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1. Bevezetés

Napjainkban a gyodgyszerfejlesztés szadmos Uj kihivassal szembesil. Az Ujonnan
szintetizalt hatéanyagok altalaban lipofil sajatsaguak és sok kézulik nagyon rosszul szivodik
fel a gyomor-bélrendszerbél. Az origindlis hatéanyagok mellett egyre nagyobb teret
hoditanak a generikus és a szupergenerikus készitmények, melyeknek hatdsossagat
biztositani kell. A fenti kihivAsok megoldasara korszer(i segédanyagokra és technoldgidkra
van szikség. Tobbek kozott ez adott lendiletet Gj segédanyagok, kulondsképpen a

ciklodextrinek hasznalatdnak és még ma is felfelé ivel6 karrierjének.

A ciklodextrinek alkalmazédsa, valamint a témakdrben fellelhetd tudomanyos
publikaciok szama fokozatosan ndvekszik (az elmult néhany évben mar koril-belul 3000 Uj
nyomtatott publikacio jelenik meg évente (1. abra). Egyre tobb Uj eredmény és felhasznalasi
mod ismerhetd meg, az Uj szabadalmak szdma évente 600 korul mozog (Jicsinszky &
Fenyvesi 2014). A kulonféle iparagak is egyre szélesebb kdrben és nagyobb mennyiségben
alkalmazzak a ciklodextrineket. Vilagszerte tobb mint fél tucat cég foglalkozik ciklodextrin
gyartassal. Evente tobb mint 10000 tonna ciklodextrint termelnek, és mig 1973 koriil 1 kg B-
ciklodextrin ara 2000 USD volt, manapsag 1 kg B-ciklodextrin ara csupan néhany USD
(Szejtli 2004).
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@ Printed 2023 | 1814 | 1967 | 1870 | 1745 | 2230 (2239 | 2390 | 2725 |2769 | 3065 | 2894 | 3135 | 2264 4132 | 3480
B Patents 315 | 367 | 358 | 344 | 315 | 378 | 347 | 532 | 601 | 582 | 617 | 556 | 630 | 562 |1299 | 802
O Printed &Online | 2023 | 1814 | 1967 | 1869 | 1745 | 2222 | 2235 | 2399 | 2723 | 2769 | 3065 | 2893 | 3062 | 2832 | 4183 | 5786

1. &bra - A ciklodextrinekkel kapcsolatos publikaci Ok és szabadalmak szama az elmudlt 15 évben
(Jicsinszky & Fenyvesi 2014)

Ahogy mar fentebb is emlitettem, a ciklodextrineket sokféle iparag felhasznalja, igy
példaul a gyogyszer-, élelmiszer-, novényveddszer-, diagnosztikum-, kozmetikai-,
robbandszer-, mianyagipar és jelentés szerepiuk van a biotechnologidban is. Ezek a
molekuldk sajatsagos adottsdgaiknak kdszonhetéen hasznélhatéak példaul stabilizalasra,

oldékonysdg novelésre, biologiai  hasznosithatdsag  ndvelésére, formulazasra,
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szagtalanitasra, kellemetlen izek és irritdlo hatdsok csokkentésére (Szejtli 1990). Vegyink
néhany konkrét példat a ciklodextrinek alkalmazasara. Magyarorszagon Allidex néven
kaphato a fokhagymaolaj/B-ciklodextrin komplexe, mely a vér koleszterinszintjét csokkenti,
emellett narancshéjolaj és citromhéjolaj/B-ciklodextrin tartalmd porcukor (stabilis por alaku
aromaanyag/ciklodextrin zarvanykomplex) is megtalalhaté a hazai forgalomban. Belgiumban
és Franciaorszagban nagy mennyiségben gyartanak csokkentett koleszterintartalma vaj és
tejtermékeket. A vajat meleg B-ciklodextrin szuszpenzioval elkeverik, ami kivonja a
koleszterint a vajbdl, igy a centrifugalds utan a lipid fazisban a koleszterinnek mindéssze
10%-a marad. Az Egyesiilt Allamokban hasonlé elv alapjan a tojas sargajabél vonjak ki a
koleszterint. (Szejtli 1998)

A kozmetikai iparban is sokféle alkalmazasi modot taldlhatunk. A teafaolajban
taldlhaté terpének fényre és oxigénre érzékenyek, ezek jelenlétében bdrirritald p-cimén
keletkezik. Ciklodextrinnel komplexalva a teafaolaj stabilizalhaté dagy, hogy a
gyulladascstkkenté és az antimikrobialis hatasa is megmarad. A bdrtisztitAsra hasznalt
szalicilsav vizoldékonysaga nagymeértékben né ciklodextrin komplex formajaban, emellett az
esetleges irritativ.  hatdsok csokkennek, de antibakteridlis és keratolitikus hatasai
novekedhetnek. A ciklodextrinek 6nmagukban is hasznalhatdéak a bérink tisztitasara, mivel
képesek megnovelni a bdr A&ltal szekretdlt anyagok oldékonysagat, illetve segitenek

eltavolitani a folosleges zsirréteget a bérfelszinrél. (Buschmann & Schollmeyer 2002)

A B-ciklodextrineket a sejtbiologiai kutatasokban is alkalmazzak sejtmembranbdl
torténd koleszterin kivonasra (Kilsdonk és mtsai. 1995) és a koleszterin sejtfunkciokban

betdltdtt szerepének a vizsgalatakor (Mahammad és mtsai. 2014).

Néhany  ciklodextrin  cikkelye  mér régdéta megtaldlhatd az  egyes
gyogyszerkdnyvekben (mint szolubilizalé és felszivodast fokoz6 segédanyagokat), &m
nemrégen a hidroxi-propil-B-ciklodextrin (HPBCD) 0©nall6 gyogyszerként is felfedezésre
kerdlt, mint a ritka C-tipust Niemann-Pick betegség gyogyszere (Matsuo és mtsai. 2013;
Ottinger és mtsai. 2014). Ebbdl kiindulva tovabbi széles korl kutatasok folynak a
ciklodextrinek esetleges terapias felhasznalasaval kapcsolatban kodzponti idegrendszert
érinté betegségek esetén (Vecsernyés és mtsai. 2014). Emellett a 2015-6s év 0j eredménye
a ciklodextrin kutatas teruletén, hogy a HPBCD leukémia ellenes hatasokkal rendelkezik,
mivel tobbek kozott szelektiven felboritja a leukémias sejtek koleszterin-haztartasat (Yokoo
€s mtsai. 2015).

Az ilyen széles korben alkalmazott segédanyagok (és hatdanyagok) esetén nagyon
fontos, hogy minél tobb kutatasi eredmény alljon rendelkezésre, kuléndsen az él6 sejtekkel,

szervezetekkel kapcsolatos interakciéjukrol és biztonsagossagukrdl. Fontos ismerni, hogy az



alkalmazott segédanyag (jelen esetben a ciklodextrin) milyen médon vagy mddokon fejti ki a
kivant hatasat (pl. rosszul permedld hatéanyag felszivodasanak fokozésa), van-e esetleg
valamilyen nem kivanatos mellékhatasa. Minél tdbb kutatas minél tobb aspektusbdl vizsgalja
az adott anyagokat, annal jobban fel lehet térképezni a még egyelére ismeretlen teruleteket.
Kutatasunkkal a ciklodextrinek biztonsagos alkalmazdsahoz és a nyitott kérdések

megvalaszolasihoz jarultunk hozza.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A ciklodextrinek multjabdl

Lépjunk egy keveset vissza az id6ben, hogy lassuk, honnan indult a ciklodextrinek
kutatasa. A legelsé publikacié 1891-ben jelent meg, Villiers nevéhez kétédik. A francia kutatd
megfigyelte, hogy a keményitd§ fermentdlodasa sordn egy ismeretlen kristalyos anyag
keletkezik, melyet ,cellosine™nak nevezett el (feltételezte, hogy ez valamiféle cellul6z
szarmazek). 15 évvel kés6bb Franz Schardinger izolalta a Bacillus macerans nevi
mikroorganizmust, ami keményité tartalmu taptalajon novesztve kétféle kristalyos anyagot
termel. Mivel ez a két anyag hasonlitott a mar ismert dextrinekhez, Schardinger a-, és 3-
dextrineknek nevezte el 6ket. Ezt kdvetden 45 év mulva tortént jelent6s elérelépés, amikor
Freudenberg és munkatarsai megfejtették ennek a két dextrinnek a ciklikus szerkezetét az
1930-as évek masodik felében. Sajat és mas kutatok (Karrer, Miekeley, stb.) megfigyeléseire
alapozva megéllapitottadk, hogy a kristalyos Schardinger-dextrinek malt6z-egységekbdl
éplilnek fel és kizarolag a-1,4-glikozidos kétéseket tartalmaznak. Ok irtak le elészér, hogy
hogyan lehet homogén és tiszta frakciokat elkiloniteni. A y-ciklodextrineket csak tobb mint
10 év mulva fedezték fel. (Szejtli 2004)

Az 1950-es években két kutatocsoport (French és Cramer vezetésével) kezdett el
intenziven foglalkozni a ciklodextrinek enzimatikus el6allitasaval, izolaldsaval és
karakterizalasaval. French és csoportja felfedezték, hogy vannak még nagyobb méretl
ciklodextrinek is, mig a Cramer-féle csoport a komplexképzé tulajdonsagok felderitésére
koncentralt. Az els6é szabadalom (1953) Freuenberg, Cramer és Plieninger nevéhez flizédik,
melyben lefedték a ciklodextrinek gyogyszerformulalasi szempontbdl Ilegfontosabb
felhasznalasi terlleteit, mint az oxidaciora érzékeny hatéanyagok védelme, oldékonysag

novelés és illé anyagok megkdtése ciklodextrinbe valé komplexalas altal. (Szejtli 2004)
2.2. A ciklodextrinek jelene

A ciklodextrineket tehat részlegesen el6hidrolizalt keményitébél (amely nem mas,
mint aciklikus dextrinek keveréke) allithatjuk el ciklodextrin-glikozil transzferdz enzim
segitségével. Az igy keletkezett molekuldk a nem redukalé ciklikus oligoszacharidok
csoportjaba tartoznak. A ciklodextrinek homogén kristalyos anyagként allithatoak eld,
tisztasdguk meghaladhatja a 99,5%-ot (Szejtli 1990). A ciklodextrineket kémiai szerkezetuk
szerint harom csoportra oszthatjuk: az a-ciklodextrinek 6-, a B-ciklodextrinek 7-, a y-

ciklodextrinek 8 glikopiran6z egységbdl allnak (2. abra), a-(1—4) interglikozidos kotést



tartalmaznak. A ciklodextrinekben valamennyi gliikopiran6z egység C-1 konforméciét vesz
fel, ebbdl adédoan a molekulék belsé trege apolaros, mig a kilsé rész inkabb polaros, azaz

vizben jol oldodo.
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2. dbra - A ciklodextrinek szerkezete  (Szejtli 2004)

A ciklodextrin gyUrik szubsztitudlasaval nagyon sokféle szarmazék allithato el és
mar tébb mint 1500 a publikalt ciklodextrin-szarmazékok szama. Piaci szempontbdl fontos,
hogy az elballitds egyszerl és olcso legyen, ne legyen toxikus és maradjon meg a gydri
komplexképz6 sajatsaga. Ipari méretben metilezett- (DIMEB, RAMEB), hidroxialkilezett-
(HPBCD), szulfobutilezett- (SBE-CD), acetilezett- (acetil-yCD) és elagazo (glukozil-,
maltozil3CD) ciklodextrineket allitanak el (Otta 2014).

A B-ciklodextrin molekuldkon 21 db olyan szabad hidroxilcsoport van, ahol kulonféle
szubsztituensekkel lathatjuk el a gy(riket. A szubsztitualas gyakran random maédon torténik,
ezért ebben az esetben egy atlagos szubsztituciés fokkal (degree of substitution, DS)
jellemezzilk a molekuladkat. Példaként emlithet6é a hidroxipropil- B-ciklodextrin, amely esetén
a DS tag hatarok kozott valtozhat, és csak ritkdn allitanak el6 homogénen szubsztitualt

termékeket.
2.3. A B-ciklodextrinek toxicitasa és abszorpcids sajatsaga i

A ciklodextrinek segédanyagként torténd alkalmazasat a komplexképzési
tulajdonsagain tal nagymértékben meghatérozza biztonsdgossaguk és a felszivodasi
sajatossagaik. Toxikus hatasaik héatterében az all, hogy a szervezetben élettanilag fontos
lipofil sajatsagt molekuldkat is komplexalnak, igy példaul az a-ciklodextrinek elsésorban

lipideket, mig a B-ciklodextrinek koleszterint. Ennek ismeretében fontos kérdés az egyes



szarmazekok affinitasa az endogén molekulakhoz illetve ennek fliggvényében toxicitasi

sajatsagaik ismerete.

Szamos kulonféle ok miatt (pl. &r, beszerezhetéség, a gylri méretei, stb.) a B-
ciklodextrinek a leginkabb elterjedtek. A legismertebb szarmazékok kozott talaljuk a metil-p-
ciklodextrint és a 2-hidroxipropil-B-ciklodextrint, melyeknek ko6z6s tulajdonsagai, hogy
heterogének, amorf szerkezetliek (nem kristalyosithatdéak) és nagyon jol oldédnak vizben.
Fontos emellett, hogy nem képeznek a koleszterinnel kristalyos komplexet, szemben a (-
ciklodextrinnel, mely parenterdlisan beadva oldhatatlan koleszterin-komplexet képez. Ez a
komplex kicsapddva toxikus hatasu a vesékre. A metil-B-ciklodextrin sokkal ink&bb hidrofdb,
mint a B-ciklodextrin, ezért sokkal stabilabb, de vizes kdzegben oldékony komplexet képez a
koleszterinnel. Oriasi hatranya, hogy parenteralisan adva koncentraciotol fuggé modon
hemolizist is okozhat, mivel kivonja a koleszterint a vorosvertestek membranjabol. A
heptakisz-(2,6-di-O-metil)-R-ciklodextrin (DIMEB) mar egy kristdlyos anyag, és a jelenleg
ismert legjobb szolubilizalészer. Hatranya, hogy jelenleg még draga az eléallitasa (és
meglehetésen kdrnyezetszennyezd is), emellett szintén kénnyen hemolizist okoz. Ezért a
legtébb esetben helyette a random-metilezett-B-ciklodextrint (RAMEB) hasznaljak, ami
kevéshé j6 oldékonysag noveld, de sokkal olcsobb az eléallitasa (Szejtli 1997). A ciklodextrin
szarmazeékok kivalasztdsanal nagyon fontos szerepet jatszik az is, hogy az adott szarmazék
a lehetd legkisebb mértékben legyen toxikus. Ebbél a szempontbdl legkedvezdbb a 2-
hidroxipropil-B-ciklodextrin (HPBCD), illetve egy uUjabb szarmazék, a szulfobutiléter-p-
ciklodextrin (SBE-CD). Ez utébbi kedvezd oldékonysag noveld és toxicitasi tulajdonségait
nem régen kezdték el kihasznalni, de mar tébb Magyarorszagon is forgalmazott
gyogyszerkészitmény is tartalmazza (Stella & He 2008; Sebestyén és mtsai. 2013; Fenyvesi
2015). 2008-as vizsgélatok szerint a HPBCD és a SBE-CD embereknek is biztonsagosan
adagolhat6 (oralisan vagy intravénasan), nincsenek toxikus mellékhatasaik sem a vesében,

sem mas szervben (Stella & He 2008).

Bebizonyosodott, hogy a kulénbdzd ciklodextrin szdrmazékok citotoxicitasa és
hemolitikus aktivitasa a koleszterin kivoné kapacitdsuktol fligg, amelyet a molekulaszerkezet
befolydsol: példaul a metil csoportok szdméanak ndvelésével né a koleszterinkivond
képesség, az ionos csoportok esetleges jelenléte pedig csokkenti azt, valamint a
hidroxipropil csoport jelenléte nagyon alacsony toxicitas értékeket eredményez B-ciklodextrin
esetén (Kiss és mtsai. 2010). Endothelidlis sejtvonalon (HUVEC) vizsgalva a B-ciklodextrin
szarmazeékok koleszterin kivono kapacitasat azt tapasztaltak, hogy 1 6ra inkubacios idé utan,
szarmazéek kozil a RAMEB vonta ki a legtobb koleszterint a sejtekbdl (kb. 28%-ot).

(Castagne és mtsai. 2009)



A ciklodextrinek kémiai szerkezete, hidrogén donorainak és akceptorainak szama, a
relative nagy molekulatomege (> 1000 Da) és a hidrofilitasa mind arra enged kovetkeztetni,
hogy ezek a molekuldk nem képesek permedlni a biolégiai membranokba és a felszivodasuk
igen csekély mértékd (Lipinski és mtsai. 2001), csak a lipofil szarmazékok azok, melyek
bizonyos mértékben képesek abszorbealddni a gasztrointesztinalis traktuson keresztul
(Loftsson és mtsai. 2005). Altalanossagban Ggy vélik, hogy csak a ciklodextrin komplexbél
felszabadult hatdanyag molekula képes a felszivodasra. igy e folyamat szerint a ciklodextrin
elszallitja a hatéanyagot a sejtmembran felszinéhez, ahol az penetrél a lipofil membranba és
a ciklodextrin pedig az extracellularis térben marad (Loftsson és mtsai. 2005). Erdekesség,
hogy egyes in vivo tanulmanyok szerint patkanyokban relative nagy mennyiségi
hidroxipropil-p-ciklodextrin és dimetil-B-ciklodextrin abszorbedlodik a rektumon keresztil,
majd valasztodik ki a vizeletbe, ezzel azt sejtetve, hogy nem csak a szabad hatéanyag,
hanem a ciklodextrin komplex is képes lehet felszivodni a rektalis nyalkahartyan keresztl
(Matsuda & Arima 1999).

2.4. Komplexképzés hatéanyagokkal

A ciklodextrinek sajatos szerkezetébdl kovetkezik azon egyedulallé tulajdonsaguk,
hogy molekularis kapszulaként viselkednek, azaz képesek méas anyagok molekulait magukba
zarni. Ezeket a mas molekuldkkal kitoltott  ciklodextrin  gydriket nevezzik
zarvanykomplexeknek, amelyekben két molekula megfeleld funkcidés csoportjai kozott van
der Waals és hidroféb kolcsonhatasok lépnek fel (Rekharsky és mtsai. 1997; Anjana és

mtsai. 2013), igy megfelelé korilmények ko6zott a komplex kdnnyen disszociélhat (3. abra).

Hidrofob tireg

Hidrofil kiils6 felszin

3. abra - A ciklodextrin komplex kialakulasa 1:1 sz téchiometrigju komplex esetén.

Az igy létrejové komplexekben a vendég molekula képes részlegesen vagy teljesen
elhelyezkedni a ciklodextrin molekula Gregében, ugyanakkor a komplexképzési folyamat nem

valtoztatja meg a ciklodextrin szerkezetét és konformacidjat.

A komplexképzés csak olyan molekulakkal valésulhat meg, melyek mérete

O0sszemérhetd a ciklodextrin Uregének méretével és a komplexképzés jelentés mértékben
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figg a vendég molekula polaritasatdl is (Dang és mtsai. 1998). A ciklodextrin molekula belsé
Uregénél nagyobb vendég molekula esetén is kimutattak komplex képz&dést, ebben az
esetben azonban a vendég molekula bizonyos funkciés csoportjai, vagy oldallanca
helyezkedett el az Uregben (Berthault és mtsai. 1995). Mindemellett a ciklodextrinek
szubsztitualtsaga is befolyasolja annak komplexképzé kapacitdsat (Cserhati & Forgacs
1998).

A két molekula legval6szinibb kdlcsonhatasa esetén a vendég molekula legkevésbé
polaros része, funkcids csoportja helyezkedik el a ciklodextrin apolaros Uregében,
ugyanakkor a polaros részek (esetleg toltéssel rendelkezék) az uregen Kivili oldészer
molekulaival alakitanak ki kdlcsbnhatasokat. A folyamat sordn kovalens kétés nem jon létre

és a komplexalt molekuldk egyensulyban vannak az oldatban lévé szabad molekulakkal.

A szabad molekuldk fizikokémiai tulajdonsagai eltérnek a komplexalt molekuldkétdl,
ennek megfeleléen elméletileg a komplexképzés minden olyan maédszerrel vizsgalhato,
amellyel a fizikokémiai sajatsagok mérheték (Mura & Paola 2014). Az egyik legismertebb
mobdszer az oldékonysdg novelés mérésén alapul. Higuchi és Connor mddszere szerint
(Higuchi & C. 1965) a ciklodextrin komplexek szubsztradt oldékonysag novelésre kifejtett
hatadsa fazis-oldékonysagi diagramokkal abrazolhaté (4. abra) (Loftsson és mtsai. 2005;

Loftsson és mtsai. 2004).

4. dbra - Fazis-oldékonysagi diagramok. A ciklodextrin (ligand, L) koncentracié névekedésének fiiggvényében
az oldott anyag (szubsztrat, S) koncentracidja ,A™-tipusu goérbék esetén né. 1:1 vendégmolekula:ciklodextrin
sztdchiometria esetén AL-tipusl, 1:2 sztdchiometriaju komplex esetén AP-tipusu gorbét kapunk. AN-tipusu
gorbéknél a komplexalt anyag oldékonysaga bizonyos koncentracié folott csokken. B-tipust gorbék esetén a
ciklodextrin nem, vagy csekély mértékben noveli a szubsztrat oldékonysagat. Sp a vendégmolekula oldékonysaga

a vizes kdzegben ciklodextrin nélkl.

Ezek alapjan ,A” tipusu gorbét kapunk, ha a szubsztrat (hatéanyag) oldékonysaga a
ligand (ciklodextrin) koncentracié fuggvényében né. Leggyakrabban 1:1 sztéchiometrigja

komplexek keletkeznek, ebben az esetben ,AL” tipusu, 1:2 (vendégmolekula:ciklodextrin)
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sztdchiometria esetén ,AP” tipustu gorbék lathatok. Az ,AN” tipusu profilokat nehéz
megmagyarazni, egyik lehetséges oka a kialakult komplexek oldékonysaganak cstkkenése
(Loftsson és mtsai. 2005; Del Valle 2004).

1:1 sztdchiometriaju komplex esetén az egyensuly az alabbi egyenlettel irhato le:

D+CDh& D/CD

Melybdl a stabilitasi konstans (K1) az AL tipusu gorbét felhasznalva a kdvetkezék szerint

szamithato:

K - Meredekség
"8, x (1 Meredekség)

Ahol Sy a vendégmolekula oldékonysaga a vizes kézegben ciklodextrin nélkul.

A komplexalasi hatékonysag (CE) S, kihagyasaval szamolhaté a meredekség alapjan:

CE:[D/CD]

S wK = Meredekség
[CD] O 1 Meredekség

Az egyenletbdl lathatd, hogy a nehezen meghatarozhatd, alacsony vizoldékonysagu
hatbanyagok esetén a gyakorlatban a CE értéke alkalmasabb lehet a komplexek
osszehasonlitasara, mint a stabilitasi konstans, mivel az S, értékkel nem kell szamolni

(Loftsson és mtsai. 2005).

A leggyakrabban alkalmazott komplexalasi technikdk (Chordiya Mayur & Senthilkumaran
2012):

- Orlés: A vendégmolekulat egyszerlien egyitt érlik a ciklodextrinnel.

- szilard diszperzié képzése: A hatdanyagot etanolban, a ciklodextrint vizben oldjak,
majd a két oldatot elegyitik és egyensuly eléréséig keverik, majd vakuumban

elparologtatjak az olddszerelegyet.

« neutralizaciés modszer: A hatbéanyagot és a ciklodextrint 0,1 N NaOH oldatban
oldjak kulon-kilon, majd elegyitik a két oldatot és fél 6ran at kevertetik. Ezutan a pH
folyamatos mérése mellett 0,1 N HCI oldatot csepegtetnek az oldathoz pH 7,5-ig, ahol
a keletkezett komplex kicsapddik. A komplexet szirik, és mossak, amig teljesen
klorid-mentes lesz, majd 250 °C-on 24 6ran &t szaritjak.

» gyuarasos technoldgia: A ciklodextrinbdl kis mennyiségli viz hozzaadasaval pasztat
készitenek, majd ehhez adjak a vendégmolekulat 6nmagaban vagy kevés etanolban
oldva. Alapos gyuras/6rlés utdn az olddszereket elparologtatiak és por formdju

komplex keletkezik.
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« kicsapasos mddszer: A hatbéanyagot és a ciklodextrint vizben diszpergaljak, majd a
diszperziot addig melegitik, mig koncentralt, viszk6zus és attetszé folyadékot kapnak.
Ezt kovetéen hagyjak, hogy az oldatbol kicsapddjon a komplex, amelyet leszirnek és

megszaritanak.

« porlasztva szaritds: Megfelel6 olddszerben oldjédk a hatéanyagot és a ciklodextrint,
majd egyensuly eléréséig keverik az oldatot. Ezt kdvetéen az olddszert porlasztva
szaritassal tavolitjak el.

- fagyasztva széaritds: Megfeleld oldészerben oldjak a hatbéanyagot és a ciklodextrint,
majd egyensuly eléréséig keverik az oldatot. Ezt kdvetéen az olddszert fagyasztva
szaritassal tavolitjak el.

« olvasztasos technoldgia: Komplex készitheté a vendégmolekula megolvasztasaval
is. Az olvadékot 6ssze kell keverni a finom szemcséji ciklodextrinnel. Egyes
esetekben a vendégmolekula olvadékéat nagy feleslegben kell alkalmazni. Lehilés

utan ezt a felesleget el kell tavolitani.
2.5. Ciklodextrinek szerepe a gyogyszerfelszivodas fokozasaban

Az elmult évek Uj kismolekulaju hatéanyagai tobbnyire rosszul oldédnak vizes
kozegben és/vagy kevéssé képesek felszivodni a bioldgiai membranokon keresztiil. Eppen
ezeért kulonféle segédanyagok kifejlesztése és alkalmazasa vélt sziikségessé. Elterjedten
hasznalnak tenzideket, melyek kival6 szolubilizaloszerek, illetve képesek a felszivd ham
permeabilitdsat is fokozni. Ugyancsak kivaléan alkalmasak lipofil hatéanyagok
vizoldékonysaganak javitasara az olyan komplexképzdk, mint a ciklodextrinek, melyek pont
elényds komplexképz6é tulajdonsagaik miatt véltak széles korben elterjedt segédanyagga.
Emellett nagy szerepik van a hatéanyagok irrital6 hatasanak a csokkentésében is (f6leg
példaul szemészeti, nazalis, dermalis, rektalis készitményekben). Jol ismert a
Magyarorszagon is forgalomban 1évé Voltaren Ophtha CD nevii szemcsepp, mely
hidroxipropil-y-ciklodextrint tartalmaz segédanyagként, vagy az Abilify injekciét is emlithetjuk,
mely SBECD tartalma.

Oralis gyogyszerbevitel esetén azonnali gyégyszerfelszabadulds érhetd el, ha rossz
vizoldékonysagu hatdéanyagokat hidrofil ciklodextrin szarmazékokkal (HPBCD, maltozilBCD
vagy SBECD) komplexalnak. Ezaltal névelheté az ordlis biohasznosulds, hiszen a
hat6anyag-ciklodextrin komplex oldott allapotban lesz a Gl traktusban. A karboximetil-etil--
ciklodextrint (CMEBCD) késleltetett (retard) gydgyszerleadas biztositdsara fejlesztették ki. A
CMEBCD oldékonysaga (és ezaltal a vele képzett komplexek oldékonysaga is) pH fuggé, igy

a komplexbdl erésen savas pH esetén a hatdanyag felszivodasa joval lassabb, mint kevésbé
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savas pH esetében (igy elérhetd, hogy a hatbanyag ne a gyomorban, hanem féleg a

vékonybélben szivédjon fel). (Chordiya Mayur & Senthilkumaran 2012)

A ciklodextrinek stabilizalé szerepére j6 példa, hogy oligonukleotid hordozéként is
alkalmazhatéak. Komplex formajaban né az oligonukleotidok sejtbe torténd felvételének
mértéke és késleltethetd a lebomlasuk (azaltal, hogy igy ellenallébbak az endonukledzokkal
szemben). Példaként emlitheté az oligonukleotid-adamantdn konjugatum HPBCD-hez
kapcsolva. Emellett a ciklodextrinek képesek az oligonukleotid terapia olyan mellékhatésait
csokkenteni, mint az immunstimulacio vagy vérlemezke szdm csokkenés (Chordiya Mayur &
Senthilkumaran 2012). Altalanosan elfogadott, hogy a ciklodextrinek megfeleld
komplexstabilitds mellett fokozzak a hatéanyagok felszivodasat, bioldgiai barriereken torténd

atjutasat igy biohasznosithatosagukat. Ennek magyarazatara tobbféle folyamatot leirtak.

Az elsé mechanizmus a lipofil hatdbanyagok oldékonysag ndvelésén alapul, ami a

ciklodextrin-vendégmolekula kdzotti kdlcsénhatas eredménye.

A masodik mechanizmus a felszivd hamon kifejtett hatas. In vivo Kisérleti
eredmények arra mutatnak, hogy csak jelentéktelen mennyiségl hidrofil ciklodextrin
molekula penetral a lipofil biolégiai membranokba, mint példaul a bér és a
gasztrointesztinalis nyalkahartya. Csak a szabad gyoégyszermolekula képes &atjutni a lipofil
membranokon, igy a folos mennyiségl ciklodextrin viszont (tébb mint a szolubilizaladshoz
egy kivétel: a lipofil ciklodextrinek (mint a random-metilezett-B-ciklodextrin) bizonyos
esetekben cstkkentik a barrier funkciét, ezaltal névelik a gydgyszermolekula transzportjat a
biol6giai membranokon keresztiil, mint amilyen az orrnyalkahartya (Loftsson és mtsai. 2007).
A koleszterinben gazdag membranrészek szétszakadadsa megvaltoztatja a “tight juncion”-6k

integritdsat, a sejtréteg barrier funkciojat (Lambert és mtsai. 2005; Deli 2009).

A harmadik folyamat a felszivé hamok barrier funkciéjdhoz hozzajarulé és az azokat
boritd vizréteggel magyaradzhat6. A viszk6zus nyalkahartyak egy relative vastag (ami tébb
mint 100 um is lehet), nem mozgo vizréteget kdtnek meg a felszinikdén (UWL-t, unstirred
water layer - keveretlen vizréteg), példaul a gasztrointesztinalis traktusban és a
lIégzbérendszerben (Loftsson és mtsai. 2007; Lennerndas 1998). Egyes vizsgdalatok arra
utalnak, hogy a ciklodextrinek UGgy novelik a permeaciot, hogy atszallitiak a
gyégyszermolekulakat ezen a vizes barrieren a bioldgiai membran lipofil felszinéhez, ahol a

gyégyszermolekulak a komplexbdl a lipofil membranba vandorolnak (5. abra).
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5. abra - A ciklodextrinek elszallitiak a komplexal t hatdéanyagot a lipofil biolégiai membranhoz a vize s
barrieren (mas néven keveretlen vizrétegen) kereszt il (Loftsson és mtsai. 2005)

Am a hidrofil ciklodextrinek csak akkor képesek névelni a gyogyszer-transzportot, ha
az UWL ellenallasa a donor oldalon nagyjabdl megegyezik vagy nagyobb, mint a membran
barrier ellendllasa (Loftsson és mtsai. 2007; Masson és mtsai. 1999). A felszivodas
noveléséhez szilkséges egy minimalis komplexal6 képesség, am a tulzott mértéki
komplexacié csokkenti a gydgyszermolekuldk felvételét a bioldégiai membranon keresztl

ezdltal csokken a hasznosithatésaga (Brewster és mtsai. 2007).

A negyedik mechanizmusként megemlitheté az aktiv transzporterek gatlasa. A
vékonybél hamsejtjeinek membranjaban szamos aktiv transzporter talalhaté meg (pl.: P-
glikoprotein), melyek a hatéanyagokat a bél lumene iranydba pumpalva csokkentik azok
felszivodasat. A metilalt B-ciklodextrinek a sejtek membranjanak koleszterintartalmat
csokkentve gatoljak a transzporterek mikodését (Fenyvesi és mtsai. 2008; Garrigues és
mtsai. 2002; Arima és mtsai. 2004; Bacso és mtsai. 2004). Allatkisérletekben a dimetil-B-
ciklodextrin ndvelte a tacrolimus biohasznosithatésagat, melyhez az oldékonysag novelés
mellett a P-glikoprotein géatldsa is hozz4jarult (Arima és mtsai. 2001). Emellett francia kutatok
bebizonyitottdk, hogy a random-metilezett-B-ciklodextrin megndvelheti a doxorubicin
transzportjat a vér-agy gaton keresztul azaltal, hogy kivonja a koleszterint az agyi kapillarisok
endothel sejtjeinek membranjabol, ami csokkenti a P-glikoprotein aktivitast (Tilloy és mtsai.
2006). Ezek a hatasok is felel6sek lehetnek azért, hogy a ciklodextrinek képesek mas
hatéanyag molekulak permeabilitasat és felszivodaséat fokozni a bélrendszerben, Masrészré|

viszont a membran koleszterinszint csokkenése magas ciklodextrin koncentracié mellett
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gatolja az endocitotikus folyamatokat (Zuhorn és mtsai. 2002; O’ Neill és mtsai. 2011) és

fokozza az exocitézist (Chen és mtsai. 2010).

Utols6é hatasuk a ciklodextrinek endocitézisan alapulhat. Habar a ciklodextrinek
legtdbbszor nem képesek a sejtmembranon atdiffundalni, az Gjabb eredmények azt mutatjak,
hogy képesek bejutni a sejtekbe. Metil-B-ciklodextrin-dextrdn konjugatumok és hidroxipropil-
B-ciklodextrin alkalmazéasaval Niemann-Pick C tipusu sejtek belsejében sikerilt csdkkenteni
a koleszterin halmozédasat az endocitotikus organellumok szintjén, és bebizonyitottak, hogy
ezek a ciklodextrin szarmazékok endocitézissal felvételre keriilnek a sejtekbe (Rosenbaum
és mtsai. 2010). Wei és munkatarsai HepG2 és SK-MEL-24 sejtekben figyelték meg a
fluoreszcens  mono-4-(N-6-deoxi-6-amino-fB-ciklodextrin)-7-nitrobenzofurdn  (NBD-B-CD)
intracellularis halmozddasét, és lehetséges Utvonalként az endocitézist jelolték meg (Wei és
mtsai. 2011). Caco-2 bélhamsejtekbe eredményesen juttattak be DNS-t amfifil kationos
ciklodextrin transzfekciés komplex formajaban, amely komplex felvétele makropinocitozis
Gtjan valosult meg (O’ Neill és mtsai. 2011). A fluoreszcens metil-B-ciklodextrin clathrin-fiiggé

endocitozisat pedig HeLa méhnyakrak sejteken demonstraltdk (Plazzo és mtsai. 2012).

A rossz vizoldékonysagu és felszivodasu hatéanyagok kozil a paklitaxelrdl ismert,
hogy j6l komplexélhaté B-ciklodextrinektbe. Ebbél kifolyolag valasztottuk kisérleteinkhez
modell hatéanyagként. A paklitaxel egy természetes eredetli taxdn vazas diterpén
szarmazeék, rakellenes hatasai miatt hasznaljdk a gyogyaszatban. F6 indikacids terlletei - a
hazai forgalomban |évd készitmények el6iratai alapjan - a petefészek karcinoma,
emlékarcinoma, elérehaladott stddiumu nem kissejtes tuddkarcinoma, AIDS-hez tarsuld

Kaposi-szarkdma.

Ezek az eredmények tehat elérevetitik annak a lehet6ségét, hogy a ciklodextrin
molekulak nem csak az altaluk komplexalt hatéanyag oldékonysagat novelik és felszivodasat
fokozz&k a bélrendszerben, hanem maguk is képesek a bélhamsejtekbe bejutni endocitozis

segitségével.

Ez a folyamat, és a ciklodextrinek sorsa még nem vizsgalt bélhamsejteken, holott a
transzcitdzis jelensége ismert a Caco-2 bélhdmsejtek esetében (Artursson és mtsai. 2001).
Szintén nem Allt rendelkezésre informacio a ciklodextrinek Caco-2 egysejtrétegen vizsgalt

permeabilitdsarol.
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2.6. Célkit tizések

A jelen kutatbmunka els6 célja az volt, hogy megvizsgaljuk a fluoreszcensen jeldlt
random metil-B-ciklodextrin (FITC-RAMEB) permeabilitasat Caco-2 egysejtrétegen. Miutan
elézetes eredményeink szerint a ciklodextrin bejut a sejtek citoplazméjaba, tovabb

vizsgalodtunk, hogy kideritsik a sejtbe torténd felvétel modjat.

A vizsgalatokat kiterjesztettik mas (-ciklodextrin szarmazékokra is és teszteltuk,
hogy a FITC-HPBCD, a Rho-RAMEB és a FITC-BCDpolimer esetén is érvényes ez a
jelenség. Végezetlil megvizsgéltuk a ciklodextrinek viselkedését fluoreszcensen jeldlt

paklitaxel szarmazékkal (Flutax-1) képzett komplex formajaban is.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

Az 6sszes alabb felsorolt ciklodextrin szarmazék a CycloLab Kft. terméke (Budapest,

Magyarorszag):

« random metil-B-ciklodextrin (RAMEB, DS~12),

» (2-hidroxipropil)-B-ciklodextrin (HPBCD, DS~4.5),

» vizoldékony B-ciklodextrin polimer (BCDpolimer, epiklérhidrinnel térhalositott),

» 6-dezoxi-6-[(5/6)-rodaminiltioureido]-RAMEB (RhoRAMEB, DS=1 az RBITC, DS=12 a
metilcsoport esetén),

» 6-dezoxi-6-[(5/6)-fluoreszceiniltioureido]-RAMEB  (FITC-RAMEB, DS=1 a FITC,
DS=12 a metilcsoport esetén),

« 6-dezoxi-6-[(5/6)-fluoreszceiniltioureido]-HPBCD (FITC-HPBCD, DS=1 a FITC, DS=3
a hidroxipropil-csoport esetén)

« fluoreszceinnel jeldlt vizoldékony BCD polimer (FITC-BCDpolimer, epiklorhidrinnel

térhélositott).

A fluoreszcensen jeldlt szarmazékok esetén a fluorofor (5/6 izomer keverék)
izotiocianat csoport segitségével van a ciklodextrin gylrd primer hidroxil csoportjahoz
kapcsolva. Minden ciklodextrin gytrl egy fluoreszcens egységet tartalmaz, kivéve a FITC-
BCDpolimer-t, ahol a fluoroférral jeldlt gylrik aranya ~ 1 témegszazalék. A FITC-HPBCD, a
Rho-RAMEB és jelbletlen valtozataik logP értékei MarvinSketch 6.1.2 szoftver segitségével

lettek meghatarozva.

A Flutax-1-et (fluoreszcens paklitaxel szarmazék, a tovabbiakban Flutax) a Tocris
Bioscience-t6l (Egyesiilt Kirdlysag), a CellMask® Deep Red plazmamembran festéket és a
CellLight® Early Endosomes-RFP BacMam 2.0 reagenst az Invitrogen-tél (Budapest,
Magyarorszag), a Triton X-100 reagenst (TX-100) a Roche Diagnostics GmbH-tdl
(Mannheim, Németorszag) szereztik be. Minden egyéb reagens a Sigma-Aldrich (Budapest,

Magyarorszag) termeéke.

Az altalunk haszndlt Caco-2 sejtvonal a Sejtkultirak Europai Gydjtemeényébdl
(ECACC UK, European Collection of Cell Cultures) szarmazik. A sejteket 37°C-on, 5% CO,
atmoszférdju inkubatorban tartottuk fenn rendszeres passzalas segitségével. Az alkalmazott
médium a DMEM (Dulbecco's modified Eagle’s medium), amelyet kiegészitettiink 10%
inaktivalt borju szérummal, 1% nem esszencialis aminosavval és 1% penicillin-streptomycin

oldattal. A kisérletekben alkalmazott sejtek passzazs-szama 25 és 40 kozétti volt.
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3.2. AFITC-RAMEB vizsgalatai

3.2.1. Permeabilitasi vizsgalatok

A permeabilitasi vizsgéalatokhoz a Caco-2 sejteket Transwell® inzertek (Corning
Costar, NY, USA) polikarbonat filtereire helyeztik (porusatmérd: 0,4 pum, a membran
felszine: 1,12 cm?), inzertenként 200.000 db sejtet. Az egysejtrétegek a sejtek szélesztéséto|
szamitott 20-35 napon belll voltak hasznalhatéak a vizsgalathoz. A funkci6képes epitél réteg
kialakulasat a transzepitelidlis elektromos ellenallds (TEER) érték ndvekedésével kovettik
nyomon, melyet Millicell-ERS ellenallasméré (Millipore, USA) segitségével mértiink meg. Az
inzertek attél kezdve valtak hasznalhatova, amikor elérték az 1000 Qcm®es ellenallas
értéket. A TEER értékeket a transzportkisérlet végén is lemértik, hogy ellendrizzik az

egysejtréteg épségét, és kovethessik a ciklodextrines kezelés hatasat.

El6szor a FITC-RAMEB permeabilitasat vizsgaltuk. Kétféle kezelé oldatot
készitettlink: 50 yM-os FITC-RAMEB (FR oldat), illetve 50 yM-os FITC-RAMEB + 5 mM-0s
RAMEB (FRR oldat). Az oldoszer mindkét esetben Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)
volt. A sejtrétegeket kétszer mostuk, majd fél 6rat eldinkubaltuk 37°C-on HBSS-ben. Ezt
kovetéen a kezel6 oldatokkal apikalis oldalon valé inkubélas kovetkezett (2 6ra 37°C-on).
Mintat vettiink az apikalis oldalr6l a 0. és a 120. percben, bazalis oldalrél pedig a 60. és a
120. percben (a kivett térfogatot a 0. és a 60. percben pétoltuk a megfelel6 oldattal:
apikalisan a kezel6oldat, bazélisan HBSS). A kezelés utan az intracellularisan felhalmozodott
jelolt ciklodextrin mennyiségének meghatdrozasahoz az egysejtrétegeket 6tszor mostuk
hideg HBSS-sel, majd lizaltuk a sejteket 1%-0s Triton X-100 oldat segitségével. A mintak
fluoreszcencia intenzitasat FLUOstar Optima microplate leolvas6 (BMG LABTECH,
Offenburg, Németorszag) segitségével mértik le. A gerjesztési hullamhossz 492 nm, az
emisszios hulldamhossz 520 nm. A gép szamitdgépes szoftvere korrigalta a mért értékeket a
vak mintak mért értékeivel, és a kalibraciés gorbe alapjan kiszamitotta az egyes mintak
FITC-RAMEB koncentracidjat is.

A latszolagos permeabilitasi koefficienst (P4pp) @ kOvetkezd képlet segitségevel
hataroztuk meg:
Papp= dQ/dt(1/C,A)

Papp: latszélagos permeabilitasi koefficiens (cm/s)
dQ/dt: idéegység alatt atjutott anyagmennyiség (mol/s)
Co: az egyes vegyiletek kezdeti koncentraciéja az apikalis kamraban (mol/ml)

A: a membran felilete (cm?)
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3.2.2. A FITC-RAMEB felvételének kinetikai vizsgala ta

A Caco-2 sejteket fekete 96-lyuki plate-be ndvesztettiik (10* sejt / lyuk, 7 napig). A
kezelés elbtt a sejtrétegeket kétszer mostuk HBSS-sel, majd 37°C-on inkubaltuk éket FR
vagy FRR oldattal 5-, 10-, 30-, 60- vagy 120 percig. Jégben hitott HBSS-sel tértént 4-szeri
mosas utan a sejteket 3%-os paraformaldehid oldattal fixaltuk (37°C, 15 perc). A mintak
fluoreszcencia intenzitasat FLUOstar Optima microplate leolvaséval mértik. A mérést
kévetden DAPI (4',6-diaminido-2-fenilindol dihidroklorid) sejtmagfestéket adtunk a mintakhoz
300 nM-os koncentracidban. 15 perc utan mértik a DAPI intenzitdsat (excitacié: 355 nm,
emisszio: 485 nm). A mért DAPI értékek segitségével normalizaltuk a mért FITC-RAMEB

ertékeket.
3.2.3. AFITC-RAMEB leadaséanak kinetikai vizsgalata

Ezeknek a vizsgalatoknak a protokollja az elsé felében megegyezik a permeabilitasi
vizsgalatok protokolljaval, kivéve a kezeld oldatot: itt csak FITC-RAMEB oldatot vizsgéltunk,
és azt is 10-szeres koncentracioban (0,5 mM). A 120 perces inkubalast kovetéen az
inzerteket 5-sz6r mostuk jégben hiitott HBSS-sel, majd két csoportra osztottuk Sket. Az elsé
(kontroll) csoportot a permeabilitdsi vizsgalatoknal leirtakhoz hasonloan lizaltuk, majd a
lizdtumok fluoreszcencia intenzitasat lemértiik, masik csoportot tovabb inkubaltuk HBSS-ben
37°C-on Ujabb 120 percig. Ez alatt az idé alatt mind az apikdlis, mind a bazalis oldalrol
mintakat vettiink a 10.-, 30.-, 60.- és 120. percekben.

3.2.4. Fluoreszcens mikroszképia

A FITC-RAMEB endocitozisat differencidlatlan és differencialt Caco-2 sejteken is
elvégeztuk. Differencialatlan Caco-2 sejtek vizsgalatdhoz 12 lyukd mianyag plate-ekbe 1-1
kis kor alaku 10 mm atmérdji mikroszképos uveg fedélemezt helyeztink lyukanként, majd
ezekre szélesztettik ra a sejteket (80.000 sejt / 2 ml strlségben). A kisérletek egy részénél
24 6ra mulva a sejteken lévé tenyészté médiumhoz adtuk a CellLight® Early Endosomes-
RFP *BacMam 2.0* reagenst (30 részecske/sejt mennyiségben), majd tovabbi 48 orat

inkubaltuk a sejteket.

A differencialt sejtek vizsgalatahoz a sejteket a permeabilitasi vizsgalatokhoz
hasonléan Transwell® inzertekre (Corning Costar, NY, USA) helyeztiik (pérusatméré: 0,4 pm,
a membran felszine: 1,12 cm?), inzertenként 200.000 db sejtet. Az egysejtrétegek a sejtek

kitételétdl szamitott 20-35 napon belll voltak hasznélhatéak a vizsgalathoz.
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A haszndlatra kész sejteket kétszer HBSS pufferrel mostuk, majd csak 50 uM-os
koncentracioban FITC-RAMEB-et (FR) vagy 5 mM-os koncentracioban RAMEB-et is (FRR)
tartalmazo oldatban inkubaltuk a sejteket 37°C-on 30 percig. A ciklodextrines kezelést

kovetéen a sejteket nyolcszor mostuk jéghideg HBSS pufferrel.

Ezek utan a sejtalkotok jeldlése kdvetkezett. A sejteket 5 percig 37°C-on inkubéltuk 1
pag/ml koncentracioju CellMask Deep Red oldatban, megfestve ezzel a sejtmembrant. Majd
kétszer HBSS pufferrel mostuk a sejteket. Azért, hogy az egysejtrétegeket fixaljuk a
fed6lemezeken, 15 percig 37°C-on inkubdltuk &ket 3 %-os paraformaldehid-oldatban. A

T

DAPI-oldatban 15 percig 37°C-on inkubaltuk (az oldat 6-o0s pH-ju pufferrel készdlt).

Végil a fed6lemezeket, illetve az inzertbdl kivagott membranon lévé sejtrétegeket 1-1
csepp feddlemez rogzitd ragasztoval targylemezekre ragasztottuk, és a konfokalis lézer
pasztdz6 mikroszképpal (LSM 510 Zeiss, Jena, Németorszag) megvizsgaltuk. A spektralis
atvilagitas kikliszobolésére a mintdk gerjesztéséhez haromféle lézerfényt hasznaltunk
egymast kovetden, “multi-track” modban: UV: Argon-ion lézer UV 351.1 nm, 363.8 nm
(ezeket szimultan hasznaltuk); kék: Argon-ion lézer 488 nm; vords: He-Ne Iézer 633 nm). Az
emittalt fényt a fenti sorrendnek megfeleléen: 420 nm, 505 nm és 650 nm-en detektaltuk

egymast kévetden harom csatorndn META detektorral.

3.2.5. Aramlasi citometria

3.2.5.1. A FR felvételének vizsgéalata

A sejttenyésztd flaskaban novesztett sejteket tripszint és EDTA-t tartalmazé oldattal
feltripszineztuk, majd a sejteket kétszer megmostuk HBSS pufferoldattal. Megszamoltuk a
sejteket és ezek utan a sejtkoncentraciot allitottuk be (1 millié/ml végkoncentracié a kezelés
alatt).

A sejtszuszpenziot FRR oldattal kezeltik 37°C-on 30 percig, a kezeletlen kontrollt
ciklodextrin mentes HBSS-ben inkubaltuk. A kezelés utan a mintakat lecentrifugaltuk 4°C-on,

s

a fellliszét leontottik. 1,25 mg/ml koncentraciéju tripankék oldatot és 40 pg/ml
tartottuk. A tripankék elfedi a sejtek felszinéhez tapadt FITC-RAMEB fluoreszcenciajat, a
propidium-jodid segitségével kiszelektalhattuk a nem élé sejteket.

A mérést Becton Dickinson FACScan tipust aramlasi citométerrel (Mountain View,
CA) végeztik. Az adatokat ~ WinMDI 2.8 szoftver (Joseph Trotter;

http://facs.scripps.edu/software.html) segitségével elemeztik.
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3.2.5.2. Endocitotikus utvonal igazolasa

A FITC-RAMEB Caco-2 sejtekbe torténd endocitotikus felvételének megerdsitésére
szintén aramlasi citometrias méréseket végeztink. A sejteket a mar fentebb leirt moédon
FITC-RAMEB (FR), Lucifer Yellow (LY) vagy calcein AM oldatokkal. A festékoldatokat a
koévetkez6 koncentracio tartomanyokban alkalmaztuk: FR esetén 0-500 uM, calcein AM
esetén 0-1 uM, LY esetén pedig 0-960 uM.

A kezelést kbvetden a sejteket 3-szor mostuk jéghideg HBSS-sel, majd a mérésig
jégen tartottuk. A nem él6 sejtek kiszelektaldsa érdekében ebben az esetben is mérés elétt

propidium-jodid oldatot adtuk a sejtekhez (2 pg/ml végkoncentracidban).

Végeztink olyan kisérleteket is, ahol a kezel6 oldatok hozzdadasa el6tt a sejteket 45

percig elékezeltiik 10 uM-os rottlerin oldattal.

A méréseket 6t Iézeres BD FACSaria Il daramlasi citométerrel (BDBioscienses, San
Jose, CA) végeztik. A FR és a calcein AM esetén a sejtekt 488 nm-es lézerfénnyel
vilagitottuk meg, mig a LY esetén a 445 nm hullamhosszu fény volt az optimélisabb. Az
emittalt fényt minden esetben 502 nm-es ,long pass” dikroikus tikor és 530/30 nm-es ,band
pass” szlrd segitségével detektaltuk. Az él6 sejteket az alacsony propidium-jodid
fluoreszcencigjuk alapjan szelektéltuk ki (excitacio: 561 nm, emisszio: 590 nm ,long pass”
sz(rd). Az adatokat BDIS Cellquest (Becton-Dickinson) és WinMDI 2.8 (irta: Joseph Trotter;

http://facs.scripps.edu/ software.html) szoftver segitségével értékeltik Ki.

3.3. AFITC-HPBCD, a Rho-RAMEB és a FITC-BCDpolimer

ciklodextrin szarmazékok vizsgalatai

3.3.1. Permeabilitasi vizsgalatok

Tovabbi fluoreszcens ciklodextrin  szarmazékok latsz6lagos permeabilitasi
koefficiensének meghatarozasahoz a fentebb (3.2.1.) bemutatott protokoll szerint tovabbi
kisérleteket végeztik FITC-HPBCD-vel, FITC-BCDpolimer-rel és ismét a FITC-RAMEB-bel.
Ezeknél a kisérleteknél a jeldlt szarmazékokat dnmagukban, 50 pM-os koncentraciéban

alkalmaztuk.
3.3.2. Fluoreszcens mikroszképia

A FITC-HPBCD, a Rho-RAMEB és a FITC-BCDpolimer Caco-2 sejtbe torténd

bejutasanak vizsgalatdhoz 100.000 sejtet szélesztettink ki fedélemezenként, és 4 nap utan
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sz

inkubdltuk velluk a sejteket 37 °C-on. A kezelést kovetden a sejteket jéghideg HBSS pufferrel
mostuk négyszer, majd 3 %-os paraformaldehiddel fixaltuk. A sejtmagok festése ez esetben
1 pM-os bisbenzimide oldattal tortént. Ebben az esetben Zeiss Axio Scope Al tipusu

fluoreszcens mikroszképpal végeztik a vizsgalatot.
3.3.3. Aramléasi citometria

A FITC-HPBCD, FITC-RAMEB, FITC-BCDpolimer és a Rho-RAMEB &ramlasi
citometrias vizsgalatat a 3.2.5.2. részben leirt protokoll alapjan végeztik. A kezel6oldatok itt
az egyes CD-szarmazékok 50 pM-os oldatai voltak, a rottlerines méréseket pedig csak a
FITC-HPBCD és a Rho-RAMEB esetében végeztink.

3.4. A Flutax-ciklodextrin komplexek vizsgalatai

3.4.1. Akomplexek el éallitasa

A Flutax-ot és a vizsgalt ciklodextrin szarmazékokat (HPBCD, RAMEB, BCDpolimer
és Rho-RAMEB) kulon-kilon oldottuk fel dimetil-szulfoxidban (DMSO), majd a megfeleld
oldatokat elegyitettiik egymassal ugy, hogy a két monomer ciklodextrin esetén a Flutax:CD
molarany 1:1, a polimer esetén pedig 1:1/45 (mivel szamitasaink szerint egy polimer

molekula koril-beldl 45 gyardt tartalmaz).

Az igy elkészilt mintdkat (készllt csak Flutax-ot tartalmaz6 minta is) lefagyasztottuk,
majd liofilezéses eljarassal eltavolitottuk bel8lik az old6szert. Tovabbi felhasznalasig a kész

mintakat -20 °C-on taroltuk.
3.4.2. Fluoreszcens mikroszkdpia

A Flutax-RhoRAMEB komplex bejutasat a Caco-2 sejtekbe konfokalis mikroszképpal
vizsgaltuk. A protokoll az el6z6 bekezdésben leirtakhoz hasonld, kivéve hogy itt megfestettik
a sejtmembrant CellMask Deep Red oldattal (1 pg/ml) és a mintakat Zeiss LSM510 tipusu
konfokalis mikroszkoppal vizsgéltuk (Plan-Apochromat 63x (NA 1.4) olajimmerziés objektiv).
A felvételek elkészitéséhez az 1. tablazatban feltintetett Iézereket és emissziés savokat

alkalmaztuk (line-by-line alternating illumination, azaz “multi-track” mod).
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1. téblazat - A fluoreszcens festékek gerjesztéséhe z és detektalasahtalasahoz alkalmazott lézerek és

emisszids tartomanyok

Fluoreszcens festék | Excitacio Emisszi6
FITC 488 nm Ar-ion lézer | 505-550 nm
Rhodamine 543 nm He-Ne lézer | 560-615 nm

CellMask Deep Red | 633 nm He-Ne lézer | > 650 nm

3.4.3. Komplexek felvételének vizsgalata

Ehhez a kisérlethez a Caco-2 sejteket 96 lyuku fekete plate-be szélesztettiik (30.000
sejt/lyuk). Az egy hét alatt kialakult egysejtrétegeket kétszer mostuk HBSS pufferoldattal,
majd 30 percig kezeltik (37°C-on) a liofilezett Flutax-CD komplexek HBSS-sel készilt 50
pUM-os oldataval. Ezt kdvetéen a sejtrétegeket 4-szer mostuk jéghideg HBSS-sel, majd 1 %-
os Triton X-100 oldattal lizaltuk.

A sejtlizatumok Flutax tartalménak mérésére FLUOStar Optima mikroplate leolvasot
(BMG LABTECH, Offenburg, Németorszag) hasznaltunk. A gerjesztési hullamhossz 492 nm,

az emissziés hullamhossz 520 nm volt.

3.5. Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket SigmaStat szoftverrel (3.1 verzid, SPSS) és Microsoft Excel
programmal végeztik el. Az adatok normal eloszlasat mindkét szoftver hasznalata esetén
Kolmogorov-Szmirnov teszttel igazoltuk. Az adatokat &tlagtS.D. forméban ko6zoltik. A
kulonbdz6 csoportok atlagértékei kozotti kilénbséget kétmintas t-probaval hasonlitottuk
0ssze, mig ugyanazon csoport kezelés elbtt és kezelés utani atlagértékei kozotti kilénbséget
egymintas t-prébaval. Tébb csoport atlagértékeinek dsszehasonlitAisdhoz ANOVA tesztet

hasznaltunk. Szignifikdns kiulonbségnek vettik, ha a p<0,05.
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4. Eredmeények

4.1. LogP értékek meghatarozasa

A MarvinSketch 6.0.2 szoftver segitségével kiszamitott oktanol-viz megoszlasi
koefficiensek mind a jeldletlen, mind a jeldlt ciklodextrinek esetében nagyon alacsonynak
mutatkoztak. Mindemellett a HPBCD és a FITC-HPBCD clogP értéke sokkal alacsonyabb a
RAMEB-énél és a Rho-RAMEB-énél is (2. tablazat). A szoftveres kalkulaciét Dr. Balogh

Gyorgy (Richter Gedeon nyRt.) végezte el szdmunkra.

2. tablazat - Ciklodextrin szarmazékok szoftveresen  szamitott logP értékei

RAMEB Rho-RAMEB HPBCD | FITC-HPBCD

(DS = 14 metil) | (DS = 1 rhodamin, DS = 12 metil) | (DS =3 HP) | (DS = 1 FITC, DS = 3 HP)

clogP | -1,53 -2,57 -11,29 -7,74

4.2. A FITC-RAMEB vizsgalatainak eredményei

4.2.1. Permeabilitasi vizsgalatok eredményei

A permeabilitas vizsgalata soran azt vizsgaltuk, hogy az egysejtrétegre helyezett
jelolt ciklodextrin 2 éra alatt képes-e bejutni a Caco-2 sejtek citoplazmajaba, illetve atjutni a
monolayeren keresztil a bazalis kamraba. A Caco-2 felszivodasi modellel kivaléan

vizsgalhatbak a gyogyszerfelszivédasban részt vevd aktiv és passziv folyamatok.

A FITC-RAMEB permeabilitdsat 6nmagaban 50 pM-os koncentracioban, és 5 mM
RAMEB jelenlétében is vizsgaltuk. A Kkisérlet elején és végén meért TEER értékek
segitségével ellendriztik, hogy az egysejtrétegek a 2 oras vizsgalat soran épek maradtak-e.
Az egyes kezelési médokhoz tartozo inzertek sejtet nem tartalmazo, vakkal korrigalt TEER
értékeinek atlagait mutatja a 6. abra, amelyen jol latszik, hogy az egysejtrétegek minden

esetben megdrizték integritdsukat, figgetlenil a kezelés maodjatol.
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6. dbra - A Caco-2 egysejtrétegeken mért transzepit elialis elektromos ellenallas (TEER) értékek a 120

perces permeabilitasi kisérletek soran. A sejtrétegeket egyedil 50 uM FITC-RAMEB-et tartalmazé (FR), vagy
5 mM RAMEB-et is tartalmazo (FRR) oldattal kezeltiik. A kezeletlen sejtrétegeket HBSS-ben inkubaltuk. Az egyes
mérések atlagértékeit és szorasait abrazoltuk (n(FR)=9, n(FRR)=6, n(kezeletlen)=6). A kezelés elétti és utani
értékeket dsszevetve nem tapasztalhatd szignifikans eltérés (p>0,05), mint ahogyan az egyes kezelések értékeit

O0sszehasonlitva sem (p>0,05).

A microplate leolvasé 4&ltal mért fluoreszcencia intenzitds értékek alapjan
ciklodextrin atjutasi sebesseéget kifejez6 latszélagos permeabilitasi koefficeins (Papp) €rtéket,
mely az FR-kezelt csoport esetén 3,35+1,29x10® cm/s, az FRR-kezelt csoport estén pedig
4,23+1,46x10°® cm/s. Mind a két érték meglehetdsen alacsony, emellett eimondhaté, hogy az
5 mM-os RAMEB kezelés nem valtoztatia meg szignifikansan a FITC-RAMEB
permeabilitasat (a két kezelési csoport P, €rtékei kozott nincs szignifikans eltéeres (p>0,05),
n(FR)=9, n(FRR)=6).

A kisérlet vegén az egysejtrétegeket alapos mosas utan lizaltuk, majd meghataroztuk
lizatumok FITC-RAMEB tartalmat is a microplate leolvasé segitségével. Az eredményeket a
7. abra szemlélteti. Jol lathatd, hogy a kezeletlen csoporthoz képest mindkét kezelt csoport
esetén szignifikAnsan magasabb a mért fluoreszcencia intenzitds, azaz a jeldlt ciklodextrin
mindkét esetben bejutott a sejtekbe. Azt is megdllapithatjuk tovabba, hogy a hozzéadott
jeloletlen RAMEB nem befolyasolta a sejtekbe jutott FITC-RAMEB mennyiségét (p>0,05).
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7. abra - A 120 perces permeabilitasi vizsgalatok u  tan a sejtlizatumokban mért fluoreszcencia értékek. A
sejtrétegeket egyediil 50 uM FITC-RAMEB-et tartalmazé (FR), vagy 5 mM RAMEB-et is tartalmaz6 (FRR) oldattal
kezeltik. A kezeletlen sejtrétegeket HBSS-ben inkubdltuk. Az egyes mérések atlagértékeit és szorasait
abrazoltuk (n(FR)=7, n(FRR)=4, n(kezeletlen)=5). A kontroll csoporthoz képest mindkét kezelés hataséara
szignifikdnsan nétt az intracellularisan mérheté fluoreszcencia intenzitas (***p<0,001).
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4.2.2. A FITC-RAMERB felvételének kinetikaja

A FITC-RAMEB felvételének idéfliggését 96-lyuku fekete plate-be ndvesztett Caco-2
egysejtrétegen vizsgaltuk, a mérést microplate leolvaséval végeztik. A sejtrétegeket FR

vagy FRR oldattal kezeltiik 5-, 10-, 30-, 60- vagy 120 percen keresztl.

A 8. abra két kinetikai gorbéje kozott nem lathatunk lényeges kilonbséget, a FITC-
RAMEB mennyisége folyamatosan né az inkubacios id6 el6rehaladtaval. Az elsé 5-10
percben nagyobb a jeldlt ciklodextrin felvételi sebessége, majd valamelyest mérséklédik a

hatralévé idében.
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8. abra - A fluoreszcensen jelolt RAMEB felvételi ki netikaja Caco-2 egysejtrétegen. A sejtrétegeket egyeddl
50 uM FITC-RAMEB-et tartalmazo (FR), vagy 5 mM RAMEB-et is tartalmazé (FRR) oldattal kezeltiik, az
inkubaciét kiilonbdzé idépontokban szakitottuk meg. Mosas és fixalas utan a sejtrétegekben dsszegydilt FITC-
RAMEB mennyiségét microplate leolvasé segitségével hataroztuk meg. Az esetleges sejtszambeli eltérések
okozta kulonbségek kikiiszobolése érdekében a sejtmagokat DAPI festékkel jeldltik, és a kapott FR
fluoreszcencia értékeket a hozzajuk tartozé DAPI fluoreszcencia értékekkel normalizaltuk. A kapott eredmények

atlagértékeit és szérasait abrazoltuk (n(FR, FRR)=3).
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4.2.3. A FITC-RAMEB leadasanak kinetikaja

A FITC-RAMEB Caco-2 sejtekbdl torténd leadasanak kinetikai vizsgalatdhoz a
szokdsosnal 10-szer toményebb, 0,5 mM-os jelolt ciklodextrin oldattal kezeltik az
egysejtrétegeket (120 percig), hogy a kisérlet méasodik felében a leadott FITC-RAMEB
mennyisége mérheté legyen. A ciklodextrin gyorsan megjelent mindkét kamraban. Az elsé
ordban a felvett anyag koril-beltl 85 %-a az apikalis kamra iranydba kerllt leadasra, mig
a bazalis kamraba mindbssze 7,4 % transzportalédott a két éras inkubalas soran (9. abra).
A 120 perc soran az egysejtrétegekben mérhetdé fluoreszcencia intenzitds drasztikusan
lecsokkent 100,0£8,8 %-rol 8,9+1,5 %-ra.
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9. dbra - A FITC-RAMEB Caco-2 egysejtrétegb 6l tortén 6 leadasanak kinetikaja. Az inzertekre ndvesztett
Caco-2 egysejtrétegeket 0,5 mM-os FITC-RAMEB oldattal kezeltiik 120 percig, majd alapos mosast kdvetden
Ujabb 120 percig kdvettik a FITC-RAMEB leadasat mind az apikalis, mind a bazalis kamrakbdl vett mintak
koncentraciéjanak meghatarozasaval. A kontroll csoport sejtjeit az elsé 120 perces inkubalast és a mosast
kovetden lizaltuk, és a lizatumban mért fluoreszcencia intenzitasok atlagat vettiikk viszonyitasi alapnak (100%),
ehhez mérten abrazoltuk a tovabb vizsgalt csoport eredményeit. Az dbran az egyes mérések atlagait és szorasat
tlntettik fel (n=4).
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4.2.4. Fluoreszcens mikroszképia

A konfokdalis lézer pasztdz6 mikroszkop segitségével a fluoreszcens festékek
gerjesztésének megfelelé hullamhosszisagu lézerfény segitségével tettik lathatéva a
sejtmembrant, a sejtmagot és a FITC-RAMEB-et. A haromféle hullamhosszusagu lézerrel
készilt képeket egymasra illesztettiik. gy sejtcsoportokrol és onallo sejtekrdl is készitettiink

kulénbdzb nagyitasban felvételeket (10. abra).

10. abra - Differencialatlan Caco-2 sejtekr 6l késziilt konfokdlis mikroszképos felvételek. A sejteket 50 uM
FITC-RAMEB-et és 5 mM RAMEB-et is (FRR) tartalmazo oldattal kezeltik. Az abra “A™-val jelélt részén a FITC-
RAMEB (z6ld) vezikulumok formajaban talalhaté a citoplazmaban a CellMask-kal jeldlt sejtmembran (piros) alatt
vagy a DAPI-val jelolt sejtmag (kék) koril, melyeket néhany helyen fehér nyilakkal jel6ltink. A sejtmembranon
kivdl is lathatunk FITC-RAMEB aggregatumokat. Az abra jobb oldalan (B) kilenc egymast kdvetd optikai szeletet
lathatunk egy Caco-2 sejtcsoportrol. A szeletek 1,5 ym vastagsaguak, és mindegyiken jol lathatéak a
citoplazmaban elhelyezkedé zdld FITC-RAMEB-et tartalmazé vezikulumok. A megfigyelt vilagos granularis

részecskék a sejtmembranon belil, de a sejtmagon kivil helyezkednek el.

Ez a mbédszer nem csak azt tette lehetévé, hogy egy sikban képezzik le a sejteket,
hanem egymastol 1,5 um tavolséagra lévé optikai szeleteket készithettink. Ilyen szeleteket
mutat egy sejtcsoportrol a 10. dbra ,B” része: a bal felsé szelet a valésagban a sejtcsoport

alja, majd balrdl jobbra haladva jutunk el a legfelsé szelethez (ami a képen a jobb also).

A 10. &bra ,A” részén a kis fehér nyilak a Caco-2 sejtben felhalmozddott FITC-
RAMEB helyét jelolik (a képeken a FITC-RAMEB zdld szinnel fluoreszkal). Megallapithatjuk
tehat, hogy a jelolt RAMEB képes bejutni a Caco-2 sejtek sejtmembranja ali, és a
citoplazméban, a sejtmagon koril felhalmozddik. Ugyanezt tAmasztja ald a 10. abra ,B”
része is, melyen szintén lathaté a sejtek citoplazmajaban a zolden fluoreszkalé FITC-
RAMEB.
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A differencidlt sejtréteget a permeabilitasi vizsgalatoknal is hasznalt inzerteken hoztuk
létre, majd a kezelést kovetden a sejtréteget az alatta |Iévéd membrannal egyitt kivagtuk és
targylemez illetve fedélemez kdzé ragasztottuk. A FITC-RAMEB ebben az esetben is bejutott
a Caco-2 sejtek citoplazmajaba, és ott granulumok formajaban helyezkedik el (11. abra). A

konfokalis mikroszképos felvételek esetén is az tapasztalhat6, hogy a FITC-RAMEB bekerdl

a citoplazmaba fuggetlenil attol, hogy a kezel6oldat tartalmazott-e a jeldlt ciklodextrinen
kivial 5 mM RAMEB-et is.

11. abra - A ciklodextrin bejut a differencialt Cac  0-2 sejtekb 6l allé nagy ellenalléképesség 1 sejtrétegbe. A
konfluens sejtréteget 50 yM-os FITC-RAMEB oldattal kezeltiik, majd konfokalis mikroszképpal készitettiink
felvételeket. Tizenkét felvétel készilt az egyenként 2 um vastag optikai szeletekrél, melyekbdl hat lathaté az abra
bal oldalan (A-F). A jobb oldalon a sejtréteg egy k6zépsé szelete lathat6 fellinézetbdl (H), melynek szintjét az
oldals6 szekcidkon lathaté kék vonal jeldli. A felsé (G) és a jobb oldali (I) képek merélegesen késziiltek a zold és
a piros vonalakkal jelolt helyeken. A célkeresztet (a zold és a piros vonal metszéspontja, a hosszu fehér nyil jelzi)
egy intenziven vilagitdé FITC-RAMEB (z6ld) granulumra (a kisebb fehér nyilak jelélik) allitottuk, ami a sejtmagok
(DAPI, vilagoskék) szintjén helyezkedik el. Sok kisebb FITC-RAMEB tartalma granulum is lathatdé kdzvetlendl a

sejtmembran (CellMask, sttétkék) alatt.

Ezek a megfigyelések is arra engedtek kovetkeztetni, hogy a ciklodextrin molekulakat
a Caco-2 bélhamsejtek endocitézissal veszik fel. Ezen hipotézisink megerdsitésére
végeztik el tdbbek kdzott a FITC-RAMEB és a Rab5 nevii GTPaz kolokalizaciés vizsgalatat.

Ez utdbbi fehérje fontos alkot6eleme a korai endoszémaknak (Rink és mtsai. 2005).

A Caco-2 sejtek membranjaban plazmid segitségével expresszaltattuk a voros
fluoreszcens fehérjével kapcsolt Rab5a GTPaz fuziés fehérjét (RFP-Rab5a). Ahogy a 12.
abra is mutatja, a FITC-RAMEB és az RFP-Rab5a kolokalizacidja létrejott (az abran sarga
pixelek jelolik). A felvételek segitségével szamolt Pearson-féle korrelacios koefficiens értékek
0,55 és 0,78 kozott vannak fél oras inkubaciot kovetdéen. Ez jol jelzi, hogy a ciklodextrin

felvétele és a korai endoszomak kialakulasa egymassal kapcsolatban 1évé folyamatok.
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12. abra - A FITC-RAMEB kolokalizaciéja Rab5 fehérjé kkel. RFP-Rab5a-val transzfektalt Caco-2 sejteket
kezeltiink 50 yM-os FITC-RAMEB (z6ld) oldattal 30 percig. A Rab5 fehérjék (piros) plazmidon koédolt vorés
fluoreszcens fehérjével (Red Fluorescent Protein) kapcsolt Rab5 fehérje (RFP-Rab5) atmeneti transzfekcidjaval

lettek lathatéva téve. A kolokalizaciét a konfokalis felvételek 18- és 21 um jelzésd optikai szeletein lathatjuk sarga
szinnel jel6lve. Az dbran kilenc egymast kévetd, egyenként 3 um vastag optikai szelet lathatd. A sejtmembrant
CellMask (sotétkék) festékkel, a sejtmagokat DAPI festékkel (vilagoskék) jeloltik.

4.2.5. Aramlasi citometrias eredmények
4.2.5.1. A FITC-RAMEB felvételének vizsgalati eredm ényei

A korabbi kisérletek sordn kapott eredményeket megerésitette az elsd aramlasi
citometrias mérés is. Ennek eredményként azt kaptuk, hogy a ciklodextrines kezelés koéril-

belll 20-szoros fluoreszcencia intenzitas ndévekedést eredményezett a sejtekben (13. abra).

Mivel a sejtek felszinéhez tapadt FITC-RAMEB fluoreszcenciajat kioltottuk tripankék
festék segitségével, illetve propidium-jodiddal kiszelektaltuk a nem él6 sejteket, arra
kovetkeztethetiink, hogy a fluoreszcencia intenzitas novekedést az ¢€l§ sejtek

citoplazméjaban felhalmozo6dott FITC-RAMEB okozta.
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13. abra - A FITC-RAMEB felvételének aramlasi citome trias mérése. A Caco-2 sejtszuszpenziot 50 uM FITC-
RAMEB-et és 5 mM RAMEB-et tartalmazé oldattal (FRR) kezeltik 37°C-on 30 percig, a kezeletlen kontrollt
ciklodextrin-mentes HBSS-ben inkubaltuk. Az abran fekete szinnel a kezeletlen sejtek mérése soran kapott
hisztogramot lathatjuk (M1), a piros szind hisztogram a kezelt sejteké (M2). Jol lathatd, hogy a kezelt sejtek a
magasabb fluoreszcencia intenzitas értékeknél helyezkednek el a vizszintes tengelyen. A kapott atlagértékek
k6zo6tt mintegy 20-szoros kiillénbség tapasztalhat6.
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4.2.5.2. Endocitotikus Utvonal igazolasa

A FITC-RAMEB Caco-2 sejtekbe torténd felvételét a Lucifer Yellow nevi
makropinocitdzis marker, illetve a calcein-AM (lipofil molekula, atdiffundal a sejtmembranon)

felvételével hasonlitottuk 6ssze mind 37°C-on, mind 0°C-on.

A vizsgalt anyagok koncentraciojanak fliggvényében felvett gérbéken (14. abra) jol
latszanak a hidrofil és a lipofil anyagok sejtekbe valé bejutdsanak f6 kilénbségei. A calcein-
AM intracellularis halmozddasa a festék koncentraciojatdl fiigg csak, az alkalmazott
hémérseklettél nem. Ellenben mind a Lucifer Yellow, mind a FITC-RAMEB esetében a

sejtekbe torténd bejutast jol gatolta a 0°C-ra vald hiités.
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14. abra - A calcein (A), a FITC-RAMEB (B) és a Luci fer Yellow (C) intracellularis halmozddasanak
koncentraciofiigg 6 gorbéi. A sejteket 37°C-on, illetve 0°C-on kezeltilk, a sejtek fluoreszcencia intenzitasat
aramlasi citométer segitségével hataroztuk meg, miutan a nem él6 sejteket propidium-jodid hozzaadasaval
kiszelektaltuk. (Az abrakon egy reprezentativ kisérlet eredményei vannak feltlintetve.)
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A jelolt ciklodextrin makropinocitotikus felvételét az is megerésiti, hogy ugyancsak a
Lucifer Yellow-hoz hasonléan, a FITC-RAMEB felvételét is szignifikAnsan cstkkentette, ha a
sejteket el6kezeltik a rottlerin makropinocitozis gatlészerrel (15. abra).
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15. abra - Rottlerinnel tortén 6 el6kezelés hatdsa a Lucifer Yellow (LY) és a FITC-RAMEB ( FR) sejtekbe
tortén 6 felvételére. A Caco-2 sejteket 45 percig 10 yM-os rottlerin oldattal kezeltik a fluoreszcens anyagok
hozzadadasa el6tt, melyek felvételének mértékét aramlasi citométerrel detektaltuk. Mindkét vizsgalt anyag

esetében a rottlerin szignifikansan csokkentette a sejtekbe valé bejutas mértékét (n=3, p<0,01).
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4.3. AFITC-HPBCD, a Rho-RAMEB és a FITC-BCDpolimer

ciklodextrin szarmazékok vizsgalatainak eredményei

4.3.1. Permeabilitasi vizsgalatok eredményei

A késlObbiekben vizsgalt szarmazékok esetén a fluoreszcensen jelélt ciklodextrinek
(FITC-HPBCD, FITC-RAMEB, FITC-BCDpolimer) 50 pM-os oldatat alkalmaztuk. A
permeabilitdst ebben az esetben is a latszélagos permeabilitasi koefficiens értékekkel (16.
abra ,A” része) jellemeztilk: 5,82+2,80x10® cm/s FITC-HPBCD esetén, 5,65+0,36x10° cm/s
FITC-RAMEB esetén és 3,62+1,45x10® cm/s FITC-BCDpolimer esetén. Az abran is jol
lathato, hogy az egyes szarmazékok P, értékei nem térnek el szignifikansan egymastol
(p>0,05).

10,00 +
9,00 -
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 A
0,00 -

Papp (108 cm/s)

FITC-HPBCD FITC-RAMEB FITC-BCDpolimer

0,18 -
0,16 - ® a bazalis kamraban B
0,14 -
0,12 -
0,10 -
0,08 -
0,06 -
0,04 - [
0,02 - [ I

0,00 . T )
FITC-HPBCD FITC-RAMEB FITC-BCDpolimer

a citoplazmaban

CD mennyisége (%)

16. abra - Fluoreszcens ciklodextrin szarmazékok tr  anszepitelidlis permeabilitdsa. A Caco-2 egysejtrétegen
bazolateralis irdnyba mérheté atjutds sebességét a 120 perces inkubalas utdn meghatarozott latszolagos
permeabilitasi koefficiens (Papp) érték jellemzi (A). A kisérletek végén a bazilis kamraban és a sejtek
citoplazmajaban is mérhet6 volt a jeldlt ciklodextrinek fluoreszcenciaja, melybdl kiszamitottuk a kiindulasi
mennyiséghez viszonyitott szazalékos aranyukat (B). Egyik esetben sem tapasztalhatdé a szarmazékok kozott
szignifikans eltérés (p>0,05; n(FITC-HPBCD)=8, n(FITC-RAMEB)=6, n(FITC-BCDpolimer)=6).
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A TEER értékek mérése ebben az esetben is igazolta, hogy az egysejtrétegek

integritdsa a kezelés soran nem valtozott.

A Kkisérletek soran mértik a sejtekben és a bazalis kamraban felhalmozodott
ciklodextrinek fluoreszcencia intenzitasat. Az eredményeket a 16. abra ,B” részén
abrazoltuk. Lathato, hogy csak igen kis mértékben jutottak be a citoplazmaba és a bazalis

kamréaba. Az egyes szarmazéekok értékei kozott nem talalhato szignifikdns eltérés (p>0,05).

4.3.2. Fluoreszcens mikroszképia

Ezzel a tipusu vizsgéalattal azt kivantuk demonstralni, hogy a Rho-RAMEB, a FITC-
HPBCD és a FITC-BCDpolimer is képes a Caco-2 sejtekbe bejutni. A 17. abra jol mutatja,
hogy mindharom szarmazék felvételre kertlt a sejtekbe a 30 perces inkubéacios id6 alatt. A
leghomogénebb eloszlast a FITC-HPBCD mutatja (17. 4bra ,B” rész), a Rho-RAMEB
nagyobb endoszomékban talalhaté meg (17. &bra ,A” rész), a legnagyobb vezikulakban
pedig a FITC-BCDpolimer helyezkedik el (17. abra ,C” rész). Ezek a kllénbségek

feltételezhetben az eltérd szubsztituensek és molekularis sajatsagok miatt jottek létre.
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17. &bra- Fluoreszcens mikroszkoppal készitett felv  ételek jeldlt ciklodextrin  szarmazékokat

intracellularisan tartalmazd Caco-2 sejtekr 6l. Mindharom felvételen azt lathatjuk, hogy a sejtekbe felvett
ciklodextrin molekulak endocitotikus vezikulakban helyezkednek el a citoplazmaban. A Rho-RAMEB nagy (piros)
vezikuldkban (A), a FITC-HPBCD kisebb (z6ld) endoszémakban talalhaté meg (B), mig a FITC-BCDpolimer

esetén lathatjuk a legnagyobb (z6ld) endoszoémakat (C). A sejtmag bisbenzimide festékkel van megjeldlve (kék).
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4.3.3. Aramlasi citometrias eredmények

Ezen aramlasi citometrias mérések sordn is el6szor kivalasztottuk az él§ sejtek
populaciojat alacsony propidium-jodid fluoreszcenciajuk alapjan, majd megmértik az
intracellularisan felhalmozdadott jelolt ciklodextrin mennyiségét. 30 perces 37°C-on torténd
kezelést kbvetden csak a monomer ciklodextrinek (FITC-HPBCD, FITC-RAMEB és Rho-
RAMEB) okoztak szignifikans fluoreszcencia intenzitds ndévekedést a sejtekben a kezeletlen
sejtekhez viszonyitva (p<0,05). Erdekes, hogy a FITC-BCDpolimer ugyanakkora
koncentracidban joval alacsonyabb fluoreszcens jelet adott (18. abra). Meg kell azonban
jegyezni, hogy a polimer esetén eltér6 mbdon torténik a jeldlés, a fluorofor ardnya joval

kisebb itt, mint a monomerek esetében.
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18. abra - Fluoreszcens ciklodextrin szarmazékok Ca co-2 sejtekbe tortén 6 felvételének aramlasi

citometrias mérése. A sejteket az egyes ciklodextrin szarmazékok 50 uM-os oldataval kezeltiik 37°C-on vagy
jégen. A monomer ciklodextrinek (FITC-HPBCD, FITC-RAMEB és Rho-RAMEB) esetén talalhatunk szignifikans
kulonbséget a kezeletlen és a kezelt sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitdsa kozott. A FITC-BCDpolimer
estében nem tapasztalhat6 ilyen névekedés. Emellett fontos kiemelni, hogy a jégen val6é inkubalas gatolta a
monomerek felvételét. A propidium-jodidot tartalmazo sejteket kizartuk a mérésbél. A kapott eredmények

atlagértékeit és szérasait abrazoltuk (n=3). A szignifikanciat * (p<0,05), illetve ** (p<0,01) jeldli.
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A 10 uM-os rottlerines el6kezelés hatasara szignifikansan cstkkent a FITC-HPBCD
internalizaciéja (p<0,05), am érdekes mddon ugyanez nem mondhaté el a Rho-RAMEB
esetén (19. abra). A FITC-BCDpolimert nem vizsgaltuk a gatldszeres kisérletekben, mert
ennek a szarmazéknak az endocitézisa nem detektalhatd ebben a koncentracioban

sejtszuszpenzi6 esetén.
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19. abra - Fluoreszcensen jelolt ciklodextrin sejtb e tortén 6 felvételének gatlasa makropinocitézis
gatlészerrel (rottlerin). A Caco-2 sejteket 10 uM-os rottlerin oldattal kezeltik 40 percig mielétt a jeldlt
ciklodextrinekes (FITC-HPBCD, Rho-RAMEB) kezelést megkezdtiik volna (ez utdbbi tovabbi 30 percig tartott). A
sejteket aramlasi citométerrel vizsgaltuk, a propidium-jodid tartalmd (nem él6) sejteket kizartuk az elemzésbdl. A
rottlerinnel elékezelt sejtek fluoreszcencia intenzitdsat hasonlitottuk szazalékosan a nem elékezelt sejtekéhez. A
gatlészer csak a FITC-HPBCD esetén csokkentette szignifikansan a ciklodextrin felvételét, a Rho-RAMEB esetén
nem volt hatasa. A kapott adatok atlagait és szérasait abrazoltuk (n=5, *p<0,05).

4.4. A Flutax-ciklodextrin komplexek vizsgalatainak eredmenyei

4.4.1. Fluoreszcens mikroszképia

mikroszkép segitségével vizsgaltuk. A 20. abra egy olyan optikai szeletet mutat, ahol a
vezikulakban mindkét molekula megtalalhat6. Mindemellett a ciklodextrint és a Flutax-ot is

megtalalhatjuk diffdz formaban a citoplazméban is.
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20. abra - Konfokalis mikroszkopos felvételek a Flu  tax-Rho-RAMEB komplexr 6l Caco-2 sejtekben. A
sejteket 30 percig kezeltik a komplex oldataval. A citoplazma nagyon hasonlé mintazatot mutat a csak Rho-
RAMEB-bel kezelt sejtek esetében tapasztalthoz. Az abra “C” részén felfedezhetiink csak Flutax-ot (z6ld) és csak
Rho-RAMEB-et (piros) tartalmazé vezikulakat, de vannak olyanok is, melyek mindkét molekulat egyszerre
tartalmazzak (narancssarga). A sejtmembran kék szinnel van jelolve. Az dbra “A” része csak a Flutax-rél és a
sejtmembranrol, a “B” része csak a Rho-RAMEB-rél és a sejtmembranrél késziilt, az abra “C” része pedig

mindharom csatornat egyszerre mutatja.
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4.4.2. Komplexek felvételének vizsgalati eredményei

A ciklodextrin-szarmazékok felszivodast fokoz6 hatasanak vizsgalatara liofilezéssel
képzett komplexeket vizsgaltuk (fluoreszcensen jelolt paklitaxel-szarmazék vendégmolekula
és jeloletlen ciklodextrin szarmazékok). A 30 perces inkubalast kdvetéen a sejtlizatumok a
Flutax-HPBCD és a Flutax-RAMEB komplexek esetében magasabb fluoreszcencia
intenzitast adtak a Flutax kezelt sejtekhez képest. Ez a kétféle komplex mintegy 20 %-al
novelte a Flutax felvételét a Caco-2 sejtekbe. A hatas mindkét esetben szignifikans volt
(p<0,05). A polimer ciklodextrinnel val6 komplexadlas nem eredményezte a Flutax

felszivodasanak novekedését. (21. abra).

140 +

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

Relativ Flutax felvételi arany (%)

20 -

Flutax Flutax-HPBCD Flutax-RAMEB Flutax-BCDpolimer

21. 4bra - Flutax-CD komplexek felvétele Caco-2 egy sejtrétegbe. A ciklodextrin monomerek voltak képesek
zarvanykomplex formajaban ndvelni a Flutax felvételét a Caco-2 egysejtrétegbe. A BCDpolimer altal képzett
komplex esetén nem volt szignifikansan magasabb a Flutax felvételi ardnya, mint az 6nall6 Flutax kezelés
esetében. Ellenben a HPBCD és a RAMEB komplexei szignifikAnsan javitottak a Flutax bejutasi aranyat. A kapott
eredmények atlagait és szérasait abrazoltuk (n=9, *p<0,05).
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5. Diszkusszid

Altalanosan elmondhatd, hogy nehéz kozvetlenil a ciklodextrin-sejtmembran
kélcsdnhatasokat tanulmanyozni, minthogy a ciklodextrinek sorsat is nehéz Iépésrél-lépésre
kévetni egy-egy biolégiai rendszerben. A fluoreszcens ciklodextrin szarmazékok
kifejlesztésével olyan értékes eszkoz kerllt a keziinkbe, mellyel Uj nézépontbdl kézelithetjuk
meg a ciklodextrinek sejtszintli hatasainak kérdését. Ezen fluoreszcens szarmazékok
segitségével tartak fel a kozelmultban egy példatlan jelenséget, a ciklodextrinek

endocitozisat kulonféle sejtvonalakon.

Kutatdsainkat a fluoreszcensen jelolt random-metil-B-ciklodextrin (FITC-RAMEB)
szarmazeék alkalmazéaséval kezdtik, a Caco-2 sejtrétegen keresztilli permeabilitasat és ezen
biohasznosithatésagarol igen csekély mennyiségl adat all a rendelkezéslinkre, Caco-2
sejtekre vonatkoz6 permeabilitasi adatok pedig egydltalan nincsenek a szakirodalomban.
Korai tanulmanyok szerint a szajon at patkanyoknak adott **C-el jeldlt B-ciklodextrinnek
mindossze 5%-at sikerllt a vérben detektalni. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a B-
ciklodextrinek nem szivédnak fel sem a gyomorbodl, sem a vékonybélbél, és a kismérteki
abszorpciét az amildz enzimekkel magyaraztak: csak a ciklodextrinekbdl keletkezé nyilt
lancu dextrinek és glukdz szivadik fel (Szejtli €és mtsai. 1980). Frissebb publikacidk szerint a
HPBCD ordlis biohasznosithatosdga kevesebb mint 0,03%, a B-ciklodextrineké
megkozelitéleg 0,3% (Kurkov & Loftsson 2013), mig a RAMEB patkanyokban mért oralis

biohasznosithatdésaga 12% kortl van (Loftsson & Brewster 2011).

A sajat FITC-RAMEB-re vonatkozé permeabilitasi értékeink ésszhangban vannak a
ciklodextrinekre vonatkozé alacsony intesztindlis abszorpciés adatokkal is, hiszen az atjutasi
sebességet kifejezd latszolagos permeabilitasi koefficeins (Papp) €rtékek a FR csoport esetén
3,35+1,29x10® cm/s, a FRR csoport estén pedig 4,23+1,46x10®° cm/s. Ezek az adatok
nagysagrendileg megegyeznek a szubsztitualatlan a-, B- és y-ciklodextrinek Calu-3

bronchialis sejteken mért permeabilitdsi eredményeivel (Matilainen és mtsai. 2008).

A metilalt ciklodextrineket 5-10 mM-os koncentraciéban alkalmazzak a sejtmembran
koleszterin tartalméanak kivonaséra is (Kilsdonk és mtsai. 1995; Fenyvesi és mtsai. 2008),
alkalmazott jeldlt ciklodextrin koncentracié (0,05 mM) nem befolyasolja szignifikAnsan a
membran koleszterin szintet, hiszen az az altalanosan alkalmazott koncentracié 1/100-ad
része csupan. Eppen ezért megvizsgéaltuk 5 mM hozzaadott RAMEB hatéasat a FITC-RAMEB

permeabilitdsara és az egysejtrétegek TEER értékeire (ez a koncentracid érték korabbi
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vizsgalatok szerint nem toxikus a Caco-2 sejtekre) (Kiss és mtsai. 2010). Nem taléltunk
szignifikans eltérést sem a permeabilitasban, sem az ellenallds értékekben a FR és a FRR
kezelések kozott (p<0,05), az 5 mM-0s koncentraciéji RAMEB-nek nem volt hatasa az

egysejtrétegek atjarhatésagara.

A permeabilitasi vizsgélatok végén a sejtek citoplazméjaban szignifikans mennyiség
FITC-RAMEB hamozédott fel, melyet alapos mosassal sem lehetett eltavolitani.
Megvizsgaltuk ezt a halmozédast az idd fuggveényében is, és ahogy a 8. &bra jelzi, a jelolt
ciklodextrin a kisérlet 120 perce alatt folyamatosan felvételre kertl a Caco-2 sejtekbe
mindkét kezelés esetén. Az intracelluléris ciklodextrin tovabbi sorsanak vizsgalatahoz a
sejteket 0,5 mM FITC-RAMEB oldat segitségével toltottik fel. Ez a tizszeres koncentracio
tizszeresére novelte a felvett ciklodextrin mennyiségét, am a permeabilitdst nem fokozta a
koncentracié6 emelése (2,28+0,346*10® cm/s). Az akkumulélédott ciklodextrin tovabbi Gtjat
120 percig kovettik mind apikalis, mind bazolateralis iranyba. Erdekes mddon a FITC-
RAMEB megjelent mindkét kamraban, de jelentés hanyada az apikdlis oldalra kerdlt
leadasra. Az intracellularisan felhalmozédott ciklodextrinnek minddssze 7,4%-a érte el a

bazalis kamrat.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a Caco-2 egysejtréteg egy nehezen
atjarhat6 barrier a ciklodextrinek szamara. Az ép sejtrétegen a vizoldékony ciklodextrinek
csak paracellularis aton juthatnak at passziv diffGzié utjan, de ez az utvonal a ,tight junction”-
o0k miatt er6sen korlatozott. Mindemellett a sejtek képesek ezeket a molekulakat oldott
allapotban felvenni a citoplazmajukba az egyszer( diffuziotol eltéré modon. Ezt tamasztjak
ala azok a Calu-3 sejteken végzett tanulmanyok, melyek szerint a ciklodextrinek
paracellularis modon jutnak at a monolayeren, bar a transzcitotikus utvonal lehetéségét sem
zartak ki (Matilainen és mtsai. 2008). Ujabb publikaciokbol pedig arra deriilt fény, hogy
bizonyos sejttipusok képesek a ciklodextrineket endocitdzissal bekebelezni (Rosenbaum és
mtsai. 2010; Wei és mtsai. 2011; Plazzo és mtsai. 2012), ezért konfokdélis mikroszkép
segitségével vizsgaltuk a FITC-RAMEB sejten bellli elhelyezkedését. A 10. abra és a 11.
abra igazolja, hogy a FITC-RAMEB mind a differencialatlan, mind pedig a differenciélt Caco-
2 sejtek citoplazmajaba képes bejutni. Mivel a jeldlt ciklodextrin vezikulakban helyezkedett el
a citoplazméban, ezért tovabbiakban az endocitézis lehetéségét vizsgaltuk. Feltevésilinket
igazolta, hogy a FITC-RAMEB kolokalizaciét mutatott a sejtmembranban expresszaltatott
RFP-Rabb5a fuzios fehérjével. A Rab5 fehérjék kulcsszereplék a korai endoszomak
kialakulasakor, &m a késdi endoszémakban mar nem talalhatéak meg (Rink és mtsai. 2005).
A konfokalis mikroszkopos felvételeinken a FITC-RAMEB és a Rab5 fehérje a mélyebb
rétegekben 1évd vezikuldkban mar nem mutat kolokalizaciot. Ezek az eredmények arra

utalnak, hogy a ciklodextrinek internalizaciéjanak kezdete 0sszefliggésben van az
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endoszomak kialakulasaval. Kollégaim altal végzett tovabbi kisérletek szerint a kolokalizacio
a FITC-RAMEB és a Rab5 fehérje kozott 2 perc inkubalas utan nagyfoku és 30 perc utén is
még detektalhatd. Mindez jol jelzi az endocitotikus folyamatok allandé mikodését (Fenyvesi
€s mtsai. 2014).

Az endocitézisnak két f6 tipusat kulonboztetjuk meg: a fagocitzist és a pinocitozist,
vagy mas néven folyadék-fazisu endocitézist (ahol a transzportdlanddé molekulanak oldott
forméban kell lennie). Ez utébbit tovdbb bonthatjuk a makropinocitdzisra, a clatrin-medialt-, a
caveolin-medialt-, a clatrin-fliggetlen és a caveolin-fliggetlen endocit6zis altipusokra (Conner
& Schmid 2003).

A Lucifer Yellow egy széles korben alkalmazott makropinocitézist jelzd
festékmolekula (Sarkar és mtsai. 2005; Swanson és mtsai. 1985; Sallusto és mtsai. 1995).
Aramlasi citometrias eredmények azt mutatjak, hogy a Lucifer Yellow koncentraciéfiiggd
modon kerll felvételre a Caco-2 sejtekbe, mely folyamat 0 °C-ra valé hitéssel gatolhatd
(Swanson és mtsai. 1985; Sallusto és mtsai. 1995). A FITC-RAMEB felvétele hasonlé médon
tértént: 37 °C-on a koncentracié novelésével nétt az akkumulacio mértéke is, mig 0 °C-on a
felvétel lecsokkent. Ezzel ellentétben a lipofil calcein-AM mindkét vizsgalt hémérsékleten
egyforman gyorsan jutott at a sejtmembranon (Homolya és mtsai. 1993), a felvétele hiitéssel
nem volt gatolhatdé. A makropinocitésit gatld rottlerin (Sarkar és mtsai. 2005) hasonl6 gatld
hatast gyakorolt mind a FITC-RAMEB, mind pedig a Lucifer Yellow felvételére. Ezek az
eredmények azt jelzik, hogy a FITC-RAMEB Caco-2 sejtekbe torténd felvételében szerepet
jatszik a makropinocitozis folyamata. Emellett magyarazatot adnak arra is, hogy miért fleg
az apikalis oldalra kertil vissza a citoplazmaba felvett ciklodextrin. Huméan epidermoid A431
sejtekben mutattak ki, hogy a makropinoszémak visszajuttatjak tartalmukat a sejtfelszinre
(Hewlett és mtsai. 1994). Ugy tiinik, hogy ugyanez a mechanizmus létezik Caco-2 sejtek
esetében is, mivel az internalizacid6 makropinocitdzissal megy végbe, és a felvett ciklodextrin
tiinyomé tébbsége az apikalis iranyba keriil leadasra. Ujabb kutatasok is megerésitik a sajat
eredményeinket, mivel bebizonyitottak, hogy a Niemann-Pick C1 tipusu sejtek endocit6zissal
veszik fol, majd exocitozissal adjak le a fluoreszcensen jel6lt B-ciklodextrint (Dai és mtsai.
2015).

Mindazonaltal a teljes felvett ciklodextrin mennyiség visszajuttatasa legaldbb egy érat
vesz igénybe, ami azt jelenti, hogy ez a folyamat meghosszabbitja a ciklodextrin (és/vagy
ciklodextrin-hatdanyag komplex) és a makropinoszdma membranja kozo6tti kontaktus idejét.
Fontos megjegyezni, hogy mas endocitotikus folyamatokat is szamitasba kell venni. Korabbi,
mas sejttipusokon elvégzett tanulmanyok szerint a ciklodextrinek internalizaciéja folyadék-
fazisu endocitozissal és clatrin-fliggé endocitézissal megy végbe (Rosenbaum és mtsai.

2010; Wei és mtsai. 2011; Plazzo és mtsai. 2012). Emellett a fagocitézis sem egy
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elhanyagolhaté folyamat, ha ciklodextrinek toményebb oldatainak felvételérél van szo.
Leirtdk, hogy magas koncentraciok esetén a nativ B-ciklodextrinek (Gonzéalez-Gaitano és
mtsai. 2002) és a fluoreszcens tetraamino-rhodaminil-hidroxipropil-B-ciklodextrin (Puskas és
mtsai. 2012) nagy, nano-méretl aggregatumokat képez vizben. RAMEB esetén azonban 12
mM-os koncentracio esetén sem tapasztaltak az el6bbi jelenséget, mivel a ciklodextrin gydri
hidroxil csoportjainak metil csoportokkal val6 szubsztitualasa géatolja a molekuldk

aggregalddasat (Gonzélez-Gaitano és mtsai. 2002).

A sajat kisérleteink sordn alkalmazott koncentraciok (0,05-5 mM) 40-240-szer
alacsonyabb értékek, mint amekkora koncentraciok esetén a fenti aggregécios jelenségeket
tapasztalték, igy ebben az esetben a fagocitozis kizarhat6 a lehetséges ciklodextrin-felvevé

mechanizmusok kozul.

Osszességében a munkank elsé részében beigazolddott, hogy (6sszhangban korabbi
kutatasi eredményekkel) Caco-2 sejtek esetén a vizben oldédé FITC-RAMEB felvétele
folyadék-fazisu endocitdzissal zajlik. Azt nehéz megjésolni, hogy ennek a folyamatnak milyen
kvantitativ hatasai vannak a ciklodextrin in vivo felszivédasanak folyamataban. ElIméletileg a
permeabilitdsi adatok alkalmasak az in vivo felszivédas mértékének elére jelzésére, de ezzel
a modell elrendezéssel nehéz kvantifikalni a folyamatosan felvételre majd leadasra kerilé
ciklodextrin mennyiségét. Emellett a bélrendszer térfogatara jutd felszivé ham felllete joval
nagyobb, mint a kisérleti elrendezésben lévé apikdlis oldali folyadék térfogatra jutdé Caco-2
egysejtrétegek apikdlis felszine, illetve a perisztaltikus mozgéasok szerepét is fontos
figyelembe venni. igy meglehet, hogy a ciklodextrinek in vivo internalizacioja joval nagyobb
mértékl az altalunk tapasztaltnal, és még ha a molekulak nagy része vissza is jut a bél
lumenébe, a folyamat hatékonysédgat noveli az is, hogy folytonosan a vékonybél egészén

ismételten lejatszodik.

Munkdnk mésodik részében fluoreszcensen jelolt HPBCD és BCDpolimer
szarmazeékokat vizsgaltunk a mér eddig is hasznélt Caco-2 modellen, 6sszevetve a korabban
vizsgélt fluoreszcensen jelolt RAMEB-bel. Ezen felll célunk volt megvizsgalni a
ciklodextrineknek egy fluoreszcensen jelolt paklitaxel szarmazékkal képzett komplexeinek

felvételét Caco-2 sejtekbe.

El6szor a permeabilitdsi vizsgalatokat Kkiviteleztik Caco-2 egysejtrétegen, és
0sszhangban a korabbi eredményeinkkel mindhdrom vizsgalt szarmazék (FITC-HPBCD,
FITC-RAMEB és FITC-BCDpolimer) esetén nagyon alacsony, szignifikAnsan nem eltéré
permeabilitasi értékeket kaptunk. Meglepd mddon mindegyik jelolt szarmazék detektalhatd

volt a bazdlis kamraban és a citoplazmaban is.
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Ezt megerdsitették a fluoreszcens mikroszkopban 30 perc inkubalds utan latott
képek. A FITC-HPBCD, a FITC-BCD polimer és a Rho-RAMEB is megtalalhato volt a Caco-2

sejtek citoplazmajaban, eltéré6 méretl vezikulumok forméajaban.

Ettél részben eltérd eredményt hoztak az &ramlasi citometrias mérések, hiszen a
Caco-2 sejtszuszpenzié esetén 30 perc inkubalast kovetéen csak a monomer szarmazékok
voltak a sejtekben detektalhatéak. A felvétel géatolhatd volt jégen valé inkubalassal vagy
rottlerin el6kezelés alkalmazaséaval. Kivétel ez aldl a Rho-RAMEB, melynek internalizaciojat
nem gétolta a rottlerin. Kordbbi kutatasaink (Fenyvesi és mtsai. 2014) szerint a rottlerin
csokkenti a FITC-RAMEB endocitézisat. Ezek az eredmények felvetik annak a lehetéségét,
hogy a két eltér6 modon jelolt RAMEB szarmazék eltéré médokon kerul felvételre a Caco-2

sejtekbe. Ennek megerdsitése tovabbi endocitotikus Utvonalak vizsgalatat igényli.

A ciklodextrinek hidrofil molekuldk, alacsony oktanol-viz megoszlasi koefficiens (log
P) értékekkel rendelkeznek (Kurkov & Loftsson 2013; Loftsson 2015). Es habar a
fluoreszcens  festékekkel (fluoreszcein, rhodamin) valé jel6lés megnoveli a
molekulatomegiket és befolydssal van a tulajdonsagaikra, a ciklodextrinek fluoreszcens
szarmazeékai is jol oldodnak vizben. A szoftveresen kalkulalt log P értékek szerint mind a
FITC-HPBCD, mind a Rho-RAMEB ugyanugy hidrofil marad, mint a HPBCD és a RAMEB.
Mindez meger6siti, hogy a jel6lt szarmazékok sem képesek a sejtmembranon passziv

diffazidval atjutni (hasonléan jeldletlen parjaikhoz).

Végezetil a jelolt paklitaxel-ciklodextrin ~ komplexeket vizsgaltuk Caco-2
egysejtrétegen. Eredményeinkbdl kiderllt, hogy a RAMEB és a HPBCD komplexei ndvelték
szignifikAnsan a Flutax felvételét a sejtrétegekbe, mig a BCDpolimer altal képzett komplex
esetén nem volt tapasztalhat6é ilyen hatds. Mindez 6sszhangban van kollégdim korabbi
kutatasi eredményeivel, mely szerint a RAMEB és szdrmazékai képesek fokozni a paklitaxel

permeabilitdsat Caco-2 sejteken (Fenyvesi és mtsai. 2011).

A jeldletlen ciklodextrin szarmazékokkal valé komplexalas mellett készitettiink Flutax-
Rho-RAMEB komplexet is, ahol mindkét molekula fluoreszcensen (eltéré festékkel) jeldlt.
Ezaltal tudtuk a komplex felvételét a sejtek szintjeén tanulméanyozni, vizsgalni a Rho-RAMEB
és a Flutax intracellularis kolokalizaciojat. Mi demonstraltuk elészér, hogy a fluoreszcens
ciklodextrinek magas lipofilitasi vendégmolekulakkal egyitt endocitotikus médon felvételre

kerulnek intracellularis vezikulumokba.
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A fentebb ismertetett eredményekre és a ciklodextrinek jol ismert tulajdonsagaira
alapozva elmondhat6, hogy a B-ciklodextrineknek szamos hatasa van az intesztinalis barrier-

rendszerre:
[.  lipofil molekulak vizoldékonysaganak novelése

II. lipofil molekuldk permeabilitisanak novelése a keveretlen vizrétegen

(“unstirred water layer”, UWL) keresztil

lll. a sejtmembran permeabilizdlasa koleszterin kivondsa &ltal, mely tovabbi

hatasokat idéz eld:

A. a “tight junction” kapcsolatok funkciojanak mdédositasa, mely noveli a

paracellularis permeabilitast
B. az efflux pumpak géatlasa
IV.  szabad ciklodextrin molekulak endocitézisa

V.  ciklodextrin komplexek endocitozisa

Az elsé harom mechanizmus széles kdrben tanulmanyozott. Az esetek tdbbségében
az elsé két hatas felelés a hatéanyagok abszorpcidjat fokozé hatasért. Emellett, habar
néhany membran permeabilitast limitalé tényezd (mint a molekulaméret, a komplex stabilitas
és az efflux pumpék jelenléte) korlatozhatja, a ciklodextrinek is sok esetben felvételre
kertilhetnek a sejtekbe a komplexalt molekuldval egyitt endocitézis altal. A ciklodextrin
komplexek endocitézisdnak kisebb a jelentéssége a membranon konnyen penetralo
kismolekulak esetén, am a komplexben fellépd erés kotések felllirhatjak ezt a hipotézist,
hiszen igy a nem disszocialt komplex is bekeriilhet a sejtbe. Modell-hatdbanyagunk, a
paklitaxel egy kevéssé vizoldékony, am membran-permeabilis molekula. A sejtekbe torténd
felvételét limitalja, hogy P-gp szubsztrat. Mar jol ismert tény, hogy a paklitaxel komplexet
képez béta-ciklodextrinekkel vizes oldatban és nanorészecskben is (Agueros és mtsai. 2009;
Bouquet és mtsai. 2007; Szente és mtsai. 1999). A paklitaxel-RAMEB komplexek stabilitasi
allanddja kdzepes vagy kozepesen magas (K.,=4850 M?) (Szente és mtsai. 2001); ezért
van esély arra, hogy a sejtekbe stabil egységként kerul felvételre folyadék-fazisu
endocitozissal. A zarvanykomplex méretébdl addéddan is provokalja sajat endocitozisat.
Altalaban a nagy molekulak, mint a fehérjék vagy az oligonukleotidok, nem tudnak penetralni
a sejtmembranon. Ebben az esetben az endocitdzis a lehetséges mdd a sejtek altal alkotott
barrieren valé atjutasra. Ehhez hasonléan a nagyméreti és hidrofil ciklodextrin-hatéanyag

komplexek endocitézisa is elképzelhet6. A BCDpolimer esetén tapasztaltakat
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magyarazhatja, hogy a nagyfokl polimerizacié miatt kisebb az affinitdsa a paklitaxellel valé

komplexképzésre (a paklitaxel kevésbé tud hozzaférni a ciklodextrin gylrikhdz).

Habéar a pontos mechanizmust még nem tarték fel, a ciklodextrin gytrik optimalis
hatbanyag hordozok, hiszen szdmos szubsztituenssel modosithatéak a legjobb
hordozorendszer kifejlesztése végett, mely az internalizaciét is stimuldlja kulonféle
endocitotikus Utvonalon keresztil. JO példa, hogy egy Ujabb kutatasi eredmény szerint a
pegilalt polianhidrid nanorészecskékbe toltott paklitaxel-HPBCD vagy paklitaxel-BCD

komplexek igéretes hordozdk lehet a paklitaxel szaméra (Calleja és mtsai. 2015).
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6/A. Osszefoglalas

A ciklodextrineket elterjedten alkalmazzdk rossz vizoldékonysagu hatéanyagok
oldékonysaganak, biohasznosithatésaganak és stabilitdsanak novelésére. Eredményeinkkel
elséként igazoltuk, hogy a random metil-B-ciklodextrin, a hidroxipropil-B-ciklodextrin és a
vizoldékony [B-ciklodextrin-polimer is képes bélhdmsejtekbe endocitézissal belépni. Ez a
folyamat szamos modon befolyasolhatja a ciklodextrinekbe komplexalt hatéanyagok
bélrendszerben torténd transzportjdt €s biohasznosithatésagat. Segithet atjutni az
intesztinalis barrieren, az endoszémak létrejotte pedig megnodveli a komplexek és a
sejtmembran érintkezési fellletét, illetve meghosszabbitja a ciklodextrinek tartozkodasi idejét

az epithel sejtekben.

Ezek utan elséként mutattunk ra arra is, hogy a p-ciklodextrinek a rossz
vizoldékonysagu hatéanyagok biohasznosithatésagat nem csak az oldékonysaguk névelése
altal fokozzak, hanem el is szallitjak azt komplexalt formaban az enterocitdk citoplazmajaba
endocitézis segitségével. A ciklodextrinek felszivédast fokozd hatasat tobb szimultan
véghemend folyamat is okozhatja, ezeket egyszerre kell figyelembe venni a bioldgiai
rendszerekben. Mindazondltal szeretnénk hangsulyozni, hogy vannak specidlis esetek,

amikor az endocitotikus folyamatok is fontos szerepet jatszanak.

Mivel jelen tanulmanyunk ravilagitott a makropinocitézis szerepére a metil-3-
ciklodextrin bélhamsejtekbe valé felvételében, Ugy gondoljuk, hogy a ciklodextrinekkel

befolyasolt gyogyszerfelszivodas mechanizmusa tovabbi vizsgalatokat érdemes végezni.
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6/B. Summary

Cyclodextrins are used to increase solubility, bioavailability and stability for drugs with
low water solubility. Our results demonstrate for the first time that randomly methylated-B-
cyclodextrin, hydroxypropyl-B-cyclodextrin and [B-cyclodextrin-polymer can enter into
intestinal epithelial cells by endocytosis. This process can contribute to the enhancement of
the intestinal delivery and bioavailability of drugs by cyclodextrins in several ways. It can help
to overcome the intestinal membrane barrier, the endosome formation increases the contact
surface area between the cyclodextrin-drug complexes and the cell membrane and prolongs

the retention time of cyclodextrins in the epithelial cells.

Then we demonstrated for the first time that B-cyclodextrins can improve the
bioavailability of drugs with poor solubility and absorption not only by solubility improvement
but by transporting the complexed drug into the cytoplasm of enterocytes via endocytosis.
The permeability and absorption enhancing effect of cyclodextrins might involve several
mechanisms, which may act simultaneously and thus, it is difficult to examine separately in
cellular systems. However, we emphasize that in some special cases also endocytotic

processes should be considered.

Since this study has demonstrated the role of macropinocytosis in the uptake of
methylated-B-cyclodextrin in intestinal cells, this mechanism merits further investigations in

connection with drug absorption mediated by cyclodextrins.
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8. Targyszavak

B-ciklodextrin — B-cyclodextrin

endocitozis — endocytosis

B-ciklodextrin komplex — B-cyclodextrin complex
Caco-2 sejtek — Caco-2 cells

permeabilitds — permeability

sejtmembran — cell membrane

paklitaxel — paclitaxel

hatéanyag felszivodas — drug absorption
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