Egyedi fehérje nanorészecskék orvosi alkalmazasa:
hatéanyag atjuttatas a vér-agy gaton

Biomedical Application of Single Protein Nanoparticles:
Transport Through the Blood Brain Barrier

Aplicatii medicale ale unor nanoparticule proteice:
transferul substantelor active prin bariera hemato-encefalica

HEGEDUS Imre', FARAGO Eszter?, Prof. Dr. KALMAN Mihaly®, Prof. Dr. NAGY Endre'

'Pannon Egyetem, Miszaki Informatika Kar, Miszaki Kémiai Kutato Intézet
Egyetem u. 2. P. O. Box 158, H-8200 Veszprém, Hungary, tel.: +36-88/624-040,
e-mail: nagy@mukki.richem.hu, honlap: www.richem.hu
Edtvos Lorand Tudomanyegyetem., Fizikai Kémia Intézet, 1518 Budapest 112, P.O.Box 32. Hungary
*Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem, Anatémiai, SzOvet- és Fejl6déstani Intézet,
1450 Budapest, T(izolt6 u. 58, P.O. Box 98. Hungary

ABSTRACT

Single protein nanoparticles means, that each individual protein molecule is covered with a nanometer
scale polymer layer. Our previous studies show that this layer does not reduce seriously the enzymatic func-
tion of protein molecules, but can stabilize this structure. Single albumin nanoparticles can pass through the
blood brain barrier in rat. Polymer nano-layer around protein molecules has two functions: 1) stabilizes the
ternary structure of proteins 2) carries the proteins as drugs through the blood brain barrier.

OSSZEFOGLALO

Az egyedi fehérje nanorészecskek esetében minden egyes fehérje molekulat néhany nanométer vastag
polimer réteggel vonunk be. Korabbi vizsgalataink szerint ez a réteg nem csékkenti jelentosen az enzimek
miikodéset, de stabilizdalja azok szerkezetet. Egyedi albumin nanorészecskék patkanyban dtjutnak a vér-agy
gaton. A fehérje molekulak koriil kialakitott polimer nano-rétegnek két funkcioja is van: 1) stabilizdlja a fehér-
Jjék harmadlagos szerkezetét 2) hatéanyag hordozokent dtjuttatia a fehérjéket a vér-agy gaton.

Kulesszavak: egyedi fehérje nanorészecskék, hatdéanyag hordozo, bovin serum albumin, vér-agy gat

1. BEVEZETES

Az egyedi fehérje nanorészecskék eldszor az ipari enzim stabilizalés teriiletén jelentek meg, mint egye-
di enzim nanorészecskék. Az iparban egyre ndvekvo jelentdséget tulajdonitanak az enzimeknek, mint bio-
katalizatoroknak, mert nagyon specifikusak €s szelektivek. Hatranyuk viszonylag nagy érzékenységiik és
rovid élettartamuk a hagyomanyos katalizatorokhoz képest. Ez jelentdsen behatarolja alkalmazhatésagukat. A
legintenzivebben kutatott teriiletek a gyogyszerek, finomvegyszerek eldallitasa, mosdszer alapanyagok,
bioérzékelok, bioszabalyozok, biotisztitok, fehérje emésztés és elemzés, biolizemanyag cellak készitése [1].

Az enzimek behatérolt életideje korlatozza alkalmazhatosagukat. Az életidé novelése alapvetd vala-
mennyi felhasznalas szamara. Hosszabb életidovel rendelkezd enzimekbdl kevesebb mennyiség elegendd,
ugyanakkor ndvekedik az enzim reaktorok miikodési ideje €s kiboéviilnek az enzim Ujrafelhasznalas lehetd-
ségei is. Az enzimek stabilitdsanak (¢letidejének) novelésére a kezdetektol fogva szamos kisérlet tortént. Az
egyik ilyen lehetdség az enzimek stabilizalasa szempontjabdl az enzimek hordozohoz torténd rogzitése (enzim
immobilizacid). Az enzim immobilizacié az enzim molekulanak nagy szerkezetek iiregeibe vagy feliiletére
valo rogzitését jelenti egyszerti adszorpcioval, illetve kovalens kotéssel [2, 3]. Az enzim molekula és a gazda
anyag kozotti tobb ponton torténd kotés csokkenti az enzim harmadlagos szerkezetének széttekeredési (un-
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folding) mechanizmusait és ilyen médon ndveli az enzim miikddésének stabilitasat [4]. Az enzim modositas
az enzim molekula olyan kovalens reakciojaval definialhato, amely funkcios csoportok vagy polimerek fel-
szinhez kotddésével megvaltoztathatja a felszini tulajdonsagokat és az enzim stabilabb milkodését ered-
ményezheti [4-7]. A fehérje mérndkség a fehérje aminosav szekvencidjanak molekularis biologiai modszerek-
kel torténd megvaltoztatasat jelenti (pl. iranyitott evolucié vagy helyspecifikus mutagenezis) egy stabilabb
belsd szerkezet elérése érdekében [8-11]. A reakciokdzeg mérndkség ezzel szemben az enzim koriili kozeg
valtoztatdsaval modositja az enzim szerkezetét. Alkalmazhatunk nem vizes reakciokozeget, vagy valtoztathat-
juk a reakciokozeg iondsszetételét [5, 12-13]. Az enzim rogzitése a katalizator ujrafelhasznalés, a folyamatos
miikddés és a termék tisztitas szempontjabdl is jelentds. A rdgzitett enzimeknek azonban gyakran kicsi az
aktivitasa [14-15].

1.1. Enzimek stabilizaldsa nano-méretii hordozoval

Az enzimmiikddés hatékonysaga javithato a hordozo anyag szerkezetének valtoztatasaval, vagy a hor-
dozbé méretének csokkentésével. A kisméretli hordozo részecskék nagyobb feliiletet biztositanak az enzim
rogzitéséhez, valamint az enzimek a hordozoékkal egyiitt nem tekinthetdk mar kiilon (szilard) fazisnak az ol-
datban, ennek kovetkeztében a nano-méretii részecskék viszonylag szabad diffuzidja az oldatban segiti az
enzimek hatékonyabb mitkodését [16].
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1. abra
Nano-meéretii hordozoval torténé enzim stabilizalas technikadi

Az enzimek nanoméretli hordozohoz torténd rogzitésének technikai az utobbi évtizedben rendkiviil szé-
les spektrumu és intenziv fejlédésen mentek keresztiil. Harom alapvetd technologiat kiillonboztethetliink meg.
a) az enzim rogzitése egy mar elézetesen eldallitott nanorészecskéhez, vagy nano-gél belsejébe torténd jut-
tatasa (,,grafting onto” technikak), b) a stabilizal6é nanoréteget kdzvetleniil az enzim feliiletérdl kiindulva szin-
tetizaljuk (,.grafting from” technikdk) c) megemlithetjilk még az un. ,.0nszervezé rendszereket”, amelyek
esetében a kivant nanobiokompozit anyag a komponensek hozzaadasa utan kiils6 beavatkozas nélkiil spontan
modon kialakul (1. abra) [17]. Az enzimek a ,,grafting onto” médszerrel rdgzithetdk fémet tartalmazo [18, 19],
illetve magneses nanorészecskékhez [20] (1. abra: 1.1). Specialis lehetdség lireges fém részecske belsejébe
juttatni az enzim molekulakat [21]. Ezeknek a technikéknak az elénye, hogy egy kiilsé magnes segitségével az
enzimek a miveletet kdvetden OsszegylijthetOk és tjra felhasznalhatéak. Elterjedt modja az enzim stabi-
lizdlasnak nano-méretii térhalds polimer (Un. nanogél) belsejébe juttatni az enzimeket [22], ugyanakkor
hiperelagazasos polimerek is képesek enzimeket felvenni belsé iiregeikbe [23] (1. abra: 1.2). A ,.grafting
from” modszerrel a fehérje molekuldk feliiletérdl kiindulva torténhet a hordozo kialakitasa. Ebben az esetben
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a hordozét in situ szintézissel allitjuk el6 és az altalaban teljesen koriilveszi az enzimet. A ,,grafting from”
modszerrel eldallitott monomolekularis nanogéleket egyedi enzim nanorészecskéknek nevezziik, ha a be-
burkolt molekula enzim, altalanossagban egyedi fehérje nanorészecskének, ha a beburkolt 6riasmolekula fe-
hérje természetli. Az egyedi enzim nanorészecskék kiilonalld, néhany nanométeres, az enzim méretével
Osszevethetd vastagsagli burokban tartalmazzak az enzim molekulakat, amelyek a burok stabilizald hatasa
miatt stabilisabbak és aktivitasuk sem csokken jelentdés mértékben [24, 25]. Az igy atalakitott enzim mole-
kulak egy-két nagysagrenddel stabilisabb katalitikus aktivitdst mutatnak és a szubsztratum szabad mozgasa
sem korlatozodik [24, 25, 26, 27]. A ,,grafting from” technikéval eldallitott nanobiokompozitokat (mas néven
egyedi fehérje nanorészecskéket) osztalyozhatjuk a fehérjék feliiletén kialakitott burok tipusa szerint (1. abra:
2.1). A burok lehet porusos szervetlen anyag (mezoporusos szilika [28], vagy szuperparamagneses tulajdon-
sagokkal rendelkezo, tehat kiils6 magneses térre reagald, de magneses tulajdonsagait magneses tér nélkiil
elvesztd kluszterekkel beburkolt enzimek [29] (1. abra: 3.) Az egyedi fehérje nanorészecskék koriil kialakitott
burok lehet térhalos polimer gél (szerves-szervetlen hibrid szilika gél [24, 25, 26], vagy akrilamid-
biszakrilamid térhalos gél [27], 1. abra: 2.1).
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2. ébra
Polimer réteggel stabilizalt egyedi enzim nanorészecskék enzim stabilizalo funkcioi

Tovabbi lehetdség a nano-méretli hordozokkal torténd enzim stabilizalas megvalositasara onszervezd
rendszerek kialakitasa. Ebben az esetben kiilsé beavatkozas nélkiil kialakulnak olyan strukturak, amelyek
stabilizaljak a fehérjét. A rendszer altalaban reverzibilis, ionos kodlcsonhatasok révén stabilizalodik. A fehér-
jékhez hozzéaadott stabilizald agensek lehetnek detergensek, foszfolipidek, polimerek [30], vagy dendrimerek
(1. abra: 3.) Kis mennyiségii, a reakcidelegyben jelen 1évé enzim molaris mennyiségével 0sszevetheté meny-
nyiségii feliiletaktiv anyagot (AOT detergens), valamint kétértékii pozitiv ionokat (Ca*") hozzaadva, enyhe
keverést kovetden kialakul egy un. hidrofob ionpar (,,hydrophobic ion pair” complex, mas néven surfoplex),
amelynek kovetkeztében a fehérje toltéssel rendelkez6 feliileti csoportjait a feliiletaktiv anyag segitségével
lefedik és az egész ionpar-komplex feliilete teljesen apolaris lesz, vizben oldhatatlanna valik, azonban kitiind-
en oldodik hexanban, vagy mas apolaris olddszerekben [31], ugyanakkor jelentds stabilizalé funkcidval is bir
végcsoportokat tartalmazo poliamidoamin (PAMAM) dendrimerekkel. A hozzaadott dendrimer és enzim mo-
laris aranyatol fiiggden kiilonbozo strukturaju enzimek alakultak ki (1. dbra).
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1.2. Az egyedi fehérje nanorészecskék funkcio6i

Az egyedi enzim nanorészecskék segitségével torténd enzimstabilizalas lehetdségei koziil eddig a szer-
ves/szervetlen hibrid polimerrel [24, 25, 26], illetve a szerves akril kopolimerrel [27] torténd burokképzést
tanulmanyoztuk. Az ilyen modon kialakitott polimer nanoréteg az enzimek koriil tobbféle funkcidval is ren-
delkezhet.

1) Korabbi vizsgalataink soran a polimer réteg enzim stabilizal6 funkcidjat tanulmanyoztuk. A kisérleti
eredmények megerdsitették, hogy mind a szerves/szervetlen polimer réteg, mind pedig az akril kopolimer
réteg rendelkezik enzimstabilizalo funkcioval. Mindkét fajta polimer réteg képes stabilizalni egyedi enzime-
ket, tobb kiilonb6zé enzim parhuzamos miikddésével funkcionald multifunkcionalis multienzim komplexeket
(pl. cellulaz multienzim komplex). A lebontott szubsztratum mérete lehet nagy is, természetes kristalyos cellu-
16z molekulakat is sikeriilt lebontani. Tovabba megallapithatjuk, hogy a polimer réteg stabilizalé funkcioja
tobbrétli. Beszélhetiink a) mechanikai stabilitasrdl: amikor az enzim természetes mitkddési homérsékletén, de
intenziv razatas (150 rpm) mellett jelentdés mértékben megndvekedik az egyedi enzim nanorészecskék stabili-
tasa (2. abra). Megkiilonboztethetiink emellett még b) héstabilitast: olyan magas hémérsékelten (80 °C), ahol a
természetes enzimek mar néhany perc alatt denaturalédnak, az egyedi enzim nanorészecskék megdérzik stabili-
tasukat a természetes enzimek életidejének akar szazszorosaig (2. abra). ¢) Ugyanakkor extrém pH-értékeken
(pH = 1,5 és pH = 12,5 kozott) is megorzik eredeti aktivitasukat. A természetes enzimek az erdsen savas €s
lugos pH értékeken szintén denaturaldodnak, aktivitasuk elvész. d) A kisérleti eredmények tanisaga szerint
olyan enzimek esetében, amelyek monomerként nem aktivak, hanem csak tobb enzim molekula altal kialaki-
tott un. negyedleges szerkezetekben aktivak, egyedi enzim nanorészecskeként mérhetd aktivitasuk. Példaul a
Thermobifida fusca fajbol izolalt B-xiloziddz enzimek monomerként nem aktivak, hanem legalabb dimer kell
az aktivitasukhoz, de teljes aktivitas értéket tetramer formaban mutatnak. Az egyedi enzim nanorészecskeként
torténd stabilizalast kovetd aktivitas azt bizonyitja, hogy az enzim molekulak koriil kialakitott polimer burok
nem befolyasolja a negyedleges szerkezetet, képesek a finomabb kdlcsdonhatasok is kialakulni a stabilizalast
kovetden. Valosziniileg a miivelet soran a mar kialakult tetramer egységeket burkoljak be.

Az enzim stabilizal6 funkcid mellett felmeriilt annak a lehet6sége, hogy az egyedi enzim
nanorészecskéket stabilizalo néhany nanométer vastagsagu polimer hald tovabbi funkciokkal is rendelkezik.

2) A szakirodalom tanulmanyozasa soran kideriilt, hogy mind a metakriloxi-propil [33] csoportokat tar-
talmazd, mind az akril kopolimereket [34] elterjedten hasznaljak gydgyszer-hordozokként és rendelkeznek
azokkal a tulajdonsagokkal, amelyek a hatéanyagnak a célszervbe torténd juttatdsahoz sziikségesek. Vagyis
atjutnak a bioldgiai membranokon, nem toxikusak és nem immunogének [35, 36]. Ezek a gélek azonban na-
gyobb méretiiek voltak és csupan kis molekulak szallitasara hasznaltak 6ket. Egyedi fehérje nanorészecskék
formajaban a hatéanyag szallitdé funkcidjukat még senki sem vizsgalta. Fehérjék, mint gyogyszer hatdbanyagok
transzportjara az €16 szervezetben sok esetben hasznalnak polimer hordozokat [37]. Azonban ezek a hordozok
joval nagyobb (tobbnyire mikrométeres) mérettartomanyban helyezkednek el. A polimer hordozé segitségével
a szervezetbe juttatott fehérje hatdanyagoknak ugyanakkor nagyon rovid az élettartamuk, a szervezetbdl ha-
mar kiiiriilnek, vagy lebomlanak, miel6tt a hatasukat megfelelden ki tudndk fejteni. Ezek a hagyomanyos fe-
hérje hordozd polimerek ugyanis a fehérjéket nem stabilizaljak, hanem a fehérjék csupan bediffundalnak és
viszonylag gyenge kolcsonhatasokkal megrekednek a polimer haldk belsé tiregeiben. Felmertilt a kérdés, hogy
az akril, illetve szilil funkcids csoportokkal rendelkez6 polimerek képesek-e atjuttatni a bioldgiai membrano-
kon fehérje természetli hatdanyagokat egyedi fehérje nanorészecskék formajaban.

Az egyedi fehérje nanorészecskék gydgyszer hatdanyag hordozd funkcidjanak vizsgalatat a bioldgiai
membranokon torténd atjutasanak vizsgalataval kezdtiik. A gyogyszer hordozd anyagok egyik legfontosabb
tulajdonsaga a gyogyszer hatdéanyag atjuttatisa olyan bioldgiai membranokon, amelyek normal esetben nehe-
zen atjarhatéak. Az emberi szervezetben az egyik legnehezebben atjarhaté bioldgiai hatarfeliilet (barrier) a
vér-agy gat. A gyogyszer hatdéanyagok [38], kiilondsen a peptid és fehérje természetli hatdoanyagok [39] atjut-
tatasa a vér-agy gaton ezért intenziven kutatott teriilet. Célul tiiztiik ki egyedi fehérje nanorészecskék atjuttata-
sat a vér-agy gaton, hogy bizonyithassuk, a fehérje nanorészecskéket koriilvevo polimer réteg gyogyszer-
hordoz6 funkcioval is rendelkezik.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Anyagok

2.1.1. Vegyszerek

Akrilsav-klorid, 1,3-bisz-trisz-hidroximetil-metilamino-propan vagy Bis-Tris propane (Sigma), natri-
um-bisz(2-etilhexil)szulfoszukcinat vagy aerosol OT (AOT) (Fluka), dinatrium-hidrogénfoszfat, kalium-
dihidrogénfoszfat, calcium-klorid, 2-propanol, n-hexan (Spektrum-3d, Scharlau), metakriloxipropil-
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trimetoxiszilan (MAPS), 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (Fluka), akrilamid-biszakrilamid mix (1:10,
Sigma, ill. hazilag 0sszekevert biszakrilamid hozzaadasaval, Sigma), tetrametil-etiléndiamin (Sigma), 3,5-
dinitroszalicilsav (Sigma), natrium-metabiszulfid (Spektrum-3D), fenol (Sigma), natrium-peroxo-diszulfat
(Sigma), fluoreszcein-izotiocianat (Fluka), bovin serum albumin (Sigma).

2.1.2. Miszerek

crer

Biochrom 4060 spektrofotométerrel (Pharmacia) mértilk. Az egyedi enzim nanorészecskék eldallitasdhoz a
polimerizacios 1épésnél Vilber Lourmat UV-lampat hasznaltunk (365 nm). Az elektronmikroszkopos felvéte-
lek JEOL-1200X transzmisszids elektronmikroszkoppal késziiltek (gyorsito fesziiltség 80 kV).

2.2. Modszerek

2.2.1. Az egyedi fehérje nanorészecskék eldallitasanak modszere
szitiink pH = 7,15 120 mM-os foszfat pufferben. (Haromszor ioncserélt vizet haszndlunk, fajlagos vezetoké-
pesség: p = 8,15 uS.) Szobahdmérsékleten 3 mg fluoreszcein-izotiocianatot adtam a feloldott BSA-hoz és
magneses kevertetés mellett 2 6ran keresztiil reagaltattam szobahdmérsékleten. Az el nem reagalt FITC elta-
volitasara dializist végeztem. A dializishez 10 kDa-os vagoéllel rendelkezd, 12 mm-es atmérdju dializis csovet
hasznaltam. A dializist 2 x 6 6ran keresztiil 4 °C-on végeztem 1,5 1 120 mM-os pH = 7,15 foszfat-pufferrel
végeztem, az el nem reagalt festékmolekuldkra vonatkozoan dsszesen 10000 x higitast értem el.

A BSA fehérjék feliiletének modositasahoz 0 °C-ra hiitottem az elegyet és allando kevertetés mellett
100 pl akrilsav-kloridot adtam hozza. Oxigén-mentesitett vizben, Ny-atmoszféraban 152 ul ml 10:1 aranyt
akrilamid: biszakrilamid elegyet adtam hozza, majd 45,8 mg ammonium-peroxo-diszulfatot adtam, majd miu-
tan Osszekeveredtek, 2 pl TEMED iniciatorral inditottam a polimerizacios reakciot. A reagaltatast szobaho-
mérsékleten 6 6ran keresztiil végeztem.

Az el nem reagalt monomerek és a reagensek eltavolitasara ismét dializist végeztem (10 kDa-os vagoél-
lel rendelkez6, 12 mm-es atmérdjii dializis csével). A dializist most is 2 x 6 6ran keresztiil 4 °C-on végeztem
1,51 120 mM-os pH = 7,15 foszfat-pufferrel végeztem (6sszesen 10000 x higitas).

2.2.2. Allatkisérletek

Az allatkisérletekhez 200-250 g-os Wistar tipusu felnétt patkdnyokat hasznaltunk mindkét nembdl. Az
allatokon mély ketamin-xilazinos altatast végeztiink (intramuszkularisan 20-80 mg/kg testtomeg). Altatas utan
a patkanyok hasfalan ejtett metszést kovetéen a beleket félrehajtva a kisérleti anyagot a vena cava inferiorba
juttattuk (1 ml/100 g testtdmeg mennyiségben 5 mg/ml egyedi albumin nanorészecskét tartalmazoé oldatot,
illetve 5 mg/ml kontroll albumint tartalmaz6 oldatot 1 percen beliil). A kettds festés esetében (1d. 6. dbra) két
os rodamin oldat. A kettds festés esetében a beadott oldat 5 mg/ml egyedi albumin nanorészecske mellett 1%
rodamint is tartalmazott.

1, 2, 3, 10 és 30 perc elteltével az allatokat ledltiik és az agyukat 0,1 M-os Na-foszfat pufferben (pH =
7,4) oldott 4%-o0s paraformaldehid oldatban 48 oran keresztiil fixaltuk. A formalinban fixalt agyakon Vibro-
tome késziilékkel 50 um vastagsagu koronalis metszeteket készitettiink. A fluoreszcens mikroszkopiat Olym-
pus BX-51 fluoreszcens mikroszkdppal végeztiik, a fényképeket DP50 digitalis kameraval készitettiik (mind-
ketté Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan).

3. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. Hat6anyag hordozonak alkalmazhaté egyedi fehérje nanorészecskék eléallitasa

Az egyedi enzim nanorészecskék eldallitasaval kapcsolatban korabban kétfajta modszert tanulmanyoz-
tunk (3. abra). Mindkét modszer esetében a fehérje molekulak feliiletérdl kiindulva torténik a polimer réteg
kialakitasa. A Kim és munkatarsai [24] altal kidolgozott modszer harom 1épésbdl all. Az enzim feliiletét az
els6 1épésben akrilsav-kloriddal vizes kdzegben modositjuk ugy, hogy a fehérje molekulak feliiletén talalhato
primer amin csoportok (pl. a lizin aminosav oldallancaban talalhaté amino csoport) elreagalnak és akril
csoportok alakulnak ki a helylikon (3. abra). A feliilet-moddositott fehérjét a korabban emlitett hidrofob ion-
parosodas (hydrophobic ion pairing) modszerével (1. abra) molekularisan szerves olddszerben (hexanban)
oldjuk ugy, hogy a fehérje molekulak apolaris feliileti oldallancai kdzvetleniil érintkezhessenek az oldoszerrel.
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Ez ugyanis az apolaris olddszerben lejatszodd polimerizaciod alapfeltétele. A hozzdadott metakriloxipropil-
trimetoxiszilan (MAPS) monomerek 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) iniciator segitségével 360 nm-es UV-
fény jelenlétében polimerizalodnak. A polimer szalak a kompozit termék vizes kozegbe juttatasaval
keresztkotéseket alakitanak ki és 1étrejon a térhalos polimer réteg a fehérje molekulak koriil. A bovin serum
albumin molekulakat a hidrofob ionparosodas modszerével [31] nem sikeriilt stabilizalni, a fehérje
kicsapodott, ezért ezt a modszert a tovabbiakban nem részletezziik.

A Yan és munkatarsai altal kidolgozott egyedi enzim nanorészecskéket eldallito modszer [27] (3. abra)
elsé 1épésében az enzim molekula feliiletén elhelyezkedd primer amino-csoportok alakulnak at vinil-
csoportokka. A Yan és munkatarsai altal alkalmazott modszer esetében ezt a felillet modositast amino-
antipirin jelenlétében N-akrilszukcimiddel hajtottdk végre és a reagenst dimetil-szulfoxidban oldjak és azt
kromatografiasan tavolitjak el a reakciobefejezOdése utan a reakcid elegybdl. A Iépések egyszerlisitése
érdekében ezt az elsd 1épést modositottam és akrilsav-kloridot reagaltattam a BSA molekulakkal 0 °C-on és a
maradék, el nem reagalt akrilsav-klorid a hdmérséklet emelkedésével spontan elbomlik, illetve a vizzel metil-
akrilatta és sosavva bomlik. A kovetkezd 1épésben vizes kdzegben kialakithatd a térhalds polimer réteg (3.
abra). A reakcié moédositasaval elértiik, hogy oldoészer csere nélkiil, kozvetleniil a feliilet mdodositd 1€pést
kovetden kialakithato legyen a polimer réteg a fehérje molekulak kortil (,,one pot reaction”).

A
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3. bra
Az egyedi fehérje nanorészecskek eléallitasanak modszerei A) harom lépésben Kim
és munkatarsai szerint [24] B) két lépésben Yan és munkatarsai szerint [27]

3.2. Egyedi BSA nanorészecskék atjutasa a vér-agy gaton

A Kkisérletben hasznalt bovin serum albumin molekulak megfestéséhez fluoreszcein-izotiocianat (FITC)
fluoreszcens festéket hasznaltunk. A FITC molekula a fehérjék festésekor szintén a primer amin csoportokhoz
kotodik. Mivel a feliiletmodositashoz sziikséges akrilsav-kloridot a bomlékonysaga miatt mintegy szazszoros
feleslegben adjuk hozza a reakcid elegyhez, el0szor a festést végeztiik el 1:1 FITC: BSA molaranyban ada-
golva. Ezt kovetden tortént a fentiekben részletezett 1épéssorozat az egyedi fehérje nanorészecskék kia-
lakitasara.

10 perccel a kisérleti anyag beadasa utan a metszeteken az erek koriil a fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) megfestett egyedi albumin nanorészecskék (FITC-SPN-BSA) homalyos felhdt alkotva az agyi erek
koriil helyezkednek el, mar kijutottak a kapillarisokon €s atjutottak a vér-agy gaton, henger alakban diffundal-
nak tovabb a kapillarisok kdrnyezetébdl az agy tavolabbi iranyaba (4.A édbra, csillaggal jeldlt teriiletek). Osz-
szehasonlitva a kontroll anyaggal, 10 perc utan a FITC-tal megfestett nanoréteg nélkiili albumin (FITC-BSA)
az ereken beliill marad, ezért az erek konturjai élesen kirajzolédnak (4.B abra, nyilak).
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3.2.1. A vér-agy gaton torténd atjutas pillanata

2-3 perccel a kisérleti anyag beadasat kovetden a fluoreszcens mikroszkopias felvételeken lathatod az a
pillanat, amikor a FITC-tal festett egyedi albumin nanorészecskék éppen atjutnak a vér-agy gaton (5. abra). Az
abra jobb oldalan lathatd nagyobb nagyitasnal vilagosan kivehetd az ér belso iirege, amely iires, mert a fluo-
reszcens anyag éppen atjutott rajta. Az ér fala, illetve a vér-agy gat képlete az erek koriil élénken fluoreszkal,
ami azt mutatja, hogy az egyedi albumin nanorészecskék éppen a vér-agy gaton valo atjutas fazisaban vannak.

FITC-BSA FITC-SPN-BSA

4. dbra
Kontroll (B) és egyedi albumin nanorészecskék (B) atjutdasa a vér-agy gaton 10 perccel a beadast kévetoen

5. abra
FITC-tal festett egyedi albumin nanorészecskék atjutisa a vér-agy gaton 2-3 perc utan. A kis felbontasi met-
szet (A) latszolag nem kiilonbozik élesen a kontrolltol, azonban a nagyitott képen (B) lathato, hogy a kisérleti
anyag elhagyta az erek belsé iireget és az érfalban, illetve a vér-agy gaton beliil tartozkodik.

3.2.2. A vér-agy gaton torténd atjutas kettds festéssel

Abban az esetben, ha az agy nem kap elegend6 oxigént (hipoxia), a vér-agy gat atjarhatova valik. An-
nak a kizarasara, hogy az oxigénhianyos allapot okozta az egyedi albumin nanorészecskék atjutasat a vér-agy
gaton, kettds festést alkalmaztunk. A FITC mellett jol elkiilonithetd, piros szinl fluoreszcenciat adé rodamin
festéket hasznaltunk (6. abra).

Ennél a kisérletnél két vak probat is végeztiink. Az egyik esetben rodamint adtuk a kisérleti allatoknak,
majd fél oraval a beadast kdvetden ledltiik ket és az agyakat a leiras szerint fixaltuk, majd metszeteket készi-
tettiink beldliik (1d. 2.2.2 fejezet). Az eredmények azt mutatjak, hogy ebben az esetben nem keriilt 4t rodamin
festék a vér-agy gaton (6. abra, Kontroll 1). Masodik kontrollként FITC-tal megfestett nanoréteg nélkiili bovin
serum albumint adtunk a kisérleti allatoknak és a beadast kdvetden fél oraval a tobbivel analog modon feldol-
goztuk az agyakat. A szovettani kép (6. abra, Kontroll 2) mutatja, hogy a FITC-BSA ebben az esetben sem
jutott at a vér-agy gaton. Az erek a metszeten jol elkiilonithetok az agy allomanyatdl. A kisérletben egyszerre
kaptak a kisérleti allatok rodamin festéket, amelyet nem kotottiink semmihez, 1%-o0s koncentracidban, illetve
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a FITC festékkel megfestett és zolden fluoreszkald egyedi albumin nanorészecskéket (FITC-SPN-BSA kon-
jugatumot) 5 mg/ml-es koncentracioban (1 mg/100 g testtdmeg mennyiségben). A szdvettani képen jol
lathato, hogy a két festék a beadas utan 30 perccel mar jol elkiilonill egymastol. A FITC-SPN-BSA kon-
jugatum mar homogénen eloszlik az agy allomanyaban, az erek lumenében viszont nem talalhaté (6. abra,
lent). Ellenben a piros szinii rodamin festék megmarad a véredények falan beliil (Id. nyilak) és élesen elkiilo-
niil a kdrnyezetétdl.

Kontrell 1. Kontroll 2.

Rhodamin + BSA FITC-BSA

6. abra
FITC-tal festett egyedi enzim nanorészecskék atjutasa a vér-agy gaton (30 perc, kettos festés)

5. KOVETKEZTETESEK

A kisérleti eredmények bizonyitjak, hogy az egyedi fehérje nanorészecskéket koriilvevd polimer réteg a
fehérjék stabilizalasan kiviil hordoz6 funkcioval is rendelkezhet. Néhany nanométer vastag polimer réteg is
elegend6 ahhoz, hogy specifikus szallitdé funkcidval rendelkezzen az €16 szervezetben olyan nehezen, csak
specifikus aktiv transzporttal atjarhaté biologiai hatarfeliiletek (barrierek) esetében is, mint a vér-agy gat.
(Szamitasaink szerint, valamint irodalmi adatok [27, kieg. anyag] alapjan kijelenthetjiik, hogy az egyedi fe-
hérje nanorészecskéket koriilvevd polimer burok mintegy 10 monomerbdl allo oligomer tiiskéket tartalmaz,
szam szerint 5-6 db oligomer szal/fehérje molekula, amely a fehérjék tomegének mintegy 10%-a).

Osszefoglalva elmondhatjuk tehat, hogy az egyedi fehérje nanorészecskéket korbedleld polimer réteg
multifunkcionalis, eddigi eredményeink alapjan legalabb kétfajta funkcioval rendelkezik: 1) stabilizal6é funk-
cio. A polimer szalka kozott kialakulod keresztkotések megakadalyozzak a fehérjék széttekeredését (unfolding)
és azaltal novelik a fehérjék stabilitasat. Ipari szempontbdl ez a technika elsdsorban az enzimek stabilizalasa
szempontjabol lehet hasznos. Megkiilonboztethetiink a) mechanikai stabilitast, amikor optimalis hdmérsék-
leten razogéppel torténd razas mellett tapasztalunk a SPN-nél stabilitas novekedést (Id. 2.a abra) b) hosta-
bilitast, amikor extrém magas homérsékleteken tapasztalhatunk stabilitdas novekedést, amelyeken a ter-
mészetes fehérjék mar denaturalédnak (2.b abra), c) pH-stabilitast, amikor erésen savas (pH = 1,5), illetve
lugos (pH = 12,0) pH-értékek mellett is tapasztalhatunk aktivitast (2.c abra), valamint d) negyedleges szerke-
zet megbrzeését (2.d abra). 2) egy Gjonnan megismert funkcidja a nano-rétegnek a bioldgiai membranon ke-
resztiil torténd szallitd funkcid. 3) Folyamatban van annak megvizsgalasa, hogy rendelkezik-e a polimer-
nanoréteg a beburkolt fehérjékre vonatkozd molekularis szintli immunizolal6 funkcidval.

Az egyedi fehérje nanorészecskék felhasznalasi teriiletei tehat az ipari enzim stabilizalason, illetve a
mezoporusos szilika gélbe, mint hordozdba vald rdgzitésen (enzim alapi nano-reaktorok), valamint nano-
méretli szenzorokként valé alkalmazhatosagukon kiviil tovabb béviiltek. Megvizsgaltuk kiilonbozé képalkoto
eljarasokban, — ugymint fluoreszcencia mikroszkopia (FM), transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM) —
val6 felhasznalhatosagukat (7. abra).
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6. TAVLATI KILATASOK

Folyamatban van az egyedi fehérje nanorészecskék atomer6 mikroszkopiaval kombinalt teljes visszave-
rédésen alapul6 infravords spektroszkopia (AFM-TIRF), illetve a térbeli és idobeli eloszlast egyarant kdvetni
tudé nanoSPECT/CT berendezéssel torténd vizsgalatuk (7. abra). Jelenleg hemoglobin molekulakbdl allitunk
el egyedi fehérje nanorészecskéket, amelyeket liposzomakba csomagolva miivérként alkalmazhatunk. A
nanoréteg anyagi minOségét is valtoztatva hiperelagazasos polimereket, illetve magneses nanoréteget is kipro-
balunk.

A nanoréteg immunizolald képességének vizsgalata folyamatban van (ez egy harmadik funkcié lehet).
Tovabbi kérdés, hogy miikddhetnek-e finom fehérje-fehérje kdlcsonhatasok egyedi fehérje nanorészecskék
alkalmazasaval, illetve a biodegradabilitds mennyire lasst.

1 Enzim sfablll 2aids
nanohordozokk 2l «

2 Nano-reaktorok [mezoprusos
szilika hordozan) «

A Nano-szenzorok l

4 Képalkotdas (FM,v TEM, v
—_— " NIKON IEM, AFM-TIRF,

NanonBPECTICT)

S Nano-mébrata fekhérle hatdanyag
horodozg -

* = magvalasult ",

v =folyamatoan van | & molekuliris g2intf immun-izolicia [7) |

7. dbra
Az egyedi enzim nanorészecskék felhasznalasi lehetoségei

Roviditésjegyzék
AFM-TIRF atomerd mikroszkopiaval kombinalt teljes infravords visszaverdédésen alapul6 fluo-
reszcencia spektroszkdpia
AOT natrium-bisz(2-etilhexil)szulfoszukcinat vagy aerosol OT
BSA bovin serum albumin
FITC fluoreszcein-izotiocianat
FM fluoreszcens mikroszkdpia
TEM transzmisszios elektronmikroszkopia
MAPS metakriloxipropil-trimetoxiszilan
nanoSPECT/CT laborallat komputer tomografiaval kombinalt izotopos SPECT (single photon
emission computed tomography)
PAMAM polimamidoamin dendrimer
SPN egyedi fehérje nanorészecskék (single protein nanoparticles)
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