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Bevezetés

A vér-agy gat felépitése

A vér-agy gat a vérkeringés és az agyszovet kozotti dinamikus hatarfeltilet, melynek
elsddleges feladata a neuronok mitkdéséhez sziikséges ionos homeosztazis megteremtése, az
agy taplalasa és karos anyagokkal szembeni védelme. A vér-agy gat anatomiai alapjat az agyi
hajszalerek falat alkotd endotélsejtek kepezik, melyek a kapillaris bazalis membranjan a
pericitakkal osztozkodnak. Az agyi mikroereket kiviilrél az asztroglia végtalpak teljes
hosszukban beburkoljdk. Az agyi endotélsejtek az asztroglidkkal, pericitakkal, és mas
szomszedos sejtekkel, mint a perivaszkuléaris mikroglidkkal és neuronokkal kozOsen egy
funkcionalis egységet alkotnak, melyet neurovaszkularis egységnek nevezink.

A vér-agy gat morfologiai alapja az agyi endotélsejtek folytonos rétege, amelyek a
periférias erekkel ellentétben nem fenesztraltak, hanem szoros (tight junctions, TJ) és adherens
sejtkozotti zarokapcesolatokkal kapcsolddnak egymashoz. Ezek a TJ-k jelentdsen korlatozzak a
sejtek kozotti, azaz paracelluldris transzportot. A TJ-ket olyan integralis membranfehérjék
épitik fel, mint az okkludin, a klaudinok és a junkcionalis adhézids molekulak (JAM), amelyek
periférids membranfehérjékkel kapcsolodnak az aktin citoszkeletonhoz. E periférids fehérjék
tagjai a zonula occludens fehérjék (ZO-1, ZO-2, ZO-3), a cingulin és a kateninek. Az adherens
kapcsolatok transzmembran fehérjéi, a cadherinek, kalciumfiliggd sejtadhézios molekulak,
melyek citoplazmatikus résziikkel mas fehérjékhez, foleg kateninekhez kapcsolodnak.

Az agyi endotélsejtek szamos, a periférids endotélsejtekre jellemzd tulajdonsaggal
rendelkeznek: szabalyozzék a véralvadast, az értonust €s az agyi keringést vazoaktiv anyagok
(endotelinek, nitrogén-monoxid) termelésével, a lipoprotein metabolizmust és transzportot
scavenger receptoraik segitségével. A vér-agy gat funkcid betodltéséhez azonban az agyi
endotélsejtek specidlis tulajdonsadgokkal is rendelkeznek, melyek megkiilonboztetik dket a
tobbi endotélsejttdl. A sejtek kozotti szoros zarokapcsolatok nem csak a restriktiv paracellularis
transzportnak, hanem az agyi endotélsejtek polaritdsdnak alapjat is megteremtik. Ezért eltérd
az agyszovet, illetve a vér feldli sejtmembranokon a transzporterek, ioncsatorndk, receptorok
kifejezodése. Az idegrendszer sejtjeinek miitkodéséhez sziikséges anyagok atjuttatasat a vér-
agy gaton at az agyi endotélsejtek specidlis transzportrendszerei végzik szigoriian szabalyozott
moddon. Ugyanezek a transzportrendszerek feleldsek azonban azért is, hogy szédmos
gyogyszerhatoanyag egyaltalan nem, vagy csak korlatozott mennyiségben jut be az agyba.

A vér-agy gaton keresztiili anyagtranszport szaimos kiilonboz6 transzportitvonalon
valosul meg: lipid-medialt diffuzio, paracelluléris transzport, karrier-medialt transzport, efflux
pumpak, receptor-medidlt transzcitézis és adszorptiv-medialt transzcitdzis. A kis, lipofil
molekuldk, mint példaul a nikotin vagy az etanol lipid-medialt szabad diffazioval jutnak at a
vér-agy gaton. Az agyi endotélsejtek kozotti TJ-k megakadalyozzak a vizoldékony molekuldk
sejtek kozotti (paracellularis) aramlasat. Az agy fiziologias mukodéséhez nélkiilozhetetlen
tapanyagok, mint példdul a cukrok, ketontestek, aminosavak, zsirsavak, vitaminok,
monokarbonsavak, nukleozidok, purinok és pirimidin bazisok, szervetlen ionok, szerves
anionok és kationok bejutasat az agyba a vér-agy gaton at specifikus szallitofehérjék, karrierek
végzik (Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Ezek koziil a vér-agy gaton nagy mennyiségben
fejezddnek ki a solute carrier (SLC) fehérjecsalad tagjai, melynek tobb mint 400 tagja van. A
kozponti  idegrendszerre potencidlisan karos idegen anyagok agyi bejutasanak
megakadalyozasa illetve a kiillonb6zd anyagcseretermékek szintjének szabalyozasa az agyi
endotélsejtek membranjaban iilé efflux pumpdk segitségével valosul meg. A legfontosabb
efflux pumpak koz¢ tartozik a P-glikoprotein (P-gp vagy ABCB1 vagy MDR1), a multidrog
rezisztencia-asszocialt fehérjék (MRP-k vagy ABCC csalad), illetve az emlérak-rezisztencia
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fehérje (BCRP vagy ABCG2). Szamos lipofil gyogyszerhatéanyag ligandja a vér-agy gat
efflux pumpdinak, mint példaul a loperamid, verapamil vagy a vinblasztin, igy ezek nem
képesek hatékony koncentracidban az agyba jutni. Az idegrendszer szamara fontos peptidek ¢és
fehérjék az agyi endotélsejtek membranjaba kotott specifikus receptorok segitségével jutnak
be az agyba, mint példaul az inzulin, a transzferrin, a leptin, lipoproteinek, egyes hormonok ¢és
a citokinek. Az agyi endotélsejtekben alacsony az endocitotikus vezikuldk szama, ezaltal a
nem-specifikus vezikularis transzcitozis mértéke is kisebb, mint a periférias endotélsejtekben.
A nagy méretli, toltéssel rendelkezd anyagok, mint példaul a szérumfehérjék koziil az albumin
agyi bejutasa adszorptiv-medialt transzcitdzissal élettani koriilmények kozott igen alacsony,
fokozott agyi bejutdsa a vér-agy gat sériilésére utalhat. Az agyi kapillarisok endotélsejtjeinek
luminalis, vér feloli felszinén a membranban talalhaté glikolipidek, glikoproteinek, illetve
heparanszulfat-proteoglikanok oldallancai negativ felszini toltésti glikokalix réteget hoznak
1étre, amely, mint egy elektrosztatikus gat, megakadalyozza az erdsen anionos molekulak vér-
agy gaton vald atjutasat (Walter és mtsai, 2021). Az agyi endotélsejtek szdmos enzimet is
termelnek (fazis I, II enzimek, y-glutamil-transzpeptidaz, butirilkolin- és acetilkolin- észteraz,
monoamin-oxiddzok, glutamat-dekarboxildz), ezaltal fontos transzport folyamatokban, illetve
a metabolikus vér-agy gat kialakitasaban is szerepet jatszanak.

A vér-agy gat modellezése

A vér-agy gat vizsgalatira szamos sejttenyészetes modell 1étezik. A kiilonb6zd in vitro
modellek eltérd fajokbol szarmazé sejtvonalakat vagy allatokbol izolalt primer sejteket vagy
Ossejt eredetli sejteket haszndlnak. Az immortalizalt agyi endotélsejtvonalak (GP8, RBE4,
hCMEC/D3, stb) eldnye, hogy a sejtek gyorsan, egyszeriien és alacsony koltségek mellett
tenyészthetdk és a modellek konnyen felskalazhatoak. Hatranyuk viszont, hogy a sejtek szdmos
fontos, az agyi endotélsejtekre jellemzd élettani tulajdonsagaikat elveszitik, igy gyenge
gattulajdonsagokkal rendelkeznek. A primer sejtes modellek szamos fajbol, leggyakrabban
egér, patkany, sertés vagy borju agybdl izolalt sejtek tenyésztésén alapulnak. A primer agyi
endotélsejtek agyi pericitakkal és asztroglia sejtekkel egyiitt tenyésztve, ko-kulturdban tartva
jelentésen szorosabb és jobb gatfunkcidkkal rendelkezd megbizhatobb vér-agy gat modellt
eredményezett. A primer tenyészetek hatranya viszont, hogy nehezen beszerezhetdk, rosszul
skalazhatok, izolalasuk é€s tenyésztésiik pedig koltséges és magas szakértelemet igényel. Mivel
a koltségek és az in vitro modell kapacitasa fontos tényezd az ipari gyogyszertesztelések soran,
ezért olyan epitélsejteken alapuldé monokultiras modelleket is hasznalnak a
gyogyszeriparban a kozponti idegrendszeri gyodgyszerjeldltek vér-agy gat permeabilitdsanak
tesztelésére, melyek gyorsan és nagy mennyiségben eldallithatok. Leggyakoribb modellek a
Caco-2 humén bélhamsejtvonal, a kutya veseepitél sejtvonal (MDCK), és ennek a human
MDRI1 génnel transzfektalt szubklonja az MDCK-MDRI.

A ver-agy gat szerepe betegsegekben

miikodési zavara, mely hipoperfuzid-hypoxia kialakuldsahoz, a traszcitdzis megvaltozasdhoz
¢s az endotélsejtek metabolikus diszfunkcidjahoz vezet. Az idegsejtek energiaellatasa csokken,
a TJ-k sériilnek, a neurotoxikus anyagok bejutdsa megemelkedik az agyba, és a karos
metabolitok kifelé irdnyul6 transzportja csokken. A vér-agy gat miikodési zavarait ismerték fel
tobbek kozott neurodegeneracids korképekben (Alzheimer-kor, Parkinson-kér, Huntington-
kor), szklerozis multiplexben, agyi traumakban, epilepsziaban és sztrokban is.

A vér-agy gat muikodési zavarait azonban nemcsak kozponti idegrendszeri
korképekben, hanem szisztémas betegségekben, mint példaul cukorbetegségben is leirtak,
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ahol a reaktiv karbonil gyokok, mint példaul a metilglioxal felhalmozo6dasa karbonil stresszt és
sejtkarosodast okoz.

Egyre tobb vizsgalat igazolja, hogy a kronikus stressz neurovaszkularis diszfunkciot
fokozddashoz vezet, ezaltal eldsegitve az agyi neuroinflammaécidt, neurodegeneraciot,
kognitiv, affektiv és viselkedési zavarokat €s hozzdjarulhat mind idegrendszeri, mind
neuropszichiatriai rendellenesség kialakulasédhoz.

Az id6skori kognitiv hanyatlas gyakori kivalté oka a koros zsiranyagcsere elvaltozasok
(diszlipidémia) és ennek kovetkezményeként kialakuld ateroszkleroézis, mely hosszitavon
kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis rendellenességekhez vezethet. Az ateroszklerdzissal
kozvetlen kapcsolatban all a vaszkularis demencia és az Alzheimer-kor el6forduldasanak
nagyobb valdszinlisége is.

A vér-agy gat miikodési zavarai €s annak hatterében all6 pontos mechanizmusok az egyes
betegségek kialakulasaban és progresszidjaban, valamint a neurovaszkularis egység sejtjeinek
gyogyulasban betoltétt szerepe kulcsfontossagu, intenziven Kkutatott terlilet, mely szdmos
megvalaszolatlan kérdést tartogat még.

Az agyi gyogyszerbejuttatas hatékonysaganak novelésere alkalmas modszerek

A vér-agy gat az agy egyik legfontosabb védelmi rendszere az idegen anyagokkal,
szemben. Azonban ugyanazok a mechanizmusok, amelyek a kdzponti idegrendszert védik, a
gyogyszerek agyba jutdsat is korlatozzak. Mivel a gyogyszerek és gyogyszerjelolt hatdanyagok
jelent6s része nem képes megfeleld mértékben atjutni a vér-agy gaton, Uj gyogyszerbeviteli
stratégiak kifejlesztésére van szilkség. A hatéanyagok agyi bejuttatasara harom fébb stratégia
all rendelkezésre: (1) a veér-agy gat megkerllése, (2) a vér-agy gat miikodésének
megvaltoztatasa és (3) a vér-agy gat transzportitvonalainak kihasznalasa (Veszelka és
mtsai., 2015).

A legintenzivebben kutatott agyi gyogyszerbeviteli stratégia a vér-agy gat fiziologias
transzportdtvonalainak  kiakndzasa. A hatéanyagok fiziko-kémiai tulajdonsagainak
valtoztatasa, példaul kationizalasa fokozhatja az agyi bejutast. Az agyi endotélsejtek luminalis
felszinén a glikokalix altal 1étrehozott er6s negativ feliileti t61tés csokkenti a negativ toltésii
gyogyszermolekuldk vagy nanorészecskék bejutasat, és kedvez a kationos molekulak
bejutasanak az adszorptiv-medidlt transzcitozis révén. igéretes, és az utobbi években igen
aktivan kutatott lehetdség a hatdanyagok agyi bevitelének novelésére a vér-agy gat receptor-
medialt, illetve karrier-medilt transzcitdzis transzportitvonalainak kihasznalasa (Veszelka és
mtsai., 2015). A gyogyszermolekuldk kozvetleniil is kotédhetnek a vér-agy gat
transzportereihez, illetve receptoraihoz, vagy valamilyen hordozéhoz, példaul
nanorészecskekhez is kapcsolhatoak.

Az orvosbiologiai kutatasokban leggyakrabban hasznalt nanorészecskék a lipid, polimer
és fém nanorészecskék. A szisztemasan beadott nanoreszecskék a periférias szervekben (maj,
vese, 1ép) csapdazddhatnak, ezért megfeleld agyi bejutasukhoz specifikus célzasra van sziikség
(Veszelka és mtsai., 2015; Deli és mtsai., 2024). A nanorészecskék felszinéhez kotott
célzomolekulak rendkivil sokfélék lehetnek, melyek leggyakrabban az agyi endotélsejtek
luminalis membranjdban elhelyezkedd transzporterekhez vagy receptorokhoz koétdédni képes
ligandok, ezaltal molekuléris trojai falovakként képesek a nanorészecskébe zart hatdanyagot a
Vér-agy gaton atjuttatni. A nanorészecskékkel kapcsolatos kutatasok egyik f6 iranya a kozponti
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2. Célkituzeések

Kutatdémunkam fokusza a kovetkezé harom nagy teriilet vizsgalatara iranyult:
I. Avér-agy gat vizsgalatara alkalmas sejttenyészetes modellek jellemzése és dsszehasonlitasa

(1) Célul thztiik ki, hogy részletesen 6sszehasonlitsuk az in situ anatomiai helyzetet jol
modellezd, nagy komplexitasu, az agyi mikrovaszkularis endotélsejtek, pericitdk, valamint
gliasejtek primer tenyészeteibdl 1étrehozott, harom sejttipusbodl allé vér-agy gat modellt (EPA)
és a Vvér-agy gatat helyettesité epitélsejt alapi modellek (Caco-2 humén bélepitélsejt; P-
glikoproteint expresszald vinblasztin kezelt VB-Caco-2; kutya veseepitélsejt MDCK és
MDCK-MDR1) morfoldgidjat és funkciondlis tulajdonsagait, kiemelve az egyes modellek
elényeit és hatranyait gyogyszerek agyi bejutasanak vizsgalataban (Hellinger és mtsai., 2012).

(2) Az agyi endotélsejtes vér-agy gat és a helyettesité epitélsejtes modellek
Osszehasonlitasat kibdvitettiik, és a korabban vizsgalt EPA és epitélsejtes modellek (Caco-2,
VB-Caco-2, MDCK-MDR1) mellett a patkany GP8, RBE4 és a human agyi endotél D3 és D3L
sejtvonalakat is bevontuk vizsgalatainkba, igy @sszesen 9 sejttenyészetes modellt
hasonlitottunk 0Ossze. A sejttenyészetek morfologiai tulajdonsagai mellett a vér-agy gat
miikodése szempontjabol kulcsfontossagi TJ fehérjék, SLC és ABC transzporterek és
gyogyszereket metabolizal6 enzimek génjeinek expresszids mintazatat is dsszehasonlitottuk,
valamint megvizsgaltuk, hogy van-e kilénbség tizenegy gyogyszerhatéanyag atjutasban a
kiilonboz6 modelleken (Veszelka és mtsai., 2018).

Il. A Vér-agy gat sériiléseinek vizsgalata kiilonbozd patolégias modellekben

A Vér-agy gat szamos betegségben sériil, gat funkcidja meggyengiil, ateresztéképessége
megnd, az agyat védd és taplalo mechanizmusai romlanak, ami hozzijarul az idegsejtek
karosodasahoz es sejtpusztulasédhoz, ezért a kozponti idegrendszer mitkodése is zavart szenved.
A veér-agy gat miikodésének megértése és a kiilonbozo betegségmodellekben a gatmiikodés
séruléseinek vizsgalata ezért kulcsfontossagu, hiszen a vér-agy gat sejtjei terapias célpontként
szolgalhatnak ezeknek a betegségeknek a gyogyitasaban. Eddigi kutatbmunkam soran szamos
betegsegmodellben vizsgaltam a vér-agy gat miikodésének valtozasait és kerestem az agyi
endotélsejteken védohatast kifejtd molekulakat, hatdanyagokat.

Jelen értekezésemben ezen munkaink kozil részletesen bemutatom, hogy:

(3) milyen karosodast okoz a karbonil stresszt kivaltd metilglioxal agyi endotélsejteken
(Toth és mtsai., 2014a);

(4) a neuroprotektiv hatasu edaravon kezelés képes-e megvédeni a vér-agy gat sejtjeit a
metilglioxal okozta karosodassal szemben (T6th és mtsai., 2014b);

(5) a kronikus stressz milyen sérilést valt ki a ver-agy gat sejtjeiben (Séntha és mtsai.,
2016);



(6) a hipertrigliceridémia milyen cerebrovaszkularis elvaltozasokat hoz létre APOB-100
transzgenikus egerekben, a human ateroszkler6zis modelljében (Hoyk és mtsai., 2018).

111. A hatékonyabb agyi gyogyszerbejuttatas lehetoségeinek vizsgalata

A veér-agy gat véd6 mechanizmusainak kOszonhet6en az agyi gyodgyszerbejuttatas
hatékonysdganak fokozésa nagy kihivast jelent. Mivel a gyogyszerek és gyogyszerjelolt
hatoanyagok jelentés része nem képes megfelelé mértékben atjutni a vér-agy gaton, Uj
gyogyszerbeviteli stratégidk kifejlesztésére van szikség (Veszelka és mtsai., 2015).
Kutatdbmunkam soran szamos gyogyszerbeviteli modszert vizsgaltam, ezek kozul ebben az
értekezésben az agyi endotélsejtek kdzotti szoros sejtkapcsolatok médositasat és reverzibilis
megnyitasat (7-9), valamint a vér-agy gatat célz6 nanoméretli hordozorendszerek
hatékonysaganak vizsgalatat (10-18) mutatom be.

(7) Kiseérleteink soran arra kerestiik a vélaszt, hogy a TJ modulator peptidek képesek-e a

vér-agy gat modell ateresztéképességét fokozni és ezzel az agyi gyodgyszerbejutast ndvelni
(Bocsik és mtsai., 2016).

(8) Megvizsgéltuk, hogy a szoros sejtkapcsolatok fehérjéi koziil a klaudin-5-re tervezett
modositd peptid segitségevel lehetséges-e reverzibilis modon ndvelni a vér-agy gat
permeabilitasat (Dithmer és mtsai., 2017);

(9) Megvizsgéltuk, hogy a kismolekula kemoterapids adjuvans tezmilifen kezeléssel
lehetséges-e ver-agy gat megnyilast el6idézni (Walter és mtsai., 2015);

(10) Megvizsgaltuk, hogy az agyi endotélsejtek LDL receptorahoz kot6dé ApoE-vel
funkcionalizalt donepezil hatbanyagot szallitd szilard lipid nanorészecskék képesek-e az agyi
endotélsejtek receptor-medidlt transzportdtvonalat kihasznalva atjutni a vér-agy gaton (Topal
és mtsai., 2021);

(11) Megvizsgéltuk, hogy az agyi endotélsejtek adszorptiv-medialt transzportutvonalat
célzd, PepH3 peptiddel funkcionalizalt, amiloid-f ellenes ellenanyagot szallitd nanorészecskék
képesek-e a vér-agy gaton atjutni és ha igen, milyen mechanizmusokkal (Szecskd és mtsai,
2025);

(12) Tanulmanyoztuk, hogy az agyi endotélsejtek transzportereihez kotddni képes
biotinnal valamint glutationnal funkcionalizalt nanorészecskék keépesek-e a ver-agy gaton
atjutni (Veszelka és mtsai., 2017);

(13) Célul thztik ki, hogy 0Osszehasonlitsuk a glutationnal célzott nanorészecskék
atjutdsat a hematopoetikus 06ssejtekbdl  differencidltatott, gyenge gattulajdonsagokkal
rendelkezé human vér-agy gat sejttenyészetes modellen, valamint ennek a modellnek a cARLA
molekula kombinacio kezeléssel erésitett valtozatan (Porkolab és mtsai., 2024);

(14) Megvizsgaltuk optikai l1ézercsipesz modszerrel, hogy a célzdligand glutation milyen
erdsséggel képes az €16 agyi endotélsejtek felszinéhez kotédni (Fekete és mtsai., 2021);

(15) Kerestik a valaszt arra vonatkozéan, hogy az agyi endotélsejtek SLC
transzportereihez kotddni képes, alaninnal, glutationnal, valamint gliikozanaldéggal, mint
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célzoliganddal funkcionalizalt vezikularis nanorészecskék képesek-e atjuttatni a biomolekula
modellanyagot a vér-agy gaton, valamint hatékonyabbak-e a kétszeres ligandkombinécidkkal
célzott nanorészecskek az egyszeres ligandokkal jel6lt nanorészecskékhez képest a sejtfelvétel
és a vér-agy gat atjutds szempontjabdl (Mészaros és mtsai., 2018);

(16) Megvizsgaltuk, hogy az Aaltalunk eléallitott, alanin-glutation kettds
ligandkombinéacidval célzott vezikularis nanopartikulumok a vér-agy gaton atjutva vajon
képesek-e bejutni a glia és neuron sejtekbe is (Porkolab és mtsai., 2020);

(17) Arra kerestilk a valaszt, hogy az altalunk legjobbnak talélt alanin-glutation vér-agy
gatat célzo kettés molekulakombinacio képes-e elésegiteni a hatékonyabb vér-agy gat atjutast
és az agyi organoidokba valé bejutast a nanorészecskék anyagéatdl fiiggetlentl, nemcsak
vezikularis, hanem mas tipusu, példaul polipeptid nanohordozdk esetében is (Mészaros és
mtsai., 2023);

(18) Tanulmanyoztuk, hogy a glutation, leucin és aszkorbinsav harmas kombinacidjaval
célzott nanopartikulumok képesek-e hatékonyabban atjutni a vér-agy gaton és ha igen, milyen
mechanizmussal, valamint a vér-agy gaton Aatjutott részecskék képesek-e bejutni agyi
organoidokba (Veszelka és mtsai., 2022).

3. Vizsgalati modszerek felsorolasa

Sejttenyésztés:
primer patkany agyi endotélsejtek, pericitak és asztrogliak izolalasa és tenyésztése,
patkany GP8 és RBE4, human hCMEC/D3 és hEC sejtvonalak tenyésztése
Patkéany és human ko-kultira vér-agy gat modellek 1étrehozéasa
Sejttenyészetek kezelése
Toxicitas mérés valds idejli impedanciaméréssel
Transzepitelidlis és transzendotelidlis elektromos ellenallds mérése (TEER)
Vér-agy gat permeabilitasi vizsgéalatok
Membranfluidika mérés
Efflux pumpa aktivitds mérése
Reaktiv oxigéngyokok, nitrogén-monoxid és cAMP termel6dés mérése
Génexpresszids vizsgalatok
Immunhisztokémiai vizsgalatok
Nanorészecskék eldallitasa (szilard lipid partikulum, nioszoma, polipeptid nanohordozok)
Nanorészecskék jellemzése (méret, felszini toltés, bezarasi hatékonysag mérése)
Sejtfelvételi vizsgalatok
Sejtfelvételi mechanizmusok vizsgalata
endocitozis és metabolikus gatlészerek hasznalata, felszini toltés modositasa
Mikroszkopos vizsgélatok
Transzmisszi0s elektronmikroszkopia (TEM)
Pésztazo elektronmikroszkopia (SEM)
Atomerd mikroszkopia (AFM)
Erdmérés optikai 1ézercsipesz technikaval
In vivo kisérletek
Kronikus immobilizacios stressz modell patkanyokban
ApoB-100 transzgenikus egér modell



Nanorészecskék vizsgalata egerekben Optix™ fluoreszcens képalkotds modszerével

4. Ertekezés eredményeinek osszefoglalasa

Eddigi kutatomunkdm a vér-agy git mikodésének tanulmanyozasara és jobb
megértésére iranyult. A disszertdciomban bemutatott vizsgalataim eredményei ennek mentén
harom nagy témakor koré csoportosulnak:

q)) A vér-agy gat foképpen farmakoldgiai és patologiai vizsgéalatdra alkalmas
sejttenyészetes modellek jellemzése és Osszehasonlitasa. Osszehasonlité kisérleteink célja
mindvégig az adott kutatdsi célkitlizéshez legmegfelelobb vér-agy gat kisérleti modell
megtalalasa volt.

(ID) A vér-agy gat sériilésének vizsgdlata kiilonbozd betegségekben és egy
klinikailag alkalmazott antioxidans hatéanyag véddhatasanak igazolasa agyi endotélsejteken.

(I1I) A vér-agy gaton keresztiili hatébanyag bejuttatds novelésére Uj stratégiak
kidolgozasa ¢€s igazolasa

I. A vér-agy gat vizsgalatara alkalmas sejttenyészetes modellek 6sszehasonlitasa

A gyogyszerfejlesztés korai, de meghatarozo fazisaban megbizhato in vitro modellekre
hogy egy kozponti idegrendszeri célpontii hatdanyag valoban bejut-e az agyba, és ha igen
terapiasan hatékony mennyiségben-e, illetve forditva, egy periférias szervek gyogyitasara
tervezett hatéanyag nem megy-e at a vér-agy gaton, ami sulyos kozponti idegrendszeri
mellékhatasokat okozhat (Veszelka és mtsai., 2018). A gyogyszerfejlesztés e korai szakaszaban
kulcsfontossagl a megfeleld vér-agy gat modell kivéalasztasa. A Richter Gedeon gyogyszeripari
vallalattal egytittmiitkodésben, Dr. Vastag Monika csoportjaval kozosen, szisztematikus modon
Osszehasonlitottunk 5, illetve 9 tenyészetes modellt, amit két egymast kovetd tanulmanyban
kozoltiink (Hellinger és mtsai., 2012, Veszelka és mtsai., 2018). Ezek kozé a modellek kozé
tartoztak a konnyen tenyészthetd, kozepes szlird kapacitassal rendelkezd, szoros
gattulajdonsagokat mutaté ¢és az iparban mindezek miatt eldényt élvezd vér-agy gatat
helyettesitd epitélsejtes modellek. Ezek mellett agyi endotélsejt alapu vér-agy gat modelleket
tanulmanyoztunk, els6sorban a primer sejtekbdl osszeéllitott EPA modellt, illetve human és
patkany agyi immortalizalt sejtvonalakat.

(1) Eredményeinket 6sszefoglalva megallapitottuk, hogy a human bélepitélsejt eredetli
VB-Caco-2 ¢és a kutya vese epitélsejtes MDCK-MDRI1 modellek a permeabilitdsi marker
molekuldkra nézve hasonlo Pap, értékeket mutatnak, mint a primer sejtes patkany EPA vér-agy
gat modell. Ennek alapjan a paracellularis transzportitvonal tesztelésének tekintetében a vér-
agy gat modell méltod versenytarsa a szoros gatnak tartott epitélsejtes modelleknek (Hellinger
és mtsai., 2012).

Az egyik legfontosabb vér-agy gat efflux transzporter, a P-gp esetében, a VB-Caco-2
¢s a MDCK-MDRI1 modellek, melyek a P-gp-t nagy mennyiségben expresszaljak az alap Caco-
2 és MDCK sejtvonalakhoz képest, szignifikansan nagyobb szdmban azonositottak az ismerten
P-gp szubsztrat gydgyszerhatdanyagokat, mint az EPA modell. A nativ Caco-2 modellhez
képest a VB-Caco-2 modell minden vizsgalt efflux pumpa ligandnal jobb eredményeket hozott.
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A VB-Caco-2 ¢és az MDCK-MDRI1 modellek ezért egyszerii €s olcsé alternativat jelenthetnek
a gyogyszeriparban ¢és a kutatasokban egyarant az efflux pumpa ligand esélyes
gyogyszerjeloltek kisziirésére. Ezzel szemben, amikor tiz kiilonb6zo gyogyszerhatdanyag in
vitro permeabilitasi adatait a szoveti kotddéssel korrigalt Papp in vivo adatokkal abrazoltuk, a
korrelacio mértéke és az illeszkedés josaga hasonld volt a modellekben (1> = 0,7989-0,6053),
de a legjobb korrelaciot, a legmagasabb 12 értéket az EPA vér-agy gat modell esetében figyeltiik
meg.

Az elektronmikroszkopos eredményeink 4ltal alatdmasztott alapvetden eltérd
sejtszerkezet, valamint a genetikailag programozott kiilonbségek a TJ fehérjék és a vér-agy gat
specifikus transzporterek kifejezodésében sziikségessé teszi a vér-agy gatat helyettesito
epitélsejtes modellek koriiltekintd hasznalatat, és az altaluk kapott teszteredmények validalasat
endotélsejtes vér-agy gat modelleken is (Hellinger és mtsai., 2012).

(2) A Richterrel kozosen végzett munkank és a kapott értékes eredmények arra
sarkalltak benniinket, hogy a vér-agy modellek 0Osszehasonlitasat tovabb folytassuk és
kiterjessziik az agyi endotélsejtvonalas modellek korére is (Veszelka és mtsai., 2018). A patkany
primer sejtes EPA vér-agy gat modell és a kordbban vizsgalt epitélsejtes modellek — Caco-2,
VB-Caco-2, MDCK, MDCK-MDR1 — mellett vizsgalatainkat kiterjesztettiik a patkany GP8
¢s RBE4 sejtvonalakra és a human hCMEC/D3 modellre, valamint ennek D3L véaltozatara is,
amelynél a vér-agy gat tulajdonsadgokat a Wnt jeldtviteli utra hat6 litium-klorid kezeléssel
fokoztuk (Veszelka és mtsai., 2018).

Az Osszesen immar kilenc kiillonbozd tenyészetes modellen kapott eredményeink
alapjan elmondhatjuk, hogy jelentds kiilonbségeket tartunk fel morfologiai, funkcionalis és
génexpresszios szinten is a primer sejt alapti EPA vér-agy gat modell és az epitélsejtes, illetve
agyil endotélsejtes sejtvonalak kozott. A TJ fehérje gének mintdzata az epitélsejtes
modellekben, bar megfeleld paracellularis szorossadgot mutattak, jelentdsen kiillonbozott az
agyi endotélsejtekétdl. A Caco-2 és a MDCK sejtekben a legmagasabb génexpressziot a
klaudin-1, -3, -4, -7 esetében lattunk, ami tipikusan jellemzd in vivo mintazat az intesztinalis
epitélium esetében. Génexpresszios méréseink igazoltak, hogy az MDCK ¢és MDCK-MDR
modellek esetében mért alacsony TEER értékekért az ioncsatorndkat és porusokat képezd
klaudin-2 ¢és klaudin-16 magas expresszioja felelds, ezek a vese epitélsejtek fiziologias
miikodéséhez sziikségesek. A klaudin-5, amely az egyik legfontosabb vér-agy gat szorossagot
noveld TJ fehérje, az agyi endotélsejtes modellek esetében messze az EPA-ban volt a
legmagasabb génexpresszids €és immunfestési szinten, mig a GP8, RBE4, D3, D3L
endotélsejtes modellek esetében a szintje rendkiviil alacsony volt, ami magyarazza az ezekben
a modellekben mért igen alacsony TEER értékeket.

A vér-agy gat elsddleges gliikkdz transzportere a GLUTI (Campos-Bedolla és mtsai.,
2014) génexpresszidja az EPA modellben volt a legkifejezettebb, mig az epitélsejtes
modellekben a GLUT3 ¢és GLUTS volt a jelentés. A LAT1 gén kifejezédése is magasabb volt
az EPA modellben, mint a Caco-2 és VB-Caco-2 modellekben. A magas LAT1 fehérje szint az
EPA modellen kiilonosen fontos a gydgyszerek transzportja szempontjabol, mivel szdmos
hatéanyag, mint az L-DOPA, a gabapentin, a baklofen ezen keresztiil jut be az agyba (Veszelka
és mtsai., 2015).

A két f6 vér-agy gaton azonositott efflux pumpa a P-gp és a BCRP. A VB-Caco-2 és az
MDCK-MDRI1 sejtek magas szinten expresszaltdk a P-gp gént, ami hozzéjarulhat ezeknek a
sejtvonalaknak a magas efflux potencidljdhoz Osszhangban korabbi eredményeinkkel
(Hellinger és mtsai., 2012). Azonban fontos kiemelni, hogy az MDCK-MDRI1 sejtek nem
expresszaltdk a BCRP gént.

Az SLC transzporterek génexpresszidjanak eltérései az EPA és az epitélsejtes modellek
kozott tiikrozodott a  kivalasztott gyogyszerhatdoanyagok permeabilitasi vizsgalatainak
eredményében is. A neurologiai betegségekben is potencidlis terapias szerként azonositott
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sztatinok esetében jelentOsen jobb vér-agy gat penetraciot mértiink az EPA modellen, mint az
epitélsejtes tenyészeteken. Ennek oka nagy valdszinliséggel az OATP infflux transzporterek
magasabb szintje az EPA modellen, melyeknek a sztatinok is a ligandjai. Az Alzheimer-kor
kezelésében hasznalt takrin és a donepezil antikolinerg gydgyszerek a szerves
kationtranszporter-2 ~ (OCT2/SLC22A2), a szerves kation/karnitin  transzporter
OCTN2/SLC22A5, és a CHT1/SLC5A7 kolin transzporterek ligandjaiként juthatnak be az
agyba. Ez a két hatdanyag a VB-Caco-2 sejteken szignifikansan alacsonyabban jutott 4t az EPA
modellhez képest. S6t, a donepezil esetében még a transzport irdnyok is kiilonboztek, a VB-
Caco-2 modell a bazélis-apikalis irdnyu permeabilitast mérte magasabbnak, mig az EPA modell
az apikalis-bazalis iranyt transzportot jelezte erdsebbnek, 6sszhangban a vér-agy gat SLC
karrierek szerepével. Ezek az eredmények hangstlyozzdk az SLC transzporterek
vizsgalatanak, valamint az agyba iranyuld gyogyszerhatdoanyagok vizsgalatakor a megfeleld
tenyésztési modell kivalasztasanak fontossagat.

A tenyészetes agyi endotélsejtes modellek a gydgyszerek metabolizmuséaban részt vevo
fazis 1 és fazis II enzimek génjeit az epitélsejtekhez hasonld szinten fejezték ki. Az EPA
modellben a fazis | CYP2D6 és a CYP2U1 gének mRNS szintje volt a legmagasabb a citokrém
P450 enzimek koziil. A CYP2D6 enzimrdl ismert, hogy sok klinikailag alkalmazott gyogyszer
konjugélésdban vesz részt a majban, mig a CYP2U1 az arachidonsav és a hosszi lancu
zsirsavak agyi metabolizmuséhoz jarul hozza. Ezzel szemben Caco-2 sejtekben a retinsavat
metabolizal6é extrahepatikus CYP2S1 enzim génexpresszios szintje volt a legmagasabb. A
kutya vese MDCK sejtekben vagy nem expresszalodtak a tesztelt CYP gének, vagy nem allt
rendelkezésre fajspecifikus proba. Az adatok alapjan az EPA modell expresszalja a fazis I és
fazis Il metabolikus enzimek génjeit, ami arra utal, hogy az enzimatikus vér-agy gat részt vehet
a gyogyszerek transzportjanak helyi szabalyozasaban.

Osszefoglalva a két kdzlemény eredményeit elmondhato, hogy jelentds kiilonbségeket
mutattunk ki a szoros gatfunkcioért felelds, valamint a gydgyszertranszportban €s a lokalis
gyogyszer metabolizmusban szerepet jatszo fehérjék génkifejezddésében az epitélsejtes és az
agyi endotél sejtes vér-agy gat modellekben. Az eltérd TJ expresszio ellenére az epitélsejtes €s
EPA modellek megfeleld paracellularis szorossdgot mutattak. Az SLC transzporterek
génexpresszidjanak eltérései a vér-agy gat €s az epitélsejtes modellek kozott a kivalasztott
gyogyszerhatdbanyagok permeabilitdsdban is tlikr6z0dtek. Eredményeinket Osszevetve
megallapitottuk, hogy a vizsgalt kilenc sejttenyészetes modell koziil a primer sejt alapa EPA
modell tiikrézi a legpontosabban a vér-agy gat morfoldgiai és funkcionalis tulajdonségait.
(Hellinger és mtsai., 2012; Veszelka és mtsai., 2018).

II. A vér-agy gat sériilésének vizsgalata kiilonb6zo betegségek modelljeiben

A vér-agy gat mikodése szdmos neuroldgiai betegségben karosodik, mint példaul az
Alzheimer-kor, Parkinson-kor, Huntington-kor, szklerdzis multiplex, agyi traumak, epilepszia,
vagy a sztrok. Ezekben a korallapotokban a vér-agy gat barrier mitkodése meggyengiil,
ateresztOképessége megnd, az agyat veédo €s taplaldo mechanizmusai sériilnek, ami hozzajarul
az idegsejtek karosodasahoz és sejtpusztulasahoz, ezért a kozponti idegrendszer miikddése is
zavart szenved. A vér-agy gat sériiléseinek vizsgalata ezért kulcsfontossagu a kiilonb6zo
betegség-modellekben, hiszen a vér-agy gat sejtjei terapids célpontként is szolgalhatnak ezen
betegségek gyodgyitasaban.

Az éllatmodelek mellett az in vitro vér-agy gat modellek is alkalmasak kiilonb6zd
betegségek patomechanizmusanak tanulmanyozasara és kiilonbozé védohatdsu anyagok
vizsgalatara is. Kutatomunkam sordn szamos betegségben vizsgaltam a vér-agy gat
mukodésének valtozasait ¢és kerestem az agyi endotélsejtekre protektiv molekulékat,
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hatdanyagokat. Ertekezésemben harom szisztémas betegséggel kapcsolatos munkénk
eredményeit mutattam be. Ezekben a diabétesz in vitro, a kronikus stressz és az ateroszklerdzis
in vivo modelljeiben vizsgaltuk a vér-agy gat, és azon beliil elsésorban az agyi kapillaris
endotélsejtek karosodasait.

A vér-agy gat sériiléseit ugyanis nem csak kézponti idegrendszeri korképekben, hanem
mas szisztémas betegségekben, mint példaul diabéteszben is kimutattdk mar, ahol nemcsak a
periférias mikroerek karosodnak, hanem az agyi hajszélerek is. A cukorbetegség esetében
igazoltdk eldszor a karbonil stresszt, vagyis a reaktiv karbonilgyok metilglioxal
felhalmozodasat a sejtekben, ami a cukorbetegséggel Osszefliggo érrendszeri szovodményekért
felelos. Diabéteszes betegek esetében ezért a sztrok, a demencia és az Alzheimer-kor
kialakulasanak kockézata is magasabb.

(3,4) Igazoltuk, hogy a metilglioxdl kezelés csokkentette az agyi endotélsejtek
¢letképességét, megndvelte a vér-agy gat permeabilitasat, fokozta az endotélsejtekben a reaktiv
oxigéngyokok termelddését és tobbek kozott csokkentette a klaudin-5 génexpresszidjat (Toth
és mtsai., 2014a, 2014b). Eredményeinkkel elsdként bizonyitottuk, hogy a klinikumban sztrok
képes nem csak az agyi endotélsejtek életképességét megdvni a karbonil stresszt okozod
metilglioxallal szemben, hanem a vér-agy gat megndvekedett permeabilitdsat és miikodését is
képes visszaallitani a karosodast kovetden (Toth és mtsai., 2014a, 2014b). Mivel a metilglioxal
felhalmozodéasa soran kialakuld karbonil stressz megfigyelhetd mas betegségekben, igy
metabolikus szindrémaban, sziv- és érrendszeri betegségekben vagy Alzheimer-korban is,
ezért az edaravon alkalmas lehet ezen betegségek cerebrovaszkulédris szévédményinek
kezelésére.

A vér-agy gat karosodasa régota ismert az idegrendszeri degenerativ betegségek
kialakuldsdban, azonban a stresszel Osszefliggésbe hozhatd vér-agy gat mitkddési zavarok
kutatasa egy ujabban felfedezett teriilet volt munkdnk kezdetén. Korabbi irodalmi adatok
igazoltdk, hogy a kronikus stressz Osszefiiggésben all a demencia és az idegrendszeri
betegségek kialakulasdnak fokozott kockéazataval, mint példaul az Alzheimer-korral vagy
pszichiatriai betegségek, mint skizofrénia vagy a depresszio6 kialakulasaval.

(5) Kronikus immobilizacios stressznek kitett patkanyokon végzett kisérleteink
feltartak, hogy a stressz hatasara az agyi mikrokapillarisok morfoldgidja megvaltozik, melyet
a vér-agy gat kulcsfontossagu fehérjéinek expresszidjaban bekdvetkezd valtozasok is igazoltak
(Santha és mtsai., 2016). Immunhisztokémiai vizsgélatainkban kimutattuk, hogy kronikus
stressz hatdséara a klaudin-5 festédés komplexitdsa csokken, amely a kapillarisok elagazodasi
pontjainak csokkenésében mutatkozott meg. Csokkent az okkludin TJ fehérje fluoreszcencia
intenzitasa is, mig a vér-agy gat elsddleges gliikéz transzporterének, a GLUTI1-nek az
expresszioja megemelkedett. Az utobbi valtozas arra utal, hogy stresszingerek hatasara megnd
az agy glikozigénye, ami rovid tavi kompenzacidés mechanizmusként megnoveli a GLUT1
expressziojat. A frontalis kéregben kimutattuk a GFAP fluoreszcencia intenzitasanak
szignifikdns  csokkenését  stressz  hatdsdra.  Elektronmikroszkopos  vizsgélataink
ultrastrukturdlis valtozasokat és morfologiai elvaltozasokat tartak fel az agyi kapillarisok
endotélsejtjeiben ¢és az asztroglia végtalpakban, beleértve a szoros sejtkapcsolatok
felszakadozottsagat és a gliavégtalpak megduzzadasat, ami 6démara utalt (Santha és mtsai.,
2016). Morfologiai eredményeink segithetnek megmagyarazni a stressz altal kivaltott vér-agy
gat pemeabilitasi és funkcionalis valtozasokat, amelyek szerepet jatszanak a stresszel
kapcsolatos neurologiai €s pszichiatriai betegségek patogenezisében.
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(6) Szadmos tanulmany vizsgalja a vaszkularis demencia ¢és az Alzheimer-kor
kialakulasanak kozvetlen kapcsolatat az ateroszklerdzissal, azonban az Gsszefiiggés minden
részlete pontosan még nem ismert. A diszlipidémia, és az ennek hatasara kialakulo
érelmeszesedés kapcsolatba hozhat6 az iddskori kognitiv hanyatlas kialakulasaval. A kronikus
hiperkoleszterinémia ¢€s a hipertrigliceridémia miatt 1étrejovo érelmeszesedés okozta vér-agy
gat kéarosodasok vizsgdlatira a human ateroszkler6zis egér modelljét, az APOB-100
transzgenikus egér modellt hasznéltuk (Hoyk és mtsai., 2018). A modellben a human APOB-
100 apolipoprotein fehérje taltermelddését mutattak ki a kiilonboz6 szovetekben, példaul a
Alzheimer-koros betegek szérumdban, ami korrelalt az amiloid-f lerakddassal a betegek
agyaban.

A transzgenikus egereken végzett kisérleteinkben kimutattuk, hogy a szérum
trigliceridszint megndétt, a vér-agy gat permeabilitdsa a hippokampuszban megelkedett, a P-gp
eflux pumpa és a frontalis kéreg GFAP fest6dési intenzitdsa lecsokkent (Hoyk és mtsai., 2018).
Ez 0sszhangban all a korabbi, stressz modellben megfigyelt eredményeinkkel, ahol stressz
hataséra szintén az agykéregben lattunk GFAP csokkenést, ami a vér-agy gat kdrosodésara utalt
(Santha és mtsai., 2016). A vér-agy gat miikddési zavarat jelzd funkciondlis és morfologiai
valtozdsok mellett génexpresszids valtozasokat is kimutattunk. Szamos, a vér-agy gat
miikodésében fontos gén, példaul Meox2, Mfsd2a, Glut-1, Lrp2, Abcbla, Nos2, Nos3
kifejezddése csokkent. Ezzel szemben a viz és elektrolit szabalyozasért felelds Agp4
expresszioja megndtt, ami magyarazhatja a morfologiai vizsgalatainkban megfigyelt 6démas
asztroglia végtalpak kialakulasat az APOB-100 transzgenikus allatokban (Hoyk és mtsai.,
2018). Ismert, hogy az Aqp4 polarizalt expresszidjanak elvesztése az asztrocita végtalpakban
jelzi a vér-agy gat karosodasat €s perivaszkularis 6déma kialakulasdhoz vezet kiilonb6zo
korképekben. A kisérleteinkben hasznalt APOB-100 transzgenikus egér modell hasznos
eszkoze lehet a vaszkularis eredetli neurodegenerativ betegségek patomechanizmusdnak
tovabbi tanulmanyozasara, ami segithet a hatékony terapidk kifejlesztéséhez.

I11. Uj stratégiak vizsgalata a vér-agy gaton keresztiili hatéanyag bejuttatis
novelésére

A vér-agy gat paracellularis utvonalanak célzdasa peptidekkel és gyogyszermolekulaval

A vér-agy gat szoros sejtkapcsolatainak (TJ) megnyitdsa a vér-agy gat
ateresztOképességének atmeneti és reverzibilis ndvekedését okozza, ami eldsegiti a
hatéanyagok agyba valo jobb bejutasat. A TJ-modulator peptidek képesek kozvetleniil és
specifikusan kolcsonhatasba 1épni a TJ fehérjék extracellularis doménjével, és ezaltal
megnovelni a vér-agy gat peremeabilitasat.

(7) Kisérleteinkben hat kiilonb6z6 TJ modulétor peptid hatasat hasonlitottuk Ossze a
permeabilitas fokozésara in vitro vér-agy gat modellen (Bocsik és mtsai., 2016): az epitelialis
E-kadherinhez kapcsoloddo ADT-6 és a HAV-6 peptidet, az enterotoxin eredetli C-CPE-t és AT-
1002 peptidet, valamint a 7-mer/PN-78 és a PN-159/KLAL peptideket, mely utébbiak fehérje
célpontja nem volt ismert.

A HAV-6 és ADT-6 peptideknek csak gyenge hatasa volt a tenyészetes vér-agy gat
modell permeabilitasara, ami azzal magyardzhatd, hogy ezek a peptidek elsésorban a
hamsejtekre specifikus E-kadherin EC1 doménjéhez képesek kotddni. Ez a kadherinkotd
motivum hidnyzik az agyi endotélsejtekben jelenlevd vaszkularis endotél VE-kadherin
esetében. A mikrobidlis toxinokbol szarmazo peptidek kozil elsdként irtuk le a ZO-1 fehérjén
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hat6 AT-1002 peptid permeabilitast fokozo hatasat agyi endotélsejteken. A C-CPE peptid, a
Clostridium toxin aktiv fragmense, amelyet mi teszteltiink el6szor vér-agy gat modellen, nem
hatott az agyi endotélsejtekre. Ez a peptid elsésorban a klaudin-3 ¢és -4 TJ fehérjékkel
interakcioba 1épve noveli a bélepitélsejtek permeabilitdsat, és szerkezetébdl adodoan
valoszintileg nem tud kotddni a vér-agy gat TJ fehérjéjéhez, a klaudin-5-hoz. A klaudin-3 és -
4 expresszids szintje magas az epitélsejtekben, de alacsony az agyi endotélsejtekben, ami
megmagyarazza eredményeinket. A 7-mer/PN-78 peptid kotOpartnere ugyan ismeretlen, de
hatésa epitélsejteken mar ismert volt, azonban a peptidnek a vér-agy gat permeabilitast fokozo
hatasat mi irtuk le el0szor. A vér-agy gat ateresztOképességének fokozasdban messze a PN-
159/KLAL peptid bizonyult a leghatékonyabbnak az 6sszes tesztelt TJ modulator koziil. Mivel
kotépartnere az irodalmi adatok alapjan nem volt ismert, kotési €s molekula modellezési
vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a peptid legvaloszinibb kotdpartnere a klaudin-1 és az agyi
endotélsejtekben nagy mennyiségben jelen levo klaudin-5 (Bocsik és mtsai., 2016).

A TJ modulator peptidekkel kapcsolatos eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk,
hogy elsdként mértiik meg agyi endotélsejteken a mikrobidlis toxin eredetli AT-1002 és C-CPE
peptidek vér-agy gat permeabilitasra gyakorolt hatdsat. A hat kiilonb6z6é TJ modulator koziil
agyi endotélsejteken a leghatékonyabbnak a PN-159/KLAL peptid bizonyult, aminek
kotopartnereit is sikeriilt azonositani, mégpedig a klaudin-1 és a klaudin-5 TJ fehérjét.

(8) In vitro vér-agy gat modellen végzett mérésekkel igazoltuk az 0j C5C2 klaudin-5
peptidomimetikum paracellularis utat megnyit6 hatasat, valamint azt, hogy képes megnyitni az
agyi endotélsejtek szoros sejtkapcsolatait (Dithmer és mtsai., 2017). Adataink azt mutatjak,
hogy a klaudin-5 fehérjébdl szarmazd CS5C2 peptid igéretes megkozelitést jelenthet a
gyogyszerek vér-agy gaton keresztiili atjutasdnak javitdsara a paracelluldris itvonal dtmeneti
megnyitasaval (Dithmer és mtsai., 2017). Ezek a kisérleti eredmények megerdsitik a kordbban
klaudin-1 peptidekkel végzett epitélsejtes irodalmi adatokat, €s igazoljak, hogy a klaudin
fehérjékbdl szarmazd, ECL1 alapt peptidek potencidlisan alkalmasak lehetnek a biologiai
barrierek ateresztOképességének fokozasara a szoros sejtkapcsolatok modositasan keresztiil, €s
ezzel hozzajarulhatnak 0j agyi gyogyszerszallitasi stratégiak kidolgozasahoz.

(9) Kutatomunkank soran nemcsak peptidek, hanem egy kisméretli gydgyszermolekula
vér-agy gat permeabilitast fokozd hatdsat is megvizsgaltuk. A tezmilifen egy antihisztamin
hatasu tamoxifen, melynek hatékonysagat kemoterapids adjuvansként a periférias daganatok
szdmos tipusaban igazoltdk. Agyi endotélsejteken végzett kisérleteinkben a tezmilifen
kozvetlen hatdsmechanizmusat kutatva kimutattuk, hogy a tezmilifen fokozta a paracelluldris
modellen keresztiil (Walter és mtsai., 2015).

A multidrog rezisztencia az egyik legfébb oka, hogy a kézponti idegrendszeri tumorok
kezelése a mai napig nem megfeleld hatékonysagu. Ebben a vér-agy gat BCRP, P-gp és MRP
efflux pumpainak kulcsszerepe van. Mivel a tezmilifen gétolta az agyi endotélsejtek efflux
pumpa aktivitasat is, a permeabilitdsfokozo hatassal egyiittesen potencidlisan hozzajarulhat az
antineoplasztikus gyogyszerek fokozott bejutdsahoz a kozponti idegrendszeri tumorokba is. A
tezmilifen hatdsa tobb parhuzamos jelatviteli itvonalon keresztiil is kozvetitddhet, amelyekrol
ismert, hogy szabalyozzak a vér-agy gat permeabilitasat. Eredményeink a MAPK szignalizacio
lehetséges részvételére utalnak, mivel az U0126, egy MAPK/ERK-kindz inhibitor részben
gatolta a tezmilifen hatasat (Walter és mtsai., 2015). Kimutattuk azt is, hogy a PI3K/AKT
jelatviteli utvonal gatloszere, a LY294002 szintén csokkentette a tezmilifen hatasat (Walter és
mtsai., 2015). A gatloszerekkel kapott eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a tezmilifen
vér-agy gat permeabilitast fokozo hatdsa a MAPK/ERK ¢és a PI3K/AKT utvonalakon keresztiil
kozvetitoédik (Walter és mtsai., 2015).
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A bemutatott eredményeink ramutatnak, hogy az eddig csak periférids tumorok
esetében alkalmazott tezmilifen alkalmas lehet adjuvansként kemoterapids gyogyszerek agyi
bejutasanak fokozasara kozponti idegrendszeri tumoros megbetegedésekben (Walter és mtsai.,
2015).

A vér-agy gat transzcellularis utvonalanak célzasa nanorészecskékkel

Intenziven kutatott mddszer a gydgyszermolekuldk agyi bejuttatdsidra a nanoméretii
hordozorendszerek alkalmazasa. A nanohordozok szdmos elonyds tulajdonsaggal
rendelkeznek, ilyen tobbek kozott a biokompatibilitas, a biologiai lebomlas, a nagy fajlagos
feliilet, a szabalyozott hatdéanyag felszabadulas, és hogy hidrofil és hidrofob hatdéanyagokat
egyarant képesek szallitani. Mivel a keringésbe juttatott nanorészecskék konnyen
csapdazodhatnak periférids szervekben, foképpen a méajban és a 1épben, ezért a megfeleld agyi
bejuttatashoz célzomolekuldkra van sziikség. A nanorészecskék felszinére kotott
célzémolekulak segitségével, amelyek a vér-agy gat receptoraihoz vagy transzportereihez
kotddnek, a célzott nanorészecskék mint ,,molekularis trojai falovak™ képesek lehetnek az
agyba gyogyszereket bejutattni a vér-agy gat transzcellularis utvonalait kihasznalva. A
nanopartikulumokkal végzett kisérleteinkben tobb kiilonb6z6 anyagi nanohordozét is
eldallitottunk, és a vér-agy gat mindharom aktiv transzcelluldris utvonaldnak, a receptor-
mediadlt, az adszorptiv-medialt, illetve a karrier-medidlt transzcitézis ttvonaldnak
kihasznalasara is terveztlink és vizsgaltunk nanorészecskéket.

(10) A vér-agy gat receptor-medidlt transzcitozis utvonaldnak célzdsara elsdként
allitottunk elé donepezil hatdéanyaggal toltott és az agyi endotélsejtek LRP ¢és LDLR
receptoraihoz kotddni képes ApoE-célzéliganddal ellatott szilard lipid nanopartikulumokat
(Topal és mtsai., 2021). A donepezil sz€les korben alkalmazott gyogyszer az enyhe €s kdzepes
tiinetekkel jar6 Alzheimer-kor kezelésére. Reverzibilis acetilkolin-észteraz gatloként hat,
jatszanak a memoriaképzddés folyamatdban. A donepezillel kapcsolatban azonban a f6
probléma, hogy bar képes atjutni a vér-agy gaton, amit mi is kimutattunk kordbban (Veszelka
és mtsai., 2018), de szdmos nemkivénatos mellékhatast okoz, mint a hanyinger, hasmenés,
novelésére ¢és a periférids mellékhatdsok csokkentésére ezért jO stratégia lehet a
nanorészecskékbe torténd kapszuldazasa. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy a vér-agy gat
receptor-medidlt transzcitdzis utvonalat célzd ApoE a nanorészecske felszinéhez kotve
elOsegitette a donepezillel toltott lipid nanohordozok felvételét az agyi endotélsejtekbe és
atjutasat a vér-agy gaton. Emellett megndvelte a neuronokba vald bejutasukat is, ami eldnyds

crer

célpontok az idegsejtek.

(11) Az adszorptiv-medialt transzcitdzis, szemben a receptor-medialt transzcitozissal,
endogén ligandok kotddése sem. Az adszorptiv-medidlt transzcitozis koncentracio-, ido- és
energiafiiggd folyamat, mely magasabb koncentracional telitddik, mint a receptor-medialt, ami
elméletileg nagyobb mennyiségli hatéanyag bejutdsat teszi lehetdvé az agyba. Portugal
egylittmiikodod partnereink kimutattdk, hogy a Dengue virus kapszid fehérjéjebdl eldallitott
kationos PepH3 peptid jelentds mennyiségben képes atjutni a vér-agy gaton adszorptiv-medialt
endocitozissal, és képes in vivo bejutni az agyba is. Ezért megvizsgaltuk, hogy a PepH3 peptid
nanorészecskék célzomolekuldjaként eldsegiti-e az NP-k vér-agy gaton vald jobb atjutdsat.
PepH3-mal célzott nioszomakat allitottunk eld, amelyekbe fluoreszcens modell anyagot, illetve
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terapias hatoanyagként amiloid-p peptidet felismerd ellenanyagot csomagoltunk (Szecsko és
mtsai., 2025). Kimutattuk, hogy a PepH3 mint célzomolekula nanohordozok felszinéhez kotve
szignifikdnsan jobb sejtfelvételt és vér-agy gaton valo atjutast eredményezett a fluoreszcens
fehérjével és az ellenanyaggal toltott NP-k esetében is. Igazoltuk azt is, hogy a PepH3-célzott
nanorészecskék toltete aktiv, energiaigényes modon jut be a sejtekbe. A folyamat részben
endocitdzissal torténik és csak az NP-k kis része csapdazodik a lizoszomakban (Szecsko és
mtsai., 2025). Eredményeink alatimasztjak, hogy a kationos PepH3 peptid igéretes lehet
nanohordozdk célzémolekuldjaként, mivel hatékonyan ndveli a hatéanyagok, példaul
antitestek vagy mas terapias biomolekulak vér-agy gaton valo atjutasat, és eldsegitheti azok
bejutasat az agyszovetbe is.

A vér-agy gat karrier-medialt transzportitvonaldnak célzésara az SLC transzporter
csaladot valasztottuk, melyekrél mi is kimutattuk, hogy tagjai nagy mennyiségben ¢és
jellegzetes génexpresszids mintazatban fejezddnek ki az agyi endotélsejtek membranjaban
(Veszelka és mtsai., 2018). Szamos a klinikumban alkalmazott hatéanyag, mint példaul az L-
DOPA, a gabapentin vagy a baclofen az SLC transzporterekhez kdtddve az agyi endotélsejtek
karrier-medialt transzcitozis utvonalan keresztiil képes atjutni a vér-agy gaton. Kutatasi
hipotézisiink az volt, hogy az SLC fehérjék alkalmas célpontok lehetnek célzott hatdanyag
bejuttatidsra az agyba nanorészecskékkel, f6képpen ligandok kombinaldsaval. Bar az SLC
transzporterek élettani és farmakologiai szempontbdl is nagyon fontosak, agyi
gyogyszerbeviteli szempontbdl eddig még kevésbé kiaknazottak.

Kisérleteinkben tobb SLC transzporter ligandot vizsgaltunk: biotint, alanint,
gliikopiranozt, leucint, aszkorbinsavat, €s az irodalmi adatok alapjan az egyik leghatékonyabb
célzomolekulat, az antioxidans hatasu tripeptid GSH-t. Kutatasi hipotézisiinknek megfelelden,
a hangsulyt ezek kombinacioira fektettiik (alanin-GSH, alanin-gliikopiran6z, GSH-
glilkopiran6z, leucin-GSH-aszkorbinsav). A ligandokat dnmagukban ¢és kombinaciokban
alkalmaztuk a nanorészecskék funkcionalizaldsara, majd 0sszehasonlitottuk a sejtfelvételi és
vér-agy gat penetracios képességiiket a nem célzott nanorészecskékkel. A GSH-val célzott
nanorészecskék hatékonysagat tobb kutatocsoport is igazolta in vivo €s in vitro vizsgalatokban
egyarant. A PEG-GSH liposzoma, mint agyi gyogyszerbeviteli platform a klinikai vizsgéalatok
I/ITa fazisaig is eljutott. Azonban az SLC ligandok koziil a biotint, az alanint vagy a leucint
el6ttiink még nem tesztelték nanorészecskék célzomolekuldjaként a vér-agy gaton vald atjutas
eldsegitésére.

(12) Kisérleteinkben eldszor biotin, illetve GSH liganddal célzott nanorészecskéket
vizsgaltunk agyi endotélsejteken (Veszelka és mtsai., 2017). Eredményeink igazoltak, hogy a
biotin-jelolés szignifikdnsan megnoveli a szilard nanorészecskék sejtfelvételét €s atjutasat
human agyi endotélsejtek rétegén a nem jelolt részecskékhez képest. Elsdként igazoltuk, hogy
a biotin, amit eddig csak alapvetden az erds avidin-biotin kotésen alapulo ligacios technikakra
hasznaltak, potencialisan felhasznalhat6 lehet mint nanorészecskék célzoligandja gyogyszerek
hatékonyabb agyi bejuttatasara (Veszelka és mtsai., 2017). Ugyanakkor kisérleteinkben a biotin
¢s a GSH hatékonysagat 0sszehasonlitva mind a sejtfelvételi, mind a vér-agy gat penetracios
vizsgélatokban jobb eredményeket kaptunk a GSH esetében, ezzel humén vér-agy gat modellen
mi is megerdsitettiik a GSH, mint célzomolekula hatékonysagat és tovabbi kisérleteinkben is
vizsgaltuk a GSH-t, mint célzomolekulat.

(13) A nanorészecskék dokkolasa a célzé ligandok segitségével az agyi endotélsejtek

membranjadhoz a nanohordozok endocitézisanak elsd és egyben kulcslépése. A GSH-val kapott
igéretes eredmények utan az SZBK Biofotonika ¢s Biomikrofluidikai Kutatdcsoportjaval
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egylittmiikodésben egy 11j, innovativ optikai 1ézercsipesz technikat dolgoztunk ki, ennek az els6
Iépésnek a mérésére. Elsoként sikeriilt kimérniink a 1ézerfénnyel mozgatott mikroeszk6zhoz
kotott GSH, mint célzéligand kozvetlen kotddési erdsségét €lo agyi endotélsejtek
sejtfelszinéhez (Fekete és mtsai., 2021). Az éltalunk kidolgozott 0j 1ézercsipesz technikéval az
AFM méréseknél érzékenyebben, ¢és nagyon alacsony pN mérettartomanyba esé kotddési
erdket is képesek voltunk kimérni. Kimutattuk a GSH, mint célzoligand kétddési erdsségét 1o
agyi endotélsejtekhez, mely szignifikansan magasabb volt, mint a csak PEG funkcionalizalt
mikroeszkzok esetében (Fekete és mtsai., 2021). Az altalunk kidolgozott innovativ optikai
1ézercsipesz modszer egyben alkalmas 1j vér-agy gat célzo ligandok vizsgalatara ¢és
kivalasztasara a kotddési er6k mérése alapjan.

(14) A nanorészecskék felszinéhez kotott GSH, mint célzomolekula hatékonysagat
tovabb vizsgaltuk koldokzsindrvér dssejtekbdl differencialtatott human vér-agy gat modellen
is, valamint ennek a modellnek a cARLA kezelt valtozatan, ami szorosabb gatat alkot és jobb
vér-agy gat funkciokat mutat (Porkoldb és mtsai., 2024). A csoportunk 4ltal szabadalmaztatott
cARLA kis molekuldk kombinécidja, mely a vér-agy gat érésében jelentés harom kiilonbdzo
szignalizacios utvonal, a cAMP és a Wnt/B-katenin jelatvitel fokozasaval, illetve a TGF-3
utvonal gatlasaval erdsiti a vér-agy gat funkciokat tobbek kozott a klaudin-5 expresszidjanak
emelésével, a nemspecifikus endocitdzis csdkkentésével és a vér-agy gat specifikus efflux és
SLC transzporterek expresszidjanak novelésével (Porkolab és mtsai., 2024). Kimutattuk, hogy
a cARLA-kezelés hatdsara a nem célzott NP-k vér-agy gét atjutasa alacsonyabb volt a kontroll
csoporthoz képest, ami Osszhangban 4ll a cARLA hatdsdra bekodvetkezd csokkent
endocitozissal. Igazoltuk, hogy a nem-célzott és GSH-célzott nanorészecskék vér-agy gat
permeabilitasa és sejtfelvétele kozotti szignifikans kiilonbség a GSH célzott NP-k javara csak
a cARLA kezelt csoportban volt kimutathatd (Porkolab és mtsai., 2024). Mindez arra utal,
hogy a cARLA a vér-agy gat specifikus fehérjek expressziojanak novelésével a GSH
transzporterek kifejezddését is noveli, ezaltal eldsegiti a nanorészecskék felszinéhez kotott
GSH vér-agy gat specifikus célzo6 hatdsat.

Az agyi endotélsejtek SLC génjeinek részletes feltérképezésével (Veszelka és mtsai.,
2018) szdmos olyan 10j széllitofehérje meriilt fel, amelynek ligandja alkalmas lehet
nanorészecskékbe zart hatdanyagok célzott agyi bejuttatasara. Kimutattunk, hogy az SLC
transzporterek koziil a legnagyobb mennyiségben a vér-agy gat elsédleges gliikoz transzportere
a GLUT]1 fejezddik ki, valamint az aminosavakat szallitd transzporterek koziil az SLC38A és
SLCIA csaléad tagjai, és a SLC7AS/LAT1 (Veszelka és mtsai., 2018). Az expresszids mintazat
alapjan hipotézisiink az volt, hogy a gliikkozanalogok és aminosavak, illetve ezek kombinacidja
hatékony ¢és szelektiv modszer lehet nanohordozok funkcionalizalaséara, és jobb vér-agy gat
atjutast eredményezhet. A gliikozt és analogjait, mint targetald ligandot nioszomakhoz polimer
NP-khez és arany nanorészecskékhez kotve mar tesztelték kordbban agyi gyogyszerbejutattas
fokozasara. Azonban az aminosavak koziil az alanint és a leucint NP-k célzoligandjaként,
illetve olyan kettds ligand kombinacidkat, melyek egyszerre két SLC transzportert is céloznak
a vér-agy gaton kisérleteink el6tt még nem alkalmaztak.

(15) Els6ként hasonlitottuk dssze az egyszeres ligandokkal — gliikopirandzzal, alaninnal
¢s GSH-val — funkcionalizalt, valamint ezek kettés ligandkombindcidjaval — alanin-GSH,
alanin-gliikkopiranoz, gliikkopiran6z-GSH — ellatott nem-ionos feliiletaktiv agyagokbol és
koleszterinbdl felépiild nioszomak sejtfelvételét és vér-agy gat atjutasat (Mészdros és mtsai.,
2018). A nioszomak toltetének a nagy molekulastly EBA-t valasztottuk, amelynek nagyon
alacsony a vér-agy gat penetracidja in vivo és in vitro is. A célzomolekulak jelenléte a
nioszomak felszinén megndvelte az EBA toltet sejtfelvételét a tenyésztett agyi endotélsejtekbe,
de szignifikdns novekedést csak az alanin-GSH ¢és az alanin-gliikopiranéz kombindciok
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esetében kaptunk. Igazoltuk, hogy az alanin-GSH kettdsen célzott nioszomak sejtfelvétele
hémérsékletfiiggd volt, €s metabolikus, illetve endocitotikus inhibitorok gatoltak. Ez arra utal,
hogy aktiv energiaigényes folyamatrol van sz, nem pedig passziv sejtbejutasrol. Kimutattuk,
hogy az agyi endotélsejtek glikokalixdnak negativ feliileti toltése szerepet jatszik a nioszomak
sejtfelvételében, mert a toltés megvaltoztatasa kationos lipid kezeléssel, vagy a glikokalix
neuraminidazzal torténd leemésztésével, megndvelte a célzott nanohordozok toltetének
sejtfelvételét. Igazoltuk azt is, hogy a nem-ionos feliiletaktiv anyagbdl felépiild nioszomak
megnoveltéek az agyi endotélsejtek membranfluiditdsat, ami a nanorészecskék és az
kifejezettebb volt. Eredményeink alatamasztottak, hogy az egyszeres liganddal célzott NP-
khez képest a kettds ligand kombindcioval célzott nioszomak szignifikansan megemelték az
EBA toltet permeabilitasat az in vitro vér-agy gat modellen keresztiil, amit in vivo is igazolni
tudtunk (Mészdros és mtsai., 2018). Adataink els6ként igazoljak, hogy azok a nanorészecskeék,
melyek egyszerre két SLC transzporter ligandjaval is jeldlve vannak szignifikansan jobb vér-
agy gat penetracidt mutatnak, mint az egyszeresen jeldlt részecskék ezért alkalmasak lehetnek
agyi gyogyszerbejuttatasra. Kimutattuk azt is, hogy az alkalmazott ligand kombinacidk koziil
az alanin-GSH bizonyult a leghatékonyabbnak (Mészdros és mtsai., 2018).

(16) A nanohordozdba bezart idegrendszeri gydgyszerhatéanyagoknak azonban nem
elegendd csak az agyi endotélsejtek rétegén atjutni, a perivaszkularis pericitdkon és
gliasejteken tul el kell érniiik a terapids célpontjaikat, az idegsejteket. Ezért megvizsgéltuk az
eddigi kisérleteinkben sikeresen alkalmazott alanin-GSH kett6s ligandkombinécioval célzott
nioszomak bejutdsat nemcsak az agyi endotélsejtekbe, hanem a neurovaszkularis egység tobbi
sejttipusaba, a pericitdkba, asztroglia sejtekbe €s a neuronokba is (Porkoldab és mtsai., 2020).
Eredményeink igazoltdk, hogy a neurovaszkuldris egység Osszes vizsgalt sejttipusdban
lényegesen tobb EBA-t vettek fel a sejtek, ha az az alanin-GSH célzott nioszomakba volt toltve,
mint ha nem célzott nanorészecskékbe. Ez a novekedés tobb mint kétszeres volt a pericitakban,
ami az endocit6zis és az NP-k plazmamembréannal valo fizidja mellett azzal is 6sszefligghet,
hogy a pericitadk képesek a fagocitozisra is. Bar ezek a sejtek szamos fontos, idegrendszeri
folyamatot szabalyoznak, az agyi pericitakat a célzott gydgyszerbejuttatas szempontjabol eddig
kevéssé vizsgaltdk. Az asztrogliasejtek és tumoraik viszont széles korben elismert
gyogyszercélpontok. Eredményeinkben kimutattuk, hogy a primer patkdny asztrocitak
szignifikansan jobban vették fel az alanin-GSH célzott nioszomak toltetét, mint a nem célzott
NP-ket (Porkoldb és mtsai., 2020). Erdekes modon a legnagyobb kiilonbséget az alanin-GSH
€s a nem célzott nioszoémak felvétele kozott a differencialtatott human SH-SYS5Y neurondlis
sejtekben mértiik (Porkolab és mtsai., 2020).

Kovetkezd 1épésként a 24 oOras vér-agy gat permeabilitasi vizsgalat utan sikeresen
kimutattuk a fluoreszcens toltetet az €l asztroglia sejtekben is a célzott NP csoportban, ami
azt jelzi, hogy az A&ltalunk eldallitott, alanin-GSH kettés ligandkombindcidval célzott
vezikularis nanorészecskék nem csak atjutottak a patkdny vér-agy gat modellen, de ezt
kovetden képesek voltak bejutni az asztrocitdkba is (Porkolab és mtsai., 2020). Eredményeink
arra utalnak, hogy a nanorészecskék alanin-GSH kettds jelolése, mely kombinaciot mi
alkalmaztuk eldszor, potencidlisan kihaszndlhatd gyogyszerek, akéar biofarmakonok vér-agy
gaton keresztiili atjuttatisara €s az agy mas, terapias szempontbdl relevans sejttipusaiba torténd
bejuttatasara.

(17) Annak igazolasara, hogy az alanin-GSH vér-agy gatat célzo ligandkombinaci6 a
nanorészecskék anyagatol fiiggetleniil fokozhatja a vér-agy gat atjutast, mas tipusu, elagazo,
polipeptid nanohordozokat is megvizsgaltunk (Mészdaros és mtsai., 2023). Ezekben a
vizsgalatokban haromkaru, poliglutaminsav anyagu, fluoreszcens rodaminnal jel6lt alanin-
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GSH célzott nanorészecskéket tanulmanyoztunk. Fontos tovabblépésként nem csak a human
vér-agy gaton vald atjutasukat elemeztiik, hanem agyi organoidokba vald bejutdsukat is
(Mészaros és mtsai., 2023). Konfokalis mikroszkopos ¢€s spektrofluorometrids vizsgalataink
igazoltak, hogy a polimer nanorészecskék sejtfelvétele a human agyi endotélsejtekbe idofiiggd
modon ¢€s szignifikansan magasabb volt a kettdsen célzott nanorészecskék esetében a nem
célzott NP csoporttal 6sszehasonlitva. A nanorészecskék sejtbejutésa itt is aktiv, energiaigényes
folyamat volt, amit az endocitozis gatloszerei csokkentettek (Mészaros és mtsai., 2023).

Ebben a kisérletsorozatban azt is megvizsgaltuk, hogy a polimer nanorészecskék
képesek-e atjutni a vér-agy gaton és azt kovetden be tudnak-e jutni agyi organoidokba. Ennek
méréséhez egy modositott human ko-kultira vér-agy géat modellt hoztunk létre, ahol a
tenyésztObetéteken ndvesztett agyi endotélsejtek €s pericitak ala a sejttenyészté lemezek aljara
egészséges donorok, illetve Parkinson-kéros betegek Ossejtjeibol szarmazd kozépagy-
specifikus organoidokat helyeztiink. Megallapitottuk, hogy az alanin-GSH kettds
ligandkombinécioval ellatott polipeptid nanohordozdk nem csak szignifikdnsan jobban jutnak
at a vér-agy gat modellen a nem célzott részecskékkel dsszehasonlitva, hanem képesek az agyi
organoidokba is hatékonyabban bejutni (Mészdaros és mtsai., 2023).

Ezzel igazoltuk azt a hipotézisiinket, hogy a nanorészecskékhez kotott alanin-GSH,
mint célzoligand kombinécio jelenléte kulcsfontossagu, és a részecskék anyagatdl fliggetlentil
mind vezikularis nanohordozok (Mészdaros és mtsai., 2018, Porkoldab és mtsai., 2020), mind
elagazo polipedtid NP-k (Mészaros és mtsai., 2023) esetében hatékonyabb sejtbejutast, vér-agy
gaton vald atjutast, és asztroglidba, illetve agyi organoidokba val6é bejutist eredményez.
Legujabb, 2025. februarjadban megjelent kozleményiinkben pedig azt is igazoltuk, hogy a
haromkara alanin-GSH célzott polipeptid nanorészecskék az ibuprofén és a dopamin aktiv
hatdanyagok jobb atjutasat eredményezik a vér-agy gaton at, és eldsegitik agyi organoidokba
val6 bejutasukat (Mészaros és mtsai., 2025). Kimutattuk, azt is, hogy a szabad célzoligandok
gatoltak a célzott nanohordozok felvételét, ami a ligandok dontd szerepére utal a sejtfelvételi
folyamatban (Mészaros és mtsai., 2025). Bebizonyitottuk, hogy a citokinekkel kivaltott vér-
agy gat sériilést az ibuprofén tartalmt, alanin-GSH célzott polipeptid nanorészecskék
jelentdsen mérsékelték a szabad ibuprofénhez vagy a nem célzott nanorészecskékhez képest.
Ez a hatds azzal magyarazhato, hogy az éltalunk megtervezett kettésen c€lzott nanohordozdok
elésegitik az ibuprofén internalizaciojat és ezzel a gyulladascsokkentd hatisat az agyi
endotélsejtekben (Mészaros €s mtsai., 2025).

(18) A nanorészecskéink tervezésekor hipotézisiink mindvégig az volt, hogy az agyi
endotélsejtek felszini SLC transzporter mintazatanak leginkabb megfeleld, tobbszords, kettds
vagy akar harmas ligandkombinacioval jel6lt nanohordozdk hatékonyabban fognak atjutni a
vér-agy gaton, jelentdsen novelve ezzel a gyogyszerek agyi bejuttatasat. A kettds célzas mellett
ezért harmas ligandkombinaciot is terveztiink. A GSH mellé az alanin helyett egy masik
aminosavat, a vér-agy gat LATI transzporének ligandjat, a leucint, és harmadik
célzomolekulaként az aszkorbinsavat valasztottuk ki, amely a natrium-aszkorbinsav ko-
transzporter SVCT, illetve oxidalt allapotban a GLUT1 ligandja (Veszelka és mtsai., 2022). Az
igy eldallitott aszkorbinsav-GSH-leucin harmas ligandkombinacioval eldallitott nioszémakkal
végzett kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a célzott nanorészecskék joval hatékonyabban
jutnak be az agyi endotélsejtekbe, jutnak at a vér-agy gaton és internalizdlédnak agyi
organoidokba (Veszelka és mtsai., 2022). Ugyan az irodalomban az aszkorbinsav és a GSH,
mint egyszeres célzoligand hatékonysagat is igazoltak mar nanorészecske felszinéhez kotve
agyi gyogyszerbejuttatas fokozasara, a leucint mint lehetséges nanorészecske célzomolekulat,
mi irtuk le elészor. Hasonloképpen mi allitottunk el sikeresen elsdként és vizsgaltunk
kiilonb6zé SLC transzportereket egyszerre célz6, aszkorbinsav-GSH-leucin harmas ligand
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kombinacioval ellatott nanorészecskéket és igazoltuk hatékony atjutdsukat a vér-agy gaton ¢és
bejutasukat agyi organoidokba.

Nanorészecskékkel kapott eredményeinket Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a
részecskék célzasa kulcsfontossagu a sikeres agyi gyodgyszerbejuttatashoz, és a részecskék
felszinének egynél tobbféle, a vér-agy gat transzportereihez kétddni képes célzémolekulaval
torténd jelolése szignifikdnsan megndvelheti az agyi célzas specificitasat, s erésebb dokkolast
eredményezhet az agyi endotélsejtek felszinéhez, eldsegitve ezzel a nanorészecskék
endocitézisat az agyi endotélsejtekbe, atjutdsat a vér-agy gaton, valamint bejutidsat a
gliasejtekbe €és neuronokba, melyek a gydgyszerhatdéanyagok terdpias célpontjai.

Az ¢értekezésemben bemutatott eredmények felhivjak a figyelmet a kiilonb6zo
sejttenyészetes vér-agy gat modellek kiilonbozdségére, az egyes modellek eldnyeire és
hatranyaira és a megfelelé modell koriiltekintd kivalasztasdnak fontossagara. A kollégaimmal,
lelkes didkjaimmal és egylittmiikodé partnereink segitségével tett megfigyeléseink
hozzajarulnak a vér-agy gat miikodésének jobb megértéséhez mind fiziol6gids mind pedig
patologias korlilmények esetében. Reményeink szerint az altalunk leirt, az agyi
gyogyszerbejuttatas fokozasdra irdnyuld moddszerek hozzajarulhatnak a jovében 1) terapids
lehetdségek kidolgozasahoz és az idegrendszeri betegségek hatékonyabb kezeléséhez.

5. Az értekezés legfontosabb megallapitasai

e Jelentds kiilonbségeket mutattunk ki a szoros gatfunkciokért felelds, valamint a
gyogyszerek transzportjdban ¢és metabolizmusdban szerepet jatszo6 fehérjek
kifejezddésében az endotélsejtes vér-agy gat, és az epitélsejtes modellekben. A tesztelt
gyogyszerhatoanyagok in vitro permeabilitasi adatait az in vivo adatokkal Gsszevetve a
legjobb korrelaciot, az EPA modell esetében figyeltiik meg. Igazoltuk, hogy a vizsgalt
kilenc sejttenyészetes modell koziil a primer sejtalapd EPA modell tiikrozi a
legpontosabban a vér-agy gat morfologiai és funkcionalis tulajdonsagait.

e FElséként bizonyitottuk, hogy a klinikumban alkalmazott edaravon képes nemcsak az
agyi endotélsejtek ¢€letképességét megovni a karbonil stresszt okozd metilglioxallal
szemben, hanem a vér-agy gat megndvekedett permeabilitdsat és miikddését is képes
visszaallitani a kdrosodast kdvetden.

e Igazoltuk kronikus stressz hatdsara az ultrastrukturdlis valtozasokat és morfoldgiai
deformitasokat agyi kapillarisok endotélsejtjeiben. Kimutattuk a szoros sejtkapcsolatok
felszakadozottsagat és a gliavégtalpak 6démara utal6 megduzzadasat. Eredményeink
ezzel hozzajarulnak a stressz altal kivaltott vér-agy gat pemeabilitasi és funkciondlis
valtozasok megértéséhez, amelyek szerepet jatszanak a stresszel kapcsolatos
neuroldgiai és pszichiatriai betegségek patogenezisében.

e Igazoltuk a huméan ateroszklerdzis modelljében APOB-100 transzgenikus egerekben a
vér-agy gat karosodasait. Bizonyitottuk, hogy az APOB-100 modell hasznos eszkoz
lehet a wvaszkuldris eredetli neurodegenerativ betegségek tanulményozisara és
hatékonyabb terapiak kifejlesztésére.

e Elsoként irtuk le az AT-1002 és a 7-mer peptid peptid permeabilitas fokozo hatasat agyi
endotélsejteken. Kimutattuk, hogy a tesztelt TJ modulator peptidek koziil a vér-agy gat
ateresztoképességének  fokozdsaban a PN-159/KLAL  peptid bizonyult a
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leghatékonyabbnak, melynek lehetséges kotopartnereit a klaudin-1 és a kaludin-5
fehérjét is azonositottuk.

Igazoltuk, hogy a klaudin-5 fehérje eredetti C5C2 peptidomimetikum és a tamoxifen
szarmazek tezmilifen reverzibilis modon képes megnyitni a vér-agy gatat, €s alkalmas
lehet gydgyszerek agyi bejutasanak ndvelésére.

Kimutattuk, hogy a vér-agy gat receptor-medidlt transzcitozis Utvonalat célzdo ApoE
molekula nanorészecskék célzoligandjaként nemcsak a donepezil toltet vér-agy gaton
valo atjutasat segiti eld, hanem a neuronokba vald bejutasat is, ami eldnyds lehet
célpontok az idegsejtek.

Igazoltuk, hogy a kationos PepH3 peptid nanohordozok célzomolekuldjaként a vér-agy
gat adszorptiv transzcitozis Utvonalat kihasznélva hatékonyan megndveli a nagyméretii
terapias biomolekulak, antitestek vér-agy gaton valo atjutasat.

Elsoként igazoltuk, hogy a biotin alkalmas lehet nanorészecskék célzoligandjaként és
potencidlisan felhasznalhat6 gyogyszerek agyi bejuttatasara.

Sikeresen kidolgoztunk egy 1j, innovativ optikai 1ézercsipesz technikat, mellyel
els6ként sikeriilt kimérniink a GSH, mint célzoligand kozvetlen kotddési erdsségét €16
agyi endotélsejtek sejtfelszinéhez Az altalunk kidolgozott innovativ optikai
l1ézercsipesz mddszer egyben alkalmas 1) vér-agy gatat célzo6 ligandok tesztelésére €s
kivalasztasara a kotodési er6k mérése alapjan.

Igazoltuk, hogy az altalunk szabadalmaztatott cARLA molekulakombinécio6 a vér-agy
gat specifikus fehérjék expresszidjanak novelésével eldsegiti a nanorészecskék
felszinéhez kotott GSH molekula vér-agy gat-specifikus célz6 hatasat.

Bizonyitottuk, hogy az egyszeres liganddal célzott nanorészecskékhez képest a kettds
kombinacioval célzott nioszomak szignifikansan jobb permeabilitast mutattak az in
vitro vér-agy gat modellen keresztiil, amit in vivo is igazolni tudtunk.

Igazoltuk, hogy a nanorészecskékhez kotott alanin-GSH, mint célzoligand kombinaciod
jelenléte kulcsfontossdgt, mely a részecskék anyagatol fliggetleniil vezikularis
nanohordozodk ¢€s elagaz6 polipeptid nanorészecskék esetében is egyarant hatékonyabb
sejtbejutast, vér-agy gaton vald atjutast és agyi organoidokba vald bejutast eredményez.
Az alamnin-GSH kombinacidt nanohordozok célzoligandjaként mi irtuk le el6szor.
Els6ként mutattuk be a leucint mint célzémolekulat nanorészecskék felszinéhez kotve,
és elsdként allitottunk eld és teszteltiink sikeresen harom SLC transzportert egyszerre
c€lzo, aszkorbinsav-GSH-leucin ligand kombinacioval ellatott nanorészecskéket és
igazoltuk hatékony atjutdsukat a vér-agy gaton és bejutasukat agyi organoidokba.
Igazoltuk, hogy a nanorészecskék célzasa kulcsfontossagi a sikeres agyi
gyogyszerbejuttatashoz, és a részecskék felszinének egynél tobbféle, a vér-agy gat
transzportereihez kotddni képes célzomolekulaval torténd jelolése szignifikdnsan
megndveli az agyi célzas specificitasat, és erdsebb dokkolast eredményez az agyi
endotélsejtek felszinéhez, eldsegitve ezzel a nanorészecskék endocitozisat az agyi
endotélsejtekbe, atjutasat a vér-agy gaton valamint bejutdsat a gliasejtekbe ¢és
neuronokba, melyek a gydgyszerhatéanyagok terapias célpontjai.
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Porkolab G, Mészaros M, Szecskod A, Vigh JP, Walter FR, Figueiredo R, Kalomista I,
Hoyk Z, Vizsnyiczai G, Grof 1, Jan JS, Gosselet F, Pirity MK, Vastag M, Hudson N,
Campbell M, Veszelka S, Deli MA. Synergistic induction of blood-brain barrier
properties. Proc Natl Acad Sci USA. 2024 May 21;121(21): e2316006121. IF: 9.4,
Fiiggetlen idézetek szdma: 2

M¢észaros M, Porkolab G, Kiss L, Pilbat AM, Kota Z, Kupihér Z, Kéri A, Galbécs G, Siklds
L, Toth A, Fiilop L, Csete M, Sipos A, Hiilper P, Sipos P, Pali T, Rakhely G, Szab6-Révész
P, Deli MA, Veszelka S. Niosomes decorated with dual ligands targeting brain endothelial
transporters increase cargo penetration across the blood-brain barrier. Eur J Pharm Sci.
2018 Oct 15; 123:228-240. IF: 3,532, Fiiggetlen idézetek szama: 37

Porkolab G, Mészaros M, Toth A, Szecsko A, Harazin A, Szegletes Z, Ferenc G, Blastyak
A, Matés L, Rakhely G, Deli MA, Veszelka S. Combination of Alanine and Glutathione
as Targeting Ligands of Nanoparticles Enhances Cargo Delivery into the Cells of the
Neurovascular Unit. Pharmaceutics. 2020 Jul 7;12(7):635. 1F: 6,321, Fiiggetlen idézetek
széma: 11

Mészéaros M, Phan THM, Vigh JP, Porkoléb G, Kocsis A, Pali EK, Polgar TF, Walter FR,
Bolognin S, Schwamborn JC, Jan JS, Deli MA, Veszelka S. Targeting Human Endothelial
Cells with Glutathione and Alanine Increases the Crossing of a Polypeptide Nanocarrier
through a Blood-Brain Barrier Model and Entry to Human Brain Organoids. Cells. 2023
Feb 3;12(3):503. IF: 5,1, Fiiggetlen idézetek szama: 7
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Veszelka S, Mészaros M, Porkolab G, Szecskd A, Kondor N, Ferenc G, Polgér TF, Katona
G, Kéta Z, Kelemen L, Pali T, Vigh JP, Walter FR, Bolognin S, Schwamborn JC, Jan JS,
Deli MA. A Triple Combination of Targeting Ligands Increases the Penetration of
Nanoparticles across a Blood-Brain Barrier Culture Model. Pharmaceutics. 2021 Dec
30;14(1):86. IF: 5,4, Fiiggetlen idézetek szama: 14

Az értekezés témajahoz kapcsolodo osszefoglalo kozlemények:

19.

20.

21.

22.

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. IF:
2,645, Fiiggetlen idézetek szama: 152
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Szegediensis 2015 59: Suppl. 2. pp. 157-168., 12 p. IF: -, Fiiggetlen idézetek szama: 13

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.
IF: -, Fliggetlen idézetek szama: 47

Deli MA, Porkoldb G, Kincses A, Mészaros M, Szecsko A, Kocsis AE, Vigh JP, Valkai
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Fiiggetlen idézetek szama: 9

(*megosztott utolsd/levelezd szerzok)

Az értekezésben szereplo kozlemények

Osszesitett impakt faktora: 103,196
ezekre kapott fliggetlen idézetek szama (MTMT, 2025.03.10.): 961

Az értekezés témajahoz tartozo szabadalom: 1

,»Cocktail for induction of blood-brain barrier properties”-cARLA,
Hungarian Patent Application: P2300053;
International Patent Application: PCT/HU2023/050070

7. Tovabbi, az értekezés alapjat nem képezo, de az értekezés témajahoz
kapcsolodo sajat kozlemények a PhD fokozat megszerzése ota

Zandona A, Szecsko A, Zunec S, Jovanovié IN, Busié¢ V, Soka¢ DG, Deli MA, Katalinié
M, Veszelka S. Nicotinamide derivatives protect the blood-brain barrier against oxidative
stress. Biomed Pharmacother. 2025 Apr 1;186:118018. IF: 6,9,

Fiiggetlen idézetek szdma: 0

Maria Mészaros, Thi Ha My Phan, Judit P. Vigh, Gergd Porkoldb, Anna Kocsis, Aniko
Szecskd, Emese K. Pali, Narcisz M. Cser, Tamas F. Polgar, Gabor Kecskeméti, Fruzsina
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barrier model. Fluids and Barriers of the CNS 22: 1 Paper: 18, 2 (2025), IF: 5,9, Fliggetlen
idézetek szama: 0

(*megosztott utolso/levelezd szerzok)

Veszelka, Szilvia; Burek, Malgorzata; Thomas, Sarah Ann. Editorial: Women in CNS drug
delivery: 2022-2024 FRONTIERS IN DRUG DELIVERY 4 Paper: fddev.2024.1400937
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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. IF: 5.3,
Fiiggetlen idézetek szama: 10
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Blood-brain barrier dysfunction in L-ornithine induced acute pancreatitis in rats and the
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Fiiggetlen idézetek szdma: 2
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Albumin Nanoparticle Formulation for Nose-to-Brain Application. Pharmaceutics. 2021
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Akel H, Csoka I, Ambrus R, Bocsik A, Grof I, Mészaros M, Szecsko A, Kozma G,
Veszelka S, Deli MA, Konya Z, Katona G. In Vitro Comparative Study of Solid Lipid
and PLGA Nanoparticles Designed to Facilitate Nose-to-Brain Delivery of Insulin.

Int J Mol Sci. 2021 Dec 9;22(24):13258. IF: 6,208, Fiiggetlen idézetek szama: 41

Bartus E, Olajos G, Schuster I, Bozsé Z, Deli MA, Veszelka S, Walter FR, Datki Z,
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16.
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Walter, FR; Valkai, S; Kincses, A; Petnehazi, A; Czeller, T; Veszelka, S; Ormos, P; Deli,
MA; Dér, A. A versatile lab-on-a-chip tool for modeling biological barriers. SENSORS
AND ACTUATORS B-CHEMICAL 222 pp. 1209-1219. 11 p. 2016. IF: 5,401, Fiiggetlen
idézetek szama: 135

Veszelka, S; Toth, A; Walter, FR; Toth, AE; Meszaros, M; Vastag, M; Rakhely, G; Deli,
MA Comparison of the expression of selected blood-brain barrier function related genes
in a rat primary cell based blood-brain barrier model versus epithelial and endothelial cell
lines In: Birger, Brodin (szerk.) 19th International Symposium on Signal Transduction at
the Blood-Brain Barriers, University of Copenhagen (2016) Paper: P-25
Ko6zlemény:3120196 Egyéb konferenciakdzlemény (Absztrakt/Kivonat), IF: -,
Fiiggetlen idézetek szama: -
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P, Ambrus R. Cytotoxicity of Different Excipients on RPMI 2650 Human Nasal Epithelial
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Meszaros, M; Kiss, L; Hantosi, D; Bozso, Z; Fulop, L; Szalontai, B; Kota, Z; Sipos, P;
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International Symposium on Signal Transduction at the Blood-Brain Barriers University of
Copenhagen (2016) Paper: P-6. K6zlemény:3120200 Egyéb konferenciakézlemény. IF:-,
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T; Kataoka, Y; Deli, MA. Az edaravon megvédi az agyi hajszalerek endothelsejtjeit a
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Kiss L, Hellinger E, Pilbat AM, Kittel A, T6rok Z, Fiiredi A, Szakacs G, Veszelka S, Sipos
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Kiirti L, Gaspar R, Marki A, Képolna E, Bocsik A, Veszelka S, Bartos C, Ambrus R,
Vastag M, Deli MA, Szab6-Révész P. In vitro and in vivo characterization of meloxicam
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Fiiggetlen idézetek szama: 82
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406. IF: 1,449, Fiiggetlen idézetek szama: 29

Ujhelyi, Z; Fenyvesi, F; Varadi, J; Fehér, P; Kiss, T; Veszelka, S; Deli, MA; Vecsernyés,
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Fiiggetlen idézetek szama: 155
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Kiirti L, Veszelka S, Bocsik A, Dung NT, Ozsvari B, Puskas LG, Kittel A, Szabd-Révész
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29. Toth A, Veszelka S, Nakagawa S, Niwa M, Deli MA. Patented in vitro blood-brain barrier
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18. IF: -, Fliggetlen idézetek szama: 54

30. FenyvesiF, Kiss T, Fenyvesi E, Szente L, Veszelka S, Deli MA, Varadi J, Fehér P, Ujhelyi
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J Pharm Sci. 2011 nov;100(11):4734-44. IF: 3,055, Fliggetlen idézetek szama: 30

31. Veszelka, S; Kittel, A: Deli, MA. Tools of Modelling Blood-Brain Barrier Penetrability
In: Tihanyi, K; Vastag, M (szerk.) Solubility, Delivery and ADME Problems of Drugs and
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Publishers Ltd. (2011) 232 p. pp. 166-188., 23 p. IF: -, Fiiggetlen idézetek szdma: 12

32. Sipos E, Kurunczi A, Fehér A, Penke Z, Fiilop L, Kasza A, Horvath J, Horvat S, Veszelka
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Neurobiol. 2010 Apr;30(3):405-13. IF: 2,423, Fliggetlen idézetek szama: 24

33. Deli MA, Veszelka S, Csiszar B, Téoth A, Kittel A, Csete M, Sipos A, Szalai A, Fiilép L,
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amyloid-B-induced toxicity. J Alzheimers Dis. 2010;22(3):777-94. IF: 4,261, Fiiggetlen
idézetek szama: 27

34. Horvat S, Fehér A, Wolburg H, Sipos P, Veszelka S, Toth A, Kis L, Kurunczi A, Balogh
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Az értekezés alapjat nem képezo, de az értekezés témajahoz kapcsolodo sajat
kozlemények a PhD fokozat megszerzése ota:

Osszesitett impakt faktor: 97,166

ezekre kapott fliggetlen idézetek szdma (MTMT, 2025.03.10.): 1050

Tudomanyos mutatok a teljes életmiire vonatkoztatva (MTMT, 2025.04.16.):

Osszes kdzlemények szama: 65 (ebbdl konyvfejezet: 1)
Els6 szerzds folydiratcikk: 9
Utolso/levelez6 szerzds folyodiratcikk: 8

Osszes hivatkozasok szama: 3012

Fiiggetlen hivatkozasok szama: 2466

Osszesitett impakt faktor: 213,751

Hirsch index: 31

Szabadalom: 1

Scientometrics.org/mtmt/: D1
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8. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel és halaval tartozom mindenekel6tt Mentoromnak ¢és jelenlegi intézeti
igazgatomnak, Prof. Deli Mdria akadémikusnak, aki szakdolgozati témat keresd egyetemi
hallgatoként lehetdséget adott nekem csoportjdban a kutatdéi munkdm megkezdésére, és
lelkesedésével €s motivalo erejével a mai napig tamogatja szakmai palyamat.

Halaval tartozom a néhai Ngo Thi Khue Dungnak, aki végtelen tlirelemmel és
odafigyeléssel megtanitott a steril sejttenyésztés €s a laboratériumi munka alapjaira.

Koszonettel tartozom az egyiitt elért szakmai sikerekért és az alkotomunkat segitd barati
¢s csaladias légkorért a Bioldgiai Barrierek Kutatocsoport valamennyi volt és jelenlegi
munkatarsanak, kollégadimnak, kiilon kiemelve Dr. Santha Petrat, Dr. Walter Fruzsinat, Dr.
Kiss Lorandot, Dr. Bocsik Alexandrat, Dr. Mészaros Mariat, Dr. Porkoldb Gergdt, Dr. Grof
Ilonat, Dr. Barna Lillat, Dr. Harazin Andrast, Dr. Hoyk Zsoéfiat és Vigh Juditot.

Szeretném megkdszonni a mindennapi k6zos és motivaldo munkat jelenlegi didkjaimnak is
kiilonos tekintettel Szecskd Anikonak, valamint Cser Narcisznak, Pardi Koppanynak, Cui
Zuhaonak, Pali Emese Kincs6nek és Fodor Virdgnak.

Ko6szondm Dr. Ormos Pél és Dr. Nagy Ferenc akadémikusoknak, a Szegedi Biologiai
Kutatokozpont volt és jelenlegi foigazgatoinak, valamint Dr. Parducz Arpad és Dr. Siklos
Laszlo, tudomanyos tanacsadoknak, a Molekularis Neurobioldgiai Laboratorium korabbi
vezetdinek és Dr. Zimanyi Lészlonak a Biofizikai Intézet kordbbi igazgatdjanak a tdimogatasat.

Koszonom a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Biofizikai Intézetébdl kollégaimnak a
szakmai tAmogatasat, kiilon kiemelve a néhai Dr. Rékhely Géabort, valamint Dr. Téth Andrast,
Dr. Farkas Attilat, Dr. Kota Zoltant, Dr. Fekete Tamast, Dr. Kelemen Loérandot, Dr. Végh Attila
Gergelyt, Dr. Dér Andrést, Dr. Nagy Krisztinat, és Polgar Tamast. Az SZBK kutat6i koziil
koszondm Dr. Toth Melinda, Dr. Lénart Nikolett, Dr. Pilbat Ana Maria és Dr. Ferencz Gyorgyi
segitségeét.

Hazai és kiilfoldi egyiittm(ikodd partnereink koziil héalaval tartozom Prof. Daniela
Virgintinonak, az olaszorszagi Bari Egyetemrdl, Dr. Petra Hiilpernek a Gottingeni Egyetemrdl,
Dr. Kittel Agnesnek a Kisérleti Orvostudoményi Kutatéintézetébél; Dr. Vastag Moénikéanak és
Dr. Hellinger Evanak a Richter Gedeon NyRT részérdl, Dr. Penke Botondnak, Dr. Szabo-
Révész Piroskdnak, Dr. Katona Gabornak a Szegedi Tudomanyegyetemrdl, Dr. Andrés
Ibolyanak a Miami Egyetemrdl, Dr. Gizem Riiya Topalnak az Ankarai Egyetemrdl és Dr.
Antonio Zandondnak Zagrabbol a kozds kutatdmunkdnk soran nytjtott tdmogatasaért.
Ko6szonom Prof. Jeng-Shiung Jannak (National Cheng Kung University, Tajvan), Prof. Jens
Schwambornnak (University of Luxembourg, Luxemburg), Prof. Fabien Gosseletnek
(Université¢ d’Artois, Franciaorszag), a kutatomunkankhoz nyujtott szakmai segitségét és
egytittmikodését.

Koszonettel tartozom a palyazati tdmogatasokért a Magyar Tudoméanyos Akadémianak,
amely a Prémium Posztdoktori Kutatoi TAmogatassal, a két Bolyai Janos Kutatasi Osztondijjal
¢s a gyermeket neveld kutatokat tdmogatd KGYNK-6sztondijjal végig kisérte szakmai
karrieremet €s segitette munkdmat, valamint k6szondm a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési €s
Innovécios Hivatalnak is a tdmogatasat a posztdoktori és a fiatal kutatoi OTKA palyazatok
altal. Nagyon koOszondm a tdmogatasdit a Nemzeti Tudos Akadémidnak is, akikkel a
megalakulasuk ota egylitt dolgozom.

Végezetiil halaval és koszonettel tartozom férjemnek Lorandnak és gyermekeinknek,

Zaldnnak és Rozinanak, akik szeretetiikkel biztos csaladi hatteret nyujtottak a dolgos
mindennapok nehézségei mellett.
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