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1. Bevezetés

1.1. A kozponti idegrendszeri megbetegedések és gyogyitasuk

A legfrissebb felmérések alapjan mara mar megkdzelitéleg minden harmadik ember
szenved valamilyen tipusu idegrendszeri megbetegedésben (GBD 2021 Nervous System
Disorders Collaborators, 2024). A kozponti idegrendszeriink egészsége, megfelel6 miikodése
elengedhetetlen ¢letfolyamataink teljeskort elvégzésében. Az idegrendszeri megbetegedéseken
beliil a neurodegenerativ megbetegedések robbanésszerii ndvekedésnek indultak az utdbbi
évtizedekben. Leginkabb a megndvekedett atlagéletkorral egyiitt jar6 megbetegedések szama
mutat exponencialis novekedést, mint példadul az Alzheimer-kor, Parkinson-kér vagy sclerosis
multiplex, azonban nem elhanyagolhat6 a fiatalokat is nagyszamban érinté depresszid, amivel
2023-ban a Fold lakossaganak 5%-at diagnosztizaltak (Depressive disorder, WHO). Ezen
adatok is alatamasztjdk, hogy az agyi megbetegedések teljeskorli kezelése a mai napig egy
megoldandd feladat az orvostudomany szdmara. A vér agy gat magasfoku szelektivitasabol
kifolyolag azonban nagyban megneheziti az agyi megbetegedések kezelését, mivel fizikai és

kémiai védOmechanizmusaval csokkenti az atjutni képes hatdanyagok mennyiségét.

1.2. A vér-agy gat

A vér-agy gat felfedezését a Paul Ehrlich kutatocsoportjaban az 1800-as évek végén
végzett kisérleteknek koszonhetjiik, melyekben festékeket felhasznalva megtigyelték, hogy a
kozponti idegrendszert egy ekkor még altaluk nem ismert gat valasztja el a vérkeringéstdl, és
ezzel a szervezet tobbi részétdl (Saunders és mtsai, 2014). Mara mar ismerjiik a vér-agy gat
¢lettanilag nélkiilozhetetlen szerepét: kiilonféle fizikai és kémiai védelmi rendszerekkel
szabalyozza a kozponti idegrendszerbe bejutni képes sejteket, vegyiileteket és anyagokat.
Azonban ezen védelmi mechanizmusok jelenléte a kdzponti idegrendszeri megbetegedések
gyogyszeres terapidjat jelentds mértékben gatolja. A vér-agy gat megneheziti a hatdbanyagok
agyba juttatasat, aminek kovetkeztében az agyi betegségek kezelése korlatozott.

A vér-agy gat egy dinamikus hatarfeliiletet képez a kozponti idegrendszer és a
vérkeringés kozott. Osszetettségét kivdléan demonstralja, hogy felszine megkdzelitéleg 12-
20 m?, és az agyi hajszalerek becsiilt hossza pedig 600 kilométer (Pardridge, 2002). A vér-agy
gat négy lefontosabb feladata a kozponti idegrendszer homeosztazisanak fenntartisa, a
tapanyagok agyi bejuttatasa, a karos anyagoktol €s a korokozoktol valo védelem, és az agy és

a szervezet tobbi része kozotti informacidcsere biztositdsa. A vér-agy gatat harom 6 sejttipus



alkotja (1. abra) : az agyi mikroerek endotélsejtjei és pericitai, valamint az asztroglia sejtek,
melyeknek végtalpai teljes hosszukban kdrbeveszik az agyi hajszalereket (Abbott, 2002). A
pericitak jelenléte kifejezetten fontos a vér-agy gat tulajdonsagok és a szoros kapcsolatok
kialakitasaban, amit mar sikeresen kimutattak in vitro modelleken is (Nakagawa és mtsai,
2009). A BBB miikodésében a legfontosabb szerepe az agyi endotélsejteknek van. A sejtek
kozotti  szoros kapcsolatoknak  (tight junctions, TJ) koOszonhetéen a vér-agy gat
transzendotelialis elektromos ellendllasa (TEER) az 500-2500 Ohm x ¢cm? sidvban mozog, ami
joval magasabb a tobbi mikroér atlagosan 3-30 Ohm x cm? ellenallasahoz képest (Vigh és
mtsai, 2021). A szoros kapcsolatok az endotélsejtek kozott a paracellularis résben helyezkednek
el (1. abra). A sejtek kozotti szoros kapcsolatok felépitésében a klaudin, okkludin és
junkcionalis adhézios molekulak vesznek részt, mint integrans membranfehérjék (Deli, 2009).
Az agyi endotélsejtek kozotti adherens kapcsolatok kadherinekbdl és a hozzajuk a

citoplazmaban kot6do kateninekbdl épiilnek fel (Steed és mtsai, 2010).
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1. abra: A vér-agy gat szerkezetének és fobb miikodéseinek sematikus rajza. 1-6: transzportutak a vér-
agy gaton keresztiil: 1. passziv, lipid-medialt diffuzio, 2. aktiv efflux transzporterek, 3. tdpanyagszallito
fehérjék (kétiranyu transzport), 4. sejtek kozotti, paracellularis transzportit, 5. receptor-medialt
transzcitdzis, 6. adszorptiv transzcitozis. Szoros sejtkozotti kapesolatok (7.), sejtfelszini glikokalix (8.),
fazis I és 1l metabolikus enzimek (9.). (Walter, 2015)

Az endotélsejtek luminalis oldalat vastagon beboritod glikokalix réteg (1. abra) negativ
toltésével tovabbi védelmi vonalat biztosit (Walter és mtsai, 2021). A vér-agy gaton passziv
diffuzioval csak gazok és kisméretii lipofil molekulak (koffein, alkohol, kokain) képesek atjutni
(Pardridge, 2005). Az agy fontos tapanyagainak bejuttatasat, mint példaul a cukrok, lipidek,

aminosavak vagy vitaminok, az agyi endotélsejtek membranjaban elhelyezkedd kiilonféle



szallitofehérjék (SLC fehérjecsalad) végzik (Campos és mtsai, 2014). Tovabba fontos
megemliteni, hogy az ionok atjutasa is aktiv folyamat, amit transzporterek ¢és ionpumpak latnak
el. A vér-agy gat kémiai védelmi vonalat az efflux pumpak alkotjak (1. abra). Ezek az ABC és
SLC transzporter csaladokba tartoznak, ilyen pumpak példaul a P- glikoprotein vagy az MRP-
k. Miikodésiik energaigényes folyamat, mivel az ATP hasitasabol keletkezett energiat
hasznaljak fel, hogy egyiranyt transzportmechanizmusukkal megakadalyozzak a mérgez6
vegyiiletek agyi bejutasat, illetve az agy feldli oldalrél a vérbe juttassanak egyes neuronalis
metabolitokat vagy gyogyszereket (Terasaki és Ohtsuki, 2005).

Az agy két f6 védelmi mechanizmusa, a fizikai gatat alkotd, paracelluldrisan
elhelyezkedd szoros kapcsolatok, és a kémiai védelmet biztositd efflux pumpak nagyban
megnehezitik az idegrendszeri megbetegedések kezelését a gyogyszerek bejutasanak
akadalyozasa miatt. Ezt jelzi az is, hogy becslések szerint az Egyesiilt Allamokban felhasznal
gyogyszerek minddssze 5%-a képes atjutni a vér-agy gaton és ezekkel a hatdanyagokkal is
nagyrészt csak a depresszio, skizofrénia és az almatlansag kezelhet6 (Pardridge, 2005).

A kozponti idegrendszerbe valod gyogyszerbejuttatas fokozasara harom f6 modszer all
rendelkezésre: 1) vér-agy gaton vald transzport utvonalak felhasznalasa a hatdéanyagok kémiai
modositasaval vagy célzott nanorészecskékkel; 2) a vér-agy gat mitkodésének megvaltoztatasa
(szoros kapcsolatok atmeneti megnyitasa, efflux pumpak gatlasa); 3) a vér agy gat megkeriilése:
hatdanyag bevitel kozvetlen, invaziv modon, illetve a nazalis utvonalon keresztiil (Deli, 2011).
Kisérleteink soran olyan formulaciokat vizsgaltunk, amelyek alkalmasak lehetnek hatdoanyagok

agyi bejuttatasanak fokozasara a vér-agy gat megkertilésével a szaglohamon keresztiil.

1.3. Nazalis atvonal

Az orr elsédleges funkcidja a kémiai ingerek, vagyis a szag epitopok érzékelése.
Emellett elengedhetetlen szerepet tolt be a belélegzett levegd mechanikai és biologiai
tisztitasdban. Anatomiai szempontbol az emberi orriireg harom {6 teriiletre oszthatd: a
vestibularis hdmra, a 1égzOhamra és a szaglohamra (olfaktorikus régid), ez utdbbi feliilete
emberben megkozelitdleg 10 cm? (Crowe és mtsai, 2018). A hatéanyagok orrnyalkahartyan
keresztiili bejuttatasnak az agyszovetbe két {6 transzportatja lehet (2. abra). Az egyik a direkt

utvonal, melynek sordn a hatéanyag a szaglomezdében talalhato szagldideg rostok mentén, vagy

crcr

crer



mikrorek endotélsejtjein atjutva pedig bekeriil a vérkeringésbe. Az orrnyalkahartya siiriin
erezett, ezért a hatdanyag felvételre kivalo feliiletként szolgal (3. abra).

Amint a szisztémas keringésbe jutott hatdbanyagok elérik az agyi kapillaris halozatot,
azaz a vér-agy gatat képesek lehetnek athatolni az endotélsejtek szoros kapcsolatain, igy bejutni
az agyszovetbe és kifejthetik terapias hatasukat (2. abra). Tovabbi elény még, hogy ezen a
gyogyszerbeviteli uton elkeriilhetjiik a kivalasztd szerveket. Az orrnyalkahartya és a
csilloszorok aktiv egylittmiikodése, az igynevezett mukocilidris tisztulds, az orr elsddleges
védekez0 mechanizmusa. A belélegzett levegdvel bekeriil6 idegen részecskék és korokozok a
nyalkahartya felszinén 1év6 mucin rétegben tapadnak meg. A csillosz6rok folyamatos mozgasa
ezt a nyalkaréteget a garat felé szallitja, ezzel megakadalyozva a mélyebb 1égutakba jutast. Ez
a hatékony tisztitd mechanizmus azonban korlatozza az orron keresztil torténd
gyogyszerbevitel hatékonysagat, mivel a gydgyszermolekulak is a nyalkéban rekedhetnek és az
orrgaratba keriilhetnek, ez pedig csokkenti az ezen az Gtvonalon torténd gyogyszerbevitel

hatékonysagat (Hong és mtsai 2019).
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2. abra: Intranazalis hatéanyag beadas utani transzportutvonalak az agyszovetbe. Kék nyil: direkt
utvonal; sziirke nyil: indirekt utvonal (Alam és mtsai, 2010).

Csoportunk korabbi kutatasai soran vizsgalta a nazalis barrier szerkezetét és a
szaglomezdben talalhatd szagloidegek mentén torténd jelzéanyag bejutast az agyszovetbe
(Wolburg és mtsai, 2008). A szagld neuronok bipolaris idegsejtek, dentritjeik kapcsolatban
allnak az orriireg légterével, sejttestjeik az orr laphamsejtjeik kozott helyezkednek el, axonjaik
pedig a rostacsonton athatolva a szaglégumoba kiildik az ingereket (3. abra).

A csoport korabbi eredményei igazoltak, hogy a tractus olfactorius, azaz szagloideg-

koteg mentén, a nazalis Utvonal kihasznéaldséval, a vér-agy gat kikeriilésével mind



jelzéanyagok, mint a lantan vagy a fluoreszcensen jelzett dextran (Wolburg €és mtsai, 2008;
Horvat és mtsai, 2009), mind hatéanyagok, mint a meloxikdm (Kiirti és mtsai, 2013)

bejuttathatok kiilonboz6 agyteriiletekre.
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3. abra: A szaglohdm felépitése €s az orrbdl az agyba torténd kozvetlen gydgyszerszallitds lehetséges
mechanizmusainak sematikus abrazolasa (Hong és mtsai, 2019).

Végs6 soron barmely utvonalon is jut el a hatdéanyag az agyszovetbe, elmondhat6, hogy
az intranazalis bevitel egy f4jdalommentes, nem invaziv és viszonylag kdnnyen kivitelezhetd
gyogyszerbeaddsi mod. A nazalis utvonal sikeres hasznéalhatdsdgat a hatdanyag bejuttats
szempontjabol tobb évtizede vizsgaljak preklinikai szinten (Illum, 2000). Az egyik lehetdséget
a nazalis formulaciokra a hatdéanyagok nanopartikulumokba valé csomagolasa jelenti, ezzel
novelhetjilk a gyogyszerbevitelt. Ezek a nanopartikulumok lehetnek liposzomak, polimer
nanopartikulumok, fém nanopartikulumok vagy éppenséggel polimer micellak (Veszelka és
mtsai, 2015), ez utdbbi tipust hasznaltuk kisérleteinkben.

A hatéanyagok nanopartikulumba csomagolasa t6bb szempontbdl is elonyos. Egyrészt
csokkentjiik annak az esélyét, hogy a szervezetbe jutva a molekula lebomlik, ezzel noveljiik a
hatéanyag eljutdsanak lehetdségét, tovabba annak gyorsasagat a kivant teriiletre. A

hatéanyagok mellékhatdsa is mérsékelhetd a nanorészecskék alkalmazasaval.

1.4. A dexametazon
A dexametazon (DXM) egy gyulladascsokkentd szintetikus glikokortikoid, amit
klinikai teriileten széleskdrben hasznalnak (McMachon és mtsai, 2020). Alapveté gyogyszer



autoimmun betegségekben €s szemészeti alkalmazasa is igen elterjedt. Az agyodéma €s szamos
idegrendszeri megbetegedés kezelésében is sikeresen alkalmazzak (Espinosa és mtsai, 2020).
A COVID-19 jarvany idején igazoltak, hogy a DXM a sulyos betegek csoportjaban 8-25%-kal
csokkentette a halalozasi mutatokat (Johnson és Vinetz, 2020). A DXM hosszutavi, magas
dozist adagolasa azonban sulyos mellékhatasokkal jarhat, elhizast, depressziot és csontritkulast
is okozhat. Tovabba a DXM jelentds lipofilitisa miatt korlatozott vizoldékonysaggal
rendelkezik. Mind a megfelelé oldhatésaghoz, felszivodashoz, mind a mellékhatasok
csokkentéséhez megfeleld gydgyszerészeti formuladlasra van sziikség.

A csoport kordbbi munkéjaban mar vizsgalta a DXM lipid nanopartikulum alapu
epitélsejt modellen vizsgaltuk a hatéanyag és a nanorészecskébe csomagolt DXM atjutasat,
valamint a gatmodellre kifejtett hatasat (Kiss és mtsai, 2020). A vizsgalatok soran igazoltuk,
hogy a szemészeti formulacié nem befolyasolta a gatmodell barrier funkciojat, ugyanakkor

novelte a DXM hatéanyag atjutidsat a modellen keresztiil.

1.5. A polimer micellak

Manapsag egyre nagyobb hangstlyt kap a nanohordozo molekulak kutatasa, amelyek
kis méretiiknek és hatékonyabb oldddasi tulajdonsagaiknak kdszonhetden képesek megndvelni
a bejuttatni kivant hatéanyagoknak a mennyiségét, tovabba fokozzak azok felszabadulasanak
mértékét. A becsomagolt hatdoanyagok bioldgiai gatrendszereken valo atjutasat a nanohordozok
fiziko-kémiai tulajdonsagaik szabjak meg mint példaul a méret, felszini toltés, alak, szerkezeti
Osszetétel (Sipos és mtsai, 2023). Ezeknek a nanohordozoknak kifejezetten sokféle ko-polimer
valtozata lehet (polietilén-glikol, politejsav, poliakrilsav). A kisérleteink soran a hatéanyagot
polimer micelldba burkoltuk és megvizsgaltuk permeabilitasi képességét, tovabba a sejtrétegre
kifejtett hatasat. A polimer micellakat strukturalisan két részre bonthatjuk: egyrészt
rendelkeznek egy hatdéanyaggal megtoltott hidrofob maggal, valamint egy hidrofil kiils6 héjjal
(4.abra).

+ . . CMC, CMT
. . Oldoszer elparolgés
Vizben diszpergélhato és

Ko - polimer vizes Hat6anyag rekonstrualhat6 polimer
oldata micella aggregatum

4. abra: Polimer micella felépitésének sematikus abraja (Sipos, 2023, modositva)
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Egyik legfontosabb tulajdonsaguk, hogy nem toxikusak a sejtekre, nem karositjak a
sejtmembran integritasat (Zakharova és mtsai, 2019; Katona és mtsai, 2022). Felhasznalasuk
azért elonyds a hatdanyagszallitds szempontjabol, mert olyan hidrofob anyagokat is képesek
atjuttatni a membranokon keresztiil, amelyek ©nallo atjutasa alacsony. A hatéanyag
becsomagolasanak tovabbi elénye, hogy csokkenthetd a bioldgiai degradacionak a mértéke.
Altaldnosan elmondhat6 a polimer micelldkrél, hogy méretiik 10-100 nm kozé esik (Croy és
Kwon, 2006), igy konnyebben atjuthatnak a kiilonféle biologiai gatrendszereken, ezaltal
megnovelve a szervekbe bejuttatni kivant hatdbanyag mennyiségét.

A Kkisérleteink soran vizsgalt formulacié egy dexametazonnal t6ltétt polimer micella
volt. Ez a bioldgiailag lebomloé formulacio allatkisérletekben megndvelte a hatdéanyag atjutasat,
ugyanakkor a toxicitasa alacsony volt (oral LD50: > 5 g/kg) (Sipos és mtsai, 2023). Hipotonias
tulajdonsaga miatt (240 mOsmol/l) abszorpcios képessége is magasabb mintha csak 6nalldan a
dexametazont adagolndnk az orriiregbe. Mivel egy alacsony viszkozitasi molekularol
beszéliink (32.5 mPas) célszerti lehet akar klinikai hasznalat folyaman folyadékban oldani, igy

felhasznalhato lehet orrspray vagy orrcsepp formaban is.

1.6 Célkitiizés

A vér-agy gat védOszerepe miatt nagyban megneheziti a kiilonboz6 kozponti
idegrendszeri betegségek kezelését, ugymint az Alzheimer-kor, Parkinson-kor, vagy agyi
tumorok. A nazalis Utvonal, azaz az orrnyalkahartyan keresztiili agyi hatéanyag bejuttatas,
alternativ mod lehet a vér-agy gat kikeriilésével ezeknek a betegségeknek a hatékonyabb

kezelésére.
Kisérletes munkank soran az alabbi célokat tiiztik ki:

1.) A dexametazon tartalmu nanorészecskék hatasanak vizsgalata a nazalis epitélsejtek és
az agyi endotélsejtek impedanciajara.

2.) A dexametazon hatéanyag atjutasanak vizsgalata a nazalis epitélium és a vér-agy gat
human tenyészetes modelljén 6nalldan és nanopartikulum formulédcidban.

3.) A gatrendszerek funkcionalis és morfologiai vizsgalata a nanopartikulummal torténd
kezelés utan ellenallas méréssel, permeabilitasi vizsgalattal ¢és a sejtkozotti

kapcsolofehérjék immuncitokémiai festésével.
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2. Anyagok és modszerek
2.1. Vegyszerek

A kisérletek soran hasznalt anyagokat és reagenseket a Merck Magyarorszagtol
rendeltiik, hacsak masképp nem jeloltik. A dexametazon tartalma polimer
nanopartikulumokat Dr. Sipos Bence biztositotta szamunkra, amiket az SZTE GYTK

Gydgyszertechnologiai €¢s Gyogyszerfelligyeleti Intézetében allitott eld.

2.2. Sejttenyésztés
2.2.1. Nazalis epitélsejtek

A huméan RPMI 2650 (ATCC katalogusszam: CCL 30) orrhamsejteket 10% borju
szérummal (FBS, Pan-Biotech GmbH, Németorszag) és 50 pg/ml gentamicinnel kiegészitett
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Gibco, Life Technologies, USA)
tapfolyadékban tenyésztettiink 37 °C-os inkubatorban, 5% CO2 tartalom mellett. A
tenyésztéedények felszinét patkanyfarok inbol kinyert 0,05% kollagénnel vontuk be steril
desztillalt vizben, igy timogatva a sejtek jobb letapadasat és novekedését. A tapfolyadékot 2-3
naponta cseréltiik a tenyészeteken. Amikor az RPMI 2650 sejtek megkdzelitéleg 80-90%-0s
konfluenciat értek el az edényben, a sejteket 0,05% tripszin és 0,02% EDTA oldattal
tavolitottuk el a tenyésztofelszinrdl. Egy nappal a kisérlet eldtt retinsavat (10 uM) és
hidrokortizont (500 nM) adtunk a sejtekhez, hogy szorosabb barriert képezzenek (Kiirti és
mtsai, 2013).

A permeabilitdsi kisérletekhez a nazéalis hamsejteket human vaszkularis
endotélsejtekkel tenyésztettiik egyiitt ko-kultiraban, igy létrehozva egy fiziologiasabb barrier
modellt, amely reprezentalja mind az orrhamot, mind a szubmukoézalis vaszkularis
endotéliumot. Az endotélsejteket 5% FBS-sel, 1% endotelialis novekedést eldsegité oldattal
(ECGS, Sciencell, USA) ¢és 0,5% gentamicinnel kiegészitett endotélsejt tenyésztd
tapfolyadékban (ECM, Sciencell, USA) tenyésztettiik. A permeabilitasi kisérlethez a Transwell
sejttenyészt6 betétek (Corning, 0,4 um poérus atmérd, 12 mm atmérd, polikarbonat membran)
fels6 (luminalis) oldalat patkanyfarok inbol kinyert 0,05% kollagénnel vontuk be, az also
(abluminalis) felszinét pedig IV. tipusi kollagén (100 ug/ml) és fibronektin (25 pg/ml)
keverékével, majd fél-fél oran keresztiil UV alatt szaritottuk. A ko-kultura 1étrehozasahoz az
endotélsejteket a sejttenyésztdbetétek membranjanak alsé felszinére passzaltuk 2x10* sejt/ cm?

stiriségben. Ezutan a sejteket 2 oran keresztiil 37 °C-os inkubatorban tartottuk (5. abra).
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endotélsejt epitélsgjt

4
.

5. abra. A nazalis epitél - vaszkularis endotél ko-kultira modell 6sszeallitasa. 1. [épés: endotélsejtek
kirakasa az inzert aljara; 2.1épés: 2 ora elteltével az epitélsejtek kirakasa az inzert belsejébe; 3. 1€pés:

inzert feltdltése tapfolyadakkal

A sejtek letapadasat kdvetden a sejttenyésztd betéteket a 1,5 ml endotél médiumot tartalmazéd
12-lyuku tenyésztéedényekbe helyeztikk, majd a nazalis epitélsejteket a membran felsé
felszinére pipettaztuk 3x10° sejt/ cm? siirGiségben (5. 4bra). A tapfolyadékot mindkét
kompartmentben 2 naponta cseréltiik. A kisérleteket 5 nappal a ko-kultara Osszeallitasa utan

végeztiik el.

2.2.2. Agyi endotélsejtek és pericitak

A human ko6ldokzsindrvérbdl izolalt CD34" Gssejtekbdl differencialtatott vaszkularis
endotélsejteket egylittmiikodé partneriink Prof. Fabien Gosselet (Université d’Artois, Lens,
Franciaorszag) biztositotta szamunkra. Az endotélsejteket 5% FBS-sel, 1% endotelialis
novekedést eldsegitd oldattal (ECGS, Sciencell, USA) és 0,5% gentamicinnel kiegészitett
endotélsejt tenyésztd tapfolyadékban (ECM, Sciencell, USA) tenyésztettiik. A kisérlethez a
sejteket 7 passzazsszammal hasznaltuk fel.

Az agyi pericitakat 0,2%-0s zselatinnal bevont Petri-csészékben tenyésztettik DMEM
tapfolyadékban 20% FBS-sel, 1% GlutaMAX-szal (Gibco, Life Technologies, USA) és
50 pg/mL gentamicinnel kiegészitve. A kontakt vér-agy gat ko-kultira modell 1étrehozasahoz
a pericitakat I'V. tipusu kollagénnel (100 pg/ml) bevont Transwell tenyésztébetétek (Corning,
0,4 pm porus atmérd, 12 mm atmérd, polikarbonat membran) als6 oldalara passzaltuk 1,8x10*
sejt/cm? siirtiségben. A pericitak letapadaséhoz inkubatorban tartottuk ket 3 6ran keresztiil, 37
°C-on. Ezutan a tenyésztébetéteket 12-lyukt, endotélsejt tapfolyadékot (1,5 ml) tartalmazéd
tenyészt0 lemezbe helyeztiik. Az endotélsejteket a tenyésztobetét felsd, IV. tipusu kollagénnel
(100 pg/ml) és fibronektinnel (25 ug/ml) bevont oldalara passzaltuk 6x10* sejt/cm?
stirliségben, endotélsejt tdpfolyadékban (0,5 ml). A tapfolyadékot mindkét kompartmentben
kétnaponta cseréltiik. Négy nap elteltével az alsé kompartmentben lecseréltiik a tapfolyadékot,

a felsd, vér feloli kompartmentet pedig 48 oran keresztiill var-agy gat érést eldsegitd
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kismolekulakat tartalmazé tapfolyadékkal kezeltiik. A kisérleteket 6 nappal a ko-kultara

Osszeallitasa utan végeztiik el.

2.3. Sejtrétegek impedancia vizsgalata

A sejtek allapotaban bekovetkezd valtozasokat impedancia mérésen alapuld valos idejii
sejtanalizissel kovettiik nyomon (XCELLigence RTCA-SP, Agilent, USA). A modszer elonye,
hogy jelzémolekuldk felhasznéldsa nélkiil, valos idében ad informéciot a sejtek allapotardl,
ebbe beleértve azok letapadésat, ndvekedését és €letképességét, akar hosszabb idon keresztiil
(6. abra). A nazalis epitélsejetek vizsgalatahoz az integralt arany elektrodakkal ellatott 96-1yuku
lemezeket (E-plate 96; Agilent,) 0,05% I. tipust kollagénnel vontuk be. Az epitélsejteket 3x10*
sejt/lyuk stlirliségben passzaltuk a lemezbe. Az agyi endotélsejtek vizsgalatdhoz a lyukakat

0,2%-0s zselatinnal vontuk be és 6x103 sejt/lyuk siirliségben passzaltuk a sejteket a lemezekbe.

6. abra. RTCA-SP valosideji sejtanalizald miszer (ACEA, www.aceabio.com/products/rtcasp).

A sejtek kirakasa elott lemértiik az iires, sejtmentes tapfolyadék hattérimpedanciajat. A
miszer a sejtréteg integritast egy mértekegység nélkiili paraméterrel, a sejtindexszel fejezi ki,
amely a sejt-sejt és sejt-matrix kapcsolatok erésségével korrelal. A sejtindexet az (Rn — Rb)/10
képlet alapjan szamoltunk ki, ahol Rn az adott lyukban a sejtek és az elektrodak kozti
impedancia értéke, Rb pedig a sejtmentes tapfolyadék hattérimpedancidja. A sejtréteg
impedancidjat 10 kHz-en, 10 percenként mértiik amig konfluens sejtréteget nem alkottak (platod
fazis), majd a kezelést kovetd, kisérleti fazisban a mérés frekvencidjat 5 percre modositottuk.
A sejtindex értékeket a kezelés eldtti utolsd idOpontra normalizaltuk. A kisérlet soran a
konfluens tenyészeteket a nanoformuldcié és annak Osszetevdinek 10-, 30-, és 100%-0S

higitasaival kezeltiik tapfolyadékban, ezutdn 3 6rdn keresztiil kovettiik nyomon a sejtek
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allapotaban bekdvetkezd valtozasokat. A teljes sejtpusztulds kontrolljaként 0,1% Triton X-100
(TX-100) detergenst tartalmazo tapfolyadékkal kezeltiik meg a sejteket.

2.4. Permeabilitasi kisérlet

Megvizsgaltuk a nanoformuldcioba csomagolt és 6nallo DXM atjutasat a nazalis
epitélium és a vér-agy gat tenyészetes ko-kultira modelljén 0,5 és 1 ora alatt. Ehhez a sejtes
tenyésztébetéteket athelyeztiik egy j lemezbe, amelynek lyukai 1,5 ml steril, 37 °C-os Ringer-
HEPES oldatot (118 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 2,5 mM CaCl2, 1,2 mM MgSO4, 5,5 mM D-
glikoz, 20 mM Hepes, pH 7.4) tartalmaztak (akceptor kompartment). A felsé (donor)
folyadéktérbe 0,5 ml DXM vagy a nanoformulacié 10x-es higitasat tartalmazé Ringer-HEPES
oldatot pipettaztunk. Mindkét kezelési csoportban 50 pg/ml volt a dexametazon koncentracioja.
A tenyésztdedényeket 1 oran keresztiil 37 °C-on CO: inkubatorban sikrdz6 késziiléken (120
fordulat/perc; OS10 sikrazo, BioSan, Lettorszag) tartottuk, ezzel biztositva az oldatok
folyamatos mozgatasat, ami a permeabilitdismérés fontos része (Youdim ¢€s mtsai, 2003). Az
els6 fél ora elteltével a kezelést tartalmazd tenyésztdbetéteket egy uj, friss Ringer-HEPES
oldatot tartalmaz6 lemezbe tettiik at, és tovabbi fél oran at folytattuk a kisérletet. Amikor letelt
az egy ora, eppendorfokba Osszegylijtottiik a mintakat a felsé (1 ora) és als6 (0,5 és 1 ora)

egyiittmiik6do partnereink.

2.5. A modellek gatmiikodésének vizsgalata a permeabilitasi kisérlet utan
2.5.1. Transzepitelidlis és-endoteliallis elektromos ellenallas (TEER)

A paracellularis Gtvonalon keresztiili szabad anyagatjutast nagymértékben korlatozzak
a sejtek kozotti szoros kapcsolatok. A tenyésztdbetéteken mért transzepitelialis vagy -
endotelialis elektromos ellenallas értéke a sejtek kozotti szoros kapcsolatok ionokkal szembeni
ateresztOképességét mutatja. A nazalis epitél és a vér-agy gat ko-kultarak sejtrétegeinek
ellenallasértekeit EVOM rezisztencia-mérdvel és STX-2 elektrodakkal (World Precision

Instruments, USA) mértiik (7. abra) a tapfolyadék cseréje elott minden masodik nap.
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7. abra. A) EVOM rezisztencia méré késziilék a hozzacsatlakoztatottSTX-2 elektrodaval és a B)
tenyésztobetéten torténd sejtréteg elektromos ellenallds mérésének sematikus abraja.

A TEER értékekbdl levontuk a tenyésztd betéteken sejtek nélkiil mért ellenallasértékek
atlagat (~100Qxcm?), majd a tenyésztémembran felszinéhez viszonyitva (Qxcm?) atlagoltuk
¢s abrazoltuk a TEER értékeket. Az ellendllas mérést a permeabilitasi kisérletek el6tt és

kozvetleniil utana is elvégeztiik.

2.5.2. Jelzomolekulak permeabilitasa

A sejtréteg szorossagat két olyan jelzé molekulaval vizsgéaltuk, melyeknek fiziologias
koriilmények kozott alacsony az atjutasi képessége a sejtrétegen keresztil. Az egyik
jelzémolekulank a fluoreszcein (SF) volt, ami paracellularisan képes atjutni a sejtrétegen, a
masik pedig az Evans kék albumin (EBA), amelyre pedig a transzcellularis transzport jellemzo.
A dexametazont tartalmazo kezeldoldatok eltavolitasa utdn a tenyésztobetéteket 1,5 ml Ringer-
HEPES oldatot tartalmazo uj, 12 lyuku tenyésztélemezbe helyeztiik. Az apikalis folyadéktérbe
0,5 ml Ringer-Hepes oldatot pipettaztunk, amely SF (10 pg/ml) és EBA (1 mg/ml BSA +
167,5 ug/ml Evans-kék) jelzéanyagokat tartalmazott, majd a tenyésztéedényeket fél oOran
keresztiil 37 °C-on COz inkubatorban sikrazé késziiléken tartottuk. Fél 6ra utan dsszegytijtottiik
az als6 folyadéktérbél a mintdkat és a jelzdanyagok fluoreszcencidjat Fluorolog 3
spektrofluorométerrel (Horiba Jobin Yvon) meghataroztuk. A fluoreszcein emisszigjat 485 nm
hulldmhosszon torténd gerjesztést kovetden 520 nm-en, mig az EBA elnyelését 584 nm-en
gorbék segitségével hataroztuk meg. A latszélagos permeabilitasi egyiitthatokat (Papp) @
korabban leirtak szerint szamoltuk ki (Veszelka és mitsai, 2018) a kovetkezd egyenlet

segitségeével:
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A[C]AX V,
Ax [C]D x At

P (CM/S) =
ahol [C]a a jelzGanyag abluminalis koncentracidja, Va az abluminalis kompartment
térfogata (1,5 ml), [C]p a jelzGanyag koncentraciéja a donor kompartmentben a kezelés

kezdetén, A permeabilitdshoz rendelkezésre allo felszin (1,12 cm?) és At: a mérés soran eltelt

id6 (0,5h).

2.5.3. Immuncitokémia

A permeabilitasi kisérletek utan a sejteket 15%-0s paraformaldehid (PFA) oldattal fixaltuk.
Ezutan a sejteket haromszor megmostuk PBS-sel, majd 0,2% TX-100 oldattal 10 percig
permeabilizaltuk a sejteket. Ismételt mosast kdvetden 3% borjii szérum albumint (BSA)
tartalmaz6 PBS-ben blokkoltuk a nem specifikus kotohelyeket egy oran keresztiil.

A nazalis epitélsejtek sejtkapcsold strukturainak festéséhez nyal anti-p-katenin (1:200,
AB _476831), az agyi endotélsejtekhez nyul anti-ZO-1 (1:200, AB_138452) elsddleges
ellenanyagot hasznaltunk, amit a blokkoldban higitva adtunk a sejtekhez, majd 4 °C-on egy
¢jszakan keresztiil inkubaltuk. Masodlagos ellenanyaggal torténd festéskor Cy3-jeldlt anti-nyul
ellenanyagot (1:400, AB_258792) hasznaltuk sejtmagfestékkel (Hoechst 33342; 1 pg/ml)
kombinalva, szobahdmérsékleten egy oran keresztiil. Az egyes lépések kozott a sejteket
haromszor mostuk PBS-ben. A sejttenyésztd betétekbdl kivagott membranokat targylemezekre
helyeztiik és Fluoromount-G reagens (Southern Biotech) segitségével rogzitettiik. A mintakrol
Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH, Németorszag) konfokalis mikroszkoppal
készitettiink felvételeket.

2.6. Statisztikai kiértékelés

Az adatok statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
USA) programot hasznaltuk. A kisérletekben kapott adatokat atlag + SD formaban adtuk meg.
Az egyes kezelési csoportok kozotti kiilonbségeket kétutas ANOVA-t kdvetden Bonferroni-
teszttel elemeztiik. Statisztikailag szignifikdnsnak a P<0.05 értékeket tekintettiik. A kisérleteket

kétszer ismételtiik, ezenfeliil kisérletenként minimum ketté parhuzamos mintéat hasznaltunk.
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3. Eredmények
3.1. Sejtrétegek impedancia vizsgalata

Els6 1épésként megvizsgaltuk a polimer micelldba csomagolt dexametazon, és annak
minden komponensének hatasat az agyi endotél- és a nazalis epitélsejt-rétegek ¢letképességére,
letapadasara, folyamatossagara, amit impedancia méréssel kovettiink nyomon valds idében.
Amikor a sejtrétegek konfluensé valtak és impedanciajuk nem novekedett tovabb, azaz elérte a
platofazist, a vizsgalt anyagok kiilonbozo higitasaival (10%, 30%, 100x) kezeltilk meg az egyes
csoportokat. Az endotél és epitélsejtek kezelését kdvetd harom oraban vizsgaltuk a sejtréteg
allapotaban bekovetkezd valtozdsokat. A nazalis epitélsejtek esetében a formulédcid és a
tokoferszolan polimer (TPGS) 10x-es higitasa fél ora elteltével csokkentette a sejtindexet a

kontroll csoporthoz képest (8. abra A-C).
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8. abra. Az RPMI nazilis epitélsejtek allapotanak monitorozasa valdsidejii impedancia méréssel a
nanoformulacio6 és az dsszetevok kiilonbozo higitasaival (100x, 30%, 10x) torténd kezelés utan. A) A
sejtek allapotanak kinetikai valtozasa az id6 fiiggvényében. Szaggatott vonallal jeloltiik a B) 0,5 és C)
1 oras id6épontokat valamint a normalizalt sejtindex 1 értékét. K: kontroll, F: formulacio, DXM:
dexametazon, TPGS: tokoferszolan polimer, SP: Soloplus, M: mannit, TX: TX-100. A kezelés hatasat
az impedancidra normalizalt sejtindexként abrazoltuk (atlag=SD, n = 6-8/csoport). Statisztikai proba:
egyutas Anova és Dunnett teszt. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 a kontroll csoporthoz hasonlitva.
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Azonban a kinetikdt megnézve lathatjuk, hogy ez az eltérés nem sejtpusztulast tiikroz, a
sejtindex nem csokken a kezelést kovetd fél és egy oraban (8. A abra), ellentétben a negativ
kontrollként hasznalt TX-100 detergenssel, amely teljes sejtpusztulast idézett el6 (8. abra A-C).
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a nazalis sejtek érzékenyebbek a formulaciora, illetve

Osszetevojére, a TPGS-re, amely a sejtkapcsolatok megnyilasat idézte eld.
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9. abra. A) Az agyi endotélsejtek allapotanak monitorozasa valdsidejii impedancia méréssel a
nanoformuléacio és az 6sszetevok kiilonbo6zo higitasaival (100%, 30x, 10x) térténd kezelés B) 0,5 6ra és
C) 1 o6ra utan. K: kontroll, F: formulacio, DXM: dexametazon, TPGS: tokoferszolan polimer, SP:
Soloplus, M: mannit, TX: TX-100. A kezelés hatasat az impedanciara normalizalt sejtindexként
abrazoltuk (atlag£SD, n = 6-8/csoport). Statisztikai proba: egyutas Anova és Dunnett teszt. ***p<0,001,
**p<0,01, *p<0,05 a kontroll csoporthoz hasonlitva.

Az agyi endotélsejtek esetében a sejtindex enyhébb csokkenését tapasztaltuk a
formulacio és TPGS kezelés hatasara fél és egy ora elteltével a kontrollhoz képest (9. abra),

azonban ez a csokkenés nem a sejtek pusztulasat tiikrozi, hanem a sejtek kozotti kapesolatok

19



enyhe megnyilasat. Osszehasonlitasképpen a referencia vegyiiletként hasznalt TX- 100

detergens teljes sejtpusztulast okozott mar fél ora elteltével.

3.2. A dexametazon atjutasa a gatmodellek sejtrétegein

Az 6ndllo6 és a nanopartikulumba csomagolt DXM hatéanyag atjutasat megvizsgaltuk a
human nazalis és a vér-agy gat human tenyészetes modelljein fél- és egy oras idépontokban
(10. abra). A kezelést kovetéen mind az 6nalld, mind a nanoformulacidba csomagolt DXM
magas permeabilitasi értékeket mutatatott mindkét modell esetében (10. abra), mindkét
idépontban. A kontroll csoporthoz képest magasabb hatdéanyag atjutast mértiink a formulaciok
esetében, amely a nazalis epitélsejtek esetében fél oranal és egy oranal 19 és 30%-kal volt

magasabb, az agyi endotélsejteknél pedig ugyanebben a két idépontban 30-30%-kal (10. abra).

Dex:;r;e'e\;?zon Dexametazon
501 D DXM 10x BBB
. F 10x 50- D DXM 10x
. @ F 10x
40 EE 40 *kk
® - B —
E 301 E301 [
{ ©
< 2
g 207 220-
L Q
o o
10 104
0 T T 0 T T
0,5 6ra 1 6ra 0,5 6ra 1 ora

10. abra. Az 6nall6 (DXM 10x) és nanopartikulumba csomagolt dexametazon (F 10x) atjutasa A) a
nazalis epitélium ¢és B) agyi endotél sejtrétegén keresztiil 0,5 és 1 oOra alatt. Pap: latszolagos
permeabilitasi egyiitthatd, K: kontroll, F: formulacié. n= 4. Statisztikai proba: kétutas Anovaés és
Bonferroni teszt. ***p<0,001, a kontroll csoporthoz hasonlitva.

3.3. A sejtrétegek szorossaganak vizsgalata a permeabilitasi vizsgalat utan
3.3.1. Transzepitelialis és endotelialis elektromos ellenallas és permeabilitas vizsgalat

Az egy oras DXM permeabilitasi kisérlet utan ellendriztik a nazalis és az agyi
endotélsejt-rétegek szorossagat (TEER) méréssel, valamint két kiilonb6z6 méretii vizoldékony
jelzémolekula sejtrétegen keresztiili atjutasaval. Az egy 6rds nanoformulécio6 kezelést kovetden
a nazalis epitelidlis sejtréteg szorossaga lecsokkent a kontroll csoporthoz képest. A sejtréteg

TEER értéke a kontroll csoport 60%-ara esett le (11.A abra), mig a passziv paracellularis
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transzport kisméretli jelzGmolekulajanak, az SF-nek, illetve a nagyobb molekulasalya EBA-
nak a fél 6ras permeabilitasi értékei szignifikansan megnéttek (11.B-C abra). A DXM-al kezelt
csoportok sejtréteg ellendllas értékei, illetve a jelzOmolekuldk permeabilitasi értékei nem

valtoztak az egy oras kezelést kovetden a kontroll csoporthoz képest (11.4abra).

RPMI RPMI
A RPMI B _ C |
Fluorescein Albumin
120- 124 12-
10-
100 10- *
8_
3 - - s °
= 801 w 8 )
S i E T E 4
0 Q0 o
— @ ® .
C 60 o s o 1%
=2 - - -
s- S S
p g g 1.0,
W g0 o 4 0 o3
'— *%k
0.6
20 2| 04{ T !
0.2
0 : ; 0 : ; 0.0 . ;
K DXM F K DXM F K DXM F

11. abra. A) A nazalis epitélsejtek transzepitelialis elektromos ellenallas (TEER) értékei valamint
permeabilitasi értékei B) a kis molekulastlya fluoresceinre és C) a nagy molekulasulyt Evans-kék
jelolt albuminra az 1 6ras hatdéanyag kezelést kovetden. A TEER értékeket a kontroll szazalékaban adtuk
meg. Az értékeket atlag £ SD-ként abrazoltuk, n = 3-4/csoport. Statisztikai proba: egyutas Anova és
Dunnett teszt. **p<0,01, *p<0,05 a kontrol csoporthoz hasonlitva.

Ezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a formulacié alacsony szinten, de
megvaltoztatta a gatréteg atjarhatosagat: megnyitotta a sejtek kozott 1évo szoros kapcsolatokat
(TEER ¢és fluoreszcein atjutas) és a transzcitotikus utvonalat is (albumin atjutés).

Az egy 6ras nanoformulacioval torténd kezelés jelentdsen csokkentette a vér-agy gat
modell endotél sejtrétegének integritasat (12.abra). Ezt a hatast a transzendotelialis elektromos
ellenallas (TEER) értékének kozel 50%-os csokkenése (12. A dbra) valamint az SF és az EBA
sejtrétegen keresztiili atjutasanak novekvo tendenciaja timasztja ala, azonban ez statisztikailag
nem volt szignifikans (12. B-C abra).

A DXM kezelés nem véltoztatta meg az agyi endotelidlis sejtréteg szorossagat a kontroll

csoporthoz képest, ahogy azt a TEER ¢és permeabilitasi értékek mutatjak (12. ébra).
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12. abra. A human vér-agy gat modell (BBB) A) transzendotelialis elektromos ellenallas (TEER)
értékei valamint permeabilitasi értékei B) a kis molekulasulyu fluoresceinre és C) a nagy molekulasulyt
Evans-kék jelolt albuminra az 1 6ras hatdanyag kezelést kovetden. A TEER értékeket a kontroll
szdzalékdban adtuk meg. Az értékeket atlag £ SD-ként abrazoltuk, n = 3-4/csoport. Statisztikai proba:
egyutas Anova és Dunnett teszt. **p<0,01, a kontrol csoporthoz hasonlitva.

3.3.2. Immuncitokémia

A nazdlis epitélsejtek kozotti kapcsolofehérjek szerkezetének vizsgdlatdhoz a -
katenint, az adherens kapcsolatok linker fehérjéjét, immunfestéssel tettiik lathatova (13. abra).
A dexametazon kezelés kovetkeztében a B-katenin festddése a sejtek hatarvonalan élesebbé
valt, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kezelés megerdsitette az adherens kapcsolatok

szerkezetét a kontroll csoporthoz képest.

RPMI

.

13. abra. A nazalis epitélsejtek (RPMI) B-katenin kapcsold fehérjéinek immunfestése az 1 oras
dexametazon és nanoformulacié permeabilitasi kisérlet utan. Ciankék: sejtmag, piros: B-katenin, mérce:
20 um. Nyil: a fest6dés mintazata élesebbé, folytonosabba valt a sejtek hataran Csillag: az immunfestés
gyengiil a sejthataron és megjelenik a sejtek citoplazmajaban.

B-katenin; sejtmag; mérce: 20 pm
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Ezzel ellentétben, a nanoformulacio hatasara a B-katenin a sejtek citoplazmajaban valt
jobban megfigyelhetové, ami egy sejten beliili fehérje atrendez6désre utal. Ez a megfigyelés is
alatdmasztja a megnovekedett jelzéanyag atjutdst, valamint a csokkent TEER értékeket

(12. abra).

Az agyi endotélsejtek kdzotti szoros kapcsolatok szerkezetének vizsgalatdhoz a szoros
kapcsolat asszocialt citoplazmatikus ZO-1 linker fehérjét festettilk meg az egy oras hatébanyag
¢s nanoformulécid permeabilitasi kisérlet utin. A DXM kezelés hatasara a sejtek hataran
elhelyezked6 ZO-1 fehérje festédési mintazata élesebbé valt a kontroll csoportéhoz képest (14.

abra).

hEC
DXM

Z0-1; sejtmag; mérce: 20 ym

14. abra. A human agyi endotélsejtek (hEC) zonula occludens-1 (ZO-1) kapcsolé fehérjéinek
immunfestése az 1 6ras dexametazon és nanoformulacié permeabilitasi kisérlet utan. Ciankék: sejtmag,
piros: zonula occludens-1, mérce: 20 um. Nyil: az immunfestés er6sdik a sejthataron. Csillag: az
immunfestés elhalvanyulasa a sejthataron

A nanoformuldcié kezelés a sejthatarokon az RPMI epitélsejtek kozotti
kapcsolofehérjék festddésének elvékonyodasat, intenzitasanak csokkenését okozta, azonban ez
a hatéas kisebb volt agyi endotélsejteken. Ez a kiilonbség a tenyészetes gatmodellek kozott

megfigyelhetd volt a jelzOmolekula atjutasban is.
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4. Diszkusszio

A Dbiologiai gatrendszerek az egyik legfontosabb védelmi vonalai az emberi
szervezetnek. Ezen védelmi vonalak legfobb funkcidja, hogy megakadalyozzak a karos
anyagok ¢és mikroorganizmusok bejutdsat a szervezetbe, ezzel megeldzve az esetleges
megbetegedéseket. A fontosabb gatrendszerek kozé tartozik példaul a bér, a szem
szaruhartyaja, illetve a kisérleteinkben vizsgalt orrnyalkahartya és a vér-agy gat, melyek
feliiletén az intranazalisan beadott hatdéanyagok atjutdsa zajlik. A modern gyogyszerkutatés
soran fontos feladat a gyogyszerhatéanyagok agyba vald bejutasanak és hatasainak vizsgalata
sejttenyészetes modelleken. Munkank soran két ko-kultara modellt alkalmaztunk, az egyik
rendszer a vér-agy gat, a masik pedig az orrnyalkahartya modellje volt. Ezeken a csoport altal
régota hasznalt és korabban jol jellemzett modelleken vizsgaltuk a dexametazon és a
nanohordozdba csomagolt dexametazon hatasait.

A human sejtes vér-agy gat és nazalis epitélium modelleken végzett kisérleteink
eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy az 6nallé6 dexametazon kezelés nem eredményezett
szignifikans valtozast a sejtréteg szorossdgaban. Ezt a megallapitast egyrészt a valtozatlan
TEER értékekbdl vontuk le. A modszer soran a sejtréteg elektromos ellenallasat vizsgaltuk, ami
kisérletes koriilmények kozott a natrium ion atjutast jelenti. A TEER értékek a kontrollhoz
hasonlitottak mind két modell esetében, ami azt jelenti, hogy a dexametazon kezelés hatasara
nem valtozott a sejtkozotti kapcsolatok szorossaga. A masik mérésiink soran olyan
jelzdmolekuldk atjutasat vizsgaltuk, amelyeknek fiziologias koriilmények kozott alacsony a
permeabilitasa. Az egyik jelz6anyagunk a vizoldékony fluoreszcein volt, ami paracellularisan,
vagyis a sejtek kozotti uton képes atjutni a sejtrétegen (Deli és mtsai, 2005). A masik pedig a
szérum albumin, amit Evans kék festékkel komplexaltunk, ez pedig a transzcellularis
transzportat markere (Abbott és mtsai, 2006). Ezeknek a permeabilitési jelzémolekulaknak az
atjutasat mind a kontroll, mind a dexametazon csoportokon megmértiik és eredményeinkbdl azt
allapitottuk meg, hogy a dexametazonnal valo kezelés kovetkeztében nem volt magasabb a
jelzémolekula atjutasa. Az immuncitokémiai festések vizsgalata soran a -katenin és a ZO-1
fehérjék intenzivebb és lokalizaltabb fest6dési mintazata a tenyészetek bizonyos teriiletein a
sejtek kozotti kapesolatok megerdsodésére utalt. Azonban a morfoldgiai megfigyeléseket nem
tikkrozték a funkciondlis eredmények. Ez a megfigyelés 6sszhangban all a csoport korabbi
munkdjaval, amelyben a szaruhartya emberi epitélsejtes modelljén vizsgaltuk a dexametazon
¢s annak nanolipid formulacidinak hatasat (Kiss és mtsai, 2020). A dexametazon ebben a

tenyészetes gatmodellben sem valtoztatta meg a gat szorossagat. Legfontosabb eredménylink,
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hogy a polimer micelldkba csomagolt dexametazon jobban atjutott az orrnyalkahartya és a vér-
agy gat tenyészetes modelljein, mint az 6nallé hatdoanyag. Egy masik, nanolipid partikulum
tipussal a csoport hasonld megfigyelést tett szaruhartya modellen (Kiss €s mtsai, 2020). Ezek
az adatok aladtamasztjdk azt a szakirodalmi véleményt, hogy a nanorészecskék igéretes
gyogyszerformak lehetnek nazalis és szemészeti hatdanyagok jobb bejuttatashoz.

A gatrendszereken keresztiili abszorpcid és penetracié fokozasa tobb mechanizmussal
valésulhat meg. A csoport kordbban gyogyszerészeti segédanyagok vizsgalata soran igazolta,
hogy a cukorészterek egyszerre fokozzak a jelzé- és hatdéanyagok atjutasat bélepitélsejt
modellen a szoros kapcsolatok megnyitasaval €s a sejtmembran fluiditds novelésével (Kiss €s
mtsai, 2014). A nanopartikulumba csomagolt dexametazonnal kezelt modelleken a sejtrétegek
szorossaganak csokkenését, a sejtkapcsolatok szerkezetének megvaltozasat figyeltiik meg. A
nazalis epitélsejt modellen csokkent az impedancia és a TEER, és ezzel parhuzamosan
novekedett a jelzOmolekuldk atjutidsa. Ez egyértelmiien a sejtkapcsolatok megnyilasara utal,
amit a sejtmorfologiai adataink is alatdmasztottak. A vér-agy gat modellen az impedancia ¢és
TEER szintén csokkent, de a jelz6anyagok atjutdsa nem valtozott. Mivel a ZO-1 sejtkapcsold
fehérje festddése sem kiilonbozott jelentdsen a kontroll csoportéhoz képest, azt feltételezziik,
hogy agyi endotélsejtekben a permeabilitast fokozo hatas mogott sejtmembranvaltozas allhat.

Kivancsiak voltunk, hogy a formulacié melyik komponense van a legnagyobb hatassal
a modellek gatmiikodésére. Az impedancia kinetika vizsgalata soran a nazalis epitélsejteken és
az agyi endotélsejteken elemeztiik a formulacid Osszetevoinek 6nallo hatasat is. Az adatok
alapjan a TPGS volt az a komponens, ami a legjobban csokkentette a sejtrétegek impedanciajat.
A szakirodalom alapjan a TPGS egy olyan nem toxikusnak tartott Osszetevéje a
mértékét (Gou és mtsai, 2013; Na és mtsai, 2020). Adatainkkal 6sszeegyeztethet6 egy emlorak
sejteken végzett impedancia mérésen alapul6 tanulmany eredménye, miszerint 24 6ras TPGS
kezelés hatasara lecsokkent a sejtréteg szorossaganak mértéke (Neophytou és mtsai, 2014).

Ezek alapjan a vizsgalt polimer micellak igéretes jeloltek lehetnek a dexametazon
orrnyalkahartyan keresztiili, kozvetlen bejuttatdsara az agyszovetbe, tovabba adataink
hozzajarulhatnak olyan 1) nanohorodozok kifejlesztéséhez, amelyek fokozzak az agyi

gyogyszerbejutast a nazalis uton keresztiil.
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5. Osszefoglalas

Az agyi megbetegedések teljeskorii kezelése a mai napig egy megoldando feladat az
orvostudomany szamara. Az alternativ utvonalak vizsgalata és miikodésiiknek megértése azért
fontos a kutatdsok szempontjabol, mivel igy innovativ megolddsokat vagyunk képesek
hasznalni a vér-agy gat szelektivitasanak kikeriilésére, ezaltal névelve az agyi megbetegedések
kezelésének lehetdségét. Egyik utvonal ezek koziil, az orrbol vald hatdéanyag eljuttatas az agy
szovetébe. Ennek is szamos utvonala ismert, viszont az eddigi kutatasok és szakirodalom
alapjan a legigéretesebb a szagldideg mentén valo, kdzvetlen transzport lehet. Elonye, hogy
nem invaziv, teljesen fajdalommentesen és konnyedén adagolhatd gyogyszerbevitelt tesz
lehetévé. Kisérleteink sordn a dexametazon és a polimer micellaba csomagolt dexametazon
hatasat és permeabilitasat vizsgaltuk a vér-agy gat és az orrnyalkahartya tenyészetes ko - kultira
modelljén.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a nanoformulacié fokozta a dexametazon
atjutasat az 6ndllo hatéanyaghoz képest a vér-agy gat és az orrnydlkahdrtya tenyészetes
modelljein a giatmiikodés csokkentésén keresztiil. Tovabbi terveink kozott szerepel a
nanoformulacié altal eldidézett barrier megnyilas visszafordithatosaganak és annak

kinetikédjanak vizsgalata.

26



6. Irodalomjegyzék

Abbott NJ. Astrocyte-endothelial interactions and blood-brain barrier permeability. J Anat.
2002 Jun;200(6):629-38.

Abbott NJ, Ronnbéck L, Hansson E. Astrocyte-endothelial interactions at the blood-brain
barrier. Nat Rev Neurosci. 2006 Jan;7(1):41-53.

Alam M1, Beg S, Samad A, Baboota S, Kohli K, Ali J, Ahuja A, Akbar M. Strategy for effective
brain drug delivery. Eur J Pharm Sci. 2010 Aug 11;40(5):385-403.

Campos-Bedolla P, Walter FR, Veszelka S, Deli MA. Role of the blood-brain barrier in the
nutrition of the central nervous system. Arch Med Res. 2014 Nov;45(8):610-38.

Crowe TP, Greenlee MHW, Kanthasamy AG, Hsu WH. Mechanism of intranasal drug delivery
directly to the brain. Life Sci. 2018 Feb 15;195:44-52.

Croy SR, Kwon GS. Polymeric micelles for drug delivery. Curr Pharm Des. 2006;12(36):4669-
84.

Deli MA, Abraham CS, Kataoka Y, Niwa M. Permeability studies on in vitro blood-brain
barrier models: physiology, pathology, and pharmacology. Cell Mol Neurobiol. 2005
Feb;25(1):59-127.

Deli MA. Potential use of tight junction modulators to reversibly open membranous barriers
and improve drug delivery. Biochim Biophys Acta. 2009 Apr;1788(4):892-910.

Deli MA. Drug Transport and the Blood-Brain Barrier. In: Solubility, Delivery and ADME
Problems of Drugs and Drug Candidates, Tihanyi K, Vastag M. (szerkeszték), Bentham
E-books, 2011; pp. 144-165

Depressive disorder. WHO, 2023. https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/depression (2024. 05. 14.)

Espinosa A, Meneses G, Chavarria A, Mancilla R, Pedraza-Chaverri J, Fleury A, Barcena B,
Pérez-Osorio IN, Besedovsky H, Arauz A, Fragoso G, Sciutto E. Intranasal
Dexamethasone Reduces Mortality and Brain Damage in a Mouse Experimental Ischemic
Stroke Model. Neurotherapeutics. 2020 Oct;17(4):1907-1918.

GBD 2021 Nervous System Disorders Collaborators. Global, regional, and national burden of
disorders affecting the nervous system, 1990-2021: a systematic analysis for the Global
Burden of Disease Study 2021. Lancet Neurol. 2024 Apr;23(4):344-381.

Guo Y, Luo J, Tan S, Otieno BO, Zhang Z. The applications of Vitamin E TPGS in drug
delivery. Eur J Pharm Sci. 2013 May 13;49(2):175-86.

Hong SS, Oh KT, Choi HG, Lim SJ. Liposomal Formulations for Nose-to-Brain Delivery:
Recent Advances and Future Perspectives. Pharmaceutics. 2019 Oct 17;11(10):540.

Horvat S, Kis L, Dr. Révész P, Dr. Erds I, Dr. Deli M. Hatéanyagok agyba juttatdsa a nazalis
utvonalon keresztiil. Szeged Gyogyszerészet 2009; 53. 259-266.

27



[llum L. Transport of drugs from the nasal cavity to the central nervous system. Eur J Pharm
Sci. 2000 Jul;11(1):1-18.

Johnson RM, Vinetz JM. Dexamethasone in the management of covid -19. BMJ. 2020 Jul
3;370:m2648.

Katona G, Sipos B, Ambrus R, Csoka I, Szabo-Révész P. Characterizing the Drug-Release
Enhancement Effect of Surfactants on Megestrol-Acetate-Loaded Granules.
Pharmaceuticals (Basel). 2022 Jan 18;15(2):113.

Kiss EL, Berko S, Gacsi A, Kovacs A, Katona G, Sods J, Csanyi E, Grof I, Harazin A, Deli
MA, Balogh GT, Budai-Sziics M. Development and Characterization of Potential Ocular
Mucoadhesive Nano Lipid Carriers Using Full Factorial Design. Pharmaceutics. 2020 Jul
20;12(7):682.

Kiss L, Hellinger E, Pilbat AM, Kittel A, Toérok Z, Fiiredi A, Szakacs G, Veszelka S, Sipos P,
Ozsvari B, Puskas LG, Vastag M, Szabo-Révész P, Deli MA. Sucrose esters increase drug
penetration, but do not inhibit p-glycoprotein in caco-2 intestinal epithelial cells. J Pharm
Sci. 2014 Oct;103(10):3107-109.

Kiirti L, Gaspar R, Marki A, Kapolna E, Bocsik A, Veszelka S, Bartos C, Ambrus R, Vastag
M, Deli MA, Szabd6-Révész P. In vitro and in vivo characterization of meloxicam
nanoparticles designed for nasal administration. Eur J Pharm Sci. 2013 Sep 27;50(1):86-
92.

McMahon D, Oakden W, Hynynen K. Investigating the effects of dexamethasone on blood-
brain barrier permeability and inflammatory response following focused ultrasound and
microbubble exposure. Theranostics. 2020 Jan 1;10(4):1604-1618.

Na YG, Pham TMA, Byeon JJ, Kim MK, Han MG, Baek JS, Lee HK, Cho CW. Development
and evaluation of TPGS/PVA-based nanosuspension for enhancing dissolution and oral
bioavailability of ticagrelor. Int J Pharm. 2020 May 15;581:119287.

Nakagawa S, Deli MA, Kawaguchi H, Shimizudani T, Shimono T, Kittel A, Tanaka K, Niwa
M. A new blood-brain barrier model using primary rat brain endothelial cells, pericytes
and astrocytes. Neurochem Int. 2009 Mar-Apr;54(3-4):253-63.

Neophytou CM, Constantinou C, Papageorgis P, Constantinou Al. D-alpha-tocopheryl
polyethylene glycol succinate (TPGS) induces cell cycle arrest and apoptosis selectively
in Survivin-overexpressing breast cancer cells. Biochem Pharmacol. 2014 May
1;89(1):31-42.

Pardridge WM. Drug and gene targeting to the brain with molecular Trojan horses. Nat Rev
Drug Discov. 2002 Feb;1(2):131-9.

Pardridge WM. The blood-brain barrier: bottleneck in brain drug development. NeuroRx. 2005
Jan;2(1):3-14.

Saunders NR, Dreifuss JJ, Dziegielewska KM, Johansson PA, Habgood MD, Mpollgird K,

Bauer HC. The rights and wrongs of blood-brain barrier permeability studies: a walk
through 100 years of history. Front Neurosci. 2014 Dec 16;8:404.

28



Sipos B, Bella Z, Grof 1, Veszelka S, Deli MA, Sziics KF, Sztojkov-Ivanov A, Ducza E, Gaspar
R, Kecskeméti G, Janaky T, Volk B, Budai-Szlics M, Ambrus R, Szab6-Révész P, Csoka
I, Katona G. Soluplus® promotes efficient transport of meloxicam to the central nervous
system via nasal administration. Int J Pharm. 2023 Feb 5;632:122594.

Sipos B, Quality by Design based development and investigation of nasal polymeric micelles
loaded with meloxicam, PhD disszertacio, SZTE Doktori Repozitorium, 2023

Steed E, Balda MS, Matter K. Dynamics and functions of tight junctions. Trends Cell Biol.
2010 Mar;20(3):142-9.

Terasaki T, Ohtsuki S. Brain-to-blood transporters for endogenous substrates and xenobiotics
at the blood-brain barrier: an overview of biology and methodology. NeuroRx. 2005
Jan;2(1):63-72.

Veszelka S, Bocsik A, Walter FR, Hantosi D, Deli MA. Blood-brain- barrier co-culture models
to study nanoparticle penetration: focus on co-culture systems. Acta Biol. Szegediensis.
2015;59(S2):157-168.

Veszelka S, Toth A, Walter FR, Toth AE, Grof I, Mészaros M, Bocsik A, Hellinger E, Vastag
M, Rakhely G, Deli MA. Comparison of a Rat Primary Cell-Based Blood-Brain Barrier
Model With Epithelial and Brain Endothelial Cell Lines: Gene Expression and Drug
Transport. Front Mol Neurosci. 2018 May 22;11:166.

Vigh JP, Kincses A, Ozgiir B, Walter FR, Santa-Maria AR, Valkai S, Vastag M, Neuhaus W,
Brodin B, Dér A, Deli MA. Transendothelial Electrical Resistance Measurement across
the Blood-Brain Barrier: A Critical Review of Methods. Micromachines (Basel). 2021
Jun 11;12(6):685.

Walter FR. Uj lehetdség a vér-agy gat megnyitasara: a tezmilifen és a rovidlancu alkilglicerolok
hatésa agyi endotélsejteken. PhD disszertacio, SZTE Doktori Repozitdrium. 2015.

Walter FR, Santa-Maria AR, Mészaros M, Veszelka S, Dér A, Deli MA. Surface charge,
glycocalyx, and blood-brain barrier function. Tissue Barriers. 2021 Jul 3;9(3):1904773.

Wolburg H, Wolburg-Buchholz K, Sam H, Horvat S, Deli MA, Mack AF. Epithelial and
endothelial barriers in the olfactory region of the nasal cavity of the rat. Histochem Cell
Biol. 2008 Jul;130(1):127-40.

Youdim KA, Avdeef A, Abbott NJ. In vitro trans-monolayer permeability calculations: often
forgotten assumptions. Drug Discov Today. 2003 Nov 1;8(21):997-1003.

Zakharova LY, Pashirova TN, Doktorovova S, Fernandes AR, Sanchez-Lopez E, Silva AM,
Souto SB, Souto EB. Cationic Surfactants: Self-Assembly, Structure-Activity Correlation
and Their Biological Applications. Int J Mol Sci. 2019 Nov 6;20(22):5534.

29



7. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom,

Dr. Prof Deli Marianak, témavezetomnek, hogy lehetdséget biztositott arra, hogy kivalo
szakmai és felszereltségi koriilmények kozott dolgozhassak a kutatdcsoportjdban. A TDK
dolgozatom megirasahoz vald elengedhetetlen szakmai hozzajaruldsat és kooperativ

utmutatasat.

Dr. Grof Ilona témavezetdémnek, odaad6 és alapos szakmai felkészitéséért és lelkiismeretes
iranyitasaért. Mindezekfelett koszondm a tanitasom alatt belém fektetett bizalmat és tiirelmét,
tovabba hogy kedves, tdmogatod koriilmények kozott ott volt mellettem és segitett, amikor

szlikségem volt ra.

Szecsk6 Anikonak, a Szegedi Biologiai Kutatokézpont Biofizikai Intézet Bioldgiai Barrierek
Kutatécsoport PhD hallgatojanak, hasznos szakmai tanédcsait és a laborban nyujtott

faradhatatlan segitOkészségét.

A Szegedi Biologiai Kutatokozpont Biofizikai Intézet Biologiai Barrierek Kutatocsoport
tovabbi munkatarsainak és szakdolgozdinak a kedves barati 1égkort és a labormunkalatok alatti

hozzajarulasukat a fejlédésemhez.

Dr. Sipos Bencének, egyiittmi{ikodd partneriinknek, hogy biztositotta szdmunkra a kisérlet soran
vizsgalt hatéanyagokat ¢és formuldcidkat, valamint a hatéanyag koncentraciojanak
visszamérésében nyujtott segitségét. A kisérlet soran felhasznalt mintak eléallitasa a Richter

Gedeon Nyrt. Centenariumi Alapitvany finanszirozasaval valosult meg.

Dr. Hulidk Ildikénak, az SZTE TTIK Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék
adjunktusdnak a naprakész tajékoztatdsaival vald segitOkészségét és belsé konzulensi
tamogatasat.

Végezetiil pedig, csalddomnak ¢€s barataimnak, hogy odaaddan tdmogattak és biztattak TDK
dolgozatom elkészitése alatt.
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8. Tételes szerzoi hozzajarulas:

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Szantdé Milan nyilatkozom, hogy a 2024-es &szi helyi biologia TDK-ra benyujtott
,Dexametazon tartalmi polimer micellak vizsgalata az orron keresztiilli agyi
gyogyszerbejuttatas fokozasara” cimi palyamunkamban leirtak esetében az aldbbi

munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(dtfokozati skalan® jellemezve)
Eletképesséq vizsgdlatok 3

Sejtek tenyésztése, vér-agy gat és orrmyalkahdriva

modellek létrehozdsa 2
Dexametazon és formuldcio permeabilitasi kisérlete a s
barrier modelleken

TEER és SF/EBA mérések 4
Immuncitokémia 4

Kelt: Szeged, 2024.11.08

A palyamunkat benyujto hallgato (Szanto Milan)
alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

+i: Sl Cof Bowa

Prof. Deli Mdria, Dr. Grof llona,
HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatokdzpont HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatdkozpont
témavezetd aldirisa témavezetd aldirdsa
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