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1.Bevezetés

A ciklodextrinek széles korben alkalmazott segédanyagok. Kiilonb6z6 iparagak,
mint példaul a gyogyszer-, élelmiszer-, kozmetikai-, diagnosztikum-, robbandszer- és
a muianyagipar is kiilonféle modon haszndlja fel ezen segédanyagokat. A
ciklodextrineket foként a gydgyszer-és élelmiszeriparban alkalmazzak oldékonysag
novelésre, a bioldgiai hasznosithatésdg novelésére, stabilizdldsra, valamint a
kellemetlen izek elfedésére és az irritdld hatasok csokkentésére.

Tobb, jelenleg is forgalomban 1év6 készitményben talalkozhatunk
ciklodextrinekkel. Ilyen példaul az Abilify injekcio, amely szulfobutildlt-béta-
ciklodextrint (SBECD), vagy a Voltaren Ophta CD szemcsepp, amely hidroxi-propil-
gamma-ciklodextrint tartalmaz. Mindemelett a ciklodextreineket antidotumként is
alkalmazzdk: a Bridion nevili készitmény, amely Suggamadexet tartalmaz a
rokurénium vagy a vekuronium izomrelaxans hatasat képes felfliggeszteni. Az
élelmiszeripar is egyre szélesebb korben haszndlja fel ezen segédanyagokat: példaul
Franciaorszagban és Belgium kihasznalva a ciklodextrinek koleszterin kivono
képességét, P-ciklodextrin felhaszndldsaval csOkkentett koleszterintartalmti vajat
allitanak elo.

A ciklodextrinek, mint oldékonysagot és felszivodast fokozd segédanyagok, mar
régota megtaldlhatéak a gyogyszerkonyvben. A hidroxi-propil-béta-ciklodextrint
2010- ben a Food and Drug Administration (FDA), majd 2011-ben a European
Medicines Agency (EMA) felvette a C-tipusi Niemann Pick szindréma kezelésére
szant lehetséges gyogyszerek kozé. Mindemellett kimutattak, hogy a HBPCD
neuroprotektiv hatdsu lehet Alzheimer- kérban.

A ciklodextrinek kutatdsa 1891-ben kezd6dott Franciaorszagban, majd az 1950-
es évek elejétdl kezdetk el intenzivebben foglalkozni, ezen molekuldk el6allitasaval,
izolalasaval és karakterizdldsaval. A ciklodextrineket részlegesen elShidrolizalt
keményitébdl allithatjuk eld. Kémiai szerkezetiik alapjan harom nagy csoportra
oszthatéak: az a-ciklodextrinek 6, a [-cyclodextrin 7, még a <vy-cyclodextrin 8
glitkkopiranoz egységbdl épiilnek fel, a-1,4- glikozidos kotésekkel Osszekapcsolva. A
molekuldk belsé tirege apolaris, még a kiilsd felszine polaros, azaz vizben jol old6dé.
Ez az egyedi sajatsdguk lehetdvé teszi, hogy mas molekulakat magukba zarjanak, azaz
molekuldris kapszulaként viselkedjenek. A ciklodextrin molekuldkon szdmos szabad
hidroxilcsoport taldlhato- a (- ciklodextrinen 21 darab- melyeket kiilonféle
szubsztituensekkel lathatjuk el. Ez a szubsztitudlas leggyakrabban hidroxialkilezés
(HPBCD), metilezés (RAMEB), acetilezés vagy szulfobutilezés. A szubsztitualt
ciklodextrineket a szubsztitacios fokkal jellemezziik (degree of substitution, DS),
mivel a szubsztitudlds altaldban random moddon torténik. A ciklodextrin gytrin
talalhato szabad hidroxilcsoportok funkcionalis médositasaval €s kovalens kotésekkel
lehetdségiink van nagyobb strukturdk kialakitasara is. Ciklodextrin polimerrdl akkor
beszéliink, ha egy molekulan beliil tobb ciklodextrin monomer taldlhaté. A polimerek



megnovelt lehetdséget kindlnak a ciklodextrinek alkalmazhatdsagara, hiszen novelik
a lehetdségét a hatdanyag és ciklodextrin tirege kozotti interakciora.

A ciklodextrineknek jol ismert bioldgiai hatdsai vannak, melyek nagymértékben
meghatarozzak alkalmazhatdsagukat és biztonsagossagukat. Komplexképzd
tulajdonsagaiknak koszonhetéen képesek a sejtmembranban is megtalalhato,
természetes hidrofob molekuldkat is komplexdlni, mely hatdsuk korrelaciot mutat a
citotoxicitasukkal. Az a-ciklodextrin a foszfolipideket, még a [-ciklodextrin a
koleszterint képes kivonni a sejtmembranbdl. A lipid szolubilizdcid mértéke fiigg a
ciklodextrin  molekula sajatsagaitol, igy a gylri méretétdl, valamint
szubsztitualtsagatol. Kiss T. és munkatarsai bebizonyitottak, hogy 0sszefiiggés van a
B-ciklodextrinek citotoxicitasa, hemolitikus aktivitasa és a koleszterin szolubilizalo
tulajdonsagaik kozott. A sejtmembran koleszterin tartalmanak csokkenése, ezaltal a
szerkezetének megvaltozadsa szamos kovetkezménnyel jarhat. A koleszterin kivondsa,
komplexalasa a [-ciklodextrin altal csokkentheti a sejtmembranban taldlhato efflux
transzporterek, igy az ABC transzporterek funkcidjat, melyek fontos szerepet toltenek
be az intesztindlis barrierben, azaltal, hogy visszapumpadlja a szubsztratjat az
intesztindlis lumenbe, gatolva ezzel az abszorbcidjat.

Ahhoz, hogy a ciklodextrinek fent emlitett biologiai és neuroprotektiv hatasukat
kifejtsék, at kell jutniuk a sejtmembranon. Nagy molekulaméretiiknek és hidrofil
karakterisztikdjuknak koszonhetéen nem képesek passziv diffuzioval atjutni a
sejtmembranon. A bioldgiai barriereken torténd atjutdsra, valamint a lipofil hatéanyag
penetracidjanak fokozdsara tobb mechanizmust is leirtak mar. Az elsd ilyen
mechanizmus a felszivd hdmon kifejtett hatds. Ez a mar fentebb emlitett, a
ciklodextrinek koleszterin komplexald tulajdonsagaval van kapcsolatban. A masodik
mechanizmus az aktiv transzporterek gatldsa, a harmadik mechanizmus pedig az
altalunk is vizsgalt endocitotikus folyamat. Ezen mechanizmus a sejtek egyik
legfontosabb képessége, hiszen a sejt igy is kommunikdl a kornyezetével. Az
endocitozis sordn a felvételre keriilt hatéanyag, kutatasunk esetében a ciklodextrin egy
ugynevezett primer endoszomaba keriill, melyben elszallitédik a korai
endoszomakhoz. Az endoszomadlis érés soran a korai endoszoémabol késéi endoszoma
lesz, amely fuziondl a lizoszomaval, ahol majd az endoszoma tartalma degradaciéra
keriil. Az endocitézisnak két nagy tipusa ismert: az egyik a fagocitdzis, mely soran
elsésorban fagocitdk (makrofadgok, dendritikus sejtek és monociték) képesek felvenni
szilard részecskéket. A masik a pinocitdzis, amely a vezikuldk mérete, a formulacidjuk
mechanizmusa, valamint a folyamatban részt vevd fehérjék alapjan tovabbi
csoportokra oszthatd. Igy megkiilonboztetiink: macropinocitézist, klatrin-medialt
endocitozist, caveola-medialt, valamint klatrin-€s caveola-fiiggetlen endocitozist.

A nukledris faktor kappa B (NF-kB) transzkripcios faktor csaldd fontos
szabalyozdja szervezetiink immunrendszerének fejlédésében, valamint az
immunvalaszok, gyulladas kialakuldsdban. Ez a dimer transzkripcids faktor kézponti
szerepet jatszik a velesziiletett és az adaptiv immunitds kialakitdsdban, a sejtek
differencidloédasaban, proliferacidjdban és tulélésében. Az NF-kB ot fehérje
monomerbdl all. Ez az 6t fehérje a p65 vagy RelA, a RelB, a cRel, a p50 és a p52
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alegység, melyek normal esetben, inaktiv formaban a citoplazmaban talalhatéak meg,
azonban, ha a sejtmagba transzlokalodnak, ott kotddnek a DNS-hez. A ciklodextrinek
NF-kappa B utvonalra gyakorolt hatasat eddig még csak makrofdgokon vizsgaltak.
Motoyoma és munkatarsai azt talaltak, hogy a dimetil- alfa- ciklodextrin antagonizalja
az LPS (lipopoliszacharid) indukalta makrofagok stimulaciojat.

Az autofagia a citoplazmatikus komponensek lizoszéman beliili lebontasat
jelenti. Ez egy 6nemésztd folyamat, melynek célja a karosodott, aggregalodott fehérjék,
a kdrosan mikodd endoplazmatikus retikulum, peroxiszoma vagy mitokondrium
eltavolitasa a sejtbdl. A folyamatnak szamos fiziologiai és patofiziologiai folyamatban
van kulcsfontossagu szerepe, mint példaul az energiahdztartas, az 6regedés gatlasa és
a mikroorganizmusok elimindcidja a sejtekbdl. Az autofagidnak harom f6 tipusat
kilonboztetjik meg: a makro-, mikro- és chaperon- medialt autofagiat. A
makroautofdgia sordn a citoplazmatikus komponensek az autofagoszéman keresztiil
elszallitodnak a lizoszomaba, ahol degradaciora keriilnek. A folyamat induktora
leggyakrabban valamely esszencidlis tdpanyag, altaldban az aminosavak hidnya. A
folyamat elsd 1épése egy izoldcids membran vagy mas néven fagofdr képzddése, mely
egy kettds rétegli lipidmembran, amely az endoplazmatikus retikulumbdl, a Golgi
késziilékbdl vagy az endoszomdkbol szarmazik. A kovetkezd 1épés a fagofor
multimerizacioja, melyben fontos szerepe van az Atg5-Atgl2 konjugaciojanak és
interakcidjanak az Atgloé-tal. Ezt kovetéen a mikrotubulus asszocialt fehérje konnyt
lanc (LC3B) szintézise valosul meg. Ezutdn a target felvételre keriil az
autofagoszomaba. Ez altalaban véletlenszer(ien torténik. A folyamat utolsé 1épése az
autofagoszoma fuzidja a lizoszomaval, ahol a target a lizoszomalis protedzok altal
proteolitikus lebontasra keriil. A fazidé kovetkeztében kialakult kompartmentet
autolizoszomanak nevezziik. Kameyama és munkatarsai leirtadk, hogy a folat kapcsolt
metil-béta-ciklodextrin indukdlja a mitokondriumok szelektiv elimindcidjat a
mitofagiat. Sun és munkatarsai azt talaltak, hogy a hidroxi-propil-béta-ciklodextrin
20 mM-os koncentdcidban gatolja az AKT/mTOR dutvonalat, az autofagoszomak
fazidjat a lizoszémaval, ezaltal az autofagoszomak felhalmozdodasat HepG2 sejtekben.
A ciklodextrinek befolyasolhatjdk a sejtmembran muikodését, kolcsonhatasba
léphetnek kiilonbozd fehérjékkel, tigy mint az AMP-aktivalta protein- kindzok, {3-
amiloid fehérje vagy KV1.3 ioncsatorna. A kolcsonhatas kovetkeztében ezen fehérjék
karosodasa is felmeriilhet és ezaltal az autofagia indukalddhat a sejtekben.

Az siRNS vagy mas néven rovid interferald ribonukleinsav, egy altaldban 20-27
bazisparbol allo kettds szdld, nem kdodol6 DNS molekula, melynek a
géncsendesitésben van szerepe. Manapsag az siRNS alapt terapidk egyre nagyobb
szerepet kapnak a kiilonbo6z6 betegségek kezelésében. Szamos siRNS- alapt terdpia all
fejlesztés alatt az orokletes betegségektdl a rakos megbetegedések kezeléséig. Ahhoz,
hogy a terapia sikeres legyen egy biztonsagos és hatékony szallité rendszerre van
sziikség, hiszen a molekula transzfektaldsa, azaz bejuttatasa a sejtekbe szamos kihivas
elé allitja a kutatokat. Az siRNS nagy molekulamérete és polianionos jellege (negativ
toltés(i) miatt a mddositatlan molekula nem tud kdnnyen bejutni a sejtekbe, valamint
a véraramban instabil és immunogén lehet. Ezen probléma kikiiszobodlésére szamos
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rendszer all rendelkezésre, illetve fejlesztés alatt. Ezeket a rendszereket ugy kell
kialakitani, hogy biztonsagot nyujtsanak a protedzok ellen, kibujjanak az
immunrendszer eldl, bejussanak a célsejtekbe és bejuttassak az siRNS-t a RISC
komplexbe. A kiilonb6z6 rendszerek altalaban receptor medialt endocitozissal
keriilnek felvételre a sejtekbe, melyet kiilonboz6 target ligandok beépitésével érnek el,
melyet a sejtek felszinén 1évd receptorok ismernek fel. Ezek a rendszerek lehetnek
kationos ciklodextrin polimer alapuak, lipid nanopartikulumok vagy siRNS-ligand
konjugatumok. Az RNS-medialt interferencia (RNAi) egy egyszer(i és gyors
géncsendesitési mdodszer. A folyamat elsd 1épése, hogy a duplaszalit RNS molekulabdl
a Dicer enzim hatdsara, kisméreti (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 vezet6 szala,
azaz a target mRNS-sel komplementer szdla épiil be, a masik lebontasa keriil. A
komplex ezutdn felismeri a target mRNS-t és ahhoz kapcsolddva, annak degradaciojat
okozva, gatolja a transzlaciot. A ciklodextrineket mar régota alkalmazzak az siRNS
horozodjaként is. Az els6 ciklodextrin polimer alapti hordozorendszert plazmid DNS
szallitasara 1999-ben mutattak be. Gonzalez és munkatarsai leirtak, hogy az Gjonnan
szintetizalt kationos béta-ciklodextrin polimerrel végzett in vitro transzfekciok
Osszehasonlithatbak a  polietilén-iminnel vagy  Lipofectaminnal végzett
transzfekciokkal. Azdta a ciklodextrin polimer alapt siRNS hordozdrendszerek
fejlesztése fellendiilt, a kezelendd betegségek, a tdamadaspontok kore pedig
szélesedett.



2. Célkittizes

PhD értékezésem céljaul thztiik ki, a kiilonb6z6 ciklodextrin szarmazékok cellularis és
intracellularis hatdsainak vizsgalatat Caco-2 intesztinadlis epitél és HeLa méhnyakrak
sejtvonalon. Célunk volt a kiilonb6zd fluoreszcens festékkel (fluoreszceinnel és
rhodaminnal) jelolt hidroxi-propil-béta (HPBCD) és random metilezett béta
ciklodextrin (RAMEB) szarmazékok cellularis internalizaciojanak vizsgalata, az
endocitézis mechanizmusdnak pontosabb felderitése kiilonb6z6 gatloszerek
alkalmazasaval. Mindemelett célul thztik ki a ciklodextrinek intracellularis
hatasainak vizsgalatdt, mint az NF-kappaB tutvonalra és autofagiara gyakorolt
hatasuk, valamint a sejtekben talalhato lizoszomak vizsgalatat. A ciklodextrink sejten
beliili sorsa eddig kevéssé felderitett, ezért fontosnak tartottuk az endocitoézist kovetd
torténések tanulmanyozasat és sszehasonlitasat két kiilonbozé sejtvonalon.
Kutatomunkdm masik célja  ciklodextrin  polimer szarmazékok siRNS
hordozoképességének vizsgalata Caco-2 intesztindlis epitél sejteken. Az ismert, hogy
a ciklodextrinek ednocitdzissal felvételre kertilnek a sejtekbe, illetve, hogy nagyméretti
molekuldkat is képesek komplexalni, ezaltal bejuttatni a sejtekbe, ahol kiilonb6z6
bioldgiai hatdsokat valthatnak ki. Ezért a makromolekulak komplexalasanak és
endocitdzisanak vizsgalatdra az siRNS-t valasztottuk, mellyel kés6bbi vizsgalataink
soran a GAPDH és Pgp expresszidjara gyakorolt hatdsat szeretnénk vizsgdlni. Ehhez
kiilonb6z6 molardnya poliplexeket képeziink GAPDH siRNS-sel és vizsgaljuk a
poliplex tulajdonsagait dinamikus fényszérds fotometriaval, valamint cellularis
internalizacidjat konfokalis mikroszkdpos technikaval.



3. Anyagok és modszerek

A Caco-2 és Hela sejtvonalak a European Collection of Cell Cultures-t6l
(ECACC, UK) szdrmaznak, és moddositott DMEM sejttenyésztd tapkozegben
tenyésztettitk. A (2-hidroxipropil)-B-ciklodextrin (HPBCD), a random metil-3-
ciklodextrin (RAMEB) és ezek rodamin (Rho) és fluoreszcein (FITC) jel6lt analdgjai a
CycloLab Ltd. (Budapest, Magyarorszag) termékei voltak.

A kiilonb6z6 koncentracidju (50 uM, 500 uM, 1 mM, 10 mM és 50 mM) hidroxi-
propil-béta- (HPBCD) és random-metil-béta-ciklodextrin (RAMEB) szarmazékok
citotoxicitds 24 ordig, a kiilonb6z6 koncentracidju (50 nM és 100 nM) ciklodextrin
polimerek sejtproliferaciora gyakorolt hatasat 2 napig vizgaltuk RTCA modszerrel.

A fluoreszcensen jelolt ciklodextrin szarmazékok cellularis internalizaciojat
fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk. A kisérletek soran a Caco-2 és HelLa sejteket
30 percig, 37 "C-on inkubaltuk az 50 uM koncentracidju fluoreszcens ciklodextrin
szarmazékok oldatival, majd fixalast és sejtmagfestést kovetden fluoreszcens
mikroszkdéppal vizsgaltuk a mintdinkat. Az endocitozis pontos mechanizmusat
aramlasi citometridval vizsgaltuk kiilonb6z6 endocitozis gatldszerek felhasznalasaval.
Az alkalmazott gatldszerek: wortmannin 50 nM, genistein 200 uM, filipin 1 pg/ml,
nocodazole 10 uM, LY294002 50 uM és rottlerin 1 pg/ml. A kisérletek soran a sejteket
eldinkubaltuk a gatldszerekkel 40 percig, 37 °C vagy 4 "C-on, majd tovabbi 30 percig
inkubaltuk az 50 uM koncentracidju fluoreszcens ciklodextrin szarmazékok oldatival.
Ezt kovetden a sejteket mostuk, az elhalt sejteket megfestettiik propidium- jodiddal,
majd a celluldris fluoreszcencia intenzitast dramldasi citométerrel mértitk. A Caco-2
sejtek esetében a méréseket Dr. Nagy Béla és Dr. Fejes Zsolt Ph.D. végezte el.

A ciklodextrinek hatdsat az NF-kB utvonalra fluoreszcens mikroszkdppal
vizsgaltuk. A kisérletek sordn a sejteket 30 percig, 37 “C-on inkubaltuk 50 uM HPBCD
vagy RAMEB, illetve pozitiv kontroll esetén 50 ng/ml TNF-a oldatokban. Ezt kdvetéen
a sejteket fixaltuk, a nem specifikus kotShelyeket blokkoltuk, majd elsédleges és
fluoreszcensen jel6lt masodlagos antitesttel jeloltiik a p65-0s alegységet, végiil pedig
megfestettiik a sejtmagokat. A mintdinkat fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk,
mely sordn az NF-kB p65 alegység sejtmagi transzlokacidjat monitoroztuk.

A ciklodextrinek autofadgiara gyakorolt hatasat kvalitativan és kvantitativan is
vizsgaltuk. A kvalitativ vizsgalatok sordn a sejteket 24 6raig, 37 "C-on inkubaltuk 50
uM HBPCD vagy RAMEB, illetve pozitiv kontroll esetén 100 uM chloroquine
oldatban. Ezt kdvetden a sejteket fixaltuk, permeabilizaltuk, majd az autofagoszomak
membranjaban 1évé LC3B molekulat elsddleges és fluoreszcensen jelolt masodlagos
antitestekkel jeloltiik (LC3B Antibody Kit for Autophagy, Thermo Fisher Scientific),
végiil pedig megfestettitk a sejtmagokat. A mintdkat ezt kovetSen fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk. A kvantitativ mérések sordn a sejteket 24 6raig, 37 "C-on
inkubaltuk 50 uM HBPCD vagy RAMEB, illetve pozitiv kontroll esetén 100 uM
chloroquine oldatban. Ezt kovetden az autofagoszomak membranjat fluoreszcens
festékkel (CYTO-ID ® Autophagy Detection Kit, Enzo Life Sciences festettiik meg a kit



el6irasa alapjan, majd a cellularis fluoreszcencia intenzitast microplate reader-rel
mértiik.

A Caco-2 és HeLa sejtekben jelenlévd lizoszomakat fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk, mely sordn a sejteket 30 percig, 37 “C-on inkubdltuk az 50 uM
koncentracidju jeloletlen vagy fluoreszcensen jelolt HPBCD vagy RAMEB oldatokban,
ezt kovetden pedig a lizoszomak membranjat LysoTracker® (Thermo Fisher Scientific)
segitségével festettiik meg. A sejtmagfestést kovetéen a mintdinkat kvalitativ
vizsgalatok esetén fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk, kvantitativ vizsgalatok
esetén pedig a cellularis fluoreszcencia intenzitast d&ramlasi citométerrel mértiik.

A formulalt polyplexek tulajdonsagait dinamikus fényszoras (DLS) és zéta
potencidl méréssel ZetaSizer Nano miiszer (Malvern) segitségével vizsgaltuk. A
kisérletek soran 100 uM koncentracidju oldatokat hasznaltunk. A detektalas 175°-os
szOgben zajlott, a termosztat 25 °C-ra volt allitva. A kiilonb6z6 oldatok méreteloszlasat
és polidiszperzitasat (PDI) hdromszor mértiik le. A zéta potencial mérés High
Concentration Zeta Cell- ben tortént valtozo fesziiltségli arammal.

A polyplexek tulajdonsagait gélelektroforézissel is vizsgaltuk, amelyet Dr.
Gyongyosi Alexandra és Dr. Lekli Istvan végeztek el. A kisérletek soran 100 és 500 nM
koncentraciéju siRNS-t alkalmaztunk, mellyel kiilonb6z6 molaranyti polyplexeket
formulaltunk QABCDP polimerrel. Az elektroforézist 1 6ran keresztiil, 80 V-on
hajtottuk végre, majd a mintdkat ChemiDoc Touch (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) késziilékkel detektaltuk.

A polyplexek cellularis internalizacidjat konfokalis mikroszkoppal és aramlasi
citometridval vizsgaltuk. A konfokalis mikroszkopos felvételeket Dr. Vamosi Gyorgy
készitette. A kisérletek soran a sejteket 30 percig, 4 vagy 24 oOrdig inkubaltuk a
kiilonb6z6 molaranyt, 5 uM fluoreszcensen jelolt siRNS koncentracidja polyplex
oldatokban. Ezt kovetéen a sejteket fixaltuk, a sejtmagokat megfestettiik, majd
mintdinkat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, vagy a celluldris fluoreszcencia
intenzitast dramlasi citométerrel mértiik.



4. Eredmények
4.1. Ciklodextrinek cellularis hatasai

4.1.1 Citotoxicitas

A kiilonb6z0 koncentracidja 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 koncentracid is toxikus volt mindkét sejtvonalra.

A késObbi kisérleteink sordn a sejteket 30 percig inkubaltuk a ciklodextrin
oldatokkal, ezért igy is dbrazoltuk az RTCA 4ltal szamolt normalizalt sejtindexet 30
percnél. Azt taladltuk, hogy 30 perces kezelés soran, mind Caco-2, mind pedig HeLa
sejtvonalon csak az 50 mM-os RAMEB mutatott toxikus hatdsokat a kontroll,
kezeletlen sejtekhez képest. A késObbi vizsgalataink soran, nem toxikus 50 uM-os
koncentraciét és 30 perces inkubacios id6t alkalmaztunk.

4.1.2 Celluldris internalizicid

A fluoreszceinnel és rhodaminnal jelolt HBPCD celluldris internalizacidjat és
intracellularis lokalizaciojat Caco-2 és HeLa sejtvonalon fluoreszcens mikroszkdppal
vizsgaltuk. A sejtmembrdn 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.

Eredményeinket megerdsitettitk dramldsi citometridval. Caco-2 sejtek esetén a
méréseket Dr. Nagy Béla és Dr. Fejes Zsolt végezték el. Ehhez néhdny 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
aramldsi citométerrel mértiik. A gatloszerekkel elSkezelt mintdk esetén mért
fluoreszcencia intenzitast a kezeletlen mintak esetén mért fluoreszcencia intenzitashoz
hasonlitottuk. Caco-2 intesztindlis epitél sejtek esetén mind a hités, mind pedig a
rottlerin, amely a macropinocitdzis gatldszere szignifikdansan gatolta a ciklodextrin
szarmazékok endocitdzisat. A tobbi vizsgalt gatldszernek nem volt szignifikdns gatlo
hatdsa a szdrmazékok celluldris internalizicidjara, azonban a klérpromazin-
hidroklorid érdekes médon szignifikansan novelte mind a FITC-HPBCD, mind a
FITC-RAMEB felvételét a sejtekbe. HeLa sejtek esetében csak a hiités gatolta
szignifikdnsan a ciklodextrinek endocitozisat, még a tobbi vizsgalt endocitozis
gatloszernek nem volt szignifikans gatld hatasa sem FITC-HPBCD, sem pedig FITC-
RAMEB esetén. Erdekes mddon a rottlerin FITC-RAMEB esetén szignifikansan novelte
a cellularis internalizaciét.
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4.1.3 NF-kappaB utvonalra gyakorolt hatds

Ebben a kisérletben a HPBCD és RAMEB hatasait teszteltiik az NF-kB gyulladasos
utvonalra. Az NF-kB p65-0s alegységét anti-p65 antitesttel jel6ltiik, még a sejtmagokat
DAPI festékkel. Az utvonal lehetséges aktivalodasat a kiilonboz6 ciklodextrin
szarmazékok altal fluoreszcens mikroszkdpiaval tettiik lathatova. A  sejteket
el6kezeltiik 50 uM-os ciklodextrin oldatokkal, majd els6dleges és masodlagos antitest
oldatokkal. Ebben az esetben a kezeletlen kontroll mintdkhoz képest zold jelet csak a
citoplazmaban 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 indukalnak gyulladdsos folyamatokat a sejtekben.
Pozitiv kontroll esetében a sejteket el6zetesen 50 ng/ml koncentracidju TNF-a oldattal
inkubaltuk, majd az elsédleges és masodlagos antitest oldatokkal. Ez esetben zold jelet
detektaltunk a sejtmagokban is, ami azt jelenti, hogy a TNF-a indukalja a p65-0s
alegység transzlokacidjat, ezaltal gyulladasos folyamatokat.

4.1.4 Autofagidra gyakorolt hatds

Vizsgaltuk a HPBCD és RAMEB autofagidra gyakorolt hatdsat. Els6ként
kvalitativan teszteltiik fluoreszcens mikroszkopiaval, mely soran az autofagoszomak
membranjaban taldlhaté LC3B molekuldt jeloltiikk anti-LC3B antitesttel, még a
sejtmagokat DAPI festékkel festettitk meg. Rho-HPBCD és Rho-RAMEB kezelések
utdn az autofagoszdémak jelenléte detektalhatd volt, hasonléan a kontroll mintadhoz
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 végeztiik rhodaminnal jel6lt ciklodextrin szarmazékokkal, hogy
meghatarozzuk a ciklodextrinek lokalizacidjat a sejtekben. Néhany intracelluldris
vezikuldban az LC3B zold, illetve a rhodaminnal jelolt ciklodextrin piros jelét
kolokalizalédva (sarga jel) detektaltuk, ami arra utal, hogy ezen szarmazékok csak kis
mennyiségben lokalizdlédnak az autofagoszémakban.

Ezt kovetéen eredményeinket kvantitativn mérésekkel igazoltuk. Az
autofagoszomak membréanjat CYTO-ID® Green Detection Reagent-tel, még a
sejtmagokat Hoechst 33342 festékkel festettiik meg. A fluoreszcencia intenzitdst
microplate leolvasdval-rel mértiik, az eredményeket normalizaltuk a sejtszamra és
relativ fluoreszcencia intenzitdsként fejeztiik ki. A ciklodextrinekkel valo kezelés a
kontroll mintdhoz képest nem indukalta szignifikdnsan az autofagoszémak
képzbédését, még a chloroquinnel kezelt minta esetén mért fluoreszcencia intenzitds
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kontroll minta esetén (p<0,01).

4.1.5 Lizoszomadk a sejtekben

Vizsgaltuk az Rho-HBPCD és Rho-RAMEB Caco-2 sejtekben, valamint a FITC-
HPBCD és FITC-RAMEB HelLa sejtekben taldlhato lizoszémakra gyakorolt hatdsat.
El6szor kvalitativ vizsgalatokat végeztiink fluoreszcens mikroszkdpidval. A
ciklodextrin kezeléseket kovetden a lizoszomak jelenléte kimutathato volt a sejtekben,
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hasonldéan a kontroll mintdhoz. A zold és a piros jel szamos intracelluldris
vezikulumban kolokalizalddik (sarga jel), ami azt jelenti, hogy ezen szarmazékok
cellularis internalizacidjat kovetden szignifikdns mennyiség detektalhaté a
lizoszémaékban, mind Caco-2, mind pedig HeLa sejtvonalon.

Eredményeinket aramlasi citometriaval igazoltuk. Jeloletlen HPBCD és RAMEB
kezelést kovetden a LysoTracker lizoszomadlis festés intenzitdsa (piros fluoreszcencia)
hasonlé a csak LysoTrackerrel kezelt mintahoz, mind Caco-2, mind pedig HeLa
sejteken. A FITC-HPBCD és FITC-RAMEB kezeléseket kovetben csak a zold
fluoreszcencia intenzitasa emelkedett meg, piros fluoreszcencia intenzitdst nem
érzékeltiink. A fluoreszceinnel jelolt ciklodextrin szarmazékokkal és a LysoTracker
festékkel kezelt mintdk esetében a lizoszdmalis festés piros fluoreszcencia intenzitdsa
nem haladta meg szignifikdnsan a csak LysoTrackerrel festett mintakat.

4.2 Ciklodextrin polimerek siRNS hordozdoképessége

4.2.1 Az eloallitott polyplexek tulajdonsigai

A polimer oldatok, az siRNS oldat, valamint az siRNS: polimer 1:1 és 1:2 mélaranyt
polyplexek tulajdonsagait DLS (Dinamic Light Scattering) technolodgiaval vizsgaltuk.
Malvern Zetasizer Nano miiszerrel mértiitk a méreteloszlast. A GAPDH siRNS
hidrodinamikai atmérd&je 336,26 nm. A kiilonb6z6 polimerek méreteloszlasa valtozo: a
QABCD polimer hidrodinamikai atmérdje 85,96 nm, az NHBCD polimeré 19,586 nm,
még a PEI mérete 4693,8 nm. 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 kiilonb6zd polimerekkel sikeresen képeztiink polyplexeket.
Az siRNS méretcsokkenésének az lehet az oka, hogy a pozitiv toltésti polimer a negativ
toltésti siRNS-sel taldlkozva kondenzalja azt.

A polimerek, az siRNS, valamint a kiilonb6z6 poliplexek zéta- potencialjat Malvern
Zetasizer Nano miszerrel High Concentration Zeta Cell-ben valtozo fesziiltségli
arammal mértiik. Az siRNS negativ zéta-potencidllal, még a polimerek minden
esetben pozitiv hatdrfeliileti potencidllal rendelkeznek. A formuldlt polyplexek
esetében pozitiv zéta-potencidl értéket mértiink, amely egyik esetben sem volt
magasabb a polimer hatdrfeliileti potencidljatdl. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
komplexalasunk sikeres volt.

A poliplexek tulajdonsagat gélelektorforézissel is vizsgaltuk. A gélelektroforézist
Dr. Gyongyosi Alexandra és Dr. Lekli Istvan végezték el. A méréseket el6szor a 100
nM koncentacioju siRNS-sel végeztiik el, mivel az siRNS-t altaldban 50 -100 nM
koncentacidoban alkalmazzak. Ezen eredményeink alapjan elmondhato, hogy habar a
detektalt jel intenzitdsa alacsony volt, az siRNS dnmagaban elmozdul a frontvonalrol.
100 nM koncentracidja siRNS esetén a 128:1 polimer:siRNS molaranyu polyplex
tokéletesen megkototte azt. 500 nM koncentracioju siRNS esetén mar a 64:1 molaranyu
poliplex is tokéletesen megkoti az siRNS-t, az nem mozdul a frontvonalrol.
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4.2.2 Polimerek sejtproliferdciora gyakorolt hatdsa

A kiilonb6z6 koncentracioju polimer oldatok Caco-2 sejtek sejtproliferacidjara
gyakorolt hatdsdt RTCA modszerrel vizsgaltuk. Az alkalmazott polimerek
proliferaciora gyakorolt hatasat 50 és 100 nM- os koncentracioban vizsgaltuk. Ahogy
az abran is lathaté 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.

A tovabbi kisérleteink soran maximum 2 napig kezeltiik a sejteket, ezért a 2. napon
meért normalizalt sejtindex értékeket kiilon is vizsgdltuk, abrazoltuk. Ezek alapjan
elmondhatd, hogy 2 napos kezelést kovetden az alkalmazott polimerek nem
gyakorolnak szignifikdns hatast a Caco- 2 sejtek sejtproliferacidjara. A Triton X- 100
minden idépontban szignifikdnsan gatolta a sejtproliferaciot.

4.2.3 Polyplexek celluldris internalizdcidja

A kiilénb6z8 polyplexek celluldris internalizaciojat konfokalis mikroszkdppal
vizsgaltuk. A konfokdlis mikroszkopos felvételeket Dr. Vamosi Gyorgy készitette.
Ahogy az &bran is megfigyelhetd, a csak siRNS-sel kezelt mintdk esetén nem
detektaltunk piros jelet a citoplazmaban, tehat nem kertil felvételre a fluoroforral jelolt
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
citoplazmaban. Ez alapjan elmondhatd, hogy mind a FITC-konjugalt Q polimer, mind
az siRNS felvételre kertil a sejtekbe. Sarga jellel kolokalizaci¢ figyelhetd meg, amibdl
arra kovetkeztetiink, hogy a ciklodextrin polimer és az siRNS egy helyen talalhatdak
meg a citoplazmaban. PEI-vel formuldlt polyplexek esetén piros jelet csak a sejthatarok
mentén detektaltunk, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy ezen polyplexek vagy
kikotddtek a sejtmembranhoz, vagy a sejtmembranban, nagyobb aggregatumokban,
membran lefizédésekben taldlhatoak meg. 4 és 24 Orads inkubacidt kovetden a 2:1
molaranya QABCDP polyplex esetén a zold és a piros jel kolokalizacidban talalhatd
meg, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a polyplex hosszt inkubacids id6t kovetden is
megtalalhatd a sejtekben. 32:1 mélardnyu polyplex esetén sem 4, sem pedig 24 6ra utan
nem detektaltunk piros jelet, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy ez a polyplex nem
kertil felvételre a sejtekbe.
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5. Megbeszélés
5.1 Cellularis hatas vizsgalatok eredményeinek megbeszélése

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 tipust Niemann- Pick szindroma kezelésében. A széleskort
felhasznalds, a biztonsagos alkalmazhatdsag érdekében fontos ismerni ezen
segédanyagok celluldris, valamint a f6bb intracellularis titvonalakra gyakorolt hatdsat.
Kutatomunkdnk elsd részében célul tliztiik ki a két leggyakrabban alkalmazott
ciklodextrin szdrmazék, a hidroxi-propil-béta-, (HPBCD), valamint a random
metilezett-béta-ciklodextrin (RAMEB) celluldris internalizacidjanak és intracelluldris
hatasainak vizsgalatat Caco-2 és HeLa sejtvonalon.

Els6ként a fent emlitett szarmazékok citotoxicitasat vizsgaltuk, rovid, 30 perces
inkubalast kovetéen. Kutatocsoportunk korabban 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, még a HPBCD ICso
értéke >200 mM. Kapott eredményeink alapjan elmondhat6 (6sszhangban korabbi
eredményeinkkel), hogy RTCA mddszerrel vizsgalva mind Caco-2 intesztindlis epitél,
mind pedig HeLa méhnyakrak epitél sejtek esetében a RAMEB mar 10 mM, a HPBCD
pedig 50 mM koncentracioban toxikus volt a sejtek szamara. A két mdédszer esetén
kapott eltérd értékek a modszerek kiilonbozdségébdl adddnak. Az RTCA modszer a
sejtek morfologiai valtozdsait és az elektrddokkal valo membrankolcsonhatast
érzékeli, ami egy korabbi és kisebb koncentraciora is érzékeny esemény az MTT altal
mért mitokondridlis kdrosoddsndl. Tovabbi kisérleteink soran 50 pM nem toxikus
koncentraciot alkalmaztunk.

Kutatdcsoportunk kordbban mar kimutatta, hogy a fluoreszceinnel jelolt RAMEB
fluid fazist endocitdzissal felvételre keriil Caco-2 sejtekben, azonban a kiilonb6z6
fluoreszcens jeloléseket ugyanazon ciklodextrin szarmazékok esetén még nem
hasonlitottdk Ossze. Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgdlva kimutattuk, hogy a
fluoreszceinnel és rhodaminnal jel6lt HPBCD, valamint RAMEB felvételre keriil mind
Caco-2, mind pedig Hela sejtvonalon. A vizsgalt szdrmazékok Kkisebb
vezikulumokban a sejtmembran mentén, még nagyobb vezikulumokban a sejtmag
koriil lokalizalédnak. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a fluoreszcens jel6lés
nem befolyasolja a ciklodextrin szdrmazékok endocitdzisanak kialakuldsat, melyre
magyarazat lehet a két festékmolekula hasonlé szerkezete: mindketté karboxifenil-
xantén szarmazék. Az endocitdzis pontos mechanizmusat kiilonb6zd gatloszerek
alkalmazasaval dramlasi citométerrel vizsgaltuk. Mindkét sejtvonal esetén a vizsgalt
ciklodextrin szarmazékok- FITC-HBPCD és a FITC-RAMEB- endocitozisa hdmérséklet
fligg0, hiszen a sejtek + 0 °C-on vald inkubalasa szignifikansan gatolta a ciklodextrinek
endocitdzisat. Az endocitdézis mechanizmusdban a két sejtvonalon eltérd
mechanizmust tapasztaltunk. Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy Caco-

14



2 intesztinalis epitél sejteken az endocitdzis {6 mechanizmusa a macropinocitdzis, még
HeLa sejtvonalon feltehetéen tobb egyidejii folyamat. A rottlerin szignifikdnsan
gatolta mindkét szarmazék endocitézisat Caco- 2 sejtvonalon. Erdekes médon
tapasztaltuk, hogy a wortmannin és az LY294002, melyek szintén a macropinocitdzis
gatldszerei nem gyakoroltak hatast a ciklodextrinek cellularis internalizcidjara. Ez
azzal magyarazhatd, hogy a fent emlitett gatldszereknek eltérd a hatasmechanizmusa.
A rottlerin egy protein kindz C inhibitor, még a wortmannin és az LY294002 a
foszfatidilinozitol-3-kinazt gatoljak. A filipin, amely a caveola- medialt endocitdzis
gatldszere, nem gatolta szignifikdnsan a ciklodextrinek endocit6zisat. A nocodazole,
amely megzavarja a mikrotubulusokat nem befolyasolta a celluldris internalizacidt. A
klorpromazin-hidroklorid, amely egy antipszichotikum, gatolja a klatrin-fiiggd
endocitézist. Ezen gatloszer hatdsa erdsen sejttipus fiiggd. Intesztinalis epitél sejteken
ezen gatloszer szignifikansan novelte mindkét ciklodextrin szarmazék endocitdzisat;
a FITC- RAMEB internalizaciojat nagyobb mértékben. Ennek az lehet az oka, hogy a
klatrin-fiiggé endocitdzis gatldsa mds utvonalakat serkenthet, vagy pedig ez az
amfipatikus molekula noveli a sejtmembran fluiditdsat, ezaltal novelve az
endocitdzist. A klorpromazin altal novelt membran fluiditds 6sszhangban van azzal,
hogy a ciklodextrinek képesek kivonni a koleszterint a sejtmembranbdl. A FITC-
RAMEB nagyobb mértéki internalizacidjara, az lehet a magyarazat, hogy a RAMEB-
nek nagyobb koleszterin szolubilizdlo kapacitdsa van, mint a HPBCD-nek,
hozzjarulva a membranfluiditds noveléséhez. HeLa sejteken azt taldltuk, hogy a
klérpromazin nem befolyasolja a ciklodextrin endocit6zis mértékét. Eredményeinkkel
ellentétben Plazzo és munkatarsai fluoreszcens mikroszképpal vizsgalva azt talaltak,
hogy a klorpromazin gatolja az endocitdzis folyamatat HeLa sejteken, a sejtmembran
kozelében tartja a fluoreszcein jelolt metil-béta-ciklodextrin tartalmu vezikuldkat. Az
eltér6 eredményre az lehet a magyarazat, hogy fluoreszcens mikroszkopiaval
vizsgalva a vezikuldk pontos lokalizaciojat tudtak vizsgalni, mig dramlasi citométerrel
a teljes sejt fluoreszcenciat mérjiik. Ezért habar a ciklodextrinek internalizacio utan a
sejtmembran kozelében maradnak, mi citométerrel azt is mértiik, de a vezikuldk
pontos helyét nem tudtuk meghatarozni. HeLa sejtvonalon, érdekes modon a rottlerin
szignifikansan emelte a FITC-RAMEB endocitdzisat, a fent emlitett tobbi gatloszernek
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 cellularis
internalizacié altal kozvetitett gydgyszerbejuttatasra, szelektiv tdmadaspontu
ciklodextrin alapt gyogyszerfejlesztésekhez. A két szdrmazék felvétele kozotti
kiilonbség az altalunk vizsgalt két szdrmazék bioldgiai aktivitdsaval magyardzhato: a
HPBCD egy hidrofil, még a RAMEB egy lipofil ciklodextrin szdrmazék, melynek
nagyobb koleszterin szolubilzalo affinitasa van.

Az NF-kappa B utvonal egy gyulladdsos ttvonal a sejtekben, mely soran a p65
alegység sejtmagi transzlokacidja kulcsfontossagi esemény a gyulladadsos
reakciokban. Ez a folyamat hozzdjarulhat az epitelidlis barrierek megnyildsahoz is a
jelatviteli utvonalak szintjén. A nanoméret(i gydgyszerhordozok fejlesztésénél és
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tesztelésénél mindig felmeriil az immunogenitas és a gyulladasos folyamatok
indikdlasanak kérdése. Az NF-kappa B tutvonal vizsgalatdval célunk volt a
ciklodextrinekrdl meglévé tudasunk ilyen irdnytu bdvitése is. Kutatocsoportunk mar
korabban kidolgozott egy mddszert az NF-kappa B ttvonal vizsgdlatara. Kisérleteink
soran a fent emlitett p65 alegységet jeloltiik immunfluoreszcens mddszerekkel- a
kutatocsoportunk altal kidolgozott modszer alapjan- és nyomon kovettiik sejtmagi
transzlokacidjat. Azt talaltuk, hogy a hidroxi-propil-béta-, valamint a random-
metilezett-béta-ciklodextrin 50 uM- os nem toxikus koncentracioban nem aktivalja ezt
a gyulladdsos utvonalat sem Caco-2, sem pedig HelLa sejtvonalon, valamint a
folyamatos cellularis felvétel sem okozza az utvonal aktivalasat.

Az autofagia egy Onemésztd6 folyamat, melynek fontos szerepe van a
diszfunkcionalis és felesleges sejtkomponensek lebontasaban és tjrahasznositasaban.
Kameyama és munkatdrsai azt talaltdk, hogy a folat-kapcsolt metil-béta-ciklodextrin
indukalja az autofagia egy specialis fajtajat, a mitofagiat. A mitofagia nem mas, mint a
koérosan miikodd mitokondriumok eltavolitasa a sejtekbdl. Ezzel ellentétben mi azt
talaltuk, hogy habdr az autofagoszémak detektdlhatoak, megtaldlhatéak mind az
intesztindlis epitél sejtekben, mind pedig a HeLa sejtekben hidroxi-propil-béta és
random-metilezett-béta-ciklodextrin kezelést kovetéen, azonban ezen szarmazékok
nem novelik az autofagoszomak mennyiségét a sejtekben a kontroll mintdhoz képest.
Mindemellett fluoreszcens mikroszkopidval vizsgalva azt taldltuk, hogy a
rhodaminnal jel6lt HPBCD és RAMEB kis mennyiségben bejut az autofagoszomakba,
melyre a ciklodextrin piros és az autofagoszoma zold jelének kolokalizacidjabol
kovetkeztetiink. Mindezen eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a HPBCD és
RAMEB 50 uM-os, nem toxikus koncentracidoban nem okozza a sejtkomponensek
olyan karosodasait, amely az autofdgidhoz vezetne.

A lizoszémdk olyan sejtkompartmentek, amelyekben a kémhatds savas, mely
aciditas sziikséges a benne 1évé enzimek miikodéséhez. A lizoszomdaknak szintén
fontos szerepe van a felesleges, korosan mikodo sejtkomponensek lebontasaban. Az
autofagia utolso lépéseként a képz8dott autofagoszdma ftizional a lizoszémaval, ahol
a bekebelezett komponensek degradalédnak. Erdekesen tapasztaltuk, hogy az
altalunk vizsgalt két ciklodextrin szarmazék- a HPBCD és RAMEB- az
autofagoszomakba csak kismértékben, még a lizoszémadkba szignifikdns mennyiség
felvételre keriil. A Caco-2 sejtekben nagyobb lizoszomadlis vezikuldkat, magasabb
ciklodextrin tartalommal detektaltunk, mint a HeLa sejtekben. Ez a kiilonbség a két
sejtvonal kozott, alkalmas lehet lizoszomalis célzott terdpidk fejlesztéséhez a rak
kezelésében.

5.2 siRNS hordozo képesség vizsgalat eredményeinek megbeszélése

Manapsag az RNS alapt technoldgidknak, igy az siRNS alapa készitményeknek is
egyre nagyobb szerepe van kiilonbozd betegségek kezelésében, illetve a
diagnosztikaban. Kutatémunkdm madsodik részében célul tliztiik ki két ciklodextrin
polimer, valamint a polietilén- imin siRNS hordozoképességének vizsgalatat. Ennek a
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kutatasnak abban van nagy jelentésége, hogy az siRNS- t nehéz bejuttatni a sejtekbe,
valamint az intracelluldris szallitasa is kihivas elé allitja a kutatokat. Kisérleteink soran
modellként a GAPDH siRNS-t hasznaltunk, mert ehhez konnyen hozza lehet jutni,
illetve a GAPDH a sejtekben, egy nagymeértékben expresszalodo haztartasi fehérje, igy
a hatas vizsgalata is konnyen kivitelezhetd.

Els6ként kiilonb6z6 moélaranyt polyplexeket formulaltunk GAPDH siRNS- sel. 1:1
és 2:1 molaranyt komplexeket formuldltunk melyeknek DLS technoldgiaval
vizsgaltuk a méreteloszlasat és zéta-potencidljat. Kapott eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a polyplex formulalas sikeres volt, hiszen az siRNS mérete
csokkent, negativ zéta-potencidlja eltlint. A formuldlt polyplexek tulajdonsagat
gélelektroforézisel vizsgalva koncentracié fliggést tapasztaltunk. 100 nM
koncentracidju siRNS esetan a 128:1 molaranyt, 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.

Ezt kovet6en 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 hatasat a
sejtproliferaciora. A tovabbi kisérleteink soran legfeljebb 2 napig inkubaltuk a sejteket
a polyplexekkel, igy vizsgaltuk a polimerek sejtproliferacidra gyakorolt hatasat ezen
idépontokban is. Ez alapjan elmondhatd, hogy a polimerek 2 napot kovetéen sem
gyakorolnak negativ hatast a Caco- 2 sejtek proliferaciojara.

Kutatécsoportunk mar kordbban vizsgalta, hogy a kiilonboz6 ciklodextrin
szarmazékok felvételre keriilnek-e a sejtekbe. Ahogy fent emlitettem az siRNS
transzfektaldsa kihivas a kutatok szamadra. Fluoreszcens mikroszkdpiaval vizsgaltuk,
hogy a formuldlt polyplexek felvételre keriilnek a Caco-2 sejtekbe. Erdekesen
tapasztaltuk, hogy a harom vizsgalt polimer kozott szignifikans eltéréseket talaltunk.
A QABCD polimerrel formuldlt polyplexek bejutnak a sejtekbe, a citoplazméaban
kisebb, nagyobb vezikulumokban lokalizalédnak. Ugyanitt elmondhato az is, hogy 30
perces inkubdlast kovetéen az siRNS és a polimer egy helyen taldlhaté meg a
citoplazmdban. NH polimerrel formuldlt polyplexek nem keriilnek felvételre a
sejtekbe. A két ciklodextrin polimerrel formulalt polyplexek kozti eltérés adodhat a
polimerek tulajdonsagaibol. A QABCD egy kvaterner-amino, még az NH egy mono-
amino modositott polimer. A polietiléniminnel formuldlt polyplexek pedig
feltételezhetSen kikotédnek a sejtmembranhoz, kisebb, nagyobb
membranlefiz6désekben talalhatoek meg. Eredményeinket megerdsitettiik aramlasi
ciometria, kvantitav mérésekkel is, mely alapjan szintén elmondhatd, hogy csak a
QABCD polimerrel formulalt polyplexek keriilnek felvételre a sejtekbe.
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6. Osszefoglalas

A ciklodextrinek széles korben alkalmazott segédanyagok a lipofil hatéanyagok
biohasznosithatésadganak novelésében, valamint mdar o©nallé gyogyszerként is
alkalmazzadk a hidroxi-propil-béta-ciklodextrint. = Azonban az alkalmazott
szarmazékok biztonsagos alkalmazhatosaga érdekében elséként vizsgaltuk a
ciklodextrinek intracelluldris hatdsait. Kutatdcsoportunk kordbban mar kimutatta,
hogy a szarmazékok endocitdzissal felvételre keriilnek a sejtekbe, azonban a
kiilonb6z6 fluoreszcens jeloléseket ugyanazon szarmazék esetén nem hasonlitottak
Ossze. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a fluoreszcens jel6lés nem befolyasolja
a HPBCD és RAMEB cellularis internalizaciojat. Endocitézis utan kisebb
vezikulumokban a sejtmembran mentén, nagyobb vezikulumokban pedig a sejtmag
koriil lokalizalodnak, mindkét sejtvonalon. Caco-2 sejtek esetében az endocitozis f6
mechanizmusa a macropinocitozis, még HeLa sejtek esetében feltételezhetGen tobb
egyidejt folyamat. Ezen szarmazékok nem okozzdk a p65 alegység transzlokacidjat a
sejtmagba, tehat nem indukaljdk az NF-kappa B gyulladasos utvonalat. A kontroll
mintdhoz képest nem indukadljdk az autofagoszémadk képzddését, kis mennyiségben
megtaldlhatéak azokban. A HPBCD és a RAMEB sem indukdlja a lizoszomak
képzddését, azonban felvételre kertiilnek a lizoszomdakba. Caco-2 sejtekben nagyobb
méret(i és nagyobb ciklodextrin tartalmu lizoszémak figyelhetéek meg, mint Hela
sejtek esetében.

Az utdbbi években az siRNS alapu terdpidk nagy fejlédésen mentek keresztiil,
szamos hordozorendszer talalhatd meg a piacon vagy all fejlesztés alatt, azonban az
siRNS transzfektalasa a sejtekbe kihivast jelent. A ciklodextrin polimereket mar régota
alkalmazzak az ilyen hordozdérendszerek kialakitdsara. Kutatomunkank soran célunk
volt két Kkationos ciklodextrin polimer, valamint a polietilén-imin siRNS
hordézoképességének Osszehasonlitdsa. 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 hatdst a Caco-2 intesztindlis epitél sejtek proliferacidjara. A
kiilonb6zé polyplexek eltérd celluldris internalizaciéot mutatnak. A QABCDP
polyplexek felvételre keriilnek a sejtekbe, ahol a citoplazmdaban kisebb- nagyobb
vezikulumokban lokalizalédnak. Az NHBCDP polyplexek nem keriilnek felvételre,
még a PEI polyplexek a sejtmembran mentén, sejtmembran lefliz6désekben
talalhatoak meg. Tovabbi terveink kozott szerepel a formulalt polyplexek GAPDH és
Pgp fehérje expressziojara gyakorolt hatasuk vizsgalata.
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