglia marker 

ionizált kalciumkötő adaptor molekula 1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1, Iba1) 

elleni immunfestést alkalmaztuk. Ugyanazt a szövetfeldolgozási és mikroszkópos eljárást 

követtük, mint a tumorméret meghatározásnál. Az Iba1-pozitív pixeleket átlagoltuk 6 

metszeten 8 ROI-ban, majd összehasonlítottuk az átlagokat mind a kontroll, mind az 

MCC950-kezelt csoportokban (N=3 állat/csoport), és normalizáltuk az összes pixelszámra. 

3.11. RNS izolálás és valós idejű polimeráz láncreakció (qPCR) 

A PCR vizsgálatokat sejttenyészeteken és szövetmintákon végeztük. A 6-lyukú 

lemezekben tenyésztett humán asztrocitákat szubkonfluens (kb. 90%) állapotban MDA-TGL 

vagy MDA-BrM2 kondicionált médiummal kezeltük 1 µM MCC950 jelenlétében vagy 

hiányában 24 órán keresztül. A kontroll sejtek nem kaptak tumorsejt-kondicionált médiumot. 

A sejteket 1 ml fenol és guanidin-izotiocianát összetételű, totál RNS izoláló oldatban (TRI 

Reagent, Thermo Fisher Scientific) gyűjtöttük össze. Az ex vivo kísérletekhez 4T1-tdT 
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sejtekkel oltott BALB/c egereket a fent részletezett módon kezeltük. Az állatokat 7 nap 

elteltével transzkardiálisan perfundáltuk 0,1 M PBS-sel (pH = 7,4) és az agyat jéghideg PBS-

be merített agymátrixban disszekáltuk. A szaglógumókat és a kisagyat eltávolítottuk, majd a 

fissura longitudinalis cerebri mentén a nagyagyat óvatosan elfeleztük, elkülönítve ezzel a 

jobb oldali tumoros oldalt a kontralaterális, kontroll oldaltól. A féltekéket külön-külön 1 ml 

TRI Reagent oldatba tettük és Potter-Elvehjem kézi szövet homogenizátorban 

politetrafluoretilén (PTFE) mozsártörővel mechanikailag feltártuk. A minták közötti szöveti 

kontamináció elkerülése érdekében a homogenizátort többször alaposan átöblítettük desztillált 

vízzel minden egyes minta között. 

A TRI Reagent oldatban lizált mintákhoz 200 µl kloroformot adtunk. A 

fázisszeparálást követően a felső vizes fázisból össz RNS-t izoláltunk a Direct-zol RNA 

Miniprep Plus Kit (Zymed Laboratories) segítségével az izoláló készlet kézikönyvében 

foglaltak szerint. Az RNS-ről való kópia DNS (cDNS)-átíráshoz a Maxima First Strand 

cDNA Synthesis Kitet (Thermo Fisher Scientific) használtuk a gyártó utasításainak 

megfelelően. Az amplifikációs reakciót Luminaris HiGreen Master Mixszel (Thermo Fisher 

Scientific) végeztük Bio-Rad CFX96 készüléken (Bio-Rad) a következő beállítások szerint: 

40 cikluson át ismétlődő denaturációs (95°C, 15 másodperc), hibridizációs (60°C, 30 

másodperc) és elongációs (72°C, 30 másodperc) lépés. A PCR során alkalmazott forward és 

reverse primer párokat a 1. táblázat foglalja össze. Belső kontrollként a glicerinaldehid-3-

foszfát-dehidrogenáz (GAPDH) háztartási gént használtuk. A fluoreszcens jel detektálásához 

a küszöbértéket és a kvantifikálást a CFX Maestro szoftverrel (1.1-es verzió, Bio-Rad) 

végeztük. A génexpressziós változásokat a ∆∆Ct módszerrel értékeltük ki és az eredményeket 

a Microsoft Excel 2016 program segítségével ábrázoltuk. 
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Név Forward primerszekvencia (5’-3’)  Reverse primerszekvencia (5’-3’) 

NLRP3 (humán) GTGCCGTGTTCACTGCCTGGTAT AGTGGGATTCGAAACACGTGCA 

CASP1 (humán) TCTTGGAGACATCCCACAATGGGC TGCGCTCTACCATCTGGCTGC 

IL1B (humán) AGCTCGCCAGTGAAATGATG GCCCTTGCTGTAGTGGTGGT 

Nlrp3 (egér) GGCGAGACCTCTGGGAAAAA CTTCAAGGCTGTCCTCCTGG 

Il1b (egér) TGCCACCTTTTGACAGTGATG TGATGTGCTGCTGCGAGATT 

GAPDH (humán) GTGAAGGTCGGTGTCAACG GTGAAGACGCCAGTAGACTC 

1. táblázat: a polimeráz láncreakciókhoz használt humán és egér specifikus primerek. 

3.12. Fehérjeminták előkészítése és Western blot 

A 4T1-tdT sejtekkel oltott 7 napos BALB/c egerek agyszövetéből történő fehérje 

kinyerés során ugyanúgy jártunk el, mint az RNS izolálás során azzal a különbséggel, hogy a 

hemiszfériumokat 1 ml hideg pufferoldatban homogenizáltuk, amely 10 mM PBS-t, 

SIGMAFAST proteáz inhibitor koktélt (1:100, Merck) és 1% Triton X-100-at tartalmazott. A 

kézi szövet homogenizátort az egyes minták között többször gondosan átöblítettük desztillált 

vízzel. A szövettörmelék leülepítése (13 000 × g, 20 perc, 4°C) után a felülúszó fehérje 

koncentrációját bicinkoninsav (BCA) módszerrel (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo 

Fisher Scientific) mértük meg. Ezt követően a fehérje kicsapást hagyományos metanol-

kloroform módszerrel végeztük. A fázisszeparáláshoz 1 rész jéghideg metanolt és 1/8 rész 

kloroformot adtunk 1 rész felülúszóhoz. Az elegyet vortexeltük és centrifugáltuk (13 000 × g, 

5 perc, 4°C). A vizes fázist óvatosan leszívtuk és a fehérjecsapadékot metanollal megmostuk. 

Újabb vortexelés és centrifugálás (13 000 × g, 5 perc, 4°C) után a felülúszót eltávolítottuk és a 

pelletet megszárítottuk. A mintákat kétszeres töménységű Laemmli-féle denaturáló 

mintapufferben (10% glicerin, 0,8% nátrium-dodecil-szulfát (SDS), 0,04% brómfenolkék, 24 

mM Tris-HCl (pH = 6,8), 5,72 M 2-merkaptoetanol) visszaoldottuk és a Western blot 

kísérletek előtt 5 percig 95°C-on denaturáltuk. 

Az azonos mennyiségű fehérjét tartalmazó mintákat standard denaturáló SDS-

poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) választottuk el. A fehérjéket ezután nagy 

fehérjekötő kapacitással bíró, 0,2 μm pórusméretű polivinilidén-fluorid (PVDF) membránokra 

(Bio-Rad) blottoltuk. A membránok szabad kötőhelyeit 3% BSA-t és 0,1% Tween-20 

detergenst tartalmazó Tris-pufferelt sóoldatban (TBS-T) blokkoltuk, majd a membránra 
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transzferált fehérjék azonosítására a 2. táblázatban szereplő elsődleges antitesteket 

használtuk. Másnap a blotokat háromszor 10 percig TBS-T-ben mostuk a membránhoz nem 

kötődött antitestek eltávolítása végett, majd a megfelelő, torma-peroxidázzal (horseradish 

peroxidase, HRP) konjugált másodlagos antitestekben (2. táblázat) való inkubációval 

folytattuk, amely szobahőmérsékleten 1 órán át tartott. A fehérjéket kemilumineszcens módon 

tettük láthatóvá a Clarity Chemiluminescence Substrate reagens (Bio-Rad) segítségével egy 

ChemiDoc MP System (Bio-Rad) géldokumentációs készülékben. A denzitometrálást az 

ImageLab szoftverrel (5.2. verzió, Bio-Rad) végeztük, és az eredményeket a β-aktin háztartási 

fehérje szintjére normalizáltuk. 

Antitest  
Gazda 

faj  
Hígítás  Gyártó Katalógusszám 

Immuncito- és immunhisztokémia 

poliklonális anti-NLRP3 elsődleges 

antitest 
kecske 1:100 Bio-Techne NBP2-76806 

poliklonális anti-GFAP elsődleges 

antitest 
nyúl 1:300 Abcam ab7260 

monoklonális anti-GFAP elsődleges 

antitest 
egér 1:200 Merck G3893 

monoklonális anti-ASC elsődleges 

antitest 
egér 1:100 Santa Cruz Biotechnology sc-271054 

poliklonális anti-IL-1β elsődleges 

antitest 
nyúl 1:200 Abcam ab9722 

poliklonális anti-Iba1 elsődleges 

antitest 
kecske 1:200 Abcam ab5076 

Alexa Fluor Plus 647 konjugált, 

anti-egér másodlagos antitest 
szamár 1:500 Thermo Fisher Scientific A32787 

Alexa Fluor Plus 488 konjugált, 

anti-nyúl másodlagos antitest 
szamár 1:500 Thermo Fisher Scientific A32790 

Alexa Fluor 594 konjugált, anti-

kecske másodlagos antitest 
szamár 1:500 Thermo Fisher Scientific A-11058 

Alexa Fluor 488 konjugált, anti-

kecske másodlagos antitest 
szamár 1:500 Thermo Fisher Scientific A-11055 

Alexa Fluor Plus 594 konjugált, 

anti-nyúl másodlagos antitest 
szamár 1:500 Thermo Fisher Scientific A32754 

Alexa Fluor Plus 647 konjugált, 

anti-nyúl másodlagos antitest 
szamár 1:500 Thermo Fisher Scientific A32795 
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Alexa Fluor Plus 647 konjugált, anti-

kecske másodlagos antitest 
szamár 1:500 Thermo Fisher Scientific A32849 

Alexa Fluor 488 konjugált, anti-egér 

másodlagos antitest 
kecske 1:500 Thermo Fisher Scientific A-11029 

Alexa Fluor 647 konjugált, anti-nyúl 

másodlagos antitest 
kecske 1:500 Thermo Fisher Scientific A-21245 

Western blot: 

poliklonális anti-IL-1β elsődleges 

antitest 
nyúl 1:1000 Abcam ab9722 

monoklonális anti-β-aktin elsődleges 

antitest 
egér 1:10000 Merck A5441 

HRP konjugált, anti-nyúl 

másodlagos antitest 
kecske 1:3000 Jackson ImmunoResearch 111-035-003 

HRP konjugált, anti-egér 

másodlagos antitest 
kecske 1:3000 Thermo Fisher Scientific G21040 

Neutralizálás: 

poliklonális humán anti-IL-1β 

elsődleges antitest 
kecske 

1:150 (1,33 

µg/ml) 
Bio-Techne AF-201-NA 

poliklonális egér anti-IL-1β 

elsődleges antitest 
kecske 

1:150 (1,33 

µg/ml) 
Bio-Techne AF-401-NA 

poliklonális IgG kecske 
1:750 (1,33 

µg/ml) 
Bio-Techne AB-108-C 

2. táblázat: A kísérletek során alkalmazott elsődleges és másodlagos antitestek jellemzőinek összefoglalása. 

3.13. Statisztikai kiértékelés 

Adataink statisztikai analíziséhez a GraphPad Prism szoftvert (8.0.1.244-es verzió, 

GraphPad Software) használtuk. Az alkalmazott statisztikai módszert az adott ábra 

aláírásoknál minden esetben feltüntettük. A 0,05-nél kisebb P-értéket szignifikánsnak 

tekintettük. 
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. Az NLRP3 inflammaszóma komponenseinek expressziós vizsgálata 

Az áttétképzés egyik meghatározó velejárója a gyulladás, amelynek fenntartásában az 

inflammaszómák is szerepet játszhatnak és ezáltal erőteljes befolyással lehetnek a tumor 

mikrokörnyezetre (Karki és mtsai, 2019). A metasztatikus niche-t alkotó tumorsejtekben és 

strómasejtekben egyaránt kimutattak inflammaszóma aktivációt (Z. Zhang és mtsai, 2023), 

azonban az agy idegen és rendkívül sajátos miliőjében kialakuló metasztázisokban – köztük 

az emlőkarcinóma agyi metasztázisaiban – mindmáig nem álltak rendelkezésre az 

inflammaszóma komponensek expressziójára és ennek funkcionális következményeire 

vonatkozó információk. 

4.1.1. Az NLRP3 inflammaszóma komponensek in vivo expressziója 

Kísérleteink első lépéseként megvizsgáltuk, hogy a tripla negatív emlőkarcinóma agyi 

metasztázisaiban történik-e inflammaszóma-fehérje expresszió, továbbá meghatároztuk az 

inflammaszómák lokalizációját, hogy azonosíthassuk azokat a sejttípusokat, amelyek részt 

vesznek az agyban megtelepedett tumorok gyulladásos környezetének kialakításában és 

fenntartásában. Az inflammaszómák közül az NLRP3 inflammaszóma daganatképződésben és 

progresszióban betöltött szerepéről extracerebrális daganatok esetén bőséges szakirodalmi 

információ áll rendelkezésre (Sharma és mtsai, 2021), éppen ezért kíváncsiak voltunk, hogy 

az emlőkarcinóma agyi áttéteinek inflammatorikus folyamataiban is kulcsszerepet játszik-e. 

Hipotézisünk igazolására először NLRP3 és ASC immunhisztokémiai festést végeztünk tripla 

negatív emlőkarcinóma humán agy-metasztázisaiból készített preparátumokon. Hármas 

fluoreszcens jelöléssel kimutattuk az NLRP3 inflammaszóma aktiválódásának első jelét, a 

priming lépésként értelmezhető inflammaszóma fehérjék expresszió fokozódását. 

Expressziójuk nagymértékben és specifikusan a peritumorális asztrocitákra korlátozódott, 

amit az NLRP3 és ASC, valamint az asztrocita-specifikus GFAP kolokalizációja mutatott a 

konfokális mikroszkópos felvételeken. A pixelanalízis eredményei alapján az NLRP3-pozitív 

pixelek 95,3%-a, az ASC-pozitív pixelek 98,8%-a fedett át a GFAP-pozitív pixelekkel (5. 

ábra, A panel). Az inflammaszóma priming másik bizonyítékaként szolgált, hogy a 

metasztázis körüli GFAP+/NLRP3+ asztrociták markáns IL-1β expresszióval bírtak. 

Számszerűen az NLRP3-pozitív pixelek 76%-a, az IL-1β-pozitív pixelek 74%-a kolokalizált a 

GFAP-pozitív pixelekkel (5. ábra, B panel). Érdekes módon az inflammaszóma-asszociált 
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fehérjéket sem a tumorsejtekben, sem az asztrocitákon kívül más strómális sejttípusban, sem a 

tumoroktól távolabb lévő gliasejtekben nem figyeltük meg. Az immunfestés specificitását 

alátámasztotta, hogy a kontroll, egészséges humán asztrociták immunnegatívak voltak mind 

az NLRP3-ra, mind az IL-1β-ra (5. ábra, C panel). 

 

5. ábra: Az inflammaszóma komponensek peritumorális asztrocitákban való expressziója humán tripla 

negatív emlőkarcinóma agyi metasztázisaiban. A reprezentatív konfokális mikroszkópos felvételeken jól 

látszik, hogy az NLRP3 és az ASC (A), valamint az NLRP3 és az IL-1β (B) együtt fordul elő a tumort 

szegélyező GFAP-pozitív asztrocitákban. Ezzel szemben az egészséges humán agyi asztrocitákban nincs 

detektálható NLRP3 és IL-1β expresszió (C). Skála: 20 μm. Zöld: NLRP3, magenta: ASC (A) vagy IL-1β (B), 

fehér: GFAP, kék: sejtmagok (Hoechst 33342). 
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Az agyi áttétképzést kísérő potenciális inflammaszóma aktiváció tanulmányozására 

egy szisztémás, szingenikus állatkísérletes modellt alkalmaztunk, amely során 4T1-tdT tripla 

negatív egér emlőkarcinóma sejteket injektáltunk BALB/c egerek jobb oldali ACC-ába. A 

tumorsejtek inokulációját követően három időpontot (2., 5. és 7. nap) jelöltünk ki előzetes 

tapasztalataink alapján (Haskó és mtsai, 2019), majd az inflammaszóma fehérjék 

lokalizációját immunfluoreszcenciával mutattuk ki. A 2. napon a frontális, temporális és 

parietális kérgi területeken elakadt tumorsejtek környezetében nem detektáltunk IL-1β-t. Ez 

idő alatt az agyi kapillárisokban megrekedt tumorsejtek többsége munkacsoportunk korábbi 

vizsgálata alapján az érlumenben található (Haskó és mtsai, 2019). A vér-agy gáton való 

átvándorlásuk pillanatában, az 5. napon az IL-1β már megjelent a metasztatikus léziókat 

határoló GFAP-pozitív asztrocitákban, míg a 7. napon az IL-1β expressziója meghaladta a 

korábbi időpontban megfigyelt expressziós szintet. A pixelanalízis alapján az 5. napon a 

citoplazmikus IL-1β-pozitív pixelek 77%-a mutatott kolokalizációt a GFAP-pozitív 

pixelekkel, míg a GFAP-pozitív pixelek 7%-a volt IL-1β-pozitív. A 7. napon pedig az IL-1β-

pozitív pixelek 79%-a fedett át a GFAP-pozitív pixelekkel, míg a GFAP-pozitív pixelek 28%-

a volt IL-1β-pozitív (6. ábra, A panel). A metasztatikus tumorsejtek hatással vannak a reaktív 

asztrogliózis időbeli változására (Fitzgerald és mtsai, 2008). Modellünkben az asztrociták 

reaktivitása a vizsgált időpontok közül a 7. napon volt kifejezett, amelyet a GFAP-tartalmú 

primer nyúlványok hipertrófiája (6. ábra, A panel), valamint a GFAP+ jel emelkedése jelzett 

(17. ábra, A panel). Az IL-1β expressziós szintjének időbeli változása mellett pozitív 

korrelációt figyeltünk meg az IL-1β expresszió és a metasztatikus lézió mérete között, amit jól 

tükrözött, hogy a nagy, kiterjedt tumorok az IL-1β nagymértékű upregulációjával társultak, 

szemben a kisebb áttétek környezetében kimutatható gyenge IL-1β expresszióval, illetve az 

IL-1β expresszió hiányával a tumormentes területeken (7. ábra). Ezzel párhuzamosan az 

NLRP3 expressziója is megnőtt a tumorokat körülvevő asztrocitákban hasonlóan a humán 

metasztatikus agymintákban megfigyeltekkel. A pixelanalízissel kapott érték jelen esetben is 

nagyfokú átfedést mutatott. Az NLRP3-pozitív pixelek 95%-a egyezett a GFAP-pozitív 

pixelekkel (6. ábra, B panel). 
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6. ábra: Az inflammaszóma komponensek expressziójának növekedése a peritumorális asztrocitákban 

egér tripla negatív emlőkarcinóma agyi metasztázisaiban. Kettős immunjelölés jeleníti meg az IL-1β 

expresszió és az asztrocita reaktivitás upregulációját az idő előrehaladtával. A 4T1-tdT tumorsejtek 

intrakarotikus oltását követő 2. napon, vagyis a vér-agy gát áttörését megelőző időpontban az IL-1β expressziója 

még nem mutatható ki az asztrocitákban, azonban az 5. napon, amikor a tumorsejtek átvándorolnak az érfalon, 

az IL-1β expressziója indukálódik a tumorok környezetében lévő asztrocitákban és a 7. napra 4-szeresére 

emelkedik (A). Az NLRP3 kimagasló expressziót mutat a peritumorális asztrocitákban 7 nappal a tumorsejtek 

oltása után (B). Skála: 20 μm. Piros: 4T1-tdT, zöld: IL-1β (A) vagy NLRP3 (B), fehér: GFAP, kék: sejtmagok 

(Hoechst 33342). 
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7. ábra: A tumorméret mint kritikus tényező az IL-1β expressziójában. A tripla negatív emlőkarcinóma agyi 

metasztázisainak mérete nagyban meghatározza az IL-1β expresszió mértékét egér agyban a tumorsejtek oltását 

követő 7. napon. Ez abban nyilvánul meg, hogy a tumormérettel arányosan fokozódik az IL-1β expressziója. 

Skála: 20 μm. Piros: 4T1-tdT, zöld: IL-1β. 

4.1.2. Az NLRP3 inflammaszóma komponensek in vitro expressziója 

A tumor által indukált inflammaszóma aktiváció hátterében húzódó mechanizmusok 

tisztázása végett in vitro kísérletekben először megvizsgáltuk, hogy a mellráksejtek által 

szekretált faktorok milyen hatással vannak az inflammaszóma komponensek primingjára az 

asztrocitákban. Ennek érdekében tápfolyadékot kondicionáltunk a humán tripla negatív 

emlőkarcinóma sejttenyészeteken, amely tartalmazza a sejtek szekretómját, vagyis mindazt a 

potenciális DAMP-ként szolgáló bioaktív molekulákból és extracelluláris vezikulákból álló 

szekréciós „koktélt”, amely a sejt-sejt kommunikáció egyik fontos eszközeként 

inflammaszóma-függő sejtválaszt válthat ki (Abu és mtsai, 2021; Hernandez és mtsai, 2016). 

A tumorsejtekről gyűjtött kondicionált médiumot az asztrocita tenyészethez adtuk, ezt 

követően qPCR technikával meghatároztuk, hogy a tumorsejt-kondicionált médium milyen 

mennyiségi változást okoz az asztrociták inflammaszóma alkotóelemeinek mRNS szintű 

expressziójában. A kezelés eredményeképpen az NLRP3 és CASP1 transzkriptumok 

expressziója szignifikáns, több, mint 2-szeres növekedést ért el a humán asztrocitákban a 

parentális (MDA-TGL) vagy agyi metasztatikus (MDA-BrM2) karcinómasejt-kondicionált 

médium hatására a kontroll, kezeletlen asztrocitákban mért szinthez képest. Az IL1B 

expresszió növekedése ennél sokkal látványosabb méretet öltött. Szintje közel 10-szeresére 

emelkedett azokban az asztrocitákban, amelyeket a parentális sejtvonalról gyűjtött 

kondicionált médiummal kezeltük, és körülbelül 30-szorosára azokban, amelyeket az agyi 

metasztatikus sejtek médiumával kezeltük (8. ábra, A panel). Következő lépésben az 

inflammaszóma komponensek fehérjeszintű expressziós változásait elemeztük 
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immuncitokémiával. Az NLRP3 fokozott expresszióját elsősorban a tumorsejt-kondicionált 

médiummal kezelt asztrociták sejtmagjában mutattuk ki (8. ábra, B panel). Egyes 

feltételezések szerint NLRP inflammaszóma aktiváció a sejtmagban is létrejöhet (L. Wang és 

mtsai, 2016), azonban kísérleteinkben az inflammaszóma összeszerelődés közvetlenebb 

bizonyítékaként szolgált, hogy NLRP3- és ASC-pozitív szemcseszerű struktúrák (speck) 

jelentek meg a sejtmag körül (8. ábra, C és D panel). Szuperrezolúciós mikroszkópia 

segítségével megfigyeltük, hogy a speck fehérjekomplex külső gyűrűjét az ASC alkotja, míg a 

magi régióját az NLRP3 (8. ábra, D panel). Ezt a térbeli elrendeződést korábbi tanulmányok 

is tanúsítják (Man és mtsai, 2014), ráadásul a mérete más kutatócsoportok megfigyeléseivel 

összhangban a mikrométeres tartományba esik (Hoss és mtsai, 2017; Stutz és mtsai, 2013). 
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8. ábra: Az emlőkarcinóma sejtek által kibocsátott faktorok hatása az NLRP3 inflammaszóma 

primingjára és aktivációjára humán asztrocita tenyészetben. Az NLRP3, CASP1 és IL1B gének expressziója 

fokozódik az MDA-kondicionált médiummal (MDA-KM) 24 órán át kezelt humán asztrocitákban (HA). A 

GAPDH-ra normalizált expressziós változásokat átlag ± SEM-ként ábrázoltuk (A). N = 3 független kísérlet, 

kísérletenként három biológiai replikátummal. Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt, ** 

P≤0,01 és **** P≤0,0001 a kontrollhoz (HA) hasonlítva; #### P≤0,0001 a „HA + MDA-TGL-KM”-hez 

hasonlítva. Az MDA-TGL-KM és az MDA-BrM2-KM hatására az NLRP3 expressziója fehérje szinten is 

növekedést mutat 24 óra elteltével asztrocitákban a kontroll, kezelést nem kapott csoporthoz képest (B). Skála: 

20 µm. Zöld: NLRP3, fehér: GFAP, kék: sejtmagok (Hoechst 33342). Konfokális mikroszkóppal azonosított 

perinukleáris elhelyezkedésű NLRP3- és ASC-immunreaktív szemcseszerű struktúra (nyíl) inflammaszóma 

összeszerelődésre utal az asztrocita tenyészetben, amelyet 24 órán át az agyi metasztatikus humán tripla negatív 

emlőkarcinóma sejtekről (MDA-BrM2) gyűjtött kondicionált médiumban tartottunk (C). Skála: 10 µm. Zöld: 

NLRP3, magenta: ASC, fehér, GFAP. A C képen nyíllal jelölt speckről készült, nagyított konfokális (NLRP3 – 

zöld) és szuperrezolúciós (ASC – magenta) mikroszkópos felvétel (D). Skála: 2 µm. 
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4.2. Az NLRP3 inflammaszóma aktiváció funkcionális vizsgálata in vitro körülmények 

között 

Expressziós vizsgálataink eredményei alapján feltételeztük, hogy az NLRP3 

inflammaszóma által termelt IL-1β felszabadulása az asztrocitákból felelős lehet a 

tumorsejtek proliferációjáért. Ennek igazolására rekombináns IL-1β-t adtunk a humán és egér 

emlőkarcinóma sejttenyészethez 10 ng/ml koncentrációban. Az IL-1β kezelés mindhárom 

tumorsejt típus proliferációjára egyformán serkentő hatással volt, amelyet napról napra 

emelkedő tendencia jellemzett. A 3. naptól a humán és egér tumorsejtek száma hirtelen és 

szignifikáns mértékben megugrott, végül a 4. napra a humán modellben a kontroll érték 2-

szeresét, az egér modellben pedig annak 3-szorosát érte el (9. ábra, A és B panel). 

 

9. ábra: Az IL-1β hatása az emlőráksejtek proliferációjára. Az IL-1β (10 ng/ml) mind a parentális (MDA-

TGL), mind az agyi metasztatikus (MDA-BrM2) humán emlőkarcinóma sejtek proliferációjának fokozódását 

idézte elő (A). A grafikonon az MDA-TGL vagy MDA-BrM2 sejtek 1. napon mért számához viszonyított 

százalékos értékek vannak feltüntetve átlag ± SEM-ként (N = 3 független kísérlet, kísérletenként 2 biológiai 

replikátummal, replikátumonként 5 különböző látómezőből készített fáziskontraszt kép alapján). Statisztikai 

próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. * P≤0,05, ** P≤0,01 és **** P≤0,0001 a kontrollhoz (MDA-

TGL, illetve MDA-BrM2) képest. Az IL-1β (10 ng/ml) továbbá a 4T1-tdT egér emlőkarcinóma sejtek 

proliferációjának fokozódását is elősegítette (B). A grafikonon a 4T1-tdT sejtek 1. napon mért számához 

viszonyított százalékos értékek vannak feltüntetve átlag ± SEM-ként (N = 3 független kísérlet, kísérletenként 2 

biológiai replikátummal, replikátumonként 5 különböző látómezőből készített fáziskontraszt kép alapján). 

Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P≤0,01 és **** P≤0,0001 a kontrollhoz (4T1-

tdT) képest. 

Az IL-1β sejtproliferációt serkentő hatásához hasonlóan az asztrocita-kondicionált 

médium és a tumorsejt-aktivált asztrocita-kondicionált médium facilitálta mind a parentális és 

agyi metasztatikus MDA sejtek, mind az egér 4T1-tdT sejtek proliferációját. A folyamatról 
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négy egymást követő napon, napi rendszerességgel készítettünk fáziskontraszt képeket. A 

tumorsejtek számában a legszembetűnőbb különbség az első és utolsó napi felvételek, illetve 

a kontroll és kondicionált vagy aktivált kondicionált médiummal kezelt csoportokról készült 

felvételek összehasonlítása alapján látszódott (10. ábra, A és B panel).  

 

10. ábra: Az asztrocita-kondicionált médium tumorsejt proliferációt támogató hatása. A reprezentatív 

fáziskontraszt felvételeken a kontroll, humán asztrocita-kondicionált médiumban (HA-KM) és a tumorsejt-

aktivált HA-KM-ben (akt. HA-KM) tenyésztett humán emlőráksejtek proliferációja hasonlítható össze 1 és 4 nap 

elteltével (A). Hasonlóképpen a kontroll, egér asztrocita-kondicionált médiumban (EA-KM) és a tumorsejt-

aktivált EA-KM-ben (akt. EA-KM) tenyésztett egér emlőráksejtek számbeli különbsége látható 1 és 4 napot 

követően (B). Skála: 200 µm. 

Az asztrocita-kondicionált médium hatására a humán mellráksejtek sejtszámában már 

a 2. naptól, az egér mellráksejtek sejtszámában pedig a 3. naptól figyeltünk meg szignifikáns 

emelkedést (11. ábra, A és B panel). Az egér tumorsejtek szaporodásában különösen akkor 
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tapasztaltunk erőteljesebb növekedést, amikor a médium olyan asztrocitákról lett legyűjtve, 

amelyek már korábban kapcsolatba kerültek a tumorsejtekből származó faktorokkal 

(tumorsejt-aktivált kondicionált médium). Ebben az esetben a naiv és az aktivált egér 

asztrociták hatása közötti különbség körülbelül 1,75-szörös volt (11. ábra, B panel). 

 

11. ábra: Az asztrocita-kondicionált médium tumorsejt proliferációt támogató hatásának mennyiségi 

elemzése. A humán asztrocita-kondicionált médiumban (HA-KM) és aktivált HA-KM-ben (akt. HA-KM) 

tenyésztett humán emlőkarcinóma sejtek proliferációjának kontrollhoz (MDA-TGL vagy MDA-BrM2) 

viszonyított százalékos értékeit átlag ± SEM-ként ábrázoltuk (A). N = 3 független kísérlet, kísérletenként 2 

biológiai replikátum, replikátumonként 5 különböző látómezőből készített felvétel alapján. Statisztikai próba: 

ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P≤0,01 és **** P≤0,0001 az azonos napi kontrollhoz (MDA-

TGL, illetve MDA-BrM2) képest. Az egér asztrocita-kondicionált médiumban (EA-KM) és aktivált EA-KM-ben 

(akt. EA-KM) tenyésztett egér emlőkarcinóma sejtek proliferációjának kontrollhoz (4T1-tdT) viszonyított 

százalékos értékeit átlag ± SEM-ként ábrázoltuk (B). N = 3 független kísérlet, kísérletenként 2 biológiai 

replikátum, replikátumonként 5 különböző látómezőből készített felvétel alapján. Statisztikai próba: ANOVA és 

Fisher-féle LSD post-hoc teszt. * P≤0,05, ** P≤0,01, *** P≤0,001 és **** P≤0,0001 az azonos napi kontrollhoz 

(4T1-tdT) képest; #### P≤0,0001 az azonos napi „4T1-tdT + akt. EA-KM”-hez képest. 
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Annak bizonyítására, hogy az asztrocita-kondicionált médiumba inflammaszóma-

kapcsolt módon IL-1β szabadul fel, amely fokozza az emlőráksejtek proliferációját, két eltérő 

ponton avatkoztunk be az inflammaszóma szignalizációba. Az egyik farmakológiai 

támadáspont az asztrocitákban bekövetkező NLRP3 inflammaszóma aktiváció közvetlen, 

specifikus blokkolása volt az MCC950 inhibitorral (1 μM), a másik pedig az asztrociták által 

kibocsátott IL-1β neutralizálása volt IL-1β elleni elsődleges antitesttel (1,33 µg/ml). Az 

MCC950 kezelés esetén először is megfigyeltük, hogy képes volt csökkenteni az 

inflammaszóma primingot az asztrocitákban, amelyet a tumorsejt-szekretóm önmagában 

kiváltott (12. ábra). Az MCC950 génexpresszióra gyakorolt hatása feltételezhetően az IL-1β 

közvetett gátlásán és az ezt követő negatív visszacsatoláson keresztül valósulhatott meg, 

amelyet korábban más modellben saját csoportunk (Molnár és mtsai, 2022) és független 

kutatócsoportok (Ismael és mtsai, 2018) is tapasztaltak. 

 

12. ábra: Az NLRP3 gátlás hatása az NLRP3 inflammaszóma-kapcsolt gének emlőkarcinóma sejtek 

indukálta fokozott expressziójára asztrocitákban. Az MCC950 (1 μM) negatívan szabályozta az 

inflammaszóma primingot, visszafojtva az NLRP3 és IL1B gének tumorsejt-szekretóm által indukált 

transzkripcióját a humán asztrocitákban (HA), amelyeket 24 órán át humán MDA-kondicionált médiumban 

(MDA-TGL-KM és MDA-BrM2-KM) tenyésztettünk MCC950 jelenlétében vagy hiányában. A GAPDH-ra 

normalizált expressziós változásokat átlag ± SEM-ként mutatjuk (N = 3 független kísérlet, kísérletenként három 

biológiai replikátummal). Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P≤0,01, *** 

P≤0,001 és **** P≤0,0001 a kontrollhoz (HA) képest; # P≤0,05 és #### P≤0,0001 a „HA + MDA-TGL-KM”-

hez, illetve a „HA + BrM2-KM”-hez képest. 
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Másfelől ennél is hangsúlyosabb, hogy az MCC950 és az IL-1β neutralizálás egyaránt 

megakadályozta a humán és egér tumorsejtek proliferációját, amelyet az asztrocita-

kondicionált médium indukált. Azoknak a tumorsejteknek a száma, amelyek az MCC950-nel 

kezelt naiv vagy aktivált asztrocita-kondicionált médiumban voltak tenyésztve, közel azonos 

volt a kontroll sejtek számával (13. ábra, A és B panel). 

Az IL-1β gátlását az antitesttel 30 perccel azelőtt elvégeztük az asztrocita-kondicionált 

médiumban, mielőtt a médiumot az emlőkarcinóma sejtekhez adtuk volna. Ez az előinkubáció 

elegendő időt (Indalao és mtsai, 2017) biztosított ahhoz, hogy a neutralizáló antitest a 

médiumba felszabadított IL-1β-t specifikusan azelőtt blokkolja, mielőtt kifejthette volna 

proliferáció fokozó hatását az emlőkarcinóma sejteken. Az MCC950 kezeléshez hasonlóan az 

IL-1β semlegesítése is szinte teljesen meggátolta az asztrocita-kondicionált médium pro-

proliferatív hatását. Ezzel ellentétben a neutralizáló antitest negatív kontrolljaként használt 

IgG nem váltott ki ilyen jellegű hatást (13. ábra, A és B panel). 

Ezek az eredmények egyértelműen rámutatnak arra, hogy az inflammaszóma aktiváció 

az asztrocitákban az IL-1β szekréciójához vezet, amely serkenti a mellráksejtek 

proliferációját. 
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13. ábra: Az asztrocita-eredetű IL-1β hatása az emlőkarcinóma sejtek proliferációjára. Az MDA-BrM2 

sejtek proliferációját 4 napon keresztül követtük nyomon különböző kezelési felállásokban: humán asztrocita-

kondicionált médium (HA-KM) és tumorsejt-aktivált asztrocita-kondicionált médium (akt. HA-KM), MCC950-

nel kiegészített kondicionált médium (HA-KM+ MCC950, akt. HA-KM + MCC950), a kondicionált médiumhoz 

adott anti-IL-1β neutralizáló antitest (HA-KM + anti-IL-1β, akt. HA-KM + anti-IL-1β) vagy a negatív 

kontrollként szolgáló IgG antitest (HA-KM + IgG, akt. HA-KM + IgG) hatására (A). Az egyes csoportok 

sejtszámának kontrollhoz (MDA-BrM2) viszonyított 4. napi százalékos arányát átlag ± SEM-ként tüntettük fel 

(N = 2 független kísérlet, kísérletenként 2 biológiai replikátummal, replikátumonként 5 különböző látómezőből 

készített felvétel alapján). Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P≤0,01 és *** 

P≤0,001 a kontrollhoz (MDA-BrM2) képest; ### P≤0,001 az „MDA-BrM2 + HA-KM”-hez vagy az „MDA-

BrM2 + akt. HA-KM”-hez képest; $$$ P≤0,001 az „MDA-BrM2 + HA-KM”-hez és „MDA-BrM2 + HA-KM + 

IgG”-hoz vagy az „MDA-BrM2 + akt. HA-KM”-hez és „MDA-BrM2 + akt. HA-KM + IgG”-hez képest. A 

humán emlőkarcinóma sejteknél alkalmazott kezelési rezsim analógiájára megvizsgáltuk az egér asztrocita-

kondicionált médium (EA-KM) és tumorsejt-aktivált asztrocita-kondicionált médium (akt. EA-KM) hatását 

önmagában vagy kiegészítve MCC950-nel, anti-IL-1β-val vagy IgG-vel az egér 4T1-tdT sejtek proliferációjára 

(B). A grafikon a csoportok sejtszámának kontrollhoz (4T1-tdT) viszonyított százalékos arányát mutatja a 

szélesztést követő 4. napon (átlag ± SEM, N = 2 független kísérlet, kísérletenként 2 biológiai replikátummal, 

replikátumonként 5 különböző látómezőből készített felvétel alapján). Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle 

LSD post-hoc teszt. *** P≤0,001 és **** P≤0,0001 a kontrollhoz (4T1-tdT) képest; ### P≤0,001 a „4T1-tdT + 

EA-KM”-hez képest; #### P≤0,0001 a „4T1-tdT + akt. EA-KM”-hez képest; $$$ P≤0,001 a „4T1-tdT + EA-

KM”-hez és „4T1-tdT + EA-KM + IgG”-hez képest; $$$$ P≤0,0001 a „4T1-tdT + akt. EA-KM”-hez és „4T1-

tdT + akt. EA-KM + IgG”-hez képest; ¤¤¤¤ P≤0,0001 a „4T1-tdT + EA-KM”-hez képest. 



56 
 

4.3. Az inflammaszóma aktiváció funkcionális vizsgálata in vivo körülmények között 

Következő lépésben az NLRP3 inflammaszóma aktivációját és farmakológiai 

gátlásának hatását kívántuk megérteni in vivo agyi metasztázis modelljeinkben. A 4T1-tdT 

sejtekkel oltott egereknek ip. MCC950-et adagoltunk 10 mg/ttkg dózisban az injektálást 

követő 4. és 6. nap között, ami azt az időintervallumot fedi le, amikor a tumorsejtek többnyire 

a metasztatikus kaszkád extravazációs fázisában és/vagy azután vannak (14. ábra). 

 

14. ábra: Az in vivo emlőadenokarcinóma agyi metasztázis modell idővonala. A 4T1-tdT tripla negatív 

emlőkarcinóma sejtek intrakarotikus vagy intrakardiális oltását követő 4. és 6. nap között ip. MCC950 (10 

mg/ttkg) kezelést kaptak az egerek, majd a kísérlet további mintafeldolgozás céljából a 7. napon transzkardiális 

perfúzióval ért véget. 

Ahogy az előzetes immunfluoreszcens vizsgálataink alapján várható volt, az agyi 

metasztázisképzés az Nlrp3 és az Il1b expresszió növekedésével járt együtt a tumor 

károsította agyféltekén a kontrollként szolgáló, tumormentes, kontralaterális féltekéhez 

képest. Ez úgy nyilvánult meg, hogy a vivőanyaggal (PBS-ben oldott DMSO) kezelt 

csoportban az Nlrp3 expressziós szintje a kontroll oldalhoz viszonyítva 1,6-szor volt 

magasabb a tumoros oldalon, míg az Il1b expressziós szintje 5,6-szor. Az MCC950 azonban 

szignifikánsan csökkenteni tudta mindkét gén tumor indukálta upregulációját. Az Nlrp3 

esetén ez 18%-os csökkenést jelentett, az Il1b esetén pedig majdnem 50%-os csökkenést (15. 

ábra, A panel). 

Mivel az IL-1β inaktív prekurzora és aktív, érett formája immunfluoreszcenciával nem 

különböztethető meg, western blot vizsgálatokat végeztünk, amely segített az IL-1β 

formáinak azonosításában a hasított formára jellemző 17 kDa-os molekulatömeg alapján. Az 

inflammaszóma aktiváció eklatáns jele, hogy az agyi metasztázisok megjelenése után az 

érintett hemiszfériumban 2,5-ször magasabb aktív IL-1β szintet mértünk a bazális szinthez 

képest. Ezzel szemben az aktív IL-1β mennyiségét az MCC950 szignifikáns mértékben, 73%-

kal csökkentette az injektált oldalon (15. ábra, B és C panel). 



57 
 

 

15. ábra: NLRP3 inflammaszóma priming és aktiváció tripla negatív emlőkarcinómát hordozó egerek 

agyában. Az Nlrp3 és Il1b gének expressziós változásait qPCR módszerrel határoztuk meg az ipszilaterális 

injektált és kontralaterális kontroll agyféltekében 7 nappal a 4T1-tdT sejtek intrakarotikus oltását követően, a 

vivőanyaggal (DMSO PBS-ben) és az MCC950-nel (10 mg/kg) kezelt csoportban (A). A grafikonok a GAPDH-

ra normalizált expressziós változás értékeit mutatják átlag ± SEM-ként (N = 3 független kísérlet, kísérletenként 3 

biológiai replikátummal). Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. * P≤0,05, ** P≤0,01, 

*** P≤0,001 és **** P≤0,0001 a „kontroll oldal, vivőanyag”-hoz képest; # P≤0,05 és #### P≤0,0001 az 

„injektált oldal, vivőanyag”-hoz képest. Western blot eredményeink igazolják az aktív IL-1β markáns 

expresszióját és az MCC950 kezelésre adott aktív IL-1β szintcsökkenést az injektált oldalon (B). Az aktív IL-1β 

szintjét a β-aktin expressziós szintjéhez normalizáltuk (C). Az értékeket átlag ± SEM-ként ábrázoltuk (N = 3 

független kísérlet). Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P≤0,01 a „kontroll oldal, 

vivőanyag”-hoz képest; ## P≤0,01 az „injektált oldal, vivőanyag”-hoz képest. 

Ezután megvizsgáltuk, hogyan befolyásolja az MCC950 inflammaszóma gátló hatása 

az IL-1β expresszióját az asztrocitákban. Az immunfluoreszcens jelölés az IL-1β nagyfokú 

asztrogliális expresszióját mutatta a tumorral oltott állatok agyában, míg a kontroll csoportban 

nem volt kimutatható IL-1β. Ezenkívül az NLRP3 gátlása protektívnek bizonyult a 

peritumorális asztrociták IL-1β upregulációjával szemben, amelyet az IL-1β+/GFAP+ pixelek 

százalékos arányának mintegy 75%-os csökkenése szemléltetett (16. ábra, A és B panel). 
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16. ábra: Az NLRP3 gátlás védőhatása az IL-1β upregulációjával szemben egér emlőkarcinóma agyi 

metasztázisaiban. Reprezentatív immunfluoreszcens mikroszkópos felvételek az IL-1β és a GFAP expresszióját 

mutatják 4T1-tdT sejtekkel vagy Krebs-Ringer oldattal (kontroll) oltott, és vivőanyaggal (DMSO PBS-ben) vagy 

MCC950-nel (10 mg/kg) kezelt egerek agyában, 7 nappal a tumorsejtek beadása után (A). Skála: 20 µm. Az 

egyes csoportoknál a kolokalizáló GFAP- és IL-1β-pozitív pixelek mennyiségi elemzésével kapott százalékos 

értékeket átlag ± SEM-ként ábrázoltuk (B). N = 3 független kísérlet, n = 5 metszet/állat, 8 ROI/metszet. 

Statisztikai próba: ANOVA és Fisher-féle LSD post-hoc teszt. *** P≤0,01 a „kontroll, vivőanyag”-hoz képest; 

## P≤0,01 a „tumor-injektált, vivőanyag”-hoz képest. ROI = (region of interest) vizsgálati terület. 

In vivo vizsgálataink másodsorban arra irányultak, hogy felmérjük, milyen hatással 

van az NLRP3 inflammaszóma gátlása a tripla negatív emlőkarcinóma áttétképzése során 

fellépő reaktív asztro- és mikrogliózisra. Az IL-1β expresszió csökkentése mellett az 

MCC950 ugyan képes volt az asztrocita reaktivitást mérsékelni, de ez a változás nem volt 

szignifikáns (17. ábra, A panel). A tumorsejtek beadását követő 7. napon kiterjedt 

peritumorális mikrogliózist is megfigyeltünk. Az asztrogliózisra kifejtett hatásával ellentétben 
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az MCC950 kezelés a mikrogliózisban már szignifikáns mértékű csökkenést okozott a 4T1-

tdT tumort hordozó egerek agyában (17. ábra, B panel). Ennek számszerűsítése során az 

Iba1-immunpozitív pixelek mennyiségi változása jól tükrözte az MCC950 mikrogliózisra 

gyakorolt hatását, 7,35%-ról 5,69%-ra csökkent (17. ábra, C panel). 

 

17. ábra: Az NLRP3 gátlás hatása az agyi áttétképződéssel összefüggő gliózis mértékére. A reaktív 

asztrogliózis fokmérőjeként meghatároztuk a GFAP-pozitív pixelek százalékos arányát az összes pixelhez képest 

a 4T1-tdT sejtekkel vagy Krebs-Ringer oldattal (kontroll) oltott, és vivőanyaggal (DMSO PBS-ben) vagy 

MCC950-nel (10 mg/kg) kezelt egerek agyában, 7 nappal a tumorsejtek beadását követően (A). Az értékeket 

átlag ± SEM-ként ábrázoltuk (N = 3 független kísérlet, n = 8 metszet/állat). Statisztikai próba: ANOVA és 

Fisher-féle LSD post-hoc teszt. ** P≤0,01 a „kontroll oldal, vivőanyag”-hoz képest. Az immunfluoreszcens 

mikroszkópos felvételek szembetűnő különbséget mutatnak a tumor hatására megemelkedett Iba1 expresszió és 

annak MCC950 kezelésre bekövetkező csökkenése között egér tripla negatív emlőkarcinóma agyi 

metasztázisaiban 7 nappal a tumorsejtek oltása után (B). Skála: 20 µm. Piros: 4T1-tdT, fehér: Iba1, kék: 

sejtmagok (Hoechst 33342). Az MCC950 hatása szignifikánsnak bizonyult, amit az összes pixelhez normalizált 

Iba1-pozitív pixelek száma mutat a tumor-injektált, MCC950-kezelt csoportban a tumor-injektált, vivőanyag-

kezelt csoporthoz képest (C). A százalékos értékeket átlag ± SEM-ként tüntettük fel (N = 3 független kísérlet, n 

= 6 metszet/állat, 8 ROI/6 metszet). Statisztikai próba: párosítatlan Student-féle t-próba. ** P≤0,01. ROI = 

(region of interest) vizsgálati terület. 
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Végezetül kíváncsiak voltunk arra, hogy az NLRP3 inflammaszóma aktivációjának 

gátlása milyen hatást képes kifejteni a tumoros léziók méretére az agyban. Az MCC950 

szisztémás alkalmazása a mellráksejtekkel oltott egerekben jelentősen visszaszorította a 

tumorok perivaszkuláris növekedését. A tdT-pozitív pixelek száma, vagyis a tumorral fedett 

terület több, mint 50%-kal csökkent az MCC950-nel kezelt egerek agyában a vivőanyaggal 

kezelt csoporthoz képest (18. ábra, A és B panel). 

 

18. ábra: Az MCC950 hatása az agyi metasztatikus tumorok növekedésére. Az MCC950 leglátványosabb 

hatása abban mutatkozott meg, hogy az agyi érhálózat (Venus-YFP jel – zöld) mentén fejlődő tumorok (tdT jel – 

piros) növekedését fékezésre bírta, amit jól szemléltetnek a reprezentatív konfokális mikroszkópos felvételek, 

összehasonlítva a 4T1-tdT tumorsejtekkel oltott és vivőanyaggal (DMSO PBS-ben) kezelt csoportot a MCC950-

nel (10 mg/kg) kezelt csoporttal, 7 nappal a tumorsejtek beadást követően (A). Skála: 20 µm. A tdT-pozitív 

pixelek a tumorral borított területek arányát mutatják az összes pixelhez képest (B). A százalékos értékeket átlag 

± SEM-ként ábrázoltuk (N = 3 független kísérlet, n = 5 metszet/állat, 16 ROI/5 metszet). Statisztikai próba: 

párosítatlan Student-féle t-próba. *** P≤0,001. ROI = (region of interest) vizsgálati terület. 

Eredményeink összességében tehát azt mutatják, hogy az NLRP3 inflammaszóma 

gátlásával nemcsak az inflammaszóma komponensek génexpresszióját lehet csökkenteni a 

peritumorális asztrocitákban, hanem az azokból felszabaduló aktív IL-1β szintjét is. Ezáltal 

pedig le lehet lassítani a metasztatikus emlődaganatok növekedését az agyban. 



61 
 

5. MEGBESZÉLÉS 

Az öregedésnek az egyik elválaszthatatlan velejárója a krónikus, alacsony szintű 

gyulladásos állapot, vagyis az inflammaging, amely számos öregedéssel járó betegség, köztük 

a neuroinflammatorikus betegségek vagy például bizonyos daganatos megbetegedések alapját 

is képezheti (Mészáros és mtsai, 2020). A gyulladás gyakran társul a metasztázisképzéshez 

(Karki és mtsai, 2019), jelen kutatásunk ezért célzottan arra irányult, hogy megértsük, a 

gyulladásos folyamatok milyen módon befolyásolják az agyi áttétképzést. 

Klasszikus értelemben a malignus daganatokra jellemző áttétképzés végső lépései 

között az érpályában keringő tumorsejteknek át kell hatolniuk a primer tumortól anatómiailag 

távol eső szervek érhálózatán (Rahrmann és mtsai, 2022). Ez az agy esetében a szervezet 

legszorosabb endoteliális barrierjét alkotó vér-agy gáton való átjutást jelenti. Az ezt követő 

lépésben a metasztatizáló sejteknek pedig túl kell élniük az agyi sejtek által létrehozott és 

fenntartott speciális környezetben (Wilhelm és mtsai, 2013). Az extravazált tumorsejtek 

miután áttörnek az asztrocita végtalpak által alkotott membrana limitans gliae perivascularis 

rétegen, proliferációjuk során az erek szoros közelségében maradnak és inkorporálják őket, 

miközben az erekről letaszítják az asztrocitákat, amelyek végtalpaikkal kívülről beborítják a 

fejlődő tumormasszát (Haskó és mtsai, 2019). Azonban az asztrocitákkal való kölcsönhatás 

nem szűnik meg. Épp ellenkezőleg, továbbra is döntő jelentőséggel bírnak a tumor sorsának 

meghatározásában. Mivel az asztrociták egyszerre lehetnek a tumorsejtek „őrzői vagy 

ellenségei”, a tumorsejteknek először le kell küzdeniük az asztrociták tumorellenes 

mechanizmusait ahhoz, hogy előnyükre tudják fordítani azok prometasztatikus tulajdonságait 

(Wilhelm és mtsai, 2018). Ennek érdekében az agyi metasztatikus tumorsejtek 

átprogramozzák az asztrocitákat, amelyek tartósan alacsony szintű gyulladásos környezetet 

hoznak létre, hasonlóan ahhoz, amely az inflammaginget is jellemzi, elősegítve ezzel a 

metasztázisképzést (W. Ma és mtsai, 2023). 

A gliasejtek közül a mikrogliát tekintik a központi idegrendszer fő immunsejtjeinek 

(Sochocka és mtsai, 2017), ugyanakkor az asztrociták, amelyek az agy egyik legnépesebb 

sejttípusát alkotják (von Bartheld és mtsai, 2016), szintén ellátnak széleskörű 

immunfunkciókat (Colombo és mtsai, 2016). A glia- és tumorsejtek között létrejövő komplex 

kölcsönhatásoknak számos típusa ismert, viszont az asztrociták szerepe az agyban kifejlődő 

metasztázisok gyulladásos környezetének kialakításában pontosan nem körvonalazott (Doron 

és mtsai, 2019). Ebben a folyamatban néhány tanulmány tanúsága szerint a citokineknek és 

kemokineknek fontos szerepet tulajdonítanak. Kutatási eredmények egy csoportja azt mutatja, 
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hogy in vitro körülmények között az asztrociták a tüdőkarcinóma sejtek hatására különféle 

gyulladásos citokineket (IL-6, tumor nekrózis faktor-alfa (TNF-α), IL-1β) termelnek, amelyek 

aztán a daganatsejtek proliferációját fokozzák (Seike és mtsai, 2011). In vivo is hasonló 

eredményre jutottak, az asztrocitákból felszabaduló citokinek, mint például az I-es típusú 

interferonok (interferon-alfa és -béta, IFN-α és IFN-β) vagy a TNF-α a tüdő- és 

emlőkarcinóma, illetve a melanóma áttétek növekedését és kemorezisztenciáját okozza az 

agyban (Q. Chen és mtsai, 2016; W. Ma és mtsai, 2023). Más vizsgálatok arról számolnak be, 

hogy az emlőkarcinóma sejtek és melanómasejtek által termelt enzimek (pl. ciklooxigenáz-2, 

COX-2) és citokinek (pl. IL-1β) további citokinek (pl. IL-23; hepatocita növekedési faktor, 

HGF) és kemokinek (pl. CCL2, 5, 7, 8, CXCL1 és 5) expresszióját emelik meg az 

asztrocitákban. Ennek következtében pedig a tumorsejtek transzendoteliális migrációja, 

önmegújító képessége és perivaszkuláris növekedése fokozódik (Klein és mtsai, 2015; 

Motallebnejad és mtsai, 2022; K. Wu és mtsai, 2015; Xing és mtsai, 2016). Mindent 

összevetve, ezen megfigyelések alapján úgy tűnik, hogy a metasztatikus progresszióban 

szerepet játszó molekulák tumortípusonként eltérhetnek, azonban az asztrociták agyi áttétek 

jelenlétére adott gyulladásos válasza univerzális jelenség. A gyulladásos citokinek, jelesen az 

IL-1β és IL-18 termeléséért főként az inflammaszómák felelősek. Mindazonáltal a 

szerepükről szerzett ismereteink az agyi metasztázisok kialakulásában mindezidáig hiányosak 

voltak. 

Doktori értekezésemben részletezett kísérletsorozatunk fő célja az volt, hogy 

megvizsgáljuk, vajon az NLRP3 inflammaszóma szerepet játszik-e a tripla negatív 

emlőkarcinóma agyi metasztázisának patogenezisében. Ehhez a kutatócsoportunkban régóta 

alkalmazott in vivo agyi metasztázis modelleken, sejttenyészetes modelleken, valamint humán 

agyi metasztatikus szövetmintákon végzett különböző biokémiai, sejtbiológiai és képalkotó 

vizsgálatokkal kívántuk megérteni, az NLRP3 inflammaszóma miként járulhat hozzá a tripla 

negatív emlőkarcinóma áttétképzéséhez az agyban. 

Eredményeink elsőként szolgáltatnak információt arról, hogy az NLRP3 

inflammaszóma komponensek, vagyis az NLRP3 és ASC, valamint az IL-1β fehérje 

expressziója a peritumorális asztrocitákra lokalizálódik tripla negatív emlőkarcinóma agyi 

metasztázisának korai szakaszában. Megfigyeléseink új megvilágításba helyezik az 

asztrocitákat ebben a tekintetben, ugyanis korábbi tanulmányok más sejttípusok 

inflammaszóma-kapcsolt szerepéről tettek tanúbizonyságot a tumorok gyulladásos 

mikrokörnyezetének szabályozásában. Tüdő adenokarcinóma xenograft transzplantációs 

modellen végzett vizsgálatok során például azt találták, hogy az agyi metasztázisok 
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strómasejtjei közül a tumor-asszociált makrofágokban (TAM) következett be inflammaszóma 

priming, amely az Nlrp3 és az Il1b transzkriptumok upregulációjában mutatkozott meg 

(Schulz és mtsai, 2020). Egér és humán primer emlődaganatban az NLRP3 inflammaszóma 

aktivációját szintúgy a TAM-okban, valamint a tumor-asszociált fibroblasztokban figyelték 

meg, amelyek az immun- és endotélsejtek modulációján keresztül fokozták a tumor 

növekedését és metasztázisképzését (Ershaid és mtsai, 2019; Weichand és mtsai, 2017). A 

TAM-ok a csontvelő eredetű sejtek olyan heterogén csoportját alkotják, amelyek a 

rosszindulatú agytumorok kialakulása során az asztrocitákhoz hasonlóan eltérő fenotípusokkal 

és funkciókkal rendelkeznek, beleértve pro- és antiinflammatorikus szerepeiket is (Hourani és 

mtsai, 2021). Továbbá a központi idegrendszer primer és metasztatikus daganatai ellen 

szintén azonnali válaszreakciót produkálnak, azonban az egyes TAM altípusok a tumor 

típusától függően változó mértékben oszolhatnak meg a TAM-ok összpopulációján belül 

(Schulz és mtsai, 2021). A közöttük lévő heterogenitás valószínűleg magyarázhatja, hogy 

jelen munkánkban az NLRP3 inflammaszóma komponenseket miért nem tudtuk detektálni a 

peritumorális asztrocitákon kívül más strómasejtekben az általunk vizsgált időintervallumban. 

Azonban a kimutatható NLRP3 inflammaszóma expresszió hiánya a TAM-okban nem 

feltétlenül jelenti annak hiányát minden TAM altípusban, hanem inkább az egyes alcsoportok 

differenciált részvételére utalhat az agyi áttétek gyulladásos folyamatainak kezdeti 

időszakában. Ugyanakkor felmerül a lehetőség, hogy a tripla negatív emlőkarcinóma agyi 

metasztázisainak kialakulása során az NLRP3 inflammaszóma az asztrocitákhoz képest 

később aktiválódik a TAM-okban, vagy más inflammaszóma típusok töltenek be hasonló 

gyulladásos mediátor szerepet az ilyen tumorokban. Utóbbi esetre példa lehet az NLRC4 

inflammaszóma, amelynek aktivációját a primer emlőkarcinómák TAM-jaiban mutatták ki 

nemrég (Kolb és mtsai, 2016). Kísérleteink viszont az NLRC4 vagy más inflammaszóma 

típus vizsgálatára nem terjedtek ki. 

Számos adat utal arra, hogy az agyi metasztatikus mellráksejtek in vitro képesek IL-

1β-t szekretálni, amely aktiválja a Notch, az NF-κB és a transzformáló növekedési faktor-béta 

2 (TGF-β2) jelátviteli útvonalat az asztrocitákban (Gong és mtsai, 2019; Xing és mtsai, 2013; 

Xing és mtsai, 2016). Az emlőrák sejtekben bekövetkező inflammaszóma aktiváció pedig 

elősegíti invazivitásukat és áttétképződésüket (Y. Wang és mtsai, 2021). Érdekes módon 

azonban humán és egér agyszövet mintáinkban nem tudtunk kimutatni se NLRP3, se IL-1β 

expressziót az emlőkarcinóma sejtekben. Ennek egyik háttérmechanizmusa az lehet, hogy 

metasztázisképzés során az emlőkarcinóma sejtekben csökken a foszfatáz és tenzin homológ 

(phosphatase and tensin homolog, PTEN) nevű tumorszupresszor fehérje expressziója (L. 



64 
 

Zhang és mtsai, 2015), amelyről nemrég leírták, hogy az NLRP3-mal direkt kölcsönhatva 

lehetővé teszi az inflammaszóma aktivációt (Huang és mtsai, 2020). Ennek értelmében a 

downregulált PTEN csökkent vagy gátolt NLRP3 inflammaszóma aktivitást eredményezhet a 

tumorsejtekben, azonban ennek pontos feltérképezése további kutatások alapját képezi. 

Külön érdemes megjegyezni, hogy in vivo modellünkben az emlőkarcinóma sejtek 

extravazációját megelőzően az IL-1β expressziós szintje alig volt kimutatható a tumorsejttel 

oltott egerek neokortexében, míg azt követően a peritumorális asztrocitákban idő- és 

tumorméret-függő módon nőtt az expressziója. Egér és humán adataink jelentőségét növeli, 

hogy az IL-1β expresszióját mRNS vagy fehérje szinten korábban kizárólag in vitro igazolták 

tüdőkarcinóma sejtek által aktivált asztrocitákban (Seike és mtsai, 2011), és melanóma 

mikrometasztázisok meg nem határozott sejtjeiben (Schwartz és mtsai, 2016). A 

metasztázisokon kívül primer agydaganatokban ugyanakkor mind a strómasejtekben, mind a 

tumorsejtekben megfigyeltek inflammaszóma aktivitásra utaló jeleket. Magas grádusú 

gliómában például, amely a primer agydaganatok leggyakoribb formája, a tumor-asszociált 

mikrogliasejtekben írtak le IL-1β szekréciót, amely az NLRP1 inflammaszóma aktivációhoz 

volt köthető (H. Liu és mtsai, 2021). Ezen túlmenően klinikai vizsgálatok a glióma sejtek 

emelkedett NLRP12 és NLRC4 expressziójára világítottak rá, amely rossz klinikai 

prognózissal korrelált (Rolim és mtsai, 2022). 

Vizsgálataink során nemcsak az inflammaszóma komponensek (NLRP3, CASP1, 

IL1B) transzkripcionális fokozódását mutattuk ki az asztrocitákban a tripla negatív 

emlőkarcinóma sejtek által felszabadított faktorok hatására, hanem megfigyeltük az NLRP3 

inflammaszóma aktivációt potenciálisan jelző, mikroszkopikus, szemcseszerű struktúrákat is 

az asztrociták sejtmagja körül, amelyek NLRP3 és ASC kettős immunreaktivitást mutattak. 

Eredményeink összehangban állnak azzal a megfigyeléssel, miszerint asztrocita tenyészetben 

ki tudnak alakulni ilyen ASC szemcsék perinukleárisan NLRP3 inflammaszóma aktivátorok 

hatására (Zhu és mtsai, 2018). 

Jelen tanulmányunkban a tripla negatív emlőkarcinóma sejtekből származó DAMP-

okat, amelyek az asztrociták NLRP3 inflammaszóma aktivációját ki tudják váltani, nem 

sikerült azonosítani, azonban több potenciális veszély molekula is felelős lehet ezért a 

jelenségért. Egyre több kísérletes bizonyíték utal arra, hogy a daganat citokin miliőjének 

kialakításához a tumorsejtek különböző DAMP-ok közvetítésével járulnak hozzá. Ilyen 

molekula lehet a TGFβ1, amelyről kimutatták, hogy a metasztatikus mellráksejtekből 

felszabadulva indukálja a mieloid sejtek IL-1β expresszióját (T. C. Wu és mtsai, 2018), vagy 

autokrin módon a máj Ito-féle csillagsejtjeiben az NLRP3 inflammaszóma aktiváció mindkét 
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lépését (Kang és mtsai, 2022). Megfigyelték, hogy a karcinogenezisben fontos szerepet játszó 

úgynevezett Wingless-related integration site (Wnt) ligandok a TAM-ok IL-1β termelését 

serkentik premetasztatikus állapotú primer emlődaganatban (Wellenstein és mtsai, 2019). A 

Wnt ligandok, például a Wnt1 és 7A valószínűleg TLR-ok aktivációján keresztül vezetnek az 

IL-1β inflammaszóma-kapcsolt felszabadulásához (Martin-Medina és mtsai, 2022). Újabb 

kutatások azt feltételezik, hogy a mellráksejtek által felszabadított szolubilis differenciációs 

klaszter 44 (cluster of differentiation 44, CD44), amely több tumornövekedésben és 

metasztázisképzésben részt vevő receptor (epidermális növekedés faktor receptor, EGFR; 

HGF receptor, TGFβ receptorok, TLR4) koreceptora, makrofágokban inflammaszóma 

aktivációt eredményez (Jang és mtsai, 2020). A tumorsejtek pusztulásával az extracelluláris 

térbe többféle DAMP-ként viselkedő molekula (pl. HMGB1, ATP) kikerülhet. A kemoterápia 

mellékhatásaként felszabaduló ATP például a dendritikus sejtek P2X7 purinerg receptorain 

keresztül aktiválja az NLRP3 inflammaszómát (Ghiringhelli és mtsai, 2009). A lehetséges 

DAMP-ok sorában egy érdekes közvetlenebb példa lehet a citoszolikus duplaszálú DNS, 

amely a ciklikus guanozin-monofoszfát-adenozin-monofoszfát (cGAMP) szintáz (cyclic 

guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase, cGAS) – interferon gén 

stimulátor (stimulator of interferon genes, STING) jelátviteli útvonalat serkenti. Az 

emlőkarcinóma sejtek és asztrociták közötti konnexin 43 (connexin 43, Cx43)-alapú 

réskapcsolatokon átadott cGAMP másodlagos hírvivő molekula proinflammatorikus 

programot indít be az asztrocitákban (Q. Chen és mtsai, 2016). Ismert tény, hogy az IFN-α és 

TNF-α expresszió szabályozásától független módon a STING lizoszóma-károsodáson és 

kálium effluxon keresztül aktiválhatja az NLRP3 inflammaszómát bakteriális és virális 

fertőzések során (Gaidt és mtsai, 2017). Így felmerül annak a lehetősége, hogy hasonló 

mechanizmussal az emlőkarcinóma sejtek is képesek aktiválni az NLRP3 inflammaszómát az 

asztrocitákban, és ezáltal IL-1β felszabadulást kiváltani belőlük. 

Szakirodalmi adatok alapján ismeretes, hogy az IL-1β egy pleiotróp hatással bíró 

citokin, amely szabályozza a tumorsejtek proliferációját, migrációját, a tumorba szivárgó 

immunsejtek által koordinált immunválaszokat, a tumor angiogenezist (Rébé és mtsai, 2020). 

Ezek alapján feltételeztük, hogy az asztrociták által NLRP3 inflammaszóma-függő módon 

szekretált IL-1β a tripla negatív emlőkarcinóma agyi áttétjeinek növekedéséhez a tumorsejtek 

proliferációjának serkentésével járul hozzá. Valóban, in vitro vizsgálatainkkal igazoltuk, hogy 

az asztrociták által felszabadított IL-1β növeli az emlőráksejtek proliferációját, míg az NLRP3 

inflammaszóma aktiváció farmakológiai gátlása vagy a szekretált IL-1β neutralizálása 

megakadályozta a tripla negatív emlőkarcinóma sejtek fokozott proliferációját mind az egér, 
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mind a humán sejttenyészetes modellünkben. Az asztrociták és a tumorsejtek közötti 

kétirányú kommunikáció másik bizonyítéka, hogy egér sejttenyészetes modellünkben azoknak 

az asztrocitáknak a szekretómja, amelyek az emlőráksejtek által felszabadított szolubilis 

faktorokkal korábban találkoztak, a tumorsejtek intenzívebb proliferációját okozta, mint azoké 

az asztrocitáké, amelyek az emlőkarcinóma sejtekkel semmilyen kölcsönhatásba nem 

kerültek. 

Bár az IL-1β az inflammaszóma-független módon is szekretálódhat (Netea és mtsai, 

2015), eredményeink alapján az NLRP3 inflammaszóma gátlása MCC950-nel és az IL-1β-

semlegesítése specifikus antitestekkel hasonló hatást váltott ki, amely az inflammaszómák IL-

1β felszabadításában betöltött szerepére utal. Mivel az MCC950, amely egy specifikus 

NLRP3 inflammaszóma gátlószer, az asztrociták által fokozott tumorsejt proliferációt a 

kontroll szintre csökkentette, más inflammaszóma típusok szerepe kizárható. 

Megfigyeltük, hogy az MCC950 kezelés csökkentette a tumor indukálta NLRP3 

inflammaszóma primingot és aktivációt is in vivo agyi metasztázis modellünkben. Továbbá 

csökkentette a tumor jelenlétére adott asztrogliózist és mikrogliózist, azonban az utóbbira 

kifejtett hatás markánsabbnak bizonyult. Ennek hátterében az állhat, hogy az asztrocitákban 

kiváltott NLRP3 inflammaszóma aktiváció gátlása nemcsak a tumorsejtek proliferációjára van 

közvetlen hatással, hanem a mikroglia aktivációjára is. Modellünkben az IL-1β 

feltételezhetően nem az IL-1R szignalizáción keresztül szabályozza a mikroglia reaktivitást. 

Ezt alátámasztandó a mikrogliasejtek nem expresszálják az IL-1β fő receptoraként működő 

IL-1R1-et (X. Liu és mtsai, 2019). Továbbá az IL-1β nem képes sem a receptorhoz köthető 

intracelluláris szignalizációs útvonalakat (mitogén-aktivált protein kináz (MAPK), NF-κB) 

aktiválni, sem különféle gyulladásos mediátorok (prosztaglandin E2 (PGE2), IL-6) 

felszabadulását indukálni a mikrogliában (Pinteaux és mtsai, 2002). Habár ugyanebben a 

tanulmányban kimutatták az IL-1R2 expresszióját mikrogliában, amelyhez szintén tud 

kötődni az IL-1β, viszont az IL-1R2 mint csali receptor nem rendelkezik funkcióképes 

szignalizációs doménnel, hanem az IL-1 szignalizáció negatív regulátoraként mérsékelheti 

vagy gátolhatja az IL-1β gyulladásfokozó hatását (Supino és mtsai, 2022). Ez esetben viszont 

az MCC950 gátló hatása nem magyarázná a mikrogliózis mértékének direkt csökkentését. Az 

asztrocitákról viszont kimutatták, hogy közvetve modulálják a mikrogliasejtek 

emlőkarcinóma és melanóma metasztázisok helyszínére való toborzását. Az asztrociták 

exoszómákba csomagolt mikroRNS-eken keresztül gátolják a tumorsejtek PTEN 

expresszióját, aminek következtében azok CCL2-t bocsátanak ki. A CCL2 kemoattraktáns 
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tulajdonságainak köszönhetően a mikrogliasejteket a tumorhoz vonzza, amelyek fokozzák a 

mellráksejtek proliferációját és gátolják azok apoptózisát (L. Zhang és mtsai, 2015). 

Eredményeink közül a legjelentősebb, hogy az MCC950 alkalmazásával hatásosan 

tudtuk gátolni a tripla negatív emlőkarcinóma metasztázisainak növekedését az egerek 

agyában. Ezáltal az NLRP3 inflammaszóma és annak aktivitása során keletkező IL-1β 

tumorsejt proliferáció fokozó szerepük miatt lehetséges célpontként szolgálhatnak az agyi 

metasztázisok elleni terápiák kidolgozása során. Mivel az NLRP3 inflammaszóma 

aktivációját számos gyulladással járó betegséggel összefüggésbe hozták, ezért az NLRP3 

inflammaszómát gátló gyógyszerjelöltek fejlesztésére irányult a fókusz, és ezen jelöltek közül 

több eljutott a klinikai tesztekig (Q. L. Chen és mtsai, 2021). Az ilyen inhibitorok alkalmazása 

új és ígéretes lehetőséget kínál nemcsak a központi idegrendszert érintő vagy szisztémás 

gyulladásos állapotok, hanem a különböző daganatok kezelésében is (Xu és mtsai, 2019). Az 

MCC950 volt az első diaril-szulfonilurea típusú kismolekula, amelyről kísérletesen 

bizonyították, hogy már nanomoláris koncentrációban hatásosan és szelektíven gátolja az 

NLRP3 inflammaszóma oligomerizációját és aktivációját (Coll és mtsai, 2015), annak ATP-

kötő motívumához kapcsolódva (Coll és mtsai, 2019). Nagy dózisú adagolásából eredő 

májkárosodási kockázat miatt viszont sajnos meghiúsult, hogy a fázis II. klinikai 

vizsgálatokig eljusson (Mullard, 2019), amelynek hátterében a célmolekulán kívüli (off-

target) hatás állhat. Egy friss kutatásban a sav-bázis egyensúly szabályozásában szerepet 

játszó szénsav-anhidráz (carbonic anhydrase, CA) 2-t azonosították, mint off-targetet, amelyet 

az MCC950 magas mikromoláris koncentrációban, nemkompetitív módon gátol (Kennedy és 

mtsai, 2021). Ez a megfigyelés viszont ellentmondásban van egy korábbi farmakológiai 

analízissel, miszerint a diaril-szulfonilurea vegyületek, amilyen az MCC950 is, nem 

befolyásolják a CA2 aktivitását (Laliberte és mtsai, 2003). Egy másik, újonnan megjelent 

tanulmány szerint a CA2 gén expressziója alacsony a tripla negatív emlőrákban (Lee és mtsai, 

2023), viszont asztrociták bizonyos hányadában kifejeződik (Agnati és mtsai, 1995), amelyet 

a legújabb transzkriptomikai adatbázisok 

(http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html, https://knowledge.brain-

map.org/abcatlas) is megerősítenek (Vanlandewijck és mtsai, 2018; Yao és mtsai, 2023). 

Iszkémiás stroke modellben a diklórfenamid, amely egy általánosan használt CA inhibitor, 

csökkentette az iszkémiás-reperfúziós károsodásra megemelkedett IL-1β szintjét egéragyban 

(Kumar és mtsai, 2023), így elképzelhető, hogy az MCC950 a CA2 gátlásán keresztül indirekt 

szabályozhatja az inflammaszómák aktivitását. Ennek a mechanizmusnak a feltárása jövőbeli 

kutatások tárgyát képezheti. Mindent összevetve, habár vizsgálataink nem terjedtek ki a 

http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html
https://knowledge.brain-map.org/abcatlas
https://knowledge.brain-map.org/abcatlas
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szénsav-anhidrázok tumornövekedésben játszott esetleges szerepének meghatározására, az 

MCC950 fő támadáspontja a rá jellemző hatáserősség és specificitás alapján (Vande Walle és 

mtsai, 2019), valamint mások és saját eredményeink tükrében az NLRP3 inflammaszóma. Ezt 

a megállapítást alátámasztja, hogy in vitro modellünkben az asztrocita-eredetű IL-1β által 

kiváltott, fokozott tumorsejt proliferációt az MCC950 a kontroll szintre csökkentette, így az 

inhibitor más molekuláris célpontokra kifejtett hatása másodlagos lehet. 

Különböző gyulladásos modellekben az MCC950-nek továbbra is bizonyított a 

protektív hatása és elfogadott az alkalmazhatósága (Molnár és mtsai, 2022; Naeem és mtsai, 

2024). Ezt bizonyítandó az MCC950-et több mint 50 betegség 80 állatmodelljében tesztelték 

ezidáig (Cross, 2020). Továbbá óriási előnyt jelent, hogy maga az MCC950 és a rokon 

szerkezetű kismolekulák átjutnak a vér–agy gáton (Dempsey és mtsai, 2017), sőt annak 

integritását is képesek javítani (Ward és mtsai, 2019). Ez a tulajdonság azért kiemelt 

fontosságú, ugyanis a vér-agy gát relatív impermeabilitása miatt sok esetben a gyógyszer 

hatóanyagok nem érik el a terápiás koncentrációt a központi idegrendszerben (Krizbai és 

mtsai, 2016). Az agyi metasztázisok a legagresszívebb és legnehezebben kezelhető daganatok 

közé tartoznak, ezért az inflammaszómák direkt gátlása a peritumorális asztrocitákban vagy 

az IL-1β blokkolása az agyi áttétes daganatok kezelésének fontos elemei lehetnek a jövőben 

(19. ábra). 

 

19. ábra: A peritumorális asztrociták hatása a metasztatikus tripla negatív emlőkarcinóma sejtek 

proliferációjára. Az NLRP3 inflammaszóma a metasztatikus tumorsejtekből származó DAMP-ok hatására 

aktiválódik az asztrocitákban, amelynek következtében IL-1β szabadul fel belőlük. Az IL-1β fokozza a 

tumorsejtek proliferációját. Az NLRP3 inflammaszóma MCC950-nel való gátlásával vagy az IL-1β specifikus 

neutralizáló antitesttel való blokkolásával az emlőkarcinóma sejtek proliferációja lefékezhető. 
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Az általunk alkalmazott kísérleti módszerek bizonyos korlátokat hordoznak. In vivo 

agyi metasztázis modellünkben maga a tumorsejt bejuttatási mód nem tükrözi teljes 

mértékben a metasztatikus kaszkádot, mivel nincs jelen a primer tumor és nem foglalja 

magába a tumorsejtek invázióját és az azt követő intravazációt. Azonban az agyi metasztázis 

modellek egyik leggyakrabban alkalmazott típusa az intrakarotikus oltás (Knier és mtsai, 

2022), amely nagyobb reprodukálhatósági és alacsonyabb variabilitási rátával jellemezhető a 

többi módszerhez képest (C. Zhang és mtsai, 2017). Mindazonáltal a jövőben érdekes lenne 

azt megvizsgálni, hogy a premetasztatikus állapot befolyásolhatja-e az inflammaszóma 

aktivációt a tumor mikrokörnyezetben a daganatos sejtek extravazációját követően. 

Fontos megjegyezni, hogy az MCC950 emberi vizsgálatokban hepatotoxicitás jeleit 

mutatta, ami miatt nem fog klinikai használatba kerülni, azonban biztató irányt mutat az 

MCC950 analógok és a szerkezetileg nem rokon vegyületek tervezése és tesztelése (El-

Sharkawy és mtsai, 2020), hogy olyan inflammaszóma gátló alapú gyógyszereket találjanak, 

amelyek hatásosak, szelektívek, biztonságosak és az agyi áttétek hozzáférhetősége végett 

átjutnak a vér-agy gáton és a vér-tumor gáton. 

Továbbá a kísérleteinkhez használt egér tripla negatív emlőkarcinóma sejtvonal (4T1-

tdT) és az MDA-ból származó humán sejtvonalak (MDA-TGL és MDA-BrM2) ugyan nem 

rendelkeznek a betegekből származó xenograftok heterogenitásával, mindazonáltal ezek a 

sejtvonalak nagyon jól karakterizált agyi metasztatikus sejteknek tekinthetők (Bos és mtsai, 

2009; Sereno és mtsai, 2020). A xenograft modellek alkalmazásának követelménye, hogy a 

graft-versus-host (nem-rokon donortól származó sejt vagy szövetdarab beültetése okozta) 

reakciók elkerülése végett immunhiányos állatokat kell használni. Ennek nagy hátránya, hogy 

korlátozza az immunrendszer hatásának az értékelését (Y. Liu és mtsai, 2023). Másik 

lehetőség a humanizált állatokat használata, viszont ezek immundefektusokat hordozhatnak 

(Fujiwara, 2018). 
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 

Az öregedés az ember esetében egy elkerülhetetlen, törvényszerűen progresszív, 

természetes biológiai folyamat, amelyet többek között a fiziológiai funkciók hanyatlása 

jellemez. Egyik fontos pillére az inflammaging, egy krónikus, alacsony szintű gyulladással 

járó adaptív folyamat, amelynek lehetnek előnyös vagy káros következményei. Attól függően, 

hogy az immunválaszokat milyen tényezők kombinációja formálja, ezek összessége vezethet 

egészséges, hosszú élettartamhoz vagy patológiás öregedéshez és az azzal járó betegségekhez. 

A legtöbb központi idegrendszeri betegségnek, így például a stroke-nak és a neurodegeneratív 

megbetegedéseknek egyik fő kísérő jelensége a krónikus gyulladás. A neurovaszkuláris 

inflammagingről szóló átfogó tanulmányunk az öregedésben és az előbb említett öregedéssel 

járó betegségekben lejátszódó gyulladásos folyamatokba nyújt betekintést.  

Közleményünkben különös hangsúlyt fektettünk az NVE sejtjeinek gyulladásban betöltött 

szerepére az egészséges és patológiás öregedés során. Az inflammaging számos strukturális és 

funkcionális következménnyel jár a vaszkuláris, glia- és idegsejtekre nézve. Az ezen és más 

sejtek hálózata által szabályozott pro- és antiinflammatorikus mechanizmusok közötti 

egyensúly felborulásával az öregedés folyamata felgyorsulhat és az öregedéssel járó 

betegségek súlyosbodhatnak. 

A gyulladás a tumorgenezishez is erősen hozzájárul. Az agyban kifejlődő másodlagos 

daganatoknak, köztük a tripla negatív emlőkarcinóma eredetű áttéteknek a prognózisa 

kiemelkedően rossz, ezért ennek javítása érdekében elengedhetetlen azoknak a folyamatoknak 

a megértése, amelyek a hematogén úton érkező tumorsejtek és az NVE sejtjei között jönnek 

létre. Az agyi metasztázisok kezelésének legkézenfekvőbb célpontjai a tumorsejtek. A velük 

létesített reciprok kapcsolatok révén az NVE elemei azonban a transzlációs kutatások 

szempontjából szintén fokozott figyelmet érdemelnek. Csoportunk és más kutatócsoportok 

korábbi tanulmányaiból kiderült, hogy az NVE egyes sejttípusai közül az endotélsejtek, habár 

szoros barriert képeznek a tumorsejtekkel szemben, aktívan segíthetik az extravazációjukat és 

kemoprotekciót biztosítanak számukra, a periciták képesek fokozni az adhéziójukat és 

proliferációjukat, az asztrociták pedig kettős szerepet töltenek be a metasztázisok 

kialakulásában, képesek gátolni, valamint támogatni is a tumorsejteket. 

Az inflammaszómák olyan intracelluláris multiprotein komplexek, amelyek az életkor 

előrehaladtával is feldúsuló DAMP-ok érzékelése révén az IL-1β és IL-18 gyulladásos 

citokinek érett formájának szintéziséért felelősek. Saját és mások eredményei alapján az 
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inflammaszómák egyik legismertebb tagjának, az NLRP3 inflammaszómának az aktivációját 

kóros körülmények között az NVE szinte mindegyik sejttípusában kimutatták már. A primer 

és extracerebrális szekunder tumorok esetén az inflammaszómák gyulladásos reakciókban 

betöltött szerepéről szerzett ismereteink viszonylag részletesek, azonban az agyi 

metasztázisokban az inflammaszómák szerepe megválaszolatlan kérdés. 

Kísérleteinkhez az NLRP3 inflammaszóma szerepének vizsgálatára in vivo agyi 

metasztázis modelleket és sejttenyészetes modelleket alkalmaztunk, valamint humán 

agyszövet mintákat használtunk fel. Vizsgálatainkkal megállapítottuk, hogy az NLRP3 

inflammaszóma komponensek közül az NLRP3 és ASC, valamint az IL-1β nagymértékben és 

specifikusan a peritumorális asztrocitákban expresszálódik. Ezeknek a fehérjéknek az 

expressziója nem volt kimutatható sem a tumorsejtekben, sem más strómasejtekben, sem a 

tumortól távoli asztrocitákban, mint ahogy a kontroll, egészséges agyminták asztrocitáiban 

sem. Immunhisztokémiai vizsgálataink során továbbá az IL-1β idő- és tumorméretfüggő 

expresszió változását tapasztaltuk. Egyrészt az áttétképzés időbeli lefolyásával párhuzamosan 

nőtt az IL-1β expresszió a tumor körüli asztrocitákban, másrészt minél nagyobb volt a tumor, 

annál markánsabb volt a peritumorális IL-1β expresszió. A tumor indukálta inflammaszóma 

aktiváció mechanizmusának feltárása végett a továbbiakban in vitro emlőkarcinóma és 

asztrocita sejttenyészeteken tápfolyadékot kondicionáltunk, majd a két sejttípus közötti 

kommunikáció hatását vizsgáltuk az NLRP3 inflammaszóma primingra, aktivációra, valamint 

a tumorsejtek inflammaszóma-függő proliferációjára. Kísérleteink igazolták, hogy a tripla 

negatív emlőráksejtekből származó szolubilis faktorok az NLRP3 és az IL-1β upregulációját 

és aktivációját indukálják az asztrocitákban, míg az asztrocitákból származó mediátorok 

fokozzák a metasztatikus tumorsejtek proliferációját. Eredményeink összhangban vannak a 

szakirodalmi adatokkal, miszerint a gyulladásos citokinek meghatározó szerepet játszanak a 

metasztázisképzés több lépésében, köztük a tumornövekedésben. Ugyanakkor eredményeink 

elsőként szolgáltatnak bizonyítékot arról, hogy a tripla negatív emlőkarcinóma agyi 

metasztázisaiban az NLRP3 inflammaszóma primingja és aktivációja a peritumorális 

asztrocitákban következik be, aminek következtében felszabaduló IL-1β pedig elősegíti a 

metasztatikus sejtek proliferációját. A karcinómasejtek asztrociták általi fokozott 

proliferációját kétféleképpen akadályoztuk meg. Egyrészt az NLRP3 inflammaszóma 

aktiváció gátlásával, amely az MCC950 inhibitorral történt, másrészt az IL-1β szignalizáció 

blokkolásával, amelyhez specifikus IL-1β neutralizáló antitestet használtunk. Előbbi 

megközelítést nemcsak az in vitro sejtproliferációs esszékben, hanem in vivo metasztázis 

modelljeinkben is alkalmaztuk az MCC950 vér-agy gáton való átjutása miatt. Eredményeink 
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alapján az inflammaszóma inhibitor csökkentette az IL-1β expresszióját a peritumorális 

asztrocitákban, valamint az inflammaszóma komponensek és az aktív IL-1β szintjét is. 

Terápiás szempontból – legalábbis alapmechanizmusát tekintve – legszámottevőbb 

eredményünk, hogy az MCC950-nel kezelt egerek agyában jelentősen csökkenteni tudtuk az 

áttétes daganatok növekedését. Összességében tehát az asztrociták a tripla negatív 

emlőkarcinóma sejtek jelenlétére NLRP3 inflammaszóma aktivációval és IL-1β szekrécióval 

reagálnak. Ez lehet az egyik mechanizmus, amelyen keresztül hozzájárulnak a tripla negatív 

emlőkarcinóma progressziójához az agyban. Eredményeink alapján levonható az a 

következtetés, miszerint az inflammaszómák farmakológiai célzása új stratégiát jelenthet az 

agyi áttétek kezelésében. 
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9. SUMMARY 

Human aging is an inevitable, progressive, natural biological process characterized by, 

among others, a deterioration in physiological functions. One of its important pillars is 

inflammaging, a chronic adaptive process with low-grade inflammation, which can have 

beneficial or harmful consequences. Depending on the combination of multiple factors that 

shape the immune responses, healthy aging and longevity or pathological aging and age-

related diseases can represent individual life trajectories. The majority of CNS diseases, 

including stroke and neurodegenerative diseases, are associated with chronic inflammation. 

Our review on neurovascular inflammaging provides insight into the inflammatory processes 

involved in aging and age-related diseases such as the ones mentioned before. We put special 

emphasis on the role of cells of the neurovascular unit (NVU) in inflammation in healthy and 

pathological aging. Inflammaging poses a number of structural and functional consequences 

to vascular, glial and neuronal cells. With the imbalance between pro- and anti-inflammatory 

mechanisms governed by the network of these and other cells, the aging process may be 

accelerated and exacerbation of age-related diseases may occur. 

Inflammation is a major contributor to tumorigenesis as well. Secondary brain tumors, 

such as triple-negative breast cancer metastases, have extremely poor prognosis. Therefore, 

understanding of the processes that occur between tumor cells arriving via the circulation and 

the NVU cells is fundamental to improve prognosis in patients with such malignancies. 

Tumor cells are the most obvious targets for the treatment of brain metastases. However, 

through their reciprocal interactions with the metastatic cells, elements of the NVU also 

deserve increased attention for translational research. Previous studies by our group and other 

research groups have shown that among the different cell types of the NVU, endothelial cells, 

although forming a robust physical barrier to invading cells, can actively promote tumor cell 

extravasation and provide chemoprotection to them, pericytes enhance their adhesion and 

proliferation, and astrocytes play a dual role in metastasis, inhibiting and supporting tumor 

cells. 

Inflammasomes are intracellular multiprotein complexes that induce production of the 

proinflammatory cytokines IL-1β and IL-18 in response to DAMPs, which also accumulate 

with age. Based on our own and others’ results, activation of NLRP3 inflammasome, one of 

the best known member of inflammasomes, has been demonstrated in almost all cell types of 

the NVU under pathological conditions. Our knowledge of the role of inflammasomes in 
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inflammatory responses in primary and extracerebral secondary tumors is rather granular, but 

their role in brain metastases remains to be unanswered. 

By using in vivo and in vitro models, as well as human samples to study the role of the 

NLRP3 inflammasome in triple-negative breast cancer brain metastases, we found NLRP3 

inflammasome components, namely NLRP3 and ASC, and IL-1β to be highly and specifically 

expressed in peritumoral astrocytes. Expression of these proteins was not detected in tumor 

cells, in stromal cells other than astrocytes or in astrocytes distant from the metastatic lesions, 

nor in astrocytes in control, healthy brain samples. Furthermore, our immunohistochemical 

studies showed time- and tumor size-dependent changes in IL-1β expression. On the one 

hand, IL-1β was upregulated in peritumoral astrocytes gradually with time, and on the other 

hand, the expression level of IL-1β was more pronounced in large metastases than in small 

lesions or tumor-free areas. In order to elucidate the mechanism of tumor-induced 

inflammasome activation, we used conditioned media and investigated their effects on 

astrocytes and, in turn, on breast cancer cells. Specifically, the effect of this mode of 

communication on NLRP3 inflammasome priming, activation and inflammasome-dependent 

proliferation of tumor cells was examined. Soluble factors from triple-negative breast cancer 

cells induced upregulation and activation of NLRP3 and IL-1β in astrocytes, while astrocyte-

derived mediators augmented the proliferation of metastatic cells. Our results are in line with 

previous studies demonstrating that inflammatory cytokines play a crucial role in several steps 

of metastasis, including tumor growth. However, our results are the first to provide evidence 

that NLRP3 inflammasome priming and activation occurs in peritumoral astrocytes in breast 

cancer brain metastases, resulting in IL-1β release that fosters tumor cell proliferation. 

Astrocyte-induced increased proliferation of carcinoma cells was prevented in two alternative 

ways, either by inhibiting NLRP3 inflammasome activation using the inhibitor MCC950 or 

by dampening the downstream effect of IL-1β using a specific IL-1β neutralizing antibody. 

The former approach was used not only in our in vitro cell proliferation assays but also in our 

in vivo metastasis models due to the ability of MCC950 to cross the blood-brain barrier. Our 

results clearly show that MCC950 reduced the IL-1β expression in peritumoral astrocytes, as 

well as the levels of inflammasome components and active IL-1β. From a therapeutic 

perspective, at least mechanistically, our most compelling finding is that we were able to 

significantly reduce the growth of brain metastatic tumors in mice treated with MCC950. 

Overall, astrocytes can activate NLRP3 inflammasome and subsequently release IL-1β in 

response to triple-negative breast cancer cells. This may be one of the mechanisms by which 

they contribute to progression of triple-negative breast cancer in the brain. Based on our 
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results, we conclude that pharmacological targeting of inflammasomes may become a new 

strategy in controlling brain metastatic diseases. 


