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1. BEVEZETES

1.1. A vér-agy gat felépitése és mitkodése

A vér-agy gat a szervezet szamara létfontossagi dinamikus hatarfeliiletet képez az agy és
a vérkeringés kozott. A vér-agy gatat az agyi kapillarisok endotélsejtjei, a veliik kozos bazalis
membranon elhelyezkedd pericitak, illetve a kapillarisokat az agy feloli oldalrél beburkolo
asztroglia végtalpak épitik fel (1. A-B. abra; Abbott és mtsai., 2006, 2010). A vér-agy gat sejtjei
tovabba morfologiai és funkciondlis kapcsolatban éllnak az erek mentén elhelyezkedd
neuronokkal és mikroglia sejtekkel. Szoros egyiittmiikodésiikkel egy un. neurovaszkularis
egységet alakitanak ki, amely esszencidlis szerepet tOlt be a kozponti idegrendszer

anyagcserefolyamatainak szabalyozasaban (Abbott és mtsai., 2006; Obermeier és mtsai., 2013).
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1. abra. A vér-agy gat felépitése és transzport utvonalai. (A-B) Agyi kapillaris hosszmetszetének
sematikus abrazolasa; (C) Paracellularis és transzcellularis difftzid; (D) Aktiv efflux pumpa; (E)
Adszorptiv-, Karrier-, és receptor-medialt transzcitozis (Sanchez-Navarro és mtsai., 2017 alapjan).

A vér-agy gat két alapvetd funkciot lat el: egyrészt szigoran szabalyozott mddon
biztositja az agy ionos homeosztazisat €s tapanyagellatisat, masrészt védelmet nyujt a
kiilonb6z6é karos anyagokkal, korokozokkal szemben (Abbott és mitsai., 2010). Az agyi
hajszalerek nem fenesztraltak, igy minimalis mértéki a rajtuk keresztiil torténé nem-specifikus
transzcellularis anyagatjutas (1.C. abra). Csak a gazok és a kis molekulatomegii (<500 Da)
lipofil molekuldk, mint példaul a nikotin, a koffein és az alkohol képes lipid medialt szabad

diffuzioval keresztiiljutni az agyi kapillarisokon (Pardridge, 2005).



A tapanyagok, mint a cukrok, aminosavak, zsirsavak, peptidek, vitaminok ¢és
nyomelemek kizardlag szabalyozottan, specifikus szallitofehérjékhez vagy receptorhoz kotve,
az endotélsejtekbe befelé irdnyu transzport-utvonalakon keresztiil juthatnak el a vérbdl az
idegsejtekig (Ohtsuki és Terasaki, 2007). A tapanyagszallito fehérjék koz¢ tartoznak a solute
carrier (SLC) csalad tagjai, amelyek ATP felhasznalasaval, koncentraci6 gradiens ellenében
szallitjak a nélkiilozhetetlen tapanyagokat az agyba. Karrier-medialt transzcitozissal, a GLUT1
(SLC2A1) fehérjéhez kotve szallitddik példaul a gliikoz, mig a nagy neutrdlis aminosavak
transzportjaért a LAT1 (SLC7AS) felel. A vitaminok koziil a C-vitamin szallitasat a natrium-
aszkorbinsav kotranszporter SVCT (SLC23A2) végzi, a biotin, tiamin, pantoténsav ¢s folsav
agyi bejuttatasat a natriumfliggd multivitamin transzporter SMVT (SLC5A6) latja el (1.E. abra;
Campos-Bedolla ¢s mtsai.,, 2014). Receptor-medidlt transzcitdzissal jutnak at az agyi
endotélsejtek rétegén példaul az inzulin, transzferrin vagy a lipoproteinek (1.E. dbra; Campos-
Bedolla és mtsai., 2014; Patel és mtsai., 2013).

A tapanyagellatas mellett a vér-agy gat masik jelentds szerepe a kozponti idegrendszer
védelme. Anatomiai alapjat az agyi endotélsejtek kozott huzodo szoros kapcsolatok (tight
junction) biztositjak (1.B. abra és 2. dbra), melyek megakadéalyozzék a vizoldékony, kis és nagy

molekulak sejtek kozotti, szabad paracellularis atjutasat (1.C. abra).
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2. abra. Az agyi endotélsejtek k6zott talalhato szoros és adherens kapcsolatok (Weiss és mtsai., 2009).



A szoros kapcsolatok fehérjekomplexe transzmembran fehérjékbdél (klaudin, occludin),
valamint junkciondlis adhézids molekuldkbol (JAM) all. A transzmembran fehérjéket, illetve a
JAM-ket a zonula occludens (ZO) fehérjék kapcsoljak Ossze az endotélsejtek aktin-
citoszkeletalis rendszerével (2. dbra; Wolburg és mtsai., 2008). Az endotélsejtek kozott az
apikalisan elhelyezkedd szoros kapcsolatok mellett bazolateralis iranyban megtalalhatdak az
adherens sejtkapcsolatok, amiket a Ca?* fiiggd kadherinek, illetve a kateninek épitenek fel.
(2. abra; Hervé és mtsai., 2008). A PECAM (platelet endothelial cell adhesion molecule)
transzmembran glikoproteinek hozzajarulnak a sejt-sejt kapcsolatok kialakitdsahoz, ezaltal a

gatfunkcio erésitéséhez (Wimmer és mtsai., 2019).

A gétrendszer tovabbi tartopillérét az agyi endotélsejtek apikalis membranjdban talalhato
efflux pumpéak adjak (1.D. abra). Ezek a fehérjék az ATP-kot6é (ATP-binding cassette; ABC)
transzporter csaladba tartoznak, mivel ATP felhasznalasa mellett képesek szubsztratjaikat a
véraramba visszajuttatni, vagy az agybol a vérbe kipumpalni. Az efflux pumpak kozé
sorolhatdak tobbek kozott a P-glikoproteinek (P-gp vagy ABCBL), a mellrdk rezisztencia
fehérjék (BCRP vagy ABCQG2), valamint a multidrog rezisztencia-asszocialt fehérjecsalad
(MRP, ABCC) tagjai (Terasaki és Ohtsuki, 2005).

Az agyi endotélsejtek luminalis (vér feloli) oldalan a membrankotott glikoproteinek,
glikolipidek és proteoglikanok egy un. glikokalix réteget alkotnak (Reitsma és mtsai., 2007). A
glikokalix oldallancai egységes negativ toltést biztositanak az endotélsejteknek, ezzel egy
elektrosztatikus barriert képeznek a fesziniikon. A glikokalix csokkenti a vérben kering6 negativ
toltésti molekuldk sejten keresztiili atjutasat, ami fiziologidsan meggatolja a szérumfehérjék szabad

crer

keresztiili atjutasat adszorptiv-medialt transzcitozissal (1.E. abra; Hervé és mtsai., 2008).

1.2. Agyi gyégyszerhatéanyag szallito technologiak fejlesztése

Vilagszerte minden hatodik ember szenved napjainkban valamilyen neurodegenerativ
(Alzheimer-kor, a Parkinson-kor, szklerozis multiplex), illetve egyéb, a kozponti idegrendszert
érintd betegségben (Feigin és mtsai., 2020). Hatékony gyogyszeres kezelésiik Oriasi kihivast
jelent az orvostudomany szamara. Ennek az egyik f6 oka, hogy a vér-agy gat specialis felépitése
¢és gatlo funkcidi megakadalyozzék, hogy a neuroterapias hatdoanyagok dontd tobbsége eljusson
a vérkeringésbol az agyba (Pardridge, 2017). A nagy molekulatomegli farmakonok, mint
példaul a peptidek, rekombinans fehérjék, monoklondlis antitestek, RNS interferencia alapt

gyogyszerek és a génterapids szerek legtobbje nem jut el hatékony koncentracidoban az agyi

6



célpontokig (Pardridge, 2005; Majerova és mtsai., 2020). A kis molekulatomegii, depressziora,
skrizofréniara, kronikus fajdalomra és az epilepsziara fejlesztett gyogyszereknek is csak

csekély hanyada képes atjutni a vér-agy gaton (Pardridge, 2005; Zhou, Smith és Liu, 2021).

A probléma megoldasdra mar szamos, a vér-agy gat reverzibilis megnyitdsan,
megkeriilésén vagy a hatéoanyagok kémiai modositasain alapuld technologiaval probalkoztak.
A vér-agy gat megnyitasa hiperozmotikus mannitollal (Brown és mtsai., 2004), vagy
alkilglicerolokkal (Hiilper és mtsai., 2013) példaul egy invaziv, nagy kockazattal jar6 modszer,
mivel a gydgyszerek mellett a vérkeringésbdl az idegsejtekre toxikus molekulak is atjuthatnak
a vérbol az endotélsejtek kozott. A vér-agy gat efflux pumpamiikodését gatlo szerek fokozhatjak
citosztatikumok, antiepileptikumok agyi bejutasat, de a klinikumban ezek sem alkalmazhatoak
biztonsdgosan (Veszelka és mtsai., 2015). A vér-agy gat megkeriilésére szolgaldo masik lehetdség a
neuroterapias gyogyszerek intranazalis bevitele, sajnos a modszer széleskorti alkalmazhatosagat
azonban megnehezitik a felszivodasi és adagolasi problémak (Crowe és mtsai., 2018). A terapias
molekuldk agyi bejutasa novelhetd lipidoldékonysaguk fokozasaval, illetve kationosabba tételiikkel
(Banks, 2009). Hatranya, hogy a kémiai modositasok kovetkeztében a hatéanyagok elveszithetik
bioldgiai aktivitasukat, valamint felhalmozodhatnak a periférias szervekben, csokkentve ezzel az

agyi bejutasuk hatékonysagat (Deli, 2011).

A vér-agy gat befelé iranyuld transzportrendszereinek kihasznaldsa innovativ
gyogyszerbeviteli technologidkkal jo stratégia lehet, mivel ezek a platformok eldsegithetik a
gyogyszerjeloltek idegrendszeri bejutasat. Ezeknek a rendszereknek az alapjat képezi a terapids
szerek korszeri formulalasa a vér-agy gaton keresztiili atjutasukat és a célsejtekig torténd
szallitasukat segité molekuldkkal, illetve gydgyszerhordozé rendszerekkel (Saraiva és mtsai.,

2016; Lombardo és mtsai., 2020).

1.3. Nanohordozé rendszerek alkalmazasa az agyi gyogyszerbejuttatasban

Az agyi gyodgyszerbejuttatds hatékonysaganak fokozasara az egyik intenziven kutatott
modszer a gyogyszerjeloltek nanoméreti hordozorendszerekbe zarasa (Lombardo és mitsai.,
2020). A kozponti idegrendszeri célpontu nanopartikulumok segitségével csokkentheté a
formulalt terapias molekula kezelési dozisa, ami egyardnt mérsékelheti a periférias
mellékhatasokat (Mc Carthy és mtsai., 2015; Irvine és mtsai., 2018). A nanorészecskék a
,»hano” tartomanyba es6, méretiikknek koszonhetéen nagy fajlagos feliilettel rendelkeznek, igy

na mennyiségu hatdanya: ezarasara ¢és szallitasara alkalmas rendszerek. i
gy yiségli hatdanyag b 1lit lkal d k. Az agyi



gyogyszerbejutas fokozasanak céljabol fejlesztett nanorészecskék legtobbje 100 nm koriili

mérettartomanyba esik.

Az irodalomban megtalalhatunk valtozatos alakl, szerkezetii, a legkiilonb6z6bb szerves
¢és szervetlen anyagokbol késziilt nanoplatformokat (Saraiva és mtsai., 2016). A legtobb
kozponti idegrendszeri célponti nanorészecske azonban biokompatibilis és nem immunogén
polimerekbdl, de foként lipidekbdl épiil fel. Kozéjiik tartoznak a biopolimer nanorészecskék, a
szilard-lipid nanopartikulumok, tovabba a vezikularis liposzomak vagy nioszomak (3. ébra;

Masserini, 2013).
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3. abra. Az agyi gyogyszerbejuttatisra fejlesztett leggyakoribb szildrd és vezikularis nanohordozok
(Masserini, 2013 alapjan).

A nanohordozok koziil a vezikuldris nanopartikulumok kiilondsen igéretesnek
bizonyulhatnak agyi gyogyszerbeviteli szempontbol (Carter és mtsai., 2019). Ezek ugyanis egy
hidrofil maggal rendelkeznek, amelyet korbevesz egy vagy tobb amfipatikus lipidekbdl allo
koncentrikus réteg. Szerkezetiik lehetdvé teszi, hogy viz- és zsiroldékony, kis- és nagyméretii
biomolekulakat (tdltet; kargd) zarhassanak be, illetve adhassanak le szabalyozott modon (Begley,
2004; Kreuter, 2014; Dos Santos Rodrigues és mtsai., 2019). Mar a legtobb idegrendszeri
megbetegedés gyogyszeres kezelésére fejlesztetettek liposzomakat, azonban ezek klinikai
tesztekben valtozo hatékonysaggal mikodtek (Vieira és Gamarra, 2016; Ross és mtsai., 2018). A
nem-ionos feliiletaktiv anyagokbol és koleszterinbdl felépiild nioszomak a liposzomakkal
ellentétben kevésbé oxidalédnak, stabilabbak, hosszabb ideig tarolhatok, illetve
koltséghatékonyabb az eldallitasuk (Abdelkader és mitsai., 2014). A nioszoOmdk pozitivuma
tovabba, hogy poliszorbat feliiletaktiv anyagaiknak kdszonhetden, fokozhatjak a sejtmembran
fluiditasat, ami elésegitheti a sejtfelvételiiket (Abdelkader és mtsai., 2014; Kiss és mitsai.,

2014).



A nanorészecske alapt hatékony agyi gyogyszerbejuttatas kulcsat a hordozok specifikus
célzasa jelenti a vér-agy gaton val6 atjutasukat eldsegitd ligandokkal (Wohlfart és mtsai., 2012,
Kreuter, 2014). Targetalas alkalmazasa nélkiil a szisztémas vérkeringésbe beadott
gyogyszerhordoz6 nanopartikulumok leginkdbb a periférias szervekben, a majban, a vesében
vagy a lépben dusulnak fel (Masserini, 2013). Az agyi gyogyszerbevitel ndvelésére a
leggyakrabban alkalmazott célz6 molekuldk az endotélsejtek 4altal magasan expresszalt
receptorok (transzferrin-, inzulin-, lipoprotein-receptor és az arra specifikus antitest) ligandjai.
Ezek molekularis trojai faloként képesek hatdanyagokat a vér-agy gaton keresztiil az agyba
bejuttatni (Wohlfart és mtsai., 2012). Liposzomakhoz kapcsolt transzferrin molekulaval példaul
és Moos, 2016; Sonali és mtsai., 2016). Az apolipoprotein E igéretesnek bizonyult szamos
vezikularis ¢és szilard gydgyszerhordoz6 nanopartikulum vér-agy gaton vald atjutdsanak
megkonnyitésében (Wagner és mtsai., 2012; Neves és mtsai., 2015; Topal és mtsai., 2020). Az
SLC-transzporterek célzdsa cukrok, aminosavak nanorészecskékhez kapcsoldsaval szintén
kiaknazhato lehetOséget biztosit a kozponti idegrendszeri gyogyszerbevitel szempontjabol
(Lombardo és mtsai., 2020). Kutatocsoportunk korabbi munkaiban tdpanyagszallité fehérje
ligandok Ugy, mint alanin, leucin, aszkorbinsav, glilkkopiran6z és glutation egyszeres és
tobbszords ligandkombinacidival segitette eld a nanorészecskékbe zart toltet vér-agy gaton
keresztiili atjutasat sejttenyészetes modellekben és egerekben (Mészdros és mtsai., 2018;
Porkolab és mtsai., 2020; Veszelka és mtsai., 2021). Az agyi targetalas szempontjabol az eddigi
legsikeresebb célzdligand a glutation (Rip és mtsai., 2014; Gaillard, 2016). Habar transzporterét
a vér-agy gaton eddig még nem sikeriilt azonositani, napjainkig kizarolag a glutationnal célzott
liposzomalis metilprednizolon (Kanhai és mtsai., 2018) és a doxorubicin jutott el klinikai

vizsgalatokig. Utobbi eredményeit azonban eddig még nem publikaltak.

A kiilonbféle sejtbejutast fokozo peptidek szintén rendkiviil j6 hatékonysagu agyi bejutast
biztosithatnak a nanohordozok szamara (Guarnieri és mtsai., 2013). Fejlesztésiik azonban
rendkiviil nagy kihivast jelent, mivel a receptorok és SLC-transzporterek fiziologias
ligandjaival szemben kevésbé specifikus bejutast biztositanak. A nagyfoku vér-agy gat
transzcitdzist mutatd, potencialis nanorészecske targetald peptidek tervezése €s alkalmazasa
kivalo lehetdséget biztosit a nanohordozok agyi terapids hatékonysaganak fokozasara (McCully

¢és mtsai., 2018).



1.4. Sejtpenetralo peptidek terapias molekulak és nanohordozok agyi bejutasanak
fokozasara

Az elmult két évtizedben intenziven tanulmanyoztak olyan természetes vagy szintetikus
oligopeptideket, amelyek a sejtek membranjan keresztiil a citoszolba jutva képesek hordozo
molekulaként elOsegiteni a gydgyszerhatéanyagok célsejtekben torténd felhalmozodasat.
Ezeket sejtpenetrald peptideknek (cell-penetrating peptid, CPP) nevezziik, amelyek kozé
tipikusan a rovid, az 5-30 aminosav-szekvenciaval rendelkez6 molekulék tartoznak (Hudecz és
mtsai., 2005; Oller-Salvia és mtsai., 2016). Az irodalomban fellelhet6 CPP-k legtobbje
kationos, de megtalalhatdo néhany amfipatikus, hidrofob, valamint anionos targetald peptid is
(Martin és mtsai., 2011; Neves-Coelho és mtsai., 2017). A tulnyomdan pozitiv toltésli arginin,
lizin, illetve hisztidin aminosavosszetételiiknek koszonhetden kationos CPP-k konnyebben
1épnek elektrosztatikus kdlcsonhatasba a sejtfelszini negativ toltetli glikokalixszal (Kristensen
és mtsai., 2016; Milletti, 2012). A CPP-k a t6bbi hordozorendszerrel ellentétben kismértékii
toxicitassal és immunogenicitdssal rendelkeznek ¢és makromolekulak rendkiviil gyors
atjuttatasara képesek a sejtmembranokon (McCully és mtsai.,, 2018). A hatdéanyagok agyi
bejuttatasara azonban nem minden CPP képes, mivel nagyobb résziik csak internalizalodik a
sejtekben, vagy az efflux pumpamiikodés miatt nem jut 4t kelld mértékben az agyi
hajszéalereken. A gyogyszermolekulak és a nanohordoz6 rendszerek vér-agy gaton valo atjutasat
elésegitd peptideket a szakirodalom vér-agy gat shuttle peptidkenek (blood-brain barrier shuttle
peptide; BBB-shuttle peptide) nevezi. A peptidek tervezésekor fontos szempont, hogy azok a
vér-agy gat valamely fiziologids szallitofehérjéjéhez kotddni tudjanak (McCully és mitsai.,

2018; Zhou, Smith és Liu, 2021).

A sejtekbe torténd hatdéanyagbejutds fokozéasara elsdként azonositott és a legtobbet
vizsgalt a HIV-1 virusbol (Human Immundeficiencia Virus-1) izolalt TAT (Trans-Activator of
Transcription) fehérje (Frankel és Pabo, 1988). A TAT peptidhez késdbbiekben -galaktozidazt
(B-Gal) konjugaltak, aminek egerekbe torténd intraperitonialis beadasat kovetdéen B-Gal
enzimaktivitast mértek a tiido és sziv mellett az agyban is (Schwarze és mtsai., 1999; Kristensen
¢s Brodin, 2017). Szdmos tovabbi CPP-rdl (angiopep-2, SynB1 vagy a D-penetratin) irtdk le az
irodalomban, hogy hasznalatukkal elGsegithetdé a gydgyszermolekulak célsejtekben torténd
akkumulacidja. Rousselle és munkatarsai doxorubicinhoz SynBl-et, valamint egy masik
kisérletben D-penetratint kotottek, mig Thomas és kutatdcsoportja paclitaxelhez konjugalt

angiopep-2 peptidet hasznaltak. A klinikumban hasznalt terapias hatdoanyagok a peptidekkel
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torténd targetalasanak koszonhetéen nemcsak a periférias szervekben jelentek meg, hanem agyi

bejutast is mutattak (Rousselle és mtsai., 2000; Thomas és mtsai., 2009).

A hatdéanyagok kozvetlen jelolése mellett a vér-agy gat shuttle peptideket ligandként mar
tobb tanulmanyban alkalmaztdk a nanohordozdk kozponti idegrendszeri bejutdsanak
eldsegitésére (Guarnieri és mtsai., 2013). Ezek a peptidek jellemzden az adszorptiv-, és/vagy
receptor- medialt transzcitozis segitségével juttatjdk at a nanopartikulumokat az agyi
hajszalerek endotélsejtjein (McCully és mtsai., 2018). A TAT-peptid jeloléssel PLGA polimer
nanopartikulumokkal formulalt ritonavir antivirdlis szer agyi bejutasat fokoztak egerekben
intraperitonealis beadast kovetden (Rao és mtsai., 2008). Az angiopep-2 oligopeptid nagy vér-
agy gat transzcitozis kapacitassal rendelkezik, mivel célozni képes az alacsony stirliségli
lipoprotein (LDLR) receptorokat (McCully és mtsai., 2018). Szamos szerves (liposzoma,
szilard-lipid, polimer) és szervetlen (fém, szilika, magneses) anyagbdl felépiild nanohordozé
célzasara mar vizsgaltak. Foként az agyvérzés, az epilepszia és a neurodegenerativ betegségek
kezelésére szolgald hatdanyagok atjutasat fokozta az angiopep-2 targetalas sejttenyészetes vér-
agy gat modellekben, valamint rdgcsalokban. Angiopep-2 jelolt szervetlen nanopartikulumokat

diagnosztikai céllal is alkalmaztak (Habib és Singh, 2022).

Prof. Miguel Castanho ¢és munkatarsai, kutatécsoportunk egyiittmiikodo partnerei a
12 kDa-os, 100 aminosav hosszusagi Dengue virus-2 kapszid fehérjéb6l (DEN2C) tisztitottak
négy kiilonbozo helikalis doménjét (PepH1; PepH2; PepH3; PepH4; 4. 4bra).

Burok UTR &’ UTR 3’

Burok fehérje dimer (B)

s@  Strukturalis elem Nem strukturalis elem

Membran fehérje (M)

) B/ | NS1 NS2a NS2b NS3 NS4aNS4b NSS
Koo ) N T
Viralis genom
C) a4- PepH1 ay- PepH2 a5- PepH3 a4- PepH4

= @ 0 |

MNDQRKKARNTPFNMLKRERNRVSTVQQLTKRFSLGMLQGRGPLKLFMALVAFLRFLTIPPTAGILKRWGTIKKSKAINVLRGFRKEIGRMLNILNRRRR

10 20 30 40 50 60 70 80 20 100

4. abra. (A-B) Dengue virus 2 felépitésének sematikus abraja. (C) Dengue virus-2 kapszid fehérjéje. K:
kapszid, pr: prekurzor, M: membran fehérje, B: burok fehérje dimer, NS: nem strukturalis, a: alfa-
helikalis domének (Internetes forras 1; del Angel és Reyes-del Valle, 2013; Neves és mtsai., 2017
alapjan).
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Neves ¢s munkatarsai széleskorlien tanulmanyoztdk a peptid domének tulajdonsagait,
valamint vér-agy gaton keresztiili atjutasi képességiiket (Neves-Coelho és mtsai., 2017; Neves
és mtsai.,, 2017). Koziilik a PepH3 bizonyult a legigéretesebbnek, mivel rovid id6 alatt
nagyfoku vér-agy gat penetraciot mutatott ragesald és human in vitro vér-agy gat modellekben.
CD1 egerekben a radioaktivan jelolt PepH3 intravénds beadéasat kdvetden mar 6t perc utdn
emelkedett agyi biodisztribuciot mutatott (Neves és mtsai., 2017). A portugal kutatécsoport
eredményei ravilagitottak arra, hogy a PepH3 potencidlis vér-agy gat shuttle molekulaként
alkalmas lehet hatdéanyagok ¢s nanohordozok a kozponti idegrendszeri bejutasanak

megkonnyitésére (Neves-Coelho és mtsai., 2017; Neves €s mtsai., 2017; Cavaco ¢és mtsai.,
2020).

1.5. Célkitiuzések

Hipotézisiink, hogy a nioszémdak felszinéhez kapcsolt viralis PepH3 peptid képes a
nanorészecskék felvételét megnovelni primer patkany agyi endotélsejtekben, tovabba

eldsegiteni a bezart modellanyag a vér-agy gaton keresztiili transzportjat.

A kutatds soran ezért vizsgalni kivantuk az egyiittmiikodé partnereink segitségével
tisztitott szabad PepH3 0nallo hatdsat, illetve ligandként alkalmazva az altalunk eldallitott

vezikularis nanohordozok felszinén a patkany primer tenyészetes vér-agy gat modelljeinken.
Ezért tudomanyos diakkori munkam céljai voltak:

I. A szabad PepH3 fluoreszcensen jeldlt peptid
1) azagyi endotélsejtek életképességére gyakorolt 6nalld hatasanak felderitése;
2) azagyi endotélsejtekbe torténd sejtfelvételének;

3) atjutasanak vizsgalata a vér-agy gat haromsejtes tenyészetes modelljén.

Il. A PepH3 peptiddel célzott, toltetként nagy molekulasuly fluoreszcens modellanyagot

hordoz6 nioszémak

4) eloallitasa;

5) fiziko-kémiai tulajdonsagainak (atmérd, polidiszperzitasi index, felszini toltés,
bezarasi hatékonysag) jellemzése;

6) az agyi endotélsejtekbe torténd sejtfelvételének;

7) atjutasanak vizsgalata a vér-agy gat sejttenyészetes modelljén.

12



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Vegyszerek

Minden reagens beszerzési forrasa, hacsak masképp nem jeloltiik, a Merck Life Science
Kft. A fluoreszcensen jelolt és a PEG linkerrel ellatott PepH3 viralis peptideket (AGILKRW-
NH2) kollaboracidés partneriink Prof. Miguel Castanho és kutatocsoportja biztositotta

szamunkra a Lisszaboni Egyetemrél.

2.2. A nem-célzott és viralis peptiddel targetalt nanorészecskék eloallitasa

A nioszomak elballitasa soran a kutatocsoportunk elézetes protokolljait alkalmaztuk
(Mészaros ¢és mtsai., 2018; Veszelka és mtsai., 2021). El6szor a nem-célzott nanorészecskék
(N) elkészitéshez nem-ionos feliilet aktiv anyagokat; Span 60-t (szorbitan-monosztearat) és
Solulan C24-et (koleszterin- poli-24-oxietilén éter), valamint a nanopartikulumok stabilitasaért
felelOs koleszterint mértiink dssze. A viralis peptiddel célzott nanopartikulumokat (N-PepH3)
ezen feliil kiegészitettiikk tovabbi 5% DSPE-PEG liganddal kapcsolt PepH3 peptiddel (teljes
lipid tomegszazalék), amelyet a kollaboracids partnereink tisztitottak Dengue virus-2 kapszid
fehérjébol (5.1. abra).

5. abra: A nioszomak eléallitasi 1épései: (1-2) Nioszoéma felépité anyagainak feloldasa etanolban és
kloroformban, (3) lipid film képz6dés, (4) lipidfilm hidratalasa Texas Red-BSA-PBS oldattal, (5)
ultracentrifugalas (Szecsko, 2020 alapjan).

A nanopartikulumok elkészitésének masodik 1épéseként a nioszomak alapanyagait forrd
(70 °C), 2:1 aranyu etanol kloroform elegyében oldottuk fel (5.2. abra), majd nitrogéngaz
segitségével eltavolitottuk a szerves oldoszereket. Ennek kovetkeztében a gdmblombik falan
egy vékony lipidfilm réteg keletkezett (5.3. 4bra), amelyet 12 6ran keresztiil vakuumos
ekszikatorral szaritottuk, hogy a maradék szerves olddszer is elparologjon. A képzodott

lipidfilm réteget Texas Red fluoreszcens festékkel jelolt borju szérum albumint (TR-BSA; 0,1
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mg/ml, 67,12 kDa, Thermo Fischer Scientific, Amerikai Egyesiilt Allamok) tartalmazé foszfat
pufferrel (PBS; 2,7 mM KCL, 1,5 mM KH2PQO4, 136 mM NacCl, 6,5 mM Na;HPO4 x 2 H»0;
pH 7.4) hidrataltuk (5.4. abra), valamint 60 percig, 45 °C-on szonikaltuk. A nioszomak
méretének beallitdsahoz, illetve optimalizalasahoz a meleg (45 °C) nanopartikulum oldatokat
el6szor 0,45 um, majd 0,22 um poérusatmérdji fecskendofilteren keresztiil sziirtiik at (5.5. abra).
Az igy elkészitett nioszomakat ultracentrifugalassal (45 000 rpm, 3 6ra, 4 °C) valasztottuk el a
bezaratlan TR-BSA fluoreszcens modellanyagtol (5.6. abra). Az ultracentrifugalds utan a
feliiluszot eltavolitottuk, a keletkezo pelleteket a nioszéma fiziko-kémiai jellemzéséhez PBS-
ben, a sejttenyészetes vizsgalatokhoz pedig fenolvorés mentes DMEM/F12 (Gibco, Life
Technologies, Amerikai Egyesiilt Allamok) médiumban oldottuk. A nioszéma oldatokat 0,45
um poérusatmérdji fecskenddsziirdvel sterilre sziirtiik, gentamicin antibiotikumot (100 pg/ml)

adtunk hozza, és felhasznalasig fénytol elzartan, 4 °C-on taroltuk.

2.3. Nioszémak karakterizalasa: méret, feszini toltés, polidiszperzitasi index és bezarasi
hatékonysag

Az elballitott nioszomak fiziko-kémiai tulajdonsagat, mint a nanopartikulumok atmérdjét,
polidiszperzitasi indexét (PDI), felszini toltését (zéta potencial) He-Ne lézerrel felszerelt
(A=632,8 nm), dinamikus fényszoras elvén miikodé miszerrel (Malvern Zetasizer Nano ZS,
Malvern Panalytical, Egyesiilt Kiralysag) hataroztuk meg. A nioszomak karakterizalasa alatt

minden 13 elemii mérési sorozatot mintanként legalabb haromszor ismételtiik meg.
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6. abra. (A) a kis és nagy atmérdji részecskék fényszorasi intenzitasanak valtozasa az id6
fliggvényében. (B) Mérécella a zéta potencial mérésékhez (Forras: Szecsko, 2020).
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A nioszomak méretének és a hozzajuk tartozo PDI-nek a meghatarozasa soran sziikitett
elméleti hatterében az all, hogy az oldott nanorészecskék feliiletiikkel és Brown-mozgasi
sebességiikkel aranyos modon visszaverik a 1ézernyalabokat. A nagyobb mérettel rendelkez6
nanorészecskék lassabban mozognak, igy lassabb intenzitasbeli valtozadsokat mutatnak, mig a
kisebb részecskékrol visszaverddo fény intenzitas-valtozasai gyorsabbak (6.A. abra; Hoo és mtsai.,
2008). A miiszer detektalja ezeket az eltéréseket, majd egy korrelacios fliggvény segitségével

kiszamitja a nanohordozok atmér6jét és méreteloszlasat.

A felszini toltés mérések soran arany bevonata berillium/réz elektrodpart tartalmazo
kapillaris mérdcellakat (DTS1070; Malvern Panalytical, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztunk
(6.B. abra). A kiivettakat hasznalat el6tt abszolat etanollal aktivaltuk, desztillalt vizzel
atmostuk, majd egy standard zéta potenciallal rendelkezd latex mikrogyongydket tartalmazo
oldattal (Malvern Panalytical, Egyesiilt Kiralysag) ellendriztiik a mindségiiket. Az
elektrodaparral ellatott mérdcellakat 1 mg/ml 50% PBS-DW-zel higitott mintakkal to1tottiik fel.
Az elektromos térben a kolloid részecskék toltésiikkel ardnyos modon a pozitiv vagy negativ
elektroda felé vandorolnak. A miszer a helyzetvaltoztatasukbol szamitja a partikulumok zéta

potencial értékeit az elektromos térerdsség fliggvényében (6.B. abra; Kaszuba és mtsai., 2010).

A nanopartikulumokba csomagolt TR-BSA fluoreszcens modellanyag bezarasi
hatékonysagat spektrofluoriméterrel (Flurolog 3, Horiba Jobin Yvon, Japan) hataroztuk meg.
Ehhez a nioszomakat 50% (v/v) etanollal feltartuk és spektrofluoriméterrel 592 nm gerjesztési
(excitacios) és 612 nm emisszios hullamhosszokon megmértiik a mintak fluoreszcens
intenzitdsat. Ismert koncentrdcid tartomanyba esd kalibracids egyeneshez viszonyitva
(R?=0,98) kiszamoltuk a fluoreszcens modellanyag koncentraci6it a nioszoma oldatokban. A
bezarasi hatékonysdgot a nioszoma mintdkba bezarodott téltet TR-BSA mennyiségének ¢€s a
kezdeti hidratalo oldat 6sszes TR-BSA tartalmanak hanyadosaként hataroztuk meg szazalékos

formaban, az alabbi egyenlet segitségével:

o ) Nioszéma minta TR — BSA tartalma
Bezarasi hatékonysag (%) = - %X 100
Osszes TR — BSA tartalom

1. egyenlet. A nioszomak Texas Red-BSA (TR-BSA) toltetének bezarasi hatékonysagat leird
matematikai egyenlet.
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2.4. Sejttenyésztés

A kisérletekhez sziikséges primer sejteket, mint az endotélsejteket, pericitdkat és
asztroglidkat patkanyokbol izolaltuk, a csoportunk altal kordbban kidolgozott protokollok
szerint (Walter és mtsai., 2015; Barna és mtsai., 2020), az Allatok védelmérdl és kiméletérdl

sz016 1998. évi XXVIII. torvény figyelembevételével.

2.5. Primer patkany agyi endotélsejtek életképességének vizsgalata

Az életképesség vizsgalatok soran primer patkany agyi endotélsejteken nem-invaziv,
jelolésmentes, valos idejli impedanciamérésen alapuld sejtanalizissel (RTCA-SP késziilék;
ACEA Biosciences, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztik. A kisérletekhez az agyi
endotélsejteket specialis, integralt aranyelektrodakat tartalmazo 96-lyuka (E-plate 96, ACEA
Biosciences), IV tipusu kollagénnel (100 pg/ml) és fibronektin (25 pg/ml) elegyével bevont
tenyésztdlemezekbe passzaltuk (6 x 10° sejt/lyuk). A sejtek ndvekedését valos idében nyomon
kovettiik, a plato fazis elérésekor pedig megkezeltik a DMEM/F-12-t, 10% borjaplazmabol
készitett szérumot (PDS, First Link, Egyesiilt Kiralysag), HEPES-t (10 mM), heparint (100
pg/ml), valamint ITS-t (5 pg/ml inzulin, 5 pg/ml transzferrin, 5 ng/ml natrium-szelenit, Pan-
Biotech Gmbh., Németorszag), bazikus fibroblaszt novekedési faktort (bFGF, 1 ng/ml Roche,
Svajc) és gentamicint (50 pg/ml) tartalmazo tapfolyadékban oldott anyagokkal. A szabad peptid
toxicitas-vizsgalata soran a Quasar 570-nel fluoreszcensen jelolt PepH3-mat 1,875-120 uM, a
nem-célzott, illetve a PepH3-targetalt nanorészecskék hatasait 0,1-10 mg/ml ko6zotti
koncentraci6é tartomanyban teszteltiik. A sejtek impedancia valtozasait 24 oran keresztiil
5 perces méréskozonként kovettilk nyomon. A sejtek €letképesség valtozasait a kezelés kezdési
pontjara normalizalt sejtindex értékekként adtuk meg, az [Rn — Rb] szamitas eredményeként.
A képletben az Rn az adott lyukban a sejtek és az elektrodak kozti impedancia értékét, mig az

RbD a sejtmentes tapfolyadék hattérimpedanciajat adja meg (Bocsik és mtsai., 2016).

2.6. Az agyi endotélsejtek PepH3 peptid felvételének vizualizacidja

Az agyi endotélsejtek PepH3 peptid sejtfelvételét konfokalis mikroszkop segitségével
kovettik az id6 fliggvényében. A Quasar 570-nel fluoreszcensen jelolt PepH3 agyi
endotélsejtekbe jutasanak vizsgalatahoz a sejteket gyarilag bevont iivegalju Petri-csészében
(3,5 cm?, Advenced TC, Greiner Bio-One, Németorszag) tenyésztettiik. A konfluens allapot
elérése utan az endotélsejteket 100 nM fluoreszcensen jelolt PepH3-mat tartalmazé fenolvords

mentes komplett médiumban 30 percen, 5 és 24 oran keresztiil kezeltiik. A sejtmagok
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kimutatdsahoz a Hoechst 33342 magfestéket alkalmaztunk (1 pg/ml, 10 perc). Az inkubéciot
(37 °C, 5% CO, 30 perc, 5 o6ra és 24 6ra) kovetden eltavolitottuk a kezeld oldatokat, majd a
sejteket 1% PDS-t tartalmazo Ringer-Hepes pufferrel (118 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 2,5 mM
CaCly, 1,2 mM MgSOs, 5,5 mM D-gliikoz, 20 mM HEPES; pH 7,4) mostuk. A jelolt PepH3
peptid 0nalld sejtekbe jutdsat ¢él6 sejteken vizualizaltuk, 37 °C-ra flithetd mintatartd ¢és

konfokalis 1ézer mikroszkop segitségével (Leica Microsystems, Németorszag).

2.7. A PepH3 peptiddel funkcionalizalt nioszomak toltetének sejtfelvétel vizsgalata

Megvizsgaltuk a nem-célzott és az N-PepH3 nanorészecskébe zart TR-BSA toltet primer
patkany agyi endotélsejtekbe jutasat. A kisérletekhez a sejteket I'V tipusu kollagénnel (100 pg/ml)
¢és fibronektinnel (25 pg/ml) bevont, 24-lyuka tenyésztélemezekben (Corning Costar, Amerikai
Egyesiilt Allamok) novesztettiik. A sejteket konfluens allapotban kezeltiik meg 0,3 mg/ml nem-
célzott (N toltet koncentracidja: 1,59 ug/ml), illetve PepH3-mal funkcionalizalt (N-PepH3 toltet
koncentracidja: 1,36 pg/ml) fenolvoros mentes komplett médiumban higitott nioszoma oldatokkal.
A mintakat 15 és 30 percen, valamint 1 éran at inkubaltuk (37 °C, 5% CO3) sikrazo késziiléken
(100 fordulat/perc; OS10 Orbital Shaker BioSan, Lettorszadg). Az inkubacids ido leteltével a kezeld
oldatokat eltavolitottuk, majd a sejtek felszin¢hez tapadt, de sejtbe be nem jutott nanorészecskéket
0,1% BSA-t tartalmazo jéghideg PBS-sel, valamint egyszeri savas pufferrel (acid-strippimg oldat;
50 mM glicin, 100 mM NaCl; pH 3) mostuk le. A savas puffer eltavolitasa érdekében tovabbi PBS-
es mosast alkalmaztunk. A kisérlet végén a sejteket 1% Triton X-100 tartalmu desztillalt vizzel
tartuk fel. A sejtekbe bejutott TR-BSA nioszoma toltet fluoreszcencia intenzitasait

spektrofluoriméterrel mértiik le 592 nm gerjesztési és 612 nm emisszids hullamhosszokon.

crer

sejtek Osszfehérje tartalmahoz viszonyitottuk, amelyet bicinkininsavas vizsgalattal (BCA Protein
Assay, Thermo Fischer Scientific, Amerikai Egyesiilt Allamok) hataroztunk meg. A moédszer
elméleti hatterében a fehérjékben lejatszodo réz(1l)-ionok réz(I)-ionokka redukalodasa all, amellyel
a bicinkininsav-reagens (2,2'-bikinolin-4,4'-dikarbonsav) kelat komplex képzése soran atlatszobol

lila szinelvaltozast mutat. A lila szinintenzitasa tehat reflektal a réz(I)-ion mennyiségén keresztiil a

s

s

szinreakcié végén plate reader (Labsystems Multiskan Microplate Reader, Thermo Fisher
Scientific, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével 570 nm hulldmhosszon mértiik le a mintak és

a higitasi sor abszorbancia intenzitasait (7.B. abra).
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7. abra. (A) BCA Protein assay alkalmazasa soran a mintakban megfigyelhet6 lila szinvaltozas. (B)
Plate reader sematikus abréja.

2.8. A szabad PepH3 és a peptiddel funkcionalizalt nioszomak permeabilitasanak
vizsgalata haromsejtes vér-agy gat modellen

A permeabilitasi kisérleteket a vér-agy gat in vitro, endotél-, pericitak és asztroglia sejtek
egylitt tenyésztésével 1étrehozott modelljén végeztiik (8.A. abra; Nakagawa ¢és mtsai., 2009;
Veszelka és mtsai., 2018). A haromsejtes ko-kulttra 1étrehozasat elészor az asztroglia sejtek
tenyésztésével kezdtik, amiket IV tipusu kollagénnel (100 pg/ml) bevont, kisérleti
elrendezéstol fliggben 24- vagy 12-lyuku tenyészt6lemezekbe szélesztettiink (P1 passzazsszam,
8,5x10* sejt/cm?).

A) B)

Agyi endotélsejtek—
Pericitak -

Asztrogliak

8. abra. (A) A vér-agy gat haromsejtes tenyészetes modelljének sematikus abraja. L: luminalis oldal,
A: abluminalis oldal. (B) A transzendotelidlis elektromos rezisztencia (TEER) mérése ko-kultira
modellben STX-2 elektrodaval.

Az asztrocitak konfluens fazisdnak elérése utdn harom héttel a tenyésztobetétek belsd
felszinére (lumindlis oldal, L) agyi endotélsejteket, a kiilsére (abluminalis oldal, A) pedig
pericitakat tenyésztettiink az anatomiai elhelyezkedésiiknek megfelelden (8.A. abra). Az
endotélsejtek (P1 passzasszam, 7,5x10% sejt/cm?) tenyésztéséhez a filterek luminalis felszinét

Matrigéllel (alacsony novekedési faktor tartalom, Corning Costar, Amerikai Egyesiilt Allamok)
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vontunk be, a pericitdkat (P2 passzasszam, 1,5 x 10* sejt/cm?) pedig a filter IV kollagénnel
bevont felszinre szélesztettiik. A modell dsszerakasa utan a harom sejttipust 4-5 napig egyfitt
tenyésztettiik komplett endotélsejt médiumban. A kisérletet megel6z6 24 o6raval a Szoros
kapcsolatok zartsdganak novelése érdekében a felsé kompartment tenyészté médiumat 250 uM
CcPT-cAMP-vel (8-(4-klorofeniltio)-adenozin-3',5"-ciklikus monofoszfat) és 17,5 uM CAMP-
specifikus foszfodiészteraz szelektiv inhibitorral (R0-20-1724) egészitettiik ki.

A modellben a sejtek novekedését és az endotélsejtek kozotti szorossag mértékét
transzendotelialis elektromos rezisztencia (TEER) mérésekkel kovettiik nyomon. A TEER
ugyanis reflektal a szoros kapcsolatok ionokkal szembeni ateresztéképességére (Vigh és mtsai.,
2021). Az ellenallas mérésekhez EVOM rezisztenciaméré muszert hasznaltuk és a 24-lyuku
lemezekben 0Osszedllitott modellen kamra elektroddkkal, mig a 12-lyukban ndvesztett
tenyészetekben STX-2 elektrodak (World Precision Instruments Inc., Amerikai Egyesiilt
Allamok, 8.B. abra) segitségével mértiink. Az értékeket atlagoltuk és levontuk belble a
sejtmentes tenyésztObetéteken mért hatteret. Az o6nallé PepH3 virdlis peptid, valamint a
nioszémak permeabilitasi kisérleteit akkor végeztiik el, amikor a ko-kultira modelliink elérte

kellden magas (> 200 Qxcm?) TEER-t, amely a tenyészet platé fazisat jelezte.

A fluoreszcensen jelolt PepH3 vér-agy gaton keresztiili permeabilitas kisérlete soran a
24-lyuku tenyésztdbetétek felsd kompartmentjét (0,2 ml; felszin: 0,3 cm?) megkezeltiik 10 nM,
1% PDS-sel kiegészitett fenolvorosmentes DMEM/F-12 tapfolyadékban (Gibco, Amerikai
egyesiilt Allamok) oldott PepH3 kezeldoldattal. Ezt kovetéen a modellt 30 percig inkubaltuk
(37 °C, 5% CO2) sikraz6 késziiléken (150 fordulat/perc; OS10 Orbital Shaker BioSan,
Lettorszag).

A nem-célzott, valamint PepH3-mal funkcionalizalt nioszomak toltetének permeabilitas
vizsgalataihoz a 12-lyukt tenyésztébetét lumindlis oldalat (0,5 ml; felszin: 1,12 cm?) 1 mg/ml
(TR-BSA toltet koncentracio: 5 pg/ml) 1% PDS-t tartalmazé fenolvorosmentes DMEM/F-12-
ben higitott nioszoma oldattal kezeltiik, majd sikrazora helyezve inkubaltuk 15 percen keresztiil
(37 °C, 5% CO2). A vér-agy gat modell fiziologids paramétereinek ellendrzésére a
paracellularis marker natrium- fluoreszceint (SF; 10 ug/ml; 376 Da) és a transzcellularis atjutas
jelz6anyagat az Evans-kék-albumin komplexet (EBA; 167,5 ug/ml Evans-kék és 10 mg/ml
BSA,; 67 kDa) hasznaltunk.

Az inkubaciés 1dok leteltével spektrofluoriméterrel meghataroztuk az also, akceptor
komapartmentek fluoreszcensen jelolt PepH3 peptid (Aex: 552 nm; Aem: 567 nm), a nioszomak
tolteteinek TR-BSA (Aex: 592 nm; Aem: 613 nm), valamint az SF (Aex: 485 nm; Aem: 520 nm) és
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EBA (Aex: 584 nm; Aem: 680 nm) fluoreszcencia intenzitasait. Kiszamoltuk a mért adatok
alapjan az atjutott agyagok koncentracioit standard kalibracids egyenesekhez viszonyitva. A
fluoreszcens anyagok permeabilitdsat a luminalisbol az abluminalis kompartmentbe a latszolagos

permeabilitasi egyititthatoval (Papp) jellemeziik a kdvetkezd képlet szerint:

[Cla X Vy
Cl, X A x At

Papp (cm/s) = [

2. egyenlet. A latszolagos permeabilitasi egyiitthatd (Papp) szamolasahoz hasznalt képlet. [Cla: a
modellanyag abluminalis koncentracidja, [C].: a modellanyag luminalis koncentracidja, Va: az
abluminalis kompartment térfogata, A: a tenyésztdbetét felszine, At: az eltelt id6.

2.9. Statisztikai kiértékelés

A dolgozatomban leirt kisérletek eredményeit a GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software
Inc., Amerikai Egyesiilt Allamok) statisztikai program segitségével értékeltiik ki. Az adatokat
atlag + SD (szoras) értékekben adtuk meg. Az adatsorokon variancia-analizist (ANOVA)
kovetéen Dunnett-tesztet vagy Bonferroni-tesztet alkalmaztunk és statisztikailag
szignifikansnak a P <0,05 értékeket tekintettilk. Minden vizsgalatot legalabb haromszor

megismételtiink, a parhuzamos mintak szama pedig 4-10 volt kisérletenként.
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3. EREDMENYEK

3.1. Az o6nallé PepH3 viralis peptid vizsgalata vér-agy gat modellekben

3.1.1. A PepH3 peptid hatasa az agyi endotélsejtek életképességére

A szabad PepH3 peptid agyi endotélsejtekre gyakorolt hatasat 1,875-120 uM kozotti
koncentraci6 tartomanyban 24 6ran keresztiil kdvettiikk nyomon valosidejii impedanciaméréssel
(9. abra). Kontrollnak a nem-kezelt, csak tapfolyadékot kapott mintakat tekinttettiik, a
statisztikai kiértékelés soran ehhez viszonyitottuk a kiilonb6zé csoportokban a kezelés
kezd6épontjara normalizalt sejtindexeket. A fluoreszcensen jelolt PepH3 peptid 24 ora elteltével

sem csokkentette az endotélsejtek életképességét egyik vizsgalt koncentracid esetében sem.
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9. abra. A PepH3 peptid 6nall6 hatasa az agyi endotélsejtek életképességére 24 orat kovetden. Atlag +
SD. Statisztikai analizis: ANOVA és Dunett-posztteszt, ****P<0,0001, **P<0,01 csoporton beliil a
kontroll mintakhoz viszonyitva; n=6-12.

3.1.2. A fluoreszcensen jelolt PepH3 peptid sejtfelvételének vizualizacioja

Konfokalis lézermikroszkop segitségével nyomon kovettiik a vords fluoreszeens jelet add
Quasar 570-nel jelolt PepH3 peptid (100 nM) €16 agyi endotélsejtek altali felvételét az idod
fliggvényében (10. abra). A sejtekbe bejutott PepH3 peptid fluoreszcens intenzitasa mar a
gyors, 30 perces kezelés utan szemmel lathatéan jelentds volt. A 30 perc utan késziilt képeket
Osszehasonlitva az 5 és 24 oras kezelések utani felvételekkel elmondhatjuk, hogy a hosszabb

kezelések hatasara sem nétt tovabb nagyobb mértékben a peptid sejtfelvétele.
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10. abra. A Quasar 570-nel fluoreszcensen jel6lt PepH3 peptid (100 nM) €16 agyi endotélsejtekbe
jutasanak vizualizacidja konfokalis 1ézermikroszkoppal a 30 perces, 5 és 24 6ras, 100 nM-o0s kezeléseket
kdvetden. Voros: jelolt PepH3, kék: sejtmagok. Mérce: 20 um.

3.1.3. Az 6nallé PepH3 peptid vér-agy gat permeabilitasanak vizsgalata

A sejtfelvételi vizsgalatokat kovetden a jelolt PepH3 gyors és intenziv sejtekbe jutasara
alapozva a vér-agy gat permeabilitasi kisérletekhez (11.A. ébra) a rovid ideji, 30 perces
kezelési idtartamot valasztottuk. A PepH3 10 nM-os koncentracioban jelentds (2,5x10° cm/s)
atjutast mutatott a ko-kultira modelliinkén, ami szignifikdnsan magasabb volt, mint a modell
barrier funkcidjanak ellenérzésére hasznalt vér-agy gat markermolekulak atjutasa (11.B. abra).
A PepH3 vér-agy gat penetracidja a kis molekulasulyt SF (0,26x10° cm/s) paracellularis
dtjutasaval Osszevetve tizszeres, mig a nagy molekulatomegii EBA (0,04x10° cm/s)
irodalmi standard értékek (SF: 1x10° cm/s; EBA: 0,1x10® cm/s) alatti alacsony atjutasa azt

jelzi, hogy kelléen zart, j6 mindségii vér-agy gat modellt sikertilt 1étrehoznunk.

A)

\ . *kk
PepH3 peptid &< —_

e o o C

Agyi endotélsejtek A =57

Pericitak - ke
Asztrogliak
T i_

PepH3 SF EBA

11. abra. (A) A jelolt PepH3 peptid vér-agy gat atjutasanak sematikus abraja. (B) A fluoreszcensen
jelolt PepH3 peptid, valamint a natrium-fluoreszcein (SF) és az Evans-kék albumin komplex (EBA)
markermolekuldk 4tjutasa a vér-agy gat ko-kultura modellen (30 perc, 10 nM). Atlag + SD. Statisztikai
analizis: ANOVA és Bonferroni-posztteszt, ***P<0,001 csoporton beliil PepH3 peptidhez viszonyitva;
N=4. Papp: latszolagos permeabilitasi egyiitthato.
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3.2. A PepH3 peptiddel funkcionalizalt nanorészecskék vizsgalata vér-agy gat
modellekben

3.2.1. Az eléallitott nioszomak jellemzése

Meghataroztuk az altalunk el6allitott nem-célzott (N), illetve a PepH3 viralis peptiddel
funkcionalizalt (N-PepH3), toltetként fluoreszcens Texas Red-BSA modellanyagot hordozé

nioszomak fobb fiziko-kémiai tulajdonsagait (12. abra).

Fluoreszcens toltet:
Texas Red-BSA
OO0y

12. abra: Az eléallitott nioszomak sematikus felépitése. N: nem-célzott nioszéma, N-PepH3: PepH3
viralis peptiddel funkcionalizalt vezikularis nanorészecske, fluoreszcens toltet: Texas Red-BSA.

A dinamikus fényszoras mérések alapjan a nanohordozok atmérdje a nem-célzott
nioszomak esetén 110,17 nm, mig a PepH3 peptiddel funkcionalizalt nanorészecskék mérete
ennél Kissé nagyobb 117,13 nm volt (1. tablazat). Mindkét tipusu partikulum polidiszperzitasi
indexe 0,3 alatti (N: 0,23 és N-PepH3: 0,27) értékeket vett fel, amely a nioszoma mintak sziik
méreteloszlasara utalt. A nioszomak felszini toltése a zéta potencial mérések alapjan mindkét
esetben enyhén negativ (N: -5,16 és N-PepH3: -3,44) volt. A nioszomakba csomagolt Texas
Red-BSA fluoreszcens modellanyag bezarasa a kétféle nanorészecske esetében kozel azonos

(N: 35% és N-PepH3: 36%) haté¢konysaggal valosult meg (1. tablazat).

1. tablazat. Az el6allitott nioszémak fobb fiziko-kémiai tulajdonsagai.

; Bezarasi
Atméro Polidiszperzitasi  Zéta potencial ?zaras1,
, . hatékonysag
Tipus (nm) index (mV)
(%)
N 110,17 £ 0,67 0,23+0,01 -5,16 £ 0,75 35
N-PepH3 117,13+ 2,02 0,27 £ 0,01 -3,44 £ 0,29 36
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3.2.2.A PepH3 peptiddel funkcionalizalt nioszomak hatasai az agyi endotélsejtek
életképességére

Megvizsgaltuk valds idejli sejtanalizissel a nem-targetalt és a PepH3-mal funkcionalizalt
nioszomak agyi endotélsejtek életképességére gyakorolt hatasait, 0,1-10 mg/ml koncentracid
tartomanyban 24 oran keresztiil. A kezeletlen kontrollhoz képest 0,1-3 mg/ml koncentraciod
tartomanyban egyik kezelési csoport (N és N-PepH3) sem okozott szignifikans impedancia
valtozast. A 10 mg/ml-es kezelés azonban mind az N, mind pedig az N-PepH3 esetén
szignifikans csokkenést okozott az agyi endotélsejtek életképességben. Tovabbi kisérleteinkhez

ezért a biztonsagos 0,1-3 mg/ml kozotti tartomanybdl valasztottuk ki a  kezelési

koncentraciokat.
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13. abra. (A) A nem-célzott (N) és (B) a PepH3 peptiddel (N-PepH3) funkcionalizalt nanorészecskék
agyi endotélsejtek életképességére gyakorolt hatasa 24 oras kezelést kovetéen. Atlag + SD. Statisztikai
analizis: ANOVA és Dunett-posztteszt, ****P<0,0001 csoporton beliil a kontrollhoz viszonyitva; n=6-
12.

3.2.3. A PepH3 peptiddel funkcionalizalt nioszomak toltetének sejtfelvétele

A kutatasunk egyik f6 hipotézisének tesztelésére megvizsgaltuk, hogy vajon a nioszomak
PepH3 funkcionalizalasa megndveli-e a partikulumokba zart TR-BSA sejtekbe jutasat. Ehhez
15 perc, 30 perc, valamint 1 6ran at kezeltiik az agyi endotélsejteket nanopartikulumokkal (0,3
mg/ml), majd megmértiik a sejtekbe jutott fluoreszcens TR-BSA toltet mennyiségét (14.A.
abra). Rendkiviil gyorsan, mar 15 perc utan szignifikansan megemelkedett a TR-BSA
sejtfelvétele a PepH3 peptiddel célzott nanorészecskékkel torténd kezelést kovetden (N-
PepH31sperc: 179%) a kontroll, nem-targetalt nioszémak toltetével 6sszehasonlitva. A 30 perces
kezelés esetében nem volt szignifikdns eltérés a két kezelési csoport kozott, az N-PepH3 toltet

sejtbejutasanak mértéke csokkent a 15 perces értékekkel 6sszehasonlitva. Az 1 6ras inkubacio
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elteltével az N és N-PepH3 csoport kozott az adatok nagy szorasa miatt nem volt szignifikans
kiilonbség. A 1 o6ras adatokat Osszevetve a 15 perces eredményekkel a TR-BSA
sejtinternalizacidja szignifikansan nétt (N-PepH3isr: 324%) a peptiddel funkcionalizalt

nioszomakkal kezelt csoportokban (14.B. abra).

A) B)
500 = N
#

B N-PepH3
400
300
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15 perc 30perc 1éra

Nanorészecske

Agyi endotélsejtek

TR-BSA toltet sejtfelvétele
(kontroll %)

14, abra. (A) A nioszomakba zart TR-BSA toltet felvételének sematikus abraja. (B) A nem-célzott (N;
0,3 mg/ml) és a PepH3 peptiddel funkcionalizalt (N-PepH3; 0,3 mg/ml) nanorészecskék toltetének agyi
endotélsejtek altali sejtfelvétele a kezelést koveté 15 és 30 percben, illetve 1 6ra utan. Atlag + SD.
Statisztikai analizis: ANOVA és Bonferroni-posztteszt, **P<0,01 csoporton belill a nem-célzott
nanorészecske mintdkhoz viszonyitva; *P<0,05 a 15 perces PepH3-mal funkcionalizalt
nanopartikulumokhoz viszonyitva; n=4-6.

3.24.A PepH3 peptiddel funkcionalizalt nanorészecskék toltetének vér-agy gat
permeabilitas vizsgalata

A kutatdsunk masodik f6 hipotézisének felderitésére teszteltik a PepH3-mal
funkcionalizalt nanorészecskék atjutasat in vitro vér-agy gat modelliinkén (11.A. abra). A
primer ko-kultara modellen végzett kisérletiinkben az N-PepH3 nioszomak esetén 15 perces
kezelést kdvetden szignifikansan (N-PepH3: 0,22x10°° cm/s) megnétt a bezart TR-BSA vér-
agy gaton keresztiili penetracioja a nem-célzott nanorészecskék toltetének atjutasahoz képest
(N: 0,18x10 ® cm/s) (15.B. 4bra). A modell barrier funkcidjanak ellendrzésére teszteltiik az
EBA ¢és az SF markerek permeabilitasat. A 67 kDa molekulatomegii EBA 0,02x10° cm/s-o0s
transzcellularis atjutdsaval 0sszevetve az N-PepH3 penetracidja tobb, mint tizszer magasabb
volt. Mind az EBA, mind pedig az SF (SF: 0,3x10°® cm/s) a standard irodalmi hatarok alatti
(EBA: 0,1x10° cm/s, SF: 1x10° cm/s) Papp értékeket vett fel, amely igazolja az altalunk

eldallitott vér-agy gat modell megfeleld szorossagat.

25



A) B) 03 _—

Pericitak -

Asztrogliak4FE I I I

T
*
~
o
e
[&]
\ @
Nanorészecske ° o e
.' . :
. » . i
Agyi endotélsejtek & s oy
@
o

15. abra. (A) A sematikus abra a nanopartikulumok atjutasat mutatja a haromsejtes vér-agy gat
modelliinkon. (B) A nem-célzott (N; 1 mg/ml) és PepH3 peptiddel (N-PepH3; 1mg/ml) funkcionalizalt
nanorészecskék toltetének, illetve az Evans-kék albumin (EBA) marker molekula 15 perces vér-agy gat
atjutasa. Atlag + SD. Statisztikai analizis: ANOVA és Bonferroni-posztteszt, *P<0,1; ****P<0,0001
csoporton beliill a nem-célzott nanorészecskékhez viszonyitva; *##P<0,0001 az N-PepH3-hoz
viszonyitva; N=4-6. Papp: latszolagos permeabilitasi egyiitthato.

4. MEGBESZELES

A kozponti idegrendszert érintd betegségek hatékony gyodgyszeres kezelése a mai napig
hatalmas, megoldasra varé probléma, mivel jelenleg csak olyan terapids szerek vannak
forgalomban, amelyek csak kis hatasfokkal, sok mellékhatas mellett mitkodnek (Furtado és
mtsai., 2018; Tosi és mtsai., 2019). A probléma hétterében féként a vér-agy gat miikodése all,
amely megakadalyozza, hogy a kis és nagy molekulastlyll neurofarmakonok tobbsége az agyba
jusson (Abbott, 2013) Napjainkban az agyi gyogyszerbevitel hatékonysagat fokozo
technoldgidk kozil a vér-agy gaton valo atjutdst segitd peptidek és nanohordozo rendszerek

fejlesztése intenziven kutatott teriiletnek szdmit (Zhou, Smith és Liu, 2021).

4.1. Az onallé PepH3 viralis peptid vizsgalata

A terapias molekulak vér-agy gaton keresztiili atjutasanak elosegitésére az egyik igéretes
lehetdség a CPP-kkel, vagy vér-agy gét shuttle molekuldkkal konjugalt gyogyszerek fejlesztése
(McCully és mtsai., 2018). A peptideket a kutatok régota vizsgaljadk mar vakcinak, daganatok
elleni immunterapia, génbejuttatas, illetve a diagnosztika kiilonb6zd teriiletein, de ezek foképp
a periférias szervekben voltak hatasosak (Gupta és mtsai., 2005; McCully és mtsai., 2018). A
peptidek és a hozzéajuk kapcsolt gyogyszermolekulak agyi bejuttatdsdnak f6 kritériuma, hogy
valamely tulajdonsdguknak koszonhetden képesek legyenek atjutni a vér-agy gaton (Jafari és

mtsai., 2019). Ennck elOsegitésére legtobbszor a peptidek fiziko-kémiai tulajdonsagait
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valtoztatjak meg, illetve ugy moédositjdk a molekuldkat, hogy azok valamely fiziologids
szallitofehérjéhez kapcsolodhassanak (Jafari és mtsai.,, 2019). Ismert stratégia tovabba a
virusokbol szarmazd olyan peptidszakaszok felhasznalasa, melyek elsddleges szerepe a
patogének sejtekbe jutdsanak eldsegitése (Guarnieri €és mtsai., 2013; McCully és mtsai., 2018).
Az irodalomban mar megtalalhatdak olyan viralis, a vér-agy gaton atjutni képes peptidek, mint
példaul TAT vagy az RVG29 (Rabies Virus Glikoprotein-29), melyek fokoztdk az agyi
endotélsejteken taldlhatd transzportrendszereken keresztiil a doxorubicin, paklitaxel, és

metotrexat agyi bejutasat (Jafari és mtsai., 2019; Desale és mtsai., 2021).

Csoportunk portugal egytittmiikodd partnerei Dengue virus-2 kapszid fehérjéjébol
tisztitottak és széles korben tanulméanyoztak CPP-ket (Neves és mtsai., 2017; Neves-Coelho ¢€s
mtsai., 2017). Koziilik a PepH3 peptid mutatott legjobb sejtfelvételt és atjutast HBEC-5i
human, illetve bEnd.3 egér agyi endotélsejt vonalakon és ragcsalokban (Neves és mtsai., 2017;
Cavaco és mtsai., 2020). Munkam elsé f6 célja ezért az volt, hogy megvizsgaljam a PepH3-at
a csoportunk altal japan partnerekkel kifejlesztett és szabadalmaztatott primer patkany vér-agy
gat modellen is, ami széleskorben elfogadott sejttenyészetes modell gydgyszerhordozok agyi
bejutasanak vizsgalatara (Nakagawa és mtsai., 2009; Veszelka és mtsai., 2018; szabadalom:
WO/2007/072953).

A bioldgiailag aktiv peptidek tulajdonsagait: toxicitasat, sejtfelvételi mechanizmusat €s
vér-agy gat permeabilitasat in vitro és in vivo modellekben vizsgaljak. A legtobb modositott
molekula esetén, kiilondsen azoknal, amelyek valamely fluoreszcens jel616t hordoznak fennall
a veszélye, hogy a konstrukt negativan befolyasolja a sejtek ¢€letképességét. A biologiai
vizsgélatok megkonnyitése érdekében a PepH3 peptidet a portugal partnereink egy intenziv
fluoreszcens jelet add, de kevésbé toxikus Quasar 570 fluoroforral konjugaltak. Vizsgalataik
alapjan a fluoreszcens molekula nem valtoztatta meg a peptid bioldgiai aktivitasat (Cavaco és
mtsai., 2020). A jelolt PepH3 kezelés az alkalmazott koncentracio tartomanyban nem gyakorolt
toxikus hatést a patkanyokbol izolalt primer agyi endotélsejt kultiradinkra, ennek kdszonhetéen
biztonsaggal tesztelhettiik tovabbi kisérleteinkben. A fluoreszcens PepH3 ¢€l6 primer
endotélsejtek altali felvétele mar rovid idejli, 30 perces kezelés utan is igen jelentés volt,
csakugy, mint az Aatjutdsa a hdromsejtes vér-agy gat modelliinkben. Eredményeink
alatamasztjak Neves és munkatarsai altal publikalt adatokat, melyben a peptid rendkiviil gyors
(5 és 15 perces) sejtfelvételt és vér-agy gaton vald atjutadst mutatott tenyészetes modellben és
egerekben (Neves és mtsai., 2017). Kimutattak tovabba, hogy a PepH3 nagyméretii, 27 kDa-0s

GFP molekula atvitelére is képes bEnd.3 egér endotélsejt monokultira modellben a vér-agy gat
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integritdsanak megdrzése mellett. Ez utobbit igazolta, hogy az 5 6ras peptid kezelést kovetden
a fluoreszcein-izotiocianat konjugalt dextran (FD40; 40 kDa) paracellularis atjutasa nem nott
meg (Neves-Coelho ¢és mtsai., 2017). Az in Vvitro permeabilitasi kisérletek esetén
elengedhetetlen azonban a megbizhatd vér-agy gat modellek kivalasztasa, amelyek
megfeleléen  expresszaljak a  gyogyszerhordozok  tanulmanyozasa szempontjabol
nélkiilozhetetlen fiziologids transzportereket (Veszelka és mtsai., 2018). A vér-agy gat
permeabilitasi vizsgalatok esetében az immortalizalt sejtvonal alapi modellekkel szemben az
allatokbdl frissen izolalt, primer sejtekbdl all6 modellek sokkal megbizhatobbak (Uchida és
mtsai., 2020). A haromsejtes ko-kultura modelliinkben az endotélsejtek kozotti szoros kapcsolat
kialakitasat és a transzporterek kifejezddését erdsiti a pericitdk €s asztroglia sejtek egyiitt
tenyésztése. Az irodalom alapjan j6 mindségli vér agy gat modellnek tekinthetjiik azt, amelyben
az EBA transzcellularis marker Papp értékei 0,1x10® cm/s alattiak, illetve a transzcellularis SF
atjutas esetén alacsonyabbat mériink, mint 1x10° cm/s (Nakagawa és mtsai., 2009; Helms és
mtsai., 2016). A PepH3 peptid permeabilitasanak vizsgalata soran a modelliinkben mindkét
markermolekula penetracioja alatta volt az irodalmi hatarértékeknek. A jeldlt PepH3 2,5x10®
cm-es permeabilitasa ebben a jo vér-agy gat tulajdonsagi modellben is magas, az SF és EBA

atjutasat tobbszorosen meghalado volt.

A szabad PepH3-mal végzett kisérletei eredményeink alapjan megerdsithetjiik
egylittmiikod6 partnereink azon éllitasait, hogy az altaluk tisztitott peptid gyors és hatékony
sejtinternalizacios €s vér-agy gat atjutasi képességgel rendelkezik. A molekula ezért alkalmas

lehet gyogyszerhordozo konstruktok fejlesztésére az agyi bejuttatas fokozasanak céljabol.

4.2. A PepH3 peptiddel funkcionalizalt nioszomak vizsgalata

A kozponti idegrendszert érintd betegségek hatékony gyogyszeres kezelésére a
nanoméretli hordozoérendszerek jol kiaknazhatd innovativ lehetdséget biztositanak (Lombardo
¢és mtsai., 2020). A hatéanyagok sikeres agyi bejuttatishoz azonban nem elegendd a terapias
szerek nanorészecskékbe zdrasa, elengedhetetlen a hordozok funkcionalizédldsa az agyi
bejutasukat fokozd molekuldkkal. Csoportunk korabbi, célzott nanopartikulumokkal kapott
eredményei (Mészaros €s mtsai., 2018; Porkolab és mtsai., 2020; Veszelka és mtsai., 2021) és
szamos preklinikai és klinikai vizsgalat igazolja példaul a glutation tripeptid célzdligandal
ellatott gyogyszerhordoz6 nanopartikulumok kozponti idegrendszeri terapids hatékonysagat
(Rip és mtsai., 2014; Gaillard, 2016; Kanhai és mtsai., 2018). A glutation mellett azota szamos

CPP-r61 a kutatasok soran bebizonyosodott, hogy nemcsak 6nalléan, hanem nanopartikulumok
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felszinére kapcsolva is képesek megnovelni a nanorészecskék toltetének agyi bejutasat in vitro
modellekben és ragcsalokban (McCully és mtsai., 2018). Sharma és mukatérsai a transzferrin
mellett masodik targetald molekulaként TAT, penetratin vagy Mastoparan (Vespula lewisii
darazs mérge) ligandokkal célzott liposzomakat allitottak eld, melyekbe doxorubicin
hatéanyagot csomagoltak. A TAT-tal és penetratinnal funkcionalizalt transzferrines
liposzémakba zart hatdéanyag internalizacidja és vér-agy gat atjutdsa fokozodott bEnd.3
sejtvonalakon €s egerekben az egy célzoliganddal ellatott hordozokhoz képest. A Mastoparan
¢s transzferrin funkcionalizalt nanohordozok is kivaldéan bejutottak ugyan a sejtekbe, de
erdteljes toxikus hatasuk nem tette lehetévé a tovabbi in vivo vizsgalatukat (Sharma és mtsai.,

2014).

A portugdl egylittmiik6dd partnereink és a fentebb ismertetett sajat eredményeikre
alapozva készitettiik el a PepH3 peptiddel funkcionalizalt vezikularis nanopartikulumainkat
nem-ionos feliiletaktiv anyagokbol és koleszterinb6l. Nioszémaink az agyi gyogyszerbejuttatas
szempontjabol ideélis, 100 nm koriili mérettartomédnyba estek, enyhe negativ feliileti toltéssel
rendelkeztek, ami szintén timogathatja a nanopartikulumok sejtek altali felvételét (Masserini,
2013; Walter és mtsai., 2021). A toltetként a fluoreszcens TR-BSA-t valasztottuk, aminek a
bezarodasa 35% koriil volt, ami a nagy molekulasulyu kargdk esetén hatékonynak szadmit

(Colletier és mtsai., 2002).

A PepH3 sejtpenetraciot eldsegitd peptid alkalmazasa nem volt toxikus hatéssal a sejtekre
és a nioszémdk felszinén mar 15 perc utdan szignifikdnsan fokozta a TR-BSA toltetet
sejtfelvételét primer patkdny agyi endotélsejtekben. A CPP-k felvétele a hozzajuk kapcsolt
kargd vagy a hordozorendszerek tulajdonsagaitdl fiiggéen torténhet energia filiggetlen
adszorptiv-medialt transzcitozissal, és/vagy energia fiiggd endocitotikus folyamatokon
keresztiil (Neves-Coelho és mitsai., 2017). Kisérletlinkben a 30 perces kezelést kovetden
visszaesett, azonban egy ora utdn tovabb nétt a funkcionalizalt nioszomak TR-BSA felvétele,
ami a nanopartikulumok internalizalédasa mogotti, altalunk még felderitésre varo tobbelemii

mechanizmusok mukodésére utalhat.

A PepH3 funkcionalizalt nanorészecskék toltetének atjutasa 15 perc alatt igen hatékony
(N-PepH3: 0,22x10® cm/s) volt, ami a nem-funkcionalizalt nioszoméahoz képest 1,2-szeres,
mig a TR-BSA toltettel kozel azonos molekulasulyt paracellularis EBA marker
permeabilitasdhoz képest tizszeres novekedés. Dos Santos €és munkatéarsai TAT és transzferrin

célzoliganddal targetalt liposzomak esetén bEnd.3 sejtvonal és gliasejtek egylitt tenyésztésével

29



létrehozott vér-agy gat modellen vizsgaltdk a nanopartikulumba zart téltet (plazmid DNS)
atjutasat. A funkcionalizalas hatdsara csak hosszabb iddtartamu kezelés, 8 ora utan ndtt meg
1,7-szeresére  a  nanopartikulumok  kargdjanak  penetracidja a  nem-targetalt

nanopartikulumokkal 6sszehasonlitva (Dos Santos Rodrigues €és mtsai., 2019).

Primer sejtes modelljeinkben a PepH3-mal funkcionalizalt nioszomak sejtfelvételi és
permeabilitasi eredményei alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a peptidet egy nem toxikus,
gyors atjutast biztositd vér-agy gat shuttle peptidnek tekinthetjiik, amely alkalmas lehet

kozponti idegrendszeri célpontu nanopartikulumok agyi bejutasdnak fokozasara.

5. OSSZEFOGLALAS

Tudomanyos didkkori munkam eddigi eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a viralis
eredetii PepH3 sejtpenetraciot eldsegitd peptid onalldan és nanorészecskék felszinére kotve is
képes fokozott sejtfelvételt biztositani. Szoros barrier tulajdonsagokkal rendelkezd vér-agy gat
modellben az 6nallo peptid rovid idejli, hatékony atjutast mutat, illetve nanorészecskék
felszinére kotve noveli a nanopartikulumok nagy molekulasulyu toltetének permeabilitasat is.
Eredményeink alapjan a PepH3 vér-agy gat shuttle peptid ezért tovabbi vizsgalatokat kdvetden
alkalmas lehet agyi célponti gyogyszerhordoz6 konstruktok, illetve nanohordozo rendszerek

fejlesztésének céljara.
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8. TETELES SZAKMAI HOZZAJARULAS

Alulirott Szecské Aniké nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benytjtott ,,Viralis peptid
hatasanak vizsgalata agyi endotélsejteken” cimili dolgozatomban leirtak esetében az alabbi
munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Felkészités utan onalléan Folyamatos segitséggel
Rész/feladat végeztem a dolgozathoz végeztem a dolgozathoz
sziikséges mennyiségben sziikséges mennyiségben
(%-ban megadva) (%-ban megadva)
Nanc‘)r‘e':ézecskék fiziko- 60 40
kémiai jellemzése
Sejtek izolalasa és 90 10
tenyésztése
Sejtfelvé‘fel s’:s Vér-.f:lgy gaton 80 20
keresztiili atjutas vizsgalat
P‘epH3‘ peptid ¢éldsejtes 70 30
vizualizéalasa
Eredmények értelmezése, az
adatok statisztikai 70 30
kiértekelése
Abrak, grafikonok 100 0
elkészitése
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