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1. BEVEZETES

1.1. A vér-agy gat, mint biolégiai gatrendszer

A vér-agy gat a szervezet létfontossagii védelmi rendszereinek egyike, mely specialis
szerkezetébdl adoddan elvalasztja egymastol a kozponti idegrendszert €s a keringést, azok
kozott dinamikus hatéarfeliiletet alkot (Abbott és mtsai, 2006). Elsddleges feladata az agy és a
vér kozott torténd anyagaramlés szabalyozasa, az agyszovet tdpanyagellatasanak biztositasa és
az alapvetd homeosztazis fenntartdsa. Az agyi mikroerek falat szorosan kapcsolddo
endotélsejtek épitik fel. Az endotélsejtek kdzos bazalis membranon osztoznak a pericitakkal,
ezeket pedig az agy feldli oldalon az asztrocita sejtek burkoljak be végtalpaikkal (1. dbra). A
vér-agy gat miikodését a perivaszkularis mikroglia sejtek, oligodendrocitak, illetve a neuronok
is befolyasoljak. Ezek a sejttipusok egymadassal egy nagyobb egységet alkotnak, amelyet

neurovaszkularis egységnek neveziink (1. dbra).
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1. abra. A neurovaszkularis egység €s a vér-agy gatat felépitd sejtek keresztmetszeti képe.

(Az &bra a biorender.com segitségével késziilt.)

Az agyi kapillarisok endotélsejtjeinek luminalis felszinét egy negativ toltésti réteg, az
ugynevezett glikokalix boritja (Johansson, 2001). Ez a réteg proteoglikanokbol, szulfatalt

mukopoliszacharidokbol, szulfatalt és szialinsavat tartalmazo glikoproteinekbdl, illetve



glikolipidekbdl all (Hervé és mtsai., 2008). Az endotélsejtek plazmamembranjaban talalhato
negativ toltési lipidek fejesoportjai szintén hozzajarulnak ehhez a védoréteghez, amely szerepet
jatszik a toltéssel rendelkezd gyogyszermolekuldk agyba vald bejutdsanak szabalyozéasaban
(Ribeiro és mtsai., 2012).

Az endotélsejtek kozotti szabad anyagaramlast a szoros kapcsolatokat 1étrehozo fehérjék
gatoljak. Ilyen sejtkapcsold transzmembran fehérje az okkludin, a klaudinok, a junkcios
adhézids molekuldk és a tricellulin. A klaudin és okkludin fehérjéket a zonula occludens
fehérjék (ZO-1, ZO-2 és Z0-3) kapcsoljak a sejtek aktin citoszkeletonjahoz (Abbott és mtsai,
2010). Ezek a kapcsolofehérjék képezik az agyi endotélsejtek rétegében azt a fizikai gatat,
amely megakadalyozza a sejtek, a vizoldékony molekuldk €és az ionok szabad atjutasat is a
sejtek kozotti térbe. Az efflux pumpdék altal 1étrehozott kémiai védelmi rendszerrel egyiitt ez a
fizikai géat akadalyozza meg a legtdbb 0 gyodgyszerhatdanyag vér-agy gaton valo atjutdsat.

(Pardridge, 2001; Daneman és Prat, 2015) (2. abra).
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2. abra. A vér-agy gat fobb transzport mechanizmusainak sematikus dbrazolasa (Campos-

Bedolla és mtsai., 2014 alapjan). (Az abra a biorender.com segitségével késziilt.)

A vér-agy gat transzportitvonalai egyiittesen szabalyozzdk, hogy milyen anyagok és
milyen médon juthatnak at a sejtek rétegén, biztositva ezzel az agyszovet megfeleld védelmét
¢s tapanyagellatasat. A kismolsulyua, lipofil, zsirban old6d6 anyagok passziv diffuzioval
kozvetleniil az agyi endotélsejtek lipidmembranjan keresztiil jutnak be a sejtekbe (2. dbra). Az

agyi endotélsejtek kozotti, paracelluldris transzport a szoros sejtkapcsolatok fehérjéi altal
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szorosan szabalyozott. A sejteken keresztiili, transzcellularis transzportutvonalak egyike a
receptor-medidlt transzcitozis, mely soran specifikus receptorok segitségével peptidek ¢és
fehérjék jutnak be az agyba (2. dbra). Az agy szadmara fontos tdpanyagok egy részét az
endotélsejtek specifikus transzportfehérjéi (solute carriers, SLC) szallitjak az agyi sejtekhez,
példaul a kiilonb6z6 aminosavakat és a gliikozt. Az endotélsejtek felszinén talalhaté negativ
toltésti glikokalixhoz kotddni képes pozitiv toltésti molekuldk adszorptiv transzcitdzissal

juthatnak at a vér-agy gaton (Campos-Bedolla €s mtsai., 2014) (2. 4bra).

1.2. A vér-agy gat sériilése kozponti idegrendszeri betegségekben

A kiilonbozé kozponti idegrendszeri betegségek, mint példaul neurodegenerativ
betegségek (Alzheimer-kor, Parkinson-kor, amyotrofias lateralszkler6zis (ALS), Huntington-
kor), neurovaszkularis korképek (ischaemids stroke, agyi aneurizma, 3. abra), agyi fertézések,
(agyhartyagyulladas, agyveldgyulladas) agydaganatok (glioblasztéma), epilepszia kezelésének
egyik legnagyobb akadalya a vér-agy gat, amely megneheziti a terapids molekulak bejutasat az
agyba. A szorosan zar6dd és szigoruan szabalyozott vér-agy gat megakadalyozza a nagy
terapids molekuldk ¢és gydgyszerhatdanyagok athaladasat, igy nagyban korldtozza az
idegrendszeri betegségek hatékony gydgyitasat. JOl ismert ugyanakkor, hogy a vér-agy gat
sejtjei és ezaltal annak mitkddése is sériil a kdzponti idegrendszeri betegségekben. A szoros
sejtkapcsold strukturdk megvaltozasa, a transzportfehérjék és az endocitotikus transzport
mechanizmusok moddosuldsa kovetkeztében létrejovo permeabilitds novekedés szamos agyi
betegség esetében megfigyelhetd (Abdullahi és mtsai., 2018; Andjelkovic és mtsai 2020).

Az utobbi években a nanotechnoldgia és a géntechnologia robbanasszerti fejlodése
lehetdvée tette olyan technikdk kifejlesztését, mely sordn terapidsan hasznos fehérjék génjeit,
vagy RNS-t juttathatunk be a sejtekbe, amely 1) lehetdségeket nyitott meg a kozponti
idegrendszert érintd betegségek terapidjaban is (Burkhart és mtsai., 2017, Hede és mtsai. 2020,
Kariko, 2021).
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3. abra. A cerebrovaszkularis betegségek fobb tipusai. (V. Andjelkovic €s mtsai., 2020
alapjan)

1.3. Nanorészecskék

A gyogyszerhatdanyagok, illetve gének vagy genetikai anyagok célzott nanorészecskékbe
csomagolasa €s a részecskék veér-agy gaton valo atjuttatasa egy igéretes (1) modszer a kdzponti
idegrendszert érintd betegségek kezelésében. A nanotechnoldgia gyors fejlddése lehetove tette
a kiilonb6zé nanorészecskék kifejlesztését, amelyek kiilonbozd szerves és szervetlen
anyagokbol is felépiilhetnek. A szerves nanorészecskék, példaul a lipid alapu rendszerek,
gyakran biokompatibilisek €és kevésbé immunogének, igy elénydsek a terdpias alkalmazasok
szempontjabol (Khare és mtsai., 2023). Ezzel szemben a szervetlen nanorészecskék, mint
példaul az arany, vas-oxid, vagy a szilicium-dioxid részecskék, fokozott stabilitast és
kiilonleges optikai tulajdonsdgokat kindlnak, ami lehetdvé teszi azok diagnosztikai
felhasznalasat. A nanorészecskék anyaga, mérete, feliileti toltése, kémiai tulajdonsdgai és
célzomolekulakkal torténd Gsszekapcsolasa nagyban befolydsolhatja a szoveti eloszlasukat €s
agyba valo bejutasukat, ami kiilondsen fontos a hatékony terapia szempontjabol. Szervetlen
nanorészecskéket gyakran alkalmaznak az orvosi képalkotdsban, mig a szerves
nanorészecskéket elsdsorban gyogyszerszallitdsra és génterapiara fejlesztik (Male és mtsai.,
2022). A vér-agy gaton atjutva ezek a részecskék célzott terapids hatast fejthetnek ki,

ugyanakkor a nanorészecskék eldallitasa gondos tervezést igényel, mert az Osszetételiik,



méretiik és a szervezet biologiai valasza fiiggvényében karos (degenerativ) hatdsokat is

kivalthatnak (4. abra).
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4. abra. Nanorészecskék potencidlis hatdsmechanizmusai az agyban. (Az ébra a

biorender.com segitségével késziilt.)

1.4. Génbevitel (transzfekcio)

A transzfektalas soran a célmolekuldk, DNS, RNS, vagy CRISPR-komponensek specialis
vektorok segitségével keriilnek be a célsejtekbe, hogy megvaltoztassak a génexpressziot vagy
célzott genetikai modositasokat végezzenek (Zhang és mtsai. 2021). A folyamat kiilonb6z6
1épesekbdl all, amelyek koziil az els6 a vektor €s a sejtek kozotti interakcio, amely lehetové
teszi a genetikai anyag bejuttatasat a sejtbe. A sejtek kezelése soran, a vektor eldszor a
sejtfelszinhez kotddik, majd endocitozissal vagy kdzvetlen membranfuzidval bejut a sejtekbe.
A genetikai anyag a sejten beliil endoszomakba zarodik, majd kiilonféle mechanizmusok révén
kiszabadul beldle. Ez a 1épés kritikus, mivel az endoszomabol vald kiszabadulds nélkiil az
anyag lebomolhat, miel6tt elérné a célhelyet (Samaridou és mtsai., 2020). Miutan a genetikai
anyag kiszabadult az endoszo6mabol, megkezdddik mRNS transzfekcid esetén az mRNS atirasa
a riboszomakban, vagy a bejuttatott DNS beépiilhet a sejtmagba és aktivalhatja a kivant
géneket, példaul CRISPR esetén a Cas9 fehérje aktivalasaval specifikus génszerkesztést hajthat

végre (5. adbra). Amikor a sejt osztodik, a sejtmag membranja lebomlik, igy a bevitt DNS
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szabadabban elérheti a sejtmagot. A mar nem o0szt6do, alacsony mitdtikus aktivitast mutatd
sejtek esetében azonban a génexpresszids mechanizmusok alacsonyabbak, ebben a kevésbé
dinamikus 4allapotban a transzfektal6 agens felvétele is kisebb, ezaltal a terapias gének

bejuttatasi hatékonysaga is jelentdsen lecsokken (Hede és mtsai. 2019).

RNS transzfekcio

el » o

gLy Fehérjék

Becsomagolt
MRNS

MPBDT + || DOBOR L v Yﬁgﬂ;g&

Plazmid DNS \

o

mRNS

|

DNS transzfekcio ‘ ?&;3?

Fehérjek

5.abra. Az RNS és DNS transzfektalds folyamatanak sematikus abrazolasa. (Az dbrak

a biorender.com segitségével késziiltek.)

A transzfektalas alapvetd eszkozei a viralis €és nem virdlis vektorok, amelyek lehetévé
teszik a terapias genetikai anyagok sejtbe vald juttatasat (6. dbra). A virdlis vektorok, mint az
adenovirus és az adeno-asszocidlt virus (AAV), magas transzfektalasi hatékonysagot
biztositanak, de immunogenitasuk és potencialis genotoxicitasuk miatt kockdzatosak lehetnek.
Nem viralis vektorok kozé tartoznak a lipid vagy polimer alapii nanorészecskék, melyek
kevesebb immunologiai reakcidt valtanak ki és biztonsdgosabbnak tekinthetdk, bar

hatékonysaguk gyakran alacsonyabb (Zhang és mtsai. 2021) (6.4bra).
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6. abra Virdlis és nem viralis hordozok. (Az ébra a biorender.com segitségével

késziilt.)

1.5. Alipid nanorészecskék (LNP) jelentésége a transzfektalasban

Az utobbi idében fleg a COVID-19 mRNS alapt vakcindknak koszonhetéen a nem
viralis vektorok koziil a lipid nanorészecskék (LNP), egyre nagyobb figyelmet kaptak, mivel
lehetdséget kindlnak a magas transzfektalasi hatékonysag és biztonsagos célhelyre juttatas
kombindldsara (Marcos-Contreras és mtsai. 2020, Zak és mtsai. 2021).

Az LNP-k hatékony eszkozként szolgalnak kiillonb6zd terdpids molekuldk, példaul
mRNS, siRNS, CRISPR-Cas9 rendszerek €s oligonukleotidok célzott sejtbe szallitasara (Zhang
¢és mtsai. 2021, Kariké 2021). A lipid alapu rendszerek kivalo stabilitassal rendelkeznek, és
biokompatibilitdsuk miatt minimalis immunvélaszt valtanak ki, és kontrollaltabb felszabadulast
tesznek lehetdve, ezéltal csokkenthetéek a mellékhatasok okozta egészségiigyi kockazatok. Az
LNP-k szerkezete ¢és kémiai Osszetétele lehetdvé teszi azok alkalmazasat kiilonbozo
célteriileteken, mint példaul a kézponti idegrendszer. Méretiik és feliileti toltésiik meghatarozo
szerepet jatszik abban, hogy at tudnak-e hatolni a vér-agy gaton és hatékonyan bejuttathatok-e
az endotélsejtekbe. Képesek megvédeni a széllitott mRNS-t a gyors lebomlastol és segiteni a
citoplazmaba val6 bejutasat. A LNP-ket felépitd pozitiv toltésii lipidek lehetové teszik a negativ
toltésd mRNS szallitasat, valamint kolcsonhatasba tudnak 1€pni a sejtmembran negativ toltést
foszfolipidjeivel, ezéltal eldsegitve a sejtbejutast. A sejten beliili transzport soran a kationos
lipidek képesek arra, hogy az endoszomaba jutva a savas kozeg hatdsara destabilizaljak az

endoszoma membranjat ugy, hogy kolcsdnhatasba 1épnek a savas kornyezetben felhalmoz6do



protonokkal, igy megvaltoztatjak a lipidstruktarat és igy a transzfektald agens ki tud szabadulni
az LNP-kbdl a citoplazmaba (Samaridou és mtsai., 2020; Sakurai és mtsai., 2022).

Zak ¢és munkatarsai (2021) koleszterint és PEG-et tartalmazd kationos €s ionizalhatd
LNP-ket vizsgaltak kiilondsen szervspecifikus mRNS szallitas céljabol. Megallapitottak, hogy
a részecskék toltésének ¢és Osszetevidinek optimalizacidjaval azok specifikus szovetekbe
juttathatok. Azt talaltdk, hogy az ionizalhatdé LNP-k kevésbé toxikusak, mint az allanddan
kationos részecskék. Az ionizalhato LNP-k feliileti toltése pH fiiggd modon valtozik, tehat
képesek lesznek megvaltoztatni toltésiiket annak fliggvényében, hogy milyen kornyezetben
vannak, igy semleges pH-n semleges toltést mutatnak, a savas kémhatasu endoszémaban pedig
pozitiv toltéstivé vallnak, igy segitik a membranon vald atjutast €s a szallitott anyag kijutasat a
citoplazmaba.

Az utobbi években az LNP-ket sikeresen alkalmaztdk mRNS vakcindkban, és igéretes
eredményeket mutattak a génterdpia teriiletén, kiilondsen olyan betegségek esetében, ahol a
gyors fehérjeszintézis kritikus (Kariké 2021; Zak és mtsai., 2021). Az mRNS-terapidk ¢és az

LNP-technologia fejlédése hosszl tavu potencialt rejt mind a kdzponti idegrendszert érintd

crer

1.6. Az endotélsejtek transzfektalhatosaga

Az endotélsejtek transzfektaldsa nagy kihivast jelent, kiilondsen a vér-agy gat esetében
az agyi endotélsejtek szorosan illeszkedd, konfluens rétege erds gatat képez a vektorok
bejutasaval szemben. Szdmos kutatdcsoport vizsgalja, hogy az endotélsejtek transzfektalasaval
¢és genetikai modositasaval lehet-e hatékony fehérjeszekréciot elérni a vér-agy gat sériilése
nélkdil.

Campbell és kutatocsoportja (2012) kimutattak, hogy a vér-agy gat ideiglenes és szelektiv
paracellularis megnyitasaval csokkenteni lehet a traumas agysériilés soran fellépd cerebralis
0démat és javitani a kognitiv funkciokat a sériilés utan. A szoros sejtkapcsold fehérjek kozé
tartoz6 claudin-5 expresszidjanak siRNS altali csokkentésével jelentésen mérséklodott az
agysériilés okozta duzzanat. A vér-agy gat strukturalis modositasa pedig csak ideiglenes volt,

72 6ra utén visszaallt az eredeti allapotra (Campbell €s mtsai., 2012).
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1.7. HeLa sejtvonal

A HeLa sejtvonal az egyik legismertebb ¢s leggyakrabban hasznalt humén sejtvonal a
biologiai és orvosi kutatasokban. 1951-ben izolaltdk Henrietta Lacks méhnyakrakos sejtjeibdl,
¢és azdta folyamatosan osztodo sejtkultiraként hasznaljak a vilag minden részén. A tumoros
eredetli, gyorsan osztdédd6 Hela sejtek az endotélsejtekkel szemben sokkal konnyebben
transzfektalhatok, mely tulajdonsdguk megkonnyiti a transzfekcios technikak tesztelését és
optimalizalasat. Szamos endotélsejtek transzfektalasat vizsgalo tanulmény is felhasznalja a
HeLa sejtvonalat, mint kdnnyen transzfektalhato sejtmodellt. Hede ¢és munkatarsai (2019)
példaul HeLa sejteken 75%-os transzfekcios hatékonysagot értek el, mig agyi kapillaris

endotélsejtek esetében ez nagysagrendekkel alacsonyabb volt.
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2. CELKITUZESEK

A vér-agy gat specialis endotélsejtjei szoros sejtkapcsolatokkal rendelkeznek, amelyek
korlatozzék a nagyobb molekulak ¢€s transzfektald agensek bejutdsat az agyszovetbe. Ez
kiilonosen nagy kihivast jelent a kozponti idegrendszert célzd génterapidk szamara, mivel a
transzfektalds nehézkessé valik ezekben a sejtekben. Az agyi endotélsejtek transzfektalasa
mégis kiemelt jelent6ségii, mely lehetévé teheti, hogy a sejteken keresztiil olyan terapias
géneket juttassunk be az agyszovetbe, amelyek kiilonféle kozponti idegrendszert érintd
betegségek kezelésére szolgalhatnak. A transzfektalassal az endotélsejtek képesek lehetnek
betegségek gyogyitasat.

Az LNP-k a nem-virdlis génterdpia egyik igéretes eszkozei, mivel képesek nagy
hatékonyséaggal genetikai anyagot szallitani, mikozben minimalizaljdk az immunvalaszt és a

citotoxicitast.

Ezek alapjan célul tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk

e az eldallitott LNP-k fiziko-kémiai tulajdonsagait (méret, toltés, mRNS toltet
koncentracioja),

e az LNP-k és a stabilitdsukat szolgald szukroz hatdsat az agyi endotélsejtek
¢letképességére,

e az LNP-k sejtfelvételét HeLa és hEC sejtekbe,

e atranszfekcio hatékonysaganak valtozasat a nem konfluens és konfluens HeLa és

hEC sejttenyészetekben.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. LNP-k eloallitasa

Az LNP-ket a Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Molekularis Stresszbiologiai
Laboratoriuméban allitottuk eld egylittmiikodd partnereink segitségével standard protokollok
alapjan (7. dbra). A lipidek keveréke 50 mol% KA92, 10 mol% DSPC (1,2-disztearil-sn-glicero-
3-foszfo-kolin), 38,5 mol% koleszterin ¢és 1,5 mol% DMG-PEG (1,2-dimirisztoil-rac-glicero-
3-metoxi-polietilén-glikol) volt, amelyeket etanolban oldottunk fel. A nanorészecskék
eldallitasa soran zold fluoreszcens protein (GFP) mddositott mRNS-t hasznaltunk toltetnek. A
lipid tartalmu szerves fazist modositott mRNS-t tartalmazo vizes fazissal (276 pg/ml) egy
mikrofluidikai eszkoz segitségével kevertilk 0ssze. A keveréket egy éjszakan at dializaltuk
foszfat pufferben (Visking dializis cs6, MWCO 12 000-14 000 RC, atmérd: 6 mm). A végso
LNP oldatokhoz 20 v/v% szukrozt adtunk, majd -80 °C-on taroltuk a felhasznalasig.
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7. abra. Sematikus dbra: mRNS toltetli szolid lipid nanopartikulum (LNP) pegilalt kiilsé

membrannal. (Az abra a biorender.com segitségével késziilt.)

3.2. LNP-k jellemzése

Az LNP-k méretét, polidiszperzitasi indexét (PDI) és feliileti toltését (zéta potencial)
dinamikus fényszorés elvén miikkodé miiszerrel (Malvern Zetasizer Nano ZS, UK) mértiik meg
(8. dbra). A dinamikus fényszorasmérés (DLS) soran a vizsgalt oldatban 1évé részecskékrol
szort 1ézerfény intenzitasdnak idobeli valtozasat mérjiik. A 1ézerrel megvilagitott mintdban a
részecskekrol szorddo fényt egy detektor rogziti, amely az intenzitds ingadozasait elemzi. A
minta mérését egy atlatszo kapillaris kiivettaban végezziik. Az intenzitas fluktuacioi alapjan

kovetkeztethetiink a részecskék méretére. Az atlagértékeket mintanként legalabb 3x13 mérések
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alapjan szamitottuk ki. A részecskék fiziko-kémiai paramétereit a mintak felolvasztasa utan (a
sejtes kisérletek el6tt) mértiik steril PBS-ben, 50%-os higitassal. A mintdkban talalhato mRNS

mennyiségét Qubit RNA HS assay segitségével hataroztuk meg.
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8. abra. Zetasizer Nano ZS késziilék (Malvern Pananalytical). Adott 6 (théta) szorasi
sz0g, amely az eredeti beesd 1ézersugar és a detektor altal rogzitett szort fény irdnya

kozotti sz0g. (Az dbra a biorender.com segitségével késziilt.)

3.3. Sejttenyésztés

A sejttenyészethez human 6ssejt eredetli endotelialis sejteket (hEC) hasznaltunk, melyek
ko6ldokzsinorvér hematopoetikus CD34" 6ssejtjeibdl, vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
165 (VEGF165) segitségével torténd differencidlassal lettek eldallitva egy 15-20 napos
protokoll alapjan. A VEGF165 fontos szerepet jatszik az érképzddés (angiogenezis)
folyamatdban, ezzel az endotélsejtek kialakitasaban. Az Ossejtek izolalasat emberi
koldokzsinorvérbdl a Francia FelsOoktatasi és Kutatasi Minisztérium etikai engedélyével
(CODECOH szam: DC2011-1321) ¢és a Nemzetkdzi Orvosi Szovetség Helsinki
Nyilatkozatdnak megfeleléen végezték. A sejteket IV-es tipusit kollagén és fibronektin
elegyével bevont 96-lyukti lemezekre szélesztettiik ki €s endotél sejtkultira médiumban
tartottuk (ScienCell, 5% FBS, 1% endotelidlis sejtnovekedési kiegészitd, 50 mg/ml
gentamicin). A hEC sejteket borju agyi pericita kondicionalt médiummal differencialtattuk a
vér-agy gat tulajdonsagok kialakitdsa érdekében (Cecchelli és mtsai., 2014, Santa-Maria ¢€s

mtsai., 2021).
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A hEC sejtek mellett human cervikalis karcindma sejteket (HeLa, ATCC CCl-2, P21) is
hasznaltunk a GFP mRNS-t tartalmazé LNP-k vizsgalatira, melyekhez a 96-lyuka
tenyésztdlemezeket patkanyfarok kollagén és steril desztillalt viz 19:1 ardnyu keverékével
vontuk be, a sejteket pedig 10% borju szérummal (FBS) kiegészitett Minimum Essential

tapfolyadékban (MEM) tenyésztettiik (9. bra).

9. abra. Sejttenyésztd lemez

3.4. Sejtek életképességének vizsgalata

A hEC sejtek ¢€letképességét impedancia méréssel (RTCA-SP, Agilent Technologies)
kovettiik 10 kHz-en. A valos idejii sejtanalizis egy olyan nem invaziv mddszer, amely lehetdveé
teszi a sejtek viselkedésének nyomon kovetését €16 sejtkultrakban (10. &bra). A sejteket
specialis, arany elektrodakkal ellatott 96 lyuktl lemezekre tenyésztjiik. Ezek az elektrodak
érzékelik a sejtek letapadasa altal okozott elektromos impedancia valtozasokat. Amikor a sejtek
novekednek, osztddnak vagy valamilyen karosodast szenvednek megvaltozik a morfologiajuk,
az impedancia megvaltozik, amelyet a rendszer folyamatosan rogzit. A hattérmérésekhez 50 ul
sejttenyésztd tapfolyadékot adtunk a lyukakba, majd a sejteket 6 x 10° sejt/lyuk stirliségben
szélesztettiik a IV tipusu kollagénnel (100 pg/ml) €s fibronectinnel (25 pg/ml) bevont, integralt
arany elektrodakkal ellatott 96 lyukt lemezekre (E-plate 96, Agilent Technologies). A sejteket
4 napig tenyésztettik és a kisérletek végéig 5 percenként monitoroztuk. A ndvekedés
platofazisanak kezdetén a sejteket 24 oran keresztiil LNP-kkel (mRNS tartalom: 40-880 ng/ml)
vagy szukrozzal (0,05-1,2 mM) kezeltiik, utobbi az LNP-k biztonsagos tarolasdhoz és
stabilitdsdhoz sziikséges. A sejtindexet Rn-Ryp értékként hataroztuk meg minden egyes mérési
idépontban, ahol Ry a lyuk sejt-elektroda impedancidja, amikor a lyuk sejteket tartalmaz, és Ry

a lyuk hattérimpedanciaja.
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10. abra. Impedancia méréssel torténd valds idejli sejtanalizis (Solly és mtsai, 2004).
A, B, C abrak mutatjak a sejtek letapadasat, melyeket az elektrodék értzékelnek, D abran
lathaté az impedancia (Y tengely) az id6 (X tengely) fliggvényében.

3.5. LNP-k sejtfelvételi vizsgalata

Az lipid nanopartikulumokba zart GFP mRNS-ének HeLa és hEC sejtek altali sejtfelvételi
kinetik4jat egy nagy teljesitményli lemezképalkotd rendszerrel (Operetta, PerkinElmer)
vizsgaltuk meg (11. abra). A sejteket patkanyfarok kollagénnel bevont, fekete, atlatszo alju, 96
lyukti lemezekre tenyésztettiik. A szubkonfluencia eléréséhez 1x10° sejt/lyuk sejtkultarat
hasznaltunk, és 5x10°* sejt/lyuk aranyban szélesztettiik a sejteket a konfluens tenyészetetek
elérésé¢hez. A hEC sejtek esetén IV-es tipusu kollagénnel és fibronektinnel bevont lemezeket
hasznaltunk. Két napos tenyésztés utan sejtmagfestéket (Hoechst 33342, 1:1000) adtunk a
sejtekhez 20 percre, majd a festéket eltavolitottuk €s a sejteket GFP mRNS-t (50-1600 ng/mL)
tartalmazd LNP-kkel kezeltiikk. A nanorészecskék higitését a sejtek tenyésztéséhez hasznalt
magfestést hasznaltuk. A transzlalt GFP fehérje fluoreszcens intenzitasat oranként rogzitett

képekkel monitoroztuk 48 6ran keresztiil.

16



11. abra. Fluoreszcens képalkoté miiszer (Operetta, PerkinElmer).

3.6. Statisztikai elemzés

Az adatokat statisztikai elemzés céljabol atlag £ SD (szoéras) forméaban elemeztiik, amely
lehetvé teszi az atlagos értékek €s a variabilitds mértékének attekintését. A csoportok kozotti
kiilonbségek értékeléséhez egy- vagy kétutas varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk, majd
ezt kovetden Bonferroni-tesztet hasznaltunk a csoportok kozotti szignifikans kiilonbségek
meghatarozasara. Az adatok elemzését a GraphPad Prism 8.0 szoftver segitségével végeztiik.
Az eredményeket szignifikdnsnak tekintettiik, ha a a p < 0,05 értékeket kaptunk. Minden
kisérletet legalabb haromszor megismételtiink, kisérletenként 5-16 parhuzamos mintaval

dolgoztunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. LNP-K karakterizalasa

Az elkészitett LNP-k toltetének meghatarozasa soran a nanopartikulumokba zart GFP-t
kodold6 mRNS- koncentracidja 276 ug/ml volt (1. tablazta). A részecskék atlagos atmérdje
93,08 + 0,46 nm volt. Polidiszperzitasi index értékiik alacsony volt (0,08 £+ 0,03), amely arra
utal, hogy az LNP-k méreteloszlasa a mintaban egyenletes, nem voltak nagyobb aggregatumok.

A részecskék kismértékli pozitiv feliileti toltéssel (8,79 + 0,4 mV) rendelkeztek (1. tablazat).

LNP

mRNS tartalom (pg/ml) 276

Atmérd (nm) 93,08 + 0,46
Polidiszperzitasi index 0,08 £0,03
Z¢&ta potencial (mV) 8,79+ 04

1. Tablazat. A lipid nanorészecskék fobb fiziko-kémiai tulajdonsagai.

4.2. LNP-k hatasa a sejtek életképességre

Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk az LNP-k biztonsagosan alkalmazhat6
kezelési csoportok, €és a hozzdjuk tartozo, a taroldsukhoz sziikséges szukroz koncentraciok
hatasat a hEC sejtek életképességére (12. A, D 4bra). A vizsgalt koncentracidtartomanyban 24
oran at megfigyelve egyik LNP (12. A, B dbra) és szukrdz koncentracid (12. C, D abra) sem
csokkentette az hEC sejtek ¢letképességét a kontroll csoporthoz képest, sét néhany
koncentracio érték mellett még sejtindex novekedést is tapasztaltunk. Eredményeink alapjan
tehat minden vizsgalt koncentraciotartomdnyban biztonsdgosan alkalmazhatok az LNP-k a

tovabbi sejtfelvételi kisérletekben.
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12. abra. Az LNP-k (A) és az adott LNP csoportokhoz tartoz6 szukrdz mennyiségekre (C)
adott sejtvalaszok kinetikdja a hEC sejtek életképességére 24 oraig tartd monitorozas alatt.
(B) és ennek megfeleld szukroz (D) kezelést kovetden. Statisztikai elemzés: egyutas
ANOVA, majd Bonferroni-posztteszt, *P <0,05, **P <0,01 a tdpfolyadékkal kezelt kontroll
csoporthoz (K) képest, n = 6.

4.3. LNP-k felvétele HeLa sejtekbe: vizualizacio

Az 50-1600 ng/ml GFP mRNS-t tartalmaz6 LNP-k sejtbejutasat mind a szubkonfluens,
mind a konfluens, tumoros eredetli és gyorsan 0sztdd6 Hel a sejtek esetében megvizsgaltuk 24
oras kezelést kovetden (13. abra). A mikroszképos képeket elemezve a fluoreszcencia
intenzitasaban a 800 ng/ml GFP mRNS tartalmazé LNP kezelések esetében lattunk szemmel is
lathato, jelentds zold fluoreszcencia intenzitast, amely az LNP-k nagyardnyu sejtbejutasara és

sikeres GFP sejtbeli kifejezddésére utal (13. abra). Ez az emelkedett fluoreszcencia intenzitas
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mind a subkonfluens mind pedig a konfluens tenyészetek esetében megfigyelheté volt. A
legmagasabb koncentraci6 (1600 ng/ml) esetében viszont ez a GFP intenzitas visszaesett (13.

abra).

HeLa szubkonfluens HeLa konfluens

200 400 800 1600 | SO0 100 200 400 800 1600 ng/ml

13. abra. Sikeres fehérje expresszio kimutatasa GFP mRNS-t tartalmazé LNP kezelt HeLa
sejtekben 24 6ras inkubaciot kovetden, Operetta fluoreszcens mikroszkopos képalkotd

technikaval vizsgalva.

4.4. LNP-k felvétele HeLa sejtekbe: szubkonfluens és konfluens tenyészetek

osszehasonlitasa

A HelLa sejtekben a GFP fluoreszcencia intenzitasi adatokat elemeztiik az adott sejtmag
szdmokra normalizalva is 24 6ras LNP inkubalést kovetden (14.A, B abra). A szubkonfluens,
azaz aktiv osztoddst mutatdé még nem teljesen Osszefliggd sejttenyészetek esetében a
legnagyobb transzlacidos hatékonysagot a 800 ng/ml mRNS-t tartalmazé LNP kezelési
csoportokban figyeltiik meg, ahogy az a mikroszkdépos képeken is megfigyelhetd volt (14.B
abra). A szubkonfluens tenyészetekkel 6sszehasonlitva jol szembeo6tlo eltérés figyelhetd meg a
transzlacid hatékonysagaban a konfluens tenyészetek esetében, ahol az LNP kezelést egy mar
Osszefiiggd HeLa sejttenyészeten végeztiik el. A legnagyobb expresszi6 itt is a 800 és az 1600

ng/ml koncentraciok esetében volt megfigyelhetd, de a transzlalodd6 GFP mennyisége egy
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nagysagrenddel kisebbnek adodott ezekben a kezelési csoportokban (14.B abra), a
szubkonfluens tenyészetekkel Osszevetve (14.A abra). A legjobbnak tekinthetd 800 ng/ml
kezelési csoportokat Osszehasonlitva a szubkonfluens HelLa sejtek 5,6-szor magasabb GFP
fluoreszencia intenzitdst mutattak a konfluens tenyészetekkel Osszevetve, ami

szignifikansabban tobb LNP felvételre és/vagy hatékonyabb transzlaciora utal.

A Hela B HelLa
szubkonfluens (24h) konfluens (24h)
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14. abra. Szubkonfluens (A) és konfluens (B) HeLa sejttenyészetek GFP fluoreszcencia
intenzitdsa a sejtszamra normalizalva 24 o6ras LNP inkubaciot kovetden. Statisztikai
elemzés: egyutas ANOVA, majd Bonferroni-posztteszt, ***P <0,001, ****P <0,0001 a
tapfolyadékkal kezelt kontroll csoporthoz képest, n =4-8.

4.5. LNP-k felvétele hEC sejtekbe

A tumoros eredetii HeLa sejtekhez képest a lassabban névekedd human agyi endotélsejtek
szubkonfluens és konfluens sejtrétegeit is megvizsgaltuk 24 6ras LNP kezelést (50-1600 ng/ml)
kovetden fluoreszcens mikroszkoppal. A GFP fluoreszcencia intenzitdsdban kismértékii
koncentraciofiiggd ndvekedést figyeltiink meg mind a szubkonfluens mind pedig a konfluens
tenyészetek esetében, és a legmagasabb fluoreszcencia intenzitast mindkét tenyészet esetében

crey

mikroszkoposan (15. abra).
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15. abra. Sikeres fehérje expresszid kimutatdsa GFP mRNS-t tartalmazd LNP kezelt hREC
sejtekben 24 6ras inkubaciot kdvetden, Operetta fluoreszcens mikroszkopos képalkotd

technikaval vizsgalva.

4.6. LNP-k felvétele hEC sejtekbe: szubkonfluens és konfluens tenyészetek

osszehasonlitasa

Az hEC sejtekben a GFP fluoreszcencia intenzitasat az adott LNP kezelési csoportok
sejtmag szdmahoz normalizadlva az alacsonyabb (50-400 ng/mL mRNS) koncentracidk is
mutattak enyhe, de stabil GFP expressziot, kismeértékii koncentracio fiiggés mellett (16. A, B
abra). A leghatékonyabb transzlaciot az 1600 ng/ml mRNS-t tartalmazd LNP kezelési csoportok
esetében meértilk mind a szubkonfluens mind pedig a konfluens tenyészetek esetében. A
szubkonfluens és a konfluens hEC sejttenyészetek esetében is ezt a leghatékonyabb kezelési
csoportot (1600 ng/mL) Osszehasonlitva a szubkonfluens tenyészeteknél 2,6-szor magasabb
GFP fluoreszcencia intenzitast mértiink, mint a konfluens tenyészetek esetében.

A HeLa sejtekhez hasonloan tehat az agyi endotélsejtek esetében is a szubkonfluens
tenyészetek magasabb GFP fluoreszcencia intenzitast mutattak (16. A é4bra), a konfluens
tenyészetekkel Osszehasonlitva (16. B abra), ami tobb LNP felvételre és/vagy hatékonyabb

transzlaciora utal.
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16. abra. Szubkonfluens (A) és konfluens (B) hEC sejttenyészetek GFP fluoreszcencia
intenzitasa a sejtszdmra normalizalva 24 6ras LNP inkubéciot kovetden. Statisztikai
elemzés: egyutas ANOVA, majd Bonferroni-posztteszt, *P <0,05, ***P <0,001 a
tapfolyadékkal kezelt kontroll csoporthoz képest, n =4-8.

Mindkét vizsgalt sejttipus esetében is azt az eredményt kaptuk tehat, hogy a
szubkonfluens tenyészetek konnyebben transzfektalhatoak, mit a konfluens tenyészetek.

A HeLa és a hEC sejttenyészetek leghatékonyabb transzlaciot mutato LNP kezelési
csoportjainak (800 ng/ml és 1600 ng/ml mRNS) sejszamra normalizalt GFP intenzitasi
eredményeit 6sszehasonlitva pedig megallapitottuk, hogy a szubkonflues HeLa sejtek 14,9-szer
magasabb GFP fluoreszencia intenzitdst mutattak, mint a szubkonflues hEC sejtek, mig a
konfluens tenyészetek esetében a tumoros eredeti HelLa sejteknél 6,6-szor magasabb

fluoreszcencia intenzitdst mértiink az agyi endotélsejtekhez képest 24 o6ras LNP kezelést

kovetden.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az LNP-K toxicitasa

Az altalunk elkészitett, kisméteri és enyhén pozitiv toltési mRNS tartalmu lipid
nanopratikulumok stabil taroldsdhoz sziikséges volt 20% szukr6z oldatot adni, ezért kisérleteink
elso Iépéseként fontosnak tartottuk a nanorészecskék mellett a magas szukroztartalom esetleges
sejtkarositd  hatdsat is tesztelni. A valés idOben jelolémentes moddon végzett
impedanciavaltozason alapul6 sejtanalizis soran megallapitottuk, hogy az alkalmazott LNP-k
és szukroz koncentraciok egyike sem mutattak csokkenést az agyi endotélsejtek
¢letképességében 24 oras kezelést kovetden. Ezek alapjan elmondhato, hogy ezek az anyagok
magas kezelési koncentraciok esetében is megfelelden biztonsagosak tovabbi transzfekcios
kisérletekhez. Hasonldan biztatdé eredményeket irtak le lipid nanorészecskékkel vald kezelés
hatasara a szakirodalomban (Zak és mtsai. 2021, Ogawa és mtsai. 2022, M. Pardridge 2023),
tovabba az LNP-k a Pfizer-BioNTech és a Moderna mRNS alapu vakcindiban is megtalalhatok,
nem toxikusak és alkalmasak az mRNS biztonsadgos célba juttatasara azaltal, hogy megvédik
azt a lebomlastol és lehetdvé teszik, hogy bejusson a sejtekbe, ahol megkezdddhet a

génexpresszio (Pardi és mtsai., 2015).

5.2. HeLa sejtek transzfektalasa LNP-vel

Annak érdekében, hogy teszteljiik és Osszehasonlithassuk az LNP-k hatékonysagat,
eldszOr egy mar a szakirodalomban is leirt és jol ismert, kdnnyen transzfektalhato cervikalis
karcinoma eredetli sejtvonalat vizsgaltunk. A HeLa sejtek transzfektalasa soran a sejtek elészor
felvették a GFP mRNS-t tartalmaz6 LNP-ket, majd a transzfekcio sikerességét a sejtekben
transzlalodott GFP fehérje fluoreszcencidjanak intenzitdsaval kovettiik. A legmagasabb
intenzitdst a 800 ng/ml mRNS koncentracional figyeltik meg. A koncentracid tovabbi
novelésével (1600 ng/ml) a fluoreszcencia intenzitds csokkent, ami sejtkarosodasra is utalhat.
A HeLa sejtek transzfektaldsa soran a GFP mRNS-t tartalmazo lipid nanorészecskékkel végzett
kisérletek magas szintli fehérje expressziot eredményeztek fOként a szubkonfluens
sejttenyészetekben, ahol szignifikdnsabban jobb volt a transzlacié mértéke, mint a konfluens
tenyészetekben. Jelen kisérleteink is alatdmasztjak a szakirodalomi adatokat, mely szerint a
magas mitotikus aktivitast mutato, szubkonfluens, tumoros eredetli HeLa sejtek érzékenyek az

LNP-alapu transzfekciora, konnyen transzfektalhatoak (M. Pardridge 2023, L. Han és mtsai.
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2024), valamint a transzfekciods hatékonysag fiigg az alkalmazott mRNS koncentraciotol és az

LNP-k 6sszetételétol is (Khare és mtsai. 2023).

5.3. Human agyi endotélsejtek transzfektalasa LNP-vel

A vér-agy gatat alkotdo agyi endotélsejtek szamos specidlis tulajdonsdguknak
koszonhetden szoros sejtréteget képeznek, ezaltal megnehezitik a gydgyszerek és
biofarmakonok bejutasat a vérkeringésbdl az agyszovetbe. A vér-agy gat érése soran a sejtek
mitdtikus allapota alacsony (Porkoldb €s mtsai., 2024), ami a transzfekcidé hatékonysagat is
csokkenti. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk az mRNS tartalmia LNP-k sejtfelvételét nem
konfluens és teljesen konfluens rétegli sejttenyészetekben is, kdvetve a transzfekcios
hatékonysagot. A human agyi endotélsejtek LNP felvétele hasonld mintazatot mutatott, mint a
HeLa sejtek esetében. A koncentracio fiiggvényében a GFP fluoreszcens intenzitas novekedett,
de az intenzitds mértéke szignifikdnsan alacsonyabb volt HeLa sejtekben méretéhez képest. Ez
a kiilonbség arra utalhat, hogy az agyi endotélsejtek gatképzo tulajdonsagaiknak kdszonhetden
kevésbé hajlamosak az LNP-k felvételére, vagy eltérd transzlacidos hatékonysaggal
rendelkeznek. A szubkonfluens tenyészetekhez képest az agyi endotélsejtek konfluens, érett
gatrendszert 1étrehozo tenyészete még alacsonyabb transzlaciés hatékonysagot mutatott. A
kisérlet eredményei aldtdmasztjdk a szakirodalomban leirtakat, hogy az endotélsejtek kis
hatékonysaggal transzfektalhatoak (Burkhart és mtsai. 2017, Sakurai és mtsai. 2022, Ogawa €s
mtsai. 2022, Khare és mtsai. 2023, Han és mtsai., 2024). Burkhart és munkatarsai (2017) harom
kiilonb6z8 transzfekcids reagenst (Lipofectamine 3000™, PEI, Turbofect™) vizsgalt meg,
hogy Osszehasonlitsdk azok hatékonysagat és citotoxicitasat az agyi kapillaris endotélsejtek
transzfekcidjaban. Céljuk az volt, hogy megtalaljak a legmegfeleldbb reagenst, amely a vér-agy
gat karosodasa nélkiill magas transzfekcidés hatékonysaggal juttatja be a neuroprotektiv
eritropoetint (EPO) az agyi endotélsejtekbe. Azt talaltak, hogy a transzfektalast kovetden mind
a vér, mind pedig az agyi oldalon 1évé endotélsejtek képesek voltak a rekombinans EPO-t
szintetizalni. A leghatékonyabbnak a kationos lipd alapi Lipofectamine 3000™ reagens
bizonyult, amivel még igy is a kezelt endotélsejtek csak 8%-a vette fel a genetikai anyagot €s
volt transzfektalhato.

A human agyi endotélsejtek transzfekcids hatékonysdga az érett gattulajdonsagokat
mutatd, szorosan kapcsolédd agyi endotélsejtek rétege felé haladva a konfluencia
novekedésével alacsonyabb volt, amelyet szdmos szakirodalomi adat is aldtdmaszt. Hede és

munkatarsai (2020) tanulmanyanak célja azt volt, hogy az endotélsejtek Niemann-Pick C2
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(NPC2) fehérjét termeljenek és szintetizaljanak, mely egy potencidlis génterapids lehetdség
lehet a C tipusu Niemann-Pick lizoszomalis tarolasi betegség kezelésére. Eredményeik azt
mutatjak, hogy nem konfluens monokulturaban 21%-o0s hatékonysaggal, mig asztrocitakkal
kiegészitve konfluens ko-kultirdban mar csak 7%-os hatékonysdggal mikodott a
transzfektalds, mig a tumoros HeLa sejtekben ez az arany 75% volt (Hede és mtsai., 2020).
Mindezen irodalmi és jelen kisérleti eredményeink is aldtdmasztja annak
sziikségességét, hogy specifikus €s joval hatékonyabb transzfekcios protokollok fejlesztésére

van sziikség agyi endotélsejtek szamara.

5.6. Tovabbi terveink az agyi endotélsejtek transzfektalasara

Jovobeli célkitlizéseink kozott szerepel a GFP mRNS toltet helyett terapias fehérje
mRNS-ének LNP-be csomagolasa. A szoros sejtkapcsolatok kialakitasaban kdzponti szerepet
jatszd klaudin-5 fehérje expresszidjanak csokkenését, ezzel a vér-agy gat sériilését szamos
kozponti idegrendszeri betegségben, példaul sztrékban is kimutattdk (Abdullahi és mtsai.,
2018). A klaudin-5 mRNS-ének LNP-be torténd csomagoldsaval, a fehérje sejten beliili
exprsszidjanak emelésével az endotélsejtek kozotti kapcsolatok szorosabbd valhatnak, ami
javithatja a vér-agy gat funkcioit, és csokkentheti az agyi kdrosodas mértékét, melyet iszkémias

sztrok sejttenyészetes €s in vivo modelljében is tesztelni szeretnénk.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az agyba torténd gyogyszerbejutds €s az endotélsejtek génterapia céljabol torténd
hatékony transzfektalasa még megoldandd feladat. Ennek oka a specidlis strukturaju és
mikodésti vér-agy gat, mely gatfunkcioja révén megakadalyozza a gyodgyszerhatdbanyagok
felvételét a vérkeringésbdl az agyba. Erre a problémara megolddst jelenthetnek a
nanorészecskék, melyek alkalmasak lehetnek arra, hogy segitségiikkel a kozponti idegrendszeri
megbetegedések kezelésére irdnyuld hatéanyagokat vagy genetikai anyagokat at tudjuk juttatni
az agyi kapillarisok falan, a vér-agy géton at az agyszovetbe.

A lipid nanopartikulumok a nem-virdlis génterapia igéretes eszkodzei, mivel hatékonyan
képesek kiilonbozd terapias mRNS-eket biztonsagosan szallitani bioldgiai membranokon
keresztiil, mikozben alacsony immunvalaszt valtanak ki ezaltal csokkentik a sejtkarositd

hatasok kockazatat.

A kisérleteinkben GFP mRNS-ét kddolo szolid lipid nanorészecskéket (LNP) vizsgaltunk

HeLa és agyi endotélsejtek transzfektalasa céljabol. Eredményeink azt mutatjak, hogy

e a vizsgalt koncentracidtartomanyban az LNP-k nem gyakorolnak toxikus hatést
az endotélsejtekre €s biztonsdgosan alkalmazhatoak;

e a GFP fluoreszcencia intenzitasa, ezaltal a transzlacio mértéke koncentracio
fliggben novekedett, ¢€és mindkét sejttipus esetében a szubkonfluens
tenyészetekben magasabb volt, mint konfluens sejtrétegekben;

e hEC sejtekben szignifikdnsan alacsonyabb volt a transzfekcido mértéke, mint a
HelLa sejtekben, mind szubkonfluens mind pedig konfluens tenyésztési
korlilmények esetében, ami alacsonyabb LNP felvételre és/vagy kevésbé
hatékony transzlacios képességre utal.

e tovabbi kisérletekre van sziikség a transzfektalasi hatékonysag novelésére,

valamint terapids fehérjék mRNS-ének tesztelésére is.
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TETELES SZAKMAI HOZZAJARULAS

Alulirott Cser Narcisz Ménika nyilatkozom, hogy a 2024. évi 6szi helyi TDK-ra
benytjtott mRNS toltetii szolid lipid nanorészecskék vizsgdlata humdn sejttenyészeteken cimi

palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan jellemezve)
Sejttenyészetek létrehozdsa 4

Valés idejti sejtanalizis
Sejtfelvételi kisérletek elvégzése
Az adatok statisztikai feldolgozdsa
Abrdk elkészitése

LR O

Kelt: Szeged, 2024.11.11
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alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:
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