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1. Roviditések

NHBCDPS epiklérhidrinnel térhaldsitott vizoldékony mono-amino-
béta-ciklodextrin polimer
BSA Bovine Serum Albumin
DAPI
4’,6-diamidino-2-phenylindole
FBS Fetal Bovine Serum
FITC-HPBCD fluoreszcein-izotiocianat molekulaval jelSlt hidroxi-

propil-béta-ciklodextrin

FITC-QABCDP

fluoreszcein izotiocianat molekulaval jelolt
epiklérhidrinnel térhaldsitott vizoldékony kvaterner-
amino-béta-ciklodextrin-polimer

FITC-RAMEB fluoreszcein-izotiocianat molekulaval jel6lt random
metilezett béta-ciklodextrin
APDH
G gliceraldehid-3-foszfataz-dehidrogenaz
HBSS Hank’s Balanced Salt Solution
HPBCD 2-hidroxi-propil-béta-ciklodextrin
NF-B nuclear factor-kappa B
PEI ot
polietilén-imin
DI Polidiszperzitas index
PBS Phosphate Buffered Saline
Pgp P-glikoprotein
QABCDP epiklérhidrinnel térhaldsitott vizoldékony kvaterner-
amino-béta-ciklodextrin-polimer
RAMEB
random metilezett béta-ciklodextrin
Rho-HPBCD rhodaminnal jel6lt hidroxi-propil-béta-ciklodextrin
Rho-RAMEB rhodaminnal jel6lt random metilezett béta-ciklodextrin
siRNS

short interfering (rovid interferalo) ribonukleinsav




TNF-a

tumor nekrézis faktor-a




2. Bevezetés

A napjainkban alkalmazott vagy ujonnan szintetizalt hatéanyagok nagy
tobbsége a Biofarmdciai Osztdlyozasi Rendszer (Biopharmaceutical Classification
System, BCS) alapjan a IV. csoportba sorolhato. Ez azt jelenti, hogy az adott anyagnak
mind a permeabilitdsa, mind pedig az oldékonysaga rossz. Az oldékonysag, ezaltal a
hatéanyag bioldgiai hasznosithatésaganak novelése érdekében szamos segédanyagra
van sziikség. Ilyen segédanyagok példaul a ciklodextrinek.

A ciklodextrinek alkalmazasa, és ezen segédanyagokkal kapcsolatos kutatasok
szama évrdl-évre novekszik, amit mi sem bizonyit jobban, mint, hogy évente tobb,
mint 1000 publikacio jelenik meg ebben a témakorben az elmult 15 évben a Pubmed
adatbazis alapjan.

A ciklodextrinek széles korben alkalmazott segédanyagok. Kiilonboz6 iparagak,
mint példaul a gyogyszer-, élelmiszer-, kozmetikai-, diagnosztikum-, robbandszer- és
a muianyagipar is kiilonféle moddon haszndlja fel ezen segédanyagokat [1]. A
ciklodextrineket f6ként a gyogyszer- és élelmiszeriparban alkalmazzak oldékonysag
novelésre, a bioldgiai hasznosithatésag novelésére, stabilizdldsra, valamint a
kellemetlen izek elfedésére és az irritalo hatasok csokkentésére [2].

Tobb, jelenleg is forgalomban 1év6 készitményben taldlkozhatunk
ciklodextrinekkel. Ilyen példaul az Abilify injekcid, amely szulfobutildlt-béta-
ciklodextrint (SBECD), vagy a Voltaren Ophta CD szemcsepp, amely hidroxi-propil-
gamma-ciklodextrint tartalmaz. Mindemelett a ciklodextreineket antidétumként is
alkalmazzdk: a Bridion nev(i készitmény, amely Sugammadexet tartalmaz a
rokurénium vagy a vekuronium izomrelaxans hatdsat képes felfliggeszteni [3]. Az
élelmiszeripar is egyre szélesebb korben haszndlja fel ezen segédanyagokat: példaul
Franciaorszagban és Belgiumban kihasznalva a ciklodextrinek koleszterin kivond
képességét, p-ciklodextrin felhaszndlasaval csOkkentett koleszterintartalmti vajat
allitanak el [4].

A ciklodextrinek, mint oldékonysagot és felszivodast fokozo segédanyagok, mar
régota megtalalhatoak a gyogyszerkdnyvben. A hidroxi-propil-béta-ciklodextrint
2010-ben a Food and Drug Administration (FDA), majd 2011-ben a European
Medicines Agency (EMA) felvette a C-tipust Niemann Pick szindroma kezelésére
szant lehetséges gyogyszerek kozé. Mindemellett kimutattak, hogy a hidroxi-propil-
béta-ciklodextrin (HBPCD) neuroprotektiv hatast lehet Alzheimer-kérban [5].

Ezen molekuldk membranhatasa [6], valamint a sejtekbe torténd felvétele jol
ismert [7]. Valojaban a ciklodextrinek eddig feltart cellularis hatdsai a membrannal



torténd interakciora és a [3-ciklodextrinek koleszterin-, a-ciklodextrinek foszfolipid-
komplexalasara vezetheto vissza. Citotoxikus és hemolizal6 hatasuknak is ez az alapja.
Ismert azonban, hogy a sejtekbe endocitézis utjdn bejuthatnak, azonban a
ciklodextrinek intracelluldris sorsat és hatdsait eddig részletesen még nem vizsgaltak.

Az ilyen széles korben alkalmazott segédanyagok esetében fontos, hogy minél
tobbet tudjunk a sejtekre gyakorolt, illetve sejten beliili hatdsairol. Az aldbbi kutatassal
hozzéjarultunk a ciklodextrinek biztonsagos alkalmazhatdsagahoz.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A ciklodextrinek

A ciklodextrinek kutatdsa 1891-ben kezd6dott el Franciaorszagban, amikor is
Antonie Villiers francia gyogyszerész, kémikus felfedezte, hogy a keményitd
fermentaloddsa soran egy ismeretlen anyag kristdlyosodik ki. Ezt elnevezte
,cellulosine”-nak, mivel feltételezte, hogy ez valamilyen cellul6z szarmazék. 1903-ban
az osztrak kémikus, bakterioldgus Franz Schardinger izolalta a Bacillus macerans nev(i
mikroorganizmust, amely keményit6 tartalmu taptalajon novesztve kétféle kristalyos
anyagot termelt. A két kristdlyos anyag hasonlitott a Villiers altal felfedezett
cellulosine-ra, ezért Schardinger a-, és 3- dextrinnek nevezte el 6ket. A ciklodextrinek
ciklikus szerkezetét az 1930-as évek masodik felétdl ismerjiik, kdszonhetéen Karl
Johann Freudenberg német kémikusnak és munkatarsainak. Ok azt allapitottak meg,
hogy ezek a dextrinek maltoz egységekbdl épiilnek fel és a-1,4- glikozidos kotéseket
tartalmaznak. A ciklikus szerkezetet el6szor 1942-ben Dexter French amerikai
kémikus, biokémikus demonstralta, aki elnevezte cikloamiloznak a dextrineket [8].

Az 1950-es évek elejétdl kezdtek el intenzivebben foglalkozni a ciklodextrinek
kutatasaval, az enzimatikus eldallitasaval, izolalasaval és karakterizalasaval. A French
altal vezetett kutatocsoport felfedezte, hogy vannak még nagyobb méreti
ciklodextrinek is, mig a német kémikus Friedrich Cramer altal vezetett kutatdcsoport
a ciklodextrinek komplexképzd tulajdondsgainak felderitésével foglalkozott. Emellett
a ciklodextrin elnevezés is Cramer-t6l szdrmazik. Az els6 szabadalom 1953-ban
Freudenberg, Cramer és Plieninger nevéhez fiz6dik. A harom kémikus szamos
példaval aldtdmasztva lefedte a ciklodextrinnel valé komplexdlds el6ny0s
tulajdonsagait, mint az oxidaciora érzékeny hatdanyagok védelme, oldékonysag
novelése, valamint az ill6 anyagok megkotése [9].

A ciklodextrineket részlegesen elShidrolizalt keményit6bdl allithatjuk eld. Az
aciklikus dextrinek keverékét a fentebb emlitett mikroorganizmus, a Bacillus macerans
altal is termelt enzim, a ciklodextrin-glikozil transzferdz alakitja at ciklikus
dextrinekké. Az igy keletkezett molekuldk nem redukalé oligoszacharidok, homogén
kristalyos anyagként allithatoak eld, tisztasaguk pedig meghaladhatja a 99,5 %-ot [10].
A ciklodextrineket kémiai szerkezetiik alapjan harom nagy csoportra oszthatunk. Az
a-ciklodextrinek 6, a P-ciklodextrinek 7, mig a vy-ciklodextrinek 8 gliikopirandz
egységbdl éptilnek fel, a-1,4- glikozidos kotésekkel 6sszekapcsolva. A molekulak belsd
lirege apolaris, mig a kiils6 felszine polaris, azaz vizben jol old6dd. Ez az egyedi
sajatsaguk lehetdvé teszi, hogy mas molekuldkat magukba zarjanak, azaz molekularis
kapszulaként viselkedjenek [11].
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1.abra: A ciklodextrinek szerkezete [9]

A ciklodextrin molekuldkon szamos szabad hidroxilcsoport taldlhato- a (-
ciklodextrinen 21 darab- melyeket kiilonféle szubsztituensekkel lathatjuk el. Ez a
szubsztitudlds leggyakrabban hidroxialkilezés (HPBCD), metilezés (RAMEB),
acetilezés vagy szulfobutilezés. A gylrik szubsztitudldsaval nagyon sokféle
szarmazék allithato el6, azonban fontos, hogy a moddositott szarmazék se legyen
toxikus, illetve ne veszitse el komplexképzd tulajdonsdgat. A szubsztitudlt
ciklodextrineket a szubsztitiicidés fokkal jellemezziik (degree of substitution, DS),
mivel a szubsztitualas altaldban random mddon torténik.

A ciklodextrin gylrGin taldlhaté szabad hidroxilcsoportok funkcionalis
modositasaval és kovalens kotésekkel lehetdséglink van nagyobb strukturdk
kialakitasara is. A hidroxilcsoportok eltérd reaktivitast mutatnak, a 2,6-OH csoportok
a legreaktivabbak. A fObb modositasi lehetdségek a deprotonacid, dehidracio és
kondenzaci6 [12]. Ciklodextrin polimerrdl akkor beszéliink, ha egy molekulan beliil
tobb ciklodextrin monomer taldlhatd. A polimerek elddllitdsa deprotonacioval
torténik, mely sordn a savas hidroxilcsoport egy erds bazissal aniont képez. Ez az anion
sziikséges az SN2 tipusu polimerizacidhoz is. A ciklodextrin polimerek térhalodsitasara
leggyakrabban epikldrhidrint hasznalnak, mely a fent emlitett modon reagal a

7y

ciklodextrin gytravel [13].

A ciklodextrin polimerek megnovelt lehetdséget kindlnak a ciklodextrinek
alkalmazhatosagara, hiszen novelik az esélyét a hatdanyag és ciklodextrin {irege
kozotti interakcionak [14]. A polimereket tobbféle mddon csoportosithatjuk. A
reakciotdl és a hidroxilcsoport szubsztitudlasatol fiiggden eldéllithatunk vizoldékony
és oldhatatlan polimereket. Az eldallitott polimer vizoldhatdsaga fiigg a monomerek
szamatol- a monomerek szamanak novekedésével csokken a vizoldhatosag-, mely a
reakci6 idejétdl, az alkalmazott szubsztituensektdl és térhalositoktol fligg [15]. A masik
csoportositas alapjan a polimerek lehetnek egyenes vagy elagazd lancaak, térhalos
szerkezetliek. Manapsag a vizoldékony ciklodextrin polimereket a gyogyszeriparban
még csak a kutatdsokban alkalmazzdk segédanyagként, oldékonysag noveldként,
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akarcsak a monomereket. Az oldhatatlan ciklodextrin polimereket pedig az
analitikdban hasznaljak féként, kiillonb6z6 gyogyszermaradvanyok, hatéanyagok és
szennyezdanyagok extrakcidjara vizes oldatokbdl [16,17].

A ciklodextrineknek jol ismert bioldgiai hatdsai vannak, melyek nagymértékben
meghatarozzak alkalmazhatdsagukat és biztonsagossagukat. Komplexképzd
tulajdonsagaiknak koszonhetéen képesek a sejtmembranban is megtaldlhato,
természetes hidrofob molekuldkat is komplexdlni, mely hatdsuk korrelaciot mutat a
citotoxicitasukkal. Az a-ciklodextrin a foszfolipideket [18,19], mig a B-ciklodextrin a
koleszterint képes kivonni a sejtmembranbdl [20]. A lipid szolubilizacié mértéke fiigg
a ciklodextrin molekula sajatsagaitol, igy a gylrt méretétdl, valamint
szubsztitualtsagatol [21]. Mindemellett a ciklodextrinek dézisfliggd mdédon képesek
komplexalni a fent emlitett lipideket, ezaltal dozisfliiggod citotoxicitast és hemolitikus
aktivitast mutatnak [22]. Kiss T. és munkatarsai bebizonyitottak, hogy 0sszefiiggés van
a B-ciklodextrinek citotoxicitdsa, hemolitikus aktivitasa és a koleszterin szolubilizald
tulajdonsagaik kozott. Caco-2 intesztindlis epitél sejteken vizsgalva, azt talaltak, hogy
a metil-B-ciklodextrin volt a leginkabb citotoxikus, mig az ionos szarmazékok vagy a
hidroxi-propil-csoporttal ~vald szubsztitualds csokkentette a szarmazékok
citotoxicitasat [23]. A metilcsoportok szamanak novelésével né a koleszterin kivond
képesség [24]. Hasonlo korrelaciot mutattak ki az a-ciklodextrinek esetében is [25]. A
sejtmembrdn koleszterin tartalmanak csokkenése, ezdltal a szerkezetének
megvaltozdsa szamos kovetkezménnyel jarhat. Lambert és munkatarsai kimutattdk,
hogy a koleszterin deplécidja csokkenti a transzmembrdn elektromos ellendllast
(TEER), ezéltal novelve a dextran paracellularis permeabilitasat Caco-2 sejteken [26].
Ez Osszefiiggésben allhat azzal, hogy a koleszterin extrakcié destabilizdlja a tight-
junction fehérje komplexeket. Mindemellett a koleszterin kivonasa, komplexalasa a 3-
ciklodextrin altal csokkentheti a sejtmembranban talalhaté efflux transzporterek, igy
az ABC transzporterek funkcidjat, melyek fontos szerepet toltenek be az intesztindlis
barrierben [27]. A P-glikoprotein egy olyan transzportfehérje, amely visszapumpadlja a
szubsztratjait az intesztindlis lumenbe, ezaltal gatolva az abszorbcidjukat. Ezen pumpa
konformacidjara, ezaltal miikodésére befolyassal van a sejtmembrdn koleszterin
tartalma [28]; annak csokkenése gatolja a pumpa miikodését [29].

Az utobbi években a hidroxi-propil-béta- ciklodextrin (HPBCD) koleszterin
kivono képességét egy ritka recessziven 6rokl6do betegség, a C tipusti Niemann- Pick
szindroma kezelésében alkalmazzadk. A betegség soran a koleszterin intracelluldris
tarolasa és szallitasa gatolt az NPC1 és NPC2 gének mutdcidja miatt. Az NPC1 egy
tanszmemban fehérje, ami részt vesz a szubsztratok retroendocitotikus
transzprotjaban, az NPC2 pedig egy lizoszomalis fehérje, ami koti a koleszterint [30] .
NPCI1 esetén a ciszteinben gazdag lumindlis hurok missense mutacioja, még NPC2
esetén szamos mutdciot leirtak mar (frame shift, inicidciés kodon mutdcidja). Ezen
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mutdciok miatt az NPC2 nem tudja megkdtni a koleszterint, az NPC1 pedig nem tudja
atvenni a koleszterint az NPC2-tdl és elszallitani azt a kés6i endoszomabdl vagy
lizoszoméabol az endoplazmatikus retikulumba [31]. Ennek kovetkeztében a nem
észterezett koleszterin kéros modon akkumulalodik az agy, maj és a 1ép sejtjeinek
lizoszémaiban, ezaltal neurodegenerativ elvaltozasokat okozva  [32]. Ory és
munkatdrsai azt talaltdk, hogy a HPBCD endocitézissal felvételre keriil a sejtekbe
ezaltal képes az akkumulalddott koleszterint komplexalni a késéi endoszomakbol [5].
Ez a felfedezés vezetett a HPBCD klinikai alkalmazasahoz [33,34]. 2010-t6] a Food and
Drug Administration (FDA), majd 2011-t8l az European Medicines Agency (EMA) is
torzskonyvezte a HPBCD-t a C- tipusit Niemann Pick szindréma kezelésében
alkalmazott 6nalld gyogyszerként. Allatkisérletekben kimutattak, hogy a HPBCD
neuroprotektiv hatdsti Alzheimer- kor esetén [35], mivel gatolja a fehérjék, mint az
amiloid- aggregaciojat [36].

Ahhoz, hogy a fent emlitett neuroprotektiv hatdsaikat Kkifejtsék, a
ciklodextrineknek at kell jutniuk a sejtmembrdnon. Nagy molekulaméretiiknek és
hidrofil sajatossagaiknak koszonhetéen nem képesek passziv diffazidval atjutni a
plazmamembranon [6]. A bioldgiai barriereken torténé atjutdsra, valamint a lipofil
hatdanyag penetracidjanak fokozasara tobb mechanizmust is leirtak mar. Az elsé ilyen
mechanizmus a felszivd hdmon kifejtett hatds. Ez a mar fentebb emlitett, a
ciklodextrinek koleszterin komplexdld tulajdonsagaval van kapcsolatban. A
koleszterin komplexdlasaval megvaltozik a sejtmembran szerkezete, Osszetétele,
ezdltal a barrier funkcié [37]. Ezeken a lipofil biologiai barriereken csak kis
mennyiségii hidrofil ciklodextrin molekula képes atjutni, azonban ha foldslegben
maradnak extracellularisan, akar csokkenthetik a lipofil hatdanyag penetracidjat [6]. A
masodik mechanizmus az aktiv transzporterek gatldsa. Ezen hatds is a koleszterin
komplexald tulajdonsaggal fiigg 0ssze. A sejtmembranban szdmos aktiv transzporter
talalhat6 (példaul az altalunk is vizsgalt P-glikoprotein), melyek a hatéanyagot a bél
lumene felé pumpaljak, ezaltal csokkentve a hatdanyag felszivodasat. Ahogyan mar
fentebb is emlitettem a koleszterin extrakcidja a mebranbdl, annak megvaltozasat
okozza. Ezdaltal megvaltozik a pumpafehérjék konformdciodja, és mikodése [38,39]. A
harmadik mechanizmus pedig az altalunk is vizsgalt endocitotikus folyamat. Ezen
mechanizmus a sejtek egyik legfontosabb képessége, hiszen a sejt igy is kommunikal
a kornyezetével [40]. Az endocitdzis sordn a felvételre keriilt hatdanyag, kutatasunk
esetében a ciklodextrin egy ugynevezett primer endoszémdba keriil, melyben
elszallitédik a korai endoszémdkhoz. Az endoszomalis érés soran a korai
endoszomabol késdi endoszoma lesz, amely fuzional a lizoszomaval, ahol majd az
endoszoma tartalma degradaciora keriil [41]. Az emldssejtekben szamos endocitotikus
utvonalat kiilonboztetiink meg a résztvevd fehérjéktdl és lipidektél vald
fliggbségiiktdl (2. dbra) [42]. Két nagy tipust ismert: az egyik a fagocitdzis, mely soran
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els6sorban fagocitdk (makrofagok, dendritikus sejtek és monocitak) képesek felvenni
szilard részecskéket. A fagocitdzis funkcidja a patogének, baktériumok eltavolitasa a
sejtekbOl. Ez egy a sejtfelszini receptorok altal er6sen kontrolldlt, energiaigényes
folyamat [43]. A masik pedig a pinocitozis, vagy mas néven folyadék fazisu
endocitozis, mely sordn a sejt folyadékot képes felvenni. A pinocitdzis minden
emlGssejt esetében megtaldlhato és tovabbi alcsoportokra oszthato. A klasszifikacio a
vezikuldk mérete, a keletkezésiik mechanizmusa, valamint a folyamatban részt vevd
fehérjék alapjan torténik [44]. Az egyik a klatrin-medialt endocit6zis, mely soran az
extracellularis folyadékot a sejtmembranban taldlhaté proteinek, sejtfelszini
receptorok megkotik, majd az klatrinnal bevont membran lef(iz6désekbe Kkertiil,
amelybdl vezikuldk lesznek [45]. Az igy keletkezett vezikulak atmérdje 60-80 nm. Ezen
folyamat egyik gatloszere a klérpromazin [46], amely hatasa erdsen sejtfiiggd. Egyes
sejttipusokon a klorpromazin fokozza az endocitézist [47], mely azzal magyarazhato,
hogy mas endocitotikus ttvonalak azonban aktivalodnak, vagy pedig ez a kationos
amfifil molekula néveli a membran fluiditasat. Plazzo és munkatarsai fluoreszcens
mikroszkdéppal vizsgdlva HeLa sejteken azt taldltdk, hogy a fluoreszceinnel jelolt
RAMEB tartalmu vezikulumok a mebran kozelében maradtak [48]. Masik ilyen
folyamat a makropinocitdzis, mely sordn a sejt membranlef(iz6déseket hoz létre, majd
a lef(iz6dés fiziondl a sejtmembrannal és nagyobb vezikulumok kelezkeznek beldle
mikozben a korbe zart folyadékot bekebelezi. Ezeket a vezikulumokat
makropinoszomdaknak nevezziik, méretiik pedig nagyobb, mint 1 um. Ebben a
folyamatban, akarcsak a fagocitdzis soran az indukdlast kivalté szignalkaszkadban
szerepet jatszanak az Rho-csalad GTPazok [49]. A makropinocitdzist tobb utvonalon
is tudjuk gatolni: a protein kindz C gatldszere a rottlerin, mig a wortmannin és az
LY294002 a foszfoinozitid-3-kindzt (PI3K) gatoljak [50,51]. A pinocitdzis harmadik
valtozata a kaveloa-medidlt endocitézis. A kaveola egy lombik alaka
membranbetiiremkedés, melynek jellegzetes komponense a kaveolin fehérje illetve a
koleszterin. A koleszterin kivonasdval a membranbdl a kaveola szétesése figyelhetd
meg [52]. A kaveola csak lassan internalizalodik, ezért ez a folyamat lassu. Az
endocitozis soran kb. 60 nm atmérdji holyagok keletkeznek, amelyek kis mennyiségt
folyadékot szallitanak a sejtekbe [53]. A kaveola-medidlt endocitozis gatloszere a
filipin, amely megkoti a szabad, nem észterezett koleszterint, ezaltal a sejtmembran
deformalddasa, roncsolddasa megy végbe. A negyedik alcsoport pedig a klatrin-, és
kaveola-fliggetlen endocitozis, amely a legkevésbé felderitett mechanizmusa az
endocitozisnak. Ez a folyamat a neuronokban, illetve a neuroendokrin sejtekben is
megtaldlhatd, ahol a membranfehérjék stimuldciéo uténi visszadllitdsdban, azaz a
szinaptikus vezikuldk ujrahasznositdsdban van szerepe. A mechanizmus sordn
keletkezett vezikuldk mérete kb. 90 nm.
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2.dbra: Az endocitdzis tipusainak sematikus abraja [42]

A kilonb6zd endocitotikus utvonalokon felvett anyagok korai, majd az
enoszOmak érése sordn ugynevezett késdi endoszomdkba keriilnek. A késdi
endoszoma szekretdlhatja tartalmat az extracellularis térbe, fluzionalhat a
lizoszdmaval, ahol a savas pH és lizoszomalis enzimek (hidroldzok, potedzok) altal a
tartalma lebontdsra keriil, majd a lizoszoma fuziondlva a sejtmembrannal, tartalmat
lizoszémalis exocitozis utjdn az extracelluldris térbe szekretdlja. Emellett a késoi
endoszéma fhziondlhat az autofagoszomadkkal, melyek a citoszélban taldlhatd
karosodott, aggregalodott fehérjéket, kdrosan miikddd sejtkompartmenteket zarjuk
magukba. A késbi endoszoma és autofagoszoma fazidjaként képz6dd organellumot
amfiszomanak hivjuk, melyek a plazmamembrannal vald fazidt kovetden
amfiszomalis szekrécid utjan tartalmukat az extracelluldris térbe szekretaljdk, vagy a
lizoszémaval faziondlhatnak, ahol a tartalmuk lebontdsra, majd lizoszémalis exkrécid

atjan az extracelluldris térbe szekretalddasra kertil (3. dbra) [54].
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3.dbra: Az endocitotikus tton felvett anyagok intracellularis sorsa [55].

3.2 Az NF- kappa B atvonal

A nuklearis faktor kappa B (NF-kB) transzkripcios faktor csalad fontos
szabalyozdja szervezetiink immunrendszerének fejlédésében, valamint az
immunvalaszok, gyulladas kialakuldsaban [56,57]. Ez a dimer transzkripcids faktor
kozponti szerepet jatszik a velesziiletett és az adaptiv immunitds kialakitdsaban, a
sejtek differencidlédasaban, proliferdcidjaban és tulélésében. Az NF-kB jelatviteli
utvonal- amely magaba foglalja az NF-kB dimerek kozotti kolcsonhatdsokat, valamint
az IxB szabdlyozokat és az IKK komplexeket- szamos ingerre reagdl és a receptor-
ligandum kolcsonhatas kovetkeztében aktivalodik [58]. Ezen jelatviteli rendszer
szigoruan szabalyozott, a jelatviteli utvonal hibas szabdlyozdsa szdmos betegség
kialakuldsaban, igy példaul a gyulladasban és a rdkos megbetegedésekben is szerepet
jatszik. Ennek koszonhetden igéretes terdpias célpontok lehetdségét kindlja ez a
jelatviteli itvonal szamos betegség kezelésében. Az NF-«kB 6t fehérje monomerbdl 4ll.
Ez az 6t fehérje a p65 vagy RelA, a RelB, a cRel, a p50 és a p52 alegység, melyek normal
esetben, inaktiv formdaban a citoplazmaban taldlhatoak meg, azonban, ha a sejtmagba
transzlokalodnak, ott kotédnek a DNS-hez. Ezek a fehérjék kiilonb6z6 dimereket
alkothatnak, mely hetero- vagy homodimerek kiilonb6zé DNS-kot6 affinitdssal
rendelkeznek. A kiilonbo6zd sejtek, kiilonb6zé NF-kB dimereket fejeznek ki [59]. Ez a
folyamat két itvonalon szabdlyozhato. Az egyik az altalanos titvonal vagy mas néven
NF-kB esszencidlis modulator (NEMO)- fiiggd utvonal. A kanonikus utvonalat a
NEMO adapter fehérjébdl és két kinazbol (IKKa és IKKP) allo kindz komplexek
kozvetitik. Szamos gyulladdsos stimulus hatasara aktivalédik a NEMO fehérjét és
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IKK-t tartalmazo6 komplex, amely foszforilalja az NF-kB- hez kotott IKK3-kat, amelyek
igy proteoszdmalis lebontasra keriilnek. Ezaltal szabadda valik az NF-kB, amely
transzlokalodik a sejtmagba, ahol kotddik a DNS-hez és aktivalja a génexpressziot. A
kindz komplexet szamos citokin- példaul tumor nekrozis faktor alfa (TNFa)- [60], a
korokozokkal tarsult molekuldris mintdzat, vagy az antigének altal kivaltott
immunstimuldcio is aktivalhatja. Ennek az Gtvonalnak 6nszabdlyozasa is lehetséges,
mely soran az IkB transzkripcios indukcié hatdsara tjra szintetizalodik és képes a
sejtmagba transzlokalodni. A sejtmagban megkoti az NF kB alegységet, visszaszallitja
a citoplazmadba, ezaltal gatolja annak hatasat [59]. A madsik Gtvonal a nem 4&ltaldnos,
mas néven NEMO-fliggetlen titvonal. Ez a mechanizmus szerepet jatszik a B-sejtek
talélésében és érésében, a dendritikus sejtek aktivacidjaban, valamint a
csontanyagcserében is. Kiilonbozo fejlédési stimulusok hatdsara a NIK/ IKK1 komplex
aktivalodasanak kovetkeztében foszforildlodik a p100. A foszforilacié soran a p100
p52-vé alakul, amely kotoédik a RelB-hez. A kialakult dimer a sejtmagba
transzlokalodik, ahol a DNS-hez kotddve aktivalja a transzkripciot. A p100 alegység
nagyrésze nagy molekulatomegl gatld komplexekben taldlhaté meg. Ezekben a
komplexekben is foszforilalodik ez az alegység, mely részleges degradaciohoz ezaltal
az NF-kB felszabaduldsdhoz vezet. A szabad alegység igy bejut a sejtmagba és korai
génexpressziot valt ki, mig a p52: RelB dimernek a késéi génexpresszioban van
szerepe. Ez a gyulladasos atvonal alternativ ttvonalakon is aktivalodhat. O" Dea El és
munkatdrsai leirtak, hogy ultraibolya (UV) sugarzas 4ltal kivaltott ribotoxikus stressz
hatdsara gatlédik az IK( szintézise, melynek kovetkeztében nd a szabad NF-xB
molekuldk szdma, amelyek igy a sejtmagba transzlokalodva génexpresszidt valtanak
ki [61].
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4.abra: Az NF-xB atvonal sematikus dbréja [62]

A ciklodextrinek NF-kappa B utvonalra gyakorolt hatdsat eddig még csak
makrofagokon vizsgaltdk. Motoyoma és munkatdrsai azt talaltdk, hogy a dimetil- alfa-
ciklodextrin gatolja a makrofagok LPS (lipopoliszacharid) indukalta stimulacidjat [56].
Magdalena Banach-Orlowska és munkatarsai a sejt koleszterin zavaranak hatdsait
vizsgaltak a limfotoxin (3 receptor (LTBR) altal kivaltott NF-kB jelatvitelre. Azt talaltak,
hogy a plazmamembran metil-béta-ciklodextrin altal okozott koleszterin deplécidja
fokozza az NF-xB LTPR 4altali aktivacidjat [63].

3.3 Autofagia

Az autofagia a citoplazmatikus komponensok lizoszoman beliili lebontasat
jelenti. Ez egy 6nemésztd folyamat, melynek célja a karosodott, aggregalddott fehérjék,
a korosan m(ikodd endoplazmatikus retikulum, peroxiszoma vagy mitokondrium
eltdvolitasa a sejtbél [64]. A folyamatnak szamos fizioldgiai és patofiziologiai
folyamatban van kulcsfontossdgti szerepe, mint példaul az energiahaztartas, az
Oregedés gatlasa és a mikroorganizmusok eliminacidja a sejtekb6l [65]. Az
autofagianak harom {6 tipusat kiilonboztetjitk meg: a makro-, mikro- és chaperon-
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medialt autofagiat. A makroautofagia sordn a citoplazmatikus komponensek az
autofagoszoman keresztiil elszallitodnak a lizoszomaba, ahol degradaciora kertilnek.
A folyamat induktora leggyakrabban valamely esszencidlis tdpanyag, altaldban az
aminosavak hidnya. A tdpanyag jelatviteli folyamat f6 szabalyozdéi az mTOR
receptorok, melyek gatladsa példaul rapamicinnel indukalja az autofagiat élesztékben
[66]. A folyamat els§ lépése egy izolacids membran vagy mads néven fagofor
képzédése, mely egy kettds rétegli lipidmembran, amely az endoplazmatikus
retikulumbdl, a Golgi késziilékbdl vagy az endoszémakbol szarmazik [67]. A fagofdr
képzddését a Beclin- 1/ VPS34 komplex szabalyozza. A kovetkezd lépés a fagofdr
multimerizacidja, melyben fontos szerepe van az Atg5-Atgl2 konjugdaciojanak és
interakcidjanak az Atgloé-tal. Ezt kovetéen a mikrotubulus asszocialt fehérje konnyt
lanc (LC3B) szintézise valdsul meg, melyet az Atg8 kdédol. Az LC3B-bdl egy
proteolitikus hasitassal az Atg4 cisztein protedz altal LC3B-I keletkezik, melyb6l LC3B-
IT keletkezik, amely beépiil a novekvd fagofdrba. A molekula beépiilése az Atg5-Atg12
komplextdl fligg, beépiilést kovetden pedig megtalalhatd az autofagoszoma kiilso és
belsd felszinén egyarant. Szerepe van a membranok késobbi fuzidjaban, valamint az
autofagoszomadba felvételre keriild komponens kivalasztasdban [68]. Ezutan a target
felvételre keriil az autofagoszémaba. Ez altaldban véletlenszerlien torténik. Ezt
Eskelinen és munkatdrsai elektronmikroszkopos felvételekkel is aldtdamasztottdk,
hiszen a felvételek gyakran valtozatos tartalmu (mitokondrium, ER- és Golgi
membran) autofagoszomakat mutattak [69]. Azonban egyre tobb bizonyiték van arra,
hogy a novekvd fagoféor membranjaba beépiildé LC3B-II molekula receptorként
funkciondl, ezaltal biztositva az aggregalddott proteinek vagy a mitokondriumok
szelektiv felvételét az autofagoszémadba. A target felvételével egy idében néhany LC3-
II/Atg8 molekula tjrahasznositasa is megtorténik az Atg4 altal. A folyamat utolséd
lépése az autofagoszoma fzidja a lizoszomaval, ahol a target a lizoszomalis protedzok
altal proteolitikus lebontdsra keriil. A fuzidé kovetkeztében kialakult kompartmentet
autolizoszémanak nevezziik. A mikroautofagia sordn a citoszolikus komponenseket
kozvetlen a lizoszéma veszi fel. A makro-, illetve mikroautofagia lehet szelektiv vagy
nem szelektiv. Szelektiv autofdgia soran a target komponensek az autofdgia
receptorokhoz kotédve keriilnek felvételre a lizoszomadakba, ahol degradacidra
kertilnek. A szelektiv autofagianak fontos szerepe van a kiilonb6z4 sejt-organellumok,
mint péladul a mitokondriumok, a peroxiszomak, a lizoszomadk, a sejtmag vagy az
endoplazmatikus retikulumok ujrahasznositasaban, ezaltal az energiahdztartas
fenntartasaban [70]. A szelektiv autofdgidban szdmos receptor és utvonal jatszik
szerepet. A mitokondriumok szelektiv autofagidjat mitofagianak, a lizoszémakét
lizofagianak, a sejtmagok emésztését nukleofagianak, mig a patogének elimindcidjat a
sejtekbdl xenofagidnak nevezziik [71]. Az autofagia diszfunkcidja szoros kapcsolatban
all kiilonbozod betegségekkel, mint példaul az dregedés, kiillonb6z6 neurodegenerativ
és rakos megbetegedések, metabolikus és sziv diszfunkciok, valamint a gyulladas. A
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sziv esetében az autofagia fontos szerepet jatszik a sejtorganellumok szabalyozasaban
normal koriilmények kozott. Az autofdgia alulmiikodése, azaz diszfunkcidja
zavarhatja a sziv szerkezeti és funkcionalis homeosztazisdnak fenntartasat, felgyorsitja
a sziv Oregedését. A sziv Orgedése soran az autofdgias flux altaldban csokken, ami az
aggregalddott fehérjék, kdarosodott sejtorganellumok felhalmozddasahoz vezet a
sejtekben. A szivben a hemodinamikai stressz és az Oregedés mitokondridlis
karosodast okoz, ami fokozott oxidativ stresszhez, igy gyulladashoz vezethet. A
karosodott mitokondriumok autofagiajanak, azaz a mitofagianak fontos szerepe van a
szivelégtelenséget kivaltd gyulladdsos folyamatok elkeriilése érdekében [72]. A
chaperon- medidlt autofdgia soran a target fehérjék a lizoszomalis membranon
keresztiil chaperon fehérjékkel komplexben keriilnek felvételre. A chaperon fehérjéket
a lizoszoma membranjaban megtaldlhato lizoszoma- asszocialt membran receptor 2A
(LAMP- 2A) ismeri fel [73].
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5.dbra: Az autofagia folyamatanak sematikus abraja [64]

Kameyama és munkatdrsai leirtak, hogy a folat kapcsolt metil-béta-ciklodextrin
indukdlja a mitokondriumok szelektiv elimindcidjat, a mitofagiat [74]. Sun és
munkatdrsai azt talaltdk, hogy a hidroxi-propil-béta-ciklodextrin 20 mM-os
koncentdcidban gatolja az AKT/mTOR dutvonalat, az autofagoszémak fuzidjat a
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lizoszomaval, ezaltal elésegiti az autofagoszomak felhalmozodasat HepG2 sejtekben
[75]. A ciklodextrinek befolyasolhatjdk a sejtmembran miikodését, kolcsonhatasba
léphetnek kiilonbozd fehérjékkel, tgy mint az AMP-aktivalta protein- kinazok, (-
amiloid fehérje vagy KV1.3 ioncsatorna [76-78]. A kolcsonhatas kovetkeztében ezen
tehérjék karosodasa is felmertilhet és ezaltal az autofagia indukalddhat a sejtekben.

3.4 siRNS

Az siRNS vagy mas néven rovid interferald ribonukleinsav, egy altalaban 20-27
bazisparbol allo kettds szdli, nem kodol6 DNS molekula, melynek a
géncsendesitésben van szerepe [79]. Manapsag az siRNS alapt terapidk egyre nagyobb
szerepet kapnak a kiilonb6z6 betegségek kezelésében. Szdmos siRNS-alapt terdpia all
fejlesztés alatt az 6rokletes betegségektdl a rakos megbetegedések kezeléséig. Ahhoz,
hogy a terapia sikeres legyen egy biztonsagos és hatékony szallité rendszerre van
sziikség, hiszen a molekula transzfektaldsa, azaz bejuttatdsa a sejtekbe szamos kihivas
elé allitja a kutatokat. Az siRNS nagy molekulamérete és polianionos jellege (negativ
toltés(i) miatt a mdédositatlan molekula nem tud konnyen bejutni a sejtekbe, valamint
a vérdramban instabil és immunogén lehet [80]. Ezen probléma kikiiszobolésére
szamos rendszer all rendelkezésre, illetve fejlesztés alatt. Ezeket a rendszereket tigy
kell kialakitani, hogy biztonsdgot nyujtsanak a protedzok ellen, kibutjjanak az
immunrendszer eldl, bejussanak a célsejtekbe és bejuttassak az siRNS-t a RISC
komplexbe [81]. A kiilonb6z6 rendszerek altaldban receptor medidlt endocitozissal
kertilnek felvételre a sejtekbe, melyet kiilonboz6 target ligandok beépitésével érnek el,
melyet a sejtek felszinén 1évo receptorok ismernek fel [82]. Az egyik ilyen rendszer,
amely az els6 DNS plazmid alapti nanopartikulum volt, és a rak kezelésére szantak a
ciklodextrin polimer alapt nanopartikulumok. Ezeket mas néven polyplexeknek
nevezzitk. Amint fentebb mar emlitettem, a kationos ciklodextrin polimerek
ciklodextrin monomerek 6sszekapcsoldsaval jonnek létre, amino funkciéscsoportokat
tartalmazva. Ezeknek az aminocsoportoknak kdszonhetden a polimer a negativ toltést
nukleinsavak, igy az siRNS kondenzacidjat okozza. Ezeket a nanopartikulumokat a
jobb celluldris internalizacio és szallitas érdékeben kiilonféleképpen lehet mddositani.
Ilyen példaul polietilén-glikollal (PEG) valé mddositas, mely megakadalyozza, hogy a
rendszert aggregaljak a szérumfehérjék, azonban ez a modositas csokkenti a cellularis
internalizaciot [80]. Ezeknek a rendszereknek szamos elénye van, tigy, mint példaul a
kationos polimerek alacsony toxicitdsa, az siRNS konny(i kondenzaldsa, valamint,
hogy modositasokkal sztérikusan lehet stabilizalni a nanopartikulumokat. A masik
ilyen rendszer a lipid nanopartikulumok, vagy mas néven lipoplexek. A lipolexek az
siRNS-bdl és liposzdmakbol allnak. A liposzémak gomb alakt liposzomaék, melyek
legaldbb egy kettds lipidrétegbdl allnak egy bels6 hidrofil tireggel. A lipidrétegek
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kiilonboz6 lipidekbdl allnak, melyek lehetnek pozitiv és/ vagy negativ toltéstiek és
ionozalhaté molekuldk. A negativ toltésti siRNS- t a pozitiv toltést liposzomakba lehet
kénnyen becsomagolni, mely nanopartikulumnak pozitiv toltése marad, de ez joval
alacsonyabb, mint magaé a liposzémaé [83]. A liposzomadkat, csaktugy, mint a
polimereket is lehet PEG-gel modositani, ezatal ugynevezett lopakkodé liposzomakat
kapunk. Ezek, csakugy, mint a PEGilalt polimerek csokkentik a liposzomak
endoszdmalis felvételét, ugyanakkor gatoljak az siRNS proteazok altali degradaciojat,
a szérumfehérjék altali aggregdacidjat, valamint az immunrendszer altali idegenként
valo felismerését [84]. A harmadik siRNS szallitdé rendszer a siRNS-ligand
konjugatumok. Ez egy fejlodd, igéretes szallitdsi mddszer, melynek elénye, hogy
javitja a celluldris internalizaciot és sejtspecifikus célzast. Ebben az esetben valamilyen
kis molekulat, szénhidratokat, aptamereket, antitesteket vagy peptideket kotnek
kovalensen az siRNS-hez. Ezeknek a konjugdtumoknak tovabbi elénye, hogy nem
sziikséges extra, sejtidegen hordozdrendszer, ezdltal nd a szervezet altali
toleralhatosaguk, illetve biztonsagos alkalmazasuk [85]. Manapsag az siRNS
transzfektalasa a sejtekbe vagy kationos polimert, a polietilén-imint, vagy pedig lipid
alapt hordozorendszert a Lipofectamint alkalmazzak.

Az RNS-medidlt interferencia (RNAi) egy egyszer( és gyors géncsendesitési
modszer. A folyamat els6 1épése, hogy a duplaszalit RNS molekuldbdl a Dicer enzim
hatasara, amely egy RNaz III csaladba tartozo protedz, kisméretti (21-25 bazispar) RNS
molekuldk lesznek. Ezt kovetden az siRNS kapcsolddik az Argonaute (Ago)
fehérjéhez, igy kialakitva az RNS-indukalta csendesité komplexet (RISC). A RISC
komplexben az siRNS vezetd szdla, azaz a target mRNS-sel komplementer szala épiil
be, a masik lebontasa keriil. A komplex ezutan felismeri a target mRNS-t és ahhoz
kapcsolodva, annak degradéciojat okozva, gatolja a transzlaciot [86].
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6.abra: Az RNS interferencia sematikus abrdja [87]

A ciklodextrineket mar régota alkalmazzak az siRNS horozdjakeént is. Az els6
ciklodextrin polimer alapti hordozorendszert plazmid DNS szallitdsara 1999-ben
mutattdk be. Gonzalez és munkatarsai leirtdk, hogy az Gjjonnan szintetizalt kationos
béta-ciklodextrin polimerrel végzett in vitro transzfekciok Osszehasonlithatoak a
polietilén-iminnel vagy Lipofectaminnal végzett transzfekcidkkal [88]. Azdta a
ciklodextrin polimer alapi siRNS hordozérendszerek fejlesztése fellendiilt, a
kezelendd betegségek, a tAamadaspontok kore pedig szélesedett [89-91]. O Mahony és
munkatdrsai kationos ciklodextrin polimerrel komplexdlva a GAPDH siRNS-t azt
taldltdk, hogy 24 Ords transzfekciot kovetéen a GAPDH gén expresszidja
szignifikdnsan csokkent egér embriondlis hipotalamikus sejteken [92]. Lee és
munkatdrsai Caco-2 sejteken a P-glikoprotein fehérjének, az ABCB1 génexpresszio
csokkenését figyelték meg ddzisfliggd mdodon [93].
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4. Celkittizes

PhD értékezésem céljaul thztiik ki, a kiilonb6z6 ciklodextrin szarmazékok cellularis és
intracellularis hatdsainak vizsgalatat Caco-2 intesztinalis epitél és HeLa méhnyakrak
sejtvonalon. Célunk volt:

e a kiilonb6zd fluoreszcens festékkel (fluoreszceinnel és rhodaminnal) jelolt
hidroxi-propil-béta (HPBCD) és random metilezett béta ciklodextrin (RAMEB)
szarmazeékok cellularis internalizacidjanak vizsgalata

e azendocitdzis mechanizmusanak pontosabb felderitése kiilonb6z6 gatldszerek
alkalmazasaval.

e az NF-kappaB ttvonalra gyakorolt hatasuk vizsgalata

e az autofagiara gyakorolt hatdsuk vizsgalata

e asejtekben taldlhato lizoszomak vizsgalatat.

A ciklodextrink sejten beliili sorsa eddig kevéssé felderitett, ezért fontosnak tartottuk
az endocitdzist kovetd torténések tanulmanyozasat és 0sszehasonlitasat két kiilonb6z6
sejtvonalon.

Kutatomunkdm masik célja ciklodextrin  polimer szarmazékok siRNS
hordozoképességének vizsgalata Caco-2 intesztindlis epitél sejteken. Az ismert, hogy
a ciklodextrinek endocitdzissal felvételre kertilnek a sejtekbe, illetve, hogy nagyméretti
molekuldkat is képesek komplexdlni, ezaltal bejuttatni a sejtekbe, ahol kiilonb6z6
biologiai hatdsokat valthatnak ki. Ezért a makromolekuldk komplexalasanak és
endocitézisanak vizsgalatdra az siRNS-t valasztottuk, mellyel késdbbi vizsgalataink
soran a GAPDH és Pgp expresszidjara gyakorolt hatdsat szeretnénk vizsgalni. Célunk
volt:

e kiilonb6zé molaranyt poliplexek képzése GAPDH siRNS-sel
e aformuldlt poliplex tulajdonsagainak vizsgalata
e aformuldlt polyplexek celluldris internalizacidjanak vizsgalata
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5. Anyagok és mddszerek
5.1 Felhasznalt anyagok

Az aldbb felsorolt ciklodextrin szdarmazékok a CycloLab Kft. (Budapest,
Magyarorszag) termékei:

e (2-hidroxipropil)-B-ciklodextrin (HPBCD) (DS~4,5)

e random metil-B-ciklodextrin (RAMEB) (DS~12)

e 6-dezoxi-6-[(5/6)-fluoreszceiniltioureido]-HPBCD (FITC-HPBCD)

o 6-dezoxi-6-[(5/6)-fluoreszceiniltioureido]-RAMEB (FITC-RAMEB)

e 6-dezoxi-6-[(5/6)-rhodaminiltioureido]-HPBCD (Rho-HPBCD)

e 6-dezoxi-6-[(5/6)-rhodaminiltioureido]-RAMEB (Rho-RAMEB)

e epikldrhidrinnel térhaldsitott vizoldékony-B-ciklodextrin polimer (BCDPS)

e fluoreszceinnel jelolt epiklorhidrinnel térhalositott vizoldékony B-ciklodextrin
polimer (FITC-BCDPS)

e epiklorhidrinnel térhalositott vizoldékony kvaterner-amino-béta-ciklodextrin
polimer (QABCDPS)

e epikldrhidrinnel térhaldsitott vizoldékony mono-amino-béta-ciklodextrin
polimer (NHBCDPS)

e fluoreszceinnel jelolt epiklorhidrinnel térhaldsitott vizoldékony kvaterner-
amino-béta-ciklodetrin polimer (FITC-QABCDPS)

A kisérleteink soran hasznalt LC3B Antibody Kit for Autophagy, a LysoTracker ©,
valamint a Silencer ™ siRNA Labeling Kit with Cy3 ™ dye a ThermoFisher Scientific
(Magyarorszag); a CYTO-ID Autophagy Detection Kit az Enzo Life Science
(Magyarorszag) termékei, minden mas kisérleti anyag a Sigma-Aldrich (Budapest,
Magyarorszag) terméke.

5.2 Sejttenyésztés

Az altalunk haszndlt Caco-2 és HelLa sejtvonal a Sejtkultarak Eurdpai
Gytjteményébdl (European Collection of Cell Cultures, ECACC UK) szarmaznak. A
sejteket 37 °C-on, 5%-0s CO: atmoszféraju inkubatorban tartottuk fenn rendszeres
passzalas segitségével. Az alkalmazott médium a DMEM (Dulbecco’s modified
Eagel’s Medium), amelyet kiegészitettiink 10% inaktivalt borju szérummal (Fetal
Bovine Serum, FBS), 1% nem esszencialis aminosavval és 1% penicillin-streptomycin
oldattal. A Caco-2 sejtek passzazs szama 37-52, mig a HeLa sejtek passzazs szama 18-
30 kozotti volt.
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5.3 Fluoreszcens mikroszkopia

A fluoreszcens mikroszkdpiaval végzett vizsgalatok esetén a kiilonboz6 kezelési és
festési lépéseket kovetden az aldbbiak szerint jartunk el. A sejtmagokat megfestettiik
DAPI festékkel (283 nM) 10 percig szobahdmérsékleten. A sejteket egyszer mostuk
HBSS-sel, majd a fedSlemezeket targylemezre ragasztottuk és a mintakat masnap
fluoreszcens mikroszkdppal (Zeiss Axioscope Al, Jena, Németorszag) vizsgaltuk. A
mintdk vizsgalatahoz a kovetkezd szlir6ket alkalmaztuk: DAPI: excitacios G 365 nm,
emisszids BP 445/50 nm; fluoreszcein: excitacios BP 470/40 nm, emisszios BP 525/50
nm; rhodamin: excitacios BP 546/12 nm, emisszios BP 575-640 nm.

5.4 Aramlasi citometria

Az dramlasi citometriai mérések sordn a kiilonbozd kezelési és festési 1épeseket
koveten a mintakat Becton Dickinson Beckman Coulter FC-500 (Pasadena, CA, USA)
vagy Guava EasyCyte 6HT-2L (Merck Ltd., Darmstadt, Németorszdg) aramlasi
citométerrel mértiik. Kisérleteink soran a kovetkez6 szlrdket alkalmaztuk:
fluoreszcein: excitacios 488 nm, emisszios 525/30 nm; propidium-jodid: 695/50 nm.

5.5 Ciklodextrinek celluldris hatasainak vizsgalata
5.5.1 Citotoxicitas vizsgalat RTCA modszerrel

A kisérletek sordn Real Time Cell Analyser (RTCA DP Instrument) (XCelligence
system, ACEA Biosciences Inc., San Diego, USA) segitségével vizsgaltuk a HPBCD és
RAMEB citotoxicitdsat. Ehhez 5000 db (Caco-2) vagy 8000 db (HeLa) sejtet
szélesztettiink az aranyelektroddal ellatott sejttenyésztd lemezekre, majd a sejteket 4-
5 napig, a megfelel6 konfluencia eléréséig novesztettiik. Ezt kovetden kiilonb6zé
koncentracidja HBSS-ben oldott ciklodextrin oldatokkal kezeltiik a sejteket, majd 24
ordig inkubdltuk az oldatokban a sejteket, mikozben 5 percenként mértiik a
késziilékkel a sejtindexet. Negativ kontrollként mediumot hasznaltunk. A miszer a
letapadt sejtek altal kialakitott ellendallas segitségével szamol egy sejtindexet, melyet a
kezelés id6pontjadra normalizaltunk a szoftver segitségével és normalizalt
sejtindexként abrazoltunk.

5.5.2 Ciklodextrinek celluldris internalizdcidjanak vizsgalata fluoreszcens mikroszkopidval

A kisérlet soran 50.000 db sejtet szélesztettiink egy 12 lyukti mtianyag lemezben
elhelyezett kor alaku tiveg fed6lemezekre, majd 2-3 nap elteltével, amikor a sejtek
elérték a megfelel6 konfluenciat (kb. 50-60%) kezeltiik a sejteket. A sejteket egyszer

24



lemostuk HBSS-sel, majd 30 percig 37 °C-on, sététben inkubaltuk az 50 uM-os FITC-
HPBCD, FITC-RAMEB, Rho-HPBCD, Rho-RAMEB, illetve kontroll minta esetén
HBSS-ben. Ezt kovetSen a sejteket hdromszor mostuk HBSS-sel, majd 3,7 %-os
formaldehid oldatban fixaltuk a sejteket 15 percig, szobahdmérsékleten. Ezutan a
sejteket hdromszor mostuk HBSS-sel. A mintaelGkészités utolso lépseit és a
mikroszkdpos vizsgalatokat az 5.3 pontban leirtak alapjan végeztiik el.

5.5.3 Ciklodextrinek celluldris internalizdciojanak vizsgdlata dramldsi citometridval

Aramlasi citometriai méréseinket a fluoreszcens mikroszképiaval végzett
kisérleteink megerdsitésre, valamint az endocitdzis mechanizmusanak pontosabb
felderitése érdekében végeztiik el. A kisérletek sordn a sejttenyészt6 flaskaban 1év6
sejteket 0,05 %-os tripszin-EDTA oldattal feltripszineztiik, majd kétszer mostuk HBSS-
sel és 1x10° sejt/ml koncentracidban szuszpendaltuk djra. Ezt kovetden a sejteket 40
percig preinkubaltuk a gatldszerekkel 37 °C-on vagy gatloszerek nélkiil jégen. Az
alkalmazott gatldszerek: wortmannin 50 nM, genistein 200 uM, filipin 1 pg/ml,
nocodazole 10 uM, LY294002 50 uM és rottlerin 1 pg/ml. Ezutan a sejteket 30 percig 37
°C-on vagy jégen inkubaltuk 50 uM-os FITC-HPBCD vagy FITC-RAMEB oldatokban.
Az inkubdcids id6 elteltével a sejteket haromszor mostuk HBSS-sel, majd az elhalt
sejteket megfestettiik propidium-jodiddal. A celluldris fluoreszcencia intenzitds
meéréseket az 5.4 pontban leirtak alapjan végeztiik el.

5.5.4 NF-kappa B utvonal vizsgalata

A ciklodextrin szarmazékok NF-«kB utvonalra gyakorolt hatasdnak vizsgalatahoz
egy 12 lyukt mianyag lemezben elhelyezett kor alaku tiveg fedSlemezekre 100.000 db
sejtet szélesztettiink, majd 2-3 nap elteltével, amikor a sejtek elérték a megfeleld
konfluenciat, elvgeztiik a kezeléseket. El6szor HBSS-sel mostuk a sejteket, majd 30
percig 50 uM-os HPBCD vagy RAMEB, illetve pozitiv kontroll esetében 50 ng/ml
koncentracioja TNF-a oldattal inkubdltuk a sejteket 37 °C-on. Az inkubdcids id6
elteltével a sejteket kétszer mostuk HBSS oldattal, majd 10 percig szobahOmérsékleten
fixdltuk metanol:aceton 1:1 ardnyu keverékében. Ezt kovetOen a sejteket egyszer
mostuk HBSS-sel, majd blokkoltuk a nem specifikus kotShelyeket FBS-sel 15 percig,
37 °C-on. Az inkubacids id0 elteltével 1 éran keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk a sejteket
az elsédleges anti-p65 antitesttel (2 pg/ml; poliklondlis nyul IgG antitest, Sigma-
Aldrich), majd négyszer mostuk HBSS-sel. Ezutdn a sejteket 1 6éran keresztiil, s6tétben,
37 °C-on inkubaltuk a fluoreszcens festékkel jelolt masodlagos antitesttel (5 pg/ml;
Alexa Fluor kecske anti-nyul antitest, Sigma-Aldrich). Az inkubdcids id6 eltelte utan
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négyszer mostuk HBSS-sel a sejteket. A mintael6készités utolso lépseit és a
mikroszkdpos vizsgalatokat az 5.3 pontban leirtak alapjan végeztiik el.

5.5.5 Autofdgia vizsgdlata
5.5.5.1 Kvalitativ vizsgalat

Az autofagia kvalitativ vizsgalatahoz fluoreszcens mikroszkopos technikat, illetve
az LC3B Antibody Kit for Autophagy kitet hasznaltuk. A kisérlet elvégzéséhez egy 12
lyukt mtianyag lemezben elhelyezett kor alakt tiveg fed6lemezekre 100.000 db (Caco-
2) vagy 50.000 db (HeLa) sejtet szélesztettiink. Amikor a sejtek elérték a megfeleld
konfluenciat (kb. 50-60%), elvégeztiik a kezeléseket. Ehhez mostuk HBSS-sel, majd 50
uM-os HPBCD, RAMEB, Rho-HPBCD és Rho-RAMEB oldatokban, negativ kontroll
esetében mediumban, még pozitiv kontroll esetében 100 pM-os chloroquine oldatban
inkubaltuk a sejteket egy éjszakan keresztiil, 37 °C-on. Ezt kovetden a sejteket kétszer
mostuk HBSS-sel, majd 3,7 %-os formaldehid oldatban fixaltuk 15 percig,
szobahdmeérsékleten. A fixalast kovetden kétszer mostuk a sejteket HBSS-sel, majd 0,2
%-0s Triton X-100 oldattal permeabilizaltuk percig, szobahdmérsékleten, mely lépést
Ujabb kétszeri HBSS-sel valdo mosas kovetett. Ezt kovetGen a sejteket egy oran
keresztiil, 37 °C-on az elsédleges anti-LC3B antitest oldatban inkubaltuk (0,5 pg/ml;
nyul poliklondlis antitest, ThermoFisher Scientific). Az inkubalast kovetden a sejteket
hadromszor mostuk HBSS-sel, majd 1 &rdn keresztiil, sotétben, 37 °C-on a
fluoreszcensen jelolt masodlagos antitest oldatban inkubaltuk a sejteket (5 pg/ml;
Alexa Fluor 488 kecske anti-nyul antitest, Sigma-Aldrich). Az inkubacios id{ elteltével
haromszor mostuk a sejteket HBSS-sel. A mintaelSkészités utolsd lépseit és a
mikroszkdpos vizsgédlatokat az 5.3 pontban leirtak alapjan végeztiik el.

5.5.5.2 Kvantitativ vizsgalat

Az autofdgia kvantitativ vizsgalatdhoz microplate readert és a CYTO-ID Autophagy
Detection Kit-et hasznaltuk. A kisérletek soran egy 96 lyuku fekete lemezbe
szélesztettiik a sejteket 104/ well koncentracidban. 2 nap utan, amikor a sejtek elérték a
megfelel6 konfluenidt, egyszer mostuk PBS-sel, majd 50 pM-os HPBCD, RAMEB,
negativ kontroll esetén mediumban, mig pozitiv kontroll esetében 100 uM-os
chloroquine oldatban inkubaltuk a sejteket egy éjszakan keresztiil, 37 °C-on. Az
inkubdcios id6 elteltével a sejteket egyszer mostuk PBS-sel, majd 30 percig 37 °C-on az
alabbi oldatban: 1 ul CYTO-ID® Green detektalo oldatot és 1 ul Hoechst 33342 oldatot
adunk 1 ml PBS-ben. Ezt kovetGen a sejteket egyszer mostuk PBS-sel, majd mértiik a
fluoreszcencia intenzitdst FLUOstar Optima microplate reader-rel (BMG Labtech,
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Offenburg, Németorszag). A mérések sordn a kovetkezd sztir6ket alkalmaztuk: CYTO-
ID® Green detektald reagens: excitacios 485 nm, emisszios 520 nm; Hoechst 33342
Nuclear Stain: excitacios 365 nm, emisszios 445 nm. A kit el6irasa szerint a zold

fluoreszcencia intenzitast normalizaltuk a kék fluoreszcencia intenzitasra.

5.5.6 Lizoszomik vizsgalata fluoreszcens mikroszkopidval

A kisérlet soran 40.000 db (Caco-2) vagy 50.000 db (HeLa) sejtet szélesztettiink egy
12 lyuktt mtGianyag lemezben elhelyezett kor alaku tiveg fedSlemezekre. Amikor a
sejtek elérték a megfelel6 konfluenciat (2-3 nap) egyszer mostuk HBSS-sel, majd 50
uM-os fluoreszceinnel jelolt HPBCD vagy RAMEB oldatban inkubaltuk a sejteket 30
percig, 37 °C-on, sotétben. Az inkubdcio utdn a sejteket haromszor mostuk HBSS-sel,
majd 50 nM LysoTracker® Red DND-99 festék oldattal inkubaltuk a sejteket 30 percig,
37 °C-on, sotétben. Ezt kovetden a sejteket haromszor mostuk HBSS-sel, majd 15
percig, szobahomérsékleten 3,7 %-os formaldehid oldatban fixaltuk a sejteket. A
fixalast kovetden a sejteket haromszor mostuk HBSS-sel. A mintaelSkészités utolso
lépseit és a mikroszkopos vizsgalatokat az 5.3 pontban leirtak alapjan végeztiik el.

5.5.7 Lizoszomdk vizsgdlata dramldsi citometridval

Aramlasi citometriai méréseinket a fluoreszcens mikroszképidval —végzett
kisérleteink megerdsitésére végeztiik el. A kisérletek soran a sejttenyésztd flaskaban
1év6 sejteket 0,05 %-os tripszin-EDTA oldattal feltripszineztiik, majd a sejteket kétszer
mostuk HBSS-sel és 1x10¢ sejt/ml koncentracidban felszuszpendaltuk HBSS-ben. Ezt
kovetden a sejteket eld-inkubaltuk 50 uM-os HBPCD, RAMEB, FITC-HPBCD vagy
FITC-RAMEB oldatokban 30 percig 37 °C-on, majd tovabb inkubaltuk 30 percig
inkubaltuk a sejteket 50 nM-os LysoTracker® Red DND-99 festékkel 37 °C-on. Ezt
kovetéen a sejteket kétszer hideg HBSS-sel mostuk, majd fixdltuk 1%-os
paraformaldehid oldatban. A celluldris fluoreszcencia intenzitds méréseket az 5.4
pontban leirtak alapjan végeztiik el.

5.6 Ciklodextrin polimerek siRNS hordozoképességének vizsgalata
5.6.1 Polyplexek eldadllitdsa

A polyplexek eldallitdsa soran a kiilonb6zé ciklodextrin polimerekbd], illetve a
polietilén-iminbdl 100 uM-os vizes torzsoldatot készitettiink. A GAPDH siRNS-t a
forgalmazo6 (Sigma-Aldrich) eldirdsa szerinti médon oldottuk fel nukledz mentes
vizben, igy szintén 100 uM-os torzsoldatot készitettiink. A polimer oldatokhoz
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hozzaadtuk a megfeleld6 mennyiségli siRNS oldatot, majd 20 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk az oldatokat. Ezt kovetSen a kisérlethez sziikséges
koncentracidra higitottuk a polyplexeket HBSS-sel vagy DMEM mediummal.

5.6.2 A polyplexek tulajdonsagainak vizsgalata DLS mddszerrel

A polimerek, az siRNS és a polyplexek méreteloszlasat 1ézer fényszoras fotometria
(Dynamic Light Scattering, DLS) modszerrel vizsgaltuk. Ehhez 100 uM-os polimer és
siRNS oldatokat készitettiink, melyekbdl eléallitottuk a polyplexeket. Az méréseket
Zetasizer Nano ZS (Malvern) miszerrel végeztiik el, kis térfogati kvarc kiivettdban,
melyben a mintamennyiség 200 ul volt. A detektalas 175°-0s szogben tortént 25 °C-os
hémérsékleten. A kiilonb6zé oldatok méreteloszlasat és polidiszperzitasat (PDI)
haromszor mértiik le. A zéta potencidl mérés High Concentration Zeta Cell-ben tortént
valtozo fesziiltségi drammal.

5.6.3 A polyplexek tulajdonsagainak vizsgalata gélelektroforézissel

Az siRNS és a polimer kozotti kolcsonhatast gélelektroforézissel vizsgaltuk. Az
agardzgélt 40 mM Tris bdazisban, 20 mM ecetsavban és 1 mM etilén-diamin-
tetraecetsavban (TAE-puffer) készitettiik ugy, hogy 2 g agardzt feloldottunk 2 pl
GelRed® 10 000x (Biotium) tartalmt 100 ml TAE-pufferben. A poliplexeket a QABCDP
kiilonb6z6 molardnyaiban allitottuk eld, gy hogy az siRNS koncentracidja 100 vagy
500 nM legyen. 20 ul mintat osszekevertiink 5 ul géltoltd pufferrel (bromfenol-kék
festék), majd felvittiik a zsebekbe. Az elektroforézist 80 V-on hajtottuk végre 1 éran
keresztiil, és a mintakat ChemiDoc Touch (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
késziilékkel detektaltuk.

5.6.4 Sejtproliferdcio vizsgalata RTCA mddszerrel

A polimerek citotoxicitdsat RTCA (Real Time Cell Analyser) modszerrel hataroztuk
meg. A kisérlethez 5.000 db Caco-2 sejtet szélesztettiink az aranyelktrodokkal ellatott
tenyésztolemezekre, majd a sejteket 2 napig novesztettiik. Ezt kovetéen a sejteket
tovabbi 2 napig inkubdltuk a vizsgdlt oldatokkal: a polimerek 50 és 100 nM
koncentracidju oldataival, illetve negativ kontroll esetén mediummal. A sejtindexet
oranként meértiik, melyet a miiszer a letapadt sejtek altal kialakitott ellenallas
segitségével szamolt ki. Ezeket az értékeket abrazoltuk.
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5.6.5 siRNS fluoreszcens jelolése

A GAPDH siRNS fluoreszcens jeloléséhez a Silencer® siRNA labeling Kit-et
hasznaltuk (ThermoFisher Scientific, Magyarorszag), mely Cy3 vords szinti fluorfort
tartalmaz. Az siRNS-bdl 100 uM-os torzsoldatot készitettiink, majd nukledz mentes
vizzel 20 uM-os koncentracidra higitottuk. A jelolést a kit eldirdsa szerint végeztiik el.
Elséként a Cy3 reagenst szuszpendaltuk a Reconstitution Solution-ban, majd
vortexeltiik és 5 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Ezt kdvetden Osszemértiik
a reakcidelegyet, amely nukledz mentes vizet, 10xLabeling Buffer-t, 20 uM-os siRNS
oldatot és Cy3 reagenst tartalmazott. A reakcidelegyet 1 oran keresztiil 37 °C-on
ténytdl védve inkubaltuk, majd az etanolos kicsapas kovetkezett. Ehhez 5 M NaCl és
abszolut etil-alkoholt adtunk az elegyhez, majd egy Ordn keresztiil -20 °C-on
inkubaltuk tovabb az elegyet. Ezt kovetden 15 percig 15.000 rpm-en centrifugaltuk a
precipitatumot, majd a feliilisz6t Ovatosan eltavolitottuk. Ezutdan 70%-os etil-
alkohollal mostuk a pelleteket és 5 percig 15.000 rpm-en lecentrifugaltuk. A feliiliszo
eltavolitdsa utdn 5 percig szobahdmérsékleten szdritottuk a pelleteket, majd nukledz
mentes vizben visszoldottuk és Nanodrop miszerrel mértiik az oldat abszorbancidjat.
A kisérletek mérése soran alkalmazott hullamhossz: excitacids 550 nm és emisszios 570
nm.

5.6.6 Polyplexek celluldris internalizdcidjanak vizsgdlata konfokdlis mikroszkdpidval

A fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok soran hasznalt polyplexek fluoreszcensen
jelolt siRNS-bdl és jeloletlen vagy fluoreszceinnel jelolt ciklodextrin polimerbdl alltak.
Az oldatok koncentrdcidja 5 uM-os volt. A kisérletek sordn 80.000 db Caco-2
intesztinalis epitél sejtet szélesztettiink egy 24 lyuku lemezben elhelyezett korongokra
és 2-3 napig novesztettiik a sejteket, amig elérték a megfelel6 konfluenciat (kb. 50-
60%). Ezt kovetden a sejteket egyszer mostuk HBSS-sel, majd 30 percig, 4 vagy 24 6ran
keresztiil 37 °C-on, sotétben inkubaltuk a polimer, siRNS vagy polyplex oldatokban a
sejteket. Ezt kovetéen hdromszor mostuk HBSS-sel, majd 15 percig
szobahOmérsékleten 3,7 %-os formaldehid oldatban fixaltuk a sejteket. A fixalast
kovetden haromszor mostuk HBSS-sel és megfestettiik a sejtmagokat DAPI festékkel
(283 nM) 10 percig, szobahdémérsékleten fénytdl védve. A sejteket egyszer mostuk
HBSS-sel, majd a feddlemezt ragasztottuk a mintdkra és masnap konfokalis
mikroszkdéppal (Zeiss LSM880 — Airy-scan konfokalis 1ézer pasztdzd mikroszkdp, Jena,
Németorszag) vizsgaltuk. A spektralis atvilagitas kikiiszobolésére a mintakat harom
kiilonb6zo gerjesztéssel vilagitottuk meg "multi-track” médban (UV: 351,1 nm és 363,8
nm vonal Ar-ion lézer; kék: 488 nm Ar-ion lézer; voros: 633 nm He-Ne lézer). A 420
nm feletti, 505 nm feletti és 650 nm feletti emisszidt ezt kovetéen harom csatornan
detektaltuk.
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5.6.7 Polyplexek cellularis internalizaciojanak vizsgalata aramlasi citometridval

Aramlasi citometriai méréseinket a konfokalis mikroszképidval végzett kisérleteink
megerdsitésére végeztiik el. A kisérletek soran a sejttenyészt6 flaskaban 1évé Caco-2
sejteket 0,05 %-os tripszin-EDTA oldattal feltripszineztiik, majd a sejteket kétszer
mostuk HBSS-sel és 1x10°¢ sejt/ml koncentracioban szuszpendaltuk. Ezt kovetéen a
sejteket 30 percig 37 °C-on inkubaltuk siRNS, polimer vagy polyplex oldatokban. Az
oldatok konentracidja minden esetben 5 uM volt. Az inkubacios id6 elteltével a sejteket
kétszer mostuk hideg HBSS-sel, majd fixaltuk 1%-os paraformaldehid oldatban. A
cellularis fluoreszcencia intenzitast Guava Easy Cyte 6HT-2L aramlasi citométerrel
meértitk (Merck Ltd., Darmstadt, Németorszag). A mérések sordn a kovetkezd
gerjesztési hullamhosszt alkalmaztuk: siRNS 695/50 nm.

5.7 Statisztikai analizis

A statisztikai analizis elvégzésére SigmaStat 3.5 és GraphPad Prism 5 szoftvert
hasznaltunk. Az adatokat atlag + SD-ként adtuk meg. A csoportok 0sszehasonlitasat
ANOVA hasznalataval, Dunett post hoc teszttel végeztiik el. A kiilonbségeket
szignifikansnak tekintettiik p<0,05 esetében.
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6. Eredmények
6.1 Ciklodextrinek cellularis hatasai
6.1.1 Citotoxicitds

A kiilonb6z0 koncentraciojua hidroxipropil-, és random metilezett béta-ciklodextrin
oldatok Caco-2 intesztindlis epitél és HeLa méhnyakrak sejtekre gyakorolt citotoxikus
hatasait RTCA modszerrel vizsgaltuk. A HPBCD esetében csak az 50 mM-os, még
RAMEB esetében mar a 10 mM-os koncentracio is toxikus volt mindkét sejtvonalra (7.
abra).
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7. dbra: Ciklodextrinek citotoxicitdsa az id6 fliggvényében. A HPBCD (A) és
RAMEB (B) citotoxicitasa Caco-2 (a) és HeLa (b) sejteken az id6 fliggvényében,
RTCA modszerrel mérve.

A késdbbi kisérleteink soran a sejteket 30 percig inkubaltuk a ciklodextrin oldatokkal,
ezért igy is abrazoltuk az RTCA altal szamolt normalizalt sejtindexet 30 percnél. Azt
talaltuk, hogy 30 perces kezelés sordn, mind Caco-2 (8.a abra), mind pedig HeLa
sejtvonalon (8.b dbra) csak az 50 mM-os RAMEB mutatott toxikus hatasokat a kontroll,
kezeletlen sejtekhez képest. A késObbi vizsgalataink sordn, nem toxikus 50 yuM-os
koncentraciot és 30 perces inkubacios id6t alkalmaztunk.
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8. dabra: Citotoxitas 30 perces ciklodextrin kezelést kovetéen. A HPBCD (A) és
RAMEB (B) citotoxicitasa Caco-2 (a) és HeLa (b) sejteken 30 perces kezelést
kovetoen, RTCA modszerrel mérve. Atlag +SD abrazolunk, n= 3, * p <0.05, ***
p <0.001 az ANOVA alapu kontrollhoz képest.

6.1.2 Cellularis internalizicio

A fluoreszceinnel és rhodaminnal jelolt HBPCD celluldris internalizacidjat és
intracellularis lokalizaciojat Caco-2 és HeLa sejtvonalon fluoreszcens mikroszkdppal
vizsgaltuk (9. abra). A sejtmembran mentén és a sejtmag koriil is kisebb illetve
nagyobb ciklodextrin tartalmu vezikulumokat detektaltunk. A fluoreszcens jelolés
nem befolyasolja ezen szarmazékok endocitdzisat, mindkét festékkel jelolt
molekulatipus bejutott a sejtek citoplazmajaba.
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dbra:  Ciklodextrinek  endocitézisanak vizsgéalata fluoreszcens

mikroszkoppal. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek FITC-HPBCD, Rho-
HPBCD kezelt és kezeletlen Caco-2 (a) és HeLa (b) sejtekrdl. Mindkét
szarmazék bejut a sejtekbe, kisebb vezikulumokban a sejtmambran mentén,
még nagyobb vezikulumokban a sejtmag koriil lokalizalosik. (Zold: FITC-
HPBCD, piros: Rho-HPBCD, kék: sejtmag). Az dbran lathato skala 20 um-es.
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Eredményeinket megerdsitettitk dramldsi citometridval. Caco-2 sejtek esetén a
méréseket Dr. Nagy Béla és Dr. Fejes Zsolt végezték el. Ehhez néhany mintat
el6kezeltiink az endocitozis kiilonféle gatldszereivel, majd 50 uM-os FITC-HPBCD
vagy FITC-RAMEB oldatokkal kezeltiik 0 °C vagy 37 °C-on. A kisérlet végén az elhalt
sejteket megfestettiik propidium-jodiddal, majd a celluldris fluoreszcencia intenzitast
aramlasi citométerrel mértikk. A gatloszerekkel elGkezelt mintak esetén mért
fluoreszcencia intenzitast a kezeletlen mintdk esetén mért fluoreszcencia intenzitashoz
hasonlitottuk. Caco-2 intesztinalis epitél sejtek esetén mind a hiités, mind pedig a
rottlerin, amely a macropinocitdzis gatldszere szignifikansan gatolta a ciklodextrin
szarmazékok endocitdzisat (10.a. dbra). A tobbi vizsgalt gatlészernek nem volt
szignifikdns gatldé hatdsa a szadrmazékok cellularis internalizacidjara, azonban a
klérpromazin-hidroklorid érdekes mddon szignifikdnsan novelte mind a FITC-
HPBCD, mind a FITC-RAMEB felvételét a sejtekbe. HeLa sejtek esetében csak a htités
gatolta szignifikdnsan a ciklodextrinek endocitdzisat, mig a tobbi vizsgalt endocitdzis
gatloszernek nem volt szignifikdns gatld hatdsa sem FITC-HPBCD, sem pedig FITC-
RAMEB esetén. Erdekes médon a rottlerin FITC-RAMEB esetén szignifikdnsan novelte
a cellularis internalizaciot (10.b. abra).
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10. abra: Ciklodextrinek endocitozisanak vizsgalata aramlasi citometriaval. A
kiilonb6zo gatloszerek és hiités hatasa FITC-HPBCD (A) és FITC-RAMEB (B)
endocitozisara Caco-2 (a) és HeLa (b) sejtek esetén a kezeletlen kontrollhoz
képest. A jégen torténé hités szinte tokéletesen gatolta az endocitdzist
mindkét sejtvonal esetében, még Caco-2 sejtek esetén a rottlerin
szignifikdnsan gatolta, a klérpromazin-hidroklorid szignifikdnsan novelte a
szarmazékok felvételét. HeLa sejtek esetén a rottlerin szignifikdnsan novelte a
FITC-RAMEB sejtekbe torténd felvételét. Az abran az adatok atlagat+SD
abrazoltuk, n=3, * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001, **** p <0.0001 az ANOVA
alapu kontrollhoz képest.

6.1.3 NF-kappaB titvonalra gyakorolt hatds

Ebben a kisérletben a HPBCD és RAMEB hatasait teszteltiik az NF-«kB gyulladasos
utvonalra. A kisérletek soran az NF-kB p65-0s alegységének sejtmagba torténd
transzlokacidjat vizsgaltuk, mely sordn anti-p65 antitesttel jel6ltiik, mig a sejtmagokat
DAPI festékkel. Az tutvonal lehetséges aktivalodasat a kiilonboz6 ciklodextrin
szarmazékok altal fluoreszcens mikroszkopiaval tettiik lathatova (11. dbra). A sejteket
el6kezeltiik 50 uM-os ciklodextrin oldatokkal, majd els6dleges és masodlagos antitest
oldatokkal. Ebben az esetben a kezeletlen kontroll mintdkhoz képest z6ld jelet csak a
citoplazmdban detektaltunk. A ciklodextrinek nem aktivaltdk a p65-0s alegység
transzlokacidjat a citoplazmabdl a sejtmagba sem Caco-2, sem pedig HeLa sejteken,
tehat ezen szdrmazékok nem indukdlnak gyulladdsos folyamatokat a sejtekben.
Pozitiv kontroll esetében a sejteket el6zetesen 50 ng/ml koncentracioja TNF-a oldattal
inkubaltuk, majd az els6dleges és masodlagos antitest oldatokkal. Ez esetben zold jelet
detektaltunk a sejtmagokban is, ami azt jelenti, hogy a TNF-a indukdlja a p65-0s
alegység transzlokaciojat, ezaltal gyulladasos folyamatokat.
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11. abra: NF-kappa B utvonal vizsgdlata ciklodextrin kezelést kovetden.
Fluoreszcens mikroszkopos felvételek Caco-2 (a) és HeLa (b) sejtekrdl az NF-
kB tutvonal vizsgalat utan. A HBPCD és RAMEB el6kezelés a kontroll
mintdhoz képest nem indukalta az NF-kB heterodimer p65-0s alegységének
transzlokacidjat a citoplazmabdl a sejtmagba. A pozitiv kontroll TNF-a
indukalta a transzlokaciot. (Zold: p65 alegység, kék: sejtmag). Az abran
lathato skala 20 um-es.
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6.1.4. Autofdgidra gyakorolt hatds

Vizsgaltuk a HPBCD és RAMEB autofagidra gyakorolt hatdsat. Elséként
kvalitativan teszteltiik fluoreszcens mikroszkopiaval, mely sordn az autofagoszémak
membranjaban talalhaté LC3B molekulat jeloltiik anti-LC3B antitesttel, mig a
sejtmagokat DAPI festékkel festettiik meg (12. dbra). Rho-HPBCD és Rho-RAMEB
kezelések utdn az autofagoszomak jelenléte detektalhato volt, hasonldan a kontroll
mintdhoz mind Caco-2, mind pedig HeLa sejteken. Ugyanakkor a pozitiv kontrollként
alkalmazott chloroquine kezelés esetében intenzivebb autofagoszoma képzddést
tapasztaltunk mindkét sejtvonal esetén, mint a ciklodextrin kezelések estében.
Kisérleteinket azért végeztitk rhodaminnal jel6lt ciklodextrin szarmazékokkal, hogy
meghatarozzuk a ciklodextrinek lokalizacidjat a sejtekben. Néhany intracelluldris
vezikuldban az LC3B zold, illetve a rhodaminnal jelolt ciklodextrin piros jelét
kolokalizaldédva (sarga jel) detektaltuk, ami arra utal, hogy ezen szdrmazékok csak kis
mennyiségben lokalizdlédnak az autofagoszomakban.
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12. dabra: Autofagia vizsgdalata fluoreszcens mikroszkdppal. Fluoreszcens
mikroszkopos felvételek autofagoszémakat tartalmazé Caco-2 (a) és HeLa (b)
sejtekrél. Rho-HBPCD ¢és Rho-RAMEB kezeléseket koveten az
autofagoszomdk jelenléte a kontroll mintdhoz hasonl6. Chloroquine kezelést
kovetden az autofagoszomak jelolése intenzivebb. Az abran lathato skala 20
pm-es.
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Ezt kovetden eredményeinket kvantitativ mérésekkel igazoltuk. Az autofagoszémak
membranjat CYTO-ID® Green Detection Reagent-tel, még a sejtmagokat Hoechst 33342
festékkel festettiik meg. A fluoreszcencia intenzitast microplate leolvasoval mértiik, az
eredményeket normalizaltuk a sejtszamra és relativ fluoreszcencia intenzitasként
fejeztiik ki (13. abra). A ciklodextrinekkel valo kezelés a kontroll mintdhoz képest nem
indukalta szignifikdnsan az autofagoszomak képzddését, mig a chloroquinnel kezelt
minta esetén mért fluoreszcencia intenzitds szignifikdnsan nagyobb volt, mint a
kontroll minta esetén (p<0,01).
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13. abra: Autofagia kvantitativ vizsgalata. HPBCD, RAMEB és chloroquine
kezelés hatdsa az LC3B expressziéra Caco-2 (a) és HeLa (b) sejteken. A
ciklodextrin kezelés nem novelte az autofagoszomak képzddését a kontroll
mintdhoz képest, még a chloroquine kezelés szignifikdnsan novelte az
autofagoszoma formadaciét. Az eredményeket sejtszamra normalizaltuk és

relativ fluoreszcencia intenzitdsként fejeztiik ki. Atlag +SD abrazolunk, ** p
<0.01, *** p <0.0001 az ANOVA alapt1 kontrollhoz képest.

6.1.5 A lizoszomidk eljutnak a sejtekbe

Vizsgaltuk az Rho-HBPCD és Rho-RAMEB Caco-2 sejtekben, valamint a FITC-
HPBCD és FITC-RAMEB HelLa sejtekben talalhato lizoszomadkra gyakorolt hatdsat.
Eldszor kvalitativ vizsgdlatokat végeztiink fluoreszcens mikroszkdpidval. A
ciklodextrin kezeléseket kovetden a lizoszomdk jelenléte LysoTracker® festéssel
kimutathatd volt a sejtekben, hasonldéan a kontroll mintahoz (14. abra). A zold és a
piros jel szamos intracellularis vezikulumban kolokalizalodik (sarga jel), ami azt
jelenti, hogy ezen ciklodextrin szdrmazékok cellularis internalizacidjat kovetden
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szignifikdns mennyiség detektalhato a lizoszomakban, mind Caco-2, mind pedig HeLa
sejtvonalon.

a‘) Kontroll Rho-HPBCD Rho-RAMEB

b) Kontroll FITC-HPBCD FITC-RAMEB

Zold czatorna
(cikdod extrin)

14. dbra: Lizoszomadk vizsgdlata fluoreszcens mikroszkdppal ciklodextrin
kezelést kovetden. Fluoreszcens mikroszkopos felvételek Caco-2 (a) és HeLa
(b) sejtekrdl a lizoszomak LysoTracker® festékkel torténd jelolése utan. A
ciklodextrin szarmazékok képesek bejutni a lizoszémakba. A kolokalizacié
sarga jelként jelenik meg a felvételeken. Az dbran lathato skala 20 pum-es.
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Eredményeinket dramldsi citometridval igazoltuk. Jeloletlen HPBCD és RAMEB
kezelést kovetden a LysoTracker lizoszomalis festés intenzitasa (piros fluoreszcencia)
hasonld a csak LysoTrackerrel kezelt mintdhoz, mind Caco-2, mind pedig HeLa
sejteken. A FITC-HPBCD és FITC-RAMEB kezeléseket kovetben csak a zold
fluoreszcencia intenzitdsa emelkedett meg, piros fluoreszcencia intenzitdst nem
érzékeltiink. A fluoreszceinnel jelolt ciklodextrin szarmazékokkal és a LysoTracker
festékkel kezelt mintak esetében a lizoszomalis festés piros fluoreszcencia intenzitasa
nem haladta meg szignifikdnsan a csak LysoTrackerrel festett mintakat (15. dbra).
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15. dbra: Lizoszomak vizsgdalata dramlasi citometriaval ciklodextrin kezelés
utdn. A Caco-2 (a) és HelLa (b) sejtekben taldlhatd lizoszomak vizsgalata
dramlasi citometriaval. Atlag +SD dbrazolunk. (n=4)

6.2 Ciklodextrin polimerek siRNS hordozoképessége
6.2.1 Az elddllitott polyplexek tulajdonsdgai

A polimer oldatok, az siRNS oldat, valamint az siRNS: polimer 1:1 és 1:2 mdlaranyu
polyplexek tulajdonsagait DLS (Dinamic Light Scattering) technologiaval vizsgaltuk.
Malvern Zetasizer Nano mitiszerrel mértiik a méreteloszlast. Ahogy az abrakon is
lathaté a GAPDH siRNS hidrodinamikai atmérdgje 336,26 nm (16. abra). A kiilonb6z6
polimerek méreteloszldsa valtozé: a QABCD polimer hidrodinamikai atmérdje 85,96
nm, az NHBCD polimeré 19,586 nm, mig a PEI mérete 4693,8 nm. Az 4dbrdkon az is
lathatd, hogy mindharom polimer esetében mind az 1:1 mind az 1:2 molaranyu
polyplexek mérete a polimer és az siRNS mérete kozé esik. Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a kiilonb6z6 polimerekkel sikeresen képeztiink polyplexeket. Az siRNS
méretcsokkenésének az lehet az oka, hogy a pozitiv toltésii polimer a negativ toltést
siRNS-sel taldlkozva kondenzdlja azt. A kiilonb6zé polyplexek hidrodinamikai
atmérdje az 1. tdblazatban lathato.
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16. abra: Polyplexek méreteloszlasa. Az siRNS, a kiilonb6zd polimerek és a
kiilonb6z6 polyplexek méreteloszlasa. Q-polimer: QABCDP, NH-polimer:
NHBCDP, P-polimer: PEI; 1:1 molaranyt polimer:siRNS poliplex, 2:1
molaranyt polimer:siRNS poliplex

Minta Hidrodinamikai atméro

siRNS 336,26 nm
QABCDP 85,96 nm

NHBCDP 19,586 nm
PEI 4693,8 nm
Q11 145,82 nm
Q21 78,712 nm
NH 1:1 31,906 nm
NH 2:1 15,430 nm
P1:1 1712,60 nm
P2:1 7024,40 nm

1.tabldzat: Polyplexek atlagos hidridinamikai atmérdi. Az siRNS, kiilonb6z6
polimerek és a kiilonb6z6 polyplexek hidrodinamikai atmérdje.
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A polimerek, az siRNS, valamint a kiilonb6zd poliplexek zéta- potencialjat Malvern
Zetasizer Nano miszerrel High Concentration Zeta Cell-ben valtozo fesziiltségli
arammal mértiik. Ahogy az abran is lathato az siRNS negativ zéta-potenciallal, mig a
polimerek minden esetben pozitiv hatarfeliileti potenciallal rendelkeznek (17. abra). A
formuldlt polyplexek esetében pozitiv zéta-potencidl értéket mértiink, amely egyik
esetben sem volt magasabb a polimer hatarfeliileti potencialjatdl. Ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a komplexalasunk sikeres volt.

Q- polimer NH- polimer
60+ 10+
Bl Q- polimer Bl NH- polimer
Z SRNS T HEE e e SRS
£ m Q1 = B NH 11
3 = Q21 g B NH2:1
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=40 . r
S N N
& & o N & o N Qg
& &£ o o O
o &
P- polimer
30+ i
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17. abra: Ciklodextrin polimerek, siRNS és polyplexek zéta-potencidlja. Q-polimer:

QABCDP, NH-polimer: NHBCDP, P-polimer: PEL; 1:1 mdlaranya polimer:siRNS
poliplex, 2:1 moélardnyt polimer:siRNS poliplex
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Minta Zéta- potencial
siRNS -18,96 mV
QABCDP +26,53 mV
NHBCDP +3,89 mV
PEI +3,54 mV
Q1:1 +2,99 mV
Q2:1 +1,69 mV
NH 1:1 +3,11 mV
NH 2:1 +2,72 mV
P1:1 +24,73 mV
P2:1 +24,1 mV

2. tablazat: Az siRNS, kiilonb6z6 polimerek és a kiilonb6z6 polyplexek zéta-
potencidlja.

A poliplexek tulajdonsagat gélelektorforézissel is vizsgaltuk. A gélelektroforézist Dr.
Gyongyosi Alexandra és Dr. Lekli Istvan végezték el. A méréseket el6szor a 100 nM
koncentacidju siRNS-sel végeztitk el, mivel az siRNS-t &ltaldban 50-100 nM
koncentacidoban alkalmazzak. Ezen eredményeink alapjan elmondhatd, hogy habar a
detektalt jel intenzitdsa alacsony volt, az siRNS 6nmagaban elmozdul a frontvonalrol.
100 nM koncentracidja siRNS esetén a 128:1 polimer:siRNS molaranyu poliplexben az
siRNS teljes mértékben a polimerhez kotott, a nagymeéret(i poliplex nem lathato a
gélen, a poliplex vélhetSen a frontvonalon maradt (18. dbra (a)). 500 nM koncentracioju
siRNS esetén mar a 64:1 molaranyt poliplex is tokéletesen megkoti az siRNS-t (18. dbra

(b)), a nagyméreti komplex nem mozdul a frontvonalrol.
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a)

L P siRNS 11 122 14 18 P siRNS L:16 1:32 1:64 1:128

b) L P «RNA 11 122 14 P siRNA 1.3 116 1:32 1:64 1128

18.4bra: Gélelektroforézis. (a) 100 nM koncentacidju siRNS, (b) 500 nM koncentécioju
siRNS. L: 1étra, P: polimer

6.2.2 Polimerek és polyplexek sejtproliferdcidra gyakorolt hatdsa

Az siRNS és a kiilonboz6 koncentraciojiu polimer oldatok Caco-2 sejtek
sejtproliferaciojara gyakorolt hatasat RTCA mddszerrel vizsgaltuk. Az alkalmazott
polimerek proliferdciéra gyakorolt hatdsat 50 és 100 nM-os koncentracioban
vizsgaltuk. Ahogy az dbran is lathat6 (19. dbra) a polimerek nem befolyasoljdk az
intesztindlis epitél sejtek proliferacidjat, arra nem gyakorolnak negativ hatast. Ezzel
szemben a pozitiv kontrollként alkalmazott 1% Triton X-100 gatolta a proliferaciot.
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Q- polimer NH- polimer

— Kontroll — Kontroll

— 50 nM — 50 nM

— 100 nM — 100 nM
Triton-x 1% Triton-x 1%

Normalizalt sejtindex
A & . :
Normalizalt sejtindex
F-Y

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
1dd (ora) Idé (ora)

P- polimer

— Kontroll

— 50nM

— 100 nM
Triton-x 1%

Normalizalt sejtindex
Y

Q 10 20 30 40 50
Idé (6ra)

19. dbra: Polimerek citotoxitdsa az id6 fiiggvényében. A kiilonb6zd polimerek
sejtproliferaciora gyakorolt hatdsa az id6 fiiggvényében RTCA modszerrel mérve. A
szorast nem abrazoltuk a jobb attekinthetéség érdekében. (n=3)

A tovabbi kisérleteink soran maximum 2 napig kezeltiik a sejteket, ezért a 2. napon
mért normalizalt sejtindex értékeket kiilon is vizsgaltuk, adbrazoltuk. Ezek alapjan
elmondhatd, hogy 2 napos kezelést kovetéen az alkalmazott polimerek nem
gyakorolnak szignifikdns hatdst a Caco-2 sejtek sejtproliferaciojara. A Triton X- 100
minden idSpontban szignifikdnsan gatolta a sejtproliferaciot. (20. dbra)
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20. abra: Polimerek citotoxitdsa 2 nap utdn. A kiilonb6z6 polimerek sejtproliferacidra
gyakorolt hatdsa Caco-2 sejteken 2 napos kezelést kovetéen, RTCA mddszerrel mérve.
Az adatokat atlag+SD formadjaban abrazoltuk, n= 3, ** p < 0,01, **** p < 0.0001 a
kontrollhoz képest. Az 6sszehasonlitast ANOVA teszttel végeztiik.

6.2.3 Polyplexek celluldris internalizdcidja

A kiilonb6zd polyplexek cellularis internalizaciojat konfokalis mikroszkdppal
vizsgaltuk. A konfokadlis mikroszkdpos felvételeket Dr. Vamosi Gyorgy készitette.
Ahogy az é4bran is megfigyelhetd, a csak siRNS-sel kezelt mintdk esetén nem
detektaltunk piros jelet a citoplazmaban, tehat nem kertil felvételre a fluorofdrral jelSlt
siRNS a sejtekbe. Ugyanez mondhato el az NH polimerrel formulalt polyplexek esetén
is. A Q polimerrel formulalt polyplexek esetén piros és zold jelet is detektaltunk a
citoplazmdban. Ez alapjan elmondhato, hogy mind a FITC-konjugalt Q polimer, mind
az siRNS felvételre keriil a sejtekbe. Sarga jellel kolokalizacié figyelhet6 meg, amibdl
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arra kovetkeztetiink, hogy a ciklodextrin polimer és az siRNS egy helyen taldlhatoak
meg a citoplazmaban. PEI-vel formulalt polyplexek esetén piros jelet csak a sejthatarok
mentén detektaltunk, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy ezen polyplexek vagy
kikotodtek a sejtmembranhoz, vagy a sejtmembranban, nagyobb aggregatumokban,
membran leftizdésekben taldlhatoak meg (21. és 22. dbra). 4 és 24 déras inkubaciot
kovetéen a 2:1 molaranya QABCDP polyplex esetén a zdld és a piros jel
kolokalizacioban talalhaté meg, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a polyplex hosszt
inkubacios id6t kovetden is megtaldlhato a sejtekben. 32:1 mdlaranyu polyplex esetén
sem 4, sem pedig 24 Ora utan nem detektaltunk piros jelet, amibdl arra kovetkeztetiink,
hogy ez a polyplex nem kertil felvételre a sejtekbe (23. abra).

Z61d csatorna Piros csatorna Kék csatorna Osszes csatorna
(Polimer) (siRNS) (sejtmag)
h .
- .
- . .
PEI . .

21. dabra: Polyplexek endocitézisanak vizsgalata 1. Konfokalis mikroszképos felvételek
Caco-2 sejtekrdl 1:1 molaranya polyplexekkel torténd 30 perces kezelést kovetSen.
Kék- sejtmag, piros- siRNS, zold- Q polimer. Az dbran lathato6 skala 10 um-es.
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Z0l1d csatorna Piros csatorna Kék csatorna e
Osszes csatorna

(Polimer) (siRNS) (sejtmag)
h .
- .
o .
PEI .

22. abra: Polyplexek endocitézisanak vizsgalata 2. Konfokalis mikroszkdpos felvételek
Caco-2 sejtekrdl 2:1 molaranya polyplexekkel torténd 30 perces kezelést kovetSen.
Kék- sejtmag, piros- siRNS, zold- Q polimer. Az dbran lathato skala 10 um-es.
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23. abra: Polyplexek endocitdzisdnak vizsgalata 3. Konfokalis mikroszkopos felvételek
Caco-2 sejtekrdl 2:1 és 32:1 molaranyt, 4 és 24 6ras polyplexekkel torténd kezelést
kovetden. Kék- sejtmag, piros- siRNS, zold- Q polimer. Az abran lathato skala 10 um-
es.

Eredményeinket megerdsitettiik dramldasi citometriai mérésekkel, mely soran az
siRNS piros fluoreszcencia intenzitdsat mértiik. A hisztogramokon megfigyelhetd,
hogy az NH polimerrek formuldlt polyplexekkel torténd kezelést kovetden a
fluoreszcencia intenzitds megegyezik a kontroll mintdéval. Ez azt jelenti, hogy az
siRNS- t és a polyplexeket is az inkubalast kovetd mosassal kimostuk a mintakbdl, nem
kertiltek felvételre a sejtekbe (24. dbra (b)). A Q polimerrel formulalt polyplexek esetén
a piros jel erdsebb volt, a kontroll mintdhoz képest. Ez azt jelenti, hogy ezeket a
polyplexeket az inkubélds kdvetd mosassal nem mostuk ki, azok felvételre kertiltek a
sejtekbe (24. abra (a)). PEI-vel formulalt polyplexekkel kezelt mintdk esetén €16 sejteket
nem detektaltunk a mintdkban. Ez azért lehet, mert az alkalmazott, 5 uM koncentracié

mar toxikus volt a sejtek szamara.
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Plot P03, gated on PO1.R1.R2.R3
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24. abra: A kiilonbozd polyplexek celluldris internalizacidja dramlasi citometridval

mérve.

53



7. Megbeszélés
7.1 A ciklodextrinek intracellularis lokalizacidja és a sejtekre kifejtett hatasai

A ciklodextrinek manapsag egyre szélesebb korben alkalmazott segédanyagok
szamos ipardgban, valamint egyre tobb forgalomba keriild gydgyszerben is
megtalalhatéak. Mindemellett a hidroxi-propil-béta-ciklodextrin 6nalléan alkalmazott
gyogyszer a C tipusat Niemann- Pick szindréma kezelésében. A széleskori
felhasznalds, a biztonsagos alkalmazhatdsag érdekében fontos ismerni ezen
segédanyagok celluldris, valamint a f0bb intracelluldris titvonalakra gyakorolt hatasat.
Kutatomunkank elsé részében célul thztiik ki a két leggyakrabban alkalmazott
ciklodextrin szdrmazék, a hidroxi-propil-béta-, (HPBCD), valamint a random
metilezett-béta-ciklodextrin (RAMEB) celluldris internalizacidjanak és intracellularis
hatdsainak vizsgdalatat Caco-2 és HeLa sejtvonalon.

Elséként a fent emlitett szarmazékok citotoxicitasat vizsgaltuk, rovid, 30 perces
inkubalast kovetéen. Kutatocsoportunk kordbban mar vizsgalta ezen szarmazékok
citotoxicitasat Caco-2 sejtvonalon MTT mddszerrel, mely alapjan elmondhato, hogy 30
perces inkubdciot kovetéen a RAMEB ICso értéke 30,0+2.78 mM, mig a HPBCD ICso
értéke >200 mM [23]. Kapott eredményeink alapjan megallapithaté (6sszhangban
korabbi eredményeinkkel), hogy RTCA mddszerrel vizsgalva mind Caco-2 bélham
epitél, mind pedig HeLa méhnyakrak epitél sejtek esetében a RAMEB mar 10 mM, a
HPBCD pedig 50 mM koncentracidban toxikus volt a sejtek szamadra (7. és 8. dbra). A
két modszer esetén kapott eltérd értékek a modszerek kiilonb6z6ségébdl adddnak. Az
RTCA mddszer a sejtek morfoldgiai valtozdsait és az elektrédokkal vald
membrankolcsonhatast érzékeli, ami egy kordbbi és kisebb koncentraciora is érzékeny
esemény az MTT altal mért mitokondridlis karosodasndl. Az RTCA a sejtek
sejttenyésztd lemezre vald letapaddsanak mérésén alapuld mérési moddszer. A
sejtmorfologidban, a sejtek letapaddsaban, illetve a sejtek altal kialakitott elektromos
ellenalldsban valé barmilyen valtozas sejtindex valtozast okoz. Az 7. dbran bemutatott
RTCA eredmények aldtdmasztjdk ezt az elméletet. HPBCD és RAMEB esetében volt
egy nem toxikus 50 uM-os koncentraci, aminek nem volt szignifikdns hatdsa a
sejtekre €s sejtindexre. Megfigyelhetd egy nem toxikus koncentracidtartomany-
HPBCD esetén 500 pM és 10 mM kozott, RAMEB esetén 500 pM, amelyek
szignifikdnsan novelték a sejtindexet, illetve egy toxikus, HPBCD és RAMEB esetén is
50 mM koncentracid, ami csokkentette a sejtindexet. A sejteket érd toxikus vagy nem
toxikus membranhatads elkeriilése érdekében tovabbi kisérleteinkben 50 uM
ciklodextrin koncentraciét alkalmaztunk.

Ezen eredmények in vivo megfeleltetése nehéz, mert a méréseink soran alkalmazott

kornyezet nem felel meg sem az enteralis, sem pedig a parenteralis koriilményeknek.
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Vizsgalataink soran HBSS volt az olddszer, amely az in vivo kornyezettel ellentétben
nem tartalmaz semmilyen fehérjét vagy lipidet, melyek befolydsolhatjdk a mérési
eredményeket. Az igy kapott citotoxikus koncentracio értékek szérummentes és teljes

mediumban is eltérnének az in vivo toxikus koncentracioktol.

Kutatdcsoportunk korabban mar kimutatta, hogy a fluoreszceinnel jelolt RAMEB
fluid fazisa endocitézissal felvételre keriill Caco-2 sejtekben [7,94], azonban a
kiilonb6zd fluoreszcens jeloléseket ugyanazon ciklodextrin szarmazékok esetén még
nem hasonlitottdk Ossze. Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva kimutattuk, hogy a
fluoreszceinnel és rhodaminnal jel6lt HPBCD, valamint RAMEB felvételre keriil mind
Caco-2, mind pedig HelLa sejtvonalon. A vizsgdlt szdrmazékok kisebb
vezikulumokban a sejtmembran mentén, nagyobb vezikulumokban pedig a sejtmag
koriil lokalizdlédnak (9. &bra). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a
fluoreszcens jelolés nem befolyasolja a ciklodextrin szarmazékok endocitdzisanak
kialakuldsat, mindkét festékkel jelolt szarmazék esetén megfigyelhetd a sejtekbe
torténd bejutds. Az endocitozis pontos mechanizmusat kiilonbozé gatloszerek
alkalmazdasaval dramlasi citométerrel vizsgaltuk. Mindkét sejtvonal esetén a vizsgalt
ciklodextrin szdrmazékok- FITC-HBPCD és a FITC-RAMEB- endocit6zisa hdmérséklet
fiiggd, hiszen a sejtek +4 °C-on valo inkubdlasa szignifikdnsan gatolta a ciklodextrinek
endocitozisat (10. &bra). Az endocitézis mechanizmusdban a két sejtvonalon
kiilonbségeket tapasztaltunk. Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy Caco-
2 bélhdm epitél sejteken az endocitdzis {6 mechanizmusa a makropinocitozis, mig
HeLa sejtvonalon feltehetden tobb egyidejli folyamat jatszodik le. A rottlerin
szignifikansan gatolta mindkét szarmazék endocitdzisat Caco- 2 sejtvonalon. Erdekes
modon tapasztaltuk, hogy a wortmannin és az LY294002, melyek szintén a
macropinocitdzis gatlészerei nem gyakoroltak hatdst a ciklodextrinek cellularis
internalizacidjara. Ez azzal magyardzhato, hogy a fent emlitett gatldszereknek eltérd a
hatdsmechanizmusa. A rottlerin egy protein kindz C inhibitor, mig a wortmannin és
az LY294002 a foszfatidilinozitol-3-kinazt gatoljak [95]. A filipin, amely a caveola-
medidlt endocitdzis gatldszere, nem gatolta szignifikdnsan a ciklodextrinek
endocitozisat. A nocodazole, amely megzavarja a mikrotubulusok polimerizacidjat
nem befolyasolta a celluldris internalizaciét. A kléorpromazin-hidroklorid, amely egy
antipszichotikum, gétolja a klatrin-fliggé endocitézist [46]. Ezen gatloszer hatdsa
erdsen sejttipus fliggd. Bélham sejteken ezen gatldszer szignifikdnsan novelte mindkét
ciklodextrin szarmazék endocitézisat; a FITC- RAMEB internalizacidjat nagyobb
mértékben. Ennek az lehet az oka, hogy a Kklatrin-fiiggé endocitozis gatldasa mas
utvonalakat serkenthet, vagy pedig ez az amfipatikus molekula noveli a sejtmembran
fluiditasat, ezaltal novelve az endocitozist [96]. A klorpromazin altal novelt membran
fluiditas 6sszhangban van azzal, hogy a ciklodextrinek képesek kivonni a koleszterint
a sejtmembranbdl. A FITC-RAMEB nagyobb mértékli internalizacidjara, az lehet a
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magyarazat, hogy a RAMEB-nek nagyobb koleszterin szolubilizalé kapacitasa van,
mint a HPBCD-nek, hozzajarulva a membranfluiditas noveléséhez [23]. HeLa sejteken
azt talaltuk, hogy a klorpromazin nem befolydsolja a ciklodextrin endocit6zis
meértékét. Eredményeinkkel ellentétben Plazzo és munkatdrsai fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgdlva azt taldltdk, hogy a klorpromazin gatolja az endocitdzis
folyamatat HeLa sejteken, a sejtmembran kozelében tartja a fluoreszcein jelolt metil-
béta-ciklodextrin tartalmti vezikuldkat [48]. Az eltér6 eredményre az lehet a
magyarazat, hogy fluoreszcens mikroszkopidval vizsgalva a vezikuldk pontos
lokalizacidjat tudtak vizsgdlni, mig dramldsi citométerrel a teljes sejt fluoreszcenciat
mérjiik. Ezért habar a ciklodextrinek internalizacié utan a sejtmembran kozelében
maradnak, mi citométerrel azt is mértiik, de a vezikuldk pontos helyét nem tudtuk
meghatdrozni. HeLa sejtvonalon, érdekes modon a rottlerin szignifikdnsan emelte a
FITC-RAMEB endocitdzisat, a fent emlitett tobbi gatldszernek nem volt hatdsa a
ciklodextrin endocitozisara. Kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a ciklodextrinek
celluldris internalizacidjat tekintve jelentds kiilonbségek vannak a két sejttipus kozott.
Ez a kiilonbség alkalmas lehet sejttipus szelektiv celluldris internalizacié altal
kozvetitett gydgyszerbejuttatasra, szelektiv tdmadasponta ciklodextrin alapu
gyogyszerfejlesztésekhez. A két szdrmazék felvétele kozotti kiilonbség az altalunk
vizsgalt két szarmazék biologiai aktivitasdval magyarazhatd: a HPBCD egy hidrofil,
még a RAMEB egy lipofil ciklodextrin szdrmazék, melynek nagyobb koleszterin
szolubilzald affinitdsa van.

Az NF-kappa B utvonal egy gyulladdsos utvonal a sejtekben, mely soran a p65
alegység sejtmagi transzlokdcioja kulcsfontossagi esemény a gyulladasos
reakciokban. Ez a folyamat hozzajarulhat az epitelidlis barrierek megnyildsdhoz is a
jelatviteli utvonalak szintjén [97,98]. A nanoméreti gyogyszerhordozdk fejlesztésénél
és tesztelésénél mindig felmeriil az immunogenitds és a gyulladdsos folyamatok
kivaltdsanak kérdése. Az NF-kappa B tutvonal vizsgalataval célunk volt a
ciklodextrinekrdl meglévé tudasunk ilyen irdnyu bdvitése is. Kutatocsoportunk mar
kordbban kidolgozott egy modszert az NF-kappa B utvonal vizsgalatara [99,100]. Ezt
felhaszndlva kisérleteink sordan a fent emlitett p65 alegységet jeloltiik
immunfluoreszcens modszerekkel és nyomon kovettiik sejtmagi transzlokacidjat. Azt
talaltuk, hogy a hidroxi-propil-béta-, valamint a random-metilezett-béta-ciklodextrin
50 uM-os nem toxikus koncentracidban nem aktivalja ezt a gyulladdsos atvonalat sem
Caco-2, sem pedig HeLa sejtvonalon, valamint a folyamatos celluldris felvétel sem
okozza az utvonal aktivalasat (11. abra).

Az autofdgia egy Onemésztd folyamat, melynek fontos szerepe van a
diszfunkcionalis és felesleges sejtkomponensek lebontdsaban és tjrahasznositasaban.
Kameyama és munkatdarsai azt talaltak, hogy a folat-kapcsolt metil-béta-ciklodextrin
indukdlja az autofagia egy specidlis fajtajat, a mitofagiat [74]. A mitofadgia nem mas,
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mint a kérosan mikodé mitokondriumok eltavolitasa a sejtekbdl. Ezzel ellentétben mi
azt talaltuk, hogy habar az autofagoszomak detektalhatoak, megtalalhatéak mind az
intesztinalis epitél sejtekben, mind pedig a HeLa sejtekben HPBCD és RAMEB kezelést
kovetden is, azonban ezen szarmazékok nem novelik az autofagoszomak mennyiségét
a sejtekben a kontroll mintdhoz képest (12. abra). Mindemellett fluoreszcens
mikroszkdpiaval vizsgalva azt talaltuk, hogy a rhodaminnal jellt HPBCD és RAMEB
kis mennyiségben bejut az autofagoszomakba, melyre a ciklodextrin piros és az
autofagoszoma z0ld jelének kolokalizacidjabol kovetkeztetiink. Mindezen
eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a HPBCD és RAMEB 50 uM-os, nem
toxikus koncentracioban nem okozza a sejtkomponensek olyan karosodasait, amely az
autofagiahoz vezetne.

A lizoszémdk olyan sejtkompartmentek, amelyekben a kémhatds savas, mely
aciditas sziikséges a benne 1évé enzimek miikodéséhez. A lizoszomdknak szintén
fontos szerepe van a felesleges, korosan miikodd sejtkomponensek lebontasdban. Az
autofagia utolso 1épéseként a képzddott autofagoszoma fuizional a lizoszémaval [101],
ahol a bekebelezett komponensek degradalédnak. Erdekes médon azt tapasztaltuk,
hogy az altalunk vizsgalt két ciklodextrin szarmazék- a HPBCD és RAMEB- az
autofagoszomdakba csak kismértékben, mig a lizoszomdakba szignifikans
mennyiségben felvételre keriil (14. dbra). A Caco-2 sejtekben nagyobb lizoszémalis
vezikulakat, magasabb ciklodextrin tartalommal detektaltunk, mint a HeLa sejtekben.
Ez a kiilonbség a két sejtvonal kozott, alkalmas lehet lizoszomalis célzott terapiak
fejlesztéséhez a rak kezelésében [102], amely pH-reszponziv hatéanyagokat vagy
hordozokat alkalmazva a lizoszomdakban gazdagabb sejttipusokat hatékonyabban és
szelektivebben tdimadhatja.

A hasonldsagok és a kiilonbségek a két sejtvonal kozott a 4. tablazatban talalhatoak

Osszefoglalva.
Caco-2 sejtvonal HeLa sejtvonal
HPBCD esetén az 50 mM-os, RAMEB esetén a 10 mM-
. . os koncentracioé a sejtekre nézve toxikus. Szignifikans
Ciklodextrinek
cli toct)ofixcirtl;:l sejtindex csokkentd hatdsa csak az 50 mM-os RAMEB
oldatnak van. A késdbbi kisérletekhez alkalmazott
koncentracio 50 uM. (RTCA modszerrel mérve)
Fluoreszcens A ciklodextrinek nagyobb vezikulumokban a sejtmag
ciklodextrinek cellularis | koriil, kisebb vezikulumokban a sejtmagtol tavolabb, a
internalizaciodja sejtmembran kozelében lokalizalédnak. (FM)
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Normalizalt Normalizalt
fluoreszcencia intenzitas | fluoreszcencia intenzitas
(50 uM, EC) (50 uM, EC)

FITC-HPBCD: 35.63 £ 2.72
FITC-RAMEB: 4.96 + 1.23

FITC-HPBCD: 8.55 +2.26
FITC-RAMEB: 2.13 + 0.33

Az alacsony hoOmérséklet szignifikdnsan gatolja a
ciklodextrinek internalizacidjat. (FC)

Rottlerin  szignifikdnsan | Rottlerin  szignifikdnsan
csOkkenti az endocitozist. | noveli az endocitozist
(FC) FITC-RAMEB esetén. (FC)
Klorpromazin A klérpromazinnak
szignifikdnsan noveli a | szignifikans hatdsa nincs.
ciklodextrinek (FO)
internalizacidjat. (FC)
Az endocitdzis {6 tipusa: | Az endocitdzis tipusa:
folyadékfazisu pontos meghatarozasa
endocitozis. tovabbi kisérleteket
igényel, fo
mechanizmusként
folyadékfazisu
endocitozis kizarhaté.
Vizsgalt  ciklodextrinek: | Vizsgalt  ciklodextrinek:
Rho-HPBCD, Rho- | FITC-HPBCD, FITC-
Lizoszomak fluoreszcens RAMEB RAMEB

mikroszkopos vizsgalata

A ciklodextrinek bejutnak a lizoszémakba, intenzivebb
festédést a kontrollhoz képest nem mutatnak, nem
indukaljak a lizoszémak képzddését. (FM, FC)

NF-xB atvonal vizsgalata

Nincs sejtmagba torténé p53 transzlokacio, nem
indukalédik az NF-«xB gyulladdsos titvonal. (FM)

Autofagia vizsgalata

Kvalitativ és kvantitativ vizsgalatok alapjan sem a Rho-
HPBCD, sem a Rho-RAMEB nem indukdlja az
autofagoszomdk képzdédését, az autofdgiat. A pozitiv
kontrollként chloroquine
szignifikansan kiilonbozik a kontroll mintdhoz képest.
(FM, MR)

alkalmazott hatasa
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3.tablazat: Hasonldsagok és kiilonbségek a Caco- 2 és HelLa sejtvonal kozott. FM:
fluoreszcens mikroszkop, FC: dramlasi citométer, MR: microplate reader

7.2 siRNS hordozoképesség vizsgalat eredményeinek megbeszélése

Manapsag az RNS alapu technologidknak, igy az siRNS alapt készitményeknek is
egyre nagyobb szerepe van kiilonboz6 betegségek kezelésében, illetve a
diagnosztikdban. Kutatomunkdm masodik részében célul tliztiik ki két ciklodextrin
polimer, valamint a polietilén- imin siRNS hordozoképességének vizsgalatat. Ennek a
kutatdsnak abban van nagy jelentdsége, hogy az siRNS- t nehéz bejuttatni a sejtekbe,
valamint az intracelluldris szallitasa is kihivas elé allitja a kutatokat [80]. Kisérleteink
soran modellként a GAPDH siRNS-t haszndltunk, mert ehhez konnyen hozza lehet
jutni, illetve a GAPDH a sejtekben, egy nagymértékben expresszalddo haztartasi
fehérje, igy a késébbi vizsgalataink sordn a hatas vizsgdlata is konnyen kivitelezhetd.

Elséként kiilonb6z6 molaranyu polyplexeket formulaltunk GAPDH siRNS- sel. 1:1
és 2:1 molaranya komplexeket formulaltunk melyeknek DLS technologiaval
vizsgaltuk a méreteloszlasat és zéta-potencidljat. Kapott eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a polyplex formuldlas sikeres volt, hiszen az siRNS mérete
csokkent (16. abra), negativ zéta-potencidlja elttint (17. dbra). Di Silvio és munkatarsai
poli-allil-aminnal (PAH) formuldlt polyplexek esetén azt taldltdk, hogy a
nitrogén/foszfat arany befolydsolja az siRNS tokéletes komplexalasat [103]. A
formulalt polyplexek tulajdonsagat gélelektroforézisel vizsgalva koncentracio fiiggést
tapasztaltunk. 100 nM koncentracidja siRNS esetdn a 128:1 mdélaranyd, mig 500 nM
koncentracidja siRNS esetén mar a 64:1 molaranya QABCDP polyplex is a
frontvonalon maradt, azaz a polimer teljes mértékben megkototte az siRNS-t (18.
abra). Ennek oka lehet a poliplex majdnem semleges tOltése és a méretének
megvaltozdsa. A DLS-sel mért méret egy hidrodinamikai atmérd, amely a molekulak
kortil elhelyezkedd hidratburkot is magaban foglalja. A poliplex kialakuldsakor az
siRNS mérete csokkenni latszik, azonban ez a hidratburka elvesztésével is
magyardzhaté. A poliplex mérete feltehetéen nagyobb, mint az siRNS mérete
hidratburok nélkiil és ez a gélben a mobilitasat is csokkenti.

Ezt kovetben vizsgaltuk az alkalmazott polimerek sejtproliferaciora gyakorolt
hatasat. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az alkalmazott koncentraciokban 50
és 100 nM sem a polimerek, sem az siRNS, nem gyakorolnak negativ hatdsat a
sejtproliferaciora. A tovabbi kisérleteink soran legfeljebb 2 napig inkubaltuk a sejteket
a polyplexekkel, igy vizsgaltuk a polimerek sejtproliferaciora gyakorolt hatasat ezen
idépontokban is. Ez alapjan elmondhatd, hogy a polimerek 2 napot kovetéen sem
gyakorolnak negativ hatast a Caco- 2 sejtek proliferaciojara (19. és 20. abra).
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Kutatdcsoportunk madar kordbban vizsgdlta, hogy a kiilonb6z6 ciklodextrin
szarmazékok felvételre keriilnek-e a sejtekbe. Ahogy fent emlitettem az siRNS
transzfektalasa kihivas a kutatok szamara. Fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk,
hogy a formulalt polyplexek felvételre keriilnek a Caco-2 sejtekbe. Erdekes médon azt
tapasztaltuk, hogy a harom vizsgalt polimer kozott szignifikdns eltéréseket talaltunk
(21., 22., 23. dbra). A QABCD polimerrel formulalt polyplexek bejutnak a sejtekbe, a
citoplazmaban kisebb, nagyobb vezikulumokban lokalizadlédnak. ElImondhaté az is,
hogy révid, 30 perces és hosszu tavu, 4 és 24 Oras inkubalast kovetden az siRNS és a
polimer egy helyen taldlhato meg a citoplazmdaban [103]. NH polimerrel formulalt
polyplexek nem kertilnek felvételre a sejtekbe. A két ciklodextrin polimerrel formulalt
polyplexek kozti eltérés adddhat a polimerek tulajdonsagaibdl. A QABCD egy
kvaterner-amino, mig az NH egy mono- amino modositott polimer. A
polietiléniminnel formuldlt polyplexek pedig feltételezhetden kikotddnek a
sejtmembrdanhoz, kisebb, nagyobb membranlef(iz6désekben taldlhatéek meg.
Eredményeinket meger0sitettitk dramlasi citometriaval és kvantitativ mérésekkel is,
mely alapjan szintén elmondhatd, hogy csak a QABCD polimerrel formulalt
polyplexek keriilnek felvételre a sejtekbe.
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8. Osszefoglalas

A ciklodextrinek széles korben alkalmazott segédanyagok a lipofil hatdbanyagok
biohasznosithatosaganak novelésében, valamint mar oOnalldo gydgyszerként is
alkalmazzak a hidroxi-propil-béta-ciklodextrint a C tipust Niemann-Pick betegség
kezelésére. Azonban az alkalmazott szarmazékok biztonsagos alkalmazhatdsaga
érdekében elséként vizsgaltuk a ciklodextrinek intracellularis hatasait.
Kutatocsoportunk kordbban mar kimutatta, hogy a szdrmazékok endocitdzissal
felvételre keriilnek a sejtekbe, azonban a kiilonbozd fluoreszcens jeloléseket
ugyanazon szarmazeék esetén nem hasonlitottdk Ossze. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy a fluoreszcens jelolés nem befolyasolja a HPBCD és RAMEB
cellularis internalizaciojat. Endocitdzis utan kisebb vezikulumokban a sejtmembran
mentén, nagyobb vezikulumokban pedig a sejtmag koriil lokalizdlddnak, mindkét
sejtvonalon. Caco-2 sejtek esetében az endocitézis f6 mechanizmusa a
makropinocitdzis, mig HeLa sejtek esetében feltételezhetéen tobb egyidejii folyamat.
Ezen szdrmazékok nem okozzdk a p65 alegység transzlokaciojat a sejtmagba, tehat
nem indukadljdk az NF-kappa B gyulladdsos ttvonalat. A kontroll mintdhoz képest
nem fokozzdk az autofagoszomak képzddését, azonban megtalalhatéak az
autofagoszomakban. A HPBCD és a RAMEB sem indukalja a lizoszomak képzddését,
azonban felvételre keriilnek a lizoszémakba. Caco-2 sejtekben nagyobb méret(i és
nagyobb ciklodextrin tartalmu lizoszomak figyelhetéek meg, mint Hela sejtek
esetében.

Az utdbbi években az siRNS alapu terapidk nagy fejlddésen mentek keresztiil,
szamos hordozorendszer talalhatd meg a piacon vagy 4ll fejlesztés alatt, azonban az
siRNS transzfektaldsa a sejtekbe oly modon, hogy terapidban is alkalmazhatéva valjon,
kihivast jelent. A ciklodextrin polimereket mar régdta alkalmazzdk az ilyen
hordozérendszerek kialakitdsara. Kutatomunkdnk soran célunk volt két kationos
ciklodextrin polimer, valamint a polietilén-imin siRNS hordézdoképességének
0sszehasonlitdsa. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy mindharom polimer képes
kotni az siRNS-t. Komplexalast kovetden megvaltozott az siRNS mérte és hatarfeliileti
potencidlja. Az altalunk vizsgalt polimerek nem gyakorolnak negativ hatast a Caco-2
intesztinalis epitél sejtek proliferdcidjara. A kiilonbozd polyplexek eltérd celluldris
internalizaciét mutatnak. A QABCDP polyplexek felvételre kertiilnek a sejtekbe, ahol
a citoplazmaban kisebb- nagyobb vezikulumokban lokalizalédnak. Az NHBCDP
polyplexek nem kertilnek felvételre, mig a PEI polyplexek a sejtmembran mentén,
sejtmembran leflizédésekben taldlhatoak meg. Tovabbi terveink kozott szerepel a
formuldlt polyplexek GAPDH és Pgp fehérje expressziojara gyakorolt hatdsanak
vizsgalata.
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9. Conclusion

Cyclodextrins are widely used excipients to increase the bioavailability of lipophilic
drugs. In addition, hydroxypropyl beta-cyclodextrin has been recognized as an
orphan drug for the treatment of type C Niemann-Pick disease. However, the
intracellular effects of cyclodextrins were investigated for the first time in this study to
elaborate the safety of these derivatives. Our research group has previously shown
that cyclodextrin derivatives are taken up by cells by endocytosis, however, the
different fluorescent labeleling were not compared on the same derivative. Based on
our results, it can be said that fluorescent labeling does not influence the cellular
internalization of HPBCD and RAMEB. After endocytosis, they are localized in smaller
vesicles along the cell membrane and in larger vesicles around the nucleus, on both
cell lines. In the case of Caco-2 cells, the more precise mechanism of endocytosis is
macropinocytosis, while even in the case of HeLa cells it is presumably the result of
several simultaneous processes. These derivatives do not cause the translocation of the
p65 subunit into the nucleus, and therefor they do not promote the NF-kappa B
inflammatory pathway. Compared to the control sample, they do not induce the
formation of autophagosomes and are found in small amounts in these vesicles.
Neither HPBCD nor RAMEB induces lysosome formation, although, they are
detectable in the lysosomes. Lysosomes with larger size and higher cyclodextrin
content were observed in Caco-2 cells compared to HeLa cells.

In recent years, siRNA-based therapies have undergone great development, a
number of carrier systems are on the market or under development is increasing,
although, transfecting siRNA into cells is still challenging. Cyclodextrin polymers
have been used to form such carrier systems. Our aim was to compare the siRNA
carrying capacity of two cationic cyclodextrin polymers and polyethyleneimine (PEI).
Based on our results, all three polymers are able to bind siRNA. Following
complexation, the size and zeta potential of siRNA were changed. The polymers we
tested did not have a negative effect on the proliferation of Caco-2 intestinal epithelial
cells. Different polyplexes show different cellular internalization pathways. QABCDP
polyplexes are taken up by cells, where they are localized in smaller and larger vesicles
in the cytoplasm. NHBCDP polyplexes are not taken up, while even PEI polyplexes
are found along the cell membrane in cell membrane ligaments. Our further plans
include to study the effects of formulated polyplexes on GAPDH and Pgp protein
expression.
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11. Abrajegyzék

1. abra: A ciklodextrinek szerkezete.

2. dbra: Az endocitdzis tipusainak sematikus abraja.

3. abra: A kiilonb6z6 endocitotikus utvonalon felvett anyagok intracellularis sorsa.
4. abra: Az NF- kB ttvonal sematikus abraja.

5. abra: Az autofagia folyamatanak sematikus abréja.

6. abra: Az RNS interferencia sematikus abraja.

7. abra: Ciklodextrinek citotoxicitas az id6 fliggvényében.

8. abra: Citotoxicitas 30 perces ciklodextrin kezelést kovetSen.

9. abra: Ciklodextrinek endocitdzis vizsgalata fluoreszcens mikroszkdppal.
10. abra: Ciklodextrinek endocitdzisanak vizsgalata dramlasi citometridval.
11. abra: NF-kappa B utvonal vizsgalata ciklodextrin kezelést kovetden.

12. abra: Autofagia vizsgalata fluoreszcens mikroszkdppal.

13. abra: Autofagia kvantitativ vizsgdlata.

14. abra: Lizoszomdk vizsgalata fluoreszcens mikroszkoppal ciklodextrin kezelést
kovetden.

15. abra: Lizoszédmak vizsgalata aramlasi citometridval ciklodextrin kezelés utan.
16. abra: Polyplexek méreteloszlasa.

17. abra: Ciklodextrin polimerek, siRNS és polyplexek zéta-potencidlja.

18. abra: Gélelektroforézis.

19.abra: Polimerek citotoxicitdsa az id6 fliggvényében.

20. abra: Polimerek citotoxitasa 2 nap utan.

21. abra: Polyplexek endocitdzisanak vizsgalata 1.

22. abra: Polyplexek endocitdzisanak vizsgalata 2.

23. abra: Polyplexek endocitézisanak vizsgalata 3.

24. abra: A kiilonboz6 polyplexek celluldris internalizacidja dramlasi citometridval

mérve.
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12. Tablazatjegyzék

1. tablazat: Polyplexek atlagos hidridinamikai atmérai.

2. tablazat: Az siRNS, kiilonb6z6 polimerek és a kiilonb6z6 polyplexek zéta-
potencialja.

3. tablazat: Hasonldsagok és kiilonbségek a Caco- 2 és HeLa sejtvonal kozott.
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