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1. A doktori értekezés el6zményei és célKitiizései

1.1. Rovid bevezeto

Napjainkban a gyogyszerfejlesztés szamos Uj kisdlaszembesil. Az Ujonnan
szintetizalt hatbanyagok altalaban lipofil sajatslgés sok kdzulik nagyon rosszul szivodik
fel a gyomor-bélrendszeath Az originalis hatéanyagok mellett egyre nagyobiet hdditanak
a generikus és a szupergenerikus készitményekehmadi hatdsossagéat biztositani kell. A
fenti kihivasok megoldasara korsizesegédanyagokra és technoldgiakra van szikségekobb
kozo6tt ez adott lendiletet Uj segédanyagok, kilkédgsen a ciklodextrinek hasznélatanak és
meég ma is felfelé ivélkarrierjének.

A ciklodextrinek alkalmazasa, valamint a témakorbéailelhett tudomanyos
publikaciék szama fokozatosan novekszik (az elméhany évben mar korul-beltl 3000 U;
nyomtatott publikacié jelenik meg évente). Egyrbhktdlj eredmény és felhasznalasi mod
ismerheb meg, az Uj szabadalmak szama évente 600 koril gn@izesinszky & Fenyvesi
2014).

A ciklodextrineket sokféle iparag felhasznalja, gdldaul a gyogyszer-, élelmiszer-,
noévényvédszer-, diagnosztikum-, kozmetikai-, robbandszer{ianyagipar és jelebs
szerepuk van a biotechnolégidban is. Ezek a maé&kutajatsagos adottsagaiknak
koszonheien hasznalhatéak példaul stabilizaldsra, oldékanysévelésre, bioldgiai
hasznosithatdsag noévelésére, formulazasra, sazsitdsla, kellemetlen izek és irritald
hatasok csokkentésére (Szejtli 1990).

A B-ciklodextrineket a sejtbiologiai kutatasokban ikadmazzak sejtmembranbol
tortérd koleszterin kivonasra (Kilsdonk és mtsai. 1995)aé&oleszterin sejtfunkciokban
betdltott szerepének a vizsgalatakor (Mahammadtgain2014).

Néhany ciklodextrin cikkelye mar régdéta megtaldhat egyes gydgyszerkdnyvekben
(mint szolubilizalé és felszivodast fokoz6é segédmok), am nemrégen a hidroxi-propH-
ciklodextrin (HPBCD) 0nall6 gyogyszerként is felezésre kerllt, mint a ritka C-tipusu
Niemann-Pick betegség gyodgyszere (Matsuo és n&8aB; Ottinger €s mtsai. 2014). Ebb
kiindulva tovabbi széles kor kutatdsok folynak a ciklodextrinek esetleges t&sp
felhasznalasaval kapcsolatban kdzponti idegrentérets betegségek esetén (Vecsernyes es
mtsai. 2014). Emellett a 2015-6s év () eredményikiadextrin kutatas terliletén, hogy a
HPBCD leukémia ellenes hatasokkal rendelkezik, hitMebek k6zott szelektiven felboritja a
leukémids sejtek koleszterin-haztartaséat (Yokomessi. 2015).

Az ilyen széles korben alkalmazott segédanyagokhéeanyagok) esetén nagyon
fontos, hogy minél tobb kutatasi eredmény alljondedkezésre, kiléndsen ad d&ejtekkel,
szervezetekkel kapcsolatos interakcidjukrol ésopigdgossagukrol. Fontos ismerni, hogy az
alkalmazott segédanyag (jelen esetben a ciklodgxtrilyen médon vagy médokon fejti ki a
kivant hatasat (pl. rosszul permedalé hatéanyagifeldasanak fokozasa), van-e esetleg
valamilyen nem kivanatos mellékhatasa. Minél tobtatas minél tébb aspektushdl vizsgalja
az adott anyagokat, annal jobban fel lehet térk@ipg@anég egyére ismeretlen terlleteket.
Kutatdsunkkal a ciklodextrinek biztonsagos alkalas@ihoz és a nyitott kérdések
megvalaszolasahoz jarultunk hozza.

1.2. A ciklodextrinekrol

A ciklodextrineket részlegesendéhlidrolizalt keményiibél (amely nem mas, mint
aciklikus dextrinek keveréke) allithatjuk 6el ciklodextrin-glikozil transzferdz enzim
segitségével. Az igy keletkezett molekuldk a nerdukélé ciklikus oligoszacharidok
csoportjaba tartoznak (Szejtli 1990). A ciklodex¢ket kémiai szerkezetiik szerint harom
csoportra oszthatjuk: aa-ciklodextrinek 6-, ap-ciklodextrinek 7-, ay-ciklodextrinek 8
glikopiran6z egysédh allnak (Szejtli 2004). A ciklodextrinekben valamgyi glikopiran6z
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egység C-1 konformaciét vesz fel, ébladéddéan a molekuldk béldirege apolaros, mig a
kilsé rész inkabb polaros, azaz vizben jol oldodo.

A ciklodextrin gyiriik szubsztitualasaval nagyon sokféle szarmazékhadted és
mar tobb mint 1500 a publikalt ciklodextrin-szarmlak szama. Piaci szempontbdl fontos,
hogy az dlallitas egyszér és olcso legyen, ne legyen toxikus €s maradjon anggfiri
komplexképsd sajatsaga. Ipari méretben metilezett- (DIMEB, RABJEhidroxialkilezett-
(HPBCD), szulfobutilezett- (SBE-CD), acetilezettacétilyCD) és elagazé (glukozil-,
maltozilBCD) ciklodextrineket allitanak &l(Otta 2014).

A ciklodextrinek segédanyagként toréén alkalmazdsat a komplexképzési
tulajdonsagain tal nagymértékben meghatarozza nsamgossaguk. Toxikus hatasaik
hatterében az &ll, hogy a szervezetben élettafidatps lipofil sajatsagd molekulakat is
komplexalnak, igy példaul az-ciklodextrinek elésorban lipideket, mig @-ciklodextrinek
koleszterint. Ennek ismeretében fontos kérdés gesegzarmazékok affinitAsa az endogén
molekulakhoz illetve ennek fliggvényében toxiciggatsagaik ismerete.

Szamos kulonféle ok miatt (pl. ar, beszeredbdy, a giri méretei, stb.) -
ciklodextrinek a leginkabb elterjedtekezeken a molekuldkon 21 db olyan szabad
hidroxilcsoport van, ahol kulonféle szubsztituensekkel sokféle, eltéré tulajdonsagokkal
rendelkez6 szarmazékot képezhetiink. A legismertebb szarmazékok kdzott talaljuk a mfgtil-
ciklodextrint és a 2-hidroxipropp-ciklodextrint (HPBCD), melyeknek kdzo6s tulajdonaig
hogy heterogének, amorf szerkdimt (nem kristalyosithatéak) és nagyon j6l oldddnak
vizben. Fontos emellett, hogy nem képeznek a kidesnel kristalyos komplexet, szemben a
B-ciklodextrinnel, mely parenteralisan beadva oldtiah koleszterin-komplexet képez. Ez a
komplex kicsapddva toxikus hatasu a vesékre. Alffiatiklodextrin sokkal inkabb hidrofob,
mint ap-ciklodextrin, ezért sokkal stabilabb, de vizesddizen oldékony komplexet képez a
koleszterinnel. Oriasi hatranya, hogy parenteralisalva koncentraciotol fuggmaodon
hemolizist is okozhat, mivel kivonja a koleszteriat vorosvertestek membranjabd.
heptakisz-(2,6-di-O-metil)-3-ciklodextrin (DIMEB) mar egy kristdlyos anyag, és a jelenleg
ismert legjobb szolubilizdlészer. Hatranya, hogy jelenleg még draga asdakitasa (és
megleheisen kornyezetszennyeas), emellett szintén kdnnyen hemolizist okoz. rEze
legtobb esetben helyette a random-metilegatiklodextrint (RAMEB) hasznaljak, ami
kevéshbé jo oldékonysag ndtietle sokkal olcsobb azédllitasa (Szejtli 1997). A ciklodextrin
szarmazékok kivalasztasanal nagyon fontos szejétsetk az is, hogy az adott szarmazék a
lehety legkisebb mértékben legyen toxikus. Bblka szempontbdl legkedvélab a 2-
hidroxipropil-$-ciklodextrin (HPBCD), illetve egy Ujabb sz&rmazék, szulfobutilétef-
ciklodextrin (SBE-CD). Ez utdbbi kedvézldékonysag noveél és toxicitasi tulajdonsagait
nem régen kezdték el kihasznalni, de mar tobb Magyaagon is forgalmazott
gyogyszerkészitmeény is tartalmazza (Stella & He82@kebestyén és mtsai. 2013; Fenyvesi
2015). 2008-as vizsgalatok szerint a HPBCD és a-SBEembereknek is biztonsagosan
adagolhato (oralisan vagy intravénasan), nincsdéogikus mellékhatasaik sem a vesében,
sem mas szervben (Stella & He 2008).

Bebizonyosodott, hogy a kulonkbzciklodextrin szarmazékok citotoxicitasa €s
hemolitikus aktivitasa a koleszterin kivond kapasitktol fligg, amelyet a molekulaszerkezet
befolyasol: példaul a metil csoportok szamanak l&bével 6 a koleszterinkivond képesség,
az ionos csoportok esetleges jelenléte pedig cedkket, valamint a hidroxipropil csoport
jelenléte nagyon alacsony toxicitas értékeket esagmzp-ciklodextrin esetén (Kiss és mtsai.
2010).

A ciklodextrinek sajatos szerkezetélkovetkezik azon egyedulallé tulajdonsaguk,
hogy molekularis kapszulaként viselkednek, azaz&éb mas anyagok molekulait magukba
zarni. Ezeket a mas molekulakkal kitoltott ciklotex gyiriket nevezzik
zarvanykomplexeknek, amelyekben két molekula metffdlnkcidés csoportjai kdzott van



der Waals és hidrofob kdlcsonhatasok lIépnek fek(Risky és mtsai. 1997; Anjana és mtsai.
2013), igy megfelél korilmeények kozott a komplex kénnyen disszocialdat igy létrejov
komplexekben a vendég molekula képes részlegesgy vteljesen elhelyezkedni a
ciklodextrin molekula Gregében, ugyanakkor a komipdpzési folyamat nem valtoztatja meg
a ciklodextrin szerkezetét és konformaciojat.

Altalanosan elfogadott, hogy a ciklodextrinek mégjte komplexstabilitas mellett
fokozzak a hatéanyagok felszivédasat, biologiai ribeeken tortéé atjutasat igy
biohasznosithatésagukat. Ennek magyarazatara tédbfgamatot leirtak.

Az el mechanizmus a lipofil hatéanyagok oldékonysag l&Sén alapul, ami a
ciklodextrin-vendégmolekula kozo6tti kdlcsdnhatésdenénye.

A méasodik mechanizmus a felszivé hamon kifejtetaidn vivo kisérleti eredmények
arra mutatnak, hogy csak jelentéktelen mennyiidadrofil ciklodextrin molekula penetral a
lipofil biologiai membranokba, mint példaul &rbés a gasztrointesztindlis nyalkahartya. Csak
a szabad gyogyszermolekula képes atjutni a lippgimbranokon, igy a folés mennyigég
ciklodextrin viszont (tébb mint a szolubilizalashezikséges) csokkenti a gydégyszermolekula
ciklodextrinek (mint a random-metilezg¥teiklodextrin) bizonyos esetekben csokkentik a
barrier funkciét, ezaltal ndvelik a gyogyszermoliektranszportjat a biologiai membranokon
keresztll, mint amilyen az orrnyalkahartya (Loftssés mtsai. 2007). A koleszterinben
gazdag membranrészek szétszakadasa megvaltoztdtjght juncion”-6k integritasat, a
sejtréteg barrier funkciojat (Lambert és mtsai.2eli 2009).

A harmadik folyamat a felszivé hamok barrier furdighoz hozzajaruld és az azokat
borité vizréteggel magyarazhatd. A viszk6zus ny#dkiyak egy relative vastag (ami tébb
mint 100 um is lehet), nem mozgo6 vizréteget kdotnek meg aii@l&on (UWL-t, unstirred
water layer - Kkeveretlen vizréteg), példaul a gas#esztinalis traktusban és a
légzorendszerben (Lennernds 1998; Loftsson és mtsar)28@yes vizsgalatok arra utalnak,
hogy a ciklodextrinek Ugy novelik a permeaciot, hWagszallitjak a gyogyszermolekulakat
ezen a vizes barrieren a biologiai membran lipefszinéhez, ahol a gyogyszermolekulak a
komplex®l a lipofii membranba vandorolnak (Loftsson és mt2005). Am a hidrofil
ciklodextrinek csak akkor képesek ndvelni a gyogydranszportot, ha az UWL ellenallasa a
donor oldalon nagyjabol megegyezik vagy nagyobmtnai membran barrier ellendllasa
(Loftsson és mtsai. 2007; Masson és mtsai. 1999elgxivodas noveléséhez szilkséges egy
minimalis komplexal6 képesség, &m a tulzott mértékomplexacio csokkenti a
gyogyszermolekulak felvételét a bioldégiai membranémeresztil ezaltal csokken a
hasznosithatdsaga (Brewster és mtsai. 2007).

A negyedik mechanizmusként megemlithedz aktiv transzporterek gatlasa. A
vékonybél hamsejtjieinek membranjdban szamos akaivszporter talalhat6 meg (pl.: P-
glikoprotein), melyek a hatéanyagokat a bél lum@dayaba pumpéalva csokkentik azok
felszivodasat. A metilaltp-ciklodextrinek a sejtek membranjanak kolesztertatenéat
csokkentve gatoljak a transzporteretkidését (Fenyvesi €s mtsai. 2008; Garrigues és.mtsa
2002; Arima és mtsai. 2004; Bacso és mtsai. 2@k a hatasok is felidek lehetnek azért,
hogy a ciklodextrinek képesek mas hatéanyag moadkplermeabilitasat es felszivodasat
fokozni a bélrendszerben, Masrdgariszont a membran koleszterinszint csdkkenéseasmag
ciklodextrin koncentracio mellett gatolja az endottkus folyamatokat (Zuhorn és mitsai.
2002; O’ Neill és mtsai. 2011) és fokozza az exzi#t (Chen és mtsai. 2010).

Utolsé hatasuk a ciklodextrinek endocitozisan dlagiu A ciklodextrinek kémiai
szerkezete, hidrogén donorainak és akceptorair@kaza relative nagy molekulattmege (>
1000 Da) és a hidrofilitasa mind arra enged kowatkei, hogy ezek a molekulak nem
képesek permealni a biolégiai membranokba és aif@ldasuk igen csekély mérték
(Lipinski és mtsai. 2001), csak a lipofil szarmaa@ékazok, melyek bizonyos mértékben



képesek abszorbealddni a gasztrointesztinalisusakt keresztil (Loftsson és mtsai. 2005).
Altalanossagban ugy vélik, hogy csak a ciklodexkmplextsl felszabadult hatéanyag
molekula képes a felszivodasra. igy ezen folyanmrist a ciklodextrin elszallitia a
hatéanyagot a sejtmembran felszinéhez, ahol azraeadipofil membranba és a ciklodextrin
pedig az extracellularis térben marad (Loftssomtsai. 2005).

Habar a ciklodextrinek legtobbszor nem képesek pmembranon keresztil
diffundalni, az Ujabb eredmények azt mutatjak, h&gpesek bejutni a sejtekbe. M-
ciklodextrin-dextran konjugatumok és hidroxipropitiklodextrin alkalmazasaval Niemann-
Pick C-tipusu sejtek belsejében sikerult csdkkentan koleszterin halmozdédaséat az
endocitotikus organellumok szintjen, és bebizontdtq hogy ezek a ciklodextrin
szarmazékok endocitézissal felvételre kertlnekjieldge (Rosenbaum és mtsai. 2010). Wei
€s munkatarsai HepG2 és SK-MEL-24 sejtekben figiketheg a fluoreszcens mono-4-(N-6-
deoxi-6-aminoB-ciklodextrin)-7-nitrobenzofurdn (NBIB-CD) intracellularis halmozodasat,
és lehetséges utvonalként az endocitézist jelohddg (Wei és mtsai. 2011). Caco-2
bélhamsejtekbe eredményesen juttattak be DNS-fiakdtionos ciklodextrin transzfekciés
komplex formajaban, amely komplex felvétele maknogitozis atjan valosult meg (O’ Neill
és mtsai. 2011). A fluoreszcens m@ttiklodextrin clathrin-flig§ endocitézisat pedig HelLa
méhnyakrak sejteken demonstraltak (Plazzo és n2@aR).

1.3. Célkituzések

Ezek az eredmények tehatérelvetitik annak a lehé&tégét, hogy a ciklodextrin
molekulak nem csak az altaluk komplexalt hatbanyldgkonysagat névelik és felszivodasat
fokozzak a bélrendszerben, hanem maguk is képesekhamsejtekbe bejutni endocitozis
segitségével.

Ez a folyamat, és a ciklodextrinek sorsa még nexsgélt bélhamsejteken, holott a
transzcitozis jelensége ismert a Caco-2 bélhanksegetében (Artursson é€s mtsai. 2001).
Szintén nem A&llt rendelkezésre informacio a cikkbdleek Caco-2 egysejtrétegen vizsgalt
permeabilitasarol.

A jelen kutatbmunka etscélja az volt, hogy megvizsgaljuk a fluoreszcengdlt
random metilg-ciklodextrin (FITC-RAMEB) permeabilitasat Caco-@jtsétegen. A RAMEB
a bioldgiai kutatasokban egyik leggyakrabban allkalott ciklodextrin, igy etként ezt a
szarmazeékot teszteltik feltevésink igazolasara.tavlilebzetes eredményeink szerint a
ciklodextrin bejut a sejtek citoplazméjaba, tovabbsgaldédtunk, hogy kideritsiik a sejtbe
tortérp felvétel modjat.

Tovabbi célunk volt vizsgéalatainkat kiterjeszterasf-ciklodextrin szarmazékra is és
tesztelni, hogy a FITC-HPBCD, a Rho-RAMEB és a FBCDpolimer esetén is érvényes ez
a jelenség. Végezetil meg kivantuk vizsgalni aodé&ktrinek viselkedését fluoreszcensen
jelolt paklitaxel szarmazékkal (Flutax-1) képzeitrkplex formajaban is.



2. Az értekezés Uj tudomanyos eredményei

Kutatasainkat a fluoreszcensen jelolt random-metiB-ciklodextrin (FITC-
RAMEB) szarmazék alkalmazasaval kezdtik, a Caco-2 efiréetegen keresztili
permeabilitasat és ezen sejtekbe vald felvételénekddjat tanulmanyoztuk. A
ciklodextrinek abszorpciojarol és oréalis biohasitaosagarol igen csekély mennyigég
adat all a rendelkezéstinkre, Caco-2 sejtekre vométRermeabilitasi adatok pedig egyéltalan
nincsenek a szakirodalomban. Korai tanulmanyokiszarszajon at patkanyoknak adtStt-
el jeldlt B-ciklodextrinnek minddssze 5%-at sikerilt a vérbdetektalni. EbBl arra
kovetkeztettek, hogy &-ciklodextrinek nem szivdédnak fel sem a gyomorbegm a
vékonybéllbl, és a kismérték abszorpciét az amilaz enzimekkel magyaraztak: wak
ciklodextrinekl®l keletke® nyilt lancu dextrinek és glukoz szivodik fel (Skegs mtsai.
1980). Frissebb publikaciok szerint a HPBCD ordlishasznosithatésaga kevesebb mint
0,03%, aB-ciklodextrineké megkézetiteg 0,3% (Kurkov & Loftsson 2013), mig a RAMEB
patkanyokban mért oralis biohasznosithatésaga k2% kan (Loftsson & Brewster 2011).

A sajat FITC-RAMEB-re vonatkozé permeabilitasi értékeink 6sszhangban
vannak a ciklodextrinekre vonatkozé alacsony integimalis abszorpcios adatokkal. Az
atjutasi sebességet kifefetatszolagos permeabilitasi koefficeingfpértékek az FR csoport
(0,05 mM FITC-RAMEB) esetén 3,35+1,29x41@m/s, a FRR csoport (0,05 mM FITC-
RAMEB + 5 mM RAMEB) esetén pedig 4,23+1,46%10cm/s. Ezek az adatok
nagysagrendileg megegyeznek a szubsztitualatian p- és y-ciklodextrinek Calu-3
bronchialis sejteken mért permeabilitasi eredmémeyéMatilainen és mtsai. 2008).

A metilalt ciklodextrineket 5-10 mM-os koncentrdgan alkalmazzak a sejtmembran
koleszterin tartalmanak kivonasara is (Kilsdonkndtsai. 1995; Fenyvesi és mtsai. 2008),
novelve ezzel a hatéanyagok penetracigjat (Deli920Feltételeztik, hogy az altalunk
alkalmazott jelolt ciklodextrin koncentracié (0,08M) nem befolydsolja szignifikansan a
membran koleszterin szintet, hiszen az az altaEmakalmazott koncentracié 1/100-ad része
csupanEppen ezért megvizsgaltuk 5 mM hozzaadott RAMEB haisat a FITC-RAMEB
permeabilitasara és az egysejtrétegek transzepithélis elektromos ellenallas (TEER)
értékeire (ez a koncentracid érték kordbbi vizsgakak szerint nem toxikus a Caco-2
sejtekre (Kiss és mtsai. 201R) Nem talaltunk szignifikans eltérést sem a
permeabilitasban, sem az ellenallas értékekben a F&s a FRR kezelések kdzott (p<0,05),
az 5 mM-os koncentracioji RAMEB-nek nem volt hatasa az egysejtrétegek
atjarhatésagara.

A permeabilitasi vizsgalatok végén a sejtek citoplanajaban szignifikans
mennyisédi FITC-RAMEB hamozédott fel, melyet alapos mosassal sem lehetett
eltavolitani. Megvizsgaltuk ezt a halmozdédast defidygvenyében isa jeldlt ciklodextrin a
kisérlet 120 perce alatt folyamatosan felvételre kél a Caco-2 sejtekbe mindkét kezelés
esetén. Az intracellularis ciklodextrin tovabbi sorsanakzsgalatahoz a sejteket 0,5 mM
FITC-RAMEB oldat segitségével toltottik fel. Ez &skeres koncentracio tizszeresére
novelte a felvett ciklodextrin mennyiségét, am anpeabilitast nem fokozta a koncentracio
emelése (2,28+0,346*T0cm/s).Az akkumulalédott ciklodextrin tovabbi Gtjat 120 percig
kovettilk mind apikélis, mind bazolateralis iranyba. Erdekes modon a FITC-RAMEB
megjelent mindkét kamraban, de jelenés hanyada az apikalis oldalra kerult leadasra.
Az intracellularisan felhalmozdédott ciklodextrinnek mindéssze 7,4%-a érte el a bazalis
kamrat.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a Caco-2set¢teg egy majdnem
atjarhatatlan barrier a ciklodextrinek szamaragjtek képesek ezeket a molekuldkat oldott
allapotban felvenni a citoplazmajukba az egyszbifuziotdl elté6 modon. Calu-3 sejteken
végzett tanulmanyok szerint a ciklodextrinek paltatZis mddon jutnak at a monolayeren,
bar a transzcitotikus Gtvonal leségét sem zartak ki (Matilainen és mtsai. 20083bb)j
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publikacidkbdl pedig arra dertlt fény, hogy bizosysejttipusok képesek a ciklodextrineket
endocitozissal bekebelezni (Rosenbaum és mtsal; 20&i és mtsai. 2011; Plazzo és mtsai.
2012), ezért konfokalis mikroszkop segitségévebgdtuk a FITC-RAMEB sejten belli
elhelyezkedését. Eredményeink szeanFITC-RAMEB mind a differencialatlan, mind
pedig a differencialt Caco-2 sejtek citoplazmajabaképes bejutni. Mivel a jelolt
ciklodextrin vezikulakban helyezkedett el a cit@gptéban, ezért tovabbiakban az endocitzis
lehetiségét vizsgéltuk. Feltevésiinket igazolta, hogyFITC-RAMEB kolokalizaciot
mutatott a sejtmembranban expresszaltatott RFP-Rab® fuzios fehérjével. A Rab5
fehérjék kulcsszerefk a korai endoszémak kialakuldsakor, am &késdoszomakban mar
nem talalhatdak meg (Rink és mtsai. 200%5)konfokalis mikroszkopos felvételeinken a
FITC-RAMEB és a Rab5 fehérje a mélyebb rétegekbenél vezikulakban mar nem
mutat kolokalizaciét. Ezek az eredmények arra utalak, hogy a ciklodextrinek
internalizicidjdnak kezdete 0Osszefliggésben van azndeszoOmék kialakulaséaval.
Kollégaim altal végzett tovabbi kisérletek szearkolokalizacio a FITC-RAMEB és a Rab5
fehérje kozott 2 perc inkubalas utan nagyfoku ép&@ utan is még detektalhatd. Mindez jol
jelzi az endocitotikus folyamatok allanddikddését (Fenyvesi és mtsai. 2014).

Az endocitozisnak kétftipusat kulonboztetjik meg: a fagocitdzist ésreogitdzist,
vagy mas néven folyadék-fazisu endocitozist (ahdtaaszportalandd molekulanak oldott
formaban kell lennie). Ez utébbit tovabb bonthatukakropinocitdzisra, a clatrin-medialt-, a
caveolin-medialt-, a clatrin-fliggetlen és a cavedliggetlen endocitozis altipusokra (Conner
& Schmid 2003).

A Lucifer Yellow egy széles korben alkalmazott n@knocitozist jeld
festékmolekula (Sarkar és mtsai. 2005; Swanson t8ai.m985; Sallusto és mtsai. 1995).
Aramlasi citometrias eredmények azt mutatjak, hagyucifer Yellow koncentraciofiigg
modon kertl felvételre a Caco-2 sejtekbe, mely dolat 0 °C-ra valo itéssel gatolhato
(Swanson és mtsai. 1985; Sallusto és mtsai. 19955 TC-RAMEB felvétele hasonlo
maodon tortént: 37 °C-on a koncentracié noveléséveliétt az akkumulacio mértéke is,
mig 0 °C-on a felvétel lecsokkentEzzel ellentétben a lipofil calcein-AM mindkét sgalt
homérsékleten egyforman gyorsan jutott at a sejtmamr (Homolya és mtsai. 1993), a
felvétele Hitéssel nem volt gatolhatd makropinocitosit gatlo rottlerin (Sarkar és mtsai.
2005) hasonlé gatlé hatast gyakorolt mind a FITC-RAMEB, mind pedig a Lucifer
Yellow felvételére.Ezek az eredmények azt jelzik, hagyITC-RAMEB Caco-2 sejtekbe
torténoé felvételében szerepet jatszik a makropinocitéziofyamata. Emellett magyarazatot
adnak arra is, hogy miérbleg az apikalis oldalra keril vissza a citoplazmabzett
ciklodextrin. Human epidermoid A431 sejtekben matatki, hogy a makropinoszéméak
visszajuttatjak tartalmukat a sejtfelszinre (Hetdst mtsai. 1994). Ugyinik, hogy ugyanez a
mechanizmus létezik Caco-2 sejtek esetében is,|lrawénternalizaci6 makropinocitdzissal
megy vegbe, és a felvett ciklodextrin tiinyomo téddpe az apikalis iranyba kerul leadasra.
Ujabb kutatasok is megssitik a sajat eredményeinket, mivel bebizonyitqtthkgy a
Niemann-Pick Cl-tipusu sejtek endocitozissal veddilk majd exocitozissal adjak le a
fluoreszcensen jelof-ciklodextrint (Dai és mtsai. 2015).

Mindazonaltal a teljes felvett ciklodextrin menmggsvisszajuttatasa legalabb egy orat
vesz igénybe, ami azt jelenti, hogy ez a folyamaghosszabbitja a ciklodextrin (és/vagy
ciklodextrin-hatéanyag komplex) €s a makropinoszdanambranja k6zotti kontaktus idejét.
Fontos megjegyezni, hogy mas endocitotikus folyakwttis szamitasba kell venni. Korabbi,
mas sejttipusokon elvégzett tanulmanyok szerinikidextrinek internalizacidja folyadék-
fazisu endocitozissal és clatrin-fifggndocitézissal megy végbe (Rosenbaum és mtsad,; 201
Wei és mtsai. 2011; Plazzo és mtsai. 2012). Emelléagocitozis sem egy elhanyagolhat6
folyamat, ha ciklodextrinek tdoményebb oldatainalkd&elél van sz4. Leirtak, hogy magas
koncentraciok esetén a natprciklodextrinek (Gonzalez-Gaitano és mtsai. 2008) &



fluoreszcens tetraamino-rhodaminil-hidroxipropitiklodextrin (Puskas és mtsai. 2012)
nagy, nano-mérét aggregatumokat képez vizben. RAMEB esetén azoritfZammM-os
koncentracié esetén sem tapasztaltak éabeljelenséget, mivel a ciklodextrin i@y hidroxil
csoportjainak metil csoportokkal valéo szubsztitgalaggatolja a molekulak aggregalodasat
(Gonzalez-Gaitano és mtsai. 2002).

A sajat kisérleteink soran alkalmazott koncentdac{®,05-5 mM) 40-240-szer
alacsonyabb értékek, mint amekkora koncentraci@éasa fenti aggregéacios jelenségeket
tapasztaltak, igy ebben az esetben a fagocitozéghato a lehetséges ciklodextrin-fel§ev
mechanizmusok kozdl.

Osszességében a munkank élsrészében beigazolddott, hogy (6sszhangban
korabbi kutatasi eredményekkel) Caco-2 sejtek esatéa vizben old6dé FITC-RAMEB
felvétele folyadék-fazisu endocitozissal zajlik.Azt nehéz megjosolni, hogy ennek a
folyamatnak milyen kvantitativ hatasai vannak alagdkxtrin in vivo felszivodasanak
folyamataban. Elméletileg a permeabilitdsi adatdkalmasak azin vivo felszivodas
mértékének éke jelzésére, de ezzel a modell elrendezéssel nddvantifikalni a
folyamatosan felvételre majd leadasra kéritiklodextrin mennyiségét. Emellett a
bélrendszer térfogatara jutd felszivd ham felll¢dwal nagyobb, mint a kisérleti
elrendezésben |évapikalis oldali folyadék térfogatra jutd Caco-2ysegjtrétegek apikalis
felszine, illetve a perisztaltikus mozgasok szerépéontos figyelembe venni. igy meglehet,
hogy a ciklodextrineln vivo internalizacidja jéval nagyobb mértékz altalunk tapasztaltnal,
€s még ha a molekulak nagy része vissza is jull dubnenébe, a folyamat hatékonysagat
noveli az is, hogy folytonosan a vékonybél egésgéntelten lejatszodik.

Munkank masodik részében fluoreszcensen jeldlt HPBQ és BCDpolimer
szarmazeékokat vizsgaltunk a mar eddig is hasznalt &o0-2 modellen, 6sszevetve a
kordbban vizsgalt fluoreszcensen jeldlt RAMEB-belEzen fellil célunk volt megvizsgalni
a ciklodextrineknek egy fluoreszcensen jelolt pakdaxel (Flutax-1) szarmazékkal képzett
komplexeinek felvételét Caco-2 sejtekbe.

El6szor a permeabilitdsi vizsgalatokat kiviteleztik c&2 egysejtrétegen, és
0sszhangban a korabbi eredményeinkkeidharom vizsgalt szarmazék (FITC-HPBCD,
FITC-RAMEB és FITC-BCDpolimer) esetén nagyon alacsoy, szignifikansan nem
eltéré permeabilitdsi értékeket kaptunk. Megle@ modon mindegyik jeldlt szarmazék
detektalhat6 volt a bazalis kamraban és a citoplazéban is.

Ezt megetsitették a fluoreszcens mikroszképban 30 perc ialasbutan latott képek.
A FITC-HPBCD, a FITC-BCD polimer és a Rho-RAMEB is megtalalhaté volt a Caco-2
sejtek citoplazmajaban, eltét méretii vezikulumok formajaban.

Ettél részben eltéb eredmeényt hoztak az aramlasi citometrias mérésekiszen a
Caco-2 sejtszuszpenzid esetén 30 perc inkubalast vetten csak a monomer
szarmazekok voltak a sejtekben detektalhatéak. A feétel gatolhato volt jégen vald
inkubdlassal vagy rottlerin elbkezelés alkalmazasaval. Kivétel ez al6l a Rho-RAMEB
melynek internalizaciéjat nem gatolta a rottlerin. Korabbi kutatasaink (Fenyvesi és mtsai.
2014) szerint a rottlerin csokkenti a FITC-RAMEBdeuit6zisat. Ezek az eredmények
felvetik annak a lehéségét, hogy a két eltermddon jelolt RAMEB szarmazék eléér
modokon kertl felvételre a Caco-2 sejtekbe. Ennadgefisitése tovabbi endocitotikus
utvonalak vizsgalatat igényli.

A ciklodextrinek hidrofil molekulak, alacsony oki@rviz megoszlasi koefficiens (log
P) értékekkel rendelkeznek (Kurkov & Loftsson 2013ftsson 2015). Es habéar a
fluoreszcens festékekkel (fluoreszcein, rhodamin)alov jelolés megnoveli a
molekulatomegiiket és befolyassal van a tulajdoniségaa ciklodextrinek fluorszcens
szarmazékai is jol oldodnak vizben. A szoftverekalkulalt log P értékek szerint mind a
FITC-HPBCD, mind a Rho-RAMEB hidrofil marad, mintHPBCD és a RAMEB. Mindez
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megebsiti, hogy a jeldlt szarmazékok sem képesek a sejimnanon passziv diffazioval
atjutni (hasonloan jeldletlen parjaikhoz).

Végezetil a jelolt paklitaxel-ciklodextrin  kompleeet vizsgaltuk Caco-2
egysejtréetegen. Eredmeényeidkbkiderilt, hogy a RAMEB és a HPBCD komplexei
novelték szignifikansan a Flutax felvételét a sejétegekbe, mig a BCDpolimer altal
képzett komplex esetén nem volt tapasztalhatd ilyehatas. Mindez dsszhangban van
kollégdim korabbi kutatasi eredményeivel, mely seest RAMEB és szarmazékai képesek
fokozni a paklitaxel permeabilitasat Caco-2 sejtefieenyvesi €s mtsai. 2011).

A jeldletlen ciklodextrin szarmazékokkal valdé komphlds mellettkészitettiink
Flutax-Rho-RAMEB komplexet is, ahol mindkét molekub fluoreszcensen (eltér
festékkel) jeldlt. Ezaltal tudtuk a komplex felvételét a sejtek szingn tanulméanyozni,
vizsgalni a Rho-RAMEB és a Flutax intracellularis lolokalizaciéjat. Mi demonstraltuk
elészor, hogy a fluoreszcens ciklodextrinek magas lifiitasu vendégmolekulakkal
egyutt endocitotikus médon felvételre kertlnek intacellularis vezikulumokba.
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3. Osszefoglalas

A ciklodextrineket elterjedten alkalmazzak rosszoldékonysagu hatdanyagok
oldékonysaganak, biohasznosithatosaganak és wtshilak novelésére. Eredményeinkkel
elssként igazoltuk, hogy a random mefifeiklodextrin, a hidroxipropiB-ciklodextrin és a
vizoldékony B-ciklodextrin-polimer is képes bélhamsejtekbe entdacssal belépni. Ez a
folyamat szdmos mddon befolyasolhatjia a ciklodegkbe komplexalt hatéanyagok
bélrendszerben tortériranszportjat €s biohasznosithatésagat. Segitjunidaz intesztinalis
barrieren, az endoszémak létrejotte pedig megnoaelkomplexek és a sejtmembran
erintkezeési fellletét, illetve meghosszabbitja ldocdiextrinek tartozkodasi idejét az epithel
sejtekben.

Ezek utan elként mutattunk ra arra is, hogy A-ciklodextrinek a rossz
vizoldékonysagu hatéanyagok biohasznosithatosaeyat asak az oldékonysaguk nodvelése
altal fokozzak, hanem el is szallitjdk azt komplex@grmaban az enterocitdk citoplazmajaba
endocitozis segitségével. A ciklodextrinek felsdi@st fokozé hatasat tbbb szimultan
végbemefi folyamat is okozhatja, ezeket egyszerre kell figgebe venni a bioldgiai
rendszerekben. Mindazonaltal szeretnénk hangstilybbagy vannak specialis esetek, amikor
az endocitotikus folyamatok is fontos szerepetzgaisk.

Mivel jelen tanulmanyunk ravilagitott a makropindais szerepére a mefil-
ciklodextrin bélhamsejtekbe valo felvételében, Ugyndoljuk, hogy a ciklodextrinekkel
befolyasolt gyégyszerfelszivodas mechanizmusa tovwabsgalatokat érdemes végezni.
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