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1. BEVEZETES

A vér-agy gat jelentOsen korlatozza a gyogyszerek bejutdsat az idegszovetbe ezért a
kozponti idegrendszer betegségeinek, mint az agyvérzés, agytumorok vagy neurodegenerativ
betegségek (Alzheimer- és Parkinson-kor), kiilondsen nehéz a gydgyszeres kezelése. A vér-agy
gat anatomiai alapjat az agyi hajszalerek endotélsejtjei alkotjak, amelyeket szoros
sejtkapcsolatok (tight junction, TJ) kotnek 0ssze. A potencidlis gyogyszerjelolt molekulak, igy
a biofarmakonok, nuklein savak, peptid vagy fehérje természetli hatdbanyagok jelentds része
vagy egyaltalan nem, vagy csak kis hatékonysaggal képes atjutni a vér-agy gaton. Noha nagy
erokkel folynak a kutatasok a probléma megoldasara, eddig még nem sikeriilt olyan mddszert
talalni, amivel hatékonyan lehet gyogyszerjelolt molekuldkat az agyba juttatni. A
nanopartikulumok (NP-k), 1-1000 nm atmérdjii kolloidalis rendszerek, melyek valtozatos
makromolekularis komponensekbdl vagy fémekbdl késziilhetnek és bioaktiv hatdéanyagok

hordozasara képesek (1. abra).
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1. abra. Agyi gyogyszerbejuttatdas kutatisaban hasznalt f6bb nanopartikulum fajtdk.

A sikeres agyi bejuttatishoz azonban nem elegendd a gyodgyszerjelolt anyagokat csak
hozzakapcsolni vagy bezarni a NP-okba, sziikség van olyan célzd6 molekulakra, amelyek
megnovelik a nanohordozok atjutasat a vér-agy gaton. Az agyi endotélsejteken nagyon sok
szallitofehérjét talalunk, amelyek a tapanyagokat a vérbol az agyba juttatjak. Ezeknek a
transzportereknek, foképpen a solute carrier csalad tagjainak (SLC-transzporterek) ligandjai
alkalmasak lehetnek nanorészecskék célzott agyba juttatasara.

Habar az SLC szallitoéfehérjéket mar vizsgaljak gyogyszercélpontokként, és folyamatosan
novekszik az SLC fehérjékre tervezett hatbanyagok szama, az SLC-transzporterek kiaknazatlan

lehet6ségeket kinalnak NP-k célzott agyi bejuttatasara. Az SLC-transzporterek koziil a gliikozt



szallitd GLUT1 (SLC2A1) fehérje génexpressziods szintje a legmagasabb a vér-agy gaton, de az
SLC2A transzporter csalad egyéb tagjai is nagy szamban jelen vannak. A gliikozanalog
molekulak hatékony és vér-agy gat specifikus célzéligandjai lehetnek mind szilard, mind pedig
vezikularis nanorészecskéknek. Az aminosav szallito SLC fehérjék szama és génexpresszios
szintje az agyi kapillarisokon szintén magas. Az alanin, szerin és cisztein aminosavakat a
natrium-fiiggd neutrdlis aminosav transzporter csaldd tagjai (SNAT/SLC38A ¢és
ASCT/SLC1A) szallitjak, de az alanint, ezeknek a transzportereknek a ligandjat eddig még nem
hasznaltak célzo molekulaként NP-K vér-agy gaton vald atjutasanak fokozasara.

Az SLC-transzporterek felel6sek az agy vitaminokkal valo ellatasért is. A vér-agy gat
natrium-fiiggéd multivitamin transzportere (SMVT/SLC5A6) latja el az agyat biotinnal (B7
vitamin). A biotint, mivel erésen koti az avidint, mar hossz(i ideje hasznaljak ligacios
technikakban, képalkotasban és a diagnosztikaban is. A biotin-avidin technologia igéretes lehet
daganatok gyogyszeres kezelésében, azonban még nem vizsgaltak NP-k célzott jelolésére és

nanocarrierek agyi bejuttatdsdnak megkdnnyitésére.

2. CELKITUZESEK

A hatékony és célzott agyi gydgyszerbejuttatds mindmaig egy megoldatlan probléma,
ezért olyan nanohordoz6 rendszerek fejlesztését tiiztik ki célul, amelyek segitségével
megnovelhetd hatdoanyagok atjutasa a vér-agy gaton keresztiil. Mivel a tapanyagszallito
fehérjék specifikusan és nagy mennyiségben fejezédnek ki a vér-agy gat endotélsejtjein,
kutatasi hipotézisiink az volt, hogy az SLC-transzporterek ligandjaival jel6lt NP-k, kiilondsen
ezeknek a ligandoknak kettds kombinacioi, megnovelhetik a nanorészecskék, vagy az azokba
zart modellanyag bejutasat agyi endotélsejtekbe €s atjutasat a vér-agy gaton. Fobb céljaink a
kovetkezoek voltak:

0] Megvizsgalni kivalasztott SLC-transzporterek génexpresszids szintjeit izolalt agyi
kapillarisokban és in vitro vér-agy gat modellekben

(I1)  Biotin és glutation liganddal jeldlt szilard NP-k tesztelése in vitro vér-agy modelleken

(1) Vezikularis NP-k (nioszomak) készitése albumin toltettel, SLC-ligandok és glutation
célzomolekuldk egyszeres és kettdés kombindcioival; az NP-k jellemzése

(IV) A nioszémak toxicitasanak, sejtfelvételének és permebilitasanak vizsgalata in vitro

(V) A nioszémak sejtbe jutasanak lehetséges mechanizmusainak és a feliileti toltés
szerepének felderitése

(VI) A nioszéma toltet in vivo agyi bejutasanak vizsgalata optikai képalkoto technikaval

egyszeres és kétszeres SLC-ligand kombinaciokkal célzott nioszomak esetén
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Allatok

Az allatokon végzett vizsgalatok a magyarorszagi (1998. XXVIII.) és az Eropai Unio altal
(2010/63/EU) allati jolétrol szolo és az allatvédelem alapelveit meghatarozo térvényeknek és
eldirasoknak megfeleléen torténtek. Allatkisérletes engedélyek szama: XV1./03835/001/2006,
XV1./834/2012. Az in vivo kisérleteinkhez 10 hetes him CD1-Foxnlnu szOrtelen egereket
hasznaltunk. A mikroerek és a primer sejtek izolalasahoz az agyszovet 3 honapos (mikroér),
harom hetes (primer agyi endotélsejt, pericita), illetve 1jsziilott (asztroglia) Wistar

patkanyokbol (himek és ndstények vegyesen) szarmazott.
3.2. Sejttenyészetek

In vitro kisérleteink soran az alabbi sejttenyészeteket hasznaltuk: human agyi endotél
sejtvonal (hCMEC/D3), primer patkany agyi endotélsejt (RBEC) monokulttra és vér-agy gat

ko-kultara modellben pericitakkal és asztroglia sejtekkel (2. abra).

endotélsejtek

pericitak

oz L L4 asztrocitak

2. dbra. A vér-agy gat harom sejttipusbol allo kKo-kultura modellje és eqy agyi kapillaris vazlatos képe. TJ: sz0ros
kapcsolat.

3.3. Tapanyagszallité fehérjék génexpresszios vizsgalata

Patkany agyi mikroerekbdl, hCMEC/D3 és vér-agy gat ko-kultura modellben (2. abra)
tenyésztett RBEC sejtekbol RNS-t izolaltunk, majd ¢cDNS-t szintetizaltunk. Kvantitativ PCR
segitségével analizaltuk a gliikoz (GLUTL1/SLC2A1, GLUT3/SLC2A3, GLUT5/SLC2A5), az
alanin  (SNAT1/SLC38A1, SNAT2/SLC38A2, SNAT3/SLC38A3, SNAT5/SLC38A5;
ASCT1/SLC1A4, ASCT2/SLC1A5) és a biotin (SMVT/SLC5A6) szallitasaban részt vevo

transzporter gének expresszios szintjeit.



3.4. Kisérletek célzott szilard nanopartikulumokkal
3.4.1. Szilard nanorészecskék funkcionalizalasa és jellemzése

Kisérleteinkhez neutravidinnel bevont polisztirén, voros fluoreszcens jelet adoé szilard
nanopartikulumokat (SNP)-ket funkcionalizaltunk biotinnal (SNP-B) és biotinilalt-glutationnal
(SNP-B-GSH). Dinamikus fényszorason alapulé mérésekkel hataroztuk meg az SNP-k
méreteloszlasat €s mértiik meg feliileti toltésiiket (zéta potencidl). Pasztazo elektron-

mikroszkopiaval vizsgaltuk az SNP-k alakjat.
3.4.2. A sejtek életképességének és a szilard nanorészecskék sejtbe jutasanak vizsgalata

A hCMEC/D3 sejtek ¢letképességének és metabolikus aktivitasanak meghatarozasara az
SNP kezelések utan MTT-tesztet hasznaltunk. Az SNP-Kk sejtfelvételének vizsgalatdhoz a
hCMEC/D3 sejteket 24-lyuku tenyésztélemezekre szélesztettiik. Miutan a sejtek egybefiiggd
réteget alkottak SNP, SNP-B, SNP-B-GSH oldattal (150 ug/mL) kezeltiik 6ket (4 és 8 h, 37 °C,
CO: inkubator). Az inkubacids id6 végén a sejteket jéghideg foszfat pufferrel (PBS) mostuk és
Triton X-100 detergenssel lizaltuk. A sejtmintak fluoreszcens intenzitasat spektrofluoriméterrel
mértilk meg 488 nm excitacios és 605 nm emisszios hullamhosszon. A fluoreszcens SNP-k

sejtbe jutasat konfokalis 1ézer szkenning mikroszkoppal is vizsgaltuk.
3.4.3. Szilard nanorészecskék permeabilitasanak vizsgalata vér-agy gat modellen

A permeabilitasi vizsgalatok soran a hCMEC/D3 sejteket kollagénnel bevont
tenyésztObetétekre szélesztettiilk, majd Ot napig tenyészettiikk. A sejtréteg integritasat Evans-
kékkel jelolt szérum albumin (EBA, 67 kDa; 0,167 mg/mL Evans-kék, 10 mg/mL albumin)
jelzéanyag atjutasanak vizsgalataval ellendriztiik. A sejteket a tenyésztObetét feletti
folyadéktérben (donor kompartment; 0,5 mL) nanorészecskékkel kezeltiik (SNP, SNP-B vagy
SNP-B-GSH, 150 pg/mL) 8 oran keresztiil. Az inkubacié végén az alsé folyadéktérbol
(akceptor kompartment; 1,5 mL) vett mintak fluoreszcens intenzitasat 488 nm excitacios és 605
nm emissziés hullamhosszokon hataroztuk meg. Az SNP-k sejtrétegen vald atjutasat

latszolagos permeabilitasi koefficiens (Papp, cm/s) értékekkel jellemeztiik.



3.5. Kisérletek célzott vezikularis nanorészecskékkel
3.5.1. Nioszomak funkcionalizalasa és jellemzése

Nem-ionos feliiletaktiv anyagokbol — Span 60 (szorbitan-monosztearat) és Solulan C24
(koleszteril-poli-24-oxietilén-éter) — és  koleszterinbdl  vezikularis nanorészecskéket

(nioszomakat) készitettiink a 3. abran lathato 1épéseket kovetve.
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3. dbra. A nioszoma készités lépései: (1-2) Feliiletaktiv anyagok, koleszterin és célzo ligandok felolddsa etanolban
és kloroformban, (3) lipid film képzddés a szerves oldoszerek eltavolitasaval, (4) a kiszdradt lipid film hidratdlasa
EBA oldattal, szonikalas, (5) magas nyomdsu extrudalas, (6) ultracentrifugalds.

A nioszomakat N-dodecil-B-D-gliikopiran6z (GP), dodekanoil-alanin (A) és pegilalt-
glutation (GSH) célz6 ligandokkal funkcionalizaltuk. Az egyszeres liganddal jelolt NP-k (N-
GP, N-A, N-GSH) mellett alanin-gliikopiran6z (N-A-GP), gliikkopiranéz-glutation (N-GP-
GSH) és alanin-glutation (N-A-GSH) kettds ligand-kombinacioval célzott nioszomakat is
eldallitottunk. A toltetként a nagy biomolekula EBA-t (67 kDa) zartuk a nioszomak belsejébe.
Dinamikus fényszorason alapulé mérésekkel hataroztuk meg a nioszomak méreteloszlasat és
z¢éta potencialjat, mig fluoreszcens spektrofotometriaval mértiik a bezart EBA mennyiségét. A
nioszémak fizikai tulajdonsagait transzmisszids elektron- és atomerd mikroszkoppal is

vizsgaltuk. Az NP-K tulajdonsagainak valtozasat 6 honapon keresztiil kdvettitk nyomon.
3.5.2. A sejtek életképességének és a nioszomak sejtbe jutasanak vizsgalata

Valos idejii impedancia mérésekkel kovettik az RBEC sejtek életképességének
kinetikajat nioszoma kezelések hatasara. Az egyszeres €s kettds ligandkombinacidkkal célzott
nioszomak toltetének sejtbe jutasat egybefiiggd RBEC sejtrétegeken vizsgaltuk (10 mg/mL
koncentracid, 4h, 37C és 4°C). A sejtfelvételi mechanizmusok felderitésére a sejteket
metabolikus gatloszerrel (natrium-azid, 1 mg/mL) és endocitozis gatlokkal (filipin, 6 uM,
15 min; citokalazin D, 20 uM, 1 h) kezeltik. A feliileti t6ltés szerepének vizsgalatdhoz az

RBEC sejtek felszini glikokalix rétegét neuraminidaz enzimmel emésztettiik (1 U/mL, 1 h



clokezelés), vagy a sejteket kationos lipiddel kezeltik (TMA-DPH, 54 uM, 30 min). A
kisérletek végén a sejteket PBS-sel mostuk, lizaltuk és a sejtekbe jutott EBA toltet mennyiségét

fluoreszcens spektrofotométerrel hataroztuk meg.
3.5.3. A nioszomak permeabilitisanak vizsgalata vér-agy gat ko-kultiira modellen

A nioszémék permeabilitasdnak vizsgalatdhoz a vér-agy gat ko-kultira modelljén a
sejteket a felsd, donor kompartmentben szabad EBA-val, egyszeres és kettds liganddal célzott
¢s EBA toltott nioszmakkal kezeltik (4 h, 37 °C) Az akceptor kompartmentbdl szarmazd
mintakban fluoriméterrel mértiikk az atjutott EBA mennyiségét 584 nm excitacios és 663 nm

emisszios hullamhosszon. Az EBA atjutast Papp értékekkel jellemeztiik.

3.5.4. A nioszoma kezelés plazmamembran fluiditasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az RBEC sejteket N és N-A-GSH nioszomakkal kezeltik (4 h, 37°C). A sejteket
fluoreszcens lipid probaval (TMA-DPH, 0,2 uM) kezeltiik, majd a fluoreszcencia anizotropiat
360 nm gerjesztési €s 430 nm emissziés hullamhosszon mértilk T-forméju fluoreszcens
spektrofotométerrel 5 percig. Ezutan 30 mM benzil-alkoholt, egy erés membran fluidizalo szert

adtunk a sejtekhez, majd folytattuk a mérést tovabbi 5 percen keresztiil.
3.5.5. In vivo képalkotas

Az in vivo vizsgalatokhoz 10 hetes him CD1-Foxnlnu szértelen egereket hasznaltunk. A
fluoreszcens nioszoma mintakat (N, N-A, N-GP, N-A-GP) farokvénaba adtuk, majd a
nioszémakba zart EBA agyi bejutasat valos idében kovettiik in vivo optikai képalkotod eljarassal
(eXplore Optix). Az allatokat folyamatosan monitoroztuk, és altatasban az agyi teriilet

fluoreszcens intenzitasarol felvételeket készitettiink (10 és 30 min, 3, 6, 24 h).
3.5.6. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0 programot hasznaltuk. A
kisérletekben kapott adatokat atlag + SEM vagy + SD formaban adtuk meg. Az adatsorokon
kétmintas t-probat, egy- vagy kétutas variancia-analizist (ANOV A) majd ezt kovetden Dunnett-
vagy Bonferroni-tesztet alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikansnak a P <0.05 értékeket
tekintettiik. A kisérleteket legalabb kétszer megismételtiik, és kisérletenként 4-10 parhuzamos

mintat hasznaltunk.



4. EREDMENYEK

4.1. A tapanyagszallito fehérjék génexpresszios szintjeinek meghatarozasa

Megvizsgaltuk a gliikdz, alanin és biotin agyi bejuttatasaért felelés SLC-transzporterek
génjeinek expresszios szintjeit izolalt agyi mikroér, vér-agy gat ko-kultiraban tenyésztett
RBEC és hCMEC/D3 sejteken (4. abra). A gliikoz transzporterek koziil a predominans GLUT1
expresszios szintje volt a legmagasabb. A neutralis aminosav transzporterek koziil a SNAT2
MRNS-szintje volt a legmagasabb. Az SMVT gén kifejezédése hasonldo mértékii volt a vér-agy
gat modellben és a hCMEC/D3 sejteken. A vizsgalt tiz gén koziil csak harom esetben, a GLUTS,
SNAT1 és SNATS gének transzkripcids szintjei voltak alacsonyabbak a vér-agy gat modellben
az izolalt mikroerekkel 6sszehasonlitva (4. abra).
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4. dabra. A gliikoz, alanin és biotin SLC-transzportereinek expresszios szintjei izolalt agyi mikroér, vér-agy gat
hdrmas Ko-kultirdaban tenyésztett RBEC és hCMEC/D3 mintdkban.



4.2. Eredmények szilard nanopartikulumokkal
4.2.1. Szilard nanopartikulumok jellemzése

A fluoreszcens SNP-ket biotin és glutation célzé ligandokkal jeloltik (5. abra) A
nanorészecskék mérete 93-120 nm  kozott volt. Minden SNP  csoportban alacsony
polidiszperzitasi indexet mértiink, ebbdl szitk méreteloszlasra kovetkeztethetiink. A célzott
SNP-k feliileti toltése egymashoz nagyon hasonlo volt (—23 mV). A nem targetalt SNP-k zéta
potencialja pedig kevésbé volt negativ (—17 mV). Az elektronmikroszkopos képeken a

nanorészecskék gomb alaktiak voltak, és aggregacio nem volt megfigyelheto.

o —Neutravidin
© —Biotin
& —Glutathione

5. abra. Nem-targetalt (SNP), biotin- (SNP-B) és glutation-jelolt (SNP-B-GSH) szilard nanopartikulumok.

4.2.2. Szilard nanopartikulumok hatasa a sejtek életképességére és bejutasa sejtekbe

A sejtek életképessége MTT-teszt alapjan nem valtozott SNP kezelést kovetéen (10-1000
pg/mL  koncentracié tartomany, 24 h). Ezek alapjan mindharom SNP csoportbol a

biztonsagosnak itélt 150 pg/mL kezelési koncentraciot valasztottuk Ki tovabbi kisérleteinkez.

Az SNP-k hCMEC/D3 sejtekbe valo bejutasat két iddpontban teszteltiik (4 és 8 h). Nyolc
6ras inkubacid utan mindharom Kkezelési csoportban az SNP-k jobban bejutottak az
endotélsejtekbe, mint négy ora utan. Az SNP-B és SNP-B-GSH célzott nanorészecskékbol
kétszer tobb jutott be a sejtekbe, mint a nem-targetalt SNP-kbol (6. abra).
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6. dbra. A nem-targeralt (SNP), biotin-jelolt (SNP-B) és glutation-jelolt (SNP-B-GSH) nanorészecskék
(150 ug/mL) bejutisa endotélsejtekbe 4 és 8 ords inkubdciot kivetéen. Atlag + SEM. Statisztikai analizis: kétutas
ANOVA és Bonferroni-teszt; **P < 0,01; ***P < 0,001, az SNP. kezelt csoporttal dsszehasonlitva, #P < 0,01; ##p
< 0,001, a négy ordas kezelési csoporttal dsszehasonlitva; n = 4—6.

4.2.3. Szilard nanopartikulumok atjutasa a vér-agy gat modellen

Mind a harom SNP tipus atjutott az agyi endotélsejt rétegeken, de eltérd mértékben.
(7. abra). Nyolc oras kezelést kdvetden majdnem haromszor tobb SNP-B jutott keresztiil a
sejteken 6sszehasonlitva a nem targetalt csoporttal. Az SNP-B-GSH nanorészecskék atjutasa

volt a legmagasabb (5,8-szor nagyobb Papp érték az SNP csoporthoz viszonyitva).
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7. dbra. Nem-targetdlt és targetdlt SNP-K permeabilitisa (150 ug/mL, 8 h) hCMEC/D3 sejtrétegen. Atlag + SEM.
Statisztikai analizis: egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt; *P < 0,05; ***P < 0,001, az SNP kezelt csoporttal
osszehasonlitva, ¥P < 0,01, az SNP-B csoporttal osszehasonlitva; n = 6.



4.2. Vezikularis nanorészecskékkel kapott eredmények

4.2.1. A nioszomak jellemzése

Hétféle nioszoémat készitettiink, amit fluoreszcens EBA modellanyaggal t6ltSttiink
(8. abra). A nanorészecskék kozott volt nem-targetalt (N), egyszeresen célzott (N-GP, N-A, N-
GSH), és kett6s ligandkombinacioval célzott (N-A-GSH, N-A-GP, N-GP-GSH).
célzd ligandok toltet

alanin (A) @® EBA
glukopiranoz (GP)

glutation(GSH}

8. dbra. Nem-targerdalt (N), egyszeres liganddal targetalt (N-A: alanin, N-GP: gliikopiranéz, N-GSH: glutation)
és kétszeres ligandkombindciokkal targetalt (N-A-GP: gliikéz-alanin, N-A-GSH: alanin-glutation, N-GP-GSH:
gliikoz-glutation) nioszémdk vazlatos képe. Toltet: Evans-kék albumin komplex (EBA, 67 kDa).

A nioszomak atlagos mérete 92 és 107 nm kozott volt. Minden nioszoma csoportban
alacsony polidiszperzitasi indexet mértiink, amelybdl sziik méreteloszlasra kovetkeztettiink. A
nioszoémak zéta potencialja —3 és —4 mV koriil mozgott, kivéve a GSH-val célzott csoportokat
(N-GSH, N-A-GSH, N-GP-GSH), amelyek még negativabb toltéssel rendelkeztek (-7 mV). A
nioszémak bezarasi hatékonysaga a nagyméretii hidrofil EBA téltetre nézve 4,6-10,4 % volt,

ami 0,5-1,1 mg toltetnek felel meg 100 mg nioszomaban.

Nem aggregalodott, kerek nioszomdkat figyeltiink meg a transzmisszids elektron-

mikroszkopos (9A. abra) és atomerd mikroszkopos (9B. abra) vizsgalattal kapott képeken.
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9. dbra. (A) Nioszomadk transzmisszios elektronmikroszkopos és (B) atomerd mikroszképos képe. Mérce: 500 nm.
A nioszomak stabilitasat fél éven keresztiil kovettiik. Hat honap alatt a nanorészecskék
fiziko-kémiai tulajdonsagai minimalisan valtoztak. Megallapithattuk, hogy stabil, aggregaciora

kevéssé hajlamos, jol tarolhaté hordozorendszert hoztunk 1étre.

4.2.2. A nioszomak sejtek életképességére gyakorolt hatasa és toltetének sejtbe jutasa

A nioszoma kezelések a 0,3-10 mg/mL koncentracio tartomanyban 4 ora elteltével sem
csokkentették az RBEC sejtek életképességét. Ez alapjan a tovabbi kisérleteinkhez a

biztonsagosnak itélt 10 mg/mL kezelési koncentraciot valasztottuk.

Az agyi endotélsejtek a szabad, vagyis nioszomaba nem zart EBA-t nagyon kis mértékben

veszik fel, ez csupan 1,5% a nem-targetalt nioszoma (N) csoporthoz viszonyitva (10. abra).

3 400-
°
t, T — £ 3004
° e ® o
St v s = 2004
=) (=) = -§
l 'S 100+
= |
£ 104
[
(7]
t=4h g_
L) .
° o l w 1]

54
T

10. dbra. A nem-targetdalt (N), egyszeres (N-A, N-GP, N-GSH) és kettds (N-A-GP, N-A-GSH, N-GP-GSH)
ligandkombindcickkal jelolt nioszémdk bejutisa RBEC sejtekbe (4 h). Atlag + SEM. Statisztikai analizis: egyutas
ANOVA és Dunnett-teszt; ***P < 0,001, az N csoporthoz hasonlitva; n = 10.
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Az agyi endotélsejtekbe tobb EBA jutott be az alaninnal, gliilkopiran6zzal és glutationnal
célzott nioszoma csoportokban a nem-targetalt csoporthoz képest. A kettds N-A-GP és N-A-
GSH ligandkombinaciokkal célzott NP csoportokban szignifikansan megnétt az EBA toltet
sejteken beliili koncentracidja. A N-GP-GSH csoportban nem mértiink ilyen valtozast
(10. abra).

4.2.3. Nioszomak toltetének atjutasa a vér-agy gat modellen

A szabad EBA komplex 4jutisa nagyon alacsony mértékii volt a modellen, igy
elmondhatjuk, hogy szoros, alacsony paracellularis permeabilitasu vér-agy gat modellt hoztunk
létre (11 abra). A nem-targetalt nioszomaba zart EBA toltet permeabilitasa emelkedett, amit
tovabb  fokozott a nanorészecskék jel6lése egyszeres ligandokkal. A kettds
ligandkombinacioval célzott nioszomak nagymértékben emelték az EBA atjutasat a szabad
EBA-hoz képest (N-A-GSH csoport: 17-szeres, N-A-GP csoport: 14-szeres novekedés) A GP-
GSH ligandkombinacid hatdsa ennél a kisérletnél is elmaradt. A kdvetkezdkben ezért az N-A,

N-GSH ¢és N-A-GSH csoportokat valasztottuk in vitro kisérleteinkhez.

EBA P,pp (10 cmis)

t=4h

11. dbra. A szabad és nioszémdkba zdrt EBA toltet dtjutdsa a vér-agy gat modellen (10 mg/mL, 4h). Atlag + SEM.
Statisztikai analizis: egyutas ANOVA és Dunnett-teszt, **P < 0,01, az N csoporttal dsszehasonlitva; n=10.

4.2.6. A homérséklet és metabolikus gatlas hatasa nioszomak toltetének sejtbe jutasara

Az EBA toltet sejtbe jutasa 37 °C-on magasabb volt minden célzott NP-csoportban a
nem-célzott részecskékkel Osszehasonlitva. A homérséklet lecsokkentése 4 °C-ra és a
metabolikus gatloszer (natrium-azid) a targetalt NP-csoportokban a nioszomakba toltott EBA

sejtekbe jutasat csokkentette (12. abra).
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37 °C 4°Cc BB natrium-azid
H#Hit#H

400+

300+

2004

1004-

EBA sejtfelvétel (kontroll %)

N N-A N-GSH N-A-GSH

12. dabra. A hémérséklet és a metabolikus gatloszer natrium-azid (0,1%) hatdsa nem-targetdlt (N), alanin- (N-A),
glutation- (N-GSH) és alanin-glutation- (N-A-GSH) célzott nioszémdkkal kezelt RBEC sejteken (4 h). Atlag + SEM.
Statisztikai analizis: kétutas ANOVA és Bonferroni-teszt. **P < 0,01; ***P < 0,001, a csoporton beliil az elsd
oszlophoz viszonyitva, #P < 0,01 #¥P < 0,001 az N csoporttal 6sszehasonlitva; N=4-6.

4.2.7. A nioszomakba toltott EBA felvételének gatlasa endocitozis inhibitorokkal

A nioszomak sejtfelvételi mechanizmusainak felderitésére két gatloszert hasznaltunk az
N-A-GSH kettds liganddal targetalt nioszoma kezelést megel6zéen (13. abra). A filipin, a lipid
raft/kaveolin-fiiggé endocitotikus utvonal gatloszere, részlegesen csokkentette az EBA toltet
sejtekbe jutasat (13A. abra). Az F-aktin depolimerizaciojat akadalyozo citokalazin D, ami az
endocitozist tobb utvonalon is csokkenti (13B. abra), szintén gatolta a nioszomak sejtekbe

jutasat (13A. abra).

1501 [ citokalazin D |  [filipin]
makropinocitézis\/ l \ l
100 —_ A klatrin- kaveolin-

fuggd fuggd
endaocitézis endocitdzis

501

0

EBA sejtfelvétel (kontroll %) X>

K Filipin Cyto D

13. @bra. (A) A filipin (6 uM) és a citokalazin D (20 uM) endocitozist gatlé szerek hatdsa célzott nioszomdk (N-A-
GSH) EBA toltetének sejtbe jutisdra (4 h). Atlag + SEM. Statisztikai analizis: egyutas ANOVA és Dunnett-teszt,
*P < 0,5; ***P < 0,001, a kontroll (gdtloszerrel nem kezelt) csoporttal dsszehasonlitva; n=6. (B) A citokalazin D
és a filipin hatdasainak vazlatos képe.
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4.2.8. A sejtek feliileti toltésének szerepe a nioszoma toltet sejtbe jutasara

Az RBEC sejtek feliileti toltését kétféleképpen modositottuk: a negativ toltési
glikokalix réteget neuraminidaz enzimmel emésztettiik, illetve a plazmamembran toltését a
TMA-DPH kationos lipiddel tettiik pozitivabba (14B. abra). A sejtek feliileti toltésének
megvaltoztatasa a nem-targetalt nioszomak esetében nem befolydsolta a nanopartikulumokba

zart EBA sejtekbe jutasat a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva (14A. abra).

— i +
B TMA-DPH
= i z (pozitiv foltést)
s 2501 i - - szidlsav oldallanc
g ** & (negativ téitésti)
& i
- 200 @ neuraminidaz
]
o 150
=
€ 1001
9
< 507
E citoplazma
N N-A-GSH

[ Kontroll [ Neuraminidaz B TMA-DPH

14. dbra. (A) A neuramindaz (1 U/ImL) és a TMA-DPH (54 uM) hatdsa a nioszomdkba zart EBA sejtfelvételére. N,
nem-targetdlt nanorészecske; N-A-GSH, kettds ligandkombindcioévl célzott nioszéma. Atlag + SEM. Statisztikai
analizis: kétutas ANOVA és Bonferroni-teszt. **P < 0,01, a csoporton beliil az elsé oszlophoz viszonyitva;
###P < 0,001 az N csoporttal 6sszehasonlitva; n=6. (B) A TMA-DPH és a neuraminiddz hatdsa az RBEC sejtek

feliileti téltésére.

Ezzel szemben mindkét feliileti toltésmodositas megnovelte a kettds liganddal célzott
nioszémaba zart EBA felvételét a sejtekbe (14A. abra). Az EBA toltet sejtekbe jutasa 16%-kal
nétt a neuraminidaz és 19%-kal a kationos lipid kezelés hatasara a toltésmodositas nélkiili

sejtekkel 6sszehasonlitva.

4.2.9. A nioszomak hatasa a sejtek plazmamebran fluiditasara

A sejtek plazmamembranjanak fluiditasat fluoreszcencia anizotropia mérésekkel
hataroztuk meg. Négy oras nioszoma (N és N-A-GSH) kezelést kovetéen a TMA-DPH — a
sejtmembran lipid kettOs rétegébe beépiil6 fluoreszcens lipidproba — anizotropiajat mértiik. A
nioszéma kezelések utan a kezeletlen kontrollhoz képest a fluoreszcencia anizotropiaja
utal (15A. és B. abra). A referencia vegyiiletként hasznalt benzil-alkohol (30 mM) még jobban

csokkentette a TMA-DPH anizotropiajat, 6sszhangban erdteljes membran fluidizalo hatasaval.
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[ Benzil-alkohol
15. dabra. (A) A nem-targetadlt (N) és alanin-glutation kettds targetalt (N-A-GSH ) nioszomdk és a benzil-alkohol
(30 mM) hatdsa az endotélsejtek plazmamebrdnjanak fluiditisira. Atlag + SEM. Statisztikai analizis: kétutas
ANOVA és Bonferroni-teszt. ***P < 0,001, a kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva; ##P < 0,001 a csoportok
elsd oszlopaihoz viszonyitva; n=3. (B) Nioszoma fiizidja a sejt plazmamembranjdval.

4.2.10. Célzott nioszomakba zart EBA agyi bejutasanak kovetése optikai képalkotassal

A vords fluoreszeens jelet add EBA agyi bejutasat €16, altatott szortelen egerekben
monitoroztuk optikai képalkotassal. Az egerek farokvénajaba fecskendezett szabad EBA
komplex nem okozott fluoreszcencia intenzitas fokozodast az agyi régioban a kisérlet ideje alatt
(16. abra). A nem-targetalt nioszOmakba zart EBA esetén emelkedett a fluoreszcens jel az
agyban. A nioszoémak célzasa ligandokkal (N-A, N-GP) tovabb emelte az EBA toltet agyi
bejutasat. Az N-A-GP kettds ligandkombinacioval célzott nioszoma csoportban mértiik a
legnagyobb intenzitas emelkedést az Gsszes idopontban, és a legnagyobb kiilonbséget a tobbi

csoporttal dsszevetve 24 ora elteltével tapasztaltuk (16. abra).

250001
Hl EBA abed
N *}_*
20000 3 N-A
B N-GP
A= abc
15000 B N-A-GP a

10000

5000+

Fluoreszcencia intenzitas

o
1

0 10 min 30 min 3h 6h 24 h

crer

nem targetdlt (N), egyszeresen (N-A, N-GP) vagy kétszeres ligandkombindciéval (N-A-GP) célzott nioszomdk
intravénas beaddsa utan. A'tlag + SD. Statisztikai analizis: kétutas ANOVA és Bonferroni-teszt. * P < 0,5; **P <
0,01; ***P < 0,001 a szabad EBA kezelt csoporthoz viszonyitva az dsszes kezelési csoportban; a: a 10 perces, b:
a 30 perces, ¢: a 3h, d: a 6 h iddéponttal dsszehasonlitva minden egyes csoportban, N=3-4.
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5. OSSZEFOGLALAS

A kozponti idegrendszer betegségeinek gyogyszeres kezelésére igéretes megoldast
jelenthetnek a nanopartikulumok, amelyek fokozhatjak egyes biofarmakonok agyi bejutasat. A
nanorészecskék hatékony agyi bevitele azonban csak a vér-agy gat transzportrendszereinek
kihasznalasaval valosithatdo meg. Jollehet a vér-agy gaton nagy szamban talalhatunk
tapanyagszallito fehérjéket, ezek ligandjai még kiaknazatlanok NP-k kdzponti idegrendszeri

célzasara.

A tapanyagszallito fehérjék az agyi hajszalerek endotélsejtjein nagy mennyiségben
fejez6dnek ki, és specifikus mintazatot mutatnak a vér-agy gaton. Kutatasi hipotézisiink az volt,
hogy az SLC-ligandok egyszeres és kétszeres kombinacioival célzott nanorészecskéket
nagyobb mértékben veszik fel az agyi endotélsejtek és konnyebben jutnak at a vér-agy gaton.
Célunk az volt, hogy azonositsunk és teszteljiink SLC-transzporter ligandokat és referencia
molekulaként a glutationt egyszeres és kétszeres kombinacioban vér-agy gat specifikus célzo
ligandként szilard és vezikularis NP-K esetében.

Kisérleteink els6 felében szilard nanorészecskéket tanulmanyoztunk in vitro vér-agy gat
modellen. A fluoreszcens polisztrén NP-ket biotinnal és biotinilalt-glutationnal jeldltiik és
human agyi endotél sejtvonalon vizsgaltuk. Igazoltuk, hogy a hCMEC/D3 sejtek expresszaljak
a biotin transzportért felelés SMVT transzportert mRNS szinten. A biotinnal targetat SNP
csoport jobban bejutott a sejtekbe, és fokozodott az atjutasuk is a vér-agy gat modellen. A
glutation jelolés tovabb fokozta a nanorészecskék atjutasat az endotélsejtek rétegén, ami
alatdmasztja a vér-agy gatat célzo ligandként vald hasznalatat.

Kisérletsorozatunk masodik felében nanovezikuldkat allitottunk eld és vizsgéltunk. A
gliik6z és neutralis aminosav transzporterek magas génexpresszios szinteket mutattak izolalt
patkany agyi mikroereken és a vér-agy gat ko-kultiraban tenyésztett primer RBEC sejteken.
Nem-ionos feliiletaktiv anyagokbol nioszomakat készitettiink. Ezeket szintén glutationnal és
SLC-ligandokkal (gliikopirandz €s alanin) valamint kettés kombinacioikkal funkcionalizaltuk.
Toltetként Evans kékkel jelolt albumint, egy nagy biomolekuladt hasznaltunk. A targetald
ligandokkal jelolt nioszomakba zart EBA jobban bejutott az agyi endotélsejtekbe, kiilondsen a
kett6s ligandkombinaciok esetében. A nanopartikulumokba zart EBA sejtekbe jutasa
homérsékletfiiggd volt, és csokkent a sejtek metabolizmusat és endocitozisat gatlo szerek
alkalmazdsa utan, ami az endotélsejtek ¢és a nanorészecskék kdolcsonhatdsdban aktiv
folyamatokra utal. Az agyi endotélsejtek negativ felszini toltésének megvaltoztatasa (glikokalix

réteg emésztése neuraminidaz enzimmel vagy TMA-DPH kationos lipid kezelés) fokozta a
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célzott nanopartikulumokba zart EBA sejtekbe jutasat. A nioszéma kezelés megnovelte a sejtek

cres

plazmamembran fluiditdsat, ami az NP-k endotélsejtekkel torténd fuzidjara enged
kovetkeztetni. Az SLC-ligandok mint célzomolekuldk megnovelték a nioszomaba zart toltet
atjutasat a vér-agy gaton tenyészetes modellen és egerekben egyarant, €s a célzo ligandok kettds
kombinacioi hatékonyabb atjutast biztositottak. Osszefoglalva, kisérletes adataink arra utalnak,
hogy az SLC transzporterek ligandjai hasznalhatéak lehetnek nanorészecskék vér-agy gat

specifikus célzasara.
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