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1. BEVEZETES

1.1. A vér-agy gat jelentésége €s szerkezeti felépitése

A vér-agy gat a vérkeringeés és az agyszovet kozotti dinamikus hatarfelilet, melynek
elsddleges feladata a neuronok miikodéséhez sziikséges ionos homeosztazis megteremtése,
az agy taplalasa és karos anyagokkal szembeni védelme (Veszelka és mtsai., 2011; Campos-
Bedolla és mtsai., 2014). A vér-agy gat anatomiai alapjat az agyi hajszalerek falat alkotd
endotélsejtek képezik, melyek a kapillaris bazalis membranjan a pericitakkal osztozkodnak
(1. &bra). Az agyi mikroercket kiviilr6l az asztroglia végtalpak teljes hosszukban
beburkoljak (1. abra). Az agyi endotélsejtek az asztroglidkkal, pericitdkkal, és mas
szomszédos sejtekkel, mint a perivaszkularis mikrogliakkal és neuronokkal kdzdsen egy
funkciondlis egységet alkotnak, melyet neurovaszkularis egységnek nevezink (Abbott és
mtsai., 2006).

mikroglia asztrocita

pericita

agyi
endotélsejt

idegseijt

SZ0ros

kapcsolatok bazalis

membran

1. abra. A vér-agy gat szerkezete (Abbott és mtsai., 2006 alapjan).

A vér-agy gat morfoldgiai alapjat az agyi endotélsejtek folytonos rétege képezi,
amelyek a periférias erekkel ellentétben nem fenesztraltak, hanem szoros (tight junctions,
TJ) és adherens (adherent junctions, AJ) sejtkozotti zardkapcsolatokkal kapcsolddnak
egymashoz. Ezek a TJ-k jelent6sen korlatozzdk a sejtek kozotti, azaz paracellularis
transzportot még a kis ionok, példaul a Na" és a CI" mozgasat is, igy a transzendotelialis
elektromos ellenallas (TEER), amely periférids kapillarisokban jellemzéen 2-20 Q x cm?,
az agyi endotéliumban in vivo >1000 Q x cm? is lehet (Profaci és mtsai., 2020; Veszelka és
mtsai., 2011). A TJ-ket olyan integralis membranfehérjék épitik fel, mint az okkludin, a
klaudinok ¢s a junkcionalis adhézios molekuldk (JAM), amelyek periférids
membranfehérjékkel kapcsolodnak az aktin citoszkeletonhoz. E periférids fehérjék tagjai a
zonula occludens fehérjék (ZO-1, ZO-2, ZO-3), a cingulin ¢€s a kateninek (Deli és mtsai.,
2005). Az adherens kapcsolatok transzmembran fehérjéi, a cadherinek, kalciumfiiggd
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sejtadhézios molekuldk, melyek citoplazmatikus résziikkkel mas fehérjékhez, fdleg
kateninekhez kapcsolddnak.

Az agyi endotélsejtek szamos, a periférias endotélsejtekre is jellemz6 tulajdonsaggal
rendelkeznek. A vér és a szovetek kozott elhelyezkedve szabdlyozzak tobbek kozott a
véralvadast, az értonust és az agyi keringést vazoaktiv anyagok (endotelinek, nitrogén-
monoxid) termelésével, a lipoprotein metabolizmust és transzportot scavenger receptoraik
segitségével. A vér-agy gat funkcio betdltéséhez azonban az agyi endotélsejtek specialis
tulajdonsagokkal is rendelkeznek, melyek megkiilonboztetik dket a tobbi endotélsejttdl
(Deli ¢és Joo, 1996). A sejtek kozotti szoros zardkapcsolatok nem csak a restriktiv
paracelluldris transzportnak, hanem az agyi endotélsejtek polaritdsdnak alapjat is
megteremtik. Ezért eltér6 az agyszovet, illetve a vér feloli sejtmembranokon a
transzporterek, ioncsatornak, receptorok kifejezédése (Abbott és mtsai.,, 2006). Az
idegrendszer sejtjeinek miitkodéséhez sziikséges anyagok (gliikdz, aminosavak, purinok,
vas, lipidek, vitaminok stb.) atjuttatasat a vér-agy gaton at az agyi endotélsejtek specialis
transzportrendszerei végzik szigortan szabalyozott modon (Abbott és mtsai.,, 2006;
Veszelka ¢és mtsai., 2011; Veszelka és mtsai., 2015) (2. abra). Ugyanezek a
transzportrendszerek feleldsek azonban azért is, hogy a vér-agy giton &t szamos
gyogyszerhatoanyag egyaltalan nem, vagy csak korlatozott mennyiségben jut be az agyba,
ami terapias szempontbol nem elég hatékony.

1 2 3 4, 5 6
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2. abra. Transzportatvonalak a vér-agy gaton. 1: lipid-medialt diffazio, 2: paracellularis Gtvonal, 3:
karrier-medialt transzcitdzis, 4: efflux pumpak, 5: receptor-medialt transzcitozis, 6: adszorbtiv-
medialt transzcitézis. TJ: szoros sejtkapcsold struktdrak; AJ: adherens sejtkapcsold strukturak
(Abbott, 2006 alapjan).

A Vér-agy gaton keresztiili anyagtranszport szamos kiilonbozé transzportitvonalon
valosul meg: paracellularis transzport, lipid-medialt diffuzid, adszorptiv-medialt
transzcitozis, receptor-medialt transzcitdzis, efflux pumpéak és karrier-medialt transzport (2.
abra) (Veszelka eés mtsai., 2015).

A 400-500 Da-nal kisebb molekulatomegili anyagok, melyek lipofilek, polaris felsziniik
nem haladja meg a 80 A%-6t, 6-nal kevesebb hidrogénkotéssel rendelkeznek, mint példaul a
nikotin vagy az etanol lipid-medialt szabad difflzidval (2. dbra, 1. Utvonal) jutnak at a vér-
agy gaton (Pardridge és mtsai., 2012). Az agyi endotélsejtek kozotti TJ-k megakadalyozzak
a vizoldékony molekulék sejtek kozotti (paracellularis) aramlését (2. abra, 2. utvonal). A TJ-
ket alkot6 transzmembran fehérjék (okkludin, klaudinok, junkcionalis adhézids molekulak)
kdzil a vér-agy gat szempontjabol dominans szerepe van a klaudin-5 fehérjének (Hashimoto
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és mtsai., 2023). Irodalmi adatok tamasztjak ala, hogy a klaudin-5 fehérje szintje csokken
és a sejtmembranban valé megfeleld elhelyezkedése is megvaltozik szamos kdzponti
idegrendszeri betegségben (Sweeney és mtsai., 2019).

Az agy fiziologias miikodéséhez nélkiilozhetetlen tdpanyagok (cukrok, ketontestek,
aminosavak, zsirsavak, vitaminok, monokarbonsavak, nukleozidok, purinok és pirimidin
bazisok, szervetlen ionok, szerves anionokat és kationok) bejutasat az agyba a vér-agy gaton
at specifikus szallitofehérjék, karrierek (2. abra, 3. utvonal) végzik (Campos-Bedolla és
mtsai., 2014). Ezek kozil a vér-agy gaton nagy mennyiségben fejezédnek ki a solute carrier
(SLC) feheérjecsalad tagjai, melynek tébb mint 400 tagja van (Enerson and Drewers, 2006).
Az SLC-k koncentracidgradienst6l fiiggo, facilitalt vagy ion-cserélt transzporterek, melyek
miikodésiikhoz ATP-t nem igényelnek (Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Ezek k6zott az
SLC transzporterek kozoétt talalhatjuk példaul a glikozt szallité hexoz transzporter GLUT1
(SLC2A1), a monokarbonsav transzporter MCT1 (SLC16A1), a bazikus aminosavakat
szallito CAT1 (SLC7AL), vagy a nagy neutrlis aminosavakat szallit6 LAT1 (SLC7A5
heterodimer) szallitofehérjéket. Egyes vitaminok (pantoténsav, biotin, liponsav) szallitasaért
a Na*-fiiggé multivitamin transzporter SMVT (SLC5A6) felel6s, mig a C-vitamin szallitasat
részben a natrium-aszkorbat ko-transzporter SVCT (SLC23A2) vegzi, oxidalt formajat
pedig a GLUT1 széllitja a vér-agy gaton at (Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Egyes
kismolekuldju gyogyszerek, mint példaul a Parkinson-kor kezelésében hasznalt dopamin
prekurzor L-DOPA, az antiepileptikum gabapentin, az izomrelaxans baclofen, a bipolaris
zavarban alkalmazott valproat is a LAT1 transzporter segitségével képesek atjutni a vér-agy
gaton és bejutni az agyszdvetbe (Banks, 2009; Veszelka és mtsai., 2018).

A kozponti idegrendszerre potencialisan karos idegen anyagok (xenobiotikumok) agyi
bejutasdnak megakadalyozasa, illetve a kiilonb6z6 anyageseretermékek szintjének
szabalyozasa az agyi endotélsejtek membranjdban il6 efflux pumpak (2. dbra, 4. utvonal)
segitségével valosul meg (Abbott, 2006). Az efflux pumpék tébbsége az ATP-ko6té kazetta
(ABC)-transzporterek csaladjaba tartozik, miikodésiik ATP hidrolizisébdl szarmazo energia
segitségével valosul meg. Ezek a fehérjék képesek szubsztratjaikat az agyi endotélsejtekbol
a vérbe visszampumpalni, vagy az agybdl a vérbe kipumpalni (Terasaki és Ohtsuki, 2005).
A kiilonb6z6 neurotranszmitterek, aminosavak €s mas szerves anionok kipumpaldsaval a
vér-agy gat efflux pumpai az agy szamara fontos méregtelenitd szerepet toltenek be. A
legfontosabb efflux pumpéak kozé tartozik a P-glikoprotein (P-gp vagy ABCB1 vagy
MDR1), a multidrog rezisztencia-asszocialt fehérjék (MRP-k vagy ABCC csalad), illetve az
emlorak-rezisztencia fehérje (BCRP vagy ABCG2) (Loscher és Potschka, 2005). Szamos
lipofil gyogyszerhatéanyag ligandja a vér-agy gat efflux pumpéainak, mint példaul a
loperamid, verapamil vagy a vinblasztin, igy ezek nem képesek hatékony koncentracioban
az agyba jutni (Deli, 2011).

Az idegrendszer szamara fontos peptidek és fehérjék az agyi endotélsejtek membranjaba
kotott specifikus receptorok segitségével jutnak be az agyba (Abbott, 2006). Receptor-
medialt transzcitdzissal (2. abra, 5. utvonal) jut at a ver-agy gaton az agyba példaul az
inzulin, a transzferrin, a ghrelin, leptin, lipoproteinek, egyes hormonok és a citokinek (Deli,
2011).

Az agyi endotélsejtekben alacsony az endocitotikus vezikuldk szdma, ezaltal a nem-
specifikus vezikularis transzcitozis mértéke is kisebb, mint a periférids endotélsejtekben
(Pardridge, 2002). A nagy méretli, toltéssel rendelkezé6 anyagok, mint példaul a
szérumfehérjék kozul az albumin agyi bejutasa adszorptiv-medialt transzcitozissal (2. abra,
6. ttvonal) élettani korilmények kdzott igen alacsony, fokozott agyi bejutdsa a vér-agy gat
sériilésére utalhat (Abbott, 2006).

Az agyi kapillarisok endotélsejtjeinek luminalis, vér feldli felszinén a membréanban
talalhato glikolipidek, glikoproteinek, illetve heparanszulfat-proteoglikanok oldallancai
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negativ felszini toltést glikokalix réteget hoznak létre, amely, mint egy elektrosztatikus gat,
megakadalyozza az erésen anionos molekulak vér-agy gaton valo atjutasat (Hervé és mtsai,
2008; Walter és mtsai, 2021).

Az agyi endotélsejtek szamos enzimet is termelnek (fazis I, Il enzimek, y-glutamil-
transzpeptidaz, butirilkolin- és acetilkolin- észterdz, monoamin-oxidazok, glutamat-
dekarboxilaz), ezéltal fontos transzport folyamatokban, illetve a metabolikus vér-agy gat
kialakitasaban is szerepet jatszanak (Deli, 2011).

1.2. A vér-agy gat modellezése sejttenyeszetekkel

A Kklinikai alkalmazasban 1évé kozponti idegrendszeri (CNS) hatdanyagok alacsony
szamanak egyik meghatarozé oka a gyenge farmakokinetika (Banks, 2016), masik f6 oka
pedig, hogy a legtdbb gydgyszer vér-agy gaton valo penetracidja korlatozott (Pardridge,
2015). Ezért az 0j neurofarmakonok kifejlesztése és bevezetése elmarad més
gyogyszercsoportokétdl. A gyogyszerfejlesztés sordn megbizhatdé maodszerekre és
megallapitasara, hogy egy periférian haté anyag nem lépi-e at a vér-agy gatat, mellyel
kdzponti idegrendszeri mellékhatasokat okozhat, illetve egy CNS célpontd hatbanyag
valdban bejut-e az agyba (Veszelka és mtsai., 2018).

A vér-agy gat modellek szdmos tipusa létezik az in silico megkozelitésektdl az in vivo
vizsgalatokig (Vastag és Keseru, 2009; Veszelka és mtsai., 2011; Avdeef és mtsai., 2015,
Deli és mtsai.,, 2024). A Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontban 1971-ben csoportunk
alapitoja, Prof. Jo6 Ferenc inditotta el a vér-agy gat vizsgalataval és modellezésével
foglalkoz6 nemzetkozi szintli kutatasokat, melyeket kutatdcsoportunk azéta is folytat. Az 6
nevéhez fliz6dik az els6 agyi endotélsejtes tenyészetek megalkotasa is (Panula és mtsai.,
1978). Az azéta eltelt 50 év alatt a tovabbfejlesztett in vitro vér-agy gat modellek széles
korben hasznalt és értekes eszkozeivé valtak a kozponti idegrendszert érinté preklinikai
vizsgalatoknak (3. &bra).

IMMORTALIZALT SEJTVONALAK PRIMER SEJTEK GSSEJT EREDETUEK

- Egyszerii tenyésztés - Erds es komplex gattulajdonsagok - Skalazhato human alternativa
- Kéltséghatékonysag - Endotél tulajdonsagok - Személyreszabott terapia lehetésége
- Skalazhato
HATRANYOK HATRANYOK HATRANYOK
. ) . e - Kdltséges
- Gyenge gattulajdonsagok - Kdltséges . .
azy im%o?taliza’éid miatgt] d i - - Magas szakértelmet kivan
o - Magas szakértelmet kivan - Epitél és endotélsejtes tulajdonsagok
- Faji kiilanbségek - Faji kiilnbségek és keveredése
- Vér-agy gat funciok elvesztése beszerzési nehézségek - Gyengébb gattulajdonsagok
(differenciacio protokolltol fiiggéen)

3. bra. A vér-agy gat modellezésére hasznalt harom f6 sejttipus (Deli €s mtsai., 2024 alapjan)
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A kiilonb6z6 in vitro modellek eltéré fajokbdl szarmazd sejtvonalakat vagy allatokbol
izolalt primer sejteket vagy dssejt eredetii sejteket hasznalnak (3. abra).

Az immortalizacioval eléallitott agyi endotélsejtvonalak koziil eleinte a patkany GP8
(Greenwood és mtsai., 1996) eés az RBE4 (Roux és mtsai., 1994), majd a human hCMEC/D3
sejtek (Weksler és mtsai., 2005) voltak a legszélesebb korben elterjedt vér-agy gat modellek.
Bar a paracellularis gat nem erds ezekben a modellekben, a hCMEC/D3 sejtek esetében,
litium Klorid kezeléssel, amely a Wnt/B-katenin Utvonalat aktivalja, ndvelni lehet a TJ
fehérjék expressziojat és a ver-agy gat funkcidkat (Weksler és mtsai., 2013). Az
immortalizalt agyi endotélsejtek eldnye, hogy a sejtek gyorsan, egyszeriien és alacsony
koltségek mellett tenyészthetok, a modellek konnyen felskaldzhatoak. Hatranyuk viszont,
hogy a sejtek szamos fontos, az agyi endotélsejtekre jellemz6 élettani tulajdonsagaikat
elveszitik, igy gyenge gattulajdonsagokkal rendelkeznek (3. abra) (Veszelka és mtsai.,
2011).

A primer sejtes modellek szdmos fajbdl, leggyakrabban egér, patkany, sertés vagy borju
agybol izolalt sejtek tenyésztésén alapulnak. A primer sejtek tenyesztéseben fontos
mérfoldkd volt a porézus membranokat tartalmazoé tenyésztobetétek bevezetése, melyen
el6szOr csak monokultiraban tenyésztették a sejteket (4. dbra) (Bowman és mtsai., 1883).

A két folyadékkompartment segitségével lehetévé valt az érrendszer (lumindlis) és az
agy feldli oldal (abluminalis) modellezése, ezaltal permeabilitasi vizsgalatok, majd késébb
pedig megfelel6 elektrodok alkalmazésaval TEER méresek elvégzése (Deli és mtsai., 2024).
Mivel a primer agyi endotélsejtek konnyen elveszitik az egyedi fenotipusukat, kiilénésen,
endotélsejteket asztroglia sejtekkel egyitt novesztették ko-kultiraban (Dehouck és mtsai.,
1990), majd késobb agyi pericitakkal is egyltt tenyésztették (Nakagawa és mtsai., 2009),
ami jelentésen szorosabb és jobb gatfunkciokkal rendelkez6 megbizhatobb vér-agy gat
modellt eredményezett (4. dbra) (Avdeef és mtsai., 2015).

STATIKUS MODELL

Monokultdra Ko-kultira Tripla ko-kultura
Luminalis/Donor
kompartment Agyi
POV%ZEJS = endotélseit
membran > 3 Pericita
Abluminalisfakceptor |
kompariment FPCPSIETEIY Asztrocita

DINAMIKUS MODELL

Keringetési irany

Luminalis/Donor
—_—

Agyi kompartment
_— = endotélsejt =W el k=g sy =W F= k=Y k=] Por6zus
Fecskendd pumpa Pericita membran

| Abluminalis/Akceptor

Aszlrodiia. = PSPPI PP IS Ko e
[

E— Arany elektroda

4. &bra. A vér-agy gat modellezésére alkalmas statikus és dinamikus modellek.
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A primer agyi kapillaris sejtek erds gattulajdonsagokkal rendelkeznek, azonban nehezen
beszerezhetdk, rosszul skalazhatok, izoldlasuk és tenyésztésiik pedig koltséges és magas
szakértelemet igényel (3. abra) (Veszelka és mtsai., 2011; Avdeef és mtsai., 2015; Helms et
al., 2016). Mivel a koltségek és az in vitro modell kapacitasa fontos tényez6 az ipari
gyogyszertesztelesek soran, ezert epitélsejteken alapulé monokultirds modelleket is
hasznalnak a gydgyszeriparban a CNS gydgyszerjeldltek permeabilitdsanak elérejelzésére,
mely modellek gyorsan és nagy mennyiségben eléallithatok (Vastag és Keseru, 2009).

Az egyik legelterjedtebb epitélsejtes modell a Caco-2 huméan bélhamsejtvonal, amely
vastagbél adenokarcindmabol szarmazik és els6sorban a vékonybélben torténé felszivodas
modellezésére hasznaljak. A Caco-2 modell szoros gatat képez, ezért a passziv diffazidval
felszivodo vegyliletek vizsgalatara alkalmas, mint vér-agy gatat helyettesité modell
(Hellinger és mtsai., 2012). A Caco-2 modell hatranya, hogy alacsony P-gp kifejez6dést
mutat, ezért egylittmiikdod partnereink vinblasztin szelekcios kezeléssel kifejlesztettek egy
magas P-gp expressziot mutatd VB-Caco-2 modellt (Hellinger és mtsai., 2010). A
gyogyszeriparban és a kutatasokban a gyodgyszerpenetracio vizsgalatara hasznalatos még a
Madin-Darby kutyavese (MDCK) sejtvonal és ennek a human MDR1 génnel transzfektalt
szubklonja, az MDCK-MDRL1 sejtvonal. Passziv diffuzidés gyogyszerek teszteléseben az
MDCK és az MDCK-MDR1 megfelelé modelleknek bizonyultak gyogyszerjel6ltek
permeabilitasanak eldrejelzésére (Garberg és mtsai., 2005).

Jelent6s elbrelépés a vér-agy gat kutatdsok teriileten a human modellek kifejlesztése
olyan agyi endotélsejtek felhasznalasaval, amelyeket indukalt pluripotens 6ssejtekbol
(Lippmann és mtsai., 2012), vagy ko6ldokzsinorvérbdl szarmazd, CD34" hematopoietikus
6ssejtekbol differenciéltatnak (Cecchelli és mtsai., 2014; Porkolab és mtsai., 2024). Az
6ssejtmodellek hatranya, hogy a tenyésztésiikh6z magas szakértelem sziikséges, illetve a
jelenlegi differenciacids protokollok mellett eddig még nem sikerllt 6tvozni a valodi
endotélsejt tulajdonsagokat az erés gattulajdonsagokkal (Porkoldb és mtsai., 2024).
Ugyanakkor a betegekbdl kinyert dssejtekbdl alkotott modellek lehetdséget adhatnak a
személyre szabott orvoslasnak is (3. abra) (Deli és mtsai., 2024).

Bar jelen értekezésben a vér-agy gat modellek chip tipusait nem érintem, mégis fontosnak
tartom réviden megemliteni a sejttenyészetes modellek ezen tipusat is, mely terlleten
kutatocsoportunk is évek oOta dolgozik (Walter és mtsai., 2016). A vér-agy gat kutatas egyik
fontos tertilete a mikrofluidikai eszkdzok, chip modellek hasznélata (Deli és mtsai., 2024).
Ezek a chip eszkozok a folyadékaramlas lehetdségével a fiziologidshoz hasonld
korulményeket biztositanak. A statikus kulturaval ellentétben ezekben a dinamikus in vitro
vér-agy gat modellekben (4. abra) az endotélsejtek a folyadék aramlasa altal kivaltott
nyirofesziltségnek vannak kitéve, ami a gatfunkciok egyik fontos szabalyozoja (Walter és
mtsai., 2016). A dinamikus modellekben magasabb TEER és alacsonyabb permeabilitas
érhet6 el, bar az egyes modellek nehezen §sszehasonlithatéak (Deli és mtsai., 2024). Ezen
elényok ellenére, a dinamikus in vitro modelleket még nem fogadtak el széles kdrben CNS
gyogyszerjeloltek permeabilitasanak eldrejelzésére a gyogyszeriparban.

A preklinikai kutatasok korai szakaszaban hasznalt és fentebb részletezett in vitro
modellek csak részben kepesek tiukrézni a human vér-agy gat mikodését. A kiilonb6zo
fajokbdl sz&rmazé modellek jelentds kiilonbségeket mutatnak a terapids célpontként
szolgalo sejtfelszini receptorok és traszporterek, valamint a hatdanyagok agyi bejutasat gatlo
efflux pumpéak expresszidjaban, illetve az anionos gyogyszermolekulak szamara
elektrosztatikus gatat alkotd glikokalix réteg esetében (Uchida és mtsai., 2020, Veszelka és
mtsai., 2018). Ezért nagy szlikség van az emberi vér-agy gat komplexitasat a lehetd
legjobban megkozelitd sejttenyészetes modellek kidolgozasara, melyek a kutatdsok korai
fazisdban megbizhatd modon jelezik elére egy hatdanyag lehetséges terdpids sikerét a
Klinikumban.
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1.3. A vér-agy gat szerepe betegségekben

Egyre tobb preklinikai és klinikai bizonyiték van arra, hogy az agyi mikrokapillarisok
sejtjeiben ¢és a kornyezo idegszovet sejtjeiben, vagyis a neurovaszkularis egység szintjén
torténd koros elvaltozdsok masodlagos neurondlis sériilések és neurodegenerativ betegségek
kialakulasahoz vezethetnek (Zhao és mtsai., 2015, Profaci és mtsai., 2020). A vér-agy gat
miikddési zavarait ismerték fel tobbek kozott neurodegeneracios korképekben (Alzheimer-
kor, Parkinson-kor, Huntington-kor), szklerozis multiplexben, agyi trauméakban,
eleme a vér-agy gat miikodési zavara, mely hipoperfuzié-hypoxia kialakulasahoz, a
traszcitozis megvaltozasahoz és az endotélsejtek metabolikus diszfunkcidjahoz vezet (Zhao
és mtsai., 2015; Knox és mtsai., 2022) (5. abra). Az idegsejtek energiaellatasa csokken, a
szoros sejtkapcsolo struktirak séruilnek, a neurotoxikus anyagok bejutdsa megemelkedik az
agyba, és a karos metabolitok kifelé iranyul6 transzportja csokken (Zhao és mtsai., 2015;
Sweeney és mtsai., 2019). A vér-agy gat GLUT1 szallitéfehérjén keresztili glikdztranszport
megvaltozasa gorcsrohamok kialakulasahoz vezethet (Seidner és mtsai., 1998), a LAT1-en
keresztlili aminosavtranszport megvaltozasat autizmus spektrumbetegségben igazoltak
(Tarlungeanu és mtsai., 2016), az MCT8 pajzsmirigyhormon transzportjanak a vér-agy
gaton keresztuli diszfunkcidja pszichomotoros retardéaciés szindromahoz vezethet (Vatine
és mtsai., 2017), de a transzporterek diszfunkcidjahoz kotheté rendellenességek sora még
hosszan folytathatd. Az agyi endotélsejttekkel kodzos bazalis membranon osztozkodd
pericitak karosodasa megnoveli a vér-agy gaton keresztiili nem specifikus transzcitézis
mértékét és a leukocita adhéziés molekuldk expresszidjanak ndvekedéséhez vezet, mely
gyulladasos folyamatokat indit be, glia aktivalédashoz és pro-inflammatorikus citokinek
szekréciojat eredményezi (Armulik és mtsai.,, 2010). A vér-agy gat karosodasa
ionszabalyozasi zavarokat okozhat, amely 6déma kialakulasahoz, megnovekedett
intrakranialis nyoméashoz és neuronalis degeneracidhoz, sejtpusztulashoz vezethet (Zhao és
mtsai., 2015; Profaci és mtsai., 2020).

| FIZIOLOGIAS VER-AGY GAT | PATOLOGIASVER-AGYGAT |
|

ay | cogenit Kiroanths "SR

gy degsait kérosad }%QJ:;’

endotélsejt I 5
5/
- Tl megvaltezott paracellularis
e mee— és transzcellularis transzport

mikroglia

aszirocita

asztrocita végtalpak

bazalis s i
duzzadasa és levalasa

membran

= bericita diszfunkeid
&s sejtpusztulas

v e ’ ) ‘

— /‘ 1 |E'U !(OC,‘ ta b ’%
& atjutas ; ,
- 1 I \) =
P pericita | M
I bazalis membran

|
1

idegset vekonyodas mikroglia aktivalodas

5. &bra. A vér-agy gat karosodasa patologias kortlmenyek kozoétt (Knox és mtsai., 2022 alapjan).
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kdvetkezménye a TJ-komplexek megvaltozasa, a transzportfehérjék és az endocitotikus
transzport mechanizmusok modosuldsa kovetkeztében 1étrejovo permeabilitas ndvekedés,
ami sulyos klinikai kovetkezményeknek, példaul a hemorragias transzformacionak az
eléfutara is lehet (Abdullahi és mtsai., 2018).

A Vvér-agy gat karosodasa sordn maétrix metalloproteindz enzimek szabadulnak fel,
melyek a TJ-fehérjék lebontasaért kozvetleniil feleldsek (Yang és mtsai., 2011). Szamos TJ
fehérje, mint a klaudin-5, okkludin és ZO-1 fehérjék expresszios szintje csokken, és/vagy
lokalizacidja megvaltozik, ami a gatfunkcio karosodasaval jar. Ezzel parhuzamosan az
adherens junkciok is sériilnek a VE-kadherinek mennyiségének csokkenése miatt (Abdullahi
és mtsai., 2018). Az integrinek szintén jelentds szerepet jatszanak a vér-agy gat
bazalis membran alkotéelemeivel (pl. kollagén 1V, fibronektin, laminin, perlekan), ezéltal
szabalyozzadk a veér-agy gat permeabilitasat. A vér-agy gat karosodasakor az integrinek
gyorsan degradaldédnak, ami 06démahoz, gyulladdshoz ezéltal a karosodasok
stlyosbodaséhoz vezet (Abdullahi és mtsai., 2018). A felszabadul6 gyulladasos faktorok
(NO, TNF-a, IL-1B, IL-6) hatasara enzimek aktivalédnak, melyek szdmos vér-agy gat
fehérje foszforilaciojat okozva jelentGs karosodast okoznak. Az intercellularis (ICAM-1) és
a vaszkularis sejtadhézios molekulak (VCAM-1) kifejezédése is jelentés mértékben megnd,
melyek a fehérvérsejtek felszini ligandjaihoz kotddve eldsegitik az aktivalt leukocitak
atjutasat a vér-agy gaton és bejutdsat a kdzponti idegrendszerbe fokozva ezzel a
neuroinflammaéciot (Abdullahi és mtsai., 2018). Mivel szdmos kdzponti idegrendszeri
endotélsejtek és a gatfunkciok megovasa kiemelt fontossagl cél a terdpids kezelésekben
(Sweeney és mtsai., 2016).

A Vér-agy gat mikodési zavarait azonban nemcsak kozponti idegrendszeri
korképekben, hanem mas betegségekben, mint példaul cukorbetegségben is kimutattak mar
(Prasad és mtsai., 2014). Dibéteszben nemcsak a periférias mikroerek karosodnak, hanem
az agyi hajszalerekben a vér-agy gat is zavart szenved. A cukorbetegség volt az els6 olyan
koréllapot, amely esetében igazolodott, hogy a reaktiv karbonilgyokok, mint példaul a
metilglioxal felhalmozddasa sejtkarosodast okoz (Lapolla és mtsai., 2012). A metilglioxal
karositd hatasat szamos mas korképben is kimutattak, mint példaul sziv- és érrendszeri
betegségek (Rabbani és mtsai., 2011), érelmeszesedés (Moheimani és mtsai., 2010), magas
vernyomas (Chang és mitsai.,, 2006), metabolikus szindréma (Liu és mtsai., 2011),
pikkelysomor (Kaur és mtsai., 2013), Oregedés (Beeri és mtsai., 2011), és Alzheimer-kor
esetében (Angeloni és mtsai., 2014) is.

A metilglioxal egy erésen reaktiv endogén metabolit, a glikolizis egyik végterméke,
mely képes fehérjékkel és mas biomolekuldkkal reakciéba lépni. A reakcid
eredményeképpen glikécios végtermékek (AGE) képzdédnek, melyek kulcsfontossagu
szerepet toltenek be a mikrovaszkularis szovédmények kialakuldsaban (Rabbani és mtsai.,
2011). Egyre tobb tanulmany mutatja ki a neuroldgiai rendellenességek és a kognitiv
funkcidk, valamint az AGE-k kozotti 0sszefliggést (Spauwen és mtsai., 2015). A plazma
emelkedett dikarbonilszintje és a hiperglikémia, 6sszefliggésbe hozhat6 kardiovaszkularis
megbetegedésekkel, sztrok esetében pedig elére jelzi annak rosszabb kimenetelét (Lamprea-
Montealegre és mtsai., 2022; Rhein és mtsai., 2023). Ezenkivil az AGE-k mennyisége az
agyban ¢és a liquorban az életkor elérehaladtaval novekszik, az Alzheimer-korban (Ahmed
¢és mtsai., 2005) és a szklerdzis multiplexben (Wetzels és mtsai., 2017) szenved6knél pedig
még magasabb. A metilglioxal részt vesz a vér-agy gat integritdsdnak karosodasaban az 1-
es tipust cukorbetegség modelljében patkanyokban (Alomar és mtsai., 2016), és a
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metilglioxal szint csdkkentés mérsékli az infarktus meretét iszkémias sztrok indukcidjat
kovetden egerekben (Lu és mtsai., 2023). Az egeszséges szervezet fiziologias koriilmenyek
kozott az er6sen citotoxikus metilgioxalt a glioxalaz rendszer és glutation segitségével
igyekszik hatéstalanitani (Berends és mtasi., 2023).

Mig a vér-agy gat k&rosodasa régota ismert az idegrendszeri degenerativ betegségek
kialakulasaban, a stresszel 0Osszefuggésbe hozhatd vér-agy gat miikodési zavarok
neuropszichiatriai betegségek esetében Ujabban felfedezett teriillet. Habar a stressz az élet
részét képezi és megfeleld6 mennyiségben pozitivan hathat a motivaciora és a
teljesitoképességre, az intenziv vagy hosszan tartd stresszhatas kbzismerten hozzajarul mind
az idegrendszeri, mind a neuropszichiatriai rendellenesség kialakulasahoz (Chrousos, 2009).
Széamos epidemioldgiai tanulmany igazolja, hogy a stressz dsszefiiggésben all a demencia
és az idegrendszeri betegségek kialakuldsanak fokozott kockazataval, mint példaul az
Alzheimer-korral vagy pszichiatriai rendellenességek, mint skizofrénia, illetve depresszio
kialakulasaval (Najjar és mtsai.,2013).

Egyre tobb vizsgalat igazolja, hogy a krdonikus stressz neurovaszkularis diszfunkciot
agy gaton, ami permeabilitds fokozddashoz vezet, ezaltal elésegitve az agyi
neuroinflammaciot, neurodegeneraciot, kognitiv, affektiv és viselkedési zavarokat, amelyek
a stresszel kapcsolatos rendellenességeket jellemzik (Welcome és mtsai., 2020). A vér-agy
gat karosodasat irtak le stlyos depresszios rendellenesség esetében (Dion-Albert és mtsai.,
2022), szisztémas lupus erythematosus neuropszichiatriai tiineteiben (Mészaros és mtsai.,
2012) és skizofrénidban is (De Klerk és mtsai., 2011; Bechter, 2013). A vér-agy gat
karosodasa sokszor megeldzi ezeknek a betegségeknek a diagnozisat, ami arra utal, hogy a
kiilonb6zd  stresszorok (pszichologiai, érzelmi, kornyezeti) vér-agy gatra gyakorolt
hatasainak tovabbi vizsgalata fontos tdmpontokat adhat a stresszel Osszefliggd kozponti
idegrendszeri betegségek prognosztikai markereinek azonositdsdhoz és a korai diagn6zishoz
(Welcome €s mtsai., 2020).

Szamos tanulmany vizsgalja, hogy a vaszkularis demencia ¢és az Alzheimer-kor
kozvetlen kapcsolatban all az ateroszklerdzissal, bar az 0sszefliggés pontos részletei még
kutatas targyat képezik (Li és mtsai., 2003). Az iddskori kognitiv hanyatlas gyakori kivalto
oka a koros zsiranyagcsere elvaltozasok (diszlipidémia) és ennek kovetkezményeként
kialakul6 ateroszklerdzis (Huang és mtsai., 2021). Az ateroszklerozis, vagy érelmeszesedés
kronikus gyulladas, mely sordn a vérerek belsé falan lerakddasok, vagy plakkok alakulnak
ki. A plakkokban alacsony stirtiségli lipoproteinek (LDL), oxidalt lipoproteinek ¢&s
koleszterin halmozdédik fel (Huang és mtsai.,, 2021). A szérum-LDL-koleszterinszint
megemelkedése érelmeszesedés kialakulasdhoz, hosszutavon pedig kardiovaszkularis és
cerebrovaszkularis rendellenességekhez vezethet.

Az apolipoprotein B-100 (APOB-100) egy nagyméretii glikoprotein (512 kDa), amely
a plazméban kering, mint az LDL ¢és a nagyon alacsony stirtiségli lipoproteinek (VLDL) 6
fehérjekomponense. Az APOB-100 indukalta hiperlipidémia és ateroszklerdzis nemcsak a
sziv és érrendszeri, hanem a cerebrovaszkularis rendszert is €rinti (Siile és mtsai., 2009;
Martins és mtsai., 2009), ezaltal hozzajarul a neurodegenerativ betegségek kialakulasahoz
(Martins és mtsai. 2009).

Szamos vizsgalat kimutatta, hogy az APOB-100 koncentracidja emelkedett az
Alzheimer-koros betegek szérumdban (Caramelli és mtsai., 1999; Sabbagh és mtsai., 2004),
ami korreldl az amiloid-B lerakodassal a betegek agyaban (Kuo és mtsai., 1998). A
koleszterin és az apolipoprotein felhalmozodast az érett amiloid plakkokban igazoltdk mind
az Alzheimer-koros betegek agyaban, mind pedig allatmodellekben (Puglielli és mtsai.,
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2003). Mivel az ateroszklerdzis gyakran az agyi keringést ellato artériakat is érinti, az altala
okozott érrendszeri diszfunkcio a vér-agy gat miikodési zavarahoz, gyulladashoz, és az
amiloid-B peptidek karosodott agyi kiuruléséhez vezet, majd végil neurovaszkularis
diszfunkcioval végzddik (Stahr és Valkina, 2022).

A hiperkoleszterinémia ¢és a hipertrigliceridémia hatdsara kialakulo ateroszklerozis
okozta vér-agy gat karosodasok vizsgalatara olyan transzgenikus egereket hasznaltunk,
amelyek a human APOB-100 fehérjét taltermelik a kiilonbozé szovetekben, példaul a
majban, a szivben €s az agyban (Lénart €s mtsai., 2015; Hoyk és mtsai., 2018). Az LDL- és
VLDL-frakciok HDL-hez viszonyitott magasabb ardnya e transzgénikus allatok vérében
hasonlé a human plazma lipoprotein profiljahoz, ezért ez az egértorzs megfeleld modell a
hiperkoleszterinémia ¢és hipertrigliceridémia okozta cerebrovaszkularis sériilések
tanulmanyozasara (Csont és mtsai., 2007; Hohk és mtsai., 2018).

A fentebb emlitett példak is jol szemléltetik, hogy a vér-agy gat miikodési zavarai €s
annak hatterében all6 pontos mechanizmusok az egyes betegségek kialakuldsédban és
progresszidjaban, valamint a neurovaszkularis egyseg sejtjeinek gyogyulasban betdltott
szerepe kulcsfontossagu, intenziven kutatott terlilet, amely még szamos megvalaszolatlan
kérdést tartogat.

1.4. Az agyi gyogyszerbejuttatas hatekonysaganak novelésére alkalmas modszerek

A vér-agy gat az agy egyik legfontosabb védelmi rendszere az idegen anyagokkal,
(xenobiotikumokkal), patogén mikroorganizmusokkal és egyéb, a szisztémas keringésbol
szarmazo inzultusokkal szemben. Azonban ugyanazok a mechanizmusok, amelyek a
kdzponti idegrendszert vedik, a gyogyszerek agyba jutasat is korlatozzak igy a
gyégyszerhatéanyagok jelentds része nem képes megfeleld mértékben atjutni a vér-agy
gaton, ezért Uj gyogyszerbeviteli modszerek kidolgozasara van sziikség (Banks, 2016). A
hatéanyagok agyi bejuttatasara harom fébb stratégia all rendelkezésre (6. abra): (1) a vér-
agy gat megkerilése, (2) a vér-agy gat miikodésének megvaltoztatasa és (3) a vér-agy gat
transzportitvonalainak kihasznalasa (Veszelka és mtsai, 2015).

Az agyi gyogyszerbevitel f6bb stratégiai

A vér-agy gat A ver-agy gat A ver-agy gat
meakeriilé miikédésének transzportutvonalainak
gkeriilése ; - : b
megvaltoztatasa kihasznalasa
e kozvetlen bevitel e szoros kapcsolatok e hatéanyagok fiziko-kémiai
megnyitasa tulajdonsagainak megvaltoztatasa
e nazalis Gtvonal o efflux pumpak gatlasa * hatdéanyagok célzott hordozéhoz
kotése

6. abra. Az agyi gyogyszerbejuttatas fokozasanak lehetdségei (Veszelka és mtsai., 2015).

A vér-agy gat megkerilésének egyik lehetséges modja a hatéanyagok kézvetlenil az
agyi parenchimaba vagy agyi folyadéktérbe juttatasa invaziv eljarasokkal (6. abra). Bar ez a
kozvetlen modszer viszonylag pontos dozis beadasat teszi lehetdvé és minimalis szisztémas
toxicitast okoz, a fertdzések magas kockdzataval jar, specidlis orvosi centrumokat s magas
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szakértelmet igényel és nem praktikus olyan gydgyszerek esetében, amelyeket kronikusan
kell adni. Ezenkivil a gyégyszerek rosszul széllitodnak a liquorbdl az agyba és az
agyszdveten beldli lassu diff0zio is korlatozza az alkalmazott gyogyszerek hatékonysagat
(Veszelka és mtsai., 2015; Deli., 2011).

A vér-agy gat megkeriilésének masik, nem invaziv lehetséges madja a hatéanyagok
agyi bejuttatasara a nazalis atvonal, mely soran az orrliireg hAmrétegén &t a hatdéanyagok a
szagloham idegsejtjeinek nyulvanyai mentén képesek az agyba jutni (I1llum, 2012). A nazélis
gyogyszerbevitel elénye, hogy konnyen kivitelezhetd, gyors felszivodast biztosit és
elkertlheti a maj és a vese ugynevezett ,.first pass” metabolizmusat, mely a gyogyszerek
gyors eliminalasaért felelds (Veszelka és mtsai., 2015; Deli., 2011). Hatranya azonban, hogy
az orrnyalkahartya mukociliaris mechanizmusa akadalyozza a hatéanyagok megfelel6
felszivodadasat (Wolburg és mtsai, 2008), ezért ennek kivédésére mukoadheziv
gyogyszerformulak fejlesztésére van szikség (Horvat és mtsai, 2009). Bar a nazélis
gybgyszerbevitel kapcsan végzett kisérleteim nem témaéja jelen értekezésemnek, mégis meg
kell emlitenem, hogy egyiittm{ik6d6 partnereinkkel szamos eredményt kozoltiink ezen a
terlileten, mely soran beéllitottuk a nazalis barrier epitélsejtes modelljét, mukoadheziv
anyagokat vizsgaltunk, gyogyszerhatdanyagot (meloxikam) és nanopartikulumokat (NP)
teszteltink in vitro és in vivo modellekben (Katona és mtsai., 2021; Akel és mtsai., 2021;
Horvath és mtsai., 2016; Kirti és mtsai., 2013; Kurti és mtsai., 2012; Sipos és mtsai., 2010;
Horvéth és mtsai., 2009).

Mivel az agyi endotélsejtek kdzotti szoros sejtkapcsolo stukturak és az efflux pumpak
a két 6 vér-agy gat funkcio, amelyek korlatozzak a gyogyszerek agyba jutasat, a vér-agy
gat megkerulése mellett a masik lehetséges agyi gydgyszerbeviteli stratégia ezen fehérjék
modositasa (6. abra) (Deli, 2011; Veszelka és mtsai., 2015, Deli, 2009). A TJ-k megnyitasa
fokuszalt ultrahang segitsegével (Carpentier és mtsai., 2016) és hiperozmotikus mannitollal
(Neuwelt és mtsai., 2008) agydaganatos betegeknél a vér-agy gat ateresztéképességének
atmeneti és reverzibilis novekedését és a kemoterapias szerek agyba valo jobb bejutasat
eredményezi. Sajat kisérletes eredményeinkben mi is igazolni tudtuk, hogy révid szénlancu
alkilglicerolok (Hulper és mtsai., 2013) és specifikus TJ modulator peptidek (Bocsik és
mtsai., 2016) szintén képesek a vér-agy gat interendoteliélis sejtkapcsolatainak reverzibilis
megnyitasat eléidézni.

A vér-agy gat efflux pumpainak koszonhetden, melyek a kéros és idegen anyagokat
az agybol a vérbe pumpaljak ki, az idegrendszeri betegségek, koztiik az agydaganatok és a
farmakorezisztens epilepszia gydgyszeres kezelése komoly terapias kihivast jelent (Deli,
2011). Az effluxpumpa-gatlok, mint példaul P-gp expressziojat gatlé szerek potencialisan
novelhetnék az antiepileptikumok vagy kemoterapias szerek kozponti idegrendszeri
bejutasat, de a szisztémas és idegrendszeri mellékhatasokkal kapcsolatos problémak miatt
ez a megkozelités jelenleg nem realis a klinikai kezelésben (Potschka, 2010).

A legintenzivebben kutatott agyi gyogyszerbeviteli stratégia a vér-agy gat fiziologias
transzportdtvonalainak kiaknazasa (6. abra) (Veszelka és mtsai., 2015; Deli, 2011,
Pardridge, 2015) A hatdanyagok fiziko-kémiai tulajdonsagainak valtoztatasa, példaul
kationizalasa fokozhatja az agyi bejutast. Az agyi endotélsejtek luminalis felszinén a
glikokalyx altal létrehozott erés negativ feliileti toltés csokkenti a negativ toltésii
gyogyszermolekulak vagy nanorészecskék sejtfelvételét, és kedvez a kationos molekulak
bejutasanak az adszorptiv-medialt transzcitozis révén (Hervé és mtsai., 2008, Walter és
mtsai., 2021). A lipidoldékonysag fokozasaval szintén novelheté a vér-agy gaton vald
atjutds, de ezzel egydtt a hatéanyagok periférias szervekben valo felvétele is megnd, ami
végso soron csokkent agyi bejutashoz vezet (Banks, 2009).

Igéretes, és az utobbi években igen aktivan kutatott lehetéség a hatdanyagok agyi
bevitelének ndvelesere a vér-agy gat receptor-medialt, illetve karrier-mediélt transzcitozis
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transzportdtvonalainak kihasznalasa. A vér-agy gaton athaladé biomolekulak, mint példaul
az inzulin, a transzferrin vagy az alacsony siriiségli lipoprotein receptora, az alacsony
stiriségli lipoprotein receptor-kapcsolt fehérje 1 (LRP1,-2), a leptin receptorok
nagymertékben expresszalddnak a vér-agy gaton, és széles korben jellemezték és tesztelték
6ket nagy biomolekuldk vagy nanorészecskék célzott agyi bejuttatasara (Pardridge, 2015,
Mahringer és mtsai., 2021). A transzporterek egyik legnagyobb csalddja, a kordbban méar
emlitett tapanyagokat szallit6 SLC fehérjéke, melyeken keresztil klinikailag hasznalt
gyogyszerek is képesek atjutni a vér-agy gaton (Deli, 2011). A gydgyszermolekuldk
kozvetleniil is kotédhetnek a vér-agy gat transzportereihez és receptoraihoz, vagy igértes
modszer a hatéanyagok agyi bejuttataséra, ha hordozéhoz, példaul nanorészecskékhez
kotjiik 6ket. A nanohordozdk felszinére a vér-agy gat kiilonboz6 szallitofehérjéit célozni
képes ligandokat kétve pedig megndvelhetjik az agyi bejutas specificitasat (Rask-Andersen
és mtsai., 2013; Mahringer és mtsai., 2021, Wu és mtsai., 2023).

1.4.1. Nanorészecskék agyi gydgyszerbejuttatasra

A nanoméretli hatéanyag hordozdrendszerek, a nanorészecskék alkalmazasa, mint
potencialis lehet0ség a vér-agy gaton keresztuli hatékony gydgyszeratjuttatasra rendkivil
intenziven kutatott terllet (Rask-Andersen és mtsai., 2013; Kreuter, 2014; Mahringer és
mtsai., 2021, Wu és mtsai., 2023). Az orvosbioldgiai kutatasokban széles korben vizsgalt
nanohordozok a lipid, polimer és fém nanorészecskék (7. dbra), melyek legfontosabb
tulajdonsagait a 1. tdblazat foglalja 0ssze.

hidrofil, hidrofil,

g :.- folyékony e

folyékony

Szilard - lipid Nioszéma
hanorészecske
Polimer Fém
nanorészecske nanorészecske

7. abra. Nanohordozok tipusai (Gessner és mtsai., 2020 alapjan).

A liposzémak olyan vezikularis nanorészecskék, amelyek falat a sejtmembranokéhoz
hasonl6 egy vagy tobb foszfolipid kettdsréteg alkotja, amelyek szfingomielinbdl, foszfatidil-
kolinbdl vagy glicerofoszfolipidekbdl allnak (Mc Carthy és mtsai., 2015). A liposzomak
elénye, hogy biokompatibilisek és nem immunogének. A hidrofil gyogyszerek a vizes magi
régidba, mig a lipofil gyogyszerek a liposzomak foszfolipid kettds rétegébe zarhatok be. A
hagyomanyos liposzoméak alkalmazasat korlatozza a hatéanyag-felszabadulas gyenge
szabalyozhatosaga, az alacsony tarolasi stabilitds és a keringésbdl valo gyors elimindlodas
(Wu és mtsai.,, 2023). A részecskeméret csokkentése (<100 nm) vagy a felulet
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polietilénglikollal (PEG) torténd moddositasa a keringési id6 meghosszabbodasat
eredményezi.

1. téblazat. Az orvsobioldgiai kutatdsokban leggyakrabban viszgalt nanorészecskék tipusai és
tulajdonsagai (Veszelka és mtsai., 2015 alapjan).

NP Osszetétel Meéret Elény Hatrany
Kicsi unilamellaris Mind zsiroldékon
Hidrofil magi rész <100 nm Y Nem kontrollalt

mind vizoldékony

foszfolipid Nagy unilamellaris hatéanyagleadas,

HIgeereliie) membrannal >100 nm hatoanyag ‘o alacsony tarolési
et . - becsomagolasara L
kortlveve Multilamellaris stabilitas
alkalmas
>500 nm
Hidroféb magi rész Alacsony toxicitas, Csak
trigliceridekkel, magas hatéanyag zsiroldékony,
Szilard lipid | viszokkal és 10-500 nm szallitasi kapacitas, hatéanyag
zsirsavakkal kontrollalt becsomagolasara
koriilvéve hatéanyagleadas alkalmas
. Kevéshé oxidalodik,
Nem-ionos

Nioszéma feltletaktiv anyagok | 100-300 nm stabilabb, hosszabb AR

és koleszterin eItathatéség, hatbéanyagleadas
olcsébb

Természetes vagy Magas stabilitas az Toxikus

Polimer szintetikus 10-1000 nm enzimatikus hidrolitikus

polimerek lebontéassal szemben | bomlastermékek
Arany és titanium Arany és titanium
NP-k: inert, ultra kis | NP-k:

) Arany, titanium mé:re_zt, eln.yeli_és karcinq_genités
Fém vagy \;as—oxidok 1-100 nm szorja a kozeli felmerdl

infravoros fényt Vas NP-k:
Vas NP-k: oxidativ stressz
paramagnesesek kivaltasa

A szilard lipid nanorészecskék altalaban trigliceridekbdl, zsirsavakbol és viaszokbol
allnak. Mas nanorészecskékkel szemben eldnylik az alacsonyabb toxicitds, a nagy
hatdanyag-t61t6 kapacitas és a kontrollalt hatoanyagfelszabadulas (Veszelka és mtsai, 2015).
A liposzdmakkal ellentétben azonban csak hidroféb hatéanyagokat képesek kapszulazni,
ami Kkorlatozza alkalmazhatésdgukat (Mc Carthy és mtsai. 2015). A szolid lipid
nanorészecskék kiilsd felszinének poliszorbat 80-nal torténd bevonata eldsegiti az
apolipoprotein-E (ApoE) adszorpcidjat, amely az agyi endotélsejtek LDL receptorahoz
kotédve igy elOsegiti a szilard lipid nanorészecskék agyba torténd felvételét (Goppert €s
mtsai. 2005).

A nem-ionos feliiletaktiv anyagokbdl ¢és koleszterinbdl felépiild vezikularis
nanorészecskék, vagy nioszoOmak a liposzomakkal ellentétben kevésbé oxidalodnak,
stabilabbak, hosszabb ideig tarolhatok, illetve koltséghatékonyabb az eldallitasuk
(Abdelkader és mtsai., 2014). A nioszOmak pozitivuma tovabba, hogy feliiletaktiv
anyagaiknak koszonhetden, fokozhatjdk a sejtmembran fluiditdsat, ami eldsegitheti a
sejtfelvételiiket (Mészdros és mtsai., 2018; Veszelka és mtsai., 2022), valamint felsziniik
konnyen funkcionalzalhato célzomolekulakkal.

A kiilonb6z6 biopolimerek koziil a poli-(tej-ko-glikolsav) (PLGA), a poli-tejsav
(PLA), a poli-e-kaprolakton (PCL), a poli- L-glutaminsav (PLG), a kitozan, a zselatin és a
poli-butilcinaoakrildtok (PBCA) néhdny a biologiailag lebomld biopolimer koézil,
amelyeket nanohordozok anyagaként hasznalnak gyogyszerek agyba juttatasara (Kreuter,
2014). A polimer nanorészecskék stabilabbak, mint a vezikularis nanohordozok, és
hatékonyabban képesek megvedeni toltetiiket az enzimatikus degradaciotél (Mc Carthy és
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mtsai., 2015). Ezeket a polimer nanorészecskéket széles korben tanulmanyoztak, hogy
megallapitsak a nanorészecskék mérete, feluleti bevonata, toltése, célzéligandjai és vér-agy
gaton valo atjutasi képessege kozotti kapcsolatot (Kreuter, 2014). A szintetikus polimer
nanorészecskekkel elért eredmények azt mutatjak, hogy sikeresen célozhatok a vér-agy
gaton valo atjutasra és az agyba valo bejutasra (Kreuter, 2014). A PBCA nanorészecskék
hidrolizis utjan torténd lebomlasa toxikus metabolitok keletkezéséhez vezet, ezért agyi
bejuttatasra elényosebb a PLA, PLGA (Akel és mtsai., 2021), PLG (Mészaros és mtsai.,
2023) nanorészecskék hasznalata, mely utobbiakat kisérleteinkben mi is teszteltiink.

A fém NP-k kozul a kézponti idegrendszerbe torténd bevitelhez az arany, a titan és a
vas-oxid részecskéket hasznaljak a leggyakrabban (Mc Carthy és mtsai., 2015). Az arany
nanorészecskek inertek, és extrém kis méretben (1-10 nm) is el6allithatok. J6 fényelnyelési
és elektrondenz tulajdonsagaiknak koszonhet6en a diagnosztikaban elészeretettel hasznaljak
(Veszelka és mtsai.,, 2015). A vas-oxid nanorészecskéket szamos az agyat célzd
biomedicinalis alkalmazasban vizsgaljak, mint a képalkotas vagy a tumorterapia (Ito és
mtsai., 2005). Szuperparamagneses tulajdonsagaik lehet6vé teszik a nanorészecskék
magneses rezonancias képalkotd eljarassal torténd nyomon kovetését, valamint a célzott
agyi bejuttatdst magneses tér segitsegével. Bar a fém nanorészecskék altalaban
biztonsagosnak tekinthetdk, az arany és a titan nanorészecskék rakkeltd hatasa vitatott, a vas
és ezlist nanorészecskék pedig oxidativ stresszt okozhatnak (Ito és mtsai., 2005).

Az agyi gyogyszerbejuttatisra tervezett idedlis nanohordozd tulajdosnégai, hogy
szelektiv célzas révén hatékonyan jusson at a vér-agy gaton, megvédje a hordozott
hatéanyagot az enzimatikus degradaciotdl, féléletideje a keringésben hosszl legyen,
szabalyozott hatéanyagfelszabadulast mutasson, ne ko6tédjon efflux pumpakhoz, alacsony
immunogenitasu, biokompatibilitas és biodegradabilis legyen (Mc Carthy és mtsai., 2015).
Bar nincs olyan hordoz6, amelyik minden fenti kdvetelményeknek maradéktalanul
megfelelne egyre tébb nanorészecske keril a klinikai kiprobalasok fazisaba, mint példaul a
célzott liposzomak is (Gaillard és mtsai. 2014; Mc Carthy és mtsai. 2015). A periférias
tumorok kezelésére kifejleztett liposzomalis doxorubicin (Barenholz, 2012) FDA
engedélyeztetése 6ta pedig rohamosan nd a kiilonb6zd nanohordozdkat teszteld klinikai
vizsgalatoknak szama a kozponti idegrendszeri betegségek esetében is (Anselmo és
Mitragotri, 2019).

A keringésbe juttatott nanorészecskék tobb szervben, a majban, vesében, 1épben is
csapdazodhatnak, ezért megfeleld agyi bejutasukhoz specifikus célzasra van sziikség
(Saraiva és mtsai., 2016). A nanorészecskék felszinéhez kotott célzomolekuldk rendkiviil
sokfélék lehetnek, melyek leggyakrabban az agyi endotélsejtek lumindlis membranjaban
elhelyezkedd transzporterekhez vagy receptorokhoz képesek kotddni, ezaltal molekularis
trojai falovakként juttatjak at a szallitott hatdanyagot a vér-agy géaton (Pardridge, 2002).
Preklinikai vizsgélatokban a liposzomak felszinehez kotott célzomolekulak koziil az egyik
legsikeresebbnek az antioxidans tripeptid glutation (GSH) bizonyult (Gaillard, 2016). Noha
molekuldrisan azonositott transzportereit agyi endotélsejtekben még nem irtdk le, a
glutationnal célzott PEGilalt liposzOma hatékonysagat szamos vizsgalatban mar
bizonyitottak, mint példaul metilprednizolon agyba juttatdsara a szklerdzis multiplex
patkanymodelljében (Gaillard és mtsai., 2012) vagy doxorubicin bevitelére agydaganatos
egerekben (Gaillard és mtsai., 2014).

A nanorészecskékkel kapcsolatos kutatasok egyik f6 irdnya a kdzponti idegrendszeri
betegségek terdpidjaban alkalmazhato, célzott nanohordozéval formulélt gyogyszerek
kifejlesztése.
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2. KUTATASI CELOK

A PhD megszerzése utan kutatdomunkdm fokusza a kovetkezd harom nagy teriilet
vizsgalatara iranyult:

2.1. A vér-agy géat vizsgélatara alkalmas sejttenyészetes modellek jellemzése és
6sszehasonlitasa

(1) Célul tiztiik ki, hogy részletesen dsszehasonlitsuk az in situ anatomiai helyzetet jol
modellezd, nagy komplexitasu, az agyi mikrovaszkularis endotélsejtek, pericitak, valamint
gliasejtek primer tenyészeteibdl Iétrehozott, harom sejttipusbdl allo vér-agy gat modellt
(EPA) és a vér-agy gatat helyettesit6 epitélsejt alapi modellek (Caco-2 human bélepitélsejt,
P-glikoproteint expresszalo vinblasztin kezelt VB-Caco-2, és kutya veseepitélsejt MDCK és
elényeit és hatranyait gyogyszerek agyi bejutdsanak vizsgalatdban (Hellinger és mtsai.,
2012).

(2) Az agyi endotélsejtes vér-agy gat és a helyettesitd epitélsejtes modellek
Osszehasonlitasat kibovitettiik, és a kordbban vizsgalt EPA és epitélsejtes modellek (Caco-
2, VB-Caco-2, MDCK-MDR1) mellett a patkdny GP8, RBE4 és a human agyi endotél D3
és D3L sejtvonalakat is bevontuk vizsgalatainkba, igy 6sszesen 9 sejttenyészetes modellt
hasonlitottunk dssze. A sejttenyészetek morfoldgiai tulajdonsagai mellett a vér-agy gat
mitkodése szempontjabdl kulcsfontossagn TJ fehérjék, SLC és ABC transzporterek és
gyogyszereket  metabolizdld6 enzimek  génjeinek  expressziés  mintazatat s
0sszehasonlitottuk, valamint megvizsgaltuk, hogy van-e kilonbség a kiilonboz6
gyogyszerhatdanyagok atjutasaban az egyes modelleken (Veszelka és mtsai., 2018).

2.2. A vér-agy gat seriléseinek vizsgalata kiilonb6z6 patologias modellekben

A vér-agy gat szdmos betegségben séril, gat funkcidja meggyengul, ateresztéképessége
megnd, az agyat védo es taplalé mechanizmusai romlanak, ami hozzajarul az idegsejtek
karosodasadhoz és sejtpusztulasahoz, ezért a kozponti idegrendszer miikodése is zavart
szenved. A vér-agy gat miikodésének megértése ¢és a kiilonbozé betegségmodellekben a
gatmiikodés sériiléseinek vizsgalata ezért kulcsfontossag, hiszen a vér-agy gat sejtjei
terapids célpontként szolgalhatnak ezeknek a betegségekeknek a gyogyitasaban. Eddigi
kutatomunkam soran szdmos betegségmodellben vizsgaltam a vér-agy gat miikodésének
valtozésait és kerestem az agyi endotélsejteken védoéhatast kifejt6 molekulékat,
hatéanyagokat.

Jelen értekezésemben ezen munkaink kozil részletesen bemutatom, hogy:

(3) milyen karosodéast okoz a karbonil stresszt kivaltdo metilglioxal agyi endotélsejteken
(To6th és mtsai., 2014a);

(4) a neuroprotektiv hatdsu edaravon kezelés képes-e megvédeni a vér-agy gat sejtjeit a
metilglioxal okozta karosodassal szemben (Téth és mtsai., 2014b);
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(5) a kronikus stressz milyen sérilést valt ki a vér-agy gat sejtjeiben (Santha és mtsai.,
2016);

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

2.3. A hatékonyabb agyi gyogyszerbejuttatas lehetoségeinek vizsgalata

A Vvér-agy gat védé mechanizmusainak koszonhetben az agyi gyogyszerbejuttatas
hatékonysaganak fokozasa nagy kihivast jelent. Mivel a gyogyszerek jelentés része nem
képes megfelel6 mértékben atjutni a vér-agy gaton, Uj stratégiak kifejlesztésére van sziikség
(Veszelka és mtsai., 2015). Kutatdbmunkam soran szamos gyogyszerbeviteli mddszert
vizsgaltam, ezek kozul ebben az értekezésben az agyi endotélsejtek kdzotti szoros
sejtkapcsolatok modositasat és reverzibilis megnyitasat (7-9), valamint a vér-agy gatat célzé
nanoméretli hordozorendszerek hatékonysaganak vizsgalatat (10-18) mutatom be.

(7) Kiserleteink soran arra kerestik a valaszt, hogy a TJ modulator peptidek képesek-e
a Vér-agy gat modell ateresztéképességét fokozni és ezzel az agyi gyogyszerbejutattast
névelni (Bocsik és mtsai., 2016).

(8) Megvizsgaltuk, hogy a szoros sejtkapcsolatok fehérjéi kdzil a klaudin-5-re tervezett
maodositd peptid segitségével lehetséges-e reverzibilis modon novelni a vér-agy géat
permeabilitasat (Dithmer és mtsai., 2017);

(9) Megvizsgaltuk, hogy a kismolekula kemoterdpia 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 hatéanyagot szallité szilard lipid nanorészecskék képesek-e az
agyi endotélsejtek receptor-medialt transzportitvonalat kihasznalva atjutni a vér-agy gaton
(Topal és mtsai., 2021);

(11) Megvizsgaltuk, hogy az agyi endotélsejtek adszorptiv-medialt transzportitvonalat
célz6, PepH3 peptiddel funkcionalizalt, amiloid-B ellenes ellenanyagot szallitd
nanorészecskék képesek-e a vér-agy gaton atjutni és ha igen, milyen mechanizmusokkal
(Szecskéd és mtsai, 2025);

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

(13) Célul thztik ki, hogy Osszehasonlitsuk a glutationnal célzott nanorészecskek
atjutasat a hematopoetikus Gssejtekbdl differencialtatott, gyenge gattulajdonsagokkal
rendelkezé human veér-agy gat sejttenyeszetes modellen, valamint ennek a modellnek a
cARLA molekula kombinaci6 kezeléssel erdsitett valtozatan (Porkolab és mtsai., 2024);

(14) Megvizsgaltuk optikai lézercsipesz mddszerrel, hogy a célzéligand glutation milyen
erosséggel képes az €16 agyi endotélsejtek felszinéhez kotddni (Fekete és mtsai., 2021);

(15) Kerestiik a valaszt arra vonatkozéan, hogy az agyi endotélsejtek SLC
transzportereihez kotédni képes, alaninnal, glutationnal, valamint glikézanaloggal, mint
célzoliganddal funkcionalizalt vezikularis nanorészecskék képesek-e atjuttatni a
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biomolekula modellanyagot a vér-agy gaton, valamint hatékonyabbak-e a kétszeres
ligandkombinaciokkal célzott nanorészecskék az egyszeres ligandokkal jel6lt
nanorészecskekhez képest a sejtfelvétel és vér-agy gat atjutas szempontjabdl (Mészaros és
mtsai., 2018);

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

(17) Arra kerestiik a valaszt, hogy az altalunk legjobbnak talalt alanin-glutation vér-agy
gatat célzo kettés molekulakombinacié képes-e eldsegiteni a hatékonyabb vér-agy gat
atjutast és az agyi organoidokba vald bejutast a nanorészecskék anyagatdl fiiggetlenil,
nemcsak vezikularis, hanem mas tipusu, példaul polipeptid nanohordozok esetében is
(Mészaros és mtsai., 2023);

(18) Tanulmanyoztuk, hogy a glutation, leucin és aszkorbinsav harmas kombinaciojaval
celzott nanopartikulumok képesek-e hatékonyabban atjutni a vér-agy gaton es ha igen,
milyen mechanizmussal, valamint a vér-agy gaton atjutott részecskék képesek-e bejutni agyi
organoidokba (Veszelka és mtsai., 2022).
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3. MODSZEREK

Az értekezés alapjat képezd kozleményekben hasznalt modszerek koziil csak a
legfontosabbakat foglalom Gssze roviden. Az alkalmazott modszerek részletes leirasa
megtalalhat6 a hivatkozott cikkeinkben.

3.1. Vegyszerek

Minden vegyszer és reagens beszerzési forrasa, hacsak masképpen nem jeldltik, a
Merck Magyarorszag Kft.

3.2. Sejttenyészetek

Patkany primer agyi endotélsejtek, pericitak és gliasejtek tenyésztése

Primer endotél és pericita sejtkultarak tenyésztéséhez agyi mikroereket izolaltunk négy
hetes Wistar patkanyokbol (Veszelka és mtsai., 2018, Mészaros és mtsai., 2018). Az allatokat
tulaltatast kovetden dekapitaltuk, majd az agyakat kivettiik és jéghideg foszfat puffert (PBS)
tartalmazo Petri-csészébe helyeztiik. Szlir6papir segitségével eltavolitottuk a fehérallomany
egy részét, az agyhartyakat és a plexus choroideust. Az 6sszegyiijtott agyszovetet szikével
Osszevagtuk és pipettaval mechanikailag disszocialtuk, majd 1 mg/ml kollagenaz Il és
15 pg/ml DNaz | (Roche, Svajc) enzimeket tartalmazd Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12, Gibco, Amerikai Egyesilt Allamok)
tapfolyadékban 55 percen keresztul 37 °C -on emésztettik. Az inkubacié végen a
mikroereket 20% borju szérum (FBS)/DMEM/F-12 gradiensen haromszori centrifugalassal
(1000 g, 20 perc, 4 °C) elvalasztottuk a mielines feliiliszotol. Az 6sszegytijtott pelletekben
talalhaté mikroereket tovabbi 1 mg/ml kollagenaz-diszpaz (Roche, Svajc) és 15 pg/ml DNaz
I enzimes kezeléssel 37 °C-on 35 percen keresztll emészettik. A mikroereket ezutan 33%-
0s Percoll-gradiensen torténd centrifugalassal (1000g, 10 perc, 4 °C) valasztottuk el a
vorosvértesteket a fennmaradd mielintdl, ezutdn tapfolyadékban kétszer mostuk ¢és
szélesztettlk.

Az agyi endotélsejtek és pericitak tenyésztésére eltérd koriilményeket alkalmaztunk. A
primer agyi endotélsejt tenyészetekhez a mikroereket IV. tipusu kollagén (100 pg/ml) és
fibronektin (25 pg/ml) elegyével bevont steril Petri-csészékbe (Corning Costar, Amerikai
Egyesiilt Allamok) szélesztettiik. A sejteket DMEM/F-12-t, 15% borjuplazmabol készitett
szérumot (PDS, First Link, Egyesult Kiralysag), 10 mM HEPES-t, 100 pg/ml heparint, 5
pg/ml inzulint, 5 pg/ml transzferrint, 5 ng/ml natrium-szelenitet (ITS, Pan-Biotech Gmbh.,
Németorszag), 1 ng/ml bazikus fibroblaszt névekedési faktort (0FGF, Roche, Svajc) és 50
pg/mL gentamicint tartalmazé tapfolyadékban novesztettiik (37 °C, 5% CO2). Az elsé harom
napban a tapfolyadékhoz 3 pg/ml puromicint adtunk, hogy tiszta endotélsejt tenyészeteket
hozzunk létre. A tenyésztés harmadik napjatol a tapfolyadék szérumtartalmat a kezdeti 15%-
rol 10%-ra csokkentettiik. A sejteket 90%-0s konfluencia szint elérése utan passzaltuk
kisérleti felszinekre.

A primer agyi pericitak tenyésztéséhez a mikroereket I'V tipust kollagénnel (100 pg/ml)
bevont Petri-csészékbe (VWR International, Amerikai Egyesiilt Allamok) szélesztettiik, és
alacsony (1 g/L) glikoz tartalmu DMEM-t, 10% FBS (Pan-Biotech GmbH, Németorszag)
¢és 50 pg/mL gentamicint tartalmazo tapfolyadékban tenyésztettiik. A tisztasaguk novelése
érdekében az izolalas utan kétszer passzaltuk ket IV. tipusu kollagénnel (100 pg/ml) bevont
felszinekre.

Az asztroglia tenyészet létrehozdsahoz egynapos Wistar patkanyokat hasznltunk,
melyeket tulaltatas utan dekapitaltunk. Az agyak kiemelése utan PBS-sel megnedvesitett
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szlir6papir segitségével eltavolitottuk az agyhartydkat. Az agyszovetet 21G atméroja
fecskendétiivel mechanikailag disszocidltuk. A kapott szuszpenziot 40 pm-es nylonsziirén
atszurtik, centrifugaltuk (700 g, 7 perc), majd a feltilUsz6 ledntése utan a keletkezett pelletet
DMEM-¢et és 10% FBS-t tartalmazo tapfolyadékban bevonatlan 75 cm? feliiletéi miianyag
tenyésztoflaskakba (TPP Techno Plastic Products AG, Svijc) szélesztettiik. A konfluens
allapot elérése utan az asztrocitakat tovabbi 2 hétig tartottuk fenn mieldtt felhasznaltuk dket
a kisérleteinkhez.

Agyi endotél sejtvonalak és borju pericita sejtvonal tenyésztése

A GP8 egy SV40 large T immortalizalt patkany agyi endotélsejtvonal, melyet Dr.
John Greenwoodtol (University College London, UK) kaptunk ajandékba. Ezeket a sejteket
15% PDS-t, 100 ng/ml heparint, 1 ng/ml bFGF-t és 50 pg/ml geneticint tartalmazé
DMEM/F-12 tapfolyadékban tenyésztettiink (Veszelka és mtsai., 2018).

Az RBE4 pE1A-neo plazmiddal immortalizalt patkany agyi endotélsejtvonal, melyet
Dr. Pierre-Olivier Couraud-tél (Institut Cochin, Paris, France) kaptunk ajandékba. A sejteket
DMEM/F-12 tapfolyadékban 10% FBS-t, 1 ng/ml bFGF-t és 50 pg/ml geneticint tartalmazo
tapfolyadékban tenyesztettink. A  sejteket patkanyfarok kollagénnel  bevont
tenyésztéedényekben, 30 és 50 passzalasi szam kozott hasznaltuk (Veszelka és mtsai., 2018).

A human agyi endotél hCMEC/D3 sejtvonal sejtjeit MCDB 131 tapfolyadékban (Pan
Biotech) tenyésztettilk, amelyet kiegészitettink 5% FBS-sel, GlutaMAX-szal (100x,
LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA), lipidkiegészitével (100%, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), 10 pg/ml aszkorbinsavval, 550 nM hidrokortizonnal, 100 pg/mi
heparinnal, ITS-sel (100x) és 50 pg/ml gentamicinnel (Veszelka és mtsai., 2018). E sejtvonal
differencialtatdsahoz (D3L) a tapfolyadékot 10 mM litium-kloriddal (LiCl) egészitettiik Ki
az elsd tapfolyadékcsere alkalmaval.

A huméan koldokzsinorvérbdl izolalt dssejtekbdl  differencidltatott hEC
endotélsejteket és a borju pericita sejteket (bPC) francia egyiittm{ik6dd partnereinktdl (Dr.
Fabien Gosselet; Laboratoire de la Barriere Hémato-Encéphalique, University of Artois,
Lens) kaptuk ajandékba. A hEC sejteket a ko-kultara 1étrehozasa elétt (P7 passzazs szamig)
IV. tipust kollagénnel (100 pg/ml) €s fibronektinnel (25 pg/ml) bevont steril Petri-
csészékben novesztettiik és 5% FBS (Sciencell, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok),
1% endotélsejt novekedést segité anyaggal (endothelial cell growth supplement, Sciencell,
Carlsbad, CA, Amerikai Egyesilt Allamok) és 0,5% gentamicinnel kiegészitett endotél
tapfolyadékban (ECM, Sciencell, Carlsbad, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) tenyésztettiik
(Mészaros és mtsai., 2023).

A bPC sejteket P12 passzazs szamig hasznaltuk, és IV. tipusu kollagénnel (100 pg/ml)
bevont steril Petri-csészékbe szélesztettlik, és 20% FBS-sel, 1% GlutaMAX-szal és 1%
gentamicinnel kiegeszitett DMEM tapfolyadékban tenyésztettilk (Mészaros és mtsai., 2023).

Epitél sejtvonalak tenyésztése

A human Caco-2 bélham epitélsejtvonalat (ATCC HTB-37) 10% FBS-sel és 50 pg/ml
gentamicinnel kiegészitett DMEM/F-12 taptalajban tenyesztettiik. A VB-Caco-2 kulturakat
Caco-2 tenyészetekbdl hoztuk létre 10 nM vinblasztin kezeléssel legalabb hat passzazson
keresztiil torténé szelektalassal (Hellinger és mtsai., 2012; Veszelka és mtsai., 2018). A
kezelés homogénebb sejtmorfoldgiat és az efflux pumpa magasabb expresszids szintjét
eredmeényezi.

A sziil6i és MDRI1 transzfektalt Madin-Darby kutyavese epitélsejtek (MDCK és
MDCK-MDR1) az amszterdami Netherlands Cancer Institute-tol szarmaznak. A
sejttenyészté tapfolyadék 4,5 g/l glikozt tartalmaz6 DMEM-et, 10% FBS-t, 50 pg/ml
penicillint és 50 pg/ml streptomicint tartalmazott (Hellinger és mtsai., 2012; Veszelka és
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mtsai., 2018). Az sejteket 0,05% patkanyfarok kollagénnel bevont sejttenyészt6é lemezekben
tenyésztettik.

SH-SY5Y neuroblasztoma sejtek tenyésztése

Az SH-SY5Y sejteket (ATCC CRL-2266) 10% FBS-sel kiegészitett DMEM/F12
tapfolyadékban (Gibco, Waltham, MA, USA) novesztettiik a konfluencia eléréséig. A sejtek
differencialodasat 10 uM retinsavat, 0,5% dimetil-szulfoxidot és 2% FBS-t tartalmazo
tapfolyadekban differencialtattuk 6t napig. A Kisérletekhez csak az SH-SY5Y differencialt
tenyészeteit hasznaltuk fel (Topal és mtsai., 2021, Porkolab és mtsai., 2020).

Agyi organoidok

A kozépagyi organoidokat luxemburgi egylittmiikodé partnereinktdl Prof. Jens C.
Schwamborntol kaptuk. Az organoidok egészséges (azonositdszam: #232) és Parkinson-
koérban szenvedd betegekbdl szarmazo (azonositdoszam: #317) Ossejtek felhasznalasaval
készlltek, amelyek az a-szinuklein gén triplikacidjat hordozzak. A progenitor sejtekbél
kilenc napi differenciaciot kovetéen (Nickels és mtsai., 2020) kialakul6 organoidokat
DMEM/F-12 médiumban mostuk, majd oévatosan beiiltettik 6ket DMEM/F-12 és
Neurobasal tapfolyadék (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 1:1 ardnyd
keverékén alapuld érési médiumba. Ezt kiegészitettik gentamicinnel (50 pg/mL), L-
glutaminnal (2 mM, Thermo Fisher Scientific), B27-tel (100%, Thermo Fisher Scientific),
N2-vel (200x%, Thermo Fisher Scientific), dibutyryl-cAMP-vel (500 uM), agybol szarmazo
neurotrofikus faktorral (BDNF, 10 ng/mL, Peprotech, Cranbury, NJ, USA), gliasejtekbol
szarmazd neurotrofikus faktorral (GDNF, 10 ng/mL, Peprotech), transzformal6 ndvekedési
faktor-3-mal (TGF-3, 1 ng/mL, Peprotech), Activin A-val (2,5 ng/mL, Peprotech), L-
aszkorbinsav (200 puM) és kett6s trombocitaellenes terapia molekuldval (DAPT, 10 puM,
Tocris Bioscience, Bristol, Egyesilt Kiralysag). A vér-agy gat-organoid ko-kultira modell
Osszeallitasa elott az organoidokat elészor beagyaztuk 10 UL ndvekedesi faktor-csokkentett
Matrigelbe (Corning) amit egy 12-lyukd lemez (Corning Costar) aljara cseppentettiink
(Veszelka és mtsai., 2022).

3.3. Ko-kultara vér-agy gat modellek

A Kisérletek egy részét (Hellinger és mtsai., 2012; Veszelka és mtsai., 2018; Bocsik €s
mtsai., 2016; Walter és mtsai., 2015; Dithmer és mtsai., 2017; Mészaros és mtsai., 2018;
Fekete és mtsai., 2021; Veszelka és mtsai., 2022; Szecsko és mtsai., 2025) primer patkany
agyi endotélsejtek, pericitak és asztroglia sejtek egydtt tenyésztésével létrehozott harom
sejttipusbol allé ko-kultura vér-agy gat modellen (EPA) végeztiik. A modell 8sszeallitasahoz
els6ként az asztroglia sejteket IV. tipusd kollagénnel (100 pg/ml) bevont
tenyésztélemezekbe passzaltuk. A tenyésztdlemezekbe illeszkedd tenyésztdbetétek
(Transwell, Corning Costar, Amerikai Egyesiilt Allamok) als6 (abluminalis) oldalat 1V.
tipustt  kollagénnel (100 pg/ml), a bels6 (luminalis) felszinét kollagén-fibronektin
keverékével vagy Matrigel oldattal vontuk be. Szaradas utan a tenyésztObetétek aljara
pericitdkat passzaltunk, majd harom odra elteltével a tenyésztObetéteket az asztrocitakat
tartalmaz6 tenyésztélemezbe forditottuk, valamint a belso felszinére primer endotélsejteket
szélesztettiink. A kisérleteket megel6z6en a harom sejttipust négy napig egyiitt
tenyésztettiik, melynek sordn az also ¢és a felsé6 kompartment tapfolyadékat egyarant 550 nM
hidrokortizonnal egészitettilk ki. A kisérlet kezdete el6tt 24 O6raig 250 uM 8-(4-
klorofeniltio)-adenozin-3',5'-ciklikus monofoszfattal (CPT-cAMP) és 17,5 uM Ro-20-1724-
gyel, a cAMP-specifikus foszfodiészteraz szelektiv inhibitoraval kezeltiik a sejteket a
modell szorossaganak novelése érdekében (Deli és mtsai., 2005).

25



veszel ka. szil via_307_25

A kisérletek masik részét human agyi endotélsejtek és borju pericita sejtek ko-kultura
ver-agy gat modelljén (hEC/bPC) végeztik (Mészéros és mtsai., 2023, Porkolab és mtsai.,
2024). A Kkisérletekhez a hEC sejteket és a bPC sejteket a tenyésztébetétek két oldalan
tenyésztettliik. A bPC sejteket IV. tipust kollagénnel (100 g/ml) bevont tenyésztobetétek
also oldalara passzaltuk, majd a hEC sejteket a Matrigellel bevont tenyésztébetétek belsé
oldaléra. Ezutan a hEC és bPC sejteket tartalmazd tenyésztébetéteket hEC tapfolyadékot
tartalmazd 24 vagy 12 lyukd lemezekbe helyeztik. A két sejttipust a vér-agy gat
permeabilitasi kisérletek el6tt hat napig tenyésztettiik egyutt.

3.4. Sejttenyészetek kezelése

Minden kisérlettipusnal elokisérletben ellendriztiik az adott anyag toxicitasat és csak a
biztonsagos és hatékony koncentraciokat hasznaltuk a tovabbi kisérletekben.

Az EPA- és epitélsejtes modelleken végzett permeabilitasi vizsgalatokhoz (Veszelka és
mtsai., 2018) a kiilonb6z6 SLC-ligandokat 10 uM koncentracidban teszteltiik, a valplorat
kivételével, amit 300 uM koncentracioban teszteltiink. A két antikolinerg hatéanyagot, a
takrint és a donepezilt 0,5 UM koncentracidban hasznaltuk.

A hCMEC/D3 agyi endotélsejteket 100-1000 puM koncentrécié tartomanyban kezeltiik
metilglioxallal, mig az edaravont 600-3000 UM koncentracid tartomanyban hasznaltuk. Az
aminoguanidint, az ismert antiglikacios szert, 600-2000 uM koncentracioban vizsgaltuk
(Toth és mtsai., 2014a,b). A Triton X-100 detergenst 10 mg/ml koncentracidban hasznaltuk
az életképességi vizsgalatokban sejthalalt okozo referencia vegyuletként.

A TJ modulator peptid kezelések soran az ADT-6, a HAV-6 és az AT-1002 peptideket
2 mM, a C-CPE peptidet 1 mM, a 7-mer peptidet 100 uM mig a PN-159/KLAL peptidet 10
UM koncentracidban teszteltlik patkany primer agyi endotélsejteken (Bocsik é€s mtsai.,
2016).

A peptidomimetikumok esetében a patkany primer endotélsejteket 300 uM klaudin-5
eredetli (C5C2) vagy klaudin-2 eredetli kontroll peptiddel (C2C2) kezeltik (Dithmer és
mtsai., 2017).

A tezmilifenes kisérletekben a patkany primer agyi endotélsejteken legfeljebb 24 éras
kezelési id6szakon keresztiil a hatdanyagokat a kovetkezd koncentracidkban hasznaltuk:
tezmilifen (0-200 uM), LY294002 (0,1-1 pM), U0126 (0,01-1 uM), B-o6sztradiol (0,1-1
UM). A toxicitasi vizsgalatban 1 mg/ml Triton X-100-at, a permeabilitasi vizsgalatban
25 UM Kklorfenil-tio-cAMP-t és 1 uM 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX) foszfodiészteraz
inhibitort, az efflux pumpa aktivitas mérési vizsgalatban probenecidet (100 nM), ciklosporin
A-t (1,6 pM), verapamilt (100 pM) és az NFkB korai nuklearis transzlokaciojanak
vizsgalataban bakterialis lipopoliszacharidot (LPS) (1 upg/ml) alkalmaztunk (Walter és
mtsai., 2015).

A szilard polisztirén nanopartikulumokat (SNP) 10-1000 pg/mL koncentracio
tartomanyban (Veszelka és mtsai., 2017), a nioszémakat 0,3-10 mg/ml (Mészaros és mtsai.,
2018, Porkolab és mtsai., 2020; Fekete és mtsai., 2021; Veszelka és mtsai., 2022; Szecsko
és mtsai., 2025) a szolid lipid nanorészecskéket (SLN) 1-10 pg/mL (Topal és mtsai., 2021),
a polipeptid nanohordozokat (PLG) 1-100 pg/mL koncetracié tartomanyban teszteltiik
(Meszéaros és mtsai., 2023; Porkolab és mtsai., 2024).

3.5. Toxicitas méréese impedancia kinetikaval
Az agyi endotélsejtek ¢életképességét valos idOben, impedanciamérésen alapulod

sejtanalizissel (RTCA-SP késziilék, Agilent Technologies, Amerikai Egyesiilt Allamok)
kovettiik. A valosidejii impedanciamérés eldnye, hogy nem invaziv eljarés, nincs sziikség
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hozza jeloldanyagra, konnyen kovethetd vele a sejtek letapadasa, novekedése €s pusztulasa
is (Walter és mtsai., 2015). Ehhez az endotélsejteket egy specidlis, integralt
aranyelektrodakat tartalmazo 96-lyuku tenyésztélemezbe (E-plate 96, ACEA Biosciences,
Amerikai Egyesiilt Allamok) passzaltuk, amit elézetesen IV. tipust kollagénnel (100 pg/ml)
¢és fibronektinnel (25 pg/ml) vontunk be. A sejtek ¢letképességét valds idoben kovettiik 5
percenként, 24 6ran keresztil. A sejtek életképesség valtozasait a kezelés kezdési pontjara
normalizalt sejtindex értékekként adtuk meg, az [Rn — Rp] szamitas eredményeként, ahol R,
az adott lyukban a sejtek és az elektrodak kozti impedancia értékét, mig az Ry a sejtmentes
tapfolyadék hattérimpedanciajat adja meg (Walter és mtsai., 2015).

3.6. TEER mérés ver-agy gat modelleken

A vér-agy gat modellben a sejtek ndvekedését és az endotélsejtek kozotti szorossag
mértékét transzendotelialis elektromos rezisztencia (TEER) meérésekkel kdvettik nyomon.
A mért TEER értékek a szoros kapcsolatok ionokkal szembeni ateresztoképességére
reflektalnak (Deli és mtsai., 2005). Az ellendllas mérésekhez EVOM rezisztenciamérd
miiszert hasznaltunk és a 24-lyuku lemezekben 6sszeallitott modellen kamra elektrodakkal,
mig a 12-lyukban novesztett tenyészetekben STX-2 botelektrodak (World Precision
Instruments Inc., Amerikai Egyesilt Allamok) segitségével mértiik az ellenallast. A mért
értékekbol minden alkalommal levontuk a sejtmentes tenyésztobetéteken mért hattér értéket
és az adatokat a tenyésztébetét felszinére vonatkoztatva Qxcm?-ben adtuk meg.

3.7. Vér-agy gat permeabilitasi vizsgalatok

A vér-agy gat ko-kultdra modellek zértsagat a TEER mérések mellett a fluoreszcens
permeabilitasi marker molekulak mérésével hataroztuk meg. A modell felsd, vér feldli
lumindlis kompartmentjét natrium-fluoreszceinnel (376 Da, 10 pg/mL) és Evans kék-
albumin komplexel (67 kDa, 10 mg/mL borja szérum albumin (BSA) + 167.5 pg/mL Evans
kék festék) inkubaltuk 37 °C-on, sikrdzon tartva 1 Oran keresztul. Ezutdn mindkét
kompartmentbdl mintdkat gyiijtottiink, és a jelzdéanyagok fluoreszcencidjat Fluorolog 3
spektrofluorométerrel (Horiba Jobin Ywvon) mértik 485/515 nm gerjesztési/emisszids
hullamhosszon a natrium fluoreszcein, és 584/663 nm-en az Evans kék-albumin komplex
hataroztuk meg. A latszolagos permeabilitasi egyutthatokat (Papp) a kordbban leirtak szerint
szamoltuk ki (Veszelka és mtsai., 2018) a kovetkez6 egyenlet segitségével:

P _ ACAXVA
P Cp X A X At

ahol [C]a a jelzOanyag abluminalis koncentracidja, Va az abluminalis kompartment
térfogata, [C]L a jelz6anyag luminalis koncentracidja a kezelés kezdetén, A permeabilitashoz
rendelkezésre allo felszin és At: a mérés soran eltelt id6 (1 h).

A tesztanyagok vagy nanopartikulumok toltetének véer-agy gaton valo permeabilitasanak
méréséhez az adott anyaggal megkezeltiik a luminalis kompartmentet, majd az inkubacios
1d9 letelte utan az abluminalis kompartmentbdl meghataroztuk a tesztanyag koncentraciotjat
HPLC-vel, vagy NP-k esetében a fluoreszcens toltet mennyiségét spektrofluorométerrel és
meghataroztuk a fenti egyenlet segitségével a Papp értékeket.
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3.8. Sejtmembran fluiditas mérése

A Petri-csészékben novesztett agyi endotélsejteket 4 oOran keresztiil nem célzott és
celzott nanorészecskekkel kezeltiik. Az inkubacio végén a sejteket kétszer mostuk PBS-sel,
majd tripszinizéssel dsszegytijtottiik, és Ringer-Hepes pufferben reszuszpendaltuk. A sejtek
stiriségét abszorbanciaméréssel OD360 = 0,1-re allitottuk be (Helios Epsilon
spektrofotométer, Thermo Fischer Scientific, USA). A sejteket 0,2 uM fluoreszcens TMA-
DPH-val jeldltik 5 percig, majd a fluoreszcencia anizotropiat spektrofluorométerrel
(Fluorolog 3, Horiba Jobin Yvon) megmeértik. Az anizotropia adatokat 5 percig
masodpercenként vettiik fel, a gerjesztési és emisszids hullamhossz 360, illetve 430 nm volt.
Pozitiv kontrollként benzil-alkoholt (50 mM), egy erés membranfluidizalé szert
hasznaltunk. Az egyes kezelések esetében 50 anizotropiamérés atlagat szdmoltuk ki és
hasonlitottuk 6ssze (Mészaros és mtsai., 2018; Veszelka és mtsai., 2022).

3.9. Efflux pumpa aktivitas mérése

Az agyi endotélsejtekben az efflux pumpa aktivitdsanak meghatarozasahoz a rodamin
123 (R123) sejtbeli felhalmoz6dasat mértik meg. Az R123 mind a P-gp, mind a Berp efflux
pumpa ligandja, sejten beluli magas akkumul&cidja csdkkent efflux pumpa aktivitasra utal.
A sejteket Ringer-Hepes pufferben oldott 10 uM R123-mal 24 6ran keresztlil 37°C-on
kezeltlik. Az inkubécid végén a fellllszokat Gsszegylijtottiik, a sejtrétegeket haromszor
mostuk jéghideg PBS-sel, majd 0,1 N NaOH-ban szolubilizaltuk és a fluoreszcencia
intenzitasat spektrofluorométerrel (Fluostar Optima; gerjesztés: 485 nm, emisszié: 520 nm)
megmértik. Két efflux pumpa inhibitort is teszteltiink, mely soran a sejteket 30 percig
elokezelttk ciklosporin A-val (1,6 pM), a P-gp és a Bcrp inhibitoraval és verapamillal
(100 uM), a P-gp pumpa inhibitoraval (Walter és mtsai., 2015).

Az MRP1 efflux pumpa aktivitdsat az elézOekhez hasonloan végeztik, csak itt a
glutation-biman (GS-B) kiaramlasat mértuk, miutan 20 percig kezeltlk a sejteket 20 uM
monoklérbimannal (Molecular Probes, USA). Gatldszerként pedig probeneciddel (100 puM)
kezeltik el6 a sejteket. Az inkubaciot kovetden a sejtek szolubilizdldsa utan a GS-B
koncentracidjat spektrofluorométerrel (Fluostar Optima; gerjesztés: 386 nm, emisszid 476
nm) mértiik meg (Walter és mtsai., 2015).

3.10. Reaktiv oxigengyokok, nitrogén-monoxid és cAMP termelédés mérése

A reaktiv oxigéngyokok (ROS) fluorometrias kimutatasara a klor-metil-diklér-dihidro-
fluoreszcein-diacetatot (DCFDA) hasznéaltuk (Molecular Probes, Life Technologies Corp.,
Carlsbad, USA). Ez az indikator a sejtekbe jutva az intracellularis észterazok Aaltal
deacetilalodik. A DCFDA reaktiv oxigengyokok altali oxidacidja fluoreszcens jelet
eredményez. A 96-lyukd lemezekben tenyésztett agyi endotélsejteket a kezeléseket
kovetéen 2 UM DCFDA-val és 1,5 pM pluronsavat tartalmazd Ringer-Hepes pufferrel
inkubaltuk 1 oran keresztul 37 °C-on. Pozitiv kontrollként hidrogén-peroxid elokezelést
(100 pM, 30 perc) alkalmaztunk, majd az inkubacios idok leteltével a fluoreszcens jelet
spektrofluorométerrel (Fluostar Optima; gerjesztés: 485 nm, emisszid 520 nm) megmértiik.
A fluoreszcens értékeket a kontroll csoport szazalékaban adtuk meg (Toth és mtsai., 2014b).

Az intracellularis nitrogén-monoxid (NO) termelés fluorometrids kimutatasara 4-amino-
5-metilamino-20,70-difluorofluorezcein-diacetatot (DAF-FM-diacetat, Molecular Probes,
Life Technologies) hasznaltunk. A 96-lyuku, fekete, atlatszo alju lemezekben 1év6 agyi
endotélsejteket a kezeléseket kovetden 2 mM DAF-FM-diacetatot tartalmazd Ringer-Hepes
pufferrel inkubaltuk 1 6ran keresztlil 37°C-on. NO donor pozitiv kontrollként 100 uM
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natrium-nitroprusszidot hasznaltunk. Az inkubaci6 utan a fluoreszcens jelet
spektrofluorométerrel (Fluostar Optima; gerjesztés: 485 nm, emisszié 520 nm) megmeértik.
A fluoreszcens értékeket a kontrollcsoport szazalékaban adtuk meg (Walter és mtsai., 2015).

A cAMP termelés kimutatdsara egy ELISA kitet (Biotrak, GE Healthcare, Fairfield, CT,
USA) hasznaltunk a gyarto leirasa szerint. Az 5 perces IBMX eldkezelést, és az 5 perces 25
MM cAMP-mal torténd kezelést kovetden a sejteket lizaltuk. A feliiluszokat az ELISA-
lemezre vittlik at, és szubsztratként tetrametilbenzidint adtunk hozza. Az abszorbanciat 450
nm-es hulldmhosszon mértik (Fluostar Optima) (Walter és mtsai., 2015).

3.11. Génexpresszios vizsgalatok

Az endotélsejteket (primer agyi endotélsejtek, GP8, RBE4, D3, D3L) és epitélsejteket
(Caco-2, VB-Caco-2, MDCK és MDCK-MDR1) 5 napig tenyésztettiik 10 cm-es Petri-
csészében. A teljes konfluencia elérését kovetden a sejteket felkapartuk, dsszegytjtottik és
a sejtpelleteket teljes RNS izolalasara hasznaltuk fel RNAqueous-4PCR kit segitségével
(Ambion, Life Technologies, Austin, TX, USA) RNaz-mentes DNaz | kezeléssel a gyartd
utasitasainak megfeleléen. Az RNS-mintak koncentrécidjat és tisztasagat NanoDrop ND-
1000 spektrofotométerrel vizsgaltuk (NanoDrop Technologies, Rockland, DE, USA). Az
izolalt RNS-ek integritasat Bioanalyzer 2100-zal (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) jellemeztiik. Az RNS integritasa (RIN) 9,2 és 10 kozétt volt minden vizsgalt RNS-
mintanal (Veszelka és mtsai., 2018).

A cDNS-szintézist minden esetben 1 ug RNS-mintan végeztik el a High Capacity cDNS
Reverse Transcription Kit (Life Technologies) segitségével, random hexamerekkel,
primerek és MultiScribe Reverse Transcriptase segitségével RNaz-inhibitor jelenlétében a
gyarto protokollja szerint. A kivalasztott vér-agy gat gének expresszidjat kvantitativ PCR
segitségével elemeztilk TagMan Low Density Array 384 well segitségével. A kvantitativ
valos idejii PCR-eket (QPCR) ABI TagMan Universal Master Mix (Life Technologies)
segitségével végeztik az ABI Prism 7900 rendszerrel (Applied Biosystems, Life
Technologies). A gPCR-adatokat az ABI SDS 2.0 szoftver segitségével elemeztiik (Applied
Biosystems, Life Technologies). Minden mintaban a gének expresszidjat a 18S rRNS-hez
normalizaltuk, amelyet endogén kontrollként hasznaltunk (ACt = Cigene — Ctgsrns). A
vizsgalt gének expresszids értékeit a 2~ 2Pt képlet segitségével kiszamitott normalizalt
expresszi6 alapjan hataroztuk meg, amelyet az alkalmazott qPCR-modszerrel mért
legalacsonyabb normalizalt expresszidhoz viszonyitottunk. A gének relativ expresszios
szintjének szamszerlsitéséhez a AACy modszert hasznaltuk (Veszelka és mtsai., 2018).

3.13. Immuncitokémiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

A sejttenyészetek esetében az agyi endotélsejtek szoros sejtkapcsold fehérjéi kozil az
okkludin, zonula occludens-1 (ZO-1) és a klaudin-5 fehérjet, az adherens sejtkapcsolo
struktarak fehérjéi kozil a B-katenint (B-kat), mig az epitélsejtekben a klaudin-1, és a
klaudin-4 fehérjét mutattuk ki immuncitologiai modszerekkel. A sejttenyészeteket aceton-
metanol 1:1 aranyu elegyével -20 °C-on 10 percig fixaltuk, P-gp esetében 4%
paraformaldehiddel 30 percig 4 °C-on. Ezt kévetéen haromszor mostuk a mintakat PBS-
sel, és a sejteket 3 %-0s BSA-PBS blokkolo oldattal szobahémérsékleten 60 percig, majd az
elsédleges antitesttel egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk. Az elsédleges antitestek, az anti-
ZO-1 (nyul), anti-R-katenin (nyal), az anti-klaudin-1, -4, -5 (egeér) és anti-okkludin (nydl) a
Life Technologiestdl (Invitrogen), az anti-P-gp (egér) a Calbiochemt6l szarmazott. A primer
ellenanyaggal torténd inkubalas utan és PBS mosast kovetéen a Cy3-kapcsolt anti-nyul,
illetve az anti-egér-Alexa 488 szekunder ellenanyagok és a Hoechst 33342 magfestékkel 60
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percig inkubaltuk a mintakat. Vegul haromszori PBS mosast kovetéen a mintakat lefedtik
(Gel/Mount, Biomeda, USA), és fluoreszcens mikroszkoppal (Nikon Eclipse TE 2000 U,
Nikon, Japan) és SPOT RT digitalis kameraval (Spot Diagnostic Instruments, USA) képeket
készitettlink (Hellinger és mtsai., 2012; Bocsik és mtsai., 2016; Veszelka és mtsai., 2018).

Az NF«B festéshez a sejteket hideg aceton-metanol 1:1 aranyu oldattal 10 percig 21°C-
on fixaltuk, majd 1%-os FBS-PBS-ben taroltuk egy éjszakan at. Ezutan a sejteket anti-NF«xB
antitesttel (nyul, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) inkubaltuk TRIS pufferben
90 percig. Mésodlagos ellenanyagként anti-nyal Alexa 568 (Molecular Probes, Life
Technologies) festéket hasznaltunk 90 percig Hoechst 33342 sejtmagfestéssel kombinalva.
A festések kozott a sejteket hdromszor mostuk TRIS pufferrel. A mintakat glicerin és 10 mM
1,4-diazabiciklo[2.2.2.2]oktant tartalmazé puffer 1:1 ardnyl keverékével lefedtik (Walter
és mtsai., 2015).

Az ApoB100 egerek agyi kapillarisainak immunfestéséhez (Hoyk és mtsai., 2018) a
pentobarbitéllal tulaltatott allatokat transzkardialisan perfundaltuk fizioldgias sooldattal,
majd 3 % paraformaldehidet tartalmaz6 PBS-sel. Az agyakat ugyanebben az oldatban
utorogzitettiik 4 6rén at, majd 30%-os cukoroldatban tartottuk 4 °C-on, hogy az ezt kovetd
fagyasztas szOvetet roncsold hatasat kivédjik. A hippokampuszbol és a frontalis kéreg
mintakbdl 30 um-es korondlis metszeteket vagtunk kriosztattal. Az antigén feltarashoz a
mintdkat 10 percig 0,5 % Triton X-100-zal kezeltiik. Az elsédleges anti-GFAP (egér)
ellenanyag az Abcamtél, az anti-P-gp (egér) a Merck Millipore-tél szdrmazott, mig a
méasodlagos ellenanyagok DyLightTM-488 és Alexa FluorTM-594 a Jackson Immuno
Researchtél (Europe Ltd., Cambridgeshire, United Kingdom), a mintdk magfestése DAPI-
val tortént. A kész mintékat lefedtiik (Confocal MatrixR; Micro Tech Lab, Graz, Austria) €s
konfokélis mikroszképpal megvizsgaltuk (Olympus Fluoview FV1000, Olympus Life
Science) és fotoztuk (Hoyk és mtsai., 2018).

A stressz kezelt patkdnyok agyi kapillarisainak immunfestéséhez az agymintak
elokészitése a 15 um-es kriosztatos metszetek készitéséig a fentiekhez hasonléan tortént
(Santha és mtsai., 2016). Az antigén feltarashoz a GLUT1 és a GFAP esetében 10 mM citrat
puffert hasznaltunk (20 perc, 70 °C), majd a metszeteket 0,5%-0s TritonX-100-PBS-ben 30
percig inkubaltuk. A klaudin-5 és az okkludin festések esetében 0,5%-0s TritonX-100-PBS-
ben 30 percig inkubaltuk a mintakat, amit 7 perc, 10 pg/ml pronazos (Protedz Type XIV),
kezelés kovetett. A nem specifikus kot6helyeket 1% BSA-val blokkoltuk, majd a
metszeteket egy ¢jszakan at a kovetkezo elsddleges ellenanyagokkal 4 °C-on inkubaltuk:
anti-GFAP (egér), anti-GLUT1 (nyul), anti-klaudin-5 (nyul), anti-occludin (nyul), melyek a
Thermo Fisher Scientifictol (Waltham, MA, USA) szarmaztak. PBS mosast kovetden a
metszeteket 60 percig inkubaltuk a masodlagos ellenanyagokkal Alexa Fluor-488 anti-egér
(Thermo Fisher Scientific) és Cy3-jeldlt anti-nytl ellenanyaggal. Az inkubalast kovetden
Hoechst magfestékkel 5 percig kezeltiik a mintakat majd lefedtiik Fluoromount-G oldattal
(Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) és Leica SP5 konfokalis mikroszképpal
megvizsgaltuk (Santha és mtsai., 2016).

3.14. Nanorészecskék eloallitasa

Szolid lipid nanorészecskék eléallitasa (SLN)

Az SLN nanorészecskéket torok egyiittmiikodé partnereinkkel (Dr. Riya Topal,
Prof. Asuman Bozkir, Ankarai Egyetem) egyutt készitettik. Az SLN-ket viz/lipid emulzid
—homogenizalas — szonikalas mddszer szerint készitettik. A lipid fazist alkoté dynasan 116
(101 Oleo Gmbh, Németorszag) tripalmitint 75-80 °C-ra melegitettiik, hozzaadtuk a
hatéanyagot (2 mg donepezil HCI) és a fluoreszcensen festéket (rodamin B; RhB, 1mg/100
mg lipid). A vizes fazist alkotdo PBS-t 75-80 °C-ra melegitettiik és Tween 80 (0,1 mg/100
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mg lipid) fellletaktiv anyagot adtunk hozza majd ezutan a lipid fazishoz adagoltuk, és
homogenizatorral (Ultra Turrax T 25, IKA Labortechnik, Németorszag) megkevertiik (8000
rpm, 5 perc). Az igy keletkezett emulziot 2 percig szonikaltuk (Sonoplus, Bandelin
Electronic GmbH & Co. KG, Németorszag), majd a lehiilt emulzidbdl nanoemulziét
nyertink. Az SLN részecskéket végil centrifugalassal (4000 rpm, 20 perc, 4 °C)
valasztottuk el a bezaratlan hatdéanyagtol és festéktdl. Az dsszegytijtott pellethez 100 pg/ml
gentamicint adtunk, a mintakat felhasznalasig 4 °C-on, fénytdl elzarva taroltuk. Az SNP-k
ApoE funkcionalizalahoz biotinilalt ApoE-t (rekombinans humén ApoE3; Peprotech)
hasznaltunk, melyet DSPE-PEG-avidin segitségével kotottink a részecskék felszinere
(Topal és mtsai., 2021)

Nioszomak eloallitasa

A nioszomak elballitasahoz Span 60 (szorbitin-monosztearat) és a Solulan C24
(koleszterin-poli-24-oxietilén-éter; Chemron Co., Amerikai Egyesiilt Allamok) nem-ionos
feluletaktiv anyagokat, valamint a vezikulak szerkezetét stabilizalo koleszterint hasznaltunk
fel (Mészaros és mtsai., 2018). A fenti alapanyagokhoz tovabbi 4% (teljes lipid
tdmegszazalék) dodekanoil-alanint (A), vagy 4% glikopirandzt és 4% DSPE-PEG(2000)-
GSH-t adtunk a célzott, kettds ligandkombinacioval funkcionalizalt nanopartikulumok
készitése soran. A harom liganddal jel6lt nioszomak esetében pedig 4% 6-O-palmitoyl-L-
aszkorbinsavat, 4% DSPE-PEG(2000)-GSH-t és 4% dodekanoil-leucint alkalmaztunk
(Veszelka és mtsai., 2022) Az anyagokat forrd kloroform és etanol 1:2 aranyu elegyében
feloldottuk, majd a szerves olddszereket nitrogén gaz segitségével elparologtattuk és a
mintékat vakuum alatt szaritottuk 12 0raig. Az oldoszerek elparologtatasat kovetden létrejott
vékony lipidfilm réteget Evans kék jeldlt szérum albumint (EBA; 67kDa; 0,167 mg/mi
Evans-kék, 10 mg/ml BSA) tartalmazd PBS-sel hidrataltuk. A hidratalalas soran a lipidfilm
réteg feloldodasat 25 perces szonikalassal segitettiink elé 45 °C-os vizflirddben. Az igy
eléallitott nanovezikulakat ultracentrifugalassal (123 249 g, 6 Ora, 4 °C) véalasztottuk el a
bezératlan EBA-t6l. A centrifugalds utdn a pelletet fenolvordés mentes DMEM/F-12
médiumban felszuszpendaltuk, majd 0,45 pm-es fecskenddsziirével sterilre sziirtiik és
felhaszndléasig 4 °C-on, fénytdl elzartan taroltuk.

Polipeptid nanorészecskek eloallitasa

A kisérleteinkhez a 3-PLG nanohordozokat tajvani egyiittmiikodé partnertink (Prof.
Jeng-Shiung Jan, National Cheng Kung University, Tainan) allitotta el6 (Mészaros és mtsai.,
2023). A 3-PLG alapvaz szintetizalasahoz tri-(2-aminoetil)-aminbél (7 mM) és
glutaminsav-y-benzil-észter-N-karboxianhidridbdl (262 mM) tetrahidrofuranos oldatot
készitettek. Az elegy haromnapos nitrogén alatti kevertetése, etil-éteres kicsapasa és az
oldészer eltavolitasa utan haromkaru poli(y-benzil-L-glutaminsav) keletkezett. A benzil-
csoportok eltavolitasa a jodotrimetil-szilan (1:5 mol aranyban) hozzaadasaval és
kevertetéssel (24 ora) tortént. Az igy eldallitott 3-PLG 0Osszegytiijtése hexanos kicsapas,
centrifugalas és szaritas lépéseivel valosult meg. A célzott nanohordozdk (3-PLG-A-GSH)
elkészitéséhez a 3-PLG alapvazhoz az A és GSH hozzakapcsolasa a karboxil csoportok
aktivalasaval EDC-HCI/NHS reakcidval tortént, végul a nanohordozokhoz 1:20
tdmegaranyban rodamin 6G (R6G) fluoreszcens molekulat kotottek EDC-HCI/NHS
reakcidval.

3.15. Nanorészecskék jellemzése

Az elballitott nanorészecskék fiziko-kémiai tulajdonsagat, mint a partikulumok
atmérojét, polidiszperzitasi indexét (PDI), felszini toltését (zéta potencial) He-Ne lézerrel
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felszerelt a dinamikus fényszéras (DLS) elvén alapulé modszerrel, Malvern Zetasizer Nano
ZS (Malvern Panalytical, Egyesiilt Kirdlysag) miszer segitségével hataroztuk meg. A
nioszémakba csomagolt fluoreszcens modellanyag bezarasi hatékonysagat a részecskék
50 %-o0s etanolos feltardsa utdn spektrofluorométerrel (Flurolog 3, Horiba Jobin Yvon,
Japan) hataroztuk meg az alabbi egyenlet segitségével (Mészaros és mtsai., 2018):

Lo ) i Nioszéma minta fluoreszcens toltet tartalma
Bezarasi hatékonysag (%) = - - x 100
Osszes fluoreszcens toltet

3.16. Sejtfelveteli vizsgalatok

Megvizsgaltuk a nem célzott és célzott nanorészecskek toltetének agyi endotélsejtekbe
jutdsat. A kisérletekhez a sejteket IV. tipusu kollagénnel (100 pg/ml) és fibronektinnel (25
pug/ml) bevont, 24-lyuku tenyésztOlemezekben novesztettik. A sejteket konfluens
allapotban 15 perc-24 dra kozotti intervallumban kezeltik meg a fenolvords mentes
tapfolyadékban higitott nanorészecskékkel. Az inkubacios id6 leteltével a kezel6 oldatokat
eltavolitottuk, majd a sejtek felszinéhez tapadt, de sejtbe be nem jutott nanorészecskéket
0,1% BSA-t tartalmazo jéghideg PBS-sel, valamint egyszeri savas pufferrel (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 fluoreszcens toltet fluoreszcencia intenzitasait
spektrofluorométerrel mértik meg, majd a sejtek 6sszfehérje tartalmahoz viszonyitottuk,
amelyet BCA-val (BCA Protein Assay, Thermo Fischer Scientific, Amerikai Egyesult
Allamok) hataroztunk meg (Szecsko és mtsai., 2025).

3.17. Sejtfelvételi mechanizmusok vizsgalata

Annak igazolasara, hogy a nanorészecskék kodlcsdnhatasa a neurovaszkularis egyseg
sejtjeivel aktiv, energiaigényes sejtfelvételi folyamatokhoz kotddik, megvizsgaltuk a
fluoreszcens toltet meghatarozdsa alapjan a részecskék sejtfelvételének homérséklet
fuggését és a metabolikus inhibitor ATP szintézist gatlé natrium-azid kezelés hatasat a
sejtfelvételre. Ehhez a 3.16. fejezetben leirtakkal megegyezden jartunk el, azzal a
maodositassal, hogy a sejtek egy részét 4 °C-on inkubaltuk, illetve 1 mg/ml natrium- aziddal
kezeltlk.

Az endocitotikus utvonalakhoz kothetd sejtfelvételi mechanizmusok felderitésére a
sejteket filipin (5 pg/ml, 15 perc) és citokalazin D (0,125 pg/ml, 1 6ra) endocit6zis
gatloszerekkel el6kezeltiik, majd megkezeltiik a nanorészecskékkel. Ezt kovetéen a mosasi
és NP feltarasi lépéseket a 3.16. fejezetben leirtakkal megegyez6 modon hajtottuk végre.

A fellleti toltésnek az NP-k sejtfelvételében betdltott szerepének tanulmanyozasara
az sejtek feliileti glikokalixat neuraminidazzal (1 U/ml, 1 6rés eldkezelés) emésztettiik, vagy
a sejteket 54 puM kationos lipid 1-(4-trimetil-ammonium-fenil)-6-fenil-1,3,5-hexatriénnel
(TMA-DPH; Molecular Probes, Life Technologies) kezeltiik a sejtfelvétel el6tt 30 perccel.
Ezt kovetden a mosasi és NP feltarasi Iépéseket az el6z0 fejezetben leirtakkal megegyezo
maodon hajtottuk végre.

Az NP-k endoplazmatikus retikulumban (ER), Golgi apparatusban vagy
lizoszémakban valé elhelyezkedésének nyomon kovetése érdekében (Szecské és mitsai.,
2025) az agyi endotélsejteket Uvegalju Petri-csészékbe (Greiner Bio-One, Németorszag)
Ultettik. A sejteket 24 dran at nanopartikulumokkal kezeltik. A kolokalizacio
megfigyeléséhez az ¢lo sejteket az ER, a Gogi vagy a lizoszomak szelektiv festékével
inkubaltuk a gyéart6 utasitasai szerint (ER Staining Kit-Green Fluorescence-Cytopainter
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Abcam, Cambrige, MA, USA, ab139481, 15 perc, 1: 1000; Golgi Staining Kit-Green
Fluorescence-Cytopainter, Abcam, ab139483, 15 perc, 1:100; lizoszoma festd készlet-zold
fluoreszcencia-citopainter, Abcam, ab176826, 30 perc, 1:500) és Hoechst 33342 festékkel
(15 perc, 1 ug/mL) 37°C-on, CO> inkubatorban. Az inkubacidk utan az €16 sejteket kétszer
mostuk 1% PDS-sel kiegészitett fenolvords-mentes tapfolyadékkal, majd Leica TCS SP5
konfokalis mikroszkdppal (Leica Microsystems, Néemetorszag) felvételeket készitettlink. A
kolokalizacios eredményeket objektumfelismerésen alapuld kolokalizacids elemzéssel
szamoltuk ki pixel-intenzitas korrelacidval (objektum-korrigélt Pearson-egydtthato)
(Szecskd és mtsai., 2025).

3.18. Mikroszkopos vizsgalatok (TEM, SEM, AFM)

A transzmisszids elektron mikroszkopos (TEM) vizsgéalatokhoz a tenyésztébetétek
membranjan ndvesztett agyi endotélsejteket 0,5% glutaraldehidet tartalmazé 3%-o0s
paraformaldehiddel fixaltuk PBS-ben 30 percig 4 °C-on. A pufferrel torténd tobbszori mosas
utan a membranon 1évé sejteket 1%-0s OsOs-ban posztfixaltuk 30 percig. A desztillalt vizzel
torténd oblitést kovetden a sejteket fokozatos etanolban dehidrataltuk, majd 1%-0s uranil-
acetattal 50%-o0s etanolban 1 6ran at inkubaltuk. A dehidratalas utols6 lépése utan a
tenyésztobetéteket abszolut alkohol és Taab 812 (Taab; Aldermaston, Berks, UK) 1:1 ardnyt
keverékébe helyeztilk 30 percre 30 °C-on. Végiil a sejteket tartalmazo tenyésztObetétek
membranjait eltavolitottuk a hordozérol, és Taab 812-be beagyaztuk. A polimerizaciét egy
éjszakan at 60 °C-on végeztiik. A membranra mer6legesen ultravékony metszeteket vagtunk
Leica UCT ultramikrotdmmal (Leica Microsystems, Milton Keynes, Egyesult Kiralysag),
és Hitachi 7100 transzmisszids elektronmikroszkoppal (Hitachi Ltd., Tokio, Japéan)
vizsgaltuk (Hellinger és mtsai., 2012).

Az ApoB100 egerek esetében a pentobarbitéllal tulaltatott allatokat transzkardialisan
fiziologias sooldattal, majd 4% paraformaldehidet és 2,5% glutaraldehidet tartalmaz6 PBS-
sel perfundaltuk. Az agyakat 4% paraformaldehiddel posztfixaltuk, majd 40 um-es koronalis
metszeteket vagtunk vibratommal. A tovabbiakban a metszeteket a sejttenyészetekkel
megegyez6 modon kezeltiik (Hoyk és mtsai., 2018).

Az SNP nanorészecskék morfologidjat pasztdzd elektronmikroszkoppal (SEM)
vizsgéltuk (SEM; JEOL, JSM-7100F-LV, Akishima, Tokio, Japan), amihez a nanorészecske
oldatabol 50 pL-t 10°-re higitottuk, és 1 uL oldatot pipettaztunk egy tiszta mica feluletre,
majd leveg6n szaradni hagytuk. Miutdn 8 nm-es arany réteget porlasztottunk a részecskékre
nagyvakuumos tizemmaodban, 5 kV-on vizsgaltuk az SNP-ket (Veszelka és mtsai., 2017).

A GSH kotodesi erdméréseket atomerd mikroszkoppal (AFM) is végeztiik, melyhez az
agyi endotélsejteket kerek, Matrigellel bevont 24 mm-es fedélemezeken tenyésztettiik. A
sejtekre tapfolyadékot cseppentettiink, melybe 10 um atmérdji boroszilikat, 10 pN/nm
névleges rugoallandéju kolloid tiiket meritettink. Az AFM tiiket 2% APTES ((3-
aminopropil)trietoxiszilan) (Molar Chemicals Ltd.) oldattal inkubaltuk 1,5 éran keresztil
szobahdmérsékleten, hogy szabad primer amincsoportokat hozzunk Iétre a feliiletiikon. Ezt
kovette a glutaraldehid inkubéalas (1% Milli-Q vizben, 5 perc), ami lehetdvé teszi a PEG-
linker aminjadnak kotését az APTES amincsoportjadhoz. Ezt kovetdéen az amino-PEG-
maleimid linkert az AFM-csucs feliiletéhez csatoltuk inkubalassal 10 mg/ml etanololdatban
20 percig. Az igy készult PEGilalt AFM hegyeket negativ kontrollként hasznaltuk. Végil a
konzolokat 100 mM GSH-PBS oldatba meritettiik 20 percre, hogy GSH-val bevont AFM-
tiiket kapjunk. Minden AFM mérést egy Asylum Research MFP-3D fejjel és vezérl6vel
vegeztuk kontakt tizemmddban (Oxford Instruments Asylum Research) (Fekete és mtsai.,
2021).
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3.19. Erémérés optikai lézercsipesszel

Az SZBK Biofizikai Intézetének Biofotonika és Biomikrofluidikai Kutatocsoportjaval
egylittmiikddésben Dr. Kelemen Loranddal és Fekete Tamassal egy 0j, innovativ optikai
lézercsipesz technikat dolgoztunk ki, mellyel els6ként sikeriilt kimérnink a GSH
célzoligand kozvetlen kotddési erdsségét €16 agyi endotélsejtek sejtfelszinéhez (61. abra)
(Fekete és mitsai., 2021). Ehhez az agyi endotélsejteket UV-maszk-litografidval SU-8
fotopolimerbdl  készitett 100 pm magas, 100 um széles, és 5 mm hosszu mer6leges falra
novesztettik Petri-csészében. A lézerfénnyel mozgathatd, 15 pm-es, GSH-val
funkcionalizalt érintkezési feliilettel rendelkezé mikroeszkdzOket SU8 fotopolimerbdl két
foton polimerizacios technikaval készitettlik. A mikroeszkdzok mozgatasahoz az optikai
csipesszel lézerfényre és négy csapdafokuszra volt sziikség. Ha a mikroeszkdz csapdaba
esett, barhova mozgathatd a sejteket tartalmazd mintatérben, és az érintkezési felulete az
SU-8 falon tenyésztett sejtek felé iranyithat6. Az SU-8 idedlis optikai manipulacidhoz, mivel
viszonylag magas torésmutatoval rendelkezik, ami erds csapdazast biztosit, ezen tal
biokompatibilis és oxidativ eljardsokkal funkcionalizalhato, igy felilete kovalens kotési
ligandumokkal bevonhat6. A kisérlet menetét a 61. abra szemlélteti. Elészor a
mikroeszkdzoket helyeztiik a Petri-csészébe, amely mar tartalmazta a sejteket, majd
lokalizaltuk a célsejtet. Ezutan optikai csapdazassal megfogtuk a mikroeszkozt és a
kivalasztott sejthez vittik, majd az optikai csapdadk mozgatésaval a helyére forditottuk: az
érintkez6 feliiletét a sejt membranjahoz kozelitettik és fokuszba allitottuk. Ezutan a
mikroeszkdz az optikai lézercsipesszel vald lassi mozgatasaval megkdzelitette a sejtet, amig
az érintkezeési felllete hozza nem ért a sejthez; ezt az eseményt vizualisan hataroztuk meg a
csapdazé fokuszpontok megfigyelésével. Ezutan a mikroszerszamot a sejthez nyomtuk kb.
10- 20 pN erdvel a négy csapdazo sugar eldrehaladasaval. Ez volt az a pont, ahol a 61. C.
abran bemutatott tapaddsi erd mérési eljards ténylegesen megkezdddott. Amikor a
mikroeszkdzoket a kivalasztott sejt felliletéhez toltuk, a csapdaba esett goémb elmozdulasat
az egyensulyi helyzetébdl (AX) negativnak tekintettilk. Miutdn 10 masodpercet vartunk
ebben a pozicioban, az optikai csipesszel 50 nm-es vagy 250 nm-es lépésekkel 5 pm-rel
visszahUztuk a szerkezetet. E visszah(zas soran minden lépés utan képet készitettlink a
mikroeszkozrdl, igy 100, illetve 20 képet kaptunk a 50, illetve 250 nm-es lépésméret esetén.
A visszahuzas kezdetén a mikroeszk6z nem mozdult el, de a még mindig negativ AX lassan
nétt. Ha a mikroeszkoz €s a sejt kozott nem volt tapadas, a AX eldszor nulla lett, majd a
mikroeszkoz levalt a sejtrol és kovette a csapdazd fokuszokat (a AX mar nem nétt tovabb).
Ha volt tapadas, AX pozitiv lett, és az optikai csapda jelentés huzoerét gyakorolt a
mikroeszkdzre. Végiil, amikor az optikai er6 meghaladta az adhézios erdt, a mikroeszkoz
elvalt a cellatol, és a gombok kozéppontjai visszatértek a csapdahelyzetbe (AX nullava
valik). Ezutdn vagy ugyanazt a mikroeszkozt hasznaltuk egy maésik sejt vizsgalatara
(legfeljebb 3 sejt/mikroeszk6z), vagy egy masik mikroeszkdzt fogtunk be, és a kovetkez6
sejten hasznaltuk. Minden kisérletet legalabb 2-szer megismételtiink kiilonbdz6 napokon, a
parhuzamos mérések szdma minden kisérletben 6-10 volt (Fekete és mtsai., 2021).

3.20. In vivo kisérletek

Az allatkisérletek soran mindvégig betartottuk az Eurdpai Unid testiletének
(2010/63/EU) iranyelveit és a magyar jogszabalyokat (1998. XXVIII) az allatvédelemrdl és
allatjolétrdl és a vizsgalatokat a helyi allategészségligyi hatosag jovahagyasaval végeztiik
(engedelyszamok: XV1./03835/001/2006, XV1./834/2012, XV1/4136/2014).

Az immobilizacids stressz kezelésekhez felndtt Wistar patkanyokat hasznaltunk a
kordbban leirtak szerint (Santha és mtsai., 2012). Az eljards soran az allatokat
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véletlenszertien négy kisérleti csoportra osztottuk. Az 1. csoport (n = 4) tartalmazott olyan
kontroll allatokat, amelyeket teljesen haboritatlanul hagytunk, mig a 2. csoport (n = 4), 3.
csoport (n = 4), és a 4. csoport (n = 4) olyan patkanyokat tartalmazott, amelyek 1, 3, illetve
21 napig tartdé immobilizacids stresszben reszesiltek, amely soran napi 5 6rét toltottek az
allatokat egy miianyag csébe huzva (Santha és mtsai., 2016).

A 7,9 és 12 hénapos APOB-100 transzgénikus (n = 5) és vad tipust egerek (n = 5)
esetében a szérum trigliceridszintek meghatarozasahoz vért gytjtottiink, majd a mintakat
4 °C-on, 1000 g-n centrifugéltuk 10 percig, és a szérumot eltavolitottuk. A szérum triglicerid
szintjét egy enzimatikus kolorimetrias teszttel (Diagnosticum Kft.,, Budapest,
Magyarorszag) mértiik a gyarto utasitasai szerint. A teszt pontossagat ellendriztiik standard
lipidkontrollokkal (Diagnosticum Kft., Budapest, Magyarorszag). A lila szinii termék
abszorbanciajat 560 nm-en mértik mikrolemez olvaséval (Multiskan FC, Thermo Scientific,
Egyesilt Allamok). Az értékeket mmol/literben adtuk meg.

A hat hénapos vad tipusu és transzgénikus ApoB100 egerek (n = 10) allatok/csoport) a
vér-agy gat permeabilitds méréséhez natrium fluoreszcein és EBA oldatot kaptak (2%, 5
ml/kg) iv. injekcioban a farokvénaba 1 6rén keresztil, majd a kisérletek végén az allatokat
perfundaltuk, az agyakat kiemeltiik és az agykéregbdl és a hippokampuszbol mintdkat
gyijtottik. A szovetdarabokat 650 ml PBS-ben homogenizaltuk, majd 650 ml hideg, 50%-
os (m/V), frissen keszitett triklor-ecetsavat adtunk hozza, és a mintakat 10 000 g-vel 12
percig centrifugaltuk 4 °C-on. A festékkoncentraciokat a feluliszoban PTI
spektrofluoriméterrel  (T-formatum, QuantaMaster QM-1; Photon Technology
International) mértik meg. A vér-agy gat permeabilitist ng nyomjelzé anyag/g agyban
fejeztik ki (Hoyk és mtsai., 2018).

A nioszomék in vivo agyi bejutdsanak vizsgélatdhoz tiz hetes him CD1-Foxnlnu
szOrtelen egereket (Winkelmann, Borchen, Németorszag) hasznaltunk kisallat fluoreszcens
képalkotd Optix™ miiszer (ART, Montreal, Kanada) segitségével. A miiszer alkalmas volt
a nioszoOmak fluoreszcens EBA toltetének nyomon kovetésére valds idében és tobb
idépontban ugyanazon az allaton. Az anesztéziat a fluoreszcencia detektalas alatt oxigén-
izofluran gazkeverekkel biztositottuk egy kis maszkon keresztiil. A kiilonbdz6 nioszomakat
(N, N-A, N-GP, N-A-GP) intravénasan (100 pl, farokvénaba) adtuk be, és fluoreszcencia
méréseket végeztiink 24 oraig meghatarozott iddpontokban (0, 10 és 30 perc, 3, 6 és 24 ora).
Az dllatokat a hosszabb mérési pontok kozoétt visszavittik a ketreclikbe, és biztositottuk az
élelemhez és vizhez jutést. Az EBA vords fluoreszeens jelét €16, altatott egerek egész testén
0,5 mm-es Iépésekben detektaltuk. A fluoreszcencia detektalasahoz iddkorrelalt
egyfotonszamlald rendszert (TCSPC-130) hasznaltunk. Az intenzitasi egységeket
raszterpontonként (integracios id6) azonos gerjesztési teljesitmény és gerjesztési idé mellett
normalizaltuk (Mészaros és mtsai., 2018).

3.21. Statisztikai kiértékelések

Az adatokat atlag + SD (szorés) vagy SEM (az atlag standard hibaja) formaban adtuk
meg. Az adatsorokon statisztikai tesztként egymintas t-prébat, egyutas vagy kétutas
variancia-analizist (ANOVA) és azt kovetden Dunnett és Bonferroni-poszttesztet vegeztiink
GraphPad Prism 5.0 program segitségével (GraphPad Software Inc., Amerikai Egyesult
Allamok). Statisztikailag szignifikansnak a P< 0,05 értékeket tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az agyi gyogyszerbejuttatas vizsgalatara hasznalt sejttenyészetes modellek
dsszehasonlitasa

A vér-agy gat kutatasokban alkalmazott, eltéré eredetti és komplexitasu in vitro modellek
csak részben képesek modellezni a human vér-agy gat miikodését, és jelentds kiillonbségeket
mutatnak a hatéanyagok célpontjaként szolgalo receptorok, traszporterek valamint efflux
pumpék kifejez6désében (Uchida és mtsai., 2020). Ezért kutatasainkban célul tliztik ki,
hogy 6sszehasonlitsunk kilenc, a preklinikai kutatdsokban és gyogyszeripari tesztelésekben
leggyakrabban hasznélt vér-agy gat és vér-agy gatat helyettesit6 modell morfoldgiai és
funkcionalis tulajdonségait, kiemelve az egyes modellek eldnyeit és hatranyait gydgyszerek
legjobban megkozelitd sejttenyészetes modellek alkalmazaséara, melyek megbizhaté médon
jelzik elére a kutatdsok e korai fazisaban egy hatdanyag lehetséges terapias sikerét a
Klinikumban.

4.1.1. Morfoldgia és vér-agy gat funkcios vizsgélatok (Hellinger és mtsai., 2012)

A kozponti idegrendszert célzé gyogyszerek sikertelenségének gyakori oka, hogy az
agyi kapillaris endotélsejtek barrierfunkcidja miatt a gydgyszerek nem jutnak el az agyi
célpontokhoz. A vér-agy gét transzporterek, mint példaul a P-gp, (MDR1), és a gyogyszerek
plazmafehérjékhez vagy agyszovethez valdo kotddése drasztikusan modosithatjadk a
befolyasoljak a gydgyszeres terdpia sikerét (Vastag és Kesserti, 2009). A komplex, mind a
passziv penetracids mind pedig az aktiv transzportfolyamatokat is modellez6 sejtkulturak az
ipari gyogyszerpenetracids kutatdsok kedvelt eszkozei (Vastag és Kesserti, 2009; Veszelka
és mtsai., 2011; Veszelka és mtsai., 2015). A preklinikai gyogyszerkutatdsokban az agyi
penetracié elSrejelzésére szamos sejttenyészetes modellrendszert alkalmaznak. Altalanos
elvaréas az in vitro vér-agy gat modellekkel szemben, hogy kis molekulaméretti marker
molekulakra, mint példaul fluoreszceinre alacsony penetraciot mutasson, valamint a
sejtrétegek transzendotelidlis elektromos ellenallasa nagyobb, vagy minimum 150-200
Qxcm? legyen (Deli, 2005).

Az endotélsejt alapu vér-agy gat modellek primer agyi endotélsejtek, immortalizalt
sejtvonalak (GP8, RBE4, hCMEC/D3, stb) vagy 6ssejtbdl differencialtatott endotélsejtek
tenyésztésén alapulnak. A patkany primer agyi endotélsejtek, valamint patkany primer
pericitak és asztrocitak harmas tenyészetébdl allo vér-agy gat modellt kutatocsoportunk
japan partnereinkkel kozosen szabadalmaztatta (Nakagawa és mtsai., 2009). A primer
endotélsejtes modellek agyi kapillaris eredetiiknek kdszonhetéen a megfeleld genetikai
hattérrel rendelkeznek és altalaban a vér-agy gat modellekkel szemben tamasztott minimum
kovetelmenyeknek messze eleget tesznek Nagy atereszt6képességli, rutinszer(i ipari
hasznalatra azonban kevésbé alkalmasak, mivel munkaigényesek, magas szakértelmet
kovetelnek és eldallitasuk igen koltséges (Hellinger és mtsai., 2012). A kiilonboz6
tenyésztési kortlmények hatasara gyakran csokken a transzporterek és efflux pumpék
expresszidja is, ami problémat okoz a gydgyszerpenetracids vizsgalatokban.

A sejttenyeszetes modellek masik tipusa az epitélsejtalapd, Ggynevezett ver-agy gat
helyettesitd6 modellek, mint példaul az MDCK kutyavese epitélsejtek, amelyeket a huméan
MDR1 génjével transzfektaltak, valamint a Caco-2 human bélepitélsejtvonal. Ezen
sejtvonalak genetikai hattere epitélsejt eredetiiknek koszonhetben eltér a vér-agy gat
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sejtekétdl. A transzfektalasnak koszonhetéen a magas P-gp efflux pumpa aktivitast mutatd
MDCK-MDR1-et, mint vér-agy gat helyettesité modellt hasznaljdk a gyogyszeriparban
(Wang és mtsai., 2005). A nativ Caco-2 az iparban els6ésorban a bélrendszeri felszivodas
elérejelzéséhez els6dlegesen hasznalt modell, de szoros paracellularis tulajdonsaga miatt
gyakran a vér-agy gat ateresztoképességének elorejelzésére is alkalmazzak (Veszelka és
mtsai., 2011). Komoly hatranya, hogy a Caco-2 P-gp aktivitasa a nativ tenyészetben
alacsony eés nagyon valtozd. Egyiittmikod6 partnereink ezért Kifejlesztetették a
vinblasztinnal szelektalt Caco-2 sejtvonalat (VB-Caco-2), amely magas P-gp expresszidja
miatt igy mind a passziv mechanizmusok, mind a P-gp szubsztrat gyogyszerek sziirésére is
alkalmassa valt (Hellinger és mtsai., 2010).

Kutatémunkank sordn célul tiiztiik ki, hogy részletesen Osszehasonlitsuk a magas
integritast patkany primer agyi kapillaris endotélsejtes vér-agy gat modellt és az epitélsejt-
alapd, Caco-2, VB-Caco-2 és MDCK-MDR1 vér-agy gétat helyettesité modelleket mind
morfoldgiai vizsgalatokban, mind pedig funkcionalis tesztekben (Hellinger és mtsai., 2012).

EPA VB-Caco-2 MDCK-MDR1

SN e

4um

8. &bra. Elektronmikroszkopos felvételek a patkany primer vér-agy gat modell (EPA), VB-Caco-2
és MDCK-MDR1 sejtek citoarchitekturajarol. ER, endoplazmatikus retikulum; ID, interdigitacio; m,
mitokondrium; N, sejtmag; TJ, intercellularis szoros kapcsolatok; V, mikrovillusok (Hellinger és
mtsai., 2012).
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Az elektronmikroszkopos felvételeken jol lathatd volt, hogy az agyi endotélsejtek, nem
atfedo, egysejtrétegben ndttek, magassaguk a perinukledris régidoban koriilbeliil 1,5-2 um
volt, a sejtek széle felé haladva a sejtek még laposabbak, 0,2-0,4 um magasak voltak (8, 9.
abra). A szomszédos endotélsejtek kozotti atfedd plazmamembranok kozott jol kivehetdk a
szoros sejtkapcsolo struktirak hosszu sorai (10. abra). Az endotélsejtek felszine jellemzben
sima, de gyakran megszakitjak kisebb kaveoldk, vagy kaveola szerti invaginaciok (8, 9.
abra).

Az agyi endotélsejtek pozitivan festddtek az endotélspecifikus klaudin-5 fehérjére, de
nem festédtek az epitelialis tipusu klaudin-4-re, valamint pozitiv immunfestddést mutattak
Z0-1 és B-katenin fehérjékre (11. abra, 2. tblazat). Az agyi kapillaris endotélsejtek vékony,
megnyult, 6rvénylé mintdzatot mutatnak a faziskontraszt mikroszkopos vizsgalatban, kis
nagyitas mellett.

A nativ Caco-2, VB-Caco-2 és kutyavese epitélsejt tenyészetek (MDCK, MDCK-
MDRI1) nem atfedd, egysejtrétegben nottek, alakjuk jellegzetesen kuboid (8, 9. abra).
Szembeotlé morfologiai kiilonbség, hogy a vese epitélsejtek magasabbak (MDCK-MDR1.:
10-20 pum), mint a bélepitélsejtek (VB-Caco-2: 8-15 um). Mindkeét sejttipus apikalis
felszinét mikrovillusok boritjak (8, 9. abra).

EPA VB-Caco-2 MDCK-MDR1

9. &bra. A patkény primer vér-agy gat modell (EPA), a VB-Caco-2 és az MDCK-MDR1 modellek
sejtfelszineinek elektronmikroszkdpos felvételei. C: kaveola; ER: endoplazmatikus retikulum; m:
mitokondrium; V: mikrovillusok. (Hellinger és mtsai., 2012).

Az epitélsejteknél a szomszédos sejtek kozott a TJ struktirak viszonylag révidek (0,3-1
um), a sejtek kozott apikalisan helyezkednek el, és jol elkuldnilnek mas sejtkapcsold
strukturaktol, mint példaul a dezmoszomaktol. A bazolaterélis régioban interdigitaciok
voltak megfigyelhetdk a szomszédos sejtek kozott (10. abra).
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EPA VB-Caco-2

MDCK-MDR1
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i

10. &bra. Patkany primer vér-agy gat modell (EPA), VB-Caco-2 és MDCK-MDR1 intercelluléris
kapcsolatok elektronmikroszkopos felvételei. D, dezmoszéma; ER, endoplazmatikus retikulum; ID,
interdigitaciok; m, mitokondrium; N, sejtmag; TJ, sejtkdzi szoros kapcsolatok; V, mikrovillusok. A
nyilak a szoros intercellularis kapcsolatokra mutatnak (Hellinger és mtsai., 2012).

A Caco-2, VB-Caco-2 és MDCK-MDRI1 sejtek pozitiv festédést mutattak az epitelialis
TJ fehérjékre, ugymint a klaudin-1 és klaudin-4-re, valamint a citoplazmatikus, TJ-hez
kapcsolddd ZO-1-re és az adherens sejtkapcsolatok [-katenin fehérjéire (10. abra, 2.
tablazat). A festddések minden esetben a sejtmembranra korlatozodtak. Az epitélsejtek nem
festddtek a vér-agy gat specifikus klaudin-5 TJ fehérjére (2. tablazat), és jellemz6en kuboid
alaklak voltak mind a bél- mind a veseepitélsejt tenyéeszetetekben, de az MDCK-MDR1
kultrék nagyobb siiriiségben novekedtek (11. abra).

2. tablazat. Osszefoglalo tablazat a szoros és az adherens sejtkapcsold struktirak fehérjéinek
immunfestddésérdl a primer patkany vér-agy gat (EPA) és az epitélsejtes modellekben (Caco-2, VB-
Caco-2, MDCK-MDR1). Immunfestési képek: lasd 11. dbra (Hellinger és mtsai., 2012).

Modell [-catenin Z0-1 klaudin-1 | Kklaudin-4 | klaudin-5
EPA + + +/— _ n
Caco-2 + + + + _
VB-Caco-2 + + + + —
MDCK-MDR1 + + + + —

+: pozitiv fest6dés, — negativ fest6dés

A P-gp immunfestés a Caco-2 esetében viszonylag gyengébb jelet mutatott, mig a t6bbi
sejtkultura esetében a P-gp festédés nem kiilonbozott jelentdsen (11. &bra).
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EPA Caco-2 VB-Caco-2 MDCK-MDR1

CL-1
R-CAT

P-GP+Z0O1

P-GP+ZO1 P-GP+ZO1 P-GP+Z0O1

11. &bra. Patkany primer agyi endotélsejtek és epitélsejtek immunfestése szoros és adherens
sejtkapcsolatok fehérjéjére, valamint P-gp-re. A sejtmagok kék, a P-gp zo6ld festédésként lathato,
mig a ZO-1 TJ asszocidlt fehérje a sejtek kozotti hatarokat jeldli (piros). EPA: vér-agy gat modell;
B-CAT: B-katenin (piros); CL-1: klaudin-1 (piros); CL-5: klaudin-5 (z6ld); P-GP: P-glikoprotein
(z6ld); ZO-1: zonula occludens protein-1 (piros). Mérce: 20 um (Hellinger és mtsai., 2012).

3. tdblazat. Permeabilitasi, efflux arany és TEER értékek a primer patkany vér-agy gat (EPA) és az
epitélsejtes modellekben (Caco-2, VB-Caco-2, MDCK-MDR1) (Hellinger és mtsai., 2012).

Anyag Transzport F6 efflux EPA Caco-2 VB-Caco-2 MDCK-MDR1
mech. transzporter Pappa-e efflux Pappa-s efflux Pappas efflux Pappas efflux eﬁlux
x10° cm/s arany x10° cm/s arany x10% cm/s arany x10¢ cm/s arany i?r% At
atlag S.D. atlag S.D. atlag S.D. atlag S.D.
Antipyrine PT 51.8 15 0.88 82.3 35 0.80 78.1 25 0.97 74.6 31 0.96 0.98
Caffeine PT 64.9 1.9 0.92 84.7 1.0 0.94 85.7 3.0 0.84 78.5 5.6 0.98 1.00
Verapamil PT/E P-gp 234 22 1.36 44.6 8.9 133 40.0 7.9 1.60 15.2 0.3 2.78 1.75
Indomethacin PT 33.6 13 131 50.9 14 1.08 50.3 0.5 1.10 455 4.3 1.16 1.05
Quinidine PT/E P-gp 6.28 0.04 1.93 40.2 3.7 1.06 16.3 3.6 4.90 5.19 151 16.4 135
Loperamide PT/E P-gp 15.6 23 1.40 18.1 12 1.46 115 0.7 3.13 4.70 2.67 17.8 9.79
Atenolol PP/E P-gp 1.36 0.20 1.66 0.83 0.19 1.21 0.25 0.09 1.95 0.43 0.14 2.33 1.64
Vinblastine E P-gp., MRP2 242 0.97 0.57 6.97 0.95 10.5 0.28 0.07 270.2 0.21 0.12 369.5 50.5
Cimetidine E P-gp, BCRP 3.86 0.73 0.72 1.97 0.24 2.23 0.96 0.56 3.90 0.78 0.10 454 3.45
Digoxin E P-gp 1.25 0.27 2.46 6.50 0.42 4.72 0.55 0.17 65.5 0.57 0.09 53.1 7.56
Fluorescein-Na PP 2.72 0.03 1.34 0.29 0.47 0.17 0.59 0.06
TEER (Qcm?), mean +S.D.
548 125 1024 184 2012 347 84 8

A sejtrétegek paracellularis szorossagat mutatd TEER értékek patkany vér-agy gat
modellben (548 £ 125 Qxcm?), a nativ Caco-2 (1024 + 184 Q xcm?) és a VB Caco-2 (2012
+ 347 Q xcm?) modellben magasan a kritikus kovetelmény (150-200 Q xcm?) feletti
értékeket mutattak, ami igen szoros integritast jelent (3. tablazat). A MDCK és az MDCK-
MDR1 sejtkultirak TEER-je jellemzéen 100 Q x cm? alatt volt.
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A VB Caco-2 (0,47 + 0,17 x10°° cm/s), és az MDCK-MDR1 modell (0,59 + 0,06 x107
cm/s) mutatta a legalacsonyabb permeabilitast a kismolekuldju paracelluléris marker
molekula fluoreszceinre, mig a nativ Caco-2 (1,34 + 0,29x10° cm/s) és a patkany primer
vér-agy gat modellen (2,72 + 0,03 x10® cm/s) kicsivel magasabb, de még mindig megfeleld
atjutast mértiink (3. tablazat). A veseepitél MDCK sejtek esetében, ahol az ionreabszorpcio
fizioldgiai funkcid, a latszolagos ellentmondas a modell gyenge TEER értékei és az alacsony
paracellularis ateresztoképesség kozott azzal magyarazhatd, hogy a TEER értékek az
egysejtrétegen keresztili ionmozgas mertékét tiikrozik, ami nemcsak a paracellularis
utvonalon keresztul torténhet, hanem az ioncsatornak, transzporterek és ionpdrusokon
keresztil is, melyek fehérjéi (klaudin-2, -7, -15, -17) nagy szdmban expresszalédnak az
MDCK sejtekben.

EPA Caco-2
-4 2z -4
0 =0.7989 . — r*=06053
[ Antipyrine v A
S .5 [ ] : £ 5 Antipyrine g Caffeine
- . Caffeine S
a Verapamil -~ Verapamil
g 2 .
o .6 Quinidine Ir;domethacin S -6 Loperamide Indomethacin
=] ] )
Ks) Vinblastine .Loperamide > Atenolol Quinidine
Atenolol B wm u u,, .
o -~ imetidi Vinblast|
27 Cimetidine o 7 Cimetiding m o oasne
Z Digoxin S Digoxin
= <
-7 -6 -5 -4 -3 -7 -6 -5 -4 -3
in vitro log Pappa_g (cm/s) in vitro log Pappp_g (cm/s)
VB-Caco-2 MDCK-MDR1
4 -4
—_ r?=0.7206 _ r?=0.7782
g 5 Antipyrine- g 5 Antipyrin.e caffel
R - affeine
% Verapamil _Caffeine % Verapamil
]
o . o L .
) . Quinidine
& -69 Atenolol . .Indomethacm S -64Vinblastine In.domethacm
2 Vln-blastme LoperamideQumldme o s m ~ "Loperamide
; -7 m Cimetidine ; .7 - Cimetidine
> Digoxin > Digoxin
S 9 S
£ . £ |
-7 -6 -5 -4 -3 -7 -6 -5 -4 -3
in vitro log Papp,.g (cm/s) in vitro log Pappa.g (cm/s)

12. &bra. Patkény primer vér-agy gat modell (EPA), nativ Caco-2, VB-Caco-2 és MDCK-MDR1
modellekben meghatérozott referencia gyégyszerek in vitro permeabilitdsanak (Papp) abrai szoveti
kotodésiikkel korrigalva. Pap in Vivo adatok egér agyi eloszlasi modellb6l (Nakagawa és mtsai.,
2009) szarmazo teljes agyi és teljes plazmakoncentraciékon alapulnak (Hellinger és mtsai., 2012).

Az egyes modelleken kétiranyl permeabilitasi vizsgalatokban tizféle hatoanyagot
teszteltiink, melyek a vér-agy gaton kiilonb6z6 mechanizmusokkal (passziv transzport,
efflux pumpa ligandok) képesek atjutni. A két irdnyban meghatarozott permeabilitési
egyutthatd (Papp) értékek aranyabol efflux aranyt szamoltunk (3. tablazat). A kiilonb6z6
modellek kéziil nem meglepé modon, a P-gp efflux pumpat magasan expresszald6 MDCK-
MDR1 és a VB-Caco-2 azonositotta a legnagyobb szamu efflux transzporter szubsztratot,
amelyet a 2-nél magasabb efflux arany mutatott (3. tablazat, félkovérrel szedett értékek),
mig a patkany primer modell csak a digoxint azonositotta P-gp szubsztratként.
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Az in vitro permeabilitasi értékeket kordbbi in vivo adatokkal (Nakagawa és mtsai.,
2009) korrelaltatva, a legjobb korrelaciot (r>=0,7989) a patkany primer vér-agy gat modell
esetében kaptuk (12. abra).

4.1.2. Morfoldgiai, génexpresszids és gyodgyszeratjutas vizsgalatok (Veszelka és mtsai.,
2018)

Osszehasonlito vizsgélatainkat a kordbban mar elemzett (Hellinger és mtsai., 2012)
patkany primer vér-agy gat (EPA) és az epitélsejtes modellek (nativ Caco-2, vinblasztinnal
kezelt VB-Caco-2, nativ MDCK, P-gp transzfektalt MDCK-MDR1) mellett Kkiterjesztettiik
a patkdny GP8 és RBE4 sejtvonalakra és a human hCMEC/D3 (D3) modellre, valamint
ennek litium-kloriddal erésitett valtozatara (D3L) is (Veszelka és mtsai., 2018).

Igy Osszesen 9 sejttenyészetes modellen (13. abra) a morfologiai és funkcionalis
vizsgalataink mellett feltartuk, hogy milyen génexpresszids mintazatot mutatnak az egyes
modellek a TJ fehérjékre nézve, valamint a gydgyszer hatbanyagok ADME (Abszorpcid-
felszivodas, Disztribacio-eloszlas, Metabolizmus-atalakulds,  Exkrécio-kivalasztas)
tulajdonsagait befolydsolé transzporterek, efflux pumpék és metabolikus enzimek
tekintetében. Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy az eltéré fehérjeexpressziok hogyan
befolyasoljak az egyes gyogyszerek atjutasat a modelleken (Veszelka és mtsai., 2018).

A vér-agy géat funkcionalis vizsgalatokban az endotélsejtes modellek kozll az EPA
esetében mértiik a legmagasabb TEER értéket (4. tablazat), az epitélsejtes modellek kozil
pedig a korabbi eredményeinkkel 6sszhangban (Hellinger és mtsai., 2012) a Caco-2 és a
VB-Caco-2 modellek mutattdk a legmagasabb rezisztencia értékeket, ami szoros
paracellularis gatra utal. Az MDCK, az MDCK-MDRY1, illetve az RBE4, D3 és D3L
tenyészetek TEER értéke igen alacsony, 100 Qxcm? alatti volt. Bar a litium-kloriddal
torténd kezelés a D3L modellben jelentdsen megemelte a TEER-t az irodalmi adatokkal
megegyezden (Weksler és mtsai., 2013), az még igy is gyenge gatfunkciokat mutatott. A
legalacsonyabb rezisztencia értékeket a GP8 sejtvonal esetében mértiik (4. tablazat).

4. tablazat. Az endotél- és epitélsejtes modellek funkcionalis 6sszehasonlité vizsgalata: rezisztencia
(TEER) és pemeabilitas értékek (Papp) (Veszelka és mtsai., 2018).

Modell TEER Fluoreszcein Papp Albumin Papp

ode (Q x cm?) (106 cm/s) (10 cm/s)
EPA 475 + 48 2.1+0.25 0.2+0.03
CaCo2 854 + 24 1.5+0.28 0.8 +0.09
VB-CaCo2 1186 + 71 0.3+0.06 0.2+0.08
MDCK 72+9 2.8+0.23 0.6 +0.05
MDCK-MDR1 81+7 2.7+0.31 -
GP8 28 +13 39.8 +3.51 16.5 +7.51
RBE4 64 +5 27.4+163 3.9+0.23
D3 45+2 222 +3.71 2.1+031
D3L 86 + 6 19.3+1.22 1.7 £0.12
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13. abra. Az endotélsejtes (EPA, GP8, RBE4, D3, D3L) és az epitélsejtes modellek (Caco-2, VB-
Caco-2, MDCK és MDCK-MDR1) faziskontraszt mikroszkopos képei és klaudin-5 (piros) valamint
klaudin-4 (z6ld) immunfestett képei. Sejtmag (kék). Mérce: 50 és 100 um (faziskontraszt képek); 20
és 50 um (immunfestett képek) (Veszelka és mtsai., 2018).

Klaudin-4

A mért TEER értékekkel dsszhangban alltak a permebilitasi méréseink is. Az EPA és az
epitélsejtes modellek voltak a legkevésbe ateresztéek mind a kismolsulyd paracellularis
marker molekula fluoreszceinre, mind pedig a transzcellularis permeabilitasi marker Evans
kékkel jelolt alobuminra nézve (4. tablazat). Az alacsony TEER értékeket mutaté mind a négy
agyi endotélsejtvonal (GP8, RBE4, D3, D3L) egy nagysagrenddel magasabb Papp-értékeket
mutatott, mint az EPA modell mindkét marker esetében, ami jelent6sen ateresztébb vér-agy
gat modellre utal (4. tAblazat).

Génexpresszios méréseink eredményei megerdsitik, hogy a TJ-fehérjék RNS-mintazata
az EPA modellben kilonbézik az epitélsejtes modellekben lathaté mintazattdl (14. abra). A
Caco-2 és a MDCK sejtekben a legmagasabb génexpressziot a kovetkezd klaudinok
esetében mértiik: CLDN1, CLDN3, CLDN4 és CLDN?7.
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Az agyi kapillaris adatokkal megegyezden (Ohtsuki és mtsai., 2008) sikerllt kimutatni
RNS szinten a vér-agy gat szorossadgéban szerepet jatsz6 CLDN19 génjét az EPA modellben,
mig a Caco-2 modellben ez alig volt kimutathaté (14, 15. abra). Az irodalmi adatokkal
6sszhangban (Enerson és Drewes, 2006; Ohtsuki és mtsai., 2008) és a varakozasainknak
megfeleléen az endotélsejt specifikus ESAM az EPA-ban volt a legmagasabb génexpresszios
szinten (14, 15. dbra). Az ESAM az endotelialis sejtszelektiv adhéziés molekula, amely az
interendotelialis sejtkapcsolatok fontos képvisel6je, minden érrendszeri endotéliumban
kifejezédik.
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14. abra. TJ fehérjék génjeinek relativ transzkripcios szintjei, TagMan Gene Expression Assay
modszerrel mérve, a patkany primer vér-agy gat (EPA) és epitélsejtes modellekben (Caco-2, VB-
Caco-2, MDCK és MDCK-MDR1) (Veszelka és mtsai., 2018).
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15. bra. TJ fehérjék génjeinek relativ transzkripcids szintjei, TagMan Gene Expression Assay
modszerrel mérve, a patkany primer vér-agy gat (EPA) és endotél sejtvonalas modellekben (GP8,
RBE4, D3, D3L) (Veszelka és mtsai., 2018).

Morfologiai vizsgalatainkban a konfluens, nem atfedd, egysejtréteg minden modellben
jol megfigyelhetd volt mind a faziskontraszt mikroszképos képeken mind pedig a szoros
sejtkapcsolatok immunfestett képein (13. é&bra). A legszembetlinObb kiilonbség az
endotélsejtek és az epitélsejtek kdzott a sejtek alakjaban volt. Az endotélsejtek megnyultak
voltak, és a 13. abran jol megfigyelheté 6rvénylé mintazatot alkottak. Az EPA-modellben
az primer agyi endotélsejtek erds pericellularis festddést mutattak a klaudin-5 fehérjére,
amely a legnagyobb mennyiségben el6fordulo Klaudin tipus a vér-agy gaton. A klaudin-5
festddés a sejthatarra és az interendotelidlis csomdpontokra koncentralédott. Az endotél
sejtvonalas tenyészetekben azonban a klaudin-5 fest6dés csak citoplazmatikus volt, nem volt
lathaté a sejthataron (13. abra). Az epitélsejtek az elnyult endotélsejtekkel szemben
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jellegzetes kuboid morfologiat mutattak, és a klaudin-4 fehérjére intenziv festodést
mutattak, ami a TJ génexpresszids adatokkal 6sszhangban (14. abra) az epitélsejtek tipikus
TJ fehérjéje.

A 25 vizsgalt SLC transzporter kozul az EPA modell expresszalta a legnagyobb
mennyiségben a vér-agy gat elsddleges gliikoz transzporterét a GLUT1 gént (16, 17. abra).
A mésodlagos glukoztranszporter GLUT3 mRNS-e szintén kimutathato volt, de alacsonyabb
expresszios szinten, az irodalmi adatokkal egybecsengé modon (Enerson és Drewes, 2006).
Az EPA adatokkal ellentétben azt talaltuk, hogy a Caco-2 sejtekben a GLUT3 és a GLUT5
gének expresszalédnak dominans modon, mint hexdz transzporterek a GLUT1 helyett. Az
MDCK sejtek pedig foként GLUT1 gént expresszaltak (16, 17. dbra). A dominans glikoz
transzporter a D3 sejtekben is a GLUT1 volt, hasonléan az EPA modellhez és 6sszhangban
az irodalmi adatokkal (Urich és mtsai., 2012). A GP8 sejtekben a gliikoztranszporterek kozil
a GLUT1 gén expesszioja volt a legmagasabb, mig az RBE4 sejtekben a GLUT3 (17. abra).
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16. abra. SLC transzporterek génjeinek relativ transzkripciés szintjei, TagMan Gene Expression
Assay modszerrel mérve, a patkany primer vér-agy gat (EPA) és epitélsejtes modellekben (Caco-2,
VB-Caco-2, MDCK és MDCK-MDR1) (Veszelka és mtsai., 2018).
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17. abra. SLC transzporterek génjeinek relativ transzkripcids szintjei, TagMan Gene Expression
Assay madszerrel mérve, a patkany primer vér-agy gat (EPA) és endotél sejtvonalas modellekben
(GP8, RBE4, D3, D3L) (Veszelka és mtsai., 2018).

Az MCT-transzporter csalad szallitja a kozponti idegrendszerbe a masodlagos
energiaforraskeént szolgald ketontesteket, és a laktatot, valamint a pajzsmirigyhormonokat.
A laktatot az emberi agy a fejlddés korai szakaszaban, valamint felndttkorban az ¢hezés,
cukorbetegség és iszkémias események soran hasznélja fel az energia fenntartasara
(Campos-Bedolla és mtsai., 2014). A laktatot kétiranyltan szallitjadk az MCT-k, amelyek
koziil a f6 transzporter a vér-agy gaton az MCT1 mind ragcsélokban, mind pedig emberben
(Enerson és Drewes, 2006). Az EPA-modell mindharom vizsgalt MCT gént magas szinten
expresszalta (16, 17. abra). A Caco-2 sejtekben alacsonyabb szinten fejez6dott ki az MCT1
és sokkal kevesebb MCT8 és MCT6 volt. Az MDCK sejtek nem expresszaltak az MCT1
génjét. Ezzel szemben az RBE4 kivetelével az 6sszes agyi endotélsejt kifejezte ezt a
transzportert (16, 17. abra).

Az aminosavakat szallito SLC fehérjék génjeire, kilénésen a nagy aminosav
transzporterek a CAT1 és LAT1 esetében, valamint a kis aminosav-transzporterekre a SAT2,
és az SN1 esetében az EPA modellben jelentésen magasabb génexpresszios szinteket
mértink az epitélsejtes modellekhez képest (16, 17. abra).

A ket vizsgalt peptid transzporter génexpresszidja szembetlinden kiilonbozott a
modellek kdzott. A PEPT1 mRNS szintje magas volt a Caco-2 modellekben, és nem volt
expresszid az EPA és MDCK modellekben, ezzel szemben a PHT2 magas expresszios
szintet mutatott az EPA modellben, mig a Caco-2 modellben nem volt expresszié (16, 17.
abra). Eredményeink ezzel arra utalnak, hogy a peptidek transzportja nagyon eltéré lehet
ezekben a modellekben. Irodalmi adatok a PHT2-t azonositottak a vér-agy gatra jellemz6
SLC transzporterként (Enerson és Drewes, 2006), megerdsitve ezzel eredményeinket. Az
MFSD2A fehérje szelektiven expresszalodik az agyi kapillarisokban és a DHA-t
lizofoszfatidil-kolin formajaban szallitja az agyba. Az MFSD2A gen minden modellben
expresszalddott, kivéve a GP8 és az RBE4 sejtvonalakat, és magasabb mRNS-expressziot
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mutatott az epitélsejtes modellekben és a D3 sejtekben, mint az EPA modellben. Minden
modell magas vagy mérsékelt szinten expresszalta a zsirsavak, a glicin, a taurin, a kreatinin
és a C-vitamin szallitasaért felelés SLC transzportereket (16, 17. abra). Nem volt
szignifikans kulonbség az SLC-transzporterek génexpresszidjdban a Caco-2 és a VB-Caco-
2 sejtek kozott. A D3 sejtvonalban a legmagasabb génexpresszioja az SLC-transzporterek
kozul a SAT2 gének volt, ezt kovette a GLUT1, a LAT1 és az MCT1 @sszhangban az
irodalomban talalhatéakkal (Carl és mtsai., 2010; Urich és mtsai., 2012). A litium-kloridos
kezelés a D3 sejtekben a Wnt Gtvonal aktivalasaval (Weksler és mtsai., 2013), megemelte
szdmos SLC transzporter genexpresszigjat, ugymint a GLUT3,-5, MCT8, SN1, SNATS5,
PEPT1, FATP1, ABCA2, GLYT1, TAUT, CRT, ASCT2 (17. abra).

A P-gp-t és a BCRP fehérjét azonositottak a két elsédleges efflux transzporternek a vér-
agy gaton mind human (Shawahna és mtsai., 2011; Uchida és mtsai., 2011) mind patkany
agyi mikroerekben (Enerson és Drewes, 2006). A patkany EPA vér-agy gat modell
hasonldan nagy mennyiségben expresszalta a P-gp és a BCRP géneket is (18, 19. &bra). A
nativ Caco-2 sejtekben a P-gp és BCRP gének expresszioja alacsonyabb volt, mint az EPA
modellben (18. abra). A vinblasztin kezelés jelentésen megemelte a P-gp gén expresszidjat
a VB-Caco-2 sejtekben, dsszhangban a szakirodalmi adatokkal (Hellinger és mtsai., 2010).
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18. abra. Efflux pumpék génjeinek relativ transzkripcios szintjei, TagMan Gene Expression Assay
modszerrel mérve, a patkany primer vér-agy gat (EPA) és epitélsejtes modellekben (Caco-2, VB-
Caco-2, MDCK és MDCK-MDR1) (Veszelka és mtsai., 2018).

Az MDCK-MDRL1 sejtek szintén magas szinten expresszaltdk a P-gp génjét, ami
hozzajarulhat a sejtvonal magas efflux potencialjaghoz, Gsszhangban korébbi
eredményeinkkel (Hellinger és mtsai., 2012). Azonban nem expresszaltdk a BCRP gént,
ahogy ezt mas fuggetlen vizsgalatban is kimutattak (Quan et al., 2012), amit figyelembe kell
venni a hatéanyag teszteléseknél. Az epitélsejtes modelleken a dominans efflux
transzporterek az MRP2 és az MRP3 voltak génexpresszios szinten, mig az EPA modellben
az MRP1 és MRP5 (18. abra).
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19. abra. Efflux pumpék génjeinek relativ transzkripcids szintjei, TagMan Gene Expression Assay
modszerrel mérve, a patkany primer vér-agy gat (EPA) és endotél sejtvonalas modellekben (GP8,
RBE4, D3, D3L) (Veszelka és mtsai., 2018).

Az RBE4 sejtekben a P-gp mRNS expresszidja volt a legalacsonyabb az agyi endotél
sejtvonalak kozil, a BCRP gén expresszidja a kimutatasi hatar alatt volt, és a tobbi ABC-
transzporterek transzkripcidja is alacsony volt (19. abra). A GP8 sejtekben szintén
alacsonyabb P-gp mRNS-szintet mértlink, mig a BCRP és az MRP6 gének nem fejezdtek
ki. Ezen adatok alapjan a patkany RBE4 vagy GP8 sejtvonalak felhasznalasa (efflux)
gyogyszerek szlirésére nem javasolt. A P-gp gén magas expressziojat mértik a human D3
sejtekben, melyek a BCRP gént is expresszaltdk az irodalmi adatokkal ©sszhangban
(Ohtsuki és mtsai., 2013).

Az EAAT transzporterek részt vesznek a glutamat szallitdsdban a vér-agy gaton
keresztiil és felel6sek az alacsony glutamat szintjéért az agy intersticidlis folyadékaban
(Helms et al., 2016). Az L-glutamat az agyi endotélsejtek abluminalis membranjaban
talalhatdé EAAT1-en keresztil jut be, és a luminélis membranon keresztiil egy alacsony
affinitast glutamat/aszpartat transzporteren keresztil jut ki. Az EAAT transzporter gének
kozll az EAATL gén fejezodott ki a legmagasabb szinten az EPA modellben, mig a Caco-2
és MDCK sejtekben az EAAT3 gén expresszidja volt a legmagasabb (19. abra). Az EAAT2
mMRNS-szintje nagyon alacsony volt a Caco-2 sejtekben és nem fejez6dott ki az MDCK
sejtekben. Az EAAT gének expresszidja elhanyagolhaté volt az agyi endotél sejtvonalakban,
kivéve a D3 sejteket, amelyekben az EAAT gének alacsony szinten fejezodtek Ki (19. &bra).

Az agyi kapillarisok endotélsejtjei olyan metabolikus enzimeket fejeznek ki, amelyek
képesek az agyi endotélsejtekbe bejutott gydgyszerek és xenobiotikumok modositasara,
ezaltal védik a kozponti idegrendszert a potencialisan karos molekuldk hatasaitol (Deli,
2011). A specifikus fazis I. és fazis 1l. enzimek részt vesznek a vér-agy gat metabolikus
gatfunkciojanak kialakitasaban, és jelentds szerepet jatszanak a gyodgyszerek lebontasaban.
Adataink meger6sitik, hogy a tenyésztett agyi endotélsejtek a fazis 1. és fazis Il. enzimek
génjeit is expresszaljak az epitélsejtekhez hasonld mértékben (20, 21. abra).
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20. &bra. Metabolikus enzimek génjeinek relativ transzkripcids szintjei, TagMan Gene Expression
Assay modszerrel mérve, a patkany primer vér-agy gat (EPA) és epitélsejtes modellekben (Caco-2,
VB-Caco-2, MDCK és MDCK-MDR1) (Veszelka és mtsai., 2018).

A citokrém P450 enzimek kozul a CYP2D6 és a CYP2U1 gén expresszidja volt a
legmagasabb az EPA vér-agy gat modellben (20. abra). A CYP2D6 részt vesz a hepatikus
lebontasaban szamos klinikailag hasznalt gyogyszernek, mig a CYP2U1 egy extrahepatikus
izoforma, amely a thymusban és az agyban expresszalddik, és metabolizélja az
arachidonsavakat és mas hosszu lancu zsirsavakat (Dauchy és mtsai., 2009). A Caco-2
sejtekben az extrahepatikus CYP2S1 enzim génje, amely a retinsavat is metabolizalja, a
legmagasabb mértékben fejez6dott ki (21. &bra). Csak két enzim génje, a CYP2C és a
CYP2D fejez6dott ki MDCK kutyasejtekben, a tobbi gén vagy nem fejez6dott ki, vagy nem
allt rendelkezésre megfeleld proba (20. &bra). A fazis I. enzimek kozil a D3 sejtekben a
CYP2S1 és a CYP2U1 gének voltak a leginkabb dominansan expresszaléddak (21. abra),
6sszhangban az irodalmi adatokkal (Dauchy és mtsai., 2009).

M EPA GP8 M RBE4 D3 mD3L
1000000

100000 -+

1171111 ROSRUPUPRNS WURRRRN SPRRUISPUSS LRSS SR USRS NS ) YR RS S S — R S —

"

- )

g 8
. L
-

[
o
L

Relativ transzkripcios szint

-
4

CYP1A1 CYP1A2 CYP2B CYP2C CYP2D CYP2E1 CYP2) CYP2R1 CYP2S1 CYP2U1l CYP7A1 CYP27A1 GSTP1 GSTA1 SULTI1A1l UGT1Al

21. dbra. Metabolikus enzimek génjeinek relativ transzkripcids szintjei, TagMan Gene Expression
Assay modszerrel mérve, a patkdny primer vér-agy gat (EPA) és endotél sejtvonalas modellekben
(GP8, RBE4, D3, D3L) (Veszelka és mtsai., 2018).

A vizsgalt fazis Il. metabolikus enzimek kozil, amelyek részt vesznek a sejtek
méregtelenitési folyamataiban a glutation-S-transzferaz pl (GSTP1) gén fejez6dott ki a
legmagasabb szinten a EPA-modellben (21. abra). A GSTP1 gén expresszioja magas volt a
tobbi agyi endotélben sejtvonalban is. A GSTP1 enzim az agyi kapillarisokban fejezodik ki,
ahol nagymértékben kolokalizalodik az MRP2 efflux transzporterrel a lumindlis agyi
endotélsejtek plazmamembranjaban (Bauer és mtsai.,, 2008), amely a két fehérje
funkciondlis egységére utal. A Caco-2 sejtekben a vizsgalt fazis 1l. metabolikus enzimek
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mind magas szinten fejezédtek ki, kivéve a SULT1A1l enzim génjét, amely az MDCK
sejtekben volt magasabb (20. abra). A GSTAL, SULT1A1 és UGT1A1 gének kifejezodtek az
EPA-ban, és hianyoztak vagy nagyon alacsony szinten voltak kimutathatdak az agyi endotél
sejtvonalakban.

A génexpresszios eredményeink tiikrében kivancsiak voltunk arra, hogy a megfigyelt
kilénbségek vajon a gyogyszertranszport vizsgélatokban is megmutatkoznak-e. Ezeért
0sszehasonlitottuk nyolc hatéanyag atjutasat az ipari gyogyszertesztelésben leggyakrabban
hasznalt Caco-2, VB-Caco-2, MDCK és MDCK-MDR1 epitélsejtes modelleken, valamint a
jéval komplexebb és koltségesebben eléallithatd endotélsejtes EPA vér-agy gat modellen
(22. &bra).

70+

Bl EPA
604
] = Caco-2
504 Il VB-Caco-2
1 ] MDCK
404 B MDCK-MDRI

Papp (1076 cm/s)

22. dbra. Gyogyszerhatdéanyagok agyi kompartment felé irAnyuld permeabilitasi vizsgalata patkany
primer vér-agy gat modellben (EPA) és epitélsejtes modellekben (Caco-2, VB-Caco-2, MDCK és
MDCK-MDR1). Atlag + SD, n=4. Statisztika: egyutas ANOVA, Dunnett-teszt; *P <0,05; **P
<0,01; ***P <0,001 az EPA csoporthoz képest (Veszelka és mtsai., 2018).

A valproat, a baklofen, és a gabapentin jol ismerten a LATL1 transzporter ligandjai
(Ohtsuki és Terasaki, 2007), melyek magasan expresszalédnak az EPA és az epitélsejtes
modellen. A valproat esetében a Caco-2 sejteken szignifikansan magasabb, mig az MDCK
modelleken alacsonyabb atjutdst mértink, mint az EPA modellen (22. &bra). A baklofen
atjutasa magas volt az EPA modellen, mig az epitélsejtes modelleken alig jutott at. A LAT1
ligandok kozul a gabapentin permeabilitasa mind az 6t modellen nagyon alacsony volt, amit
az magyaraz, hogy a gabapentin az efflux transzporterek ligandja is (Nakanishi és mtsai.,
2013). A gabapentin permeabilitdsa a méréshatar alatt volt a VB-Caco-2 modellen, a sejtek
magas efflux tulajdonsagainak koszonhet6en (Hellinger és mtsai., 2012).

A funkcionalisan is miikodé MCT transzporterek jelenlétét a modellekben a probenecid
mérsékelt permeabilitasi értékei is bizonyitottak (22. abra), amely az MCT-k, valamint a
szerves aniontranszporter (OAT, SLC22) ligandja. A szalicilsav, az MCT1, az OATP2 és az
MRP4 ligandja. Az EPA-modellen a szalicilsav mérsékelt permeabilitasa magyarazhat6 a
SLC-transzporter MCT1 és OATP2, es az MRP4 efflux pumpa ellentétes iranyd
mikodésével. Szignifikansan nagyobb permeabilitds volt mérhetd a probenecid esetében a
Caco-2 sejtvonalakon, valamint a szalicilsavra az 6sszes epitélsejtes modellen, mint az EPA
modellen (22. &bra), ami az SLC és az ABC transzporterek eltéré expresszids mintazataval
magyarazhato.
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Az OATP transzporter ligand sztatinok egyre nagyobb figyelmet kapnak, mint
lehetséges terapias szerek idegrendszeri betegségben (Malfitano és mtsai., 2014), ezért
megfeleld agyi penetraciojuk kulcsfontossagli terapias hatékonysaguk tekintetében. A
harom tesztelt sztatin esetében ketténél, a rozuvasztain és a pravasztatin esetében is az EPA
modellen szignifikansan nagyobb penetracidt mértiink, mint az epitélsejtes modelleken, ami
az agyi endotélsejtekben az OATP1C1 influx SLC transzporter magasabb expresszidjaval,
valamint az epitélsejtekben erdsebb efflux mechanizmusokkal, kiilonésen az MRP2-vel
magyarazhato.

A takrin és a donepezil antikolinerg gyogyszerek Alzheimer-kor kezelésében, melyek
hatékonyan képesek bejutni az agyba a szerves kationtranszporter-2 (OCT2, SLC22A2), a
szerves kation/karnitin transzporter OCTN2 (SLC22A5), és a CHT1 (SLC5A7) kolin
transzporterek ligandjaikent (Kang és mtsai., 2005; Lee és mtsai., 2012). Permeabilitasi
Kisérleteink soran magas atjutast mertlink mindkét gyogyszer esetében az EPA modellen
(23A. dbra). Az endogeén kationos metabolitok, a kolin és a karnitin jelentdsen gatolni tudtak
a takrin és a donepezil penetracidjat, ami azt jelzi, hogy a gydgyszerek és az endogén
ligandok kdzos transzporterek segitségével jutnak be (23B. dbra). A VB-Caco-2 sejteken
szignifikansan alacsonyabb atjutast mértiink mindkét hatéanyag esetében, sét a donepezil
esetében még a transzport iranyok sem egyeztek meg: a VB-Caco-2 modell a bazélis iranyu
permeabilitdst mérte magasabbnak, mig az EPA modell az apikalis iranyd transzportot
jelezte er6sebbnek (23A. abra).
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23. &bra. (A) Takrin és a donepezil kétirAnyu permeabilitasi vizsgalata patkany primer vér-agy gat
modellben (EPA) és VB-Caco-2 epitélsejtes modellen. (B) Takrin és donepezil vér-agy gat
permeabilitasi vizsgalata gatloszerek (karnitin és kolin) mellett. Atlag + SD, n=4. Statisztika: kétutas
ANOVA, Bonferroni-teszt; **P <0,01; ***P <0,001 a kontroll csoporthoz képest; #P <0,05 az EPA
csoporthoz képest (Veszelka és mtsai., 2018).
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4.2. Vér-agy gat karosodasok patologias modellekben és védé anyagok vizsgalata

A Vvér-agy gat miikodése szamos betegségben karosodik, ami a kézponti idegrendszer
miikodési zavarat okozhatja. A vér-agy gat milkodésének megértése és a kiilonbozo
betegségmodellekben a gatmiikodés sériiléseinek vizsgalata ezért kulcsfontossagt, mert a
vér-agy gat sejtjei terdpias célpontok lehetnek ezen betegségek gyogyitasaban. Az
allatmodellek mellett az in vitro vér-agy gat modellek is alkalmasak a kiilonb6z6 betegségek
patomechanizmusanak tanulmanyozasara, a karosodasok ¢és a kiilonbozé véddanyagok
vizsgélatara is.

Eddigi kutatdbmunkam soran szamos betegségmodellben vizsgaltam a vér-agy gat
muikodésének valtozasait és kerestem az agyi endotélsejtekre védd hatdsu molekulékat,
hatéanyagokat. Jelen értekezésemben ezen munkaink kozil azokat valogattam ki, ahol
kevésbé ismert és nyilvanvald a vér-agy gat érintettsége, ugymint a diabétesz, a kronikus
stressz vagy az ateroszklerozis esetében.

4.2.1. Karbonil stressz karositd hatasa és kivédése agyi endotélsejtekben (T6th és mtsai.,
2014a; Téth és mtsai., 2014b)

A metilglioxal egy endogén metabolit (a-oxoaldehid) amely minden emléssejtben
képzodik, igen reaktiv, er6s oxidalo és glikacios tulajdonsagokkal rendelkezik, ezért
azonnali eltavolitasa a glioxalaz rendszer altal donté fontossagu (Phillips és Thornalley,
1993). A sejtekben talzottan felhalmoz6 metilglioxal karbonil stresszt okoz, mivel reakcidba
Iép fehérjékkel és nukleinsavakkal, ami visszafordithatatlan szerkezeti karosodast és
funkcidvesztést okoz. E reakciok melléktermékei oldhatatlan proteaz-ellendllé polimerek,
glikacids vegtermékek (advanced glycated end products, AGE) (Rabbani és mtsai., 2011).

A metilglioxdl megnovekedett szintjét kivaltd tényezok tObbek kdzott a gyulladas,
hiperglikémia és az oxidativ stressz (Ramasamy és mtsai., 2006). A metilglioxal emelkedett
szintje szamos betegségben (metabolikus szindroma, diabetes mellitus, sziv- és érrendszeri
betegségek, neurologiai betegségek) megfigyelhets, valamint 6regedés soran is (Beeri és
mtsai., 2011). Ezekben a betegségekben szenvedé betegek sziv- és érrendszeri, valamint
cerebrovaszkularis rendszere is fokozottan ki van téve a glikacié kockazatanak. Igazoltak,
hogy cukorbetegségben a sztrok, a demencia es az Alzheimer-kor gyakrabban fordul el6, és
a magas metilglioxalszint altal kivaltott karbonil stressz felelds a cukorbetegséggel
Osszefliggd érrendszeri szovodményekért (Mukohda és mtsai., 2012).

A metilglioxal toxikus az agyi endotélsejtekre is, oxidativ stresszt indukal, vér-agy gat
diszfunkciokat okoz, cs6kkenti a mitokondrialis membranpotencialt, aktivalja a kaszpaz
rendszert és karositja a sejtek glutation-redox redszerét (Okouchi és mtsai., 2009). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a metilglioxal altal kivaltott karbonil és oxidativ stressz
endotélsejtek a metilglioxal korai és jelent6s célpontjai lehetnek. A metilglioxal okozta
karosodas megeldzése ezért a kutatdsok kdzéppontjaban all.

Az aminoguanidin volt az els6 széles korben vizsgalt gyogyszer, amely mind in vitro,
mind in vivo mérsékelte a diabétesz vaszkularis szovodményeinek kialakulasat, de toxikus
mellékhatasai miatt a klinikai vizsgalatokban megbukott. Ezt a vegyuletet azdta a
glikacidellenes szerek prototipusanak tekintik, és referencia molekulaként hasznaljak
preklinikai Kisérletekben (Thornalley és mtsai., 2003).

Az edaravon egy a Kklinikumban is hasznalt japan gyogyszer hatéanyaga,
szabadgyokfogd és neuroprotektiv hatdst, amely segiti a neuroldgiai felépulést agyi
infarktus utan (Kono és mtsai., 2013). Habar az edaravon 6nallé hatasat agyi endotélsejtek
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szoros sejtkapcsolatainak erdsitésére mar leirtdk (Omori és mtsai., 2007), eés a metilglioxal
altal Kivaltott sejtéletképesség-csokkenéssel szemben is védé hatasunak bizonyult (Li és
mtsai., 2013), megvélaszolando kérdes maradt, hogy vajon az edaravon a metilglioxal altal
indukalt vér-agy gat diszfunkciok ellen is képes-e védelmet nydjtani. Kisérleteinkben mi
ennek vizsgalatat tztiik ki célul.
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24. abra. (A) Metilglioxal 6nallé (100-1000 pM) hatdsa a human hCMEC/D3 endotélsejtek
életképességére impedancia alapu sejtanalizissel vizsgéalva. (B) Metilglioxal (600 uM) és edaravon
(MG + E; 600-3000 puM), illetve aminoguanidin (MG + AG; 2 mM) egyuttes kezelések hatasa
hCMEC/D3 endotélsejtek életképességére. Atlag + SD, n=10. A Triton X-100-at 10 mg/ml
koncentracioban hasznaltuk. Statisztika: kétutas ANOVA, Bonferroni-posztteszt; P <0,05 a kontroll
csoporthoz (#) és az MG kezelt csoporthoz (*) képest (T6th és mtsai., 2014b).
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Eredményeinkben a metilgloxal kezelés id6 és dozisfliggd moddon csokkentette a
hCMEC/D3 huméan agyi endotélsejtek életképességét, a 600 UM kezelésnél 50%-0s
viabilitds csokkenést tapasztaltunk (24A. abra). A metilglioxal mellett adott edearavon
3 mM koncentrdcioban szignifikans mddon és tartésan kivedte a metilglioxal okozta
toxicitast, s6t még adott id6 intervallumban a referencia molekula aminoguanidin (2 mM)
kezelésnél is jobb védbhatast mutatott (24B. abra).
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25. abra. (A) Metilglioxal (600 uM) idéfiiggé hatasa a human hCMEC/D3 endotélsejtek ROS
termelésére. (B) Metilglioxal (600 pM) és edaravon (3 mM), illetve aminoguanidin (2 mM) egyittes
kezelések hatdsa hCMEC/D3 endotélsejtek ROS termelésére 4 ora kezelést kovetéen. K: kontroll
csoport. Atlag = SD, n=9. Statisztika: kétutas ANOVA, Dunnett-posztteszt; P <0,05 a kontroll

csoporthoz (#) és az MG kezelt csoporthoz (*) képest (T6th és mtsai., 2014b).

Kimutattuk, hogy a metiglioxal kezelés szignifikdns mddon megndvelte az agyi
endotélsejtek reaktiv oxigéngyok termeléset, ami oxidativ stressz indukciora utal, €és amelyet
az edaravon és az aminoguanidin kezelés is a kontroll szintje ala tudott csokkenteni (25A,
B. abra).
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A metilglioxal kezelés jelentGsen megnovelte a vér-agy gat modell permebilitasat is,
amit a marker molekulédk a fluoreszcein és az albumin magas penetracios értékei is mutattak
(26A, B. abra). Az edaravon kezelés latvanyosan javitotta és a kezeletlen kontroll sejtek
szintjére hozta vissza a metilglioxal okozta vér-agy gat permeabilitds fokozddast (26C, D.
abra). SOt az edaravon kezelés 6nmagaban szorosabba tette a vér-agy gatat, mivel ennél a
csoportnal a permeabilitasi értékek még a kontroll csoporténal is alacsonyabbak voltak
(26C, D. abra).

Metilglioxal
A B
350- 380-
£ 00 Y S
= =
= #in i g
5 £
X 2004 £ 200
% 5
g 100 - 8 100
[6) ©
= g
LLn . a o
o T K 100uM  300u,M  600uM  1mM T K 100uM 300uM  600,M  1mM
Metilglioxal + edaravon
C
300+ D
s 3001 a2
£ S
£ =
200 [+]
o s - #n skt
=3 £
£ e
E =
=
D 400+ —— =
? E 10+ 1T—— e
o )
ra e
3 g
n_% 0 . . a
K AG K MG MG+E E MGAG  AG

26. &bra. (A) Metilglioxal kezelés (100-1000 pM) doézisfiiggd hatasa a human hCMEC/D3
endotélsejtek (A) FITC-dextran (4,4 kDa) és (B) Evans kék-albumin permeabilitasara. Metilglioxal
(600 uM) és edaravon (3 mM), illetve aminoguanidin (2 mM) egyittes kezelések hatasa (C) FITC-
dextran (4,4 kDa) és (D) Evans kék-albumin permeabilitaisdra hCMEC/D3 sejteken. K: kontroll
csoport. Papp: latszolagos permabilitasi egyitthatd. Atlag + SD, n=4. Statisztika: kétutas ANOVA,
Dunnett-posztteszt; P <0,05 a kontroll csoporthoz (#) és az MG kezelt csoporthoz (*) képest (T6th
és mtsai., 2014b).

A metilglioxal hatasmechanizmusat kutatva megvizsgaltuk 60 vér-agy gat specifikus
gén mMRNS expresszidjat agyi endotélsejtekben a kezelést kovetden (27. abra). A
génexpresszioban bekovetkezé minimum kétszeres valtozast mutatd géneket a 27. B abrén
kalon is feltintettik. A metilglioxal kezelés a TJ fehérjék kozil az okkludin, a junkcionalis
adhézios fehérje (JAM) és a klaudin-5, -7, -10 és -11 gén szintjét is jelentdsen csokkentette,
mely fehérjéknek kulcsszerepe van a vér-agy gat permeabilitdsdban. Az SLC transzporterek
kozll a nagy aminosav transzporter-1 (LAT1), a multivitamin (SMVT), a taurin (TAUT) és
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a kreatinin (CRT) transzporterek szintjét megemelte, a zsirsav transzporter-1 (FATP1)
szintjét pedig csokkentette.
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27. dbra. Vér-agy gat fehérjék génexpresszidja metilglioxal (MG) kezelt human hCMEC/D3 agyi
endotélsejtekben. (A) Az dbra a tight junction fehérjék (TJ, piros négyzet), SLC transzporterek (SLC,
kék pont), efflux transzporterek (ET, z6ld haromszdg) és kivalasztott metabolikus enzimek (ME,
sarga rombusz) génexpresszids szintjének aranyat mutatja a kezeletlen (C) és MG-vel kezelt
hCMEC/D3 sejtekben. A grafikon a kontroll és a kezelt hCMEC/D3 sejtek kozotti aranyt is
megjeleniti, megszorozva az y tengelyen a kontroll mintdban mért expresszios értékekkel, a vizsgalt
gének expresszids szintjének bemutatasara. (B) A fébb génexpresszios valtozasok sematikus
abrézolasa MG-vel kezelt h\CMEC/D3 sejtekben. Az abra a génexpresszidban bekdvetkezett fold
change valtozas mértékét is mutatja a kezeletlen sejtekhez képest (T4th és mtsai., 2014a).
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Az ABC transzporterek kozul a lipid traszporterek (ABCA2, ABCABS), valamint az
efflux transzporter emlérak rezisztencia fehérje (BCRP, ABCG2) és multidrog rezisztens
fehérje-3 (MRP3, ABCC3) génexpresszidjat jelentdsen csokkentette (27. abra) az agyi
endotélsejtekben, ami hozzajarulhat példaul az amiloid peptidek csokkent vérbe iranyulo
transzportjahoz és ezaltal felhalmozodasahoz az agyszovetben. A metabolikus enzimek
kozll a citokrom P450 enzimek csaladjabdl a CYP1AL és a CYP2B6 enzimek génjeinek
expresszigjat novelte, és a szulfotranszferaz-1A2 (SULT1A2) és a glutation-s-transzferaz
P1 (GSTP1) szintjét csokkentette (27. abra), ami a detoxifikald glioxalaz rendszer egyik 6
enzime.

4.2.2. Kronikus immobilizacids stressz hatdsa a vér-agy gatra (Santha és mtsai., 2016)

A veér-agy gat sérulését szdmos pszichiatriai betegseégben is leirtak, mint példaul
depresszidban (Najjar és mtsai., 2013) vagy skizofrénidban (De Klerk és mtsai., 2011). A
pszichiatriai betegsegek tobbségében kdzvetlendl a stressz az a patoldgiai faktor, aminek
kdzponti szerepe van a betegségek progresszidjaban. A kornyezetb6l szarmazd stressz
stimulusok hatdsat szamos tényezd befolyasolja, beleértve az egyéni érzékenységet, az
érintett agyi régiodt és a stressz tipusat (Chen és mtsai., 2012).

A stressz hatdsok kutatasara alkalmas Kisérleti allatmodelleknek az emberi stressz
patofiziologiai jellemzdit kell reprodukélniuk. Az egyik leggyakrabban hasznalt allatmodell
az ugynevezett korlatozo stressz-modell (restraint stress), amely a mozgaskorlatozas
stresszének maodositott formaja. Az eljaras soran az allatokat adott idére egy plasztik csébe
helyezik, ami akadalyozza a mozgasukat és ezzel egy elkerilhetetlen fizikai és pszichikai
stresszt okoz (Jaggi és mtsai., 2011). Irodalmi adatok igazoltak, hogy krénikus (8 hetes)
korlatozo stressz a tanulas és a memdria karosodasahoz, valamint a frontalis agykéreg és a
mtsai.,2015). Korabbi tanulmanyok bizonyitjdk, hogy a stressz ndveli a vér-agy gat
ateresztéképességét ragesalokban (Sharma és mtsai., 1991; Foti Cuzzola és mtsai., 2013) és
emberekben (Hanin,1996), ami a kézponti idegrendszer homeosztazisanak felborulasahoz
vezet.

A mi kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk az akut és kronikus stressz
hatasara bekovetkezé vér-agy gat morfoldgiai valtozasokat patkanyokban a két leginkabb
stresszérzékeny terlleten az agyban, a hippokampuszban és a frontalis agykéregben (Santha
és mtsai., 2016).

Az allatokat akut egynapos, és 3, illetve 21 napos krénikus immobilizécios stressznek
tettlik ki, naponta 6t orara behelyezve ket egy miianyag cs6be. A Kisérlet végen a frontalis
kortex tertiletér6l és a hippokampuszbdl szarmazd agyszeletek immunhisztokémiai
festésével és a mikroszkopos képek elemzésével feltartuk a stressz hatasara bekovetkezd
valtozasokat az agyi endotélsejtekben és pericitakban.

Az agyi mikrokapillarisok immunfestésének elemzesével megallapitottuk, hogy az
agyi endotélsejtekben a klaudin-5 fehérje fluoreszcencia intenzitasa szignifikansan csokkent
a patkanyok hippokampuszaban 1 napos akut stresszt kovetéen (28, 30. abra). A festési
mintazat komplexitasa pedig a frontalis kéregben és a hippokampuszban is csokkent minden
stressz csoportban, ami azt jelenti, hogy a kapillarisok lefutasaban kevesebb elagazddasi
pontot figyelhettink meg (30. &bra).
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28. dbra. A klaudin-5 expresszioja a frontalis agykéreg és a hippokampusz szagittalis metszeteiben
kontroll és stresszes patkanyokban. Piros: klaudin-5. Kék: sejtmagok. Mérce: 15 um (Santha és

mtsai., 2016).
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29. dbra. Az okkludin expresszidja a frontalis agykéreg és a hippokampusz szagittalis metszeteiben
kontroll és stresszes patkdnyokban. Piros: okkludin. Kék: sejtmagok. Mérce: 15 um (S&ntha és

mtsai., 2016).
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Klaudin-5 immunhisztokémia
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30. bra. A klaudin-5 immunfestési mintazatanak kiértékelése a (A) fluoreszcencia intenzitas és (B)
komplexités tekintetében a frontalis agykéreg és a hippokampusz szagittalis metszeteiben kontroll
és stresszelt patkanyokban. Statisztika: ANOVA, Bonferroni-posztteszt, *** P <0,001, a kontroll
csoporthoz viszonyitva (Santha és mtsai., 2016).

Az okkludin, a mésik vizsgalt membran TJ fehérje szignifikans ndvekedést mutatott a
fluoreszcencia intenzitasban az 1 napos akut stresszt kovetéen minden vizsgalt agyi régidban
a kontroll csoporthoz képest (29, 31 &bra). Ezzel a kezdeti ndvekedéssel ellentétben a
kronikus stresszhatés 21. napjan az okkludin fluoreszcencia-intenzitasa jelentdsen csokkent
a frontélis kortexben (29, 31. &bra). A hippokampuszban az okkludin fluoreszencia
intenzitasanak csokkenését figyeltiik meg harom napos stresszt kovetden (29, 31. abra).
Szignifikans cs6kkenés volt megfigyelheté az okkludin festédés komplexitasaban, vagyis a
kapillarisok lefutasaban kevesebb elagazodasi pont volt azonosithaté a frontalis kéregben
akut stressz utan (29, 31. abra). Az okkludin festddés felszakadozottsaga megfigyelhet6 volt
a stressz kezelt csoportokban mind a két vizsgalt agyterlleten (29, 31. abra).

Okkludin immunhisztokémia
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31. dbra. Az okkludin immunfestési mintazatanak kiértékelése a (A) fluoreszcencia intenzitas és (B)
komplexitas tekintetében a frontalis agykéreg és a hippokampusz szagittalis metszeteiben kontroll
és stresszelt patkanyokban. Statisztika: ANOVA, Bonferroni-posztteszt, ** P <0,01, *** P <0,001,
a kontroll csoporthoz viszonyitva (Santha és mtsai., 2016).
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Frontalis kéreg Hippokampusz
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1 nap Kontroll
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32. dbra. A GLUTL transzporter expresszidja a frontalis agykéreg és a hippokampusz szagittalis
metszeteiben kontroll és stresszes patkanyokban. Piros: GLUTL. Kék: sejtmagok. Mérce: 15 um

(Santha és mtsai., 2016).
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Frontalis kéreg Hippokampusz

1 nap Kontroll

Stressz

33. abra. A GFAP expresszioja a frontalis agykéreg és a hippokampusz szagittalis metszeteiben
kontroll és stresszes patkanyokban. Zold: GFAP. Kék: sejtmagok. Mérce: 15 um (Santha és mtsai.,

2016).
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A vér-agy gat szoros zar6kapcsolataiban fontos két fehérje, a klaudin-5 és az okkludin
festddési mintazataban tapasztalt valtozasok a stressz hatasara nem egyforma maddon
valtoztak. Ez a megfigyelésiink 6sszhangban all masok eredmenyével, ahol stressz kezelést
kovetden csak a klaudin-5 szintje csokkent szignifikans modon izolalt agyi kapillarisokban
az okkludiné nem (Northrop és Yamamoto, 2012). Az agyi endotélsejtek szoros
gatfunkcidjanak fenntartdsdban a klaudin-5 fehérjének van a legnagyobb szerepe,
csokkenése a vér-agy gat megnyilasat okozza (Deli, 2005).

A ver-agy gat agyi endotélsejtjeinek elsédleges gliikoz transzportere a GLUT1 fehérje,
aminek festédési intenzitdisa mind a frontalis kortex, mind a hippokampuszban
megemelkedett akut és kronikus stresszt kovetben is (32, 34. abra). Eredményeink
6sszhangban allnak méasok megfigyelésével, melyben 11 napos kronikus és immobilizacios
stresszben a GLUT1 transzporter expresszidjanak novekedeseét irtak le felnétt patkanyok
hippokampuszaban (Kelly és mtsai., 2014). Ezek az adatok arra utalnak, hogy stresszingerek
hatasara megné az agy gliikozigénye, ami rovid tava kompenzaciés mechanizmusként
megemeli a GLUT1 expressziojat (Kelly és mtsai., 2014).

GLUT-1 immunhisztokémia
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34. abra. A GLUT1 immunfestés fluoreszcencia intenzitasa a frontalis agykéreg és hippokampusz
szagittalis metszeteiben kontroll és stresszelt patkdnyokban. Statisztika: ANOVA, Kruskal-Wallis
és Dunn-posztteszt. * P <0,05, ** P <0,01 and *** P <0,001, a kontroll csoporthoz viszonyitva
(Santha és mtsai., 2016).

Az agyi Kkapillarisokat koriilvevo asztroglia végtalpakat a glialis fibrillaris savas
fehérje (GFAP) immunhisztokémiajaval vizualizaltuk, amely az asztroglia sejtek egyik
markere (33. abra). Az immobilizacios stresszt kovetéen a GFAP fluoreszcencia
intenzitasanak jelentds csokkenése volt megfigyelhetd a frontalis kéregben, mig a
hippokampuszban nem eredményezett szignifikans valtozast (35. abra). A GFAP pozitiv
asztrocitdk szdma jelentésen magasabb, mig a proliferacidos rata alacsonyabb a
hippokampuszban, mint a felnétt egerek kéregallomanyaban (Emsley és Macklis, 2006), ami
magyarazatot adhat arra, hogy a GFAP festddés csokkenése a frontalis kéregben kimutathatd
volt, a hippokampuszban viszont nem.
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Az agyi endotélsejteket kiviilrol beburkold asztrocita végtalpak jelentds szerepet
jatszanak a vér-agy gat fizioldgias mitkodésének fenntartasaban (Deli, 2005). Ismert, hogy
az asztroglia végtalpak GFAP expresszios szintjének valtozasa, akar novekedése akar a
lecsdkkenése is vér-agy gat karosodashoz vezet in vivo (Willis és mtsai., 2012).
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35. dbra. A GFAP immunfestés fluoreszcencia intenzitasa a frontalis agykéreg és hippokampusz
szagittalis metszeteiben kontroll és stresszelt patkanyokban. Statisztika: ANOVA, Kruskal-Wallis
és Dunn-posztteszt. ***P <0,001, a kontroll csoporthoz viszonyitva (Santha és mtsai., 2016).

A mi eredményeinkben a jelentdsen lecsokkent GFAP intenzitas arra utal, hogy az
immobilizécios stressz az asztroglia végtalpak duzzadasahoz vezet, amely mar 1 napos akut
stressz utan jelentkezik, és legaldbb a stressz 21. napjaig fennall, melyet kés6bb
elektronmikroszkopos vizsgalataink is megerdsitettek (Santha és mtsai., 2016, 12. abra). Az
asztrocitak e szerkezeti valtozasai a vér-agy gat diszfunkcidjanak morfoldgiai jelei lehetnek.

4.2.3. Hipertrigliceridémia hatésa a vér-agy gatra (Hoyk és mtsai., 2018)

A magas szérum triglicerid szint érelmeszesedéshez vezethet, ami nemcsak a sziv- és
érrendszeri  betegségek kialakulasanak komoly kockazati tényezdje, hanem a
neurodegeneracioval is Osszefliggésbe hozhaté (Nelson és mtsai., 2016; Hoyk és mtsai.,
2018). A human ateroszklerozis tanulmanyozasara egyiittmiikodd partnereink a Szegedi
Biologiai Kutatokdzpont Biokémiai Intézetében, Dr. Santha Miklos és csoportja l1étrehozott
egy a human apolipoprotein B-100 (APOB-100) fehérjét taltermeld transzgenikus
egértorzset (Csont és mtsai.,, 2007; Lénart és mtsai., 2012). Az APOB-100 egy szérum
glikoprotein, ami az LDL és a VLDL lipoproteinek f6 komponense. Az APOB-100 indukalta
hiperlipidémia és ateroszklerozis a sziv és érrendszer mellett a cerebrovaszkularis rendszert
is érinti (Siile és mtsai., 2009; Martins ¢és mtsai., 2009), hozzajarulva ezzel a
neurodegenerativ betegségek kialakulasahoz is (Martins és mtsai., 2009). Irodalmi adatok
(Caramelli és mtsai., 1999; Sabbagh ¢s mtsai., 2004), ami korreldl az amiloid-p lerakodassal
a betegek agyaban (Kuo ¢és mtsai., 1998).
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Az APOB-100 egerekben partnereink korabban magas szérum triglicerid szintet,
oxidativ stresszt, tau-hiperfoszforilacidt, szinaptikus diszfunkcidt, kognitiv karosodast,
fokozott neuronalis apoptozist €s neurodegeneraciot is megfigyeltek (Siile és mtsai. 2009,
Martins és mtsai. 2009). A neurodegenerativ betegségek kialakulasdban kulcsfontossagu
tényezoként ismert cerebrovaszkularis patoldgia azonban még nem volt vizsgalva, ezért a
mi célkitizésiink az volt, hogy az APOB-100 transzgenikus egerekben tanulmanyozzuk az
agyi kapillarisokat és a vér-agy gat valtozasokat (Hoyk és mtsai., 2018).
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36. dbra. Szérum triglicerid szint (A) és vér-agy gat peremabilitas vizsgélat fluorescein és albumin
markerekre APOB-100 transzgén (APOB-100) és vad tipust (Wt) egerekben (B). Gén expresszids
vizsgalatok APOB-100 transzgén egerek mikroereiben (C). A folyamatos vonal a megfelelé gén
kifejezddési szintjét jelzi vad tipust egerekben (100%). A szaggatott vonalak jelzik a szignifikans
valtozasok szintjét: kétszeres (200%-0s) novekedést vagy feleakkora (50%-0s) csokkenést a
génexpresszidban. P <0,001, P <0,01, P <0,05, a Wt egerekhez hasonlitva. (Hoyk és mtsai., 2018).

Eredményeink alapjan szignifikansan magasabb triglicerid szintet mutattunk ki a
transzgenikus egerekben a vad tipusu allatokhoz képest minden vizsgalt idépontban (7, 9,
és 12 honapos korban), ami az APOB-100 egerek kronikus hipertrigliceridémiajara utal
(36.A &bra). Ezen tul a vér-agy gét jelentds permeabilitas ndvekedését mutattuk ki a kis
molekulatomegli fluoreszcein marker esetében a hat hdnapos transzgenikus egerek
hippokampusz régidjaban a vad tipusu allatokéhoz képest, ami a paracelluléris
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ateresztOképesség megnovekedésére utal (36.B abra). A nagy szérumfehérje, az albumin
extravazacidjaban nem lattunk szignifikdns névekedést (36.B abra). A kéreg terliletén a vér-
agy gat permeabilitasaban nem talaltunk szignifikans kulonbséget a vad tipust és a
transzgenikus egerek kozott (36.B &bra).

Az APOB-100 transzgenikus allatokban sikerult kimutathnunk az endotelialis
diszfunkciéra utald génexpresszids valtozasokat: a mezenchimalis homeobox gén 2
(Meox2), mely a vér-agy gat fontos szabalyozoja, valamint a vér-agy gat transzporterek
kozll a telitetlen zsirsavakat (pl.: docoxahexaénsav, DHA) széllito6 Mfsd2a, a gliikdz
transzporter Glutl, az Lrp2, és a P-gp (Abcbla) géneknek jelentdsen csOkkent az
expresszidja az agyi mikroerekben (36. C abra). Az oxidalt LDL receptora a Lox1 gén
expresszids szintje pedig jelentésen megemelkedett (36. C abra). Eredmeényeinkkel
egybecseng, hogy masok a MEOX2 alacsony expresszidjat mutattak ki a sulyosan érintett
Alzheimer-koros betegekbdl izolalt, tenyésztett agyi endotélsejtekben (Wu és mtsai., 2005).
Az MFSD2A gén mutécioi csokkent DHA-transzporthoz és sulyos neuroldgiai tiinetekhez
vezettek (Betsholtz, 2015), és kordbban mi is kimutattuk, hogy a DHA megvédi a
neurovaszkularis egység sejtjeit az amiloid-p toxicitassal szemben (Veszelka és mtsai.,
2013). A GLUT1 gén expressziojanak csokkenese az agy els6dleges energiaforrasanak a
glukozfelvételnek a csokkenését jelenti, ami sulyos neuroldgiai probléméakhoz és
Alzheimer-kor kialakulasahoz vezet egerekben (Winkler és mtsai., 2015). Alzheimer
modellben az amiloid-B transzportjaért is felelés LRP2 receptor és a P-gp efflux pumpa
szintjének csokkenését mutattak ki (Marques és mtsai., 2013). A génexpresszios adatok
csokkenésével 6sszhangban a P-gp immunfestddése is jelentdsen lecsokkkent az APOB-100
transzgén allatokban mind a frontalis kéreg, mind pedig a hippokmapusz tertletén (37. abra).
Mindezek alapjan az APOB-100 allatokban kapott eredményeink egybecsengnek mas, az
irodalomban Alzheimer modellben leirt eredményekkel.
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37. dbra. P-gp (ABCB1) efflux pumpa immunfestése a kortex és a hippokampusz tertletén vad
tipusu (Wt) és APOB-100 traszgenikus egerekben. Piros: P-gp; kék: sejtmag (A). Mérce: 20 um. A
P-gp immunfestés fluoreszcencia intenzitasa vad tipust és APOB-100 traszgenikus egerekben (B).
P <0,001, P <0,05, a Wt csoporthoz hasonlitva. (Hoyk és mtsai., 2018).
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38. dbra. Agyi mikroerek (A) és szoros sejtkapcsolatok elektronmikroszkdpos felvételei a kortex és
a hippokampusz teriiletén vad tipusu (Wt) és APOB-100 transzgenikus (APOB-100) egerekben. A
szoros sejtkapcsolatok nagyobb nagyitasban (B). A: asztroglia; BM: bazalis membran; P: pericita;
TJ: szoros sejtkapcsolatok. Mérce: 500 nm (A) és 800 nm (B) (Hoyk és mtsai., 2018).

Az agyi kapillarisok ultrastruktirajanak elektronmikroszkdpos elemzése soran szamos
elvaltozast mutattunk ki az APOB-100 transzgenikus egerek neurovaszkularis egységében
a vad tipusu allatokhoz képest (38. abra). A legjelentdsebb valtozasokat a TJ morfol6giaban
és az asztrocita végtalpak valtozéséban figyeltik meg. A transzgén egerek mintaiban a
kapillarisok koril megduzzadt gliavégtalpakat, a TJ elektrondenz szakaszaiban
felszakadozottsdgot és megvastagodott bazalis membrant lattunk mind a frontalis kéreg,
mind pedig a hippokampusz tertiletén, amelyek az agyi kapillarisok sértilésére utalnak (38.
abra). Az asztrocitdk végtagjainak rendellenességei 6sszefiiggésbe hozhatok a viz és

67



veszel ka. szil via_307_25

elektrolit szabalyozasért felelds aquaporin-4 fehérje (Agp4) megemelkedett expresszidjaval
(36.C &bra) az APOB-100 transzgenikus allatokbol izolalt agyi mikroerekben. Ismert, hogy
az Agp4 polarizalt expressziojanak elvesztése az asztrocita végtalpakban vér-agy gat
diszfunkcié és a perivaszkularis 6déma kialakuldsahoz vezet kiilonbozé korképekben
(Wolburg és mtsai., 2009). Megfigyeltik azt is, hogy az asztroglia marker GFAP
immunjel6lés intenzitasa jelent6sen csokkent az APOB-100 transzgenikus egerek
kéregallomanyaban a vad tipusu allatokhoz képest (39. abra).
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39. abra. GFAP immunfest6dési mintazat a vad tipust (Wt) és az APOB-100 transzgenikus (APOB-
100) egerek kéregallomanyaban és hippokampuszaban (A). Mérce: 25 um. A GFAP immunfestés
fluoreszcencia intenzitasa a Wt és az APOB-100 transzgenikus egerek frontalis kérgében és
hippokampuszaban (B). **P <0,01, a Wt egerekhez képest (Hoyk és mtsai., 2018).

4.3. A hatékonyabb agyi gyégyszerbejuttatas lehetéségeinek vizsgalata

A kozponti idegrendszeri betegségek terapidjanak egyik nagy kihivasa a
gyogyszerhatdanyagok atjuttatasa a vér-agy gaton (Veszelka és mtsai., 2015).
Kutatomunkam soran tébb gyogyszerbeviteli modszert is vizsgaltam, amelyek kozil
értekezésemben az agyi endotélsejtek kozotti szoros sejtkapcsolatok megnyitasat, és a vér-
agy gatat célz6 nanoméretli hordozorendszerekkel kapott eredmenyeinket mutatom be.

4.3.1. A vér-agy gat permeabilitdsanak fokozasa a paracellularis transzportutvonal
celzasaval (Bocsik és mtsai., 2016; Dithmer és mtsai., 2017; Walter és mtsai., 2015)

Az agyi endotélsejtek kozotti paracellularis transzportfolyamatok szabalyozasaért a
szoros zarokapcsolatok fehérjéi a felelések. A TJ stuktdrdk a vér-agy gat mikodésének
alapvet6 elemei, amelyek korlatozzak a gyogyszerek agyba jutasat. Az egyik lehetseges agyi
gyogyszerbeviteli stratégia a szoros kapcsolatok modositasa TJ modulator peptidekkel vagy
fehérjékkel (Deli, 2011; Veszelka és mtsai., 2015; Deli, 2009). A TJ-k megnyitasa a vér-agy
gat ateresztéképességének atmeneti és reverzibilis ndvekedését eredmenyezi, ami eldsegiti
a hatonyagok agyba valé jobb bejutasat. A TJ fehérjék aminosav szekvencidja és szerkezete
alapjan olyan 0j peptidek tervezhetéek, melyek TJ modulatorokként képesek kdzvetlenil és
specifikusan kdlcsonhatasba Iépni TJ fehérjék extracellularis doménjével, és megndvelni a
ver-agy gat peremeabilitasat. Kisérleteinkben hat kiilonb6z6 TJ modulator peptidet
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teszteltlink (Bocsik és mtsai., 2016): az ADT-6 és a HAV-6 hexamer peptideket, melyek
epitélsejteken permeabilitds fokozoknak bizonyultak és az E-kadherinhez kapcsolodnak, a
Clostridium perfringens enterotoxinbdl szarmazo C-CPE peptidet, ami a klaudin fehérjéken
hat, az AT-1002 peptidet, ami a Vibrio cholerae enterotoxin egy részlete, és a 7-mer/PN-78
valamint a PN-159/KLAL peptideket, ez utdbbiak fehérje célpontja kutatasaink kezdetekor
nem volt ismert.
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40. dbra. TJ modulator peptidek hatasa az agyi endotélsejt rétegek rezisztenciajara. A fehér oszlopok
az 1 oOrés peptid kezelés hatasat mutatjak, a szlirke oszlopok pedig a 24 6ras regeneral6das utani
rezisztenciat. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt. *P <0,05, a kontroll (K) csoporthoz képest
(314 + 48 Qxcm?); #P<0,05 a 24 6ras kontroll csoporthoz képest (350 + 60 Qxcm?) (Bocsik és mtsai.,
2016).

A peptidekkel egy oraig kezeltik az agyi endotélsejteket, majd 24 ora elteltével
megvizsgaltuk, hogy mennyire regeneralodtak a sejtek. A C-CPE peptid kivételével
mindegyik vizsgalt TJ modulator peptid szignifikans modon csokkentette az endotélsejt
rétegek rezisztenciajat. A leghatékonyabb a PN-159/KLAL peptid volt. A vér-agy gat
integritasa pedig minden peptid kezelést kovetden visszaallt 24 ora regeneraciot kdvetden
(40. &bra).
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41. abra. TJ modulator peptidek hatasa a vér-agy gat fluoreszcein (A) és albumin (B)
permeabilitasara. A fehér oszlopok az 1 6ras peptid kezelést kdvetd permabilitast mutatjak, a sziirke
oszlopok pedig a 24 6ras regeneralodas utanit. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt és t-proba.
*P <0,05, a kontroll csoporthoz képest; #P<0,05 a peptideknél a 24 oOras recovery csoporthoz
viszonyitva (Bocsik és mtsai., 2016).
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A vér-agy gat penetracios vizsgalatokban az AT-1002, 7-mer és PN-159/KLAL
peptidek jelent6sen fokoztak a fluoreszcein és az albumin markerek permeabilitisat (41.
abra). Az AT-1002 és a 7-mer peptidek 3,5-6-szorosara ndvelték a markerek permeabilitasat,
mig a PN-159/KLAL korllbelul 10-szeresere novelte azokat. A HAV-6 és az ADT peptidek
kis mértékben hatottak a fluoreszcein permeabilitasara, de az albuminéra nem, mig a C-
CPE-nek nem volt vér-agy gat permeabilitast fokozo6 hatasa (41. abra).
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42. abra. A modulator peptidek hatdsa az agyi endotélsejtek TJ festédésére. Immunfestés a klaudin-
5 és ZO-1 szoros sejtkapcsold fehérjékre és a B-katenin adherens sejtkapcsolé fehérjére, 1 oOras
peptidkezelést és 24 oras regeneralodast kovetden. Piros: ZO-1 és B-katenin. Z6ld: klaudin-5. Kék:
sejtmagok. Mérce: 25 um. (Bocsik és mtsai., 2016).

70



veszel ka. szil via_307_25

A C-CPE kivételével minden peptid kezelés hatassal volt a szoros (klaudin-5, ZO-1)
és adherens (B-katenin) sejtkapcsolatok fehérjéinek immunfestésére (42. &bra). Az ADT-6
és HAV-6, az AT-1002 és a 7-mer peptidek hasonlé hatéassal voltak a ZO-1, a B-katenin, és
a sejtek kozott rések és lyukak jelentek meg. A legdrasztikusabb valtozast mindharom
fehérje immunfestésében a PN-159/KLAL peptid okozta az agyi endotélsejteken (42. abra).
A peptidek altal okozott morfoldgiai valtozasok minden esetben reverzibilisek voltak a 24
oras regeneralddast kovetden (42. abra).

A PN-159/KLAL kotépartnere az irodalmi adatok alapjan nem volt ismert, ezért
kotesvizsgalatokkal és molekula modellezes segitségévelé kideritettiik, hogy a klaudin-1 és
az agyi endotélsejtekben nagy mennyiségben jelen levd klaudin-5 a legvalosziniibb
kotdpartnerei (43. abra).
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43. abra. (A) A PN-159/KLAL peptid klaudinokhoz val¢ affinitasanak mérése (B) és a klaudin-5-
YFP kotési gorbéje. A PN-159 peptid dokkolasa a human klaudin-1-hez (C) és a human klaudin-5-
hdz (D). Narancssarga: PN-159 peptid; sarga szin: p-lemez; lila szin: a-hélix. A membranfelszint
egybefliggé fekete vonal jeloli. Kq, disszociacios allando; YFP, sarga fluoreszcens fehérje.
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A klaudinok négy transzmembran helixet, ket extracellularis hurkot (ECL1 és
ECL2), egy intracellularis hurkot, valamint citoszolikus N- és C-terminalisokat
tartalmaznak. Az agyi endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatokban a szomszédos klaudinok
extracelluléris hurkai kozotti paracelluléris zard funkciét az ECL1 és az ECL2 kozvetiti
kdzvetlen intercellularis asszociacion keresztul, amelyet transzinterakcionak neveznek
(Tscheik és mtsai., 2013). Kovetkezéskeéppen a klaudin-5 oligomerizécidjanak modositasa
igéretes stratégia lehet a vér-agy gat megnyitasara és a kisméreti hidrofil gydgyszerek
paracellularis bejuttatisara a kbzponti idegrendszerbe (Tscheik és mtsai., 2013).

A kutatas ceélja az volt, hogy a klaudin-5 fehérje ECL1 hurkanak 28 aminosavat
tartalmazo szekvenciarészletét, a C5C2 peptidet vizsgaljuk a vér-agy gat in vitro modelljén
annak igazolasara, hogy a peptid képes a paracellularis Utvonal megnyitasaval a vér-agy gat
permeabilitas atmeneti fokozésara (Dithmer és mtsai., 2017). Német egyiittmiikod6
partnereink kimérték, hogy a C5C2 a peptidomimetikum nanomolaris affinitassal kot6dik a
klaudin-5 fehérjéhez (Dithmer és mtsai., 2017). Kisérleteinkben a C5C2 peptidomimetikum
hatasosnak bizonyult, csokkentette az agyi endotélsejt rétegek transzendotelialis elektromos
ellendllasat es megnyitotta az interendotelialis szoros sejtkapcsolatokat, melyet TEER
méréseink és elektronmikroszkopos vizsgalataink igazoltak (44. abra). A C2C2 klaudin-2
TJ fehérje peptidomimetikum nem volt hatasos (Dithmer és mtsai., 2017).
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44, dbra. A C2C2 és C5C2 klaudin peptidomimetikumok hatasa (A) primer patkany agyi endotélsejt
rétegek traszendotelialis elektromos ellenéllaséra. (B) Az interendotelidlis szoros sejtkapcsolatok
transzmisszios elektronmikroszkopos képe csak sejttenyészté médium kezelt kontroll sejtekben. (C)
A C2C2 és (D) a C5C2 peptid kezelések hatasa a szoros sejtkapcsolatokra TEM felvételeken. TJ:
szoros sejtkapcsolatok, nyilak: szoros sejtkapcsolatok, nyilhegy: ,kissing points”, *: szoros
sejtkapcsolatok megnyilasa (Dithmer és mtsai., 2017).

Kutatémunkank soran nemcsak peptidek, hanem kis gyégyszermolekuldk vér-agy
gat permeabilitds fokozO hatasat is megvizsgaltuk. A tezmilifen (N,N-dietil-2-[4-
(fenilmetil)-fenoxi]etdnamin HCI), egy antihisztamin hatasu tamoxifen analdg, melynek
tumorellenes hatasat kisérleti és Kklinikai vizsgalatok igazoltdk tiid6-, prosztata- és
mellrdkban (Reyno és mtsai., 2004). A tezmilifen kezelések hatdsara kialakulé neuroldgiai
mellékhatasok (szedulés, hanyinger, hanyas, ataxia) vér-agy gat megnyilasra utaltak.
Kutatocsoportunk korabbi munkaiban a tezmilifen ndvelte a vér-agy gat ateresztéképességét
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in vivo (Deli és mtsai., 2000) és in vitro (Deli és mtsai., 2003) korulmenyek kozott is.
Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a tezmilifen kdzvetlen hatasat az agyi
endotélsejtek ateresztoképességére és feltarjuk a lehetséges hatdsmechanizmust (Walter és
mtsai., 2015).
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45. abra. (A) Az agyi endotélsejtek ateresztoképessége natrium-fluoreszceinre (SF) és (B) albuminra
(EBA) 1 oras tezmilifen, illetve cAMP (25 uM) kezelés utan. (C) A TEER véltozasa 1 6ras
tezmilifen, illetve cCAMP (25 uM) kezelés utan. (D) cAMP-termelés rovid tavad, 5 perces tezmilifen
kezelést kovetéen. Atlag + SEM. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt; *P <0,05; *** P <0,001,
a kezeletlen kontrollhoz képest, n = 3-6 (Walter és mtsai., 2015).

Az 50 uyM és a 100 puM-os tezmilifen kezelés hatasasra szignifikans mddon
megemelkedett a sejttenyészetes vér-agy gat modell permeabilitdsa mind a paracellularis
fluoreszcein, mind pedig a transzcellularis permeabilitasi marker molekula alouminra nézve
(45. A, B abra) és ezzel parhuzamosan csokkent a sejtrétegek TEER értéke is (45.C abra).
A legkisebb 1 pM-os kezelés hatasara ugyanakkor szorosabba valt a modell, ami a
tezmilifen hormetikus hatasara utal, amit a cAMP termel6dést fokozo hatasa is megerdsit
(45.D ébra).
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P-gp és BCRP aktivitas
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46. abra. A tezmilifen hatdsa az agyi endotélsejtek efflux pumpa aktivitasara rodamin 123
akkumul&cié méréssel. (A) Az efflux pumpak miikodése 24 oras tezmilifen vagy P-gp és BCRP
pumpa gatlé ciklosporin A (1,6 uM), illetve P-gp gatld verapamil (2 uM) kezelés utén. (B) Az MRP-
1 efflux pumpa aktivitasa 24 éras tezmilifen vagy MRP pumpa gatlé probenecid (100 uM) kezelést
kovetden. Prob: probenecid, CyA: ciklosporin A, Ver: verapamil, EC: extracellularis, IC: rodamin
123 intracellularis mennyisége. Atlag + SEM. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt, ahol *P
<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001, a kezeletlen kontrollhoz képest, n = 4 (Walter és mtsai., 2015).

Kisérleti eredményeink igazoltak, hogy a 100 pM tezmilifennel torténd kezelés
gatolta az agyi endotélsejtek fontos efflux pumpainak, a P-gp, a Bcrp és az Mrp-1-nek
miikodését (46. A, B &bra).

A tezmilifen koncentracio-fiiggden csokkentette a bazalis NO-termelését az agyi
endotélsejtekben, 6sszehasonlitva a kezeletlen kontrollhoz képest (7a. abra). Ezen kivil a
tezmilifen kezelés 50 és 100 uM koncentracidban az agyi endotélsejtek nitrogén monoxid
(NO) termelését a kontroll szint 20%-ara csokkentette (47. A &bra). A tezmilifen potencialis
hatasainak tovabbi elemzése érdekében megvizsgaltuk a stresszhatasokban és sejttalelésben
endotélsejtekben rovid, 1 orés tezmilifen kezelést kovetden. Eredményeink alapjan a
tezmilifen kezelés (50 és 100 uM) megemelte a NFkB nukleéris transzlokaciojat az agyi
endotélsejtekben, melyet a magas sejtmag/citoplazma intenzitasi arany is mutat (47. B.
abra). A megnovekedett nuklearis transzlokacio szintén mérhetd volt a pozitiv kontrollként
szolgalo bakterialis LPS-kezelést kovetden (1 mg/ml).

74



veszel ka. szil via_307_25
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47. dbra. (A) A tezmilifen (24 6ra) hatasa az agyi endotélsejtek nitrogén monoxid termelésére. Atlag
+ SEM. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt, ***P <0,001, a kezeletlen kontrollhoz képest, n =
4. (B) A tezmilifen hatasa az agyi endotélsejtek NFxB nuklearis transzlokacidjara a
sejtmag/citoplazma festddési intenzitas aranyaban (1 h) tezmilifen kezelést kovetden. Atlag + SEM.
Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt, *** P <0,001, a kezeletlen kontrollhoz képest, n = 40. (C)
A B-0sztrogén (B-estr), az LY294002 (LY) és az U0126 jelutvonal-gatlok 6nall6 hatasa és tezmilifen
(1 h) kezelés mellett valos idejii sejtanalizis méréssel. Atlag + SEM. Statisztika: ANOVA, Dunnett-
posztteszt, P <0,05, a kezeletlen kontrollsejtekhez képest, és PP <0,05, a tezmilifennel kezelt
csoporthoz képest, n = 3-8. (D) Az agyi endotélsejtek NFkB immunfestése. LPS: lipopoliszacharid
(1 mg/ml). Mérce: 25 uM (Walter és mtsai., 2015).

Annak érdekében, hogy kideritsiik mely szignalizacids utvonalak aktivalédnak, két,
a ver-agy gat miikkodése szempontjabol fontos szignalizacios jelatviteli Gtvonal gatldszerét
és egy receptor agonista szer hatasat is megvizsgaltuk a tezmilifen kezelés mellett (100 uM)
agyi endotélsejteken (47.C. abra). Az 1 oras kezelést kovetden a LY294002 (1 uM), mely a
PI3K/Akt Utvonal gatloszere, és az U0126 (10 nM), amely a MAPK/ERK-kinaz Gtvonal
gatloja, valamint a B-o6sztradiol (10 nM) részlegesen blokkoltak a tezmilifen hatasat az agyi
endotélre (47.C. abra).
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4.3.2. A vér-agy gat transzcellularis utvonalanak célzasa nanorészecskekkel

Intenziven kutatott mddszer a gyogyszermolekulak agyi bejuttatasara a hatéanyagok
nanoméretli hordozorendszerhez kotése. A szisztémésan beadott nanorészecskék jelent6s
része a periférikus szervekbe kerul, ezért a kozponti idegrendszeri célpontd nanohordozok
hatékony agyi bejuttatdsdhoz megfelelé célzomolekuldkra van szilkség (Saraiva és mtsai.,
2016). A reszecskék felszinére kotott célzomolekulak a vér-agy gat receptoraihoz vagy
transzportereihez kotédnek, €s a vér-agy gat transzcelluléris utvonalait kihasznalva képesek
lehetnek ezaltal az agyba gydgyszereket bejuttatni (Pardridge, 2002; Rask-Andersen és
mtsai., 2013; Mahringer és mtsai., 2021; Wu és mtsai., 2023).

Nanopartikulumokkal végzett kisérleteinkben tobb kiilonb6z0 anyagli nanohordozot,
eltér6 vér-agy gat transzportutvonalakat (receptor-medalt, adszorptiv-medialt, karrier-
medialt transzportatvonal), és célzomolekulat vagy molekulakombinacidkat is
megvizsgaltunk.

4.3.2.1. Az agyi endotélsejtek receptor-medialt transzcitdzis Utvonalanak célzasa
nanorészecskékkel (Topal és mtsai., 2021)

Az agyi endotélsejteken kifejez6d6 receptorok, mint példaul az inzulin, a transzferrin,
az LDL, az LRP vagy a leptin receptorok fontos kutatasi célpontok a nanorészecskék célzott
agyi bejuttatasara (Pardridge, 2015; Mahringer és mtsai., 2021). A célzdmolekulak kotédése
az agyi endotélsejtek receptoraihoz a receptor - NP komplexek internalizaciojat valtja ki,
ami az NP-k egy részének transzcitozisat eredményezi a vér-agy gaton keresztil.

Az apolipoprotein E (ApoE) kulcsszerepet jatszik a koleszterin agyi transzportjaban
és felvételében (Kreuter és mtsai., 2007). Az ApoE3, az ApoE egyik izoforméja nagy
affinitassal képes kotédni az LDL és az LRP receptorokhoz. Mivel ezeket a receptorokat
mind az agyi endotélsejtek, mind az idegsejtek nagymértékben expresszaljak, az ApoE3
idedlis jeloltté valt nanopartikulumok célzomolekuldjaként az agyba torténd
hatéanyagszallitasra (Kreuter és mtsai., 2007).

Torok egytittmiikodo partnereinkkel kozosen kisérleteink célja az volt, az Alzheimer-
atjuttatasara fluoreszcens, szilard lipid nanopartikulumokat (SLN) allitsunk el6 és
telszteljunk agyi endotélsejteken és neuronokon, melyeket specifikus ApoE
célzémolekulakkal latunk el (Topal és mtsai., 2021). A donepezil ugyan képes atjutni a vér-
agy gaton (Veszelka és mtsai., 2018), de karos periférids mellékhatasai miatt a
nanopartikulumba csomagolas egyrészt biztonsagosabb alkalmazhatdsagot jelenthet,
masrészt a célzott agyi bejuttatas altal a dozisa csokkenthetd (Topal és mtsai., 2021).
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Szilard lipid nanopartikulum
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48. dbra. A nem célzott (DON-SLN) és az ApoE célzott (APOE-DON-SLN) nanopartikulumok
sematikus abraja (A). A részecskék fobb fizikai-kémiai tulajdonsagai (B). A bemutatott értékek
atlagok + SD értékek. EE%: bezérasi hatékonysag. Transzmisszios elektronmikroszkdpos felvételek
a DON-SLN és az APOE-DON-SLN részecskékrdl. Mérce: 100 nm, mindkét részecske esetében
(Topal és mtsai., 2021).

Az elballitott nanorészecskék fiziko-kémiai tulajdonsdgait meghataroztuk: a nem
celzott nanorészecskék (DON-SLN) atlagos atméréje 104 nm volt, mig a célzott SLN-ek az
ApoE-funkcionalizacionak kdszonhetéen nagyobbak voltak (140 nm) (48. &bra). Ezek a
méretek idealisak nanopartikulumok agyi bejuttatasara (Kreuter és mtsai., 2007 és 2014).
Dinamikus fényszoras méréssel viszonylag sziik méreteloszlast mértiink, amit az alacsony
polidiszperzids index (PDI) értékeket is jeleztek (~0,2 mindkét csoportban, 48. abra), ami
igazolja, hogy a nanoreszecskék nem aggregalodtak. A célzott részecskék enyhén negativ
feluleti toltéssel rendelkeztek, mig a nem célzott SLN-ek ennél kissé negativabb zéta-
potencialt mutattak (48. abra). A nanorészecske fellleti toltése fontos tényez6 a sejtfelvétel
szempontjabol, amely meghatarozza az NP-k és az agyi endotélsejtek kozotti
sejtkblcsOnhatast (Walter és mtsai., 2021). Az agyi endotélsejtek erésen negativ
glikokalixanak koszonhetden a semleges vagy az enyhén pozitiv, illetve negativ toltésii
nanopartikulumok sejtbejutasa kedvezdbb, mig az erdsen kationos vagy anionos toltésii
részecskék sejtkarositd hatastak (Walter és mtsai., 2021; Veszelka és mtsai., 2015).

A donepezil toltet bezarasi hatékonysaga 93% és 86% volt a DON-SLN és az APOE-
DON-SLN részecskék esetében, mig a fluoreszcens rodamin B esetében ez 92-94% kdzott
volt, mely értékek megfeleléen magasak voltak. A nanorészecskék morfologiaja az
elektronmikroszkopos felvételeken gémb alaku volt (48. abra).
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49. &bra. A nem célzott (DON-SLN) és az APOE célzott (APOE-DON-SLN) nanorészecskék
sejtfelvétele (a) tenyésztett primer patkany agyi endotélsejtekben (RBEC), (b) huméan agyi
endotélsejtekben (h\CMEC/D3) és (c) differencialtatott SH-SY5Y neurondlis sejtekben 2 6ras
inkub&ci6 utan. Statisztika: t-proba; **** P <0,0001; n = 6 (Topal és mtsai., 2021).

A nanorészecskék sejtfelvételét patkany (RBEC) és human agyi endotélsejteken
(hCMEC/D3) és human SH-SY5Y neuronsejteken is teszteltiik (45. abra). Hipotézisiinkkel
0sszhangban, az ApoE célzémolekula jelenléte az SLN-ek felszinén megndvelte
nanorészecskek toltetének felvételét minden vizsgalt sejttipusban (49. é&bra). A
legjelentésebb sejtfelvételt a primer patkany agyi endotélsejtek (RBEC) esetében mértiink
ki, ahol a célzott NP-k felvétele négyszer tobb volt (463%), mint a nem célzott részecskék
esetében 2 drés kezelést kovetden (49. dbra).
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50. abra. A nem célzott (DON-SLN) és az ApoE célzott (APOE-DON-SLN) nanorészecskék
permeabilitds vizsgalata vér-agy gat modellen (10 g/mL koncentracio, 2 ora). Statisztika: ANOVA,
Dunnett-posztteszt, **** P <0,0001, a DON-SLN csoporthoz képest; n = 4. Pay: latszdlagos
permeabilitasi egyutthatd, SF: natrium fluoreszcein (376 Da), EBA: Evans kékkel jel6lt albumin (67
kDa) (Topal és mtsai., 2021).

Megvizsgaltuk azt is, hogy az ApoE célzott és nem célzott nanorészecskék milyen
hatékonysaggal képesek atjutni a vér-agy gat modellen (50. abra). Eredményeink
bizonyitottak, hogy a célzomolekula jelenlétében a részecskék szignifikansan jobb atjutést
mutattak a vér-agy gaton at, szemben a nem célzott részecskékkel, illetve a véer-agy gat
marker molekulakkal, a fluoreszcein és az albumin atjutasaval 6sszehasonlitva. (50. abra).
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4.3.2.2. Az agyi endotélsejtek adszorptiv-medialt transzcitozis utvonalanak célzasa
nanorészecskékkel (Szecsko és mtsai., 2025)

A nagy biomolekulak, mint a fehérjék, peptidek illetve a nanorészecskék atjutasa a
vér-agy gaton az endo- és transzcitozist magaban foglald transzcellularis Gtvonalakra
korlatozodik. A receptor-medialt transzcitozisban a ligandok kotédése a sejtfelszinen 1évo
specifikus receptorokhoz inditja el az endocitikus eseményt. Ezzel szemben az adszorptiv-
medialt transzcitozis soran a molekula vagy a nanorészecske pozitiv toltése segiti eld a
kolcsonhatéast a negativ toltésti agyi endotélsejt feliilettel, ami elektrosztatikusan kivaltja a
transzcitozist (Abbott és mtsai., 2010; Hervé és mtsai., 2008).

Az adszorptiv-medialt transzcitozis alacsony kot6dési affinitast, de nagy kotési
kapacitast mutat (Hervé és mtsai., 2008). Az adszorptiv-medialt transzcitozis a receptor-
medidlt transzcitdzissal szemben nem fugg a specifikus receptorok overexpressziojatol a
Vér-agy gaton, és nem korlatozza az endogén ligandok kotddése sem (Hervé és mtsai. 2008).
Az adszorpcios-medidlt transzcitézis koncentracio-, id6- és energiafiiggé folyamat, és
magasabb koncentracional telitédik, mint a receptor-medialt, ami elvileg nagyobb
mennyiségii hatdbanyag bejutasat teszi lehetové az agyba (Hervé és mtsai., 2008).

Portugél egylittmikddé partnereink korabbi eredményeikben kimutattdk, hogy a
Dengue virus kapszid fehérjébdl tisztitott kationos PepH3 peptid jelentds mennyiségben
képes atjutni a vér-agy gaton adszorptiv-medialt endocitozissal, és képes in vivo bejutni az
agyba is (Neves és mtsai., 2017).

A mi célunk az volt, hogy ezen eredményekre alapozva megvizsgaljuk, hogy vajon a
PepH3 peptid alkalmas-e nanorészecskék célzomolekulajaként elésegiteni az NP-k vér-agy
gaton valo jobb atjutasat. Ezért PepH3 peptiddel célzott, nem-ionos felliletaktiv anyagokbdl
és koleszterinbdl felépiil6 vezikuldris nanorészecskéket, Ugynevezett nioszomakat
allitottunk eld. A nem-ionos feliiletaktiv anyagokbdl felépiild nioszomak eldnyei a lipid
nanorészecskékkel szemben, hogy kevésbé hajlamosak oxidacidra, ezért tovabb tarolhatok
¢és konnyebben kezelhetdk, valamint olcsobb az eldallitasuk is (Abdelkader és mtsai., 2014).
A nioszomakba fluoreszcens Texas-vorossel jelolt szérum albumin (TR-BSA) modell
anyagot, illetve terapias hatéanyagként amiloid-B peptid ellenes ellenanyagot (single-
domain antibody, sdAb) csomagoltunk (Szecsko e€s mtsai., 2025).

Az elballitott NP-ket méretuk, toltésiik és hatbanyag bezarasuk alapjan jellemeztilk,
valamint megvizsgaltuk, hogy milyen mértékben és milyen mechanizmussal képesek bejutni
az agyi endotélsejtekbe, a sejteken belul milyen sejtorganellumokba lokalizalédnak és
képesek-e a PepH3-peptid funkcionalizalasnak koszénhetéen jobban atjutni a vér-agy gaton,
mint a nem célzott, kontroll nanorészecskék.

A TR-BSA toltetet tartalmazé NP-k atlagos atméréje nagyon hasonlo volt, 98 és 103
nm az N és N-PepH3 csoport esetében (51. abra). Az sdAb toltetet tartalmazé NP-k esetében
a nem jeldlt nanohordozok atméréje 111 nm volt, mig a PepH3 peptiddel jelolt NP-k mérete
193 nm-re nétt. Minden csoportban viszonylag szlik méreteloszlast mértiink, amit a 0,32
alatti PDI értékek jeleztek (51. abra).
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A
N N-PepH3
Model téltet: '
Texas Red-BSA TR R
(TR-BSA) ST, @Sy, i .
SFPTEI, ST, @—  Célzoémolekula:
i TR FF 008 5 PepH3
vagy g5 »32? 0:: ® &% o :
%00 S5M
%‘h*m&‘i@)
Terapias toltet: RIS .< S ees o
single domain antitest .
(sdAb)
B
Teitet Nioszé Méret — Zeta potencial EE (%
olte ioszoma (nm) (mV) (%)
N 98.3+0.48 0.20 £ 0.00 -6.5+0.62 32
TR-BSA
N-PepH3  103.1£0.97 0.23 +0.01 -4.7+0.39 24
N 111.4 £2.90 0.24 £ 0.00 -6.6 +0.10 93
sdAb
N-PepH3  193.4 + 3.50 0.32+0.01 -4.2+0.10 68

51. abra. A nem célzott (N) és a PepH3-mal célzott (N-PepH3) nanorészecskék sematikus abraja
(A). A részecskék f6bb fizikai-kémiai tulajdonsagai (B). A bemutatott értékek atlagok + SD értékek.
sdAb: amiloid-p elleni single-domain antitest; TR-BSA: Texas red-jeldlt borjd szérum albumin; PDI:
polidiszperzitési index; EE: bezarasi hatékonysag (Szecsko és mtsai., 2025).

A zéta-potencidl mérések alapjan minden NP enyhén negativ fellleti toltéssel
rendelkezett. Varakozasainknak megfeleléen a pozitiv toltésti PepH3 peptid jelenléte a
nanorészecskek fellileti toltését szignifikdns modon kevésbé negativva tette. A nagyobb
molekulaméretii TR-BSA (67 kDa) bezérasi hatékonysaga 32% volt az N és 24% az N-
PepH3-csoportban. A kisebb méretii sdAb-val (14,03 kDa) t61tott NP-k esetében a bezarasi
hatékonysag értékek magasabbak voltak, 93 és 68% az N és N-PepH3 csoportok esetében
(51. abra).

A sejtfelvételi kisérletekben sikerilt kimutatni, hogy a fluoreszcens TR-BSA toltet
bejutasa az €16 patkany primer agyi endotélsejtekbe id6fiiggé modon névekedett (52. abra),
és a PepH3 peptid, a nanorészecskék feluletén sikeresen névelte a TR-BSA modell anyag
sejtes internalizaciojat minden egyes idépontban, a nem jelolt NP-vel kezelt csoporthoz
képest (52. abra).
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52. dbra. (A) Az NP-k sejtes felvételének sematikus rajza. (B) A patkdny agyi endotélsejtek altal
felvett Texas-Red BSA kvantitativ meghatarozasa spektrofluoriméterrel 15 perc, 1 és 24 6ras NP-
kezelést (1 mg/ml) kovetéen. A bemutatott értékek atlagok = SD, a kontroll csoport szazalékaban
megadva. Statisztika: kétutas ANOVA, Bonferroni-poszttest; **P <0,01 az N csoporthoz képest;
##HH#P <0,0001 a 24 6ras csoporthoz képest; n=3-4. (C) Reprezentativ konfokalis mikroszképos
képek az NP-k sejtelvételérdl. Sarga: NP-k; kék: sejtmagok. Mérce: 20 um. (D) A mikroszkopos
képek TR-BSA fluoreszcencia intenzitas alapu kiértékelése sejtmagszémra normalizdlva. A
bemutatott értékek atlagok + SD. Statisztika: kétutas ANOVA, Bonferroni-poszttest; **P <0,01,
***pP <(0,001 az N csoporthoz képest; ####P <0,0001 a 15 perces csoporthoz képest; n=10-15
(Szecsko és mtsai., 2025).

A nanorészecskék toltetének sejtfelvételi mechanizmusat vizsgalva, az agyi
endotélsejteket elokezeltiik a lipid raft/kaveolin-fiiggé endocitdzis inhibitor filipinnel (5
pg/ml, 15 perc), illetve az aktin-polimerizéciot gatlo citokalazin D-vel (0,125 pg/ml, 1 6ra),
amely minden fontosabb endocitétikus Utvonalat gatol (53B. abra). A TR-BSA felvétele
jelentésen csokkent, amikor a sejteket filipinnel vagy citokalazin D-vel kezeltlik a kontroll
csoporthoz képest, ami arra utal, hogy az N-PepH3 sejtfelvétele részben endocitdzissal
torténik. Annak vizsgalatara, hogy az NP sejtfelvétel nem passziv folyamat, hanem aktiv
ATP-szintézist igényl6 transzportfolyamattal zajlik, a metabolikus inhibitor natrium-azidot
hasznaltunk, illetve 4 °C-on is megvizsgaltuk az NP-k felvételét. A natrium-azid és a 4 °C-
on torténd inkubaci6 a TR-BSA toltet szignifikdnsan kisebb mértékii felvételét
eredmeényezte a sejtekbe a kontroll csoporthoz képest, ami az N-PepH3 jelolt NP-k
energiafiiggd sejtes internalizacidjara utal (53B. abra).
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Kivancsiak voltunk arra is, hogy a negativ toltésti glikokalix hogyan befolyasolja a
kationos peptiddel célzott NP-k sejtfelvetelét. Ennek vizsgalatara maddositottuk az agyi
endotélsejtek fellleti toltését, és a glikokalix negativ szialsav oldallancainak neuraminidaz
enzimmel torténé leemésztésével, illetve a sejtek TMA-DPH kationos lipiddel torténd
kezelésével pozitivabba tettilk a sejtek felszini toltesét (53D. abra). Ezeknek a kezeléseknek
koszonhetben a kationos PepH3-célzott NP-k sejtfelvétele jelentésen csokkent a kontroll
csoportokhoz képest (53D. abra). Ezek az adatok is bizonyitottak, hogy az agyi endotélsejtek
felszini elektrosztatikus gatja, a glikokalix jelentdsen befolyasolja a kationos PepH3-jel6lt
NP-k sejtfelvételét.

A B
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53. abra. (A, C) A sejtfelvételi mechanizmusok gatlasanak sematikus abrazolasa. (B) Az
endocitdtikus inhibitor citokalazin D (C/D; 0,125 pg/mL) és filipin (Fil; 5 pg/mL) vagy metabolikus
inhibitor natrium-azid (NaNs; 1 mg/mL) kezelés, valamint a 4°C-on torténé inkubacio hatasa a TR-
BSA-val toltott N-PepH3 nanorészecskék sejtfelvételére. Kontroll (K): csak N-PepH3-kezelés 37
°C-on, inhibitorok nélkil. A bemutatott értékek atlagok + SD, a kontroll csoport szazalékdban
megadva. Statisztika: ANOVA, Bonferroni-poszttest; ****P <0,0001 a kontroll csoporthoz képest;
n=6. (D) A glikokalix neuraminidazzal (NA; 1 U/ml) és TMA-DPH-val (TMA; 30 mM) torténd
modositasanak hatasa a TR-BSA-val toltott N-PepH3 sejtfelvételére (37°C, 24 6ra). Kontroll (K):
csak N-PepH3-kezelés 37 °C-on, toltésmddosito reagensek nelkil. A bemutatott értékek atlagok +
SD, a kontroll csoport szazalékdban megadva. Statisztika: ANOVA, Bonferroni-posztteszt; ****
P<0,0001 a kontroll csoporthoz képest (Szecsko és mtsai., 2025).

glycoproteinsfipids, GAGs
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54. abra. A nanorészecskék kolokalizacids vizsgalata az intracellularis sejtorganellumokkal. (A) A
TR-BSA NP-k kolokalizacioja az endoplazmatikus retikulummal, a Golgival vagy a lizoszomakkal
RBEC sejtkultirakban 24 éras NP kezelés (1 mg/ml) utan. Kék: sejtmagok; z6ld: endoplazmatikus
retikulum, Golgi apparatus vagy lizoszomak; piros: TR-BSA toltet a nem jel6lt (N) vagy PepH3
jelolt (N-PepH3) nanorészecskékben; Merce: 20 um. A konfokalis mikroszkopos képek analizise:
az NP-k TR-BSA toltetének (B) endoplazmatikus retikulummal, (C) Golgi apparatussal vagy (D)
lizoszomékkal vald kolokalizacios teriiletének meghatarozasa. A bemutatott értékek atlagok + SD,
és a kolokaliz&ciods teriilet szdzalék&ban vannak megadva. Statisztika: t-proba; *P <0,05, ** P <0,01,
**** P <0,0001 a nem jeldlt csoporthoz képest; n=4-10 (Szecskd és mtsai., 2025).

Megvizsgaltuk a sejtekbe bejutott NP-k TR-BSA fluoreszcens toltetének
intracellularis lokalizaciojat is a fobb endo-lizoszémalis kompartmentekkel, agymint az
endoplazmatikus retikulummal, a Golgi apparatussal és a lizoszomakkal (54. abra). A
legnagyobb  kolokalizaciot az endoplazmatikus retikulummal lattunk, kevesebb
akkumuléciét detektaltunk a Golgiban, és csak korlatozott mennyiségli TR-BSA
intracellularis lokalizaciot lattunk a lizoszomakban, ami azt jelzi, hogy az NP-k toltetének
nagy része elkeriilte a lizoszomalis cellularis degradaciot. Az agyi endotélsejtekben a
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vezikularis transzportnak szamos elemét azonositottak, beleértve a klatrin, a kaveola vagy a
makropinocitikus vezikulakat (Toth és mtsai., 2020). Az agyi endotélsejtekben is igen aktiv
kaveola-medialt sejtfelvétel esetében igazoltak, hogy a sejten beluli vezikulak a lizoszémak
elkertlésével retrograd transzport Gtjan a Golgi apparatusba és az endoplazmaés retikulumba
jutnak (T6th és mtsai., 2020).
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55. &bra. (A) Az NP-k permeabilitési vizsgalatanak sematikus rajza primer patkany és human vér-
agy gat tenyészetes modelleken. (B) A nem célzott (N, 1 és 0,1 mg/ml) és a PepH3 peptiddel célzott
nanorészecskékbe (N-PepH3, 1 és 0,1 mg/ml) csomagolt sdAb transzcitézisa patkany (RBEC) és
human (HBEC-5i) vér-agy gat modellen 24 6ras NP inkubaciot kovetéen. A bemutatott értékek
atlagok + SD. Statisztika: t-préba; *** P<0,001, **** P<0,0001 az N csoportokhoz képest; n = 4-6.
RBEC: patkany agyi endotélsejtek; HBEC-5i: human agyi endotélsejt vonal (Szecskd és mtsai.,
2025).

A sejtfelvételi és mechanizmus vizsgalatokat kovetden megvizsgaltuk az NP-k sdAb
modellen (55. abra). A vér-agy gaton atjutott sdAb mennyiségét Western blot segitsegével
24 Orés kezelést kovetden mutattuk ki, és azt talaltuk, hogy a PepH3 peptiddel célzott
nanorészecskék hasonld mdédon és szignifikdns mértékben megndvelték az sdAb
transzlokéciojat mindkét vér-agy gat modellen (55. &bra). A kationos PepH3 peptid jelenléte

= sz

célzott nanorészecskékkel osszehasonlitva.

4.3.2.3.Az agyi endotélsejtek karrier-medialt transzcitozis utvonalanak célzasa
egyszeresen jelolt nanorészecskékkel (Veszelka és mtsai., 2017; Fekete és mtsai.,
2021; Porkolab és mtsai., 2024)

A receptorok mellett a tApanyagszallito transzporter fehérjék, az SLC-k a masik nagy
fehérjecsalad, melynek tagjai nagy szamban és az agyi endotélsejtekre jellemz6
génexpresszios mintazatban fejezoédnek ki (Veszelka és mtsai., 2018), ezért alkalmas
célpontok lehetnek a vér-agy gaton keresztili célzott hatbanyag bejuttatasra. A klinikumban
hasznalt szamos gydgyszer esetében mar tudjuk, hogy SLC transporterekhez kdtédve a vér-
agy gat karrier-medidlt transzcitozis Utvonalanak kihasznéldsaval képes atjutni a vér-agy
gaton (Deli, 2011). Bar az SLC transzporterek élettani és farmakoldgiai szempontbol is
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nagyon fontosak, agyi gyogyszerbeviteli szempontbol kevésbé kiaknazottak (César-
Razquin és mtsai., 2015).

Az agyi gyogyszerbejuttatds fokozasara tervezett, célzott nanopartikulumokkal
végzett kisérletiink tobbsége a vér-agy gat karrier-medidlt transzcitdzis Utvonalanak és az
SLC transzporterek célzasara iranyult. Kisérleteinkben szamos SLC transzporter ligandot
(biotin, alanin, gliikopirandz, leucin, aszkorbinsav) és ligandkombin&cidt (alanin-glutation;
leucin-glutation-aszkorbinsav) teszteltink nanorészecskék célzomolekulajaként és
hasonlitottuk dssze sejtfelvételi és vér-agy gat penetracios hatékonysagukat a nem célzott
nanorészecskekkel szemben.

Kisérleteinkben referencia ligandként az irodalmi adatok alapjan egyik
leghatékonyabb célzomolekulat, a glutationt vélasztottuk. A glutation (GSH) egy
antioxidans hatast tripeptid, mely kozponti szerepet jatszik az intracelluléris
méregtelenitésben. A GSH aktivan transzportalodik a vér-agy gaton keresztul, bar
transzportere molekuléris szinten még nem ismert (Veszelka és mtsai., 2017). A GSH, mint
célzémolekula hatékonysagat szamos preklinikai kutatasban igazoltak. In vivo glioma
modellben a GSH-val célzott PLGA nanorészecskébe zart paklitaxel sejtfelvétele jelentGsen
megn6tt (Geldenhuys és mtsai., 2011). Ragcsalo modellben a GSH-val célzott liposzomaba
csomagolt doxorubicin (Gaillard és mtsai., 2014), metilprednizolon (Gaillard és mtsai.,
2012), illetve a ribavirin (Maussang és mtsai., 2016) is szignifikansan jobb agyi bejutast
mutatott a szabad hat6anyagokkal dsszehasonlitva. A pegilélt-glutation liposzéma, mint
agyi gyogyszerbeviteli platform a klinikai vizsgalatok I/1la fazisaig is eljutott (Gaillard és
mtsai., 2016).

A mi kisérleteinkben az els6ként megvizsgalt, SLC transzportereket célzo6 ligand a
biotin volt (Veszelka és mtsai., 2017). A biotin (B7-vitamin) az agyi endotélsejtek Na*-fiiggd
multivitamin transzporterének ligandja (SMVT/SLC5A6). Ez a transzporter nagy
mennyiségben fejezddik ki a vér-agy gaton (Campos-Bedolla és mtsai., 2014; Uchida és
mtsai., 2015; Veszelka és mtsai., 2018), ezért alkalmas lehet célzott nanopartikulumok
targetmolekuldjaként. A biotint régdta hasznaljak ligacids technikakhoz, képalkotashoz €s
diagnosztikédhoz a biotin és az avidin kozotti erds kdlcsonhatas miatt (Lesch €s mtsai., 2010).
Kisérleteink megkezdéséig azonban a biotint, mint nanorészecskék célzéligandjat még nem
hasznaltak agyi gyogyszerbejuttatasra.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a biotint, mint célzo6 ligandot szilard, fluoreszcensen
jeldlt polisztirén nanorészecskékhez kotve, €s Osszehasonlitottuk a biotin-célzas
hatékonysagat a glutationnal, mint referencia célzomolekulaval jelolt NP-kkel humén in
vitro vér-agy gat modellen hCMEC/D3 sejteken. A fluoreszcensen jeldlt, eredetileg
neutravidinnel bevont nanorészecskék felszinére egylittmiikodd partnereink segitségével
kotottiink biotint €s biotinilalt glutationt. A részecskék paramétereit az 5. tablazat mutatja.

5. tblazat. Az SNP nanorészecskék fiziko-kémiai tulajdonsagai (Veszelka és mtsai., 2017).

Nanorészecske Meéret (nm) Polldl_szper2|ta5| Zéta potencial
index (mV)
nem jel6lt (SNP) 93+0,59 0, 131 £0.02 -14 £0.87
biotin-jel6lt (SNP-B) 118.1+29 0.251 +0.001 -23.1+£0.62
biotinilalt glutation-jelélt
(SNP-B-GSH) 120.5 £ 2.86 0.261+0.01 -23.8+£1.33
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A nem célzott nanorészecskék mérete 93 nm volt, a biotin és a glutation
célzomolekulak jelenléte a részecskék felszinén pedig ~ 20%-0s méretndvekedést
eredményezett (5. tablazat). Az alacsony polidiszperzitasi index értékek az SNP-k sziik
méreteloszlasat mutattak. A jeldlt részecskék felszini toltése kissé negativabb volt, mint a
nem jelolt SNP-ké (5. téblazat). A nanorészecskék morfologidja pasztazd
elektronmikroszkopos felveteleken tébbnyire gomb alakd volt, aggregécié nem volt
megfigyelhet6 (56. abra).

o —Neutravidin
O —Biotin
@ —Glutathione

56. dbra. Sematikus &bra a nem célzott (SNP), a biotin-jel6lt (SNP-B) és a biotinilalt glutation-jel6lt
szilard nanorészecskékr6l (SNP-B-GSH). Pasztazo elektronmikroszképos (SEM) felvételek a nem
célzott (A), a biotin célzott (B) és a biotinilalt glutation célzott (C) nanorészecskékrél. Mérce: 100
nm (Veszelka és mtsai., 2017).

Az SNP-k sejtfelvételét agyi endotélsejtekbe két idOpontban vizsgaltuk, mely
idépontokat a GSH-jel6lt liposzomak irodalmi vizsgalati eredményei alapjan valasztottuk ki
(Gaillard és mtsai., 2012). A 4 6rés inkubacio utan nem volt szignifikdns kilonbség a
kezelések kozott, mig a 8 Oras kezelést kovetden az Gsszes vizsgalt nanorészecske felvétele
szignifikdnsan magasabb volt a 4 6ras csoporthoz képest, és a biotin- és glutation-célzott
SNP-k felvétele jelentdsen megnovekedett, kétszer nagyobb volt, mint a nem célzott
részecskék sejtfelvétele (57. abra).
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57. dbra. A nem célzott (SNP), biotin-jelélt (SNP-B) és glutation-jelélt (SNP-B-GSH) szilard
nanorészecskék sejtfelvétele agyi endotélsejtekbe 4 vagy 8 éras inkubaciot kovetéen. Az SNP-k
koncentracidja minden csoportban 150 pg/ml. A bemutatott értékek atlagok + SEM. Statisztika:
kétutas ANOVA, Bonferroni-posztteszt, **P <0,01; ***P <0,001, az SNP-vel kezelt csoporthoz
képest, ##P <0,01; ###P <0,001, a 4 6réas kezeléshez képest; n = 4-6 (Veszelka és mtsai., 2017).

A piros fluoreszencidt mutatd SNP-k sejtfelvételét €16 sejteken konfokalis
mikroszkoppal is vizualizaltuk a 8 oOras kezelések esetében a biotin és a glutation-jel6lt
nanorészecskék piros fluoreszcens jele jol lathato volt a sejtek citoplazmajéban (58. &bra).

.

58. abra. Konfokalis mikroszkdpids felvételek tenyésztett human agyi endotélsejtekrél, amelyeket
nem jel6lt (A), biotin-jeldlt (B) és glutation-jel6lt (C) szilard nanorészecskékkel (piros) kezeltiink
(150 pg/ml) 8 oran keresztll. Piros: nanorészecskék; kek: sejtmagok. Mérce: 20 um (Veszelka és
mtsai., 2017).

Megvizsgaltuk a hCMEC/D3 agyi endotélsejtek rétegén az SNP-k atjutasat is (59.
abra). Mindharom kezelési csoport esetében az SNP-k atjutottak az agyi endotélsejtek
rétegén a permeabilitasi vizsgalatok soran, de eltéré mértékben (59. abra). A 8 0Oras
inkub&cid utan a biotin célzott SNP Papp értéke 2,8-szor magasabb volt, mint a nem célzott
SNP-é. A penetracié a GSH-célzott nanorészecskék esetében volt a legjelentsebb, 5,8-
szoros ndvekedést mértiink a nem jeldlt SNP csoporthoz képest (59. abra). A biotin és a
GSH-jeldles is szignifikansan megndvelte tehat a részecskek atjutasat a vér-agy gaton, de a
GSH celzomolekula hatékonyabbnak bizonyult.
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59. dbra. Vér-agy gat permeabilitas vizsgalat SNP kezelések (150 ug/ml, 8 6ra) utan. Az abrazolt
értékek atlagok £ SEM. Statisztika: ANOVA, Bonferroni-posztteszt. *P <0,05, ***P <0,001, a nem
jelolt SNP-vel kezelt csoporthoz képest; ##P <0,01, a biotinnal jel6lt SNP-B-vel kezelt csoporthoz
képest, n = 6 (Veszelka és mtsai., 2017).

A GSH, mint nanorészecskék felszinéhez kotott célzomolekula hatékonyséagat ezért
tovabb vizsgaltuk. Célul tliztiik ki, hogy Osszehasonlitsuk a koldokzsinor vér Gssejtekbol
differencialtatott gyenge gattulajdonsagokkal rendelkez6 human agyi endotélsejtek és agyi
pericitak ko-kultira modellén, valamint ennek a modellnek a cARLA molekula kombinacid
kezeléssel erdsitett valtozatan a GSH-val célzott nanorészecskék atjutdsat (Porkolab és
mtsai., 2024).

A csoportunk altal nemrégiben szabadalmaztatott cCARLA koktél kismolekulak
kombinacigjat tartalmazza: pCPT-cAMP, Ro0-20-1724, litium-klorid és A83-01. Ezek a
molekuldk harom kiilonb6zd, a vér-agy gat szempontjabdl jelentds jelatviteli utra fejtenek
ki hatast (60A. abra). A cCAMP (tvonalat a sejtpenetral6 pCPT-cAMP-vel aktivaltuk, melyet
a CAMP-specifikus foszfodiészteraz inhibitor Ro-20-1724 molekulaval egészitettlink ki, a
Whnt/B-katenin Gtvonal aktivalasara a litium-kloridot (LiCl) alkalmaztuk, és a TGF-j
jelatvitel gatlasara az A83-01 molekulat hasznaltuk. A cARLA molekulakombinaci6 e
harom jelétviteli Utra kifejtett szinergista hatasa szignifikansan megnovelte a vér-agy gat
funkciokat a kontroll csoporthoz és a tobbi molekulakombinaciés kezeléshez hasonlitva
(60A-E. abra) (Porkolab és mtsai., 2024).

A cARLA kezelés hatasara szorosabba valt a vér-agy gat modell: megemelkedett az
agyi endotélsejtek elektromos ellenallasa (60B. abra), csokkent a paracellularis marker
molekula fluoreszcein és a transzcellularis marker albumin penetracidja a vér-agy gaton
keresztil (60C. abra), valamint a klaudin-5 TJ fehérje expresszioja is megemelkedett (60D,
ugymint a hexdézokat (GLUT1, GLUT3), a monokarbonsavat (MCT6), az organikus
anionokat (OATP4Al) és a zsirsavakat (FATP3) szallitd transzporterekét (60F. abra)
(Porkolab és mtsai., 2024).

cARLA-kezelés hatasara nemcsak a vér-agy gat modell valt szorosabba, hanem a
nem célzott NP-k permeabilitasa is alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest (60G.
abra), ami a cARLA hatasara bekovetkezd alacsonyabb alapszintli endocitdzissal
magyarazhato. A kontroll sejttenyészetek esetében a nem jel6lt és a GSH jeldlt NP-k
penetracidjanak mértékében nem lattunk kilonbséget és a mikroszkopos sejtfelvételi
vizsgalatok sem mutattak eltérést a két kezelési csoport kdzott (60G, H. abra).
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Ugyanakkor a nem célzott és GSH-célzott nanorészecskék vér-agy gat
permeabilitasa és sejtfelvétele kozotti szignifikans kilénbség a GSH célzott NP-k javéra a
CARLA kezelt csoportban kimutathato6 volt (60G, H. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy
a CARLA a ver-agy gat specifikus fehérjék és transzporterek expressziojanak emelésével a
GSH transzporterek kifejezodését is noveli, ezaltal eldsegiti a nanorészecskék felszinéhez
kotott GSH vér-agy gét specifikus célzd hatasat. (Porkoldb és mtsai., 2024).
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60. bra. (A) A cARLA kombindci0 szinergista hatasa a vér-agy gat szignalizacios utvonalaira. (B)
Transzendotelidlis elektromos rezisztencia (TEER) mérés a kokultira modellen 48 h kezelést
kovetden. Statisztika: atlag + SD, ANOVA, Bonferroni teszt, ****P<0,0001 a kontroll csoporthoz,
n=24. (C) Fluoreszcein és Evans kék-albumin komplex permeabilitdsa a vér-agy gaton at 48 h
kezelést kovetéen. Atlag = SD, ANOVA, Bonferroni teszt, *P<0,05, **P<0,01, ****P<0,0001 a
kontroll csoporthoz, n=11. (D) Klaudin-5 immunfestés endotélsejteken 48 h kezelést kovetden.
Meérce: 50 pum. (E) Intenzitas: Atlag + SD, és festési folytonossag: median + kvartilisek, ANOVA és
Bonferroni teszt, ****P<0,0001 a kontroll csoporthoz, n=27-30. (F) A vér-agy gat SLC
transzportereinek génexpresszidja CARLA kezelés hatasara. (G) A nem célzott és a GSH célzott
polipeptid NP-k vér-agy gat permeabilitdsa ko-kultira modellen cARLA-kezeléssel vagy anélkul.
Atlag + SD, kétutas ANOVA, Bonferroni-posztteszt, n = 4. (H) A nem célzott és GSH célzott,
rodamin 6G toltetet hordozo NP-k sejtfelvétele é16 agyi endotélsejtekbe konfokalis mikroszkopiaval
vizualizdlva. Narancssarga: NP toltet; kék: sejtmag. Mérce: 50 um (Porkolab és mtsai., 2024).
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A nanorészecskék dokkolasa a célzo ligandok segitsegével az agyi endotélsejtek
membranjahoz az elsé és egyben kulcslépés az NP-k endocitdzisanak elinditdsaban. Az
SZBK Biofizikai Intézetének Biofotonika és Biomikrofluidikai Kutatocsoportjaval
egylttmitkédésben egy 1j, innovativ optikai lézercsipesz technikat kidolgozva elséként
sikeriilt kimérniink a GSH célzdligand kozvetlen kotddési erdsségét €16 agyi endotélsejtek
sejtfelszinéhez (61. &bra) (Fekete és mtsai., 2021).
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61. 4bra. (A) Pasztdz6 elektronmikroszképos (SEM) kép a Kisérletekhez hasznalt
mikromanipulatorrél. Mérce: 1 pm. (B) SEM-kép a a mikromanipulator érintkez6 feliiletérdl. Mérce:
1 um. (C) A kisérletekben hasznalt minta és a mikromanipulator igazitasanak sorrendje az adhézids
mérésekhez. A piros keresztek a 1ézernyaldbbal torténd csapdédzasi pozicidkat jelolik. Minden kép
alatt, a megfelel6 sematikus oldalnézeti rajz mutatja a csapdazo 1ézersugar és a mikromanipulator
relativ helyzetét. A sététpiros vonal mutatja a csapda helyzetét (T), a fekete szaggatott vonal pedig
a mikromanipulator gémb kdzéppontjanak helyzetét (M) (Fekete és mtsai., 2021).

Két foton polimerizacids technikaval SU-8 fotopolimerbdl 1ézerfénnyel iranyithatd
mikroeszkdzt, Ggynevezett mikromanipuldtort  készitettink  (61A. &bra). A
mikromanipulator sejtekhez érintkez6 felszinét PEG-gel, illetve PEG-GSH-val
funkcionalizaltuk (61B. abra). A kisérlethez az agyi endotélsejteket egy fliggéleges SU-8
falon ndvesztettiik egy Petri-csészében, és a mikromanipulatort a funkcionalizalt felszinével
Ovatosan az ¢l6 sejtek membranjahoz nyomtuk, majd elhuztuk (61C. abra), ezaltal meg
tudtuk mérni a manipulator felszine és a sejtek membranja kozotti kotddési erét (62. abra).
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62. abra. Adhézidés er6 mérések (AFM) a mikromanipulatorok PEG vagy PEG-glutation-
funkcionalizalt (PEG-GSH) feliilete és az é16 agyi endotélsejtek (RBEC) sejtfelszine kozott (A) 50
nm-es és (B) 250 nm-es 1épés mérettel mérve. Atlag + SD. Statisztika: paros t-proba; *P <0,05; **
P <0,01 a PEG-csoportokhoz képest; n=14-18. (C) Atomerd mikroszkopos tapadasi eré6 mérések a
PEG-GSH-funkcionalizalt gombos végi tii és az RBEC sejtek felszine kozott. A piros korok egyedi
méréseket jeldlnek (n = 247), a kék négyzetek az atlagokat, a kék vonalak pedig az SD -t mutatjak
(Fekete és mtsai., 2021).

GSH jelenlétében szignifikdnsan magasabb kotddési erét mértiink az €16 agyi
endotélsejtek membranja és a mikromanipulator felszine k6zott a csak PEG funkcionalizalt
mikroeszkdzokkel Osszehasonlitva (62A, B. 4bra). Mig a PEG felszin esetében 2-4 pN
tartoményba esett a kotddési erd a mikromanipulator €s a sejtek membranja kézott, addig
GSH jelenlétében szignifikdnsan magasabb 10-15 pN kotddési erdt mértiink (62A, B. dbra).

Az optikai 1ézercsipesz technikaval mért kotddési erdméréseket AFM mérésekkel is
megismételtiik €éles AFM tii helyett gdmbds végli, GSH funkcionalizalt tiit hasznélva (62C.
abra). Az AFM mérések sordn az optikai 1ézercsipeszes méréseknél magasabb 38 + 18 pN
adhézios erét mértiink (62 C. abra), melynek okai, hogy az AFM mérési hatara 10 pN, ezért
csak az e folotti értékeket tudtuk meghatarozni, illetve AFM soran a tli a sejtekhez egy
nagysagrenddel magasabb erdvel nyomaddik, mint az optikai méréseknél.
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4.3.2.4.Az agyi endotélsejtek karrier-medialt transzcitozis uUtvonalanak célzasa
kétszeresen jel6lt nanorészecskékkel (Mészaros és mtsai., 2018; Porkolab és mtsai.,
2020; Mészaros és mtsai., 2023)

Koréabbi génexpresszios vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az SLC transzporterek
kozul a legnagyobb mennyiségben a gliikdz transzporter GLUT1 (SLC2A1) fejezodik ki a
vér-agy gaton, valamint a natrium kapcsolt SLC38A és a neutralis aminosavakat szallito
transzporter SLC1A csalad tagjai (Veszelka és mtsai., 2018). Ezert felmerult bennunk, hogy
a glikdzanalogok es aminosavak hatékony és szelektiv célzd ligandok lehetnek
nanohordozok szamara a vér-agy gaton valé atjutashoz.

Kovetkezo kisérleteink célja tehat az volt, hogy teszteljiik in vitro és in vivo is a glukdzt,
a kis neutralis amingsav alanint és a referencia ligand GSH-t, mint 6nall6 ligandokat,
valamint ezek kombinacioit is kettos ligand jelolésként NP-k felszinéhez kotve (Mészaros
és mtasi., 2018). Hipotézislink az volt, hogy a csak egy célzéligandot tartalmaz6 NP-khez
képest a két kiilonbozd liganddal ellatott részecskék specifikusabb kotddést mutatnak majd
az agyi endotélsejtek membranjahoz, és ezaltal hatékonyabb sejtfelvételt és vér-agy gaton
vald atjutast eredményeznek.
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63. dbra. (A) SLC transzporter ligandokkal funkcionalizalt nioszoméak sematikus képe. (B) A
nioszdmak transzmisszios elektron mikroszképos felvétele. Mérce: 500 nm. (C) A nioszomak
atomeré mikroszkopos felvétele. A: alanin; GP: glikopiranéz; GSH: glutation; EBA: Evans kék
kotott szérum albumin (Mészaros és mtsai., 2018).
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Kisérleteink soran koleszterinb6l és nem-ionos feluletaktiv anyagokbdl lipid
hidratacios eljarassal vezikularis nanorészecskeket, nioszomakat allitottunk eld. Az
egyszeresen jelolt nioszomak felszinéhez alanint (A), glikopiranozt (GP) vagy GSH-t
kotottunk, mig a kétszeresen célzott részecskék esetében ezek kombinacioit alkalmaztuk:
alanin-glukopirandz, alanin-GSH, glikopiran6z-GSH (63A. abra). A vezikulak belsejébe
toltetként fluoreszcens modell anyagot Evans kék kotott szérum albumint (EBA, 67 kDa)
csomagoltunk. A részecskék atlag mérete 92-107 nm kdzott volt, felszini téltésik semleges,
illetve a GSH-s részecskék esetében enyhén negativ (-7 mV) volt. Az EBA bezarasi
hatékonysaga 4,6-10,4% kozotti volt. Az NP-k morfoldgiaja pedig gdmb alakd volt (63B-
C. abra).
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64. abra. A nem célzott (N), az egyszeresen (N-A, N-GP, N-GSH) és a kett6sen célzott (N-A-GP,
N-A-GSH, N-GP-GSH) nioszdmak (10 mg/ml) sejtfelvétele (A) agyi endotélsejtekbe és vér-agy gat
permeabilitisa (B) 4 oras inkubaciot kovetden. Atlag + SEM. Statisztika: ANOVA, Dunnett-
posztteszt, ***P <0,001, **P <0,01, a nem célzott N-csoporthoz képest; n=10. A: alanin; GP:
glikopiran6z; GSH: glutation; EBA: Evans kék kotott szérum albumin (Mészaros és mtsai., 2018).

Megvizsgaltuk az eldallitott nioszoméak sejtfelvételét patkany primer agyi
endotélsejteken. A sejtfelvételi vizsgalatok soran a sejtekbe bejutott fluoreszcens EBA toltet
mennyiségét hataroztuk meg (64A. abra). Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az
egyszeresen jelolt NP-k sejtfelvétele nem kildnbozott szignifikans mdédon a nem célzott
részecskék (N) toltetének felvételétdl, viszont a kettésen célzott N-A-GP (293%) és az N-
A-GSH (249%) részecskék jelentésen magasabb sejtfelvételt mutattak, mig az EBA, ami
nem volt nioszomaba téltve szinte alig (1,5%) jutott be a sejtekbe (64A. abra). A nioszomak
in vitro vér-agy gat modellen val6 atjutasanak vizsgalatakor ugyancsak az A-GP és az A-
GSH kettésen célzott nioszoma bizonyult a leghatékonyabbnak, ezek toltete jutott at a
legnagyobb mennyiségben az agyi endotélsejteken (64B. a&bra). A GP-GSH
ligandkombinéacié nem volt hatékony az EBA penetracidjanak ndveléseben a vér-agy gaton
keresztil, ezért eredményeink alapjan a tovabbi in vitro vizsgalatokba mar csak az N-A, N-
GSH és N-A-GSH csoportokat vontuk be.
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65. &bra. A homérséklet és a metabolikus inhibitor natrium-azid (0,1%) hatdsa a nem célzott (N),
alanin célzott (N-A), glutation célzott (N-GSH) és alanin-glutation kettésen célzott (N-A-GSH)
nioszoméak EBA toltetének felvételére agyi endotélsejtekben (4 6ra). Atlag + SEM. Statisztika:
kétutas ANOVA, Bonferroni-posztteszt. *P <0,5; **P <0,01; ***P <0,001, az egyes csoportok els
oszlopahoz képest, ##P <0,001, az N kezelt csoporthoz képest; n=4-6. (Mészaros és mtsai., 2018).

A sejtfelvétel homérsékletfiiggésének vizsgalatahoz 4 és 37 °C-on is megkezeltiik a
sejteket a kivalasztott nioszémakkal (N, N-A, N-GSH, N-A-GSH; 65. abra). A 37 °C-on az
EBA toltet sejtfelvétele szignifikdnsan nagyobb volt minden célzott nanorészecske
csoportban (N-A: 119%, N-GSH: 150%, N-A-GSH: 308%) a nem célzott nioszomakhoz
képest (N: 100%). Alacsony homérsékleten, 4 °C-on a célzott nioszdmék esetében
szignifikdns modon lecsokkent a sejtfelvétel (N-A: 36%, N-GSH: 55%, N-A-GSH: 17%) a
37 °C-on mérthez képest, mig a nem célzott csoport esetében a csokkenés nem volt
szignifikans. A sejtek metabolikus inhibitor natrium-aziddal t6rténé kezelése szintén gatolta
a sejtfelvételt (N-A: 88%, N-GSH:113%, N-A-GSH: 81%) (65. abra).
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66. dbra. (A) Az endocitozist gatld filipin (6 uM) és citokalazin D (20 uM) hatasa az alanin-glutation
célzott nioszoma (N-A-GSH) EBA toltetének sejtfelvételére agyi endotélsejtekben (4 ora). Atlag +
SEM. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt. *P <0,5; ***P <0,001, a kontroll csoporthoz képest;
n=6. (B) Neuraminidaz (1 U/ml) és a TMA-DPH (30 mM) hatdsa az EBA sejtfelvételére nem célzott
(N) és N-A-GSH célzott niosz6ma kezelést kovetéen. Statisztika: kétutas ANOVA, Bonferroni-
posztteszt, **P <0,01 az kontrollhoz képest; ###P <0,001, az N csoportokhoz képest; n=6. (C) A
nem célzott N, a kettds célzott N-A-GSH nioszoma és a benzil-alkohol (30 mM) kezelés hatésa é16
agyi endotelsejtek plazmamembrén fluiditasara fluoreszcens anizotropidval mérve. Statisztika:
kétutas ANOVA, Bonferroni-posztteszt, ***P <0,001, minden csoportot a kezeletlen kontrollhoz
(C) hasonlitottunk; ###P <0,001, az egyes csoportok elsé oszlopahoz képest; n=3. (Mészaros és
mtsai., 2018).
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Azért, hogy Kkideritsik az N-A-GSH nioszomak sejtfelvétele endocitozissal
torténik- e, gatldszerek segitségével is megismételtik a sejtfelvételi vizsgélatokat (66A.
abra). A filipin, amely gatolja a lipid raft/kaveolak altal kozvetitett endocitozist,
kismértékben, de statisztikailag szignifikans mddon csokkentette az EBA toltet sejtfelvételét
az agyi endoteélsejtekben. A citokalazin-D, mely az F-aktin depolimerizacio révén gatolja az
endocitdtikus folyamatokat, részlegesen, de szintén szignifikdns modon gatolta az EBA
felvételét (66A. abra).

Kivancsiak voltunk arra is, hogy az agyi endotélsejtek felszini negativ toltésii
glikokalixa milyen hatassal van a nanorészecskék sejtfelvételére. Ezért modositottuk a
tenyésztett sejtek feltileti toltését a glikokalix neuraminidaz enzimmel torténé emésztésével
és egy kationos lipid, TMA-DPH kezeléssel (66B. abra). A sejtek felileti toltésvaltozasai
nem befolyasoltak az EBA toltet felvételét a nem célzott NP-kkel torténd kezelési
csoportokban, ezzel szemben mindkét toltésmodositas jelentésen megnovelte az EBA
felvételét az agyi endotélsejtekben az N-A-GSH kezelési csoportokban (66B. &bra).

A nioszomak nem-ionos fellletaktiv anyagokbdl épiilnek fel, melyek korabbi
eredményeink alapjan befolydsolhatjAk a membranfolyamatokat a membranfluiditas
megvaltoztatasaval (Kiss és mtsai., 2014), ezért fluoreszcens anizotropia mérésekkel
megvizsgaltuk a nioszoma kezelések hatasat a membranfluiditasra (66C. abra). Az agyi
endotélsejtek membranfluiditasa a kezeletlen kontroll (C) sejtekhez képest az N és még
kifejezettebben az N-A-GSH kezelési csoportokban szignifikdns mértékben csokkent (66C.
abra), ami a sejtmembran fluiditdsdnak névekedésére és membranfuzios folyamatokra utal
az agyi endotélsejtek membrénja €s a nioszOmak kozott. A pozitiv kontroll
membranfluidizald benzil-alkohol (30 mM) gyorsan és nagymértékben csokkentette a
fluoreszcencia anizotropiat 3 perc utan a kontroll és a nioszomaval kezelt csoportokban
egyarant(66C. abra).

A nioszémak fluoreszcens EBA toltetének agyi penetracidjat in vivo is megvizsgaltuk
€10 szOrtelen egerekben optikai képalkoté modszerrel (67, 68. dbra).
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67. dbra. Az EBA fluoreszcens intenzitasa az egerek agyi régidjaban a szabad EBA, a nem célzott
(N), az egyszeresen (N-A, N-GP) és a kett6sen célzott (N-A-GP) nioszoméak beadasa utan, kiséllat
optikai képalkot6 modszerrel (eXplore Optix) mérve. Atlag + SD. Statisztika: kétutas ANOVA,
Bonferroni-posztteszt. *P <0,5; **P <0,01; ***P <0,001, az EBA kezelt csoporthoz képest az egyes
idépontokon beliil; a: a 10 perces, b: a 30 perces, c: a 3 6ras, d: a 6 dras id6pontokhoz képest az
egyes csoportokon belul; n=3-4 (Mészaros és mtsai., 2018).
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A szabad EBA-t és a kettdsen célzott N-A-GP és a nem célzott nioszomakat
intravénasan adtuk be az allatoknak és adott id6pontokban regisztraltuk az agy teriiletén
mérhetd fluoreszcencia intenzitast. Nem volt jelentds fluoreszcens jelfelhalmozddas az agy
tertletén a szabad EBA esetében egyik vizsgalt idépontban sem (67. &bra).

68. dbra. Optikai képalkoté modszerrel (eXplore Optix) készilt felvételek a fluoreszcens EBA-val
toltott nem célzott (non-targeted), és a kettésen célzott (targeted), N-A-GP 24 Gras nanorészecske
kezelést kapott egerekrol.

Az nem célzott nioszomékkal (N) kezelt allatok esetében fokozott fluoreszcencia
intenzitast lattunk az agy, illetve a m4j terlletén (68. abra), mely fluoreszcens jel tovabb
ndvekedett az egyszeresen célzott (N-A, N-GP) NP kezelt csoportokban. Az EBA toltet
bejutasabol szarmazo fluoreszcens jel az agy teriiletén a kettds ligandummal célzott N-A-
GP csoportban volt a legmagasabb az 6sszes csoporthoz képest minden idépontban (67.
abra). A legnagyobb kiilonbség a kettdsen célzott, N-A-GP csoportok és a nem célzott,
valamint az egyszeresen célzott NP kezelt csoportok kdzott 24 6rés kezelés utan volt lathato
az N-A-GP kezelt csoport javara (67. abra).

Az agyi endotél sejttenyészeteken vegzett kisérleteinkben az eddigi legjobb SLC
célzémolekula kombinaciénak az alanin-glutation paros bizonyult (Mészaros és mtsai.,
2018). A tovabbi kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy vajon ezek a kettésen célzott
nanorészecskék képesek-e az agyi endotélsejtek rétegén atjutva a neurovaszkularis egyseg
tobbi sejttipusaba is bejutni a pericitakba, az asztrogliakba, illetve a kdzponti idegrendszeri
gyogyszerhatdanyagok célsejtjeibe a neuronokba (Porkolab és mtsai., 2020).

A vizsgalatban hasznalt primer patkany agyi endotélsejtek, pericitak, asztrocitak,
hCMEC/D3 human agyi endotélsejtek és differencialt SH-SY5Y human neuron

crer

festesi képeken a 69.A abra mutatja be.
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69. dbra. (A) Faziskontraszt mikroszképos képek és immunfestések tenyésztett primer patkany agyi
endotélsejtekrél (RBEC), primer patkany pericitakrol (RPC), primer patkany asztrocitdkrol (RAC),
human agyi endotélsejtekr6l (hCMEC/D3) és human neuronokrél (SH-SY5Y). a-SMA: a-
simaizomaktin; GFAP: glialis fibrillaris savas fehérje. Mérce: 25 um. (B) Az alanin transzportereket
kodold gének expresszidja a kiilonbozé sejttipusokban. A bemutatott értékek atlagok + SEM
(Porkolab és mtsai., 2020).

Ezekben a tenyészetekben igazoltuk 6t olyan gén expresszidjat, amelyek az alanin
aminosavat szallito SLC transzportereket kodoljak (69B. abra). Az alanin transzporter gének
kozil a kis semleges aminosav transzporter SNAT2 (SLC38A2) minden sejttipusban,
magasan expresszalodott, kivéve az SH-SY5Y neuronokban. A semleges aminosav
transzporter gének az ASCT1 (SLC1A4) és ASCT2 (SLC1A5), valamint a SNAT1
(SLC38A1) mérsékelt szinten fejezédtek ki, mig az SNAT5 (SLC38A5) expresszidja
alacsony vagy mérsékelt volt minden vizsgalt sejttipusban (69B. abra).
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Ezt kovetden megvizsgaltuk, az alanin-glutation kettOsen célzott nanorészecskék
sejtfelvételét a periciték, asztrogliak és neuronok esetében is (70. bra). Mindharom sejttipus
esetében megallapitottuk, hogy szignifikansan tébb wvolt a célzott nanorészecskék
fluoreszcens toltetenek (EBA) a bejutésa a sejtekbe, mint a nem célzott NP-ké. A pericitak
és a neuronok esetében ez az kilénbség tobb mint készeres volt (70. abra).
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70. &bra. A nem célzott (N, 10 mg/mL) és az alanin-glutation kett6sen célzott nioszomak (N-A-
GSH, 10 mg/mL) to6ltetének sejtelvételi vizsgalata tenyésztett primer patkany agyi pericitakban,
primer patkany asztroglidkban és differencialtatott neuronokban (SH-SY5Y) 4 06rads kezelést
kovetben. Atlag + SEM. Statisztika: t-proba; ** P <0,01, *** P <0,001; n = 4-6 (mddositott abra,
Porkoléb és mtsai., 2020).

Munkank soran azt is megvizsgaltuk, hogy az N-A-GSH nioszémak képesek-e a
fluoreszcens toltetliket, ami ebben az esetben mCherry volt az asztroglia sejtekbe juttatni,
miutan atjutottak a vér-agy gat sejttenyészetes modelljén (71. A. abra). Az mCherry N-A-
GSH nioszémékba csomagolésa korilbelul 2-szeresére emelte a vér-agy gaton keresztuli
penetracidjat a szabad mCherry-hez és a nem célzott naorészecskékkel kezelt (N)
csoportokhoz kepest (71. B. abra). A 24 6ras kezelési id6 elteltével az N-A-GSH csoportban
a fluoreszcens mCherry toltetet €16 asztroglia sejtekben is tudtuk vizualizalni (71C. abra).
Ez azt jelzi, hogy az mCherry toltetet hordozd, alaninnal és glutationnal kettds célzott
nioszomak nemcsak atjutottak a vér-agy gaton, hanem ezt kovetéen az asztrogliak is képesek
voltak felvenni dket.

Erdekes modon az N-A-GSH és az N csoport kozott a sejtfelvételben jelentsebb
kilonbseég volt megfigyelheté az asztrocitakban a permeabilitasi kisérlet utan (71. abra),
mint az asztrocita sejtfelvételi kisérlet utan (70. abra). Ennek magyarazata az lehet, hogy a
permeabilitasi kisérletben elész0r az agyi endotélsejtek érintkeznek a nioszémakkal, melyek
joval hatékonyabb és nagyobb mennyiségii sejtfelvételre képesek, majd ez jut tovabb el6sz0r
a pericitak rétegébe majd végul az asztroglia sejtekbe.

98



veszel ka. szilvia_307_25

a
Nanorészecskék
| Agyiendotélsejtek
""" — Pericitak
| Glia sejtek
Fluoreszcens spektrofluorimetria Konfokalis mikroszkopia
az also kompartmentbdl élg asztroglia sejteken
b 5
1 Szabad téltet
7z 4
5
~ 37
=)
X 24
(=9
o
@©
o 14
0,
5
N @
S &
5 ¥
(;5\)

71. abra. (A) A vér-agy gat ko-kultira modelljének sematikus rajza és a kisérlet munkafolyamata.
(B) Az mCherry vér-agy gat permeabilitasa. Papp: latszolagos permeabilitasi egyutthato; szabad
toltet: mCherry; N: nem célzott nioszomaba toltétt mCherry; N-A-GSH: alanin-glutation kettds
célzott nioszomaba toltott mCherry. Atlag + SEM. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt; **** P
<0,0001, ns: nem szignifikans (p >0,05) a szabad tdltet csoporthoz képest; n = 3-8. (C) El§
asztrocitak altal felvett mCherry téltet (piros) vizualizacioja a vér-agy gat modellen valé athaladas
utan. Mérce: 25 um (Porkolab és mtsai., 2020).

Annak igazolasara, hogy az SLC ligandok kdzil az altalunk legjobbnak talalt alanin
és glutation vér-agy gatat célzo kettds molekulakombinacié a nanorészecskék anyagatol
fliggetlentl, nemcsak vezikularis, hanem mas tipusd, példaul polipeptid nanohordozdk
esetében is hatékony celzoligand kombinacio lehet tovabbi vizsgalatokat végeztiink
(Mészaros és mtsai., 2023).

Tajvani egyiittmik6dd partnereink segitségével elagazd, haromkaru, fluoreszcens
rodaminnal jel6lt poliglutaminsav nanorészecskéket terveztiink és allitottunk eld, melyekhez
alanint és glutationt kotottink célzomolekulaként (Meészaros eés mtsai., 2023). A
nanoraszecskék elagazo, tobbkari formdja jol megfigyelhetd volt a transzmisszids
elektronmikroszkopos felvételeken (72. abra).
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72. abra. (A) A glutationnal (GSH) és alaninnal (A) célzott, rodaminnal jel6lt (R6G) haromkard
polipeptid nanorészecske (3-PLG) sematikus rajza. A nem célzott NP-k (B) és a célzott NP-k (C)
transzmisszids elektronmikroszkopos képe. Mérce: 100 nm (Mészaros és mtsai., 2023).

Megvizsgaltuk a nem célzott és az alaninnal és glutationnal kettdsen célzott polipeptid
nanorészecskék sejtfelvételét human, koldokzsindrvér éssejtekbdl differencidltatott agyi
endotélsejtek tenyészetén. A 3-PLG és a 3-PLG-A-GSH nanorészecskék sejtbe jutasat 1, 4
és 24 oras kezelést kovetden vizsgaltuk meg (73. abra). A 3-PLG-A-GSH sejtekbe jutasa
id6fiiggd modon nétt, és 4 ora elteltével jelentds, 8-szoros emelkedést mutatott az 1 Orés
csoporthoz képest, és 3-szor nagyobb volt, mint a nem célzott 3-PLG csoporté a 4 6rés
idépontban (73. abra). A kettésen célzott 3-PLG-A-GSH nanorészecskék sejtfelvétele
tovabbi 3-szoros novekedést mutatott 24 oOra elteltével a 4 6ras idéponthoz képest (73. abra).
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73. dbra. A nem célzott (3-PLG) és az alanin-glutation célzott polipeptid nanohordozok (3-PLG-A-
GSH) sejtes felvétele tenyésztett huméan agyi endotélsejtekben 1, 4 és 24 6ra inkubaci6 utan (100
ug/ml; 37 °C). Atlag + SD, szazalékban kifejezve az 1 Oras csoporthoz viszonyitva. Statisztika:
kétutas ANOVA,; **** P <0,0001 a 3-PLG csoporthoz hasonlitva minden idépontban; #### P
<0,0001 az 1 6rés 3-PLG-A-GSH csoporthoz viszonyitva; n = 6 (Mészaros és mtsai., 2023).

A sejtfelveteli  Kkisérletek eredményeivel 6sszhangban a 3-PLG-A-GSH
nanorészecskék magas szintll internalizacigjat human agyi endotélsejtekben konfokalis
mikroszkoppal is igazoltuk (74. abra). A nem célzott 3-PLG-vel toérténé 24 6ras inkubaciot
kovetden a sejtek citoplazmdjaban alacsony vords fluoreszcencia jelet lehetett kimutatni (74.
abra), szemben a kettdsen célzott 3-PLG-A-GSH kezeléseket kovetden, ahol intenziv jelet
kaptunk (74. &bra). A képek fluoreszcencia intenzitas analizise is igazolta, hogy a kett6sen
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célzott nanohordozok sejtbe jutasa jelentésen nagyobb volt (1,7-szeres), mint a nem célzott
3-PLG részecskék sejtfelvétele (74. abra).
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74. abra. Konfokalis mikroszkopos felvételek, a nem célzott (3-PLG) és az alanin-glutation célzott
(3-PLG-A-GSH) rodamin 6G-vel (piros) jelolt nanohordozok sejtfelvételérdl €16  agyi
endotélsejtekbe (100 g/ml; 24 6ras inkubécid). Kék: sejtmag. Mérce: 20 um. Fluoreszcencia
intenzitasok kiértékelése 24 6ras NP kezelést kovetden. Atlag + SD. Statisztika: t-proba, **** P
<0,0001, a 3-PLG csoporthoz képest; n = 4 (Mészaros és mtsai., 2023).

A nanorészecskék sejtfelvételének tanulméanyozasat kovetden, megvizsgaltuk, hogy
képesek-e atjutni a vér-agy gaton és ezt kovetden be tudnak-e jutni az agyi organoidokba
(75. abra). Ennek meghatarozasahoz egy modositott ko-kultira vér-agy gat modellt
hasznaltunk (75. A. &bra). Az egészséges (kontroll) vagy Parkinson-kéros (PD) betegek
sejtjeibdl szarmazd kozépagy-specifikus organoidokat a sejttenyésztd lemezek aljara, a
tenyésztObetétek ala helyeztiik (75. A. &bra).

A Vér-agy gat modell szorossaganak ellenérzésére  permeabilitasi
markermolekuldkat hasznaltunk, a transzcellularis marker Evans kék-albumint (EBA, 67
kDa; Papp: 0,04 x 10 cm/s) és a paracellularis marker natrium-fluoreszceint (SF, 376 Da;
Papp: 2,22 % 10° cm/s). Mindkét marker penetraciojara (Papp) megfeleléen alacsony értékeket
mértink, mely igazolja, hogy a vér-agy gat modellink szorossaga alkalmas volt
nanorészecskék permeabilitdsi vizsgalatahoz (75. B. bra).

A nem célzott nanorészecskek Papp permeabilitasi értékei ugyanabban a
tartomanyban voltak, és nem kiilonboztek jelentdsen akar kontroll akar PD organoidok
voltak jelen (75. B. abra). A kett6s célzott nanohordozok esetében mindkét csoportban
szignifikdnsan magasabb permeabilitast mértiink a nem célzott részecskekhez képest (75. B.
abra), és szignifikansan tobb 3-PLG-A-GSH jutott at a vér-agy gaton a PD organoid
jelenlétében (75. B. abra). A permeabilitasi vizsgalatok eredményeivel 6sszhangban a ver-
agy gat modellen atjutott célzott nanohordozdk felvétele szignifikansan magasabb volt mind
a kontroll (150,49 ng/ug fehérje), mind a PD (87,01 ng/ug fehérje) organoidokban, mint a
nem célzott nanohordozoké a kontrollban (41,14 ng/ug fehérje) vagy a PD organoidokban
(30,31 ng/ug fehérje) (75. B. abra).
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75. dbra. A nem célzott (3-PLG) és az alanin-glutation célzott (3-PLG-A-GSH) nanohordozék vér-
agy gat permeabilitadsa és kdzépagyi organoidokba valé bejutdsa (24 6ra, 100 g/ml, 37 C). (A)
Kisérleti elrendezés sematikus rajza. (B) Evans-kék-albumin (EBA) és natrium-fluoreszcein (SF)
markermolekuldk permeabilitasa vér-agy gat modellen. A 3-PLG és a 3-PLG-A-GSH
nanorészecskék vér-agy gat permeabilitasa kontroll és Parkinson-koros betegekb6l szarmazo
sejtekbdl eloallitott kozépagyi organoidok jelenlétében. (C) A 3-PLG és a 3-PLG-A-GSH sejtes
felvétele az organoidokba miutan a vér-agy gaton atjutottak. Atlag + SD, n = 6. Statisztika: kétutas
ANOVA, Dunnett-posztteszt. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001 a 3-PLG
csoporthoz viszonyitva; # P <0,05 a 3-PLG-A-GSH csoportok ¢sszehasonlitasa a kontroll és a PD
organoidok jelenlétében. Az EBA és az fluoreszcein (F) permeabilitasa a 3-PLG kontroll organoidos
csoporthoz hasonlitva (*** P <0,001, **** P <0,0001; one-way ANOVA, Dunnett posztteszt). Papp:
latszolagos permeabilitési egytthatd (Mészaros és mtsai., 2023).

A polimer nanohordozok kozepagyi organoidokba valo bejutasat a vér-agy gaton valo
athaladas utan konfokalis mikroszképpal is szemléltettik (76. abra). A 75. B. abréan
bemutatott adatokkal 6sszhangban, a képeken a kett6s célzott 3-PLG-A-GSH kezeléseket
kovetden intenzivebb vords fluoreszeens jel lathato mind a kontroll mind pedig a PD
organoidok esetében a nem célzott 3-PLG csoportokhoz képest (76. abra).
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76. abra. Reprezentativ konfokalis fluoreszcens mikroszkdépos felvételek, amelyek a nem célzott (3-
PLG) és az alanin-glutation célzott (3-PLG-A-GSH) polimer nanohordozdk felvételét mutatjak
egészséges (kontroll) betegekbdl és Parkinson-koros (PD) betegek sejtjeib6l szarmazo kozépagyi
organoidokba a vér-agy gaton val6 athaladas utan (24 ora, 37 °C). Fehér: sejtmagok; Piros:
nanorészecskék. Mérce: 200 um (Mészéros és mtsai., 2023).
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4.3.25. Az agyi endotelsejtek karrier-medialt transzcitézis utvonalanak célzasa
haromszorosan jelolt nanorészecskékkel (Veszelka és mtsai., 2022)

Az el6z6 fejezetekben leirt eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a kiilonb6zé SLC
celzomolekulak megfelelé kombinacidja a nanorészecskék jobb dokkolasat eredményezi az
agyi endotélsejtek felszinéhez, ami eldsegiti a nanohordozok és toltetiik sejtfelvételét és vér-
agy gaton valo atjutasat, mely fokozott agyi bejutast eredményezhet. Kisérleteinkben ezért
a kett6és ligandok utan Gjabb, harmas célzoligand kombinacidval ellatott nioszomakat
terveztlink. Az NP-k felszinére az alanin helyett most leucint koétottink, mert a leucin
transzportere a LAT1 nagyobb mertékben expresszalodik az agyi endotélsejtekben, mint az
alanin transzporterei. Ezen kivil a leucin mellé a natrium-aszkorbat Kkotranszporter
(SVCT2/SLC23A2) ligandjat, a C-vitamint valasztottuk, melyet oxidalt formajaban a
GLUT1 transzporter is széllit. A kombinacié harmadik tagjaként pedig a méar jél bevalt
glutationt valasztottuk. A nanorészecskék toltetének az EBA-nal erésebb fluoreszcenciat
mutatd Texas-vorossel jeldlt BSA-t (TR-BSA) hasznaltuk (77. abra). Célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk az ily médon harmas ligand kombinéacidval célzott nioszémak primer agyi
endotélsejtekbe torténd sejtfelvételét, vér-agy gaton vald atjutdsat és agyi organoidokba
bejutasat (Veszelka és mtsai., 2022).

Az elééllitott nioszoémak 150-200 nm kozotti méretliek €s enyhén negativ feliileti
toltéstiek voltak (77. abra). A sejtfelvételi vizsgalatokban az nem célzott (N) és az
aszkorbinsav-glutation-leucin célzott (N-AGL) nioszomak TR-BSA toltete 4 6ras kezelést
kovetden szignifikdnsan megnovekedett a szabad TR-BSA-hoz képest (78. A &bra). 8 6ra
elteltével a TR-BSA felvetel az N-AGL csoportban jelentdsen megemelkedett (N-AGL:
426%): tobb mint negyszeres kildnbséget mutatott a csak TR-BSA-val kezelt csoporthoz
képest, és haromszoros ndvekedést a nem célzott NP csoporthoz képest (N: 140%, 78. B.
abra).

a
N N-AGL
Aszkorbinsav (A)
Toltet:
TR-BSA
DSPE-PEG-GSH (G)
Leucin (L)
b - ¥
Nioszéma I\(lne;e)t PDI Gl (‘:"l"tg““al EE (%)
N 156.9 + 3.00 0.34 £ 0.05 -5.7+0.35 32.54
N-AGL 193.4+2.89 0.27 +0.01 -8.9 £ 0.65 40.73

77. dbra. (A) A nem célzott (N) és az aszkorbinsav-glutation-leucin célzott (N-AGL)
nanorészecskék sematikus rajza. TR-BSA: texas - vorossel jelolt szérum albumin. (B) A
nanorészecskék fobb fizikai-kémiai tulajdonsagai. EE: bezarasi hatékonysag; PDI: polidiszperzitési
index. Atlag + SD (Veszelka és mtsai., 2022).
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78. dbra. Texas vorossel jelolt albumin (TR-BSA), valamint nem célzott (N) és aszkorbinsav-
glutation-leucin célzott (N-AGL) nanorészecske sejtfelvétele primer patkany agyi endotélsejtekben
a) 4 oras és b) 8 oras NP kezelés utan. Atlag + SD, mindkét idSpontban a TR-BSA csoport
szazalékdban megadva. Statisztika: t-proba; * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 a TR-BSA
csoporthoz viszonyitva; n = 6. (C) A homérséklet, az endocitikus inhibitorok filipin (5 g/mL) és
citokalazin D (CD; 0,125 g/mL) illetve a metabolikus inhibitor natrium-azid (1 mg/mL) kezelés
hatasa a TR-BSA-val toltétt N-AGL NP-k sejtfelvételére (4 ora, 37 °C). Atlag + SD, a kontroll
csoport (C; 37 °C-on, kezelés nélkiili) szazalékdban megadva. Statisztika: ANOVA, Dunnett-
posztteszt; ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001 a kontroll csoporthoz képest; n = 6. (D) A
neuraminidaz (Neu, 1 U/mL) és a TMA-DPH (30 mM) hatasa a TR-BSA-val t6ltott N-AGL NP-k
sejtfelvételére. Atlag + SD, a kontroll csoport szdzalékaban megadva. Statisztika: ANOVA, Dunnett-
posztteszt; * P <0,05 a kontroll csoporthoz képest; n = 6 (Veszelka és mtsai., 2022).

Az nioszomék sejtfelvételének mechanizmusat kutatva, hogy aktiv vagy passziv
folyamatrol van-e sz6 a sejteket 37 °C-on és 4 °C-on is kezeltiik a célzott nanorészecskékkel
(78. C abra). A 37 °C-on kezelt kontroll csoporthoz képest a 4 °C-os N-AGL kezelés 18%-
ra csokkentette a sejtfelvételt (78. C dbra). Annak vizsgalatara, hogy endocitozissal torténik-
e az NP-k sejtfelvétele a gatloszer filipinnel kezeltiik meg a sejteket, mely a lipid
raft/kaveolak altal kozvetitett endocitdzis inhibitora, valamint citokalazin D-t is adtunk a
sejtekhez, amely minden endocitikus Gtvonalat akadalyoz az aktin polimerizacié gatlasaval.
Az inhibitorokkal val6o el6kezelés hatasdra az N-AGL nioszomak sejtfelvétele
szignifikansan csokkent. A filipin kezelés utan 89%, mig a citokalazin D kezelést kdvetden
78% volt sejtfelvétel a kontroll csoporthoz képest (78. C dbra), ami arra utal, hogy a célzott
nioszomak sejtbe jutasa részben endocitozissal zajlik. Az ATP-szintézist gatld natrium-azid
metabolikus inhibitor kezelés hatdsara a N-AGL nanorészecskék toltetének sejtfelvétele
szignifikansan alacsonyabb (66%) volt a kontroll csoporthoz képest (78. C abra), ami arra
utal, hogy az NP-k felvétele nem passziv, hanem aktiv energiaigényes sejtfelvételi folyamat.
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79. &bra. Plazmamembran fluiditas fluoreszcens anizotropiaval mérve él6 agyi endotélsejtekben,
nem célzott (N) vagy aszkorbinsav-glutation-leucin célzott (N-AGL) nanorészecskék és benzil-
alkohol (30 mM) kezelést kovetéen. Atlag + SD. Statisztika: kétutas ANOVA, Bonferroni-
posztteszt. *P <0,05, a kezeletlen kontrollhoz (C) viszonyitva; **** P <0,0001, minden csoport elsé
oszlopahoz képest, n = 3 (Veszelka és mtsai., 2022).

Az agyi endotélsejtek feliileti toltésének a nioszomdk sejtfelvételi folyamataban
jatszott szerepének feltardsa érdekében modositottuk az agyi endotélsejtek feliileti zéta-
potencialjat. A negativ toltésii szidlsavmaradvanyokat neuraminiddz enzimmel torténd
emésztéssel eltavolitottuk a glikokalixrol, illetve a sejtrétegeket kationos lipiddel, TMA-
DPH-val kezeltiik (78. D abra). A sejtek feliileti toltésvaltozasa a TMA-DPH kezelés
hatdsara jelentdsen novelte (142%) a nioszomak felvételét a kontroll csoporthoz képest (78.
D ébra).

Az agyi endotélsejtek plazmamembranjanak fluiditdsa, amelyet fluoreszcens
anizotropiaval hataroztunk meg, jelentdsen csokkent 4 6ras N-AGL nioszomakkal torténd
kezelés utan (79. dbra). Ez a sejtmembran fluiditdsanak ndvekedésére utal, €s a sejtmembran,
valamint a nanorészecskék kozotti lehetséges fiizids folyamatnak koszonhetd. A maximalis
membranfluiditast kivaltd referencia molekulaként benzil-alkoholt (30 mM, 3 perc)
hasznaltunk, amely minden csoportban csokkentette a fluoreszcencia anizotropia értékeit
(79. abra).
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80. bra. A Texas voros -BSA (TR-BSA) vér-agy gat permeabilitas vizsgalata 6Gnmagéban, illetve
nem célzott (N) és aszkorbinsav-glutation-leucin célzott (N-AGL) nanorészecskékbe kapszuldzva.
Papp: latszlagos permeabilitasi egyiitthatd. Atlag + SD. Statisztika: ANOVA, Dunnett-posztteszt;
* P <0,05 a TR-BSA csoporthoz képest; n = 4 (Veszelka és mtsai., 2022).
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A vér-agy gat permeabilitasi vizsgalatok soran az 6nall6 TR-BSA atjutasa a vér-agy
gaton nem kiilonb6zott a nem célzott nanorészecskékbe becsomagolt TR-BSA atjutasatol,
azonban a harom kiilonb6z6 tipusu célzomolekulaval ellatott N-AGL nioszoémak toltete
szignifikansan jobban jutott 4t az agyi endotélsejtek rétegén (80. abra)

a
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81. dbra. Aszkorbinsav-glutation-leucin célzott, Texas-voros jelolt BSA (TR-BSA, piros) toltott
nanorészecskék (N-AGL) bejutasa kdzépagyi organoidokba a vér-agy gat modellen valé athaladas
utan. (A) Sematikus rajz a kisérletr6l. RBEC: agyi endotélsejtek; RPC: pericitdk. (B) Parkinson-
koéros betegekbdl (PD) és egészséges kontrollokbol szarmazd sejtekbdl generalt kozépagyi
organoidok reprezentativ konfokalis mikroszkopos felvételei. A neuronokat lll-tubulinnal (z6ld), a
sejtmagokat pedig bis-benzimiddel festettiik (Hoechst, kék). Mérce: 100 um. (C) A kontroll és a
Parkinson-koros kozépagyi organoidokrdl késziilt képek fluoreszcencia intenzitas kiértékelése.
Atlag + SD. Statisztika: Student t-préba; ** P <0,01, n = 8-10.

Nemcsak azt vizsgaltuk meg, hogy a célzott nioszomak hogyan jutnak at a vér-agy
gaton, hanem arra is kivancsiak voltunk, hogy az agyi endotél sejtrétegeken valo athaladas
utan képesek-e bejutni agyi organoidokba, ezért konfokalis mikroszkopidval megvizsgaltuk
a TR-BSA toltet bejutasat kozépagyi organoidokba (81. abra). Az egészséges kontroll és a
Parkinson-koros betegekbdl (PD) szarmazo sejtekbdl generalt kozépagyi organoidokban is
kimutattuk a harmas célzott N-AGL nioszomak toltetének vords fluoreszcens jelét (81B.
abra). A konfokalis képek fluoreszcencia intenzitdsanak elemzése azt mutatta, hogy a PD

organoidokba a kontroll organoidokhoz képest nagyobb volt az NP-k toltetének bejutdsa
(81C. abra).
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5. KUTATASI EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

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

(1) A vér-agy gat foképpen farmakologiai és patologiai vizsgalatara alkalmas
sejttenyészetes modellek jellemzése és Gsszehasonlitasa.  Osszehasonlito
Kisérleteink célja mindvégig az adott kutatasi célkitiizéshez legmegfelel6bb vér-agy
gat kisérleti modell megtalalasa volt.

(2) A vér-agy gat sériilésének vizsgalata kiilonbozo betegségekben és egy klinikailag
alkalmazott antioxidans hatéanyag védohatasanak igazolasa agyi endotélsejteken.

(3) A vér-agy gaton Kkeresztili hatéanyag bejuttatdss novelésére Uj stratégiak
kidolgozasa és igazolasa.

5.1 A vér-agy gat vizsgalatara alkalmas sejttenyészetes modellek 6sszehasonlitasa

A gyogyszerfejlesztés korai, de meghatarozé fazisaban megbizhaté in vitro modellekre
igazolasara, hogy egy kdzponti idegrendszeri célpontd hatéanyag valdban bejut-e az agyba,
és ha igen terapiasan hatékony mennyiségben-e, illetve forditva, egy periférias szervek
gyogyitasara tervezett hatdanyag atjutva a vér-agy gaton nem okoz-e kézponti idegrendszeri
mellékhatasokat (Veszelka és mtsai., 2018). A gyogyszerfejlesztés e korai szakaszaban
kulcsfontossagii a megfeleld vér-agy gat modell kivalasztadsa. A Richter Gedeon
gyégyszeripari vallalattal egytittmtikodésben, Dr. Vastag Mdnika csoportjaval kdzdsen,
szisztematikus madon 6sszehasonlitottunk 5, illetve 9 tenyészetes modellt, amit két egymast
koveto tanulmanyban kozoltiink (Hellinger és mtsai., 2012; Veszelka és mtsai., 2018). Ezek
kdze a modellek kozé tartoztak a konnyen tenyészthetd, kozepes sziiré kapacitassal
rendelkezd, szoros gattulajdonsagokat mutatd és az iparban mindezek miatt eldnyt élvezd
vér-agy gatat helyettesité epitélsejtes modellek. Ezek mellett agyi endotélsejt alapu vér-agy
gat modelleket tanulményoztunk, elsdsorban a primer sejtekbdl dsszeallitott EPA modellt,
illetve human és patkany agyi immortalizalt sejtvonalakat.

Eredményeinket 6sszefoglalva megéallapitottuk, hogy a human bélepitélsejt eredetii VB-
Caco-2 és a kutya vese epitélsejtes MDCK-MDR1 modellek a permeabilitasi marker
molekulakra nézve hasonld Papp értékeket mutatnak, mint a primer sejtes patkany EPA vér-
agy gat modell. Ennek alapjan a paracellularis transzportatvonal tesztelésenek tekintetében
a vér-agy gat modell mélté 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 és a MDCK-MDR1 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 gyogyszerhatoanyagokat, mint az EPA modell. A nativ Caco-2
modellhez képest a VB-Caco-2 modell minden vizsgalt efflux pumpa ligandnal jobb
eredményeket hozott. A VB-Caco-2 es az MDCK-MDR1 modellek ezért egyszerii és olcsod
alternativat jelenthetnek a gyogyszeriparban és a kutatasokban egyarant az efflux pumpa
ligand esélyes gyogyszerjeloltek kisziirésére. Ezzel szemben, amikor a kiilonb6z6
gybgyszerhatéanyagok in vitro permeabilitasi adatait a szoveti kotddéssel korrigalt Papp in
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vivo adatokkal abrazoltuk, a korrelacio mértéke és az illeszkedés josaga hasonlo volt a
modellekben (r? = 0,7989-0,6053), de a legjobb korrelaciot, a legmagasabb r? értéket az EPA
ver-agy gat modell esetében figyeltiik meg.

Az elektronmikroszkopos eredmeényeink A&ltal alatamasztott alapvetden eltérd
sejtszerkezet, valamint a genetikailag programozott kiilénbségek a TJ fehérjék és a vér-agy
gat specifikus transzporterek kifejez6désében sziiksegesse teszi a ver-agy gatat helyettesitd
epitélsejtes modellek koriiltekinté hasznélatat, és az Aaltaluk kapott teszteredmények
validalasat endotélsejtes vér-agy gat modelleken is (Hellinger és mtsai., 2012).

A Richterrel kdzosen végzett munkank és a kapott értékes eredmények arra sarkalltak
benniinket, hogy a vér-agy modellek dsszehasonlitasat tovabb folytassuk és kiterjesszik az
agyi endotélsejtvonalas modellek korére is (Veszelka és mtsai., 2018). A patkany primer
sejtes EPA vér-agy gat modell és a korébban vizsgalt epitélsejtes modellek — Caco-2, VB-
Caco-2, MDCK, MDCK-MDR1 — mellett vizsgalatainkat kiterjesztettiik a patkany GP8 és
RBE4 sejtvonalakra és a human hCMEC/D3 modellre, valamint ennek D3L valtozatara is,
amelynél a vér-agy gat tulajdonsagokat a Wnt jelatviteli utra hato litium-klorid kezeléssel
fokoztuk (Veszelka és mtsai., 2018).

Az 6sszesen immar kilenc kiilonb6z6 tenyészetes modellen kapott eredmeényeink alapjan
elmondhatjuk, hogy jelentds kiilonbségeket tartunk fel morfologiai, funkcionalis és
génexpresszios szinten is a primer sejt alapu EPA vér-agy gat modell és az epitélsejtes,
illetve agyi endotélsejtes sejtvonalak kozott. A TJ fehérje gének mintazata az epitélsejtes
modellekben, bar megfelelé paracellularis szorossagot mutattak, jelentdsen kiilonbozott az
agyi endotélsejtekétél. A Caco-2 és a MDCK sejtekben a legmagasabb génexpressziot a
klaudin-1, -3, -4, -7 esetében lattunk, ami tipikusan jellemz6 in vivo mintazat az intesztinalis
epitélium esetében (Chiba &s mtsai., 2008). Génexpresszids méréseink igazoltak, hogy az
MDCK és MDCK-MDR modellek esetében mért alacsony TEER értékekért az
ioncsatornakat és porusokat képez6 klaudin-2 és klaudin-16 magas expresszidja felel6s,
ezek a vese epitélsejtek fiziologias miikodéséhez sziikségesek. A klaudin-5, amely az egyik
legfontosabb vér-agy gat szorossagot novelé TJ fehérje (Veszelka és mtsai., 2011; Deli,
2005), az agyi endotélsejtes modellek esetében messze az EPA-ban volt a legmagasabb
génexpresszios és immunfestési szinten, mig a GP8, RBE4, D3, D3L endotélsejtes modellek
esetében a szintje rendkivil alacsony volt, ami magyarazza az ezekben a modellekben mért
igen alacsony TEER értékeket.

A vér-agy gat elsédleges gliik6z transzportere a GLUT1 gén (Campos-Bedolla és mtsai.,
2014) expresszidja az EPA modellben volt a legkifejezettebb, mig az epitélsejtes
modellekben a GLUT3 és GLUTS volt a jelentés. Hasonl6 mRNS expresszids adatokat
kaptak a Caco-2 sejteken mas csoportok is (Hayeshi eés mtsai., 2008). A LAT1 gén
kifejez6dése is magasabb volt az EPA modellben, mint a Caco-2 és VB-Caco-2
modellekben. A magas LAT1 fehérje szint az EPA modellen kilonésen fontos a
gyogyszerek transzportja szempontjabdl, mivel szdmos hatéanyag, mint az L-DOPA, a
gabapentin, a baklofen ezen keresztil jut be az agyba (Veszelka és mtsai., 2011; Veszelka
és mtsai., 2015).

A két 6 vér-agy gaton azonositott efflux pumpa a P-gp és a BCRP (Deli és mtsai., 2005).
A VB-Caco-2 és az MDCK-MDR1 sejtek magas szinten expresszaltak a P-gp génjét, ami
hozzajarulhat ezeknek a sejtvonalaknak a magas efflux potencialjahoz 6sszhangban korabbi
eredményeinkkel (Hellinger és mtsai., 2012). Azonban fontos kiemelni, hogy az MDCK-
MDR1 sejtek nem expresszaltdk a BCRP gént, ahogy ezt mas fliggetlen vizsgalatban is
meger6sitették (Quan és mtsai., 2012).

Az SLC transzporterek génexpresszidjanak eltérései az EPA és az epitélsejtes modellek
kozott tikroz6dott a kivalasztott gyogyszerhatdanyagok permeabilitdsi vizsgalatainak
eredményében is. A neuroldgiai betegségekben is potencialis terapids szerként azonositott
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sztatinok esetében jelentGsen jobb vér-agy gat penetraciot mértiink az EPA modellen, mint
az epitélsejtes tenyészeteken. Ennek oka nagy valoszintiséggel az OATP infflux
transzporterek magasabb szintje az EPA modellen, melyeknek a sztatinok is a ligandjai.
Megfigyeléseink 0sszhangban allnak az irodalmi adatokkal, ahol a rozuvasztatin és az
atorvasztatin esetében is alacsony kétiranyu Papp értékeket mértek Caco-2 sejtekben (Li és
mtsai., 2011). Az Alzheimer-kér kezelésében hasznalt takrin és a donepezil antikolinerg
gyogyszerek a szerves kationtranszporter-2 (OCT2/SLC22A2), a szerves kation/karnitin
transzporter OCTN2/SLC22A5, és a CHT1/SLC5A7 kolin transzporterek ligandjaiként
juthatnak be az agyba (Kang és mtsai., 2005; Lee és mtsai., 2012). Ez a két hatéanyag a VB-
Caco-2 sejteken szignifikdnsan alacsonyabban jutott & az EPA modellhez képest. S6t, a
donepezil esetében még a transzport irdnyok is kullénboztek, a VB-Caco-2 modell a bazalis-
apikalis irdnyu permeabilitast mérte magasabbnak, mig az EPA modell az apikalis-bazalis
iranyt transzportot jelezte er6sebbnek, 6sszhangban a vér-agy gat SLC Karrierek szerepével.
Ezek az eredmények hangsllyozzék az SLC transzporterek vizsgalatanak, valamint az agyba
iranyuld  gyogyszerhatdoanyagok vizsgalatakor a megfelel6 tenyésztési modell
kivalasztasanak fontossagat.

A tenyészetes agyi endotélsejtes modellek a gyogyszerek metabolizmusaban részt vevo
fazis | és fazis 1l enzimek génjeit az epitélsejtekhez hasonl6 szinten fejezték ki. Az EPA
modellben a fazis | CYP2D6 és a CYP2UL gének mRNS szintje volt a legmagasabb a
citokrom P450 enzimek kozil. A CYP2D6 enzimrdl ismert, hogy sok klinikailag
alkalmazott gyogyszer konjugalasaban vesz részt a majban (Dauchy et al., 2009), mig a
CYP2UL1 az arachidonsav és a hosszu lancu zsirsavak agyi metabolizmusahoz jarul hozza.
Ezzel szemben Caco-2 sejtekben a retinsavat metabolizalo extrahepatikus CYP2S1 enzim
génjének expresszios 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 | és fazis 11 metabolikus enzimek génjeit,
ami arra utal, hogy az enzimatikus vér-agy gat részt vehet a gyogyszerek transzportjanak
helyi szabalyozaséaban.

Osszefoglalva a két kozlemény eredményeit elmondhatd, hogy jelentés kiilonbségeket
mutattunk ki a szoros gatfunkcioért felelés, valamint a gydgyszertranszportban és a lokalis
gyogyszer metabolizmusban szerepet jatszo fehérjek génkifejez6désében az epitélsejtes és
az agyi endotél sejtes vér-agy gat modellekben. Az eltér6 TJ expresszio ellenére az
epitélsejtes és EPA modellek megfelelé paracellularis szorossagot mutattak. Az SLC
transzporterek génexpresszidjanak eltérései a vér-agy gat és az epitélsejtes modellek kdzott
a kivélasztott gydgyszerhatdanyagok permeabilitasaban is tiikrozédtek. Eredményeinket
Osszevetve megallapitottuk, hogy a vizsgalt kilenc sejttenyészetes modell kdzil a primer sejt
alapi EPA modell tikrézi a legpontosabban a vér-agy gat morfoldgiai és funkcionalis
tulajdonsagait. (Hellinger és mtsai., 2012; Veszelka és mtsai., 2018).

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

Kutatasok és klinikai vizsgalat igazoljak, hogy a ver-agy gat sériilései masodlagos
neuronalis karosodashoz és idegrendszeri betegségek kialakulasahoz vezethetnek (Zhao és
mtsai., 2015; Profaci és mtsai., 2020). A vér-agy gat milkodése szamos neurologiai
betegségben karosodik, mint példaul az Alzheimer-kor, Parkinson-kér, Huntington-kor,
szklerdzis multiplex, agyi traumak, epilepszia, vagy a sztrok. Ezekben a korallapotokban a
vér-agy gat barrier miikodése meggyengll, permeabilitisa megnd, seril az agy
tapanyagellatdsa és karos anyagoktdl valdo védelme, ami hozzajarul az idegsejtek
karosodasahoz és sejtpusztulasahoz vezet (Deli és mtsai., 2005; Zhao és mtsai., 2015; Knox
és mtsai., 2022). A vér-agy gat sériléseinek vizsgalata ezert kiemelt kutatasi terilet a
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kdzponti idegrendszeri betegségek esetében, és a vér-agy gat sejtjei fontos terapias
célpontokka valtak.

A kiilonb6z6 betegségek patomechanizmusanak tanulmanyozasara és a lehetseges
védbanyagok vizsgalatara az allatmodelek mellett az in vitro vér-agy gat modellek is
alkalmasak. Kutatbmunkdm soran szamos betegségben vizsgaltam a vér-agy gat
miikodésének valtozasait és kerestem az agyi endotélsejtekre protektiv. molekulékat,
hatéanyagokat. Ertekezésemben harom szisztémas betegséggel kapcsolatos munkank
eredményeit mutattam be. Ezekben a diabétesz in vitro, a kronikus stressz és az
ateroszklerdzis in vivo modelljeiben vizsgaltuk a vér-agy gat, és azon belil elsésorban az
agyi kapillaris endotélsejtek k&rosodasait.

A vér-agy gat nemcsak kozponti idegrendszeri betegségekben sérulhet, hanem
szisztémas betegseégekben, mint példaul diabéteszben is, ahol nemcsak a periférias
mikroerek karosodnak, hanem az agyi hajszalerek is (Prasad és mtsai., 2014). A
cukorbetegség esetében igazoltak elészOr a karbonil stresszt, vagyis a reaktiv karbonilgyok
metilglioxal felhalmozddasat a sejtekben, ami a cukorbetegséggel 0sszefliggd érrendszeri
szovédményekért felelds (Mukohda és mtsai., 2012). Diabéteszes betegek esetében ezért a
sztrok, a demencia és az Alzheimer-kor kialakulasanak kockézata is magasabb.

Igazoltuk, hogy a metilglioxal kezelés csokkentette az agyi endotélsejtek
életképességét, megndvelte a vér-agy gat permeabilitasat, fokozta az endotélsejtekben a
reaktiv. oxigengyokok termel6dését és tobbek kozott csokkentette a  klaudin-5
génexpressziojat (Toth és mtsai., 2014a, 2014b). Eredményeinkkel els6ként bizonyitottuk,
neuroprotektiv hatasu edaravon (Kono és mtsai., 2013) képes nem csak az agyi endotélsejtek
életképességét megovni a karbonil stresszt okoz6 metilglioxallal szemben, hanem a vér-agy
gat megnovekedett permeabilitasat és miikodését is képes visszaallitani a karosodast
kovetéen (TOth és mtsai., 2014a, 2014b). Mivel a metilglioxal felhalmozodasa sorén
kialakul6 karbonil stressz megfigyelhet6 méas betegségekben, igy metabolikus szindrémaban
(Liu és mtsai., 2011), sziv- és érrendszeri betegségekben (Uchida és mtsai., 2000) vagy
Alzheimer-korban (Kuhla és mtsai., 2005) is, ezért az edaravon alkalmas lehet ezen
betegségek cerebrovaszkularis szovédményinek kezelésére.

A vér-agy gat karosodasa régota ismert az idegrendszeri degenerativ betegsegek
kialakuldsaban, azonban a stresszel 0sszefliggésbe hozhat6 vér-agy gat miikodési zavarok
kutatasa egy ujabban felfedezett terlilet volt munkank kezdetén. Korabbi irodalmi adatok
igazoltdk, hogy a kronikus stressz 6sszefiiggésben all a demencia és az idegrendszeri
betegségek kialakuldasanak fokozott kockazataval, mint példaul az Alzheimer-kérral vagy
pszichiatriai betegségek, mint skizofrénia vagy a depresszié kialakulasaval (Najjar és mtsai.,
2013).

Kronikus immobilizacios stressznek kitett patkanyokon végzett kiserleteink feltartak,
hogy a stressz hatasara az agyi mikrokapillarisok morfolégiaja megvaltozik, melyet a vér-
agy gat kulcsfontossagu fehérjéinek expresszidjaban bekovetkez6 valtozasok is igazoltak
(Santha és mtsai., 2016). Immunhisztokémiai vizsgalatainkban kimutattuk, hogy krénikus
stressz hatasara a klaudin-5 fest6dés komplexitasa csokken, amely a kapillarisok elagazodasi
pontjainak csdkkenésében mutatkozott meg. Csdkkent az okkludin TJ fehérje fluoreszcencia
intenzitasa is, mig a vér-agy gat elsédleges gliikoz transzporterének, a GLUT1-nek az
expresszidja megemelkedett. Az utobbi valtozas arra utal, hogy stresszingerek hatdséra
megnd az agy glikozigénye, ami rovid tiva kompenzacios mechanizmusként megndveli a
GLUTL1 expressziojat (Kelly és mtsai., 2014). A frontélis kéregben kimutattuk a GFAP
fluoreszcencia intenzitasanak szignifikans csokkenését stressz hatdsara. Elektronmikrosz-
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kopos vizsgalataink ultrastrukturalis valtozasokat és morfologiai elvaltozasokat tartak fel az
agyi kapillarisok endotélsejtjeiben és az asztroglia végtalpakban, beleértve a szoros
sejtkapcsolatok felszakadozottsagat és a gliavegtalpak megduzzadasat, ami édémara utalt
(Santha és mtsai., 2016).

Morfologiai eredményeink segithetnek megmagyarazni a stressz altal kivaltott vér-agy
gat pemeabilitasi és funkciondlis valtozasokat, amelyek szerepet jatszanak a stresszel
kapcsolatos neuroldgiai és pszichiatriai betegségek patogenezisében. Ez a széles korben
idézett munkank is hozzajarult annak a folyamatnak a leirasahoz, hogy kronikus stressz
hatasara a vér-agy gat szoros és az adherens sejtkapcsold fehérjéinek expresszidja csokken,
ami permeabilitds fokozddashoz vezet, ami pedig neuroinflammaciot, neurodegeneraciot, a
kognitiv funkciok romlésat és viselkedési zavarokat okoz (Welcome és mtsai., 2020).

A vaszkularis demencia és az Alzheimer-kor kialakulasanak kdzvetlen kapcsolata az
ateroszklerozissal intzenziven kutatott teriilet, de az Osszefliggés szamos részlete még
feltarasra var (Li és mtsai., 2003). A diszlipidémia, és az ennek hatasara kialakulo
érelmeszesedés kapcsolatba hozhat6 az id6skori kognitiv hanyatlas kialakul&saval (Huang
és mtsai., 2021). A krénikus hiperkoleszterinémia és a hipertrigliceridémia miatt 1étrejovo
érelmeszesedés okozta vér-agy gat karosodasok vizsgalatara a human ateroszklerézis egér
modelljét, az APOB-100 transzgenikus egér modellt hasznaltuk (Hoyk és mtsai., 2018). A
modellben a human APOB-100 apolipoprotein fehérje tdltermel6dését mutattdk ki a
kiilonb6z6 szovetekben, példaul a majban (Bjelik és mtsai., 2006), a szivben (Csont és
mtsai., 2007) és az agyban (Lénart és mtsai., 2012). Az APOB koncentracidjanak
megemelkedését igazoltak Alzheimer-koros betegek szérumdaban (Caramelli és mitsai.,
1999; Sabbagh és mtsai., 2004), ami korrelalt az amiloid-p lerakodassal a betegek agyaban
(Kuo és mtsai., 1998).

A transzgenikus egereken végzett kiserleteinkben kimutattuk, hogy a szérum
trigliceridszint megnétt, a vér-agy gat permeabilitasa a hippokampuszban megelkedett, a P-
gp eflux pumpa és a frontalis kéreg GFAP festédési intenzitasa lecsokkent (Hoyk és mtsai.,
2018). Ez dsszhangban all a korabbi, stressz modellben megfigyelt eredményeinkkel, ahol
stressz hatdsara szintén az agykéregben lattunk GFAP csokkenést, ami a vér-agy gat
karosodasara utalt (Santha és mtsai., 2016). A vér-agy gat miikodési zavarat jelzo
funkcionalis és morfoldgiai valtozasok mellett génexpresszids valtozasokat is kimutattunk.
Szédmos, a ver-agy gat mikodésében fontos gén, példaul Meox2, Mfsd2a, Glut-1, Lrp2,
Abcbla, Nos2, Nos3 kifejezddése csokkent. Ezzel szemben a viz és elektrolit szabalyozasért
felel6s Agp4 expresszidja megnétt, ami magyarazhatja a morfoldgiai vizsgalatainkban
megfigyelt 6démas asztroglia végtalpak kialakulasat az APOB-100 transzgenikus allatokban
(Hoyk és mtsai., 2018). Ismert, hogy az Agp4 polarizalt expressziojanak elvesztése az
asztrocita végtalpakban jelzi a vér-agy gat karosodasat és perivaszkularis 6déma
kialakuldsédhoz vezet kiilonboz6 korképekben (Wolburg és mtsai., 2009).

A Kkisérleteinkben hasznalt APOB-100 transzgenikus egér modell hasznos eszkdze
lehet a vaszkularis eredetii neurodegenerativ betegségek patomechanizmusanak tovabbi
tanulmanyozasara, ami segithet a hatékony terapiak kifejlesztéséhez.
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5.3. Uj stratégiak vizsgalata a vér-agy gaton Keresztuli hatbanyag bejuttatas
novelésére

A vér-agy gat paracellularis utvonalanak célzésa peptidekkel és kismolekulaval

A vér-agy gét legfontosabb feladata az agy taplalasa mellett a kbzponti idegrendszer
védelme a szisztémas keringésbdl szarmazd idegen €s karositd anyagokkal szemben.
Ugyanakkor azok a vér-agy gat mechanizmusok, amelyek az idegrendszert védik, egyben
gatoljak, hogy a kiilonb6z6 neurofarmakonok terapiasan hatékony mennyiségben tudjanak
bejutni az agyba, ezért 0j gyogyszerbeviteli mddszerek kifejlesztésére van szlikség (Banks,
2016). A hatéanyagok agyi bejuttatasara tobb lehetdség is rendelkezésre all, példaul a vér-
agy gat megkerilése, a vér-agy gat mitkodésének modositasa, vagy a vér-agy gat élettani
transzportdtvonalainak kihasznalasa (Veszelka és mtsai., 2015). Kutatbmunkam soran
szamos gyogyszerbeviteli modszert vizsgaltam, melyek kozil disszertdcidmban az agyi
endotélsejtek kozotti paracellularis Gtvonal reverzibilis megnyitasat TJ modulator
peptidekkel és a kismolekula tezmilifennel, valamint az altalunk el6allitott, a vér-agy gat
transzportereit  célz6 nanoméretli  hordozorendszerek  vizsgalataval — kapcsolatos
eredményeimet mutattam be.

A vér-agy gat szoros sejtkapcsolatainak megnyitasa a ver-agy gat ateresztOképességének
atmeneti ndvekedéset eredményezi, ami eldsegiti a hatonyagok agyba vald jobb bejutasat
(Deli, 2009). A TJ modulator peptidek képesek kdzvetlendl és specifikusan kdlcsonhatasba
Iépni a szoros sejtkapcsold feherjék extracellularis doménjeivel, és ezaltal fokozni a vér-agy
gat peremeabilitasat. Kisérleteinkben hat kiilonboz6 TJ modulator peptid hatasat
hasonlitottuk 6ssze a permeabilités fokozasara in vitro vér-agy gat modellen (Bocsik és
mtsai., 2016): az epitelialis E-kadherinhez kapcsolédé 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 utdbbiak fehérje célpontja nem volt ismert.

A HAV-6 és ADT-6 peptideknek csak gyenge hatasa volt a tenyészetes vér-agy gat
modell permeabilitdsara, ami azzal magyarazhato, hogy ezek a peptidek elsdsorban a
hamsejtekre specifikus E-kadherin EC1 doménjéhez képesek kotédni (Bazzoni és mtsai.,
2004). Ez a kadherink6té motivum hianyzik az agyi endotélsejtekben jelenlevd vaszkularis
endotél VE-kadherin esetében. A mikrobidlis toxinokbdl szarmazo peptidek kozil els6ként
irtuk le a ZO-1 fehérjén hatd AT-1002 peptid permeabilitdst fokoz6 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 lépve noveli a bélepitélsejtek
permeabilitasat, és szerkezetébdl adodoan valdszinlileg nem tud kot6édni a ver-agy gat TJ
fehérjejehez, a klaudin-5-h6z. A Kklaudin-3 és -4 expresszios szintje magas az
epitélsejtekben, de alacsony az agyi endotélsejtekben, ami megmagyarazza eredményeinket
(Saitoh és mtsai., 2015). A 7-mer/PN-78 peptid kétépartnere ugyan ismeretlen, de hatasa
epitélsejteken mar ismert volt (Herman és mtsai., 2007), azonban a peptidnek a vér-agy gat
permeabilitast fokozo hatasat mi irtuk le eldszOr. A vér-agy gat ateresztoképességének
fokozasaban messze a PN-159/KLAL peptid bizonyult a leghatékonyabbnak az &sszes
tesztelt TJ modulator koziil. Mivel kétOpartnere az irodalmi adatok alapjan nem volt ismert,
mikroméretli termoforézis mérésekkel és molekula modellezési vizsgélatokkal igazoltuk,
hogy a peptid legvalosziniibb kotépartnere a klaudin-1 €s az agyi endotélsejtekben nagy
mennyiségben jelen levd klaudin-5 (Bocsik és mtsai., 2016).

A TJ modulator peptidekkel kapcsolatos eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk,
hogy els6ként mértiik meg agyi endotélsejteken a mikrobialis toxin eredetti AT-1002 es C-
CPE peptidek vér-agy gat permeabilitisra gyakorolt hatasat. A hat kiilonb6z6 TJ modulator
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kozil agyi endotélsejteken a leghatékonyabbnak a PN-159/KLAL peptid bizonyult, aminek
kotépartnereit is sikertlt azonositani, mégpedig a klaudin-1 és a klaudin-5 TJ fehérjét.

In vitro vér-agy gat modellen végzett mérésekkel igazoltuk az 0j C5C2 klaudin-5
peptidomimetikum paracelluléris utat megnyit6 hatasat, valamint azt, hogy képes megnyitni
az agyi endotélsejtek szoros sejtkapcsolatait (Dithmer és mtsai., 2017). Adataink azt
mutatjdk, hogy a klaudin-5 fehérjéb6l szarmazd C5C2 peptid igéretes megkdzelitést
jelenthet a gyogyszerek vér-agy gaton keresztiili atjutasanak javitasara a paracellularis
utvonal atmeneti megnyitasaval (Dithmer és mtsai., 2017). Ezek a Kkisérleti eredmények
megerdsitik a korabban klaudin-1 peptidekkel végzett epitélsejtes irodalmi adatokat (Staat
és mtsai., 2015; Dabrowski és mtsai., 2015), és igazoljék, hogy a klaudin fehérjékbol
szarmazd, ECL1 alapu peptidek potencialisan alkalmasak lehetnek a bioldgiai barrierek
ateresztoképességének fokozasara a szoros sejtkapcsolatok médositasan keresztil, és ezzel
hozzajarulhatnak (j agyi gydgyszerszallitasi stratégiak kidolgozasahoz.

Kutatdmunkank soran nemcsak peptidek, hanem egy kisméretti gyogyszermolekula
vér-agy gat permeabilitast fokozo6 hatasat is megvizsgaltuk. A tezmilifen egy antihisztamin
hatasu tamoxifen, melynek hatékonysagat kemoterapias adjuvansként a periférias daganatok
szamos tipusaban igazoltak (Reyno és mtsai., 2004). Kutatocsoportunk korabbi munkaiban
a tezmilifen ndvelte a vér-agy gat atereszt6képességét in vivo (Deli és mtsai., 2000). Agyi
endotélsejteken végzett kisérleteinkben a tezmilifen kdzvetlen hatasmechanizmusat kutatva
mi is kimutattuk, hogy a tezmilifen fokozta a paracellularis markermolekula fluoreszcein és
a transzcellularis marker EBA penetracidjat a vér-agy gat modellen keresztil (Walter és
mtsai., 2015).

A multidrog rezisztencia az egyik legfobb oka, hogy a kdzponti idegrendszeri
tumorok kezelése a mai napig nem megfelel6 hatékonysaga. Ebben a vér-agy gat BCRP, P-
gp és MRP efflux pumpainak kulcsszerepe van (Deli és mtsai., 2005; Veszelka és mtsai.,
2011). Mivel a tezmilifen gatolta az agyi endotélsejtek efflux pumpa aktivitasat is, a
permeabilitdsfokoz6 hatassal egyuttesen potencidlisan hozzajarulhat az antineoplasztikus
gyogyszerek fokozott bejutdsahoz a kozponti idegrendszeri tumorokba is. A tezmilifen
hatasa tobb parhuzamos jelatviteli Gtvonalon keresztl is kdzvetitédhet, amelyekr6l ismert,
hogy szabalyozzdk a vér-agy gat permeabilitidsat. Eredményeink a MAPK szignalizacid
lehetséges részvételére utalnak, mivel az U0126, egy MAPK/ERK-kinaz inhibitor részben
gatolta a tezmilifen hatasat (Walter és mtsai., 2015). Irodalmi adatok tdmasztjéak al&, hogy a
MAPK jelatviteli atvonal aktivalodasakor az agyi endotélsejtekben a permeabilitas
emelkedése figyelheté meg (Fischer és mtsai. 2005), amely visszafordithaté az U0126
hozzdadasaval. Kimutattuk azt is, hogy a PI3K/AKT jelatviteli utvonal gatlészere, a
LY294002 szintén csokkentette a tezmilifen hatasat (Walter és mtsai., 2015). A PI3K
jelatviteli at befolyasolja a vér-agy gat integritasat a sejtkapcsolé komplexeken keresztiil
(Gonzalez-Mariscal és mtsai., 2008). Ismert, hogy a VEGF érendotelialis névekedesi faktor,
amely megnyitja a vér-agy gatat, szintén a PISK/AKT utvonalon keresztil hat (Kilic és
mtsai., 2006), és a LY294002 gatolja a permeabilitas novekedését az agyi endotélsejt
rétegekben (Camire és mtsai., 2014). A gatloszerekkel kapott eredményeink alapjan
feltételezzlik, hogy a tezmilifen vér-agy gat permeabilitast fokozd hatasa a MAPK/ERK és
a PI3BK/AKT utvonalakon keresztil kdzvetitodik (Walter és mtsai., 2015).

A bemutatott eredményeink ramutatnak, hogy az eddig csak periférids tumorok
esetében alkalmazott tezmilifen alkalmas lehet adjuvansként kemoterapias gyogyszerek
agyi bejutasanak fokozasara kézponti idegrendszeri tumoros megbetegedésekben (Walter és
mtsai., 2015).
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A vér-agy gat transzcellularis Utvonalanak célzasa nanorészecskekkel

A gyogyszermolekulak agyi bejuttatdsdnak egyik aktivan kutatott terilete a
nanoméretl  hordozorendszerek alkalmazdsa. A nanohordozok szamos elényds
tulajdonsaggal rendelkeznek, ilyen tobbek kdz6tt a biokompatibilitas, a biologiai lebomlas,
a nagy fajlagos felilet, a szabalyozott hatéanyag felszabadulas, és hogy hidrofil és hidroféb
hatéanyagokat egyarant képesek szallitani. Mivel a keringésbe juttatott nanorészecskek
konnyen csapdazodhatnak periférias szervekben, féképpen a méajban és a lépben, ezért a
megfeleld agyi bejuttatdshoz célzomolekuldkra van sziikség (Saraiva és mtsai., 2016). A
nanorészecskék felszinére kotott célzomolekuldk segitségével, amelyek a vér-agy géat
receptoraihoz vagy transzportereihez kotddnek, a célzott nanorészecskék mint ,,molekuléris
trojai falovak” képesek lehetnek az agyba gydgyszereket bejutattni a vér-agy gat
transzcellularis utvonalait kihasznalva (Pardridge, 2002; Rask-Andersen és mtsai., 2013;
Mahringer és mtsai., 2021; Wu és mtsai.,, 2023). A nanopartikulumokkal végzett
kisérleteinkben tobb kiilonb6z6 anyagli nanohordozot is eléallitottunk, és a vér-agy gat
mindharom aktiv transzcelluléris Utvonaldnak, a receptor-mediélt, az adszorptiv-medialt,
illetve a Kkarrier-medialt transzcitozis utvonalanak kihasznalasara is terveztiink és
vizsgaltunk nanorészecskéket.

A vér-agy gt receptor-medidlt transzcitozis Utvonalanak célzéasara els6ként allitottunk
el6é donepezil hatdéanyaggal toltott és az agyi endotélsejtek LRP és LDLR receptoraihoz
kotédni képes ApoE-célzbliganddal ellatott szilard lipid nanopartikulumokat (Topal és
mtsai., 2021). A donepezil széles korben alkalmazott gydgyszer az enyhe és kdzepes
tlnetekkel jar6 Alzheimer-kor kezelésére. Reverzibilis acetilkolin-észteraz gatloként hat,
noveli az acetilkolin koncentraciojat a kolinerg szinapszisokban, melyek fontos szerepet
jatszanak a memoriaképz6dés folyamataban (Pardridge, 2020). A donepezillel kapcsolatban
azonban a f6 probléma, hogy bar képes atjutni a vér-agy gaton, amit mi is kimutattunk
korabban (Veszelka és mtsai., 2018), de szamos nemkivanatos mellékhatast okoz, mint a
hanyinger, hasmenés, izomgorcsok, majtoxicitds, almatlansdg és szivritmuszavar
(Pardridge, 2020). A donepezil agyi penetracidjanak novelésére és a periférias
mellékhatasok csokkentésére ezért jo stratégia lehet a nanorészecskékbe torténd
kapszulazésa.

Eredmeényeinkkel igazoltuk, hogy a vér-agy gat receptor-medialt transzcitézis
utvonalat célz6 ApoE a nanorészecske felszinéhez kotve elésegitette a donepezillel toltott
lipid nanohordozdk felvételét az agyi endotélsejtekbe és atjutasat a vér-agy gaton. Emellett
megndvelte a neuronokba valo bejutdsukat is, ami eldny0s lehet kozponti idegrendszeri

= sz

Az adszorptiv-medialt transzcitzis, szemben a receptor-medialt transzcitézissal, nem
fligg a specifikus receptorok expressziojatdl a vér-agy gaton, és nem korlatozza az endogén
ligandok kotédése sem (Hervé és mtsai., 2008). Az adszorptiv-medialt transzcitozis
koncentracio-, id6- és energiafiiggé folyamat, mely magasabb koncentracional telit6dik,
mint a receptor-medialt, ami elméletileg nagyobb mennyiségii hatdanyag bejutasat teszi
lehetévé az agyba (Hervé és mtsai., 2008). Portugal egyiittmiik6dé partnereink kimutattak,
hogy a Dengue virus kapszid fehérjéjébol eldallitott kationos PepH3 peptid jelentds
mennyisegben képes atjutni a vér-agy gaton adszorptiv-medialt endocitézissal, és képes in
vivo bejutni az agyba is (Neves és mtsai., 2017). Ezért megvizsgaltuk, hogy a PepH3 peptid
nanorészecskék célzomolekulajaként elésegiti-e az NP-k vér-agy gaton vald jobb atjutasat.
PepH3-mal célzott nioszOmakat allitottunk elé, amelyekbe fluoreszcens modell anyagot,
illetve terapias hatdéanyagkent amiloid-p peptidet felismerd ellenanyagot csomagoltunk
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(Szecskd és mtsai., 2025). Kimutattuk, hogy a PepH3 mint célzomolekula nanohordozdk
felszinéhez kotve szignifikdnsan jobb sejtfelvételt és vér-agy gaton vald atjutést
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 endocit6zissal torténik és csak az NP-k Kis része
csapdazddik a lizoszomakban (Szecské és mtsai., 2025).

Eredményeink alatamasztjak, hogy a kationos PepH3 peptid igéretes lehet
nanohordozok célzomolekuldjaként, mivel hatékonyan noveli a hatdéanyagok, példaul
antitestek vagy mas terapias biomolekulak vér-agy gaton valé atjutasat, és elésegitheti azok
bejutdsat az agyszdvetbe is.

A vér-agy géat karrier-medialt transzportutvonalanak célzasara az SLC transzporter
csaladot valasztottuk, melyekrél mi is kKimutattuk, hogy tagjai nagy mennyisegben és
jellegzetes génexpresszids mintazatban fejezédnek ki az agyi endotélsejtek membranjaban
(Veszelka és mtsai., 2018). Ismert az is, hogy tdbb gydgyszerhatbanyag az SLC
transzporterekhez kotédve az agyi endotélsejtek karrier-medialt transzcitézis Gtvonalén
keresztil képes atjutni a vér-agy gaton (Deli, 2011). Kutatasi hipotézisiink az volt, hogy az
SLC fehérjék alkalmas célpontok lehetnek célzott hatdéanyag bejuttatasra az agyba
nanorészecskékkel, foképpen ligandok kombinalasaval. Bar az SLC transzporterek élettani
és farmakoldgiai szempontbol is nagyon fontosak, agyi gyogyszerbeviteli szempontbol
eddig még kevéshé kiaknazottak (César-Razquin és mtsai., 2015).

Kisérleteinkben tébb SLC transzporter ligandot vizsgaltunk: biotint, alanint,
glikopirandzt, leucint, aszkorbinsavat, és az irodalmi adatok alapjan az egyik
leghatékonyabb célzémolekulat, az antioxidans hatasd tripeptid GSH-t. Kutatasi
hipotézisiinknek megfeleléen, a hangsulyt ezek kombinécidira fektettik (alanin-GSH,
alanin-glikopiran6z, GSH-glikopiranéz, leucin-GSH-aszkorbinsav). A ligandokat
onmagukban és kombinaciokban alkalmaztuk a nanorészecskék funkcionalizalasara, majd
Osszehasonlitottuk a sejtfelvételi és vér-agy gat penetracios képességiiket a nem célzott
nanorészecskékkel. A GSH-val célzott nanorészecskék hatékonysagat tébb kutatocsoport is
igazolta in vivo és in vitro vizsgalatokban egyarant (Geldenhuys és mtsai., 2011; Gaillard és
mtsai., 2014; Gaillard és mtsai., 2012; Maussang és mtsai., 2016). A PEG-GSH liposzéma,
mint agyi gyogyszerbeviteli platform a klinikai vizsgalatok I/l1a fazisaig is eljutott (Gaillard
és mtsai., 2016). Azonban az SLC ligandok koziil a biotint, az alanint vagy a leucint el6ttiink
még nem tesztelték nanorészecskék célzomolekuldjaként a vér-agy gaton valo atjutas
eldsegitésére.

Kisérleteinkben elészOr biotin, illetve GSH liganddal célzott nanorészecskeket
vizsgaltunk agyi endotélsejteken (Veszelka és mtsai., 2017). Eredményeink igazoltak, hogy
a biotin-jel6lés szignifikansan megndveli a szilard nanorészecskék sejtfelvételét és atjutasat
human agyi endotélsejtek rétegén a nem jeldlt részecskékhez képest. Irodalmi adatok ugyan
leirtak mar, hogy a biotinilalt NP-k képesek bejutni az agyba, mivel intravénasan beadott
biotinilalt albumin NP-ket kimutattak autoimmun encephalomyelitisben szenvedd
patkanyok tobb agyi régiojaban is sztreptavidin-FITC jeldléssel (Merodio és mtsai., 2000).
Ez a megfigyelés azonban csak kozvetett bizonyiték, mivel az emlitett vizsgalat célja nem a
biotin hatasanak kimutatasa volt, hanem az albumin NP-k lathatova tétele a CNS-ben a
sztreptavidin-biotin kdtésnek koszonhetden.

Els6ként igazoltuk, hogy a biotin, amit eddig csak alapvetéen az erds avidin-biotin
kotésen alapuld ligacios technikékra hasznaltak (Lesch és mtsai., 2010), potencialisan
felhasznalhatd lehet mint nanorészecskék célzoligandja gyogyszerek hatékonyabb agyi
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bejuttatasara (Veszelka és mtsai., 2017). Ugyanakkor kisérleteinkben a biotin és a GSH
hatékonysagat ©sszehasonlitva mind a sejtfelvételi, mind a vér-agy gat penetracios
vizsgalatokban jobb eredmeényeket kaptunk a GSH esetében, ezzel human vér-agy gat
modellen mi is megerdsitettiik a GSH, mint célzémolekula hatékonysagat és tovabbi
kisérleteinkben is vizsgaltuk a GSH-t, mint celzomolekulat.

A nanorészecskék dokkolasa a célzd ligandok segitségével az agyi endotélsejtek
membranjahoz a nanohordozok endocitozisanak elsé és egyben kulcslépése. A GSH-val
kapott igéretes eredmények utan az SZBK Biofotonika és Biomikrofluidikai
Kutatocsoportjaval egyiittmiikddésben egy 1j, innovativ optikai 1ézercsipesz technikat
dolgoztunk ki, ennek az elsé Iépésnek a mérésére. ElsOként sikeriilt kimérniink a
lézerfénnyel mozgatott mikroeszk6zhoz kotott GSH, mint célzoéligand kdzvetlen kdtddési
erOsségét ¢l agyi endotélsejtek sejtfelszinehez (Fekete és mtsai., 2021). Az altalunk
kidolgozott 1j 1ézercsipesz technikédval az AFM méréseknél érzékenyebben, és nagyon
alacsony pN mérettartomdnyba es6 kotddési erdket is képesek voltunk kimérni. Kimutattuk
a GSH, mint célzoligand kotodési erdsségét €16 agyi endotélsejtekhez, mely szignifikdnsan
magasabb volt, mint a csak PEG funkcionalizalt mikroeszk6zok esetében (Fekete és mtsai.,
2021). Az altalunk kidolgozott innovativ optikai 1ézercsipesz modszer egyben alkalmas 1j
vér-agy gat célz6 ligandok vizsgélatara és kivalasztisara a kotddési er6k mérése alapjan.

A nanorészecskek felszinehez kotott GSH, mint célzémolekula hatékonysagat
tovabb vizsgaltuk koldokzsindrvér 6ssejtekbdl differencialtatott human vér-agy gat
modellen is, valamint ennek a modellnek a cCARLA kezelt valtozatan, ami szorosabb géatat
alkot és jobb vér-agy gat funkciokat mutat (Porkolab és mtsai., 2024). A csoportunk altal
szabadalmaztatott cARLA kis molekulak kombinacioja, mely a vér-agy gat érésében
jelentds harom kiilonboz6 szignalizacids utvonal, a CAMP és a Wnt/B-katenin jelatvitel
fokozasaval, illetve a TGF-f utvonal gatlasaval erésiti a vér-agy gat funkcidkat tobbek
kdzott a klaudin-5 expresszidjanak emelésével, a nemspecifikus endocitozis csokkentésével
és a vér-agy gat specifikus SLC transzporterek expresszidjanak novelésevel (Porkolab és
mtsai., 2024). Kimutattuk, hogy a CARLA-kezelés hatdsara a nem célzott NP-k vér-agy gat
atjutasa alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest, ami 6sszhangban all a CARLA
hatasara bekovetkez6 csokkent endocitdzissal. Igazoltuk, hogy a nem célzott és GSH-célzott
nanorészecskek vér-agy gat permeabilitasa és sejtfelvétele kozotti szignifikans kilonbség 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 fehérjék
expresszidjanak novelésével a GSH transzporterek Kifejezodését is noveli, ezaltal el@segiti
a nanorészecskék felszinéhez kotott GSH vér-agy gat specifikus célzd hatésat.

Az agyi endotélsejtek SLC génjeinek részletes feltérképezésével (Veszelka és mtsai.,
2018) szdmos olyan uj széllitofehérje merilt fel, amelynek ligandja alkalmas lehet
nanorészecskékbe zart hatdanyagok célzott agyi bejuttatadsara. Kimutattunk, hogy az SLC
transzporterek kozul a legnagyobb mennyiségben a vér-agy gat elsédleges gliikkoz
transzportere a GLUT1 fejezddik ki, valamint az aminosavakat szallito transzporterek koziil
az SLC38A és SLCI1A csalad tagjai, és a SLC7A5/LAT1 (Veszelka és mtsai., 2018). Az
expresszids mintazat alapjan hipotézisiink az volt, hogy a glikézanalégok és aminosavak,
illetve ezek kombinacidja hatékony és szelektiv modszer lehet nanohordozok
funkcionalizalasara, és jobb vér-agy gat atjutast eredményezhet. A glikdzt és analdgjait,
mint targetald ligandot nioszomakhoz (Dufes és mtsai., 2004) polimer NP-khez (Meng és
mtsai., 2025) és arany nanorészecskékhez (Gromnicova és mtsai., 2013) kdtve mar teszteltek
kordbban agyi gydgyszerbejutattas fokozasara. Azonban az aminosavak kozil az alanint és
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a leucint NP-k célzoligandjaként, illetve olyan kettés ligand kombinaciokat, melyek
egyszerre két SLC transzportert is céloznak a vér-agy gaton kisérleteink el6tt még nem
alkalmaztak.

Els6ként hasonlitottuk 0ssze az egyszeres ligandokkal — glilkopirandzzal, alaninnal és
GSH-val — funkcionalizalt, valamint ezek kettés ligandkombinacidjaval — alanin-GSH,
alanin-glikopiran6z, gliikopiran6z-GSH — ellatott nem-ionos feluletaktiv agyagokbdl és
koleszterinbdl feléptilé nioszomak sejtfelvételet és vér-agy gat atjutasat (Mészaros és mtsai.,
2018). A nioszomaék toltetének a nagy molekulasulyd EBA-t valasztottuk, amelynek nagyon
alacsony a vér-agy gat penetraciéja in vivo és in vitro is (Deli és mtsai., 2005). A
celzomolekulak jelenléte a nioszomak felszinén megndvelte az EBA toltet sejtfelvételét a
tenyésztett agyi endotélsejtekbe, de szignifikans ndvekedést csak az alanin-GSH és az
alanin-glikopiran6z kombinacidk esetében kaptunk. lgazoltuk, hogy az alanin-GSH
kettdsen célzott nioszomak sejtfelvétele homérsékletfiiggd volt, és metabolikus, illetve
endocitotikus inhibitorok gatoltdk. Ez arra utal, hogy aktiv energiaigényes folyamatrol van
sz0, nem pedig passziv sejtbejutasrél. Kimutattuk, hogy az agyi endotélsejtek
glikokalixanak negativ fellleti toltése szerepet jatszik a nioszomak sejtfelvételében, mert a
toltés megvaltoztatasa kationos lipid kezeléssel, vagy a glikokalix neuraminidazzal torténé
leemésztésével, megndvelte a célzott nanohordozok toltetének sejtfelvetelét. Igazoltuk azt
is, hogy a nem-ionos feliiletaktiv anyagbol felépiilé nioszomék megnodvelték az agyi
endotélsejtek membrénfluiditdsat, ami a nanorészecskék eés az endotélsejtek
Meéréseink 6sszhangban allnak csoportunk korébbi vizsgalataval, amiben igazoltuk a nem-
ionos fellletaktiv anyagok membran fluidizalo hatasat agyi endotélsejteken (Kiss és mtsai.,
2014).

Eredmeényeink alatamasztottak, hogy az egyszeres liganddal célzott NP-khez képest a
kettds ligand kombinacioval célzott nioszomak szignifikdnsan megemelték az EBA toltet
permeabilitasat az in vitro vér-agy gat modellen keresztiil, amit in vivo is igazolni tudtunk
(Mészaros és mtsai., 2018). Adataink els6ként igazoljak, hogy azok a nanorészecskék,
melyek egyszerre két SLC transzporter ligandjaval is jelolve vannak szignifikansan jobb
vér-agy gat penetraciot mutatnak, mint az egyszeresen jelolt részecskék ezért alkalmasak
lehetnek agyi gyogyszerbejuttatasra. Kimutattuk azt is, hogy az alkalmazott ligand
kombinaciok kozll az alanin-GSH bizonyult a leghatékonyabbnak (Mészaros és mtsai.,
2018).

A nanohordozoba bezart idegrendszeri gydgyszerhatdanyagoknak azonban nem
elegendé csak az agyi endotélsejtek rétegén atjutni, a perivaszkularis pericitdkon és
gliasejteken tal el kell érnilk a terapias célpontjaikat, az idegsejteket. Ezért megvizsgaltuk
az eddigi kisérleteinkben sikeresen alkalmazott alanin-GSH kettds ligandkombinacioval
célzott nioszomak bejutasat nemcsak az agyi endotélsejtekbe, hanem a neurovaszkularis
egység tobbi sejttipusaba, a pericitakba, asztroglia sejtekbe és a neuronokba is (Porkoléb és
mtsai., 2020). Eredményeink igazoltadk, hogy a neurovaszkularis egység 0sszes vizsgalt
sejttipusaban lényegesen tobb EBA-t vettek fel a sejtek, ha az az alanin-GSH célzott
nioszomakba volt téltve, mint ha nem célzott nanorészecskékbe. Ez a ndvekedés tobb mint
kétszeres volt a pericitdkban, ami az endocitdzis es az NP-k plazmamembrannal valo fuzidja
mellett azzal is 6sszefligghet, hogy a pericitak képesek a fagocitdzisra is (Daneman és mtsai.,
2010). Bar ezek a sejtek szamos fontos, idegrendszeri folyamatot szabalyoznak, az agyi
pericitakat a célzott gyodgyszerbejuttatas szempontjabdl eddig kevéssé vizsgaltak. Ezzel
szemben a periférias erek pericitainak eseteben preklinikai vizsgalatok kimutattak, hogy
TH10 peptiddel célzott, docetaxellel toltott polimer NP-k melanoma tiiddmetasztazisaban
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pericitak apoptozisat valtottdak ki egerekben, ami a tumorban antiangiogén hatast
eredmeényezett és ezzel megnyujtotta a talélési id6t (Guan és mtsai., 2014).

Az asztrogliasejtek és tumoraik viszont széles kérben elismert gyogyszercélpontok.
Eredményeinkben kimutattuk, hogy a primer patkany asztrocitdk szignifikdnsan jobban
vettek fel az alanin-GSH célzott nioszémak toltetét, mint a nem célzott NP-ket (Porkolab és
mtsai., 2020). Eredményeinket mas irodalmi adatok is megerdésitik, ahol polimer NP-k GSH
jelolése peldaul ndvelte a kemoterapias hatasu paclitaxel és docetaxel hatéanyagok bejutasat
C6 és RG2 patkany glioma sejtekbe (Geldenhuys és mtsai., 2011).

Erdekes modon a legnagyobb kiilénbséget az alanin-GSH és a nem célzott nioszémak
felvétele kozott a differencialtatott human SH-SY5Y neurondlis sejtekben mértiik (Porkolab
és mtsai., 2020). Ez a 2,2-szeres sejtfelvétel ndvekedés dsszhangban van az irodalmi
adatokkal, ahol a GSH-funkcionalizalt polimer NP-k hasonld hatékonysaggal tudtak
kurkumint juttatni SK-N-SH neuronalis sejtekbe, melyb6l az SH-SY5Y sejtvonal szarmazik
(Paka és mtsai.,, 2017). Tovéabba fluoreszceinnel toltott albumin NP-k felvételének
novekedéset is leirtak vegyes neuron-glia ko-kultardban, ha a részecskéket GSH-val
funkcionalizaltak (Patel és mtsai., 2013).

Kovetkezé 1épésként a 24 dras ver-agy gat permeabilitasi vizsgalat utan sikeresen
Kimutattuk a fluoreszcens toltetet az €16 asztroglia sejtekben is a célzott NP csoportban, ami
azt jelzi, hogy az altalunk elballitott, alanin-GSH kettés ligandkombinacidval célzott
vezikularis nanorészecskék nem csak atjutottak a patkany vér-agy gat modellen, de ezt
kovetden képesek voltak bejutni az asztrocitakba is (Porkolab és mtsai., 2020).

Eredményeink arra utalnak, hogy a nanoreszecskek alanin-GSH kettds jelolése, mely
kombinaciot mi alkalmaztuk el6szor, potencialisan kihasznalhatd gydgyszerek, akar
biofarmakonok vér-agy gaton keresztili atjuttatasara és az agy mas, terapias szempontbdl
relevéans sejttipusaiba torténd bejuttatasara.

Annak igazolasara, hogy az alanin-GSH vér-agy gatat célz6 ligandkombinéacié a
nanorészecskék anyagatol fuggetlentl fokozhatja a vér-agy gat atjutast, mas tipusu, elagazo,
polipeptid nanohordozokat is megvizsgaltunk (Mészaros és mtsai., 2023). Ezekben a
vizsgalatokban haromkaru, poliglutaminsav anyagu, fluoreszcens rodaminnal jeldlt alanin-
GSH célzott nanorészecskéket tanulmanyoztunk. Fontos tovabblépésként nem csak a human
vér-agy gaton valo atjutisukat elemeztik, hanem agyi organoidokba val6 bejutasukat is
(Mészaros és mtsai., 2023). Konfokalis mikroszkdpos és spektrofluorometrias vizsgalataink
igazoltdk, hogy a polimer nanoreszecskék sejtfelvétele a huméan agyi endotélsejtekbe
1d6fliggd modon és szignifikdnsan 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-kultura vér-agy gat modellt hoztunk létre, ahol
a tenyésztobetéteken ndvesztett agyi endotélsejtek és pericitak ald a sejttenyésztd lemezek
aljara egészséges donorok, illetve Parkinson-koros betegek dssejtjeibdl szarmazo kozépagy-
specifikus organoidokat helyeztink. Megallapitottuk, hogy az alanin-GSH Kkett6s
ligandkombinéacidval ellatott polipeptid nanohordozok nem csak szignifikansan jobban
jutnak at a vér-agy gat modellen a nem célzott részecskekkel dsszehasonlitva, hanem
képesek az agyi organoidokba is hatékonyabban bejutni (Mészaros és mtsai., 2023).

Ezzel igazoltuk azt a hipotézislinket, hogy a nanorészecskékhez kotott alanin-GSH,
mint célzoligand kombinacié jelenléte kulcsfontossagl, és a részecskék anyagatol
flggetlentl mind vezikularis nanohordozok (Mészaros és mtsai., 2018, Porkolab és mtsai.,
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2020), mind eladgazo polipedtid NP-k (Mészaros és mtsai., 2023) esetében hatékonyabb
sejtbejutést, vér-agy gaton valo atjutést, és asztrogliaba, illetve agyi organoidokba vald
bejutast eredményez. Legujabb, 2025. februarjaban megjelent kézleményiinkben pedig azt
is igazoltuk, hogy a haromkaru alanin-GSH célzott polipeptid nanorészecskék az ibuprofén
és a dopamin aktiv hatéanyagok jobb atjutasat eredményezik a vér-agy gaton at, és elésegitik
agyi organoidokba val6 bejutasukat (Mészaros és mtsai., 2025). Kimutattuk, azt is, hogy a
szabad célzoligandok géatoltak a célzott nanohordozok felvételét, ami a ligandok dontd
szerepére utal a sejtfelvételi folyamatban (Mészéros és mtsai., 2025). Bebizonyitottuk, hogy
a citokinekkel kivaltott vér-agy gat sérilést az ibuprofén tartalmd, alanin-GSH célzott
polipeptid nanorészecskék jelent6sen mérsékelték a szabad ibuprofénhez vagy a nem celzott
nanorészecskekhez képest. Ez a hatas azzal magyarazhato, hogy az altalunk megtervezett
kettésen célzott nanohordozok eldsegitik az ibuprofén internalizciojat és ezzel a
gyulladascsokkentd hatasat az agyi endotélsejtekben (Mészaros és mtsai., 2025).

A nanorészecskéink tervezésekor hipotézisink mindvégig az volt, hogy az agyi
endotélsejtek felszini SLC transzporter mintazatanak leginkabb megfelel6, tobbszoros,
kettds vagy akar harmas ligandkombinécioval jel6lt nanohordozok hatékonyabban fognak
atjutni a vér-agy gaton, jelentésen novelve ezzel a gydgyszerek agyi bejuttatasat. A kettds
célzas mellett ezért harmas ligandkombinaciot is terveztiink. A GSH mellé az alanin helyett
egy masik aminosavat, a vér-agy gat LAT1 transzporének ligandjat, a leucint, és harmadik
célzémolekulaként az aszkorbinsavat valasztottuk ki, amely a natrium-aszkorbinsav ko-
transzporter SVCT, illetve oxidalt allapotban a GLUT1 ligandja (Veszelka és mtsai., 2022).
Az igy el6allitott aszkorbinsav-GSH-leucin harmas ligandkombinacidval eléallitott
nioszomakkal végzett kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a célzott nanorészecskék joval
hatékonyabban jutnak be az agyi endotélsejtekbe, jutnak &t a vér-agy gaton és
internalizalédnak agyi organoidokba (Veszelka eés mtsai., 2022). Mas irodalmi adatok is
alatamasztjak az aszkorbinsav, mint célzéligand hatékonysagat nanorészecskék felszinéhez
kotve. Aszkorbinsavval funkcionalizalt galantamint tartalmazé polimer NP-k fokozték az
NP-k sejtszintii felvételét SVCT2 transzportert expresszalo egér fibroblasztokban (Gajbhiye
és mtsai., 2017). Ugyanebben a vizsgalatban az aszkorbinsavval konjugalt NP-kbe toltott
galantamin nagyobb terapias hatdsat mutattdk ki patkanyokon viselkedési tesztekben,
valamint biodisztribucids vizsgalatokban a célzott NP-kel kezelt csoportban lattak a peptid

Ugyan az irodalomban az aszkorbinsav és a GSH, mint egyszeres célzdligand
hatékonysagat is igazoltak mar nanorészecske felszinéhez koétve agyi gyogyszerbejuttatas
fokozésara, a leucint mint lehetséges nanoreszecske célzémolekulat, mi irtuk le elGszor.
Hasonldképpen mi allitottunk el sikeresen els6ként és vizsgaltunk kiilonb6z6 SLC
transzportereket egyszerre célzo, aszkorbinsav-GSH-leucin harmas ligand kombinacidval
ellatott nanorészecskéket és igazoltuk hatékony atjutasukat a vér-agy gaton és bejutasukat
agyi organoidokba.

Nanorészecskékkel kapott eredményeinket dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy a
részecskek célzasa kulcsfontossagu a sikeres agyi gyogyszerbejuttatashoz, és a részecskék
felszinének egynél tobbféle, a vér-agy gat transzportereihez k6tddni képes célzomolekulaval
torténd jelolése szignifikansan megnovelheti az agyi célzas specificitasat, és erdsebb
dokkolast eredményezhet az agyi endotélsejtek felszinéhez, eldsegitve ezzel a
nanorészecskek endocitdzisat az agyi endotélsejtekbe, atjutasat a ver-agy gaton, valamint
bejutasat a gliasejtekbe és neuronokba, melyek a gyogyszerhatéanyagok terapias célpontjai.

Az értekezésemben bemutatott eredmények felhivjdk a figyelmet a kiilonb6z6
sejttenyészetes vér-agy gat modellek kiilonb6zéségére, az egyes modellek elényeire és
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hatranyaira és a megfeleld6 modell koriiltekinté kivalasztasanak fontossagara. A
kollégdimmal, lelkes didkjaimmal ¢és egylittmikodd partnereink segitségével tett
megfigyeléseink hozzajarulnak a vér-agy gat milkodésének jobb megértéséhez mind
fiziologias mind pedig patoldgids korulmények esetében. Reményeink szerint az altalunk
leirt, az agyi gyogyszerbejuttatas fokozasara iranyulé modszerek hozzajarulhatnak a
jovében 1j terapias lehetdségek kidolgozasahoz és az idegrendszeri betegségek hatékonyabb
kezeléséhez.

6. TOVABBI KUTATASI IRANYOK ES TERVEK

Jelenleg foly6 kutatdsaink egyik f6 iranya az agyi endotélsejtek mitkodésének javitasa
kis molekuldk és modositott mRNS tartalmu lipid nanopartikulumok segitségével az
iszkémids sztrok sejttenyészetes modelljében. A sztrok kutatdsok fokuszaban még ma is
elsésorban a neuroprotekcio és a neuroregeneracio vizsgalata all, ugyanakkor tudjuk, hogy
a vér-agy gat seriilése kdzponti probléma sztrok esetében is, ezért a vér-agy gat védelme
fontos terapias célpont (Sweeney és mtsai., 2019).

El6zetes kutatasi eredményeink és periférias endotélsejteken nyert irodalmi adatok
alapjan az a hipotézisiink, hogy a KLF2 uatvonal aktivalasaval, mely a vaszkularis
endotélsejtek tulajdonsagainak és a glikolizisnek kdzos szabalyozdja, nemcsak a vér-agy gat
tulajdonsagok fokozhatéak, hanem a vér-agy gat miikodése is javithatd az agyi iszkémia
modelljében. A véraramlas érzékelésében kulcsfontossagi KLF2 transzkripcios faktornak a
periférias erek endotélsejtjeiben értagitd, gyulladascsokkentd és anti-trombotikus hatasa
van, noveli a metabolikus aktivitast s gatolja a glikolizis enzimeit (Wu and Birukov, 2019).
A KLF2 szerepe azonban még nem teljesen ismert az agyi endotélsejtek metabolizmusaban
és a vér-agy gat funkcidk szabalyozésaban.

Két fontos és tjszerti megkozelités all a jelenlegi kutatdmunkank kdzéppontjaban. Az
els6 az agyi endotélsejtek metabolomikai vizsgalata, amit eddig alig tanulmanyoztak a vér-
agy gaton. Az agyi endotélsejtek metabolikus allapota ugyanis szoros kapcsolatban all a vér-
agy gat milkodésével, ilyen jellegi metabolomikai adat azonban még kevés all a
rendelkezésilinkre (Huang és mtsai., 2020). Jelenleg az agyi endotélsejtekben a glikolizis és
az oxidativ metabolizmus kozotti valtds molekularis szabalyozoéit vizsgaljuk élettani
koralmények kozott és oxigén és glik6z megvonas utan in vitro sztrok modellben.

A maésik Ujszerti megkozelités a legkorszeriibb, lipid nanopartikulumba csomagolt,
modositott MRNS alkalmazasa, mellyel terveink szerint javithatjuk a vér-agy gat mikodését
és kivédhetjlk a sztrok okozta karosodasokat human agyi endotélsejtekben. A rendelkezésre
allo génbeviteli technikdk rossz hatasfoklak az agyi endotélsejtek esetében, melyre
megoldast jelenthet ez az innovativ modszer (Burkhart és mtsai., 2015; Burkhart és mtsai.,
2017; Zhang és mtsai., 2021; Karikd, 2021). Jelenleg folyik a mddositott mRNS tartalmd
nanorészecskék eldallitasa.

A KLF2 utvonal aktivalasa kis molekulakkal, mint példaul a cARLA molekula-
kombinéacidval, vagy maédositott mRNS-t tartalmazo lipid nanopartikulumok segitségével,
Uj terapias célpont lehet az agyi erek és a vér-agy gat védelmében. Ez a koncepcié nemcsak
sztrokban, hanem mas, a ver-agy gat miikodés zavaraval jaré betegség esetében is
hasznosnak bizonyulhat. A sikeres génbevitel agyi endotélsejtekbe pedig 0j tavlatokat
nyithat meg az mMRNS-t tartalmazd szilard lipid nanorészecskék gyakorlati
alkalmazhatdsagaban.
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Az agyi endotélsejtek védelme mellett a kutatomunkank masik fontos iranya egy Uj
human 6&ssejt alapt vér-agy gat modell kidolgozasa. Jelenlegi Kkisérleteinkhez
koldokzsinorvérbol szarmazd, hematopoietikus 6ssejtekb6l  differencialtatott human
endotélsejtek és agyi pericita sejtek ko-kultira modelljét hasznaljuk, melynek vér-agy gat
tulajdonsagait a CARLA kezelés segitsegével fokozzuk (Porkolab és mtsai., 2024). Célunk
azonban, hogy human indukalt pluripotens 6ssejtek differencialtatasaval uj, akar betegség
specifikus vér-agy gat modellt hozzunk létre.

Az elmult években a szakirodalomban tobb human Ossejteken alapuld vér-agy gat
modellt is leirtak. A jelenlegi human &ssejtes vér-agy gat modellek alapveté problémaja,
hogy nagyon sok szoros paracelluléris barrier tulajdonsidggal rendelkezé6 modell
neuroepitélsejt tulajdonsagokkal rendelkezik (Lippmann és mtsai., 2012), mig az érendotél
sajatsagokkal rendelkez6 modellek paracellularis gatmikodése nem megfeleld
kismolekuldk atjutasanak vizsgalatara (Cecchelli és mtsai., 2014). Jelenlegi kutatasaink
sordn egylttmiikod6 partnerek segitségével human pluripotens Gssejteket allitunk el6,
melyeket differencialtatva valodi endotélsejtes, szoros gattulajdonsagokkal rendelkezd vér-
agy gat modellt szeretnénk Iétrehozni. Ez a technoldgia lehet6vé teheti a jovoben, hogy akar
betegekbdl szarmazo Gssejtek felhasznalasaval a vér-agy gat mikodési zavaraival jaro
korallapotokat vizsgaljunk, utat nyitva ezzel a személyre szabott orvosléas felé. A human
Ossejt alapu vér-agy gat modellek lehet6séget adhatnak az agyi gyogyszerbevitel pontosabb
becslésére és gyogyszeripari szlir6vizsgalatokra is, valamint fontos szempont, hogy a human
6ssejt alapu modellek hasznalataval eleget tehetlink az allatkisérletek csokkentését,
helyettesitesét és tokéletesitéséet célzé 3R — replacement, reduction, refinement — alapelvnek.
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