Beszamol6 az Allami Eotvos Osztondijasként végzett

Endoszomalis hatoanyagszallitas a tumorterapiaban
poli(aminosav) alapu polielektrolit komplexek segitségével

palyazatomrol

Allami Eotvés 6sztondijas munkamat 2022. majus 1. és jalius 31. valamint 2022. szeptember
15. és december 15. kozott Prof. Anna Salvati kutatocsoportjaban (University of Groningen,
Faculty of Science and Engineering, Nanomedicine & Drug Targeting — Groningen Research
Institute of Pharmacy) végeztem. A munka soran kiilonb6z6, a munka elézménye soran
szintetizalt polielektrolitokra épiil6é nanorészecskék eldallitasat €s ezek sejtek €letképességére
gyakorolt hatasat, valamint a sejtfelvételi mechanizmusok feltarasat tiiztiik ki célul.

A mobilités elején kiilonbozd polaros és apolaros oldallancokkal rendelkezd polielektrolitokra

(1. abra) épiil6 nanokomplexek eldallitasat és az eldallitasi paraméterek optimalizalasara

fokuszaltam.
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l.abra: Kiilonb6z6 oldallinccal rendelkezé polielektrolitok szerkezete
Az 1. abran lathato polielektrolitokat kiilonb6z6 aranyban az el6z6 kisérletek soran
meghatarozott 5,5-es pH-n kevertem 0ssze és mértem a kialakult nanorészecskék méretének és
zeta potencidljanak a valtozasat. A kisérletek soran a polaros (AH) oldallanct és apoléaros (PA)
oldallancu ellentétes toltésii polielektrolitokat alkalmaztam egy kisérleti Gsszeallitas soran
parban. Az oldallancok szerepe a komplexek stabilitdsanak ndvelése volt bioldgiailag relevans
kozegekben, mivel elképzeléseink szerint az oldallancok képesek lefedni a toltéseket a
részecskék feliiletén, ezaltal ndvelve a komplexek stabilitdsdit magasabb ionkoncentracid
esetében. A 2. abra mutatja a 1:1 ardnyban polianiont €s polikationt tartalmazé résszecskék

méreteloszlasat, illetve a Zeta-potencialjat.
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2. abra: Kiilonboz6 polaritasu oldallanccal rendelkezd polielektrolit komplexek mérete és Zeta
potencialja

A 2. dbra mutatja, hogy az 1/1 arany esetében mindkét részecske atlagmérete S00nm koriilinek
adodott (AH esetében 573nm, mig PA estében 480nm), valamint mindkét részecske esetében
elmondhato, hogy a Zeta potencial érték negativ értéket vett fel. Ez arra utal, hogy hiaba 1/1
aranyban talalhatéak az ellentétes toltéssel rendelkezd polielektrolitok a részecskékben a
polianion helyezkedik el a részecske kiilsé részén. Tovabbiakban vizsgaltam a polielektrolitok
aranyanak a hatasat a részecskeméretre €s Zeta-potencialra, amely eredményeket az 1. tablazat
tartalmazza.

1. téblazat: Kiillonb6z6é molaranyt komplexek mérete és Zeta potencialja

PASP-AH5/DMAP-AH5 PASP-PA5/DMAP-PA5

ten Részecskeméret | PDI Zeta-” Részecskeméret | PDI Zeta-. ,

Toltésarany (nm) (%) potencial (nm) (%) potencial
(mV) (mV)

1(-):1(+) 573,1+117,7 | 30,11% | -17,6 480+177,9 23,92 -14,97
1,5(-):1(+) | 240,7+156,9 | 20,70% | -24,3 203,8+49,34 11,29 -24,50
1,7(-):1(+) | 270,6 +158,5 | 20,90% -27 195,5+57,38 15,22 -28,50
1,9(-):1(+) 261 +£131,7 |21,30% | -28,3 194,7+59,15 15,86 -28,34

2(-):1(+) 204,7+ 86,4 | 18,40% | -28,2 139,3+37,38 15,12 -28,76
2,3(-):1(+) 188,8+ 71,5 |16,40% | -30,6 212,7+80,73 17,62 -29,39
2,5(-):1(¢) 213,6 £88,5 |1940% | -27,7 223,2+49,09 18,28 -30,24

A mérési eredmények jol mutatjak, hogy a polianion részaranyanak a novelésével a kialakult
komplexek atlagos mérete nagymértékben csokken, valamint a részecskék egyre negativabb
Zeta-potencial értékkel rendelkeznek. Ennek oka abban keresendd, hogy a polianion
részaranyanak a novelésével egy mag/héj szerkezetii struktura alakul ki, amelyben a
polikationok beliil a magban, mig a polianionok kiviil a hé¢jban helyezkednek el. Mind a méret
csokkenése, mind pedig a Zeta-potencial érték csokkenése a 2:1 aranyta komplexekig
megfigyelhetd. Mivel a Zeta-potencial értékének csokkenése novelheti a részecskék stabilitasat,

ezért az in vitro sejtes kisérletek soran elsdsorban a 2:1 aranyt részecskékre fokuszaltam.



Az in vitro sejtéletképességi €és sejt internalizaci6 mérésekhez Hela sejtek segitségével
vizsgaltam, amelyeket sz¢leskoriien alkalmazzdk az irodalomban hasonl6 rendszerek tesztelése
esetében. A komplexek tesztelése eldtt azonban megvizsgéltam a kiilonb6z6 oldallancokkal

rendelkezd polimerek koncentracio fiiggo citotoxikus hatdsat (3. abra).
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3. abra: Kiilonb6z6 polielektrolitok koncentracio fliggd HeLa sejtek életképességére
gyakorolt hatdsa
Az eredmények jol mutatjak, hogy amig polianionok nem rendelkeznek citotoxikus hatassal
akar 400 pg/ml koncentracio esetében sem, addig a polikationok jelentds citotoxikus hatassal
rendelkeznek, akar mar 50 ],Lg/ml koncentracio esetében. Ez a hatas annak készénheté, hogy a
vezet. Emellett megfigyelhetd, hogy a citotoxikus hatas sokkal kisebb mértékii volt a hidrofil
oldallanccal rendelkezd polikationok esetében, mint a hidrofob oldallanc esetében, amely két
dologgal magyarazhatd: a polaris oldallanc vagy megnoveli a polimer sejtek altali felvételét,
vagy a hidrofil oldallanc jobban lefedi a polimerek toltését, igy azok kevésbé citotoxikussa
valnak. A kovetkezd kisérletek soran éppen ezért a részecskék vizsgalata esetében a
koncentraciot ugy allitottam be, hogy a legkisebb, 50 pg/ml koncentraciot a polikationok
koncentracioja ne haladja meg. A 4. abran lathat6 a kiilonb6z6 Osszetételli komplexek esetében

mért citotoxicitasi értékek lathatoak.
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4. abra: kiilonboz6 Osszetételli komplexek esetében mért citotoxicitas

A 4. abran lathato, hogy a komplexek esetében (piros négyszog) az életképességi mutatok
javultak a polikationos mérésekhez képest, azonban a komplexek citotoxikusabbnak
bizonyultak a polianiokhoz viszonyitva. Ezt az eredményt azért talaltuk meglepdnek, mert a
komplexek mind negativ Zeta-potencial értékkel rendelkeznek, amelybdl azt varnank, hogy a
részecskék hasonloan citotoxikusak mint a polianionok. A nagyobb citotoxicitasbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a részecskék nem stabilak a sejtes kisérletek soran alkalmazott
tapoldatokban, vagy legalabbis valtozik a részecskék strukturaja.

Az életképességi vizsgalatokkal parhuzamosan elvégeztem polimerek és részecskék sejtek
altali internalizacidjanak vizsgélatdt aramlasos citometria segitségével. A kisérletekhez a
polimereket brilliant krezil kék (BCB) fluoreszcens molekulavval modositottam. A mérési
eljaras validalasdhoz a BCB-vel jelolt PSI-t kiillonb6zd koncentracioban alkalmaztam és
mértem a fluoreszcens intenzitast 5 €s 24 ora elteltével (5.4bra). A mérés kiértékelése soran a
két dimenzids szorasi eredmények segitségével kapukat alkalmaztam, amelyek segitségével

kivalasztottam az ¢letképes és egyediilallo sejteket, amelyek fluoreszcens jelét mértem.
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5. abra: BCB-vel jelolt PSI szerkezete €s a fluoreszcens intenzitas koncentracio
fliggvénye
Az dramlasos citometria eredmények alapjan elmondhaté, hogy az €letképes sejtek esetén mért
idével egyarant. Ezen eredmények alapjan a BCB jelolés megfelelden alkalmazhato a
polimerek sejtek altali internalizacidjanak nyomon koveteséhez. A tovabbi kisérletekben

megvizsgaltam a kiilonbozd, a komplexek HeLa sejtek altali felvételét (6. abra).

\
I
T l_ Sample Name Subset Name | Count | Median : FL2-A | Mean : FL2-A
15K PASP-PA5+DMAP-BCB comp_3.fes| Single Cells | 20325 23008 37235
] PASP-PAS5+DMAP-BCB comp_4.fcs| Single Cells 20201 24110 28527
[J| PASP-AH5+DMAP-BCB comp_1.fcs| Single Cells 20218 26661 30121
[ | PASP-AH5+DMAP-BCB comp_2.fco Single Cells | 20187 28571 20538
g PASP+DMAP-BCB comp_2.fcs Single Cells 20468 10548 75053
© [ | PASP+DMAP-BCB comp_1.fcs Single Cells | 20404 10098 81706
PSI-DMAP-BCB_2.fcs Single Cells 3107 218054 220408
PSI-DMAP-BCB_1.fes Single Cells 4564 225018 230571
["]| control _1 .fcs Single Cells 31688 8303 7659
[ | control _2.fcs Single Cells 20124 8450 7108

FL2-A :: PC5-A

6. ébra: A kiilonb6z6é komplexek és PSI-DMAP polimer sejtek altali felvételének

vizsgalata
Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a hidrofil és hidrofob oldallanccal rendelkez6
polimerekbdl felépitett komplexek (PASP-PA5S+DMAP és PASP-AH5+DMAP) kismértékben
megnovelik a sejtek altali felvételt az alap komplexekhez képest (PASP+DMAP) és mindegyik
komplex esetében nagyobb fluoreszcens jel volt mérheté a kontrol csoporthoz képest. A
komplexeket ¢és a polikationos polimert (PSI-DMAP) 6sszehasonlitva megfigyelhetd, hogy a
polikation felvétele sokkal nagyobb mértékii volt, mint a komplexek felvétele, azonban a
betitésszam (counts) csokkenésébdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az életképes sejtek szama

nagymértékben lecsokkent a kisérlet soran. Ez az eredmény 6sszhangban van az életképességi



vizsgalatok eredményeivel. A nagyobb felvétel annak kdszonhetd, hogy a polimeren talalhato
pozitiv toltések permeabilizaljak a sejtmembrant, ezaltal a polimerek képesek bejutni a sejtbe
passziv diffazidval.

A komplexek és polikationos szerkezetek vizsgalata mellett kisérletek végeztem kiilonbo6zo,
célz6 molekuldkkal modositott polianionok sejt internalizacidjanak vizsgalatara. A polimereket
elézetesen modositottam két féle peptid szekvenciaval (RGD és GRGDS), amelyek az
irodalomban széles korben hasznéltak nanorészecskék specifikus sejtekbe juttatdsara. Az

aramlésos citometria eredmények a 7. abran lathatoak.

4 Sample Name Subset Name | Count | Median : FL2-A| Mean : FL2-A

15K = []| PASP-BCB-RGD_2.fcs| Single Cells | 21569 103151 107568

J [J| PASP-BCB-RGD_1.fos| Single Cells | 21537 07266 102140

1 PASP-BCB-RGD_3.fcs| Single Cells | 21895 07603 101088

[J| PASP-BCB-N_2.fcs Single Cells | 21575 80531 03700

] PASP-BCB-N_1 .fcs Single Cells | 21367 87304 01784

1.0K = PASP-BCB-N_3.fcs Single Cells | 21485 80531 04153

| ][ control PASP_2.fcs | Single Cells | 21522 6888 7447

S [ | control PASP_1 fcs Single Cells | 21684 8610 7151
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4 Sample Name Subset Name | Count | Median : FL2-A| Mean : FL2-A
15K = ]| PASP-BCB-GRGDS_2 fes| Single Cells | 20735 20004 31748
4 [J|PASP-BCB-GRGDS_1.fes| Single Cells | 20584 38012 40107
PASP-BCB-GRGDS_3.fcs| Single Cells | 20758 31080 35000
[J[PASP-BCB-N_2.fes Single Cells | 21575 80531 93700
4 PASP-BCB-N_1.fcs Single Cells 21367 87304 01784
1.0K = PASP-BCB-N_3.fcs Single Cells 21485 80531 04153
= J [7]] control PASP_2 fcs Single Cells | 21522 6888 7447
3 [J| control PASP_1 fcs Single Cells | 21684 6619 7151
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7. 4bra: kiilonbozd targetald peptidszekvencidkkal modositott PASP polimerek sejtek
altali felvétele
Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy amig az RGD c¢élzé agens nem volt hatassal a
polimerek sejtek altali felvételére, addig a GRGDS agens csokkentette a sejtek altal felvett
polimerek mennyiségét. EbbSl az eredménybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a GRGDS
célzoagenssel ellatott polimer esetlegesen mas mechanizmussal jut be a sejtbe mint a
modositatlan vagy az RGD szekvencidval moddositott polimer, azonban ennek igazoldsara

tovabbi kisérletek elvégzése lenne sziikséges.



A késobbi kisérleteink soran kideriilt, hogy a polielektrolitokbol eldallitott komplexek
stabilitasa a sejttenyészt6 tapoldatban megkérddjelezhetd par ora utan. A komplexek tovabbi
stabilitasanak novelésére tobbféle keresztkotési stratégiat kiprobaltunk, azonban egyik sem jart
kifejezett sikerrel. A bemutatott eredmények mellett hasonld rendszerek sejtinternalizacios
folyamatait is megvizsgaltam, azonban ezen eredmények kiértékelése még folyamatban van.
Prof. Anna Salvati kutatocsoportjaban eltoltott 6 honap alatt egy széles képet kaptam arrol,
hogy a kiilonb6zé PASP alapt polimerek milyen hatassal lehetnek kiilonb6z6 nanorészecske
rendszerek (polielektrolit komplexek, mag-héj nanorészecskék) Hela sejtek altali felvételére.
Az eredmények hasznosak lehetnek tovabbi PASP alapt nanorészecskék fejlesztése soran és 0]
mechanizmusokat tarhatnak fel polielektrolit nanorészecskék sejtfelvételi mechanizmusait
illetden. Az adatok nagy része még kiértékelés alatt van, de eldrelathatolag egy nemzetkdzi
publikacioban Osszefoglalva tervezziik lek6zolni. Emellett a palyazati idészak alatt megjelent
a Macromolecular Bioscience nemzetkozi folyodiratban kozleményem, melyben az Eo6tvos
palyazatomat feltiintetésre kertilt forrasként az acknowledgement szekcidban.

A publikacio url linkje: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mabi.202200397

Budapest, 2023. januar 11.

(Dr. Juriga David, 6sztondijas)



