EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

Uj generacios p-ciklodextrinek sejtmembranra,
illetve a taxol, mint BCS IV. tipusa farmakon
transzportjara gyakorolt hatasanak

in vitro vizsgalata

Kiss Timea

Témavezeto: Dr. Vecsernyés Miklos

53

.

DEBRECENI EGYETEM
GYOGYSZERESZETI TUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2011



Tartalomjegyzék

Lo BEVEZELES ... et h et ettt et ne e 4
2. Trodalmi AeKINTES .............ccooiiiiiiiiiii e 7
2.1, A CIKIOAEXIIINEK ...ttt 7
2.2 A TAXOL ittt ettt ettt e e e e 11
2.3 A taXOl €5 @ CD-€K ..ouuiiiniiiiiiiieeeee e 14
2.4, A SEJIKUITUTAK ..ottt 15
2.4.1.A CaC0O-2 SEJEVONAL ....veiiieiieeeiieeciie ettt ettt ettt e et e et aeeebeeeareeenanas 15
2.4.2. A transzport MOEll.......cocueiiiiiiiiiiiiiiieee e 19
3o COIKILHZESEK ..ot ettt sttt s ettt e bt eaee 24
4. AnyagokK €5 MOASZETEK ............cccooiuiiiiiiiiieiecieeee ettt ne e ene 25
4.1, A CIKIOEXIITNEK ..ottt e 25
4.2, A SEJUETIYESZIES ...ttt ettt ettt et ettt et 26
4.2.1. A Hela SEJtVONAL .....cccuuiiiiiiiiiie ettt et ettt e e eeeaaeeearee e 26
4.2.2. A Caco-2 SEJIVONAL ....eouiiiiiiiiiiieeiteeeeeee e 26
4.3. A koleszterinoldd képess€g VIZSZAlata .........eeevueeeeiiieniiiieiiieeeiie et 27
A4, AZ IMTTACSZE ettt ettt ettt e et e et esateesbbeesbaeeeaae 27
4.4.1. A Hela SEJtVONAL .....cccuviiiiiieiiie ettt et ee e e et e e eeeaaeeenree e 27
4.4.2. A Caco-2 SEJIVONAL ....eouviiiiiiiiiiieeieeeeeeeeee e 28
4.5. A hemolitiKus aKtiVItAS tESZE .....eovuiiruiiiiiiiiiieiieeieet ettt 28
4.6. A Caco-2 transzport modell kialakitasa, jellemzese ..........ccccoevvereiiniiniiinieniiineenee. 29
4.6.1. A transzport modell jellemzése transzepithelidlis elektromos ellendllds méréssel .... 29
4.6.2. A transzport modell jellemzése ismert permeabilitasu vegyiiletek segitségével ....... 29
4.7. A [H]-taxol permeabilitdsanak VIZSZALALA. ............ooeveevveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeneeean. 30
4.8. AZ IMMUNNISZEOKEMIA. ...ccouutiiiiiiiiiiieeitee ettt ettt e et ebaeesaae e 32
4.9. StatisZtiKal ANALZIS ...ccoouviiiiiiiiiiie e 32
S EredMENYEK .........oooviiiiiiiiiiiciee e e ettt e e beetaeenbeebea e 33
5.1. A monolayer kialakulasa, transzport modell jellemzése.............ccocerviinieeniiniinneennen. 33
5.1.1 A transzport modell jellemzése TEER értékkel ...........cccoeviiiiniiiiniiieniieeiieeieeeee, 33
5.1.2 A transzport modell jellemzése ismert permeabilitdsu vegyiiletek segitségével ........ 33
5.2. A B-CD szarmazékok koleszterinoldd képességének viszgalata..........cccvveeveveeeuneennnen. 34
5.3. A B-CD szdrmazékiok citotoxicitdsanak vizsgalata ..........ccccceeevuerieneenieniieneenieniennenne 36
5.3.1. Az MTT-teszt eredménye Hela sejtvonalon............cccoecvveriiieniiiieniieeniiecieeeeee e 36
5.3.2. Az MTT teszt eredménye Caco-2 S€JtVONaloN...........cecveereieciieniiriieenieereenieeieeneeen 37
5.4. A hemolitikus aktivitds VIZSZAlAta........cccoveieiiiieiiieeiieeeie e 39
5.5. A sejtmembran karosito €s koleszterinoldo képesség kozotti Osszefiiggés vizsgélata.. 41
5.6. [’H]-taxol tranSzportjanak VIZSGALALA ..............o.eweveueeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeees e 42
5.6.1. A B-CD-el6kezelés hatdsa a transzepithelidlis taxol permeabilitasra, Protokoll 1.....43
5.6.2. A folyamatos B-CD-kezelés hatdsa a transzepithelidlis taxol permeabilitédsra,
PrOtOKOIL 2 ...ttt ettt et e et e st e 45
5.6.3. A B-A/A-B hANYadO S.....ooviiuiiiiiiiiiieeiie ettt et e 48
5.6.4. A folyamatos B-CD kezelés paracelluldris permeabilitdsra és transzepithelidlis
ellendllasra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata..........ccccveeeiiiieriiieeniiiieiieciie e 49
5.7. AZ TIMMUNIISZEOKEMIA. ..cc..veiiiiiiiiiiiiiee ettt 50
6. IMLEEDESZEIES ...t et ettt ettt e e teeenbeesaesnbeeneanns 52
6.1. A B-CD-ek szerkezete, citotoxicitdsa, hemolitikus aktivitdsa és koleszterinold6
képessége KOzZOtth OSSZETUGZESEK ...vvvvvuiiiiiiiiiiiieeiieeee e 52
6.2. A Caco-2 transzport modell €s permeabilitdsi vizsgalatok .............cccceevveeeiiiniinneennen. 54
6.2.1. A Caco-2 transzport modell modell ............ccooviiiiiiiiniiieniie e 54



6.2.2. A Rameb és szarmazékainak hatdsa a taxol permeabilitdsara...........ccccceeeevveeneennnen. 55
6.2.3. A Rameb, MaRameb,illetve SuRameb taxol permeabilitdsara gyakorolt hatdsanak

lehets€ges MEChANIZIMUSAL.......cccuviiiieriiiiiiiie et 57
T 1. OSSZEFOGIALAS ... 60
720 SUINIMATY ....oviiiiiiiieeite ettt ettt et e te e et e et ee e teeshteeabeeseeeabeenseeeaseebeesabeabeesnbeenseesnseenseans 61
8. IrodalomEGYZEK ............ooviiiiiiiiiiiicieee ettt b e taeenbeerea e 62
0.1, TATGYSZAVAK .......ooiiiniiiieiiee ettt ettt st ete et e st et e e st e sseenseenaeeneenseenes 75
9.2, KKEYWOIS. .....couiiiiiiieiiiie ettt ettt ettt e ettt e st e e st e e s st e e e sbeeenaseeesseeessaeeaseesnsseennns 75
10. KOSZONEtNYIIVANTEAS .........cc.ooiiiiiiiiiiieiicie ettt et enaenneens 76
TL FUGEELEK ..ottt et e et e et e et e st e esbeeesbeesaesaseenbeansseennes 77



1. Bevezetés

A hatéanyagok szervezetbe torténd juttatisa tobb utvonalon is lehetséges,
legnépszertibb és legegyszertibb formdja a szdjon at torténd bejuttatds. A per os adagolds soran
a hatéanyag a gasztrointesztindlis traktusbol szivodik fel. A teljes abszorpcidhoz a hatdanyag
és a gyodgyszerforma szamos tulajdonsagénak kell egyiittesen megfelelnie, melyek koziil a
hatéanyag oldékonysdga €s biologiai membranokon keresztiil torténd atjutdsa az a tényezo,
mely meghatdrozza, hogy milyen gydgyszerformat és ahhoz milyen segédanyagokat
alkalmazunk.

A hatéanyagokat a gasztrointesztindlis felszivoddst meghataroz6 biofarméciai
tulajdonsdgok alapjan rendszerbe foglaljadk [Amidon és mtsai. 1995.]. A Biofarmdciai
Osztalyozasi Rendszer (BCS) szerint a hatéanyagok oldhatésdguk és membran permeabilitdsuk

alapjan négy csoportba sorolhatok (1. tablazat):

I. osztaly: J6 oldhatésagu, j6 permeabilitdsi anyagok: A hatdanyag konnyen oldodik a
bélnedvben, illetve a bélhamsejteken keresztiil konnyedén a véraramba keriil.

II. osztaly: Rossz oldhatdsagu, j6 permeabilitdst anyagok: Bar a hatéanyag konnyedén atjut
a sejtmembrdnon, mégis alacsony biohasznosithatosaggal rendelkezik, hiszen a
felszivodas alapfeltétele a hatdanyag oldatba keriilése.

III. osztdly: J6 oldhatésagi, de rossz permeabilitisi anyagok: Ezen hatéanyag
biohasznosithatésagat dontéen a membranon torténd atjutds sebessége hatdrozza meg.
IV. osztily: Rossz oldhatosagu, rossz permeabilitdsi anyagok: Ezen anyagok ordlis

adagolasa csak specidlis segédanyagok alkalmazasédval lehetséges.

A 1L, IIL., IV. osztalyba tartozé hatéanyagok bioldgiai hasznosithatosagat oldhatdség,
illetve permeabilitas fokozasaval novelhetjiik (1. abra) [Antal és Dévay 2009.]. A megfeleld
bioldgiai hasznosithatésiag €s oldékonysag érdekében kiilonb6zd kémiai, illetve fizikai-kémiai
modositadsokra keriilhet sor. Ezen feliil specidlis segédanyagok egyiittes alkalmazdsidval a
biofarméciai  tulajdonsagok jelentosen modulédlhatok, példdul felszivodast fokozo
segédanyagok, illetve efflux-gatlok alkalmazasadval nagyobb mennyiségli hatéanyag képes

athatolni a bélhamsejtek membranjan, a permeabilitds no.



Jo oldhatosag

Rossz oldhatosag

L. osztaly I1. osztaly

7 buspiron digoxin
;ifs diazepam diklofenak
§ efedrin ibuprofen
é gliik6z ketokonazol
\% ketoprofen ofloxacin
= lidokain terfenadin

prednisolon warfarin

I11. osztaly IV. osztaly
*§ amoxicillin amfotericin B
% atenolol klortalidon
g cetirizin klorotiazid
g metformin furosemid
; paracetamol mebendazol
é ranitidin neomicin

trimetoprim taxol

1. tablazat. A hatéanyagok csoportositasa a Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS)

alapjan [Yu és mtsai. 2002.; Kasim és mtsai. 2004.]

A legnagyobb kihivast a IV. osztdlyba tartoz6 farmakonok per os formuldcidja jelenti,
pedig vannak olyan IV. osztilyba gydgyszercsoportok, amelyek esetében a per os
gyogyszerforma kialakitdsa jelentdsen megkonnyitené a betegek kezelését. Olyan
daganatellenes szerek is ide tartoznak, mint példaul a taxol, melynek per os formuldcidja a
tudoményos érdeklddés kozéppontjdban all [Bilensoy és mtsai. 2008.; Bhardwaj és mtsai.
2009.; Agiireos és mtsai. 2010.; Peltier és mtsai. 2006.; Varma €és Panchagnula 2005.; Collnot
és mtsai. 2006.].



Az oldékonysdg novelés egyik formdja molekularis komplexek képzése. A
ciklodextrinek (CD) idedlis zarvany komplex képz0 segédanyagokként alkalmasak a kis
vizoldékonysdgu hatéanyagok oldatban tartdsara ,,molekula komplexek™ létrehozdsa altal.
Mindemellett ismert, hogy membrdnmoduldlé hatdssal is rendelkeznek, mely eldsegiti a

hatéanyag permeabilitdsanak ndovekedését.

oldhatosag —

Oldhatosag I1. osztaly
novelése

mikronizalt szemcsék, nanorészecskek
és/vagy szolubilizalo szerek,

I. osztily

szilard diszperzi6, amorf forma,
soképzes, snemulgealo rendszerek,
komplexek, pufferek

Permeabilitas ™ Oldhatésag novelése
fokozasa o

permeabilitas
4
s

IV. osztaly

szolubilizalo szerek, szubmikronos
szemcsek, nanorészecskek,

III. osztaly

felszivédast fokozo segédanyagok,

rossz

efflux-gatlok, olajos kapszulak,
gasztrointesztinalis motilitast
szabalyozok

koszolvensek, szilard diszperzié, amorf
forma, soképzés, onemulgealod
rendszerek, komplexek, pufferek

Permeabilitas
fokozasa

1. abra. A biologiai hasznosithatésag novelésére alkalmazhatéo modszerek a Biofarmaciai

Osztalyozasi Rendszer alapjan [Antal és Dévay 2009.]



2. Irodalmi attekintés

2.1. A ciklodextrinek

A szénhidratok kozé tartoz6 keményitd fontos alkotd eleme szinte minden €l
szervezetnek. A keményitd épitdelemei az amil6z és az amilopektin. Ezen két makromolekula
gliikopirandz egységek szdzaibodl épiil fel. Az amiléz és az amilopektin részleges degradacidja
soran vizoldékony dextrin keletkezik. A részleges degradacié végbemehet magas homérséklet
hatdsdra, enzimatikus hidrolizis, illetve kémiai lebontds sordn. A kémiai atalakulds folyaman,
egy specidlis enzim, a ciklodextrin-gliikozil-transzferdz, nem csak dextrinekké bontja a
keményitét, hanem ezzel egy idében a szabad végeiket Osszekapcsolva ciklikus dextrint is
létrehoz, mely termék neve ciklodextrin (CD).

A CD-eket el0szor 1891-ben Villiers izolédlta Bacillus amylobacter taptalajabol, mely
eredetileg keményitot tartalmazott. 1903-1911 kozott Schardinger alapos kutatdst végzett a
CD-ekkel kapcsolatosan, ezért sok helyen Schardinger-dextrin néven emlitik. Schardinger
izolalt egy hore nem érzékeny, a-CD-t termeld mikroorganizmust, a Bacillus macerans-t
[French 1957.]. Napjainkig igen sok egyéb baktérium torzset azonositottak, amelyek képesek
CD elddllitaséra.

A CD-eknek tobbféle véltozata 1étezik. 3 alaptipus keletkezik a gytirivé zar6das sordn a
leggyakrabban (2. dbra). A legkisebb az a-CD, amely 6 gliikopiran6z egységbdl all. A B-CD 7,
a y-CD 8 gliikopirandz egységet tartalmaz. A gylirtik axialis tireggel rendelkeznek, a térbeli
szerkezet egy kupos hengerre emlékeztet. A gytrik kiilso fele hidrofil, a belsd fele hidroféb
tulajdonsagu. A kettds jelleget a gylirlihoz kapcsolddoé csoportok alakitjdk ki.
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2. abra. A ciklodextrinek szerkezete Az a-ciklodextrin 6, a B-ciklodextrin 7, a y-ciklodextrin 8
gliikopiran6z egységbdl 4ll.



A gylrli 4ltal képzett tiregek mérete eltér6. Mivel az o-CD 4ll a legkevesebb
glilkkopiran6z egységbdl, 1 mol a-CD molekula belsd iiregének Ossztérfogata 104 ml. 1mol
B-CD A4ltal képzett iireg térfogat 157 ml, 1 mol y-CD esetében pedig 256 ml [Szejtli 1998.].

A B-CD-t hasznaljak a legszélesebb korben. Ennek oka az iireg mérete, az elérhetdség,
illetve az elddllitasi koltsége. A B-CD nem rendelkezik megfeleléen nagy vizoldékonyséaggal,
viszont a gyurit felépitd glikkopirandz egységeknek van 3-3 szabad hidroxil-csoportja, a 2-es,

3-as és a 6-0s szénatomon (3. abra).

3. abra. A gliikopiranoz egység, a ciklodextrinek alapegysége A 2-es, 3-as, 6-0s szénatomon 1év6 szabad
hidroxil-csoportok tobbek kozott alkil, hidroxialkil-, karboxialkil-, amino-, thio-, gliikozil-csoportokkal
szubsztitudlhat6. A glikkopiran6z egységek az 1-es, valamint a 4-es szénatomnal kapcsolédnak Ossze glikozid
kotéssel.

A B-CD 21 hidroxil-csoportja valtozatos szubsztiticiéra ad lehetdséget. A hidrogén
atomot, vagy a hidroxil-csoportot tobbek kozott a kdvetkezd csoportokra lehet lecserélni: alkil-,
hidroxialkil-, karboxialkil-, amino-, thio-, gliikkozil- €s igy tovabb. Ezen modositassal novelhetd
a vizoldékonysag a szubsztitudlatlan molekuldndl mérhetd 18 g/l-rdl akdr 500g/1-re.

A CD-ek tulajdonképpen egy nyitott kdpos molekuldris méretli kapszuldnak
tekinthetdek. A gylrti 4ltal képzett tireg alkalmas ugynevezett vendég (,,guest”) molekula
befogadasdra. Mint hordozé (,,host”) molekula igen sokféle vendégmolekulat tud magaba
fogadni. Vizes oldatban az enyhén apoldros CD iireg vizzel nem telik meg. Ez az allapot
energetikailag igen kedvezOltlen lenne az apoldros-poldros interakcié miatt. Ha az oldat
tartalmaz egy megfeleld vendégmolekuldt, amely kevésbé poldros, mint a vizmolekula, akkor a
komplexképzddés azonnal végbe megy, a CD iliregébe a kevésbé poldros molekula vagy egy
oldallanca keriil. Egy, két esetleg harom CD molekula és egy vagy tobb vendégmolekula
alkotja a toltott zarvanyt. Az atlagos host:guest ardny 1:1. Abban az esetben, mikor a

vendégmolekula méreténél fogva a komplex kialakitdsdhoz két vagy harom CD molekula is



sziikséges, egy CD a vendégmolekula csak egy részét, oldallancat, csoportjat foglalja magaba.
A vendégmolekula tobb lipofil csoportot, illetve oldalldncot is tartalmaz, és olyan méret, hogy
két vagy harom CD is hozza tud férni a lipofil csoportokhoz, molekularészekhez. Ez jelenti a

molekula kapszuldzas 1ényegét.

A zarvanyképzés lehetOségét a kovetkezo esetekben lehet megfontolni:

A hatéanyag alig oldddik vizben, igy a biohasznosithatésdga kicsi, lassan
szivodik fel ordlis adagolas esetén

e A kevéssé vizoldékony hatéanyagbdl nem lehet vizes injekciét késziteni.

® A hatéanyag kémiailag, illetve fizikailag instabil.

* A hatéanyag keserll ize vagy rossz szaga miatt az ordlis adagolas nehéz.

® A hatéanyag folyékony, mégis tablettdva kell formuldlni.

® A hatéanyag inkompatibilis a gydgyszer masik komponensével.

¢ Sulyos mellékhatasok mérséklésére van sziikség.

A komplexképzés segitségével tehat csokkenthetoek a mellékhatdsok, novelhetd a
biohasznosithatsag, a stabilitas, vizoldékonysag.

A komplexképzés nem minden esetben valdsithatd meg. Példdul anorganikus
vegyiiletek 4ltaldban nem alkalmasak vendég molekuldnak. Ahhoz, hogy gydgydaszati
szempontbdl alkalmas komplexet hozzunk 1étre, a kovetkezd feltételeknek kell teljesiilniiik: a
vendégmolekula vaza legaldbb 5 atombdl épiiljon fel; a vizoldékonysaga kisebb legyen, mint
10 mg/ml; olvadasi hdmérséklete 250 °C alatt legyen; maximum 5 kondenzalt gyliribdl allhat
és a molekulatomeg 100-400 Da kozott legyen [Szejtli 1994.]. Erésen hidrofil, tdl kicsi vagy
til nagy molekuldk, példaul a peptidek, proteinek, enzimek dltaldban nem komplexalhatéak
ciklodextrinekkel. Ha a molekula egyik oldallinca megfelel a kritériumoknak, a komplex
1étrejohet.

A komplexképzés megkeriilhetetlen limitdlé tényezdje a komplex dozisa. Tabletta
esetén az alapkovetelmény az, hogy a tabletta tdmege ne haladja meg az 500 mg-ot. Mivel a
guest molekula megengedett tomege 100-400 Da kozott van, és a ciklodextrinek tomege
4-12-szer nagyobb, 100 mg komplexben csak 5-25 mg hatdéanyag lehet. Ha egy doézishoz
nagyobb mennyiségli hatéanyagra van sziikség, pezsgltabletta formdjaban lehet elkésziteni a

gyogyszert [Szejtli 1994.].



A CD-ekkel képezett komplexek igen sok gydgyszerformaban el6fordulnak, példdul
oralis, parenterdlis, nazalis, transzdermalis, szemészeti, rektalis, pulmonaris
gyogyszerformdban. Amellett, hogy igen sok teriileten alkalmazzdk Oket, nem szabad
elfelejtkezni a toxikus hatdsaikrdl sem, amelyek manapsdg is az érdeklddés kozéppontjaban
allnak. Egyik legfontosabb toxikus hatdsuk a hemolizist kivélté hatds, mely rendkiviil eltérd
mértékl lehet. A hemolitikus aktivitas leginkabb a molekula zarvanyképzo tulajdonsagaval
fiigg Ossze. A legjelentdsebb hemolitikus aktivitast a B-CD esetében figyelték meg, az a-CD
kevésbé, a y-CD pedig a legkevésbé hemolizdl [Miyazawa és mtsai. 1995.]. Ez a kiilonbség a
membrankomponensekre gyakorolt eltérd mértékii szolubilizacidés hatds kovetkezménye. A
v-CD-re nem jellemz0 a lipid szelektivitds. Az membranalkot6 foszfolipidek acil- oldallanca a
legkisebb, az a-CD iiregébe pontosan beleillik, mig a koleszterin oldalldncai a B-CD iiregébe
illenek bele a legjobban. Emellett igazoltdk, hogy a B-CD-ek képesek proteineket is kivonni a
vorosvértest membranjabol [Ohtani €s mtsai. 1989.]. A hemolitikus aktivitast befolydsolja még
a lipofil iireg jellege is. A lipofil iiregen végzett kémiai valtoztatas jelentdsen befolyasolja a
membrankarositd hatast [Attioui és mtsai. 1994.].

A membriankomponensek kivondsdnak mechanizmusa CD-ek esetében eltér a
feliiletaktiv anyagok hatdsatdl. Az eddigi megfigyelésekbdl azt a kovetkeztetést vontédk le, hogy
a feliiletaktiv anyagokkal ellentétben a CD-ek nem épiilnek be a sejtmembranba, hanem a vizes
fazisba létrehoznak egy uj, lipid tartalmi kompartmentet, amelybe a membrinalkotdkat
extrahdljak. Az extrakcid reverzibilis folyamat, a sejtmembrdn és a CD kompartment kozott
egyensuly all fent.

A lipid komponensek kivondsa a vOrOsvértest membranjabol jelentdsen novelheti a
sejtmembran fluiditdsat, mely membran-befiz0désekhez vezethet. Ezaltal a vorosvértest
kevésbé lesz ellendlld az olyan erdkkel szemben, amelyek megvéltoztatjdk az alakjat. A
folyamat kovetkezménye a vorosvértest szétesése. A CD-ek foként koleszterint és
foszfolipideket, igy foszfatidilkolint €s a szfingomielint vonnak ki a membran kiils6 részébdl.
Ezaltal a foszfolipid kettds réteg két fele kozott felborul az egyensily, amely részben
hozzijarul a sztomatocitdk alakvaltozdsdhoz [Miyajima €s mtsai. 1987.]. A biztonsdgossag
tekintetében a CD-ek még egy hatranyos tulajdonsdggal rendelkeznek: koncentréaciofiiggd
szovetirritalo hatast mutatnak [Irie és mtsai. 1982.;1997.; Ohtani €s mtsai. 1989.].

Az tires CD-ek sokkal reaktivabbak, mint a toltdttek. A vendég molekula jelenlétében a
membrankdrositd hatds jelentOsen csokken, mivel a CD nem képes a foszfolipid kettOs

rétegébdl kivonni a membrinalkotdkat.
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Gydgyszertechnoldgiai szempontbdl a B-CD szarmazékok a legjelentdsebbek. Sokféle
B-CD-t szintetizdltak annak érdekében, hogy tokéletesitsék a fizikai-kémiai paramétereiket,
illetve csokkentsék a toxikus hatdsok szaméat és mértékét [Uekama €s Otagiri 1987.; Loftsson
és Brewster 1996.]. Bar ismert, hogy a kiilonbozé CD-ek hemolizis indukdlé hatdsa jelentésen
eltér, és adott sejttipustdl fiiggden eltérd citotoxicitdst is mutatnak [Leroy-Lechat és mtsai.
1994.; Salem 2009.; Matilainen 2008.], az uj tipust CD-ek a szervezetre gyakorolt hatdsairdl és

toxicitasardl ismereteink még hidnyosak.

2.2. A taxol

A paclitaxel, mds néven taxol széles korben elterjedt daganatellenes szer. 1963-ban a
Taxus brevifolia nevezetii Eszak-Amerikdban honos igen ritka 6rokzold kérgébdl késziilt
kivonat a preklinikai vizsgdlatok sordn effektivnek bizonyult a rosszindulati daganatok
kezelésében. 1971-ben azonositottdk az aktiv hatéanyagot, a paclitaxelt (4. dbra) [Wani és
mtsai. 1971.]. A taxol tovdbbi vizsgalata az ezt kovetd években hattérbe szorult a nehézkes
eléallitdas miatt. 1979-ben ismét a figyelem kozéppontjdba keriilt egyedi és kiilonleges

hatasmechanizmusa miatt [Schiff és mtsai. 1979.].
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4. abra. A taxol kémia szerkezete

A spirélis szerkezetli mikrotubulusok tubulin heterodimerek polimerizdciéja révén
jonnek 1étre. Bar egyik fO6 feladatuk a mitotikus orsé kialakitdsa, az interfazis tobb
folyamatdban is rész vesznek, mint példaul szigndl transzmisszid, intracelluldris transzport.
[Rowinsky és mtsai. 1990.]. Mas mikrotubulus-gatlé szerekkel példaul vinca alkaloidokkal

ellentétben, amelyek a mikrotubulusok lebontésat idézik eld, a taxol a polimerizacidt segiti eld
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és gétolja a lebontdst. [Parness és mtsai. 1981.; Wilson és mtsai. 1985.]. Szubnanomoléris
koncentraciéban a taxol hatdsara a mikrotubulusok polimerizacidjanak fokozéasdval és bontasuk
gatlasaval rendkiviil statikus, nagy mennyiségli diszfunkciondlis mikrotubulus képzddik
[Jordan és mtsai. 1993.]. Az igy keletkezett statikus mikrotubulusok vezetnek a sejt haldldhoz,
mivel sem az interfazis folyamatai, sem a sejtosztédds nem tud végbemenni. Mindemellett,
hogy taxol fokozza a tumornekrozis faktor-o (TNFo) génexpresszidjat, a hatas-szerkezet
vizsgalatok arra utalnak, hogy ez a jelenség nem fiigg Ossze a mikrotubulusokra gyakorolt
hatasaval [Burkhart és mtsai. 1994.].

A kemoterdpids kezelés sordn gyakran kialakulhat a citosztatikummal szembeni a
rezisztencia jelensége. A tumor sejtek taxollal szembeni rezisztencidja két uton valdosulhat meg.
Néhany tumor sejtben az a- és B-tubulinok polimerizaciés képessége igen alacsony. Igy lassan
épiilnek fel a mikrotubulusok. A taxol polimerizaciét fokoz6 hatdsara ezekben a tumor
sejtekben normalizdlja a mikrotubulusok felépiilésének iitemét. A rezisztencia mds oka a tumor
sejtek membranjaban végbemend efflux mechanizmus létrejotte, melynek sordn a sejt a
membrédnon keresztiili aktiv transzport segitségével mintegy ,,megszabadul” a citotoxikus
anyagtol.

Ez a jelenség nem csak a tumor sejtekre jellemzd, hanem megtaldlhaté mas bioldgiai
membran rendszerekben is, ugyanezen mechanizmus felelds részben a taxol gasztrointesztindlis
traktusbol torténo elégtelen felszivodasért.

Roviden 6sszefoglalva taxol ordlis adagoldsat harom tényezd neheziti:

— A Biofarméciai Osztdlyozdsi Rendszer (BCS) szerint a IV. kategéridba tartozé
taxol oldékonysdga vizes kozegben igen rossz. A nem oldott formdban 1évo
hatéanyag nem tud &tjutni a sejtmembranon.

— A taxol ismert P-glikoprotein (Pgp) szubsztrat [Sparreboom €és mtsai. 1997.;
Horwitz és mtsai. 1993.]. Az MDR-ABC transzporterek (multi drug resistance —
ATP binding casette) a prokariétdktdl az emldsokig minden él6 szervezetben
megtaldlhatéak. Ezek a transzporterek biztositjdk a ,kémiai immunitist” a
sejtek, szovetek szdmdara [Sarkadi és mtsai. 2006.], mivel folyamatosan
meggitoljdk a xenobiotikumok, illetve bomlastermékeik felhalmozodéasat a
szovetekben. Hidroféb, illetve amfipatikus vegyiiletek konnyedén &t tudnénak
jutni a sejtmembrdn kettds lipid rétegén, am ezek a transzporterfehérjék

szelektiven szabdlyozzdk a sejtbe, illetve a sejtbdl torténd anyagforgalmat. Az
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P-glikoprotein mdsnéven MDR1 (ABCBI1) ezen kémiai immunitdst biztosito
transzporter-csalad jelentds tagja.

— A bélhdmsejtek, illetve a mdj citokrom P450 enzimeihez nagy affinitdssal
kotodik a taxol, igy még a szisztémas hatds elérése elott jelentds mennyiségii
(inaktiv) hidroxi-, illetve dihidroxipaclitaxel képzddik (5. dbra). [Shet és mtsai.
1993.; Harris és mtsai. 1994.].

Ezek ismeretében a kovetkezO utakon lehet javitani a taxol igen csekély, minddssze
1-2%-os oralis biohasznosithatdsdgan [Beijnen és mtsai. 1994.; Fujita 1994.; Eiseman €s mtsai.
1994.]. Az alkalmazott segédanyag vagy hordozérendszer idedlis esetben képes novelni az
oldékonysdgot, gétolja a Pgp mikodését és esetlegesen a CYP 450 enzimrendszert is. Ezen
felil szamitasba vehetd még a segédanyag membranlipidek Osszetételére gyakorolt hatasa,
vagy a szoros junkciok regulacidjanak modulélédldsa, mely az elsO esetben a transzcellularis, a

masodik esetben a paracelluldris passziv transzport fokoz6dasat eredményezheti.
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5. abra. A paclitaxel, masnéven taxol metabolizmusa

Az elmilt id6szakban tobb, a szer biohasznoithatosagat noveld torekvésrdl is jelentek
meg tanulmanyok. Alani és munkatdrsai feliiletaktiv anyagok segitségével novelték az
oldékonysagot, illetve a permeabilitast [Alani. és mtsai. 2010.]. Egyes kutatécsoportok
kemoterapeutikummal t6ltétt nanopartikulumok fejlesztésével alternativ injektabilis, illetve
ordlis adagolasra alkalmas gydgyszerformdk kialakitdsrol szdmoltak be [Bilensoy és mtsai.
2008.; Bhardwaj €s mtsai 2009.]. A kutatdsok jelentos hanyada a Pgp funkcio gatlasaban latja a
taxol felszivodasi inszuffiencidjanak a megoldasat. A Pgp gatlast Agiieros €s mtsai [Agiireos és
mtsai. 2010.], illetve Peltier és mtsai [Peltier és mtsai. 2006.] a CD-taxol komplexszel toltott
nanopartikulum, illetve a taxollal toltott lipid nanokapszula, azaz a gyégyszerhordozo rendszer
segitségével érték el. Varma és mitsi, illetve Collnot és mtsi nem a hordozdérendszer

segitségével, hanem D-a-tokoferil-polietilén-glikol szdrmazékok, mint ismert Pgp gatld
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segédanyagoknak a farmakonnal torténd egyiittes addsdval érték el az efflux csokkenését
[Varma €s Panchagnula. 2005.; Collnot és mtsai. 2006.]. A ciklosporin A (CSA), mint igazolt
Pgp inhibitor [Saeki €s mtsai. 1993.] taxollal torténd egyiittes ordlis adagolasa is jelentOs taxol
szérumszint emelkedést okozott in vivo vizsgdlatok sordn [van Asperen és mtsai. 1998.;
Meerum Terwogt és mtsai. 1998.; 1999.]. A Pgp gatlds azonban kétélii fegyver lehet, hiszen a
hatéanyag felszivodasanak fokozasa mellett a Pgp gétlas noveli a kiillonbozo, akar a szervezet

szdmadra kéros xenobiotikumok bejutdsat a szervezetbe.

2.3. A taxol és a CD-ek

A taxol kapcsan tobbféle tanulmanyrdl taldlunk beszamoldkat a szakirodalomban,
melyek sordn a taxol biohasznosithatésagit valtozatos médon prébaltdk fokozni. Idedlis
hordoz6 rendszer, illetve segédanyag képes lenne egyszerre ndvelni az oldékonysagot, a
felszivodast €s gatolnd az aktiv efflux mechanizmusokat. A CD-ek alkalmasak a kis
vizoldékonysdgi molekuldk oldékonysdganak és ezzel egyiitt a biohasznosithatésdganak
novelésére [Alcaro és mtsai. 2008.; Cserhati €s Holl6 1994.; Sharma és mtsai. 1995.]. Egy
korabbi tanulmanyban Bouquet és mtsi megvizsgiltdk az FDA engedéllyel is rendelkezo
hidroxipropil-B-CD (HPBCD) taxollal torténd komplexdldsi tulajdonsdgait. A HPBCD
alacsony, 2% hatédsfokkal volt képes komplexdlni a taxolt, ebbdl adédbéan az oldékonysédgot is
csak kis mértékben novelte [Bouquet és mtsai. 2007.]. A taxollal torténd komplexképzés terén
leghatékonyabbnak a metil-B-CD-ek bizonyultak. A 2,6-di-O-metil-B-CD (Dimeb) és a random
metil-B-CD (Rameb) 90%-o0s hatékonysdggal képes komplexdlni a taxolt. Tehat a metil-B-CD
szarmazékok a taxol oldékonysagét jobban tudjdk fokozni, mint a HPBCD [Sharma és mtsai.
1995.]1. A B-CD-ek lipofil anyagok oldékonysdgit noveld hatdsa [Ventura és mtsai. 2006.;
Szejtli 1994.] mellett az irodalomban taldlhatunk a B-CD-ek Pgp miikodésére gyakorolt
hatdsardl is adatokat [Arima €s mtsai. 2001.; 2004.; Fenyvesi és mtsai. 2008.], mely felveti
alkalmazdasuk lehetdségét kemoterapeutikumok ordlis gydgyszerkészitményként vald
formulédldsdban. EbbOl addédéan tobb kutatdcsoport is tanulmdnyozta komlexalasi
tulajdonsagukon kiviil a biztonsdgossagukat [Uekama €s mtsai. 2008.; Albers és Miiller 1995.;
Maestrelli €s mtsai. 2008.; Rajewski és Stella 1996.].
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2.4. A sejtkultirak

A gydgyszerfejlesztés sordn a preklinikai fazis fontos dllomdasat képviseli a jelolt
molekula sejtvonalakon torténd tesztelése. Kiilonbozo sejtvonalak, illetve az altaluk kialakitott
modell rendszerek segitségével megjosolhatdé egyes farmakonok, segédanyagok toxicitdsai,
illetve farmakokinetikai tulajdonsédgai. Ilyen sejtvonal a Hela sejtvonal, mely humén cervix
carcinoma eredetli. Mivel konnyen tenyészthetd, alkalmas a farmakonok, segédanyagok
elézetes tesztelésére. Az ordlis adagoldsi gydgyszerkészitmények felszivodasanak,

transzepithelialis transzportjdnak tesztelésére a Caco-2 sejtvonalat hasznaljak a leggyakrabban.

2.4.1.A Caco-2 sejtvonal

A Caco-2 sejtvonal human colon adenokarcinoma eredetli. Ezt a sejttipust igen széles
korben alkalmazzdk a vékonybélbdl torténd gyodgyszerfelszivodas in vitro modellezésére. A
Caco-2 sejtvonal rendelkezik mindazon tulajdonsidgokkal, amely feltétele lehet az in vivo
intesztindlis felszivodds modellezésének per os adagolt gydgyszerkészitmények esetében. Ez a
sejtvonal egybefiiggd sejtréteg, azaz monolayer kialakitdsara képes. A monolayer polarizalt
enterocitdkbol all. A differencidlodott sejtek apikdlis felszinét mikrovillusok boritjdk, és a
sejtmembranjukban megtaldlhatéak ugyanazon aktiv transzporterek, mint a human jejunumban.
A monolayert alkot6 sejtek kdzotti szoros kapcsolatot a szoros junkcidk biztositjak.

A Caco-2 sejtek altal kialakitott monolayer segitségével tanulmanyozhaté az
intesztindlis epitheliumon keresztiili transzport-folyamatok szinte mindegyike, melyek
szabdlyozzdk a gydgyszerfelszivodast [Hunter és mtsai. 1997.].

A monolayeren €és intesztindlis epitheliumon keresztiili gydégyszertranszport lehet

(6. abra):

\ 4 v

6. abra. A farmakonok transzportjanak lehetséges atvonalai
A.) Transzcellularis passziv transzport; B.) Paracellularis passziv transzport; C.) Transzcelluldris aktiv
transzport; D.) Aktiv efflux; E.) Transzcit6zis
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A. Transzcellularis passziv transzport
Azok a vegyiiletek, melyek lipofil tulajdonsdguak, konnyedén at tudnak hatolni a
sejtmembrianon. Ahhoz azonban, hogy a citoplazman is konnyedén 4t tudjon hatolni a vegyiilet,
elengedhetetlen a megfeleld vizoldékonysag is. Ezek a vegyiiletek teljes mértékben és gyorsan
felszivodnak fel. Az a tény, mely szerint a kefe-szerli felszin tobb mint ezerszer nagyobb
felszivo feliiletet jelent, mint a paracelluléris felszivo feliilet, feltételezhetjiik, hogy az ilyen
tipusu anyagok transzcelluldrisan, passziv transzporttal jutnak 4t a barrieren. [Pappenheimer €s

mtsai. 1987.].

B. Paracelluléris passziv transzport

A peptidek és a hidrofil kis molekuldju (M,<350) hatéanyagok, amelyek passziv uton
lassan és nem teljesen szivédnak fel, csak nagyon kis mértékben, vagy egydltaldn nem tudnak
athatolni a sejtmembrdnon. Az elfogadott nézet szerint az ilyen vegyiiletek a paracelluldrisan
elhelyezkedd porusokon keresztiil jutnak at a monolayeren. Azonban még nem teljesen
tisztazott, hogy az ilyen tulajdonsdgokkal rendelkez6 molekuldk csak paracelluldrisan
transzportdlédhatnak-e [Nellans 1991.]. Tegyiik fel, hogy egy hidrofil molekula megoszlasi
hanyadosa a sejtmembrdn és az extracelluldris folyadék kozott 1x10~. Azok a molekuldk,
amelyek feltételezhetden paracellularis uton transzportalddnak, mint példaul a mannitol, 10
nagysagrendl oktanol/viz megoszlasi hdnyadossal rendelkeznek [Artursson és mtsai. 1991.].Az
oktanol/viz megoszlasi hdnyadossal a passziv transzcelluldris, lipid membrdnon at torténd
diffiziét modellezhetjiik a passziv paracellularis ttvonal figyelmen kiviil hagydsdval [Martin
1981.]. Ha figyelembe vessziik azt, hogy az intesztinalis epithelium luminalis sejtmembréinja
tobb mint ezerszer nagyobb, mint a paracelluldris porus felszivo feliilete, arra a kovetkeztetésre
juthatunk, hogy ez a kiilonbség kompenzalhatja a sejtmembran s az extracelluldris tér kozotti
megoszlds  kiilonbségét. Tehat elméletileg a hidrofil anyagok hasonlé mértékben
transzportdlodhatnak passzivan transzcelluldris uton, mint paracelluldris uton [Artursson €és
mtsai. 1996.]. Gyakorlatilag viszont a szoros junkcidk, amelyek a paracelluldris utvonalon
nehezitik a felszivodast, csokkentik a paracelluldris transzport hatékonysdgat. A paracelluléris
passziv felszivodds hatékonysdgdnak novelésével kapcsolatban igen sokan végeznek
kutatdsokat. A kutatok nagy része a szoros junkcidk regulaciéjanak megvaltoztatdsaban latja a

megoldast [Hochman €és mtsai. 1994.].
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C. Transzcellularis aktiv transzport

A transzcellularis aktiv transzport carrier-fehérjék dltal torténik. Ezek a carrier-fehérjék
nagy specifitdssal rendelkeznek bizonyos anyagokra nézve. Vitaminok, epesavak és az
aminosavak is ezen az utén szivodnak fel [Hidalgo és Li 1996.]. Ilyen tton transzportalodik a
hidrofil hatéanyagok egy része, példaul az L-dopa, a D cikloszerin, a cefalosporinok kis része
az aminosav transzporter rendszer segitségével, mig az ACE-gatlok az oligopeptid transzporter
rendszer segitségével. Gyakran elmondhato, hogy a felszivodas sordan az aktiv forma mellett
megtaldlhat6 a passziv forma is, még ha kisebb mértékii is. A passziv felszivodas akkor kap
szerepet, mikor az aktiv transzport rendszer telitddott. llyenkor a passziv abszorpcié mértéke
no. Olyan anyagok esetén, amelyeknek a passziv permeabilitasa alacsony, az aktiv ut telitddése
csokkent mértékii felszivodashoz vezet [Lennernids és mtsai. 1993.]. A telitddést okozhatja egy
olyan tipanyag, amely ugyanazon carrier-fehérje segitségével szivodik fel, mint a gyogyszer,

illetve okozhatja a magas gyogyszerszint is.

D. Aktiv efflux

Az aktiv efflux jelensége igen sok gyodgyszer felszivodasit akadédlyozza meg. Ez a
mechanizmus meggatolja bizonyos szerek datjutdsat az epithelidlis sejtrétegen. Az eddig
felsorolt transzportokkal ellentétben ez a mechanizmus a béllumen, az apikdlis oldal felé
transzportdlja a vegyiileteket. Mint az aktiv transzport jelenségek esetén daltaldban, itt is
fehérjék révén valésul meg a transzport. Az enterocytidkban a kovetkezd transzporterek
taldlhatéak: a legjelentésebb a P-glikoprotein (Pgp), de emellet Multidrug Resistance 2
(MDR?2), és a Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) is megtaldlhaté [Szakdcs és mitsai.
2008.]. Ezeket a transzportereket telitve pont az ellenkezd hatast érhetjiik el, mint az aktiv
transzcelluldris transzport esetében. A rendszer telitése a felszivodds fokozddasat eredményezi
[Hunter és mtsai. 1993.]. Sokszor ez nagy mennyiségli hatéanyag-bevitelt jelent, ami nem
minden esetben oldhaté meg, példdul a citosztatikumok esetében. Ellenben, ha efflux
transzporter szubsztrdt hatéanyaggal egyiitt efflux transzporter gatldé segédanyagot
alkalmazunk, a hatéanyag membréanon keresztiii 4tjutdsa jelentésen novekszik anélkiil, hogy a
hatéanyag mennyiségét megnovelnénk [Varma és Panchagnula 2005.; Collnot és mtsai. 2006.;

van Asperen €és mtsai. 1998.; Meerum Terwogt és mtsai. 1998.; 1999.].
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E. Transzcitdzis

Eddigi ismereteink szerint a transzcitdzis nem tolt be jelentOs szerepet a gyogyszerek
felszivodasaban. Olyan anyagok transzportja torténhet ilyen moddon, amelyeket a
molekulaméretiik kizdr a tobbi transzportbol. A transzcitdzis két részbdl all. Eldszor a sejt
endocitézissal felveszi a transzportdlddé molekuldt, majd a képzddott vezikulum a sejt
tavolabbi membranjan keresztiil exocitozissal iiriil ki. A vezikulum a sejtmembran beflizodése
révén jon létre, €s nagy mennyiségben tartalmazhat proteolitikus enzimeket, igy az exogén
proteinek nagy része, amely endocitézissal szivodik fel, jelentds degradacion megy keresztiil.
A Bjr-vitamin felszivodasa a legjellemzdébb példa erre az Utvonalra az intesztindlis epithelium
esetében [Dix és mtsai. 1990.]. Mindemellett a vékonybél epitheliuméban elhelyezkedd limfoid
szovetet boritd M-sejtek antigén-felvétele ezen a transzport utvonalon valdsul meg

[Kraehenbuhl és Neutra 1992.].

Sok tanulmanynak az volt a célja, hogy felderitse a Caco-2 sejtek altal kialakitott
monolayeren val6 abszorpcio és az in vivo felszivodas kozotti Osszefiiggést. Artursson és mtsai.
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az az anyag, amely gyorsan és tokéletesen felszivodik
in vivo, annak magas permeabilitasi koefficiense van in vitro, illetve az az anyag, amely lassan
és alig szivodik fel, annak a permeabilitasi koefficiense in vitro igen alacsony. [Artursson €és
mtsai. 1991.]. Mas tanulmdnyok arra irdnyulnak, hogy milyen mértékben lehet élethiien
modellezni a felszivodast a Caco-2 sejtekkel. Lennernids és mtsai. Caco-2 sejteken €s in situ
humén jejunumon végeztek vizsgédlatokat. Olyan anyagok felszivodasat vizsgaltdk, amelyek
vagy gyorsan €s teljes mértékben, azaz passziv transzcelluldris uton szivédnak fel, illetve
olyanokat, amelyek lassan és kis mértékben, azaz passziv paracelluldris uton szivédnak fel.
Vizsgalataik sordn azt tapasztaltdk, hogy az eltérés a két vizsgélati elrendezésben mért, passziv
transzcelluldris dton felszivodé anyagok effektiv permeabilitdsa kozott 2-4-szeres. Ezzel
szemben a passziv paracelluldris tton transzportdldod6 anyagok effektiv permeabilitdsa esetén
az eltérés 30-80-szoros is lehet. Mindkét esetben a human felszivodas mértéke volt a nagyobb
[Lennernds és mtsai. 1996.]. Erre az igen nagy eltérésre a két legvaldsziniibb magyarazat a
paracellularis felszivodasi tdtvonal kozotti kiillonbségek, illetve a felszivé feliilet kozotti
kiilonbségek adhatjdk. A paracelluléris felszivodast jelentdsen befolydsoljak a szoros junkcidk.
Vizsgalatok igazoltdk, hogy a humén jejunumban 1év0 szoros junkcidk nem mindségiikben
térnek el a Caco-2 monolayerben talalhatdaktol, hanem a Caco-2 sejtek kozott 1évo szoros

junkcidk kevésbé nyitottak, szorosabb kapcsolddast alakitanak ki [Artursson és mtsai. 1993.].
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Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Caco-2 sejtvonal alkalmas az intesztindlis
epitheliumon keresztiili gydgyszerfelszivodds minden utvonaldnak vizsgdlatira, de az in vivo
passziv transzpor modellezhetd legjobban a Caco-2 monolayer hasonlé mechanizmusaval.
Mivel a paracelluldris felszivodds mértéke jelentésen kisebb in vitro, igy a Caco-2 sejtek
segitségével, nagy hatékonysaggal kisziirhetok azok a hatéanyagok, amelyek felszivédasa ilyen

uton nem lenne megfeleld in vivo.

2.4.2. A transzport modell

A gyogyszerkészitmények fejlesztése sordn — mind az origindlis, mind a generikus
gyogyszerkutatdsban — végeznek egyenértékiiségi vizsgilatokat. Ezek a vizsgdlatok elsdsorban
in vitro hatéanyag-kiold6dasi tesztek, masrészt bioegyenértékliségi vizsgilatok. A cél mindkét
esetben a biologiai hasznosithatésdg optimalizdldsa. A  transzport modellek —
bioegyenértékliségi vizsgalatok részeként — alkalmasak arra, hogy még a klinikai fazisok elott
kikiiszobolhetéek legyenek a felszivédassal kapcsolatos problémdk. Igen eltérd vizsgdlati
technikdkat alkalmaznak az iparban és a tudomdnyban [Braun és mtsai. 2000.; Hillgren és
mtsai. 1995]. A legegyszeriibb rendszer az oktanol/viz megoszldsi hanyados vizsgalata. A
kapott érték a szerves €s vizes fazis kozotti megoszlas mértékét adja meg, és igy a molekula
sejtmembranon keresztiili diffizidjara utal. Azonban ez a mdédszer csak a passziv felszivodas
mértékének becslésére alkalmas, mivel alkalmazésa sordn a farmakon csak passziv diffizidval
tud atjutni az egyik fazisbol a masikba, in vivo pedig az aktiv transzport is igen nagy szerepet
tolt be a felszivodasban. Ha egy hasonlé rendszert dolgozunk ki, mint a bélham felszivé
rendszere, igen megbizhato és in vivo-hoz hasonlé adatokat kaphatunk a felszivodas mértékére,
mechanizmusédra nézve [Wills és mtsai. 1994.]. Azt azonban nem szabad figyelmen kiviil
hagyni, hogy ha olyan farmakont vizsgalunk, amelynek akdr a metabolizmusa, akir a
clearance-e igen gyors és nagyfoku a kezelt €l0lényben, az in vitro modellen elvégzett
vizsgdlatokbdl levont kovetkeztetések nem feltétleniil lesznek prediktivek az in vivo
vizsgdlatokra nézve. Ilyen esetekben az dallatkisérletek lesznek a leginformativabbak,
mindazonaltal igen hasznos lehet 0sszehasonlitani az in vitro transzport modellbdl €s az in vivo
vizsgalatb6l szarmazd farmakokinetikai adatokat. A szakirodalmi adatok [Bailey és mtsai.
1996.] azt mutatjdk, hogy éaltaldban igen szoros korrelacid mutatkozik ezen adatok kozott.
Tehat az in vitro transzport modellek igen j6 kiinduldsi pontot adnak az in vivo allatkisérletek

és a humén vizsgdlatok tervezéséhez.
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A Caco-2 sejteket igen széles korben alkalmazzak in vitro felszivodasi vizsgélatokhoz,
az elso ilyen modellt Hidalgo és mtsai. jellemezték [Hidalgo és mtsai. 1989.]. A Caco-2
sejtvonal rendelkezik olyan kiilonleges tulajdonsagokkal, amelyek alkalmassa teszik élethii
modell 1étrehozésara. Ilyen tulajdonsdg példaul, hogy képes monolayer-t 1étrehozni, és felszivo
bélhamként viselkedik in vitro koriilmények kozott is.

A transzport modell kialakitasdhoz a Caco-2 sejteket patkany farkdbol szdrmazd I
tipusu kollagénnel bevont polikarbondt membrinra novesztik. Ez a membrdn és a rajta

kialakulé monolayer valasztja el egymastdl a rendszer két folyadékterét (7. 4bra).

Apikalis kamra
Caco-2 sejtréteg

T [ [T
\

/ \
/ \

Bazilis kamra Pororus membran

7. abra. A Caco-2 transzport modell vazlata Az apikalis kamra feldl a bazdlis kamra felé torténik a farmakon-
transzport.

Az apikdlis €s a bazdlis kamra tdpoldatot tartalmaz. A kisérletek sordn ezt a tdpoldatot
pufferoldattal helyettesitik, mert a tdpoldatban 1év0 anyagok megkothetik a vizsgdlni kivant
farmakont. Az apikdlis kamra a bél lumenének felel meg, ennek megfelelden ide helyezik be a
vizsgdlati anyagot. A bazalis kamra pedig a bélhdm villusdnak kotoszovetes allomdnydval
egyenértékli. A vizsgalatok sordn azt az anyagmennyiséget, ami ebben a kamraban megjelent,
felszivodottnak tekintik. A bazdlis kamrdba atjutott anyagmennyiség meghatdrozdsara érzékeny
modszereket alkalmaznak, hogy minél kisebb koncentrdciéban kelljen alkalmazni a vizsgélt
anyagot. [lyen mddszer lehet példaul az izotopos molekulajelzés.

A leggyakrabban alkalmazott, kb 200000 sejt/crn2 kezdeti sejtstirliség esetén a Caco-2
sejtek 15-21 nap alatt alakitjak ki az Osszefiiggd, intakt sejtréteget, a sejtek kozott kialakulnak a
szoros junkcidk, melyet a magas transzepithelidlis elektromos ellendllds (TEER) érték is jelzi
[Bailey és mtsai. 1996.]. A membrdanra helyezést kovetden a sejtréteg allapotat nyomon kell

kovetni. Két technika is alkalmas a monolayer jellemzésére. Az egyik technika sordn olyan
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anyagoknak datjutdsit nézik, amelyek kizdr6lag csak paracelluldrisan tudnak dathatolni a
sejtrétegen. Ilyen példdul a dextran 70000, a PEG 4000, és a mannitol. Ezek kiilonb6z6 méreti
molekuldk, a legnagyobb a dextrdn 70000, a legkisebb a mannitol. Bailey €s mtsai. vizsgaltak
ennek a hdrom anyagnak az atjutdsit Caco-2 sejtrétegen, ezzel bizonyitva a monolayer
kialakuldsat, és integritdsat. Eredményeik azt mutattdk, hogy az els6 napokban mindhirom
anyag atjutasa igen nagymértékii volt. A napok muldsaval, ahogy a sejtek osztddtak €s egyre
inkdbb Osszefiiggd réteget hoztak létre, az atjutds mértéke lecsokkent. A 21. nap utdn
gyakorlatilag csak a kis molekuldji mannitol volt képes minimdlis mennyiségben atjutni a
sejtrétegen. Ordnként az ©ssz mannitol mennyiségének kevesebb, mint 0,5%-a jutott 4t
37°C-on pH 7,4-en. Leghamarabb a dextran atjutasa sziint meg [Bailey és mtsai. 1996.]. Az 1d6
eldre haladtaval a sejtek kozotti szoros junkciok kialakuldsaval a sejtréteg barrier funkcidja
1étrejott. Ezt az eredményt aldtdmasztjdk azok a sejtmorfoldgiai vizsgélatok, melyek az
elektronmikroszkdppal készitett felvételeken a jol definidlhaté mikrovillusokat, szoros
junkcidkat mutatnak €s, melyek a monolayer teljes teriiletén megtaldlhatéak [Pinto és mtsai.
1983.; Rousset. €s mtsai. 1986.; Hidalgo és mtsai. 1989.; Hilgers és mtsai. 1990.].

A maésik technika a sejtréteg épségének vizsgdlatdira a TEER (transzepithelidlis
elektromos ellendllds) érték meghatarozdsa. A TEER a bazailis és az apikdlis kamra kozott
kialakul6 elektromos ellenallast jelenti. Mértékegysége Ohmxcm® . A TEER mérésére az
apikalis, illetve a bazalis kamraba az ellenallasmér6 egy-egy elektrodjat kell bemeriteni. A
mérés sordn fontos kisérleti koriilmény a homérséklet, a pH, illetve a médium Osszetétele.
Fontos, hogy a vizsgdlat eldtt az elektrodot ekvilibrdljuk olyan oldatban, amilyeben a mérést
végezni fogjuk. A membranra helyezést kovetd napokon a TEER érték novekszik. Ez jelzi a
szoros junkciok kialakulasat. A 4.-5. napon mar kialakul egy konfluens sejtréteg, de a
monolayernek nem csak ennek a kritériumnak kell megfelelnie a felszivodasi vizsgalatok
megvaldsitdsdhoz. Az exponencidlis novekedés fazisdban a TEER érték eltér a stabil, platd
fazisban mért TEER értéktdl. Ennek hatterében az all, hogy a konfluens sejtek e két fazisaban
expresszalodo proteinjei kozott kvantitativ €s kvalitativ kiilonbség is adddik, kiilondsen a
transzport fehérjék tekintetében [Anderle és mtsai. 1998.; Rothen-Rutishauser és mtsai. 1998.].
A TEER érték elérheti az 1100-1800 Ohmxcm? értéket. Miutdn elérte a maximumot, kozel
allandé6 értéken marad, majd mikor a sejtréteg eloregszik, a TEER érték ismét csokken. Bailey
és mtsai. szerint ez a kihelyezést kovetd 30. nap utdn kovetkezik be. A vizsgalatokat a
megfeleld TEER érték elérése utan lehet elkezdeni. Kozleményekben erre vonatkozoan valtozo
értékek taldlhatéak, pl. 300-540 Ohmxcm? [Yau Yi Lau és mtsai 2004.], illetve 750-800

Ohmxcm? [Braun és mtsai. 2000.].
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A modell jellemzésének utols6 1épése az olyan anyagok Py, (1dtsz6lagos permeabilitdsi
koefficiens) értékeinek meghatdrozasa, melyek intesztindlis felszivodasa ismert az emberben.
Mint példaul a mannitol, polietilén-glikolok, melyek paracelluldris dton transzportdlédnak, a
monolayer integritdsidnak ellendrzésére szolgdlnak.; A metoprolol, a dexametazon
transzcelluldrisan transzportdl6do, igen nagy permeabilitdsd vegyiilet; a szulfaszalazin szintén
transzcelluldrisan transzportdlodik, de kis permeabilitdsi; a cimetidin, és az atenolol
paracellularisan transzportal6do, kis permeabilitdsu farmakonok [Marino és mtsai. 2005.].

A felsorolt anyagok P, értékeinek meghatarozdsdhoz megvizsgaljuk az dtjutdsukat a
monolayeren keresztiil. Az 4tjutott anyagmennyiségekbdl a kovetkezd képlettel szamoljuk ki a
P, értékeket:

Papp = dQ/dt x 1/(Cnull x A) (1. egyenlet)

dQ/dt = id6egység alatt atjutott anyagmennyiség (anyagmennyiség/s)
Cnull = donor transzportoldat kiindulési koncentréacidja (anyagmennyiség/ml)
A = effektiv felszin (sz)

Ezen értékek tizes alapu logaritmusanak fliggvényében dbrazolva az irodalombdl ismert
humdén felszivodas szdzalékos értékeit, egy jellegzetes szigmoid gorbét kapunk. Ez a gorbe
lehetdséget ad arra, hogy egy anyag altalunk meghatdrozott P,,, €értékét a gorbére helyezve
kovetkeztetést vonjunk le a human felszivodas mértékére nézve.

Az igy kapott gorbe csak az adott laboratériumra érvényes. A gorbét igen sok tényezd
befolydsolhatja, igy példaul a kisérleti koriilmények: Kim és mtsai. modell peptidek Caco-2
monolayeren és perfundalt patkdnybélen torténd felszivodasat hasonlitottdk Ossze.
Megéllapitottak, hogy a felszivodds a Caco-2 monolayeren volt nagyobb mértékii [Kim és
mtsai. 1993.]. Stewart €s mtsai. vizsgdlataik sordn pedig azt az eredményt kaptdk, hogy a Caco-
2 monolayeren a peptidek felszivodasa kisebb mértékili, mint a perfundalt patkanybélen [1995.].
Kim és mtsai. a permeabilitdsokat non-steady-state perfiizi6 utdn vizsgéltak, és a mezenterikus
cirkuldciéban mérték a megjelent peptidek mennyiségét, mig Stewart €s mtsai. steady-state
gyogyszerbevitelt alkalmaztak, €s a béllumenbdl vett mintdban 1évé hatdanyag koncentracidjat
mérték, majd ebbol az adatbdl kovetkeztettek vissza a felszivodott hatéanyag mennyiségére. A
masik tényezd, amely befolyasolja a felszivodast, igy a gorbét is, maga a sejtvonal. A Caco-2
sejtvonal minden laboratériumban mds és mdas szelekcids hatdsnak lehet kitéve [Valchon és
mtsai. 1992.]. Idével még az egy laboratériumon beliili populécié éltal kialakitott monolayerek

tulajdonsdgaiban is kialakulhatnak kiilonbségek. Kiilonbségek adédhatnak abbdl, hogy milyen

22



a passzdzsszam [Walter és mtsai. 1995.], milyen idds a sejttenyészet [Wilson és mtsai. 1990.],
és a tdpoldat kiillonbozdsége is okozhat eltéréseket [Jumarie €s mtsai. 1991.]. Tehat lathato,
hogy néha igen kockdazatos lehet a permeabilitasi értékeket Osszehasonlitani kiilonbozd
laboratériumok kozott, hiszen a sejtvonalbdl és a kisérleti koriilményekbdl is adddhatnak
eltérések. A kiilonbozd laboratériumokban meghatdrozott permeabilitdsi értékek direkt
Osszehasonlitdsa csak akkor lenne lehetséges, ha ugyanazon Caco-2 populacidval és ugyanazon

kisérleti koriilmények kozott végezik a kisérleteket.
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3. Célkitiizések

A gybgyszer bejutdsanak novelése, kiillonosen a IV. osztdlyba tartozé hatéanyagok
esetén, rendkiviil fontos feladat. A farmakonok felszivéddsdnak in vitro vizsgdlatdval
meghatarozhaté azok a tényezok, amelyek moduldlasdval a biofarméciai tulajdonsdgok
eldnyosen megvaltoztathatoak. Elengedhetetlen azoknak a folyamatoknak az ismerete és
megértése, melyek hatdsdra nagyobb mennyiségli hatéanyag képes dthatolni a bélhamsejtek
membréanjan, vagyis a bélhdm a hatéanyagra vonatkozé permeabilitisa nd. A felhasznalt
segédanyag tulajdonsagai is rendkiviili médon befolyésoljdk a hatdanyag bejuttatdsdnak modjat
és a dozirozasi forma kialakitasat. Ezért fontos ismerniink a segédanyagoknak a felszivodasra

gyakorolt hatdsat és az esetlegesen el6fordulé toxicitasi tulajdonsagaikat.

A vizsgalataink megtervezésekor ezeket a szempontokat figyelembe véve, a kovetkezd

célokat tiztik ki:

1. Caco-2 sejtek segitségével kialakitott in vitro transzport modell bedllitdsa, jellemzése

TEER méréssel, illetve ismert permeabilitdsu vegyiiletek segitségével.
2. Uj generéci6s metil-B-CD-ek citotoxicitdsanak, hemolitikus aktivitasanak jellemzése

3. Osszefiiggések feltérképezése a vizsgdlt CD-ek szerkezete, koleszterinoldd képessége,

citotoxicitasa, illetve hemolitikus aktivitasa kozott

4. A citotoxicitdsi és koleszterinoldé képesség alapjan legmegfelelobbnek itélt CD-ek

taxol transzportjara gyakorolt hatasdnak tanulmanyozasa Caco-2 transzport modellen

5. A kivélasztott CD-ek a taxol aktiv effluxara, illetve a barrier funkciokra gyakorolt

hatdsdnak tanulmanyozdasa.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A Ciklodextrinek

Vizsgalt p-CD-ek és roviditésiik

Szubsztituensek szama/CD

Trimeb Heptakis(2,3,6-tri-O-metil)-B-ciklodextrin Metil: 21
Dimeb-50;
Heptakis(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrin
Dimeb-80; Metil: 14
50, 80 és 95% izomer tisztasagu
Dimeb-95
Szulfopropil-heptakis(2,6-di-O-metil)-[3- Metil: 14
SPDimeb-50 PIOPEEP P _
ciklodextrin Szulfopropil: 3
Karboximetil-heptakis(2,6-di-O-metil)-[3- Metil: 14
CMDimeb-50 o
ciklodextrin natrium sdja Karboximetil: 2
L o . . Metil: 14
Karboximetil-hidroxietil-heptakis(2,6-di-O-
CMHEDimeb Karboximetil: 2.5
metil)-f-ciklodextrin
hidroxietil: 4.5
Rameb Random metil-B-ciklodextrin Metil: 12
Metil: 12
SuRameb Szukcinil-metil-B-ciklodextrin
Szukcinil: 1-2
Metil-6-monodeoxi-6-monoamino-f3- Metil: 12
MaRameb
ciklodextrin Amino: 1
Parmeb Részlegesen metilezett-B-ciklodextrin Metil: 9
Metil-6-monodeoxi-6-monoamino-f3- Metil: 9
MaParmeb
ciklodextrin Amino: 1
Crysmeb Metilezett-B-ciklodextrin Metil: 3-4
HPBCD Hidroxipropil-f-ciklodextrin Hidroxipropil: 3
QABCD Kvaterner amino-B-ciklodextrin Trimetilamino: 4
CMBCD Karboximetil-B-ciklodextrin Karboximetil: 3

2. tablazat. A vizsgalt p-ciklodextrin szarmazékok

A kisérletek sordn szdmos B-CD szdrmazék hatdsat vizsgdltuk. A Rameb a

Wacker Chemie-tdl (Németorszag), a Crysmeb a Roquette Fréres-t6l (Franciaorszdg) keriilt
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beszerzésre. Az egyéb B-CD szdrmazékokat, illetve a koleszterin/Dimeb-50 (4,63(m/m)%
koleszterin-tartalom) €s a koleszterin/Rameb (4,82(m/m)% koleszterin-tartalom) komplexeket a
Cyclolab Kft. (Cyclolab Cyclodextrin R&D Laboratory Ltd., Magyarorszdg) bocsdtotta

rendelkezésiinkre.(2. tablazat)

4.2. A sejttenyésztés

4.2.1. A Hela sejtvonal

Az eldkisérleteink sordn a B-CD-ek hatdsit Hela (European Collection of Cell Cultures,
Egyesiilt Kirdlysag) sejtvonalon vizsgaltuk. A tenyésztés sordn a sejteket standard
koriilmények kozott tartottuk [Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich,
Magyarorszag), mely 10(v/v)% hdével inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (Sigma-Aldrich,
Magyarorszdg), 2 mM L-glutamint, 100 mg/l gentamicint tartalmaz, 37°C-on, 5% CO,
atmoszféraban, 95%  paratartalom mellett]. Passzdlast 4-5 naponta végeztiink
0,05(m/v)% tripszin0,02(m/v)% EDTA-oldatot [0,5 g/l tripszin (Sigma-Aldrich,
Magyarorszag); 0,2 g/l EDTA (Sigma-Aldrich, Magyarorszdg)] alkalmazva a sejtek

felvalasztasahoz.

4.2.2. A Caco-2 sejtvonal

Vizsgdlataink sordn a Hela sejtvonal mellett az ECACC-t6] (European Collection of
Cell Cultures, Egyesiilt Kirdlysdg) szdrmaz6 Caco-2 sejtvonalat alkalmaztuk. A sejteket
10(v/v)% 1inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS, Sigma-Aldrich; Magyarorszag),
1(v/v)% nem esszencidlis aminosavat (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) €és 100 mg/ml
gentamicint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Sigma-Aldrich,
Magyarorszdg) tenyészté folyadékban novesztettik 37°C-on, 5% CO, atmoszférdban, 95%
paratartalom mellett. A sejteken minden 3-4 napon végeztiink tdpoldat cserét. A passzélashoz
0,05(m/v)% tripszin0,02(m/v)% EDTA-oldatot [0,5 g/l tripszin (Sigma-Aldrich,
Magyarorszag); 0,2 g/l EDTA (Sigma-Aldrich, Magyarorszdg )] hasznéltunk. A vizsgalatokat

25-42 passzazsszam kozott végeztiik.
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4.3. A koleszterinold6 képesség vizsgalata

A koleszterinold6 képesség vizsgdlatat a Cyclolab végezte el szamunkra, mely sordn
meghatéaroztak, hogy 1 ml 0,04 M koncentraci6ji B-CD oldat hany mg koleszterint tud oldatba
tartani, azaz komplexdlni. A vizsgdlat protokollja a kdvetkez6: 0,04 M B-CD desztillalt vizzel
készitett oldatahoz nagy feleslegben koleszterint adtak. A szuszpenzidt szobahOmérsékleten 12
oran at kevertették. Az inkubdlds utdn a szuszpenziét megsziirték, majd a filtraitum koleszterin
tartalmdt HPLC segitségével hataroztdk meg. Az oszlopban reverz fazisi Nucleosil 120-5, C;g
4*100 mm (Macharey Nagel, Németorszag) toltetet alkalmaztak, a kromatografiat 40°C-on
végezték, Az elucidhoz izokratikus acetonitril:2-propanol (3:1) elegyét hasznaltak.. Az UV
abszorbancia detektdlds 210 nm-en tortént. A filtrdtumban 1évd oldott koleszterin tartalmat

mg/ml-ben fejezték ki.

4.4. Az MTT-teszt

Az MTT assay-t a sejttipusoknak megfelelden két protokoll alapjin végeztiik:

4.4.1. A Hela sejtvonal

A sejteket 24 lyuku platbe helyeztiik (8 x 10* sejt/lyuk). 2-3 napos inkubdlads utan a
platet foszfat pufferes séoldattal (PBS) mostuk, majd a vizsgalt, PBS-sel késziilt kiilonb6z6
koncentraci6éju ciklodextrin oldatokat a sejtekre helyeztiik. 30 perces inkubécié utin
(37°C, 5% CO, atmoszféra, 95% paratartalom) a ciklodextrin oldatokat eltdvolitottuk, PBS-sel
torténd  kétszeri mosds utdn médiummal késziilt, 0,5 mg/ml koncentracidju
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid (MTT; Sigma-Aldrich,
Magyarorszag) oldattal inkubaltuk a sejteket tovabbi 4 6rdn keresztiil. A képzddott formazan
kristalyokrdl eldszor eltavolitottuk az MTT-oldatot, majd 200 pl dimetil-szulfoxid (DMSO)
(Sigma-Aldrich, Magyarorszag) segitségével feloldottuk a formazan kristalyokat. Az oldatok
abszorbancigjat Shimadzu UV-1601 spektrofotométer (Shimadzu, Japan) segitségével mértiik
570 nm-en. Csak a sejttormeléket tartalmazé szuszpenzid, mint héttér értékével korrigaltuk az
eredményeket, mert annak a mnimdlis mennyiségli redukdlatlan MTT-nek, amely a kisérlet
soran nem alakult at formazanna és a sejtekhez tapadva a mintdban maradt, a maximélis UV
elnyelése 380 nm €s 235 nm hulldmhosszon van. 570 nm-en nincs elnyelése a redukélatlan
MTT-nek. A korrigdlds sordn kivontuk az 570 nm-en mért abszorbancia értékekbdl a

sejttormelék szuszpenzid, mint hattér 690 nm-en mért abszorbancia értékeit. A korrigalt
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értékeket kezeletlen kontroll mintdk abszorbancia értékeihez viszonyitva szdzalékban fejeztiik

ki és a B-CD koncentricié fliggvényében abrazoltuk.

4.4.2. A Caco-2 sejtvonal

A vizsgilt B-CD-ek Caco-2 sejtekre gyakorolt hatdsit MTT teszttel vizsgaltuk
[Mosmann 1983.]. A Caco-2 sejteket 96-lyuku tenyésztoedénybe helyeztiik (10* sejt/ lyuk),
majd 7 napig a fentebb leirt tenyésztési koriilmények kozott tartottuk.

7 nap mulva kiilonb6z8 koncentraciéji, PBS-ben késziilt B-CD oldatot helyeztiink a
sejtekre. 30 perces inkubdldas utin médiummal késziilt, 0,5 mg/ml koncentracidju
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid (MTT) oldatra cseréltiik a B-CD
oldatot és tovabbi 3 6ran keresztiil 37°C-on inkubdltuk. Miutdn leszivtuk a feliildszot, a
keletkezett, vizben oldhatatlan formazdn kristdlyokat 200 pl sésavas 2-propanollal
(2-propanol:sésav = 25:1) oldottuk fel. Az oldatok abszorbancidjat FLUOstar Optima
microplate olvas6 (BMG LABTECH, Németorszdg) segitségével 570 nm-en mértiik. Az
abszorbancia értékeket a Hela sejteken végzett MTT-teszt lefrdsa szerint korrigdltuk. Az
eredményeket a kezeletlen kontroll mintdk abszorbancia értékeihez viszonyitva szdzalékban
fejeztik ki és a B-CD koncentricié fiiggvényében dbrazoltuk. Az dbrdk segitségével

meghatédroztuk az ICsg értékeket (50% mitokondridlis enzim inaktivicio).

4.5. A hemolitikus aktivitas teszt

A B-CD-ek hemolitikus aktivitdsdnak vizsgdlatdhoz egészséges human donorok vérét
hasznéltuk. A citrattal antikoaguldlt mintdkbodl a vér alakos elemeit centrifugdlassal szeparaltuk
(2500xg, 10 perc), majd PBS-sel haromszor mostuk. A PBS-sel késziilt, kiilonbozo
koncentréci6ji B-CD oldatokhoz (pH 7,2) 5 x 107 szdmi erythrocytat adtunk. 10 perces, 37°C-
on torténd inkubdlds utdn a mintdkat 5000xg centrifugdltuk. A hemolizis kovetkeztében
kiszabadul6 hemoglobin abszorbancidjat mértiikk a feliiliszoban 540 nm-en Hitachi 220 A
spektrofotométer (Hitachi, USA), illetve FLUOstar OPTIMA microplate reader (BMG
LABTECH, Németorszag) segitségével. A kontroll kisérlet sordn az erythrocytdkat desztillalt
vizben inkubdltuk 10 percig, ezalatt végment a teljes hemolizis. Majd centrifugéldst kovetden

megmértiik a feliiliszéban 1évo, kiszabadult hemoglobin abszorbancidjat 540 nm-en.
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Az eredményeket a teljes hemolizis sordn mért abszorbancia értékhez viszonyitva,
szdzalékosan fejeztik ki, majd a B-CD koncentricié fiiggvényében dbrazoltuk. Az 4brdk

segitségével meghatdroztuk a HCs értékeket (50% hemolitikus aktivitas).

4.6. A Caco-2 transzport modell kialakitasa, jellemzése

4.6.1. A transzport modell jellemzése transzepithelialis elektromos ellenallas méréssel

A B-CD-ek taxol transzportjdra gyakorolt hatdsdt Caco-2 sejtek 4ltal kialakitott
transzport modell segitségével vizsgdltuk. A vizsgédlathoz a sejteket Transwell® (Corning
Costar, USA) polikarbonat inzertre helyeztiik (0,4 pm porusméret, 2x10° sejt/inzert). A sejtek
tenyésztése a sejttenyésztés pontban emlitett koriilmények kozt tortént. Az inzerteken a
médiumot 2 naponta cseréltiik. A kiiiltetés utdni 20-30 nap kozott hasznaltuk az inzeteket a
transzport kisérletekhez, mikor a Caco-2 sejtek stabil monolayert alkottak. A monolayer
kialakulasat transzepithelidlis elektromos ellendllas (TEER) méréssel kovettik nyomon
(Millicell-ERS voltohmmeter, Millipore, USA). A mért TEER értéket a 2. szamu egyenlet

alapjan korrigaltuk:

TEER (Ohmxcm2)=[Mért érték (Ohm)—iires inzert ellendllasa (Ohm)]xeffektiv feliilet (sz)

(2. egyenlet)

4.6.2. A transzport modell jellemzése ismert permeabilitasi vegyiiletek segitségével

A transzport vizsgédlatok soran 1000 Ohmxcm?® feletti TEER értékii monolayereket
hasznéltunk, harom pédrhuzamos mérést végeztink. A jellemzés sordn ismert human
abszorpcidju, vegyliletek atjutdsat vizsgaltuk a monolayeren keresztiil. Az inzerteket HBSS-
ben (Hanks’ Balanced Salt Solution; Sigma-Aldrich, Magyarorszag) mostuk (37°C, 30 perc),
majd a bazdlis kamrat megfeleld mennyiségii tiszta HBSS, azaz akceptor oldattal toltottiik meg.
Az apikdlis kamrat megfelel6 mennyiségti, 0,5 uCi/ml izotép tartalmi HBSS, azaz donor
oldattal toltottilk meg. A karakterizalds sordn mintdt a bazdlis kamrabdl 10., 30., 60., és 120.
percben, illetve gyorsan transzportdlédé anyagok esetén az 5., 10., 15.,és 90. percben vettiink.
A mintdk radioaktivitasat folyadék szcintillacios szamlélé késziilékkel hataroztuk meg (Tri-
Carb, PerkinElmer, USA). A mért dpm értékekbdl a latszolagos permeabilitdsi koefficienst
(Papp) a fentebb emlitett 1. egyenlet alapjan hataroztuk meg.

A Py, értékek tizes alapi logaritmusdnak fiiggvényében dbrazoltuk a humén

abszorpcios értékeket. Az alkalmazott radiojelzett vegyiileteket a 3. tabldzat foglalja Ossze.
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Alkalmazott radiojelzett o Humaén felszivodas mértéke
Abszorpcio jellege

vegyiiletek [Wessel és mtsai 1998.]

C-mannitol ) L.
Passziv paracellularis
(Amersham USA) 15%
_ - transzport
(fajlagos aktivitas: 2,18 GBgq/mmol)

*C — PEG-4000 . iy
Passziv paracellularis
(ARC USA) 0%

transzport
(fajlagos aktivitds: 35,15 MBq/gr)

7S Z
-szachardz , L.
Passziv transzcellularis

(Amersham USA) 40%
_ o transzport
(fajlagos aktivitds: 21,9 GBgq/mmol)
*H-etopozid
(Moravek Biochemicals USA) Pgp szubsztrat 50%

(fajlagos aktivitds: 18,5 GBg/mmol)

3
H-tesztoszteron , ..
Passziv transzcellularis
(Perkin-Elmer USA) 100%
_ o transzport
(fajlagos aktivitds: 1,66 GBgq/mmol)

*H-kortikoszteron , ..
Passziv transzcellularis
(Perkin-Elmer USA) 100%
transzport
(fajlagos aktivitds: 2,59 TBq/mmol)

3. tablazat. A transzport modell jellemzése soran alkalmazatott radiojelzett vegyiiletek

4.7. A [’H]-taxol permeabilitisanak vizsgalata

A vizsgélatok el6tt az inzerteket HBSS oldatban mostuk és inkubdltuk 37 °C-on 30
percig. A monolayer-ek integritasdnak ellendrzése céljabol a kisérletek eldtt €s utdn megmértiik
a TEER értékeket. A permeabilitasi vizsgalatok a kovetkezOképpen torténtek:

p-CD elokezelés, Protokoll I.: A monolayereket az apikdlisan elhelyezett 20 mM

Rameb, SuRameb, MaRameb oldatokkal inkubdltuk 37 °C-on 30 percen keresztiil. Ezutdn a
sejteket kétszer HBSS-sel mostuk. A B-CD eldkezelést kovetden kiilon kisérletben
meghatdroztuk az apikélis kamrabol a bazolaterdlis, illetve a bazolaterdlis kamrabdl az apikalis
felé a taxol permeabilitdsat. Apikdlis kamrdbol a bazolaterdlis kamrdba irdnyulé (A-B)
permeabilitdsi vizsgalat sordn az apikalis kamra tartalmazta a donor oldatot: 0,5 pCi/ml
[3H]taxol (Moravek Biochemicals USA), illetve 0,5 uCi/ml [14C]mannitol HBSS-ben. A taxol

fajlagos aktivitdsa 36,0 Ci/mmol és koncentracidja a donor oldatban 11,9 ng/ml volt. Ebben a
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kisérleti elrendezésben a bazolaterdlis kamra tartalmazta az akceptor oldatot, tiszta HBSS-t. A
mintdkat a bazolaterdlis kamrabol vettiikk 15-30 perces 1d0kozonként a 90. percig. A kivett
térfogatokban 1évd hatdanyag radioaktivitdsat késobbi szamitasok sordn figyelembe vettiink,
mely szerint a mintavételekkor kivett térfogatokban 1év6 taxol illetve mannitol radioaktivitast
hozzdadtuk a 90, percben vett mintdban 1év0 taxol/mannitol radioaktivitisdhoz. A kivett
térfogatokat HBSS-sel potoltuk. Néhdny vizsgalat soran ["*C]mannitol helyett ['*CIPEG-4000-t
alkalmaztunk, mint paracellularis marker.

A bazolateralis kamrabdl az apikalis felé (B-A) torténd taxol transzport mérések sordn a
donor oldatot a bazolaterdlis kamra tartalmazta: 0,5 uCi/ml [3H]taxol, illetve 0,5 pCi/ml
['*C]mannit HBSS-ben. Az akceptor oldatot, tiszta HBSS-t az apikalis kamra tartalmazta. A
mintdkat az apikdlis kamrabodl vettik 15-30 perces 1dOkozonként a 90. percig. A kivett
térfogatokat HBSS-sel poétoltuk, amelyet a késdbbi szamitdsok sordn figyelembe vettiink a
fentebb leirt médon.

Folyamatos B-CD kezelés Protokoll 2.: Az A-B irdnyd mérésekhez 0,5 uCi/ml
[3H]tax01, illetve 0,5 pCi/ml [14C]mannitol 20 mM Rameb, 20 mM MaRameb, 20 mM

SuRameb HBSS-sel késziilt oldatdval dsszekevertiink és eléinkubaltuk 37°C-on 30 percig.

A-B irdnyd permeabilitdsi mérések sordn az apikdlis kamra tartalmazta a donor, B-CD-
taxol oldatot a vizsgélat végéig, a 90. percig. Igy a B-CD kezelés a kisérlet teljes idStartama
alatt zajlott. A mintadkat az akceptor HBSS oldatot tartalmazo bazolateralis kamrabol vettiik 15-
30 perces idokozonként a 90. percig. A kivett térfogatokban 1év0 hatéanyag radioaktivitisat
késobbi szdmitdsok sordn figyelembe vettiink a Protokoll 1. A-B transzport vizsgdlatnal leirt
modon. A kivett térfogatokat HBSS-sel potoltuk.

A B-A irdanyd permeabilitdsi vizsgalatok sordn az apikdlis kamra tartalmazta az
akceptor oldatot: 20 mM Rameb, 20 mM MaRameb, 20 mM SuRameb HBSS-sel késziilt
oldatat. A donor oldatot a bazolaterdlis kamra tartalmazta: 0,5 pCi/ml [3H]tax01, illetve 0,5
uCi/ml ['*Clmannit HBSS-ben. A mintdkat az apikalis kamrabol vettik 15-30 perces
1dokozonként a 90. percig. A kivett térfogatokban 1évd hatéanyag radioaktivitasat késobbi
szamitasok sordn figyelembe vettiink a Protokoll 1. A-B transzport vizsgalatndl leirt médon. A
kivett térfogatokat 20 mM CD oldattal pétoltuk.

A Pgp gatlds vizsgdlatandl a 10 puM ciklosporin A-t (CSA; Sigma-Aldrich,
Magyarorszadg), mint ismert Pgp inhibitort az apikdlis kamra tartalmazta A-B és B-A
elrendezés esetén is.

Minden kisérlet sordn 3 parhuzamos mérést végeztiink. A mintdk radioaktivitdsit

folyadék scintillaciés szamlédlé késziilékkel hatdroztuk meg (Tri-Carb, PerkinElmer, USA).

31



A mért dpm értékekbdl a latszolagos permeabilitdsi koefficienst (P,p,) az 1. egyenlet alapjan

hatdroztuk meg.

4.8. Az immunhisztokémia

A vizsgédlathoz a sejteket Transwell® (Corning Costar, USA) poliészter filterre
helyeztiik (0,4 um pérusméret, 2x10’ sejt/filter). A sejtek tenyésztése a sejttenyésztés pontban
emlitett koriilmények kozt tortént. Az inzerteken a médiumot 2 naponta cseréltiik. A sejteket a
monolayer kialakuldsa utan 120 percig kezeltik 20 mM Rameb, MaRameb, vagy SuRameb
HBSS-sel késziilt oldataval. A kontroll, azaz kezeletlen inzert tiszta HBSS-t tartalmazott a 120
perc alatt. Az inkubdlds utan az inzerteket PBS-sel (pH 7,3) mostuk, majd 3% paraformaldehid
frissen depolimerizélt, PBS-sel készitett oldatdaval fixaltuk 30 percig. Majd a sejteket ZO-1
(Invitrogen USA), claudin-1 (Invitrogen USA), B-catenin (Sigma-Aldich, Magyarorszag)
primer antitestek 5 pg/ml koncentracioju oldataval inkubaltuk 1 6rdn 4t a nem-specifikus
antitestk6td helyeket blokkold 3% szarvasmarha szérum albumin oldattal egyiitt. Hiromszoros
PBS-sel torténd mosas utdn a Cy3-jelzett anti-rabbit IgG masodlagos antitesttel (Sigma-Adrich,
Magyarorszag) (2 pg/ml), illetve sejtmagfestésre alkalmas bis-benzimiddel (Sigma-Adrich,
Magyarorszag) (10 uM) inkubaltuk a sejteket tovdabbi 1 6rdn keresztiil. A festett sejtekkel
egyiitt az inzertek membranjat targylemezre rogzitettilk Gel Mount-tal (Biomeda, USA), majd
Nikon Eclipse TE2000 fluoreszcencids mikroszképpal tanulményoztuk (Nikon Japan), Spot RT

digitédlis kamerdval fényképeztiik (Diagnostic Instruments, USA).

4.9. Statisztikai analizis

Az adatokat statisztikailag a SigmaStat (version 3.1. SPSS Inc.) program segitségével
elemeztiik, és az atlagukat dbrazoltuk £ SD. A csoportok Osszehasonlitdsat one-way ANOVA-
val végeztiilk, amelyet Holm-Sidak post hoc teszt kovetett. A kiillonbségeket p<0,05 esetén

tekintettiik szignifikdnsnak.
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5. Eredmények

5.1. A monolayer Kkialakulasa, transzport modell jellemzése

5.1.1 A transzport modell jellemzése TEER értékkel

Megvizsgaltuk, hogy hogyan hat a passzdzs-szam a Caco-2 monolayer kialakuldsara. 7-
7 inzertet tanulmdnyoztunk. A 14. dbrdn a 2. egyenlet szerint korrigdlt értékeket abrazoltuk.
Jelentds eltérést nem tapasztaltunk a kiilonbozo passzazs-szamu sejtek monolayer kialakitd
képessége kozott, a két gorbe lefutdsa kozott szamottevo kiilonbség nincs. A TEER érték 15
napig emelkedett. A maximalis érték a 6-os passzdzs-szdmu populdcié esetén 1385 Ohmxcm?,
a 28-as passzdzs-szdmd populdcié esetén 1557 Ohmxcm’. Az ezt koveté plato fazisban,

amelyben a transzportvizsgalatok végezhetdek, a TEER értékek megtartottak voltak a 30.
napig.
—&— 6-0s passzdzs-szamu sejtvonal

—l— 28-as passzdzs-szdmu sejtvonal
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14. abra. A TEER-érték alakulasa az idé fiiggvényében A mért adatokat 4tlag+SD formaban

abrazoltuk (n=6).

5.1.2 A transzport modell jellemzése ismert permeabilitasi vegyiiletek segitségével

A transzport modell tovabbi jellemzéséhez 6 radiojelzett anyagot alkalmaztunk. A
vizsgdlat eredményét a 15. dbra mutatja. Az &ltalunk mért latszélagos permeabilitdsi
koefficiens (P,pp) értékek a kdvetkez6k: PEG 4000 = 1,25 x 107 + 2,18 x 108 cm/s; mannitol =
1,72 x 107 + 5,45 x 10® cm/s; szacharéz = 3,63 x 107 + 1,28 x 107 cm/s; kortikoszteron =
2,15 x 107 + 4,43 x 10 cm/s; tesztoszteron = 2,30 x 10” + 4,21 x 10° cm/s. Ezeknek az

értékeknek a 10-es alapu logaritmusat dbrazoltuk.
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15. abra. A transzport modell jellemzése ismert permeabilitasi vegyiiletek segitségével A pontok
altal meghatarozott szigmoid gorbe lehetdséget ad arra, hogy egy anyag altalunk meghatarozott Papp értékét a

gorbére helyezve kovetkeztetést vonjunk le a human felszivédas mértékére nézve (n=3).

Artusson €s mtsai. 0sszegytjjtottek 4 kutatocsoport dltal mért Py, értékeket [Artusson €s
mtsai. 1996.]. A mannitol esetében a logP,,, értékek -6,9 és -5,5 kozotti tartomanyban vannak.
Az altalunk meghatarozott logP,,, mannitol esetén -6,76. A kozleményekben a tesztoszteron €s
a kortikoszteron logP,,, ért€ke -5 és -4 kozzé esik. Ezek az dltalunk mért értékek - 4,67 és —

4,64.

5.2. A B-CD szarmazékok koleszterinoldé képességének viszgalata

Ismert tény, hogy a metil-B-CD-ek nagy affinitdssal komplexdljdk a koleszterint.
Megvizsgaltuk a kiilonb6zé metil-B-CD-ek koleszterinoldé képességét a szubsztitudltsig
szemszOgébol. A vizsgilathoz a CD-ek 0,04 M koncentracidju oldatat alkalmaztuk. A gliikéz
gyurli metil szubsztituenseinek szdma 3 és 21 k6zott mozgott. A legkevesebb metil-csoportot a
Crysmeb (DS: 3-4), a legtobbet a Trimeb (DS: 21) tartalmazza. A Crysmeb esetében a gyuriit
alkotd, minden masodik gliik6z molekuldhoz 1 metil csoport kapcsolédik. A Rameb és a
Parmeb minden gliikkéz molekuldjdhoz legaldbb egy metil-csoport kapcsoldodik. Gliikéz
molekuldnként a Dimeb kettd, a Trimeb harom metil-csoportot tartalmaz. A vizsgalat sordn azt

tapasztaltuk, hogy a metil-szubsztituensek szamdnak novekedésével nd az oldatban 1évo

34



koleszterin mennyisége, amely a koleszterin egyre nagyobb mértékii komplexaldsara utal. Az
emelkedés a 14 db szubsztituenst tartalmazé Dimeb-nél éri el a maximumot, a tovabbi metil-

csoportok nem emelik a koleszterin koncentracigjat (8. abra).
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8. abra. A metil-p-ciklodextrinek koleszterinoldo képessége a metil-csoportok szamanak

fiiggvényében A mért adatokat dtlag+SD formdban dbrazoltuk. (n=3)

Az izomer tisztasig nem befolydsolta a koleszterinoldé képességet: 4,20 + 0,16;
3,57 £ 0,18 és 3,65 + 0,14 mg/ml koleszterin koncentraciot mértiink az 50%; 80%; 95% izomer
tisztasagu 0,04 M Dimeb oldatok esetében.

A Dimeb, illetve a Rameb koleszterinhez vald affinitdsdnak csokkentése érdekében uj,
kationos (amino), illetve anionos (karboximetil, szukcinil, szulfopropil stb.) szubsztituensek
keriiltek a gliikéz gylirlire. Az 4j szubsztituensek kovetkeztében a Rameb esetében mért
3,60 = 0,12 mg/ml koleszterin-koncentracidhoz viszonyitv, jelentdsen lecsokkent a koleszterin
komplexalasdhoz valé affinitdés. A SuRameb esetében, mely szukcinil-csoportot
tartalmaz,2,40 £ 0,09 mg/ml-es, a MaRameb esetében, mely amino-csoportot tartalmaz,
0,50 + 0,07 mg/ml-es koleszterin koncentraciot mértiink. A Dimeb mddositdsa révén még ennél
is jelentOsebb koleszterinoldo képesség csokkenést tapasztaltunk. Néhany ionos csoport
bevitele a Dimeb 3 mg/ml feletti értékét lecsokkentette 0,10 mg/ml ért€k ald. Ilyen alacsony
értékli  koleszterinolddssal rendelkezik a SPDimeb (szulfopropil-csoport), a CMDimeb

(karboximetil-csoport) és a CMHE-Dimeb (karboximetil-, hidroxietil-csoport).
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A vizsgdlt nem-metilezett 3-CD-ek esetében, igymint a HPBCD, QABCD, CMBCD,

amelyek hidroxipropil, trimetilamino vagy karboximetil szubsztituenst tartalmaznak, joval

kisebb koleszterin-koncentraciét mértiink: 0,32 + 0,01; 0,050 = 0,002 és 0,055 + 0,005 mg/ml.

5.3. A B-CD szarmazékiok citotoxicitasanak vizsgalata

5.3.1. Az MTT-teszt eredménye Hela sejtvonalon
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fiiggvényében HeLa sejtvonalon A citotoxicitds szazalékos dbrazoldsa az életképes sejtek a kezeletlen

kontrollhoz (100%) viszonyitott aranyat fejezi ki. A mért adatokat atlag+SD forméban dbrazoltuk (n=3).

A Hela sejteken végzett citotoxicitdsi teszt jelentds kiilonbségeket mutatott a vizsgalt B-CD

szarmazékok citotoxicitdsaban (9. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a legtoxikusabb a Dimeb-50. A

Trimeb és a Rameb toxicitdsa kisebb volt, viszont az ionos szdrmazékok csak nagy

koncentracioban fejtettek ki membrankdrosit6 hatast.
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5.3.2. Az MTT teszt eredménye Caco-2 sejtvonalon

MTT-teszt segitségével meghatdroztuk a vizsgdlt B-CD-szarmazékok citotoxicitdsat,
illetve a vonatkozdé ICs, értékeket.

A metilezett B-CD-ek mutattdk a legjelentdsebb toxicitast, kivéve a Crysmeb. A
citotoxicitds a kovetkezoképpen csokken: Rameb>Dimeb>Trimeb>>Crysmeb (10. dbra). A
kiilénboz6 izomer tisztasdgu Dimeb-ek esetén az ICsy értékekben nem tapasztaltunk jelentOs
eltérést, amely a koleszterin-old6 képességgel Osszhangban van. Dimeb-50: 45,10+2,43 mM;

Dimeb-80: 52,30+4,16 mM; Dimeb-95: 67,00+3,46 mM.
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fiiggvényében Caco-2 sejtvonalon A citotoxicitds szazalékos abrazolasa az életképes sejtek a kezeletlen

kontrollhoz (100%) viszonyitott aranyat fejezi ki A mért adatokat atlag+SD forméaban abrazoltuk (n=3).

A masodik generdcids B-CD-ek esetében, azaz az olyan B-CD-ek esetében, amelyek a
metil csoport mellett tartalmaznak ionos csoportot, azt tapasztaltuk, hogy citotoxicitas jelentOs
mértékben lecsokkent az anyavegyiiletéhez képest (11. dbra). Ez aldl kivételt képez a szukcinil-
csoportot tartalmazé SuRameb, melynek magasabb az 1Csy értéke (55,30+2,52 mM), mint a
Rameb 1Csy értéke (30,00£2,78 mM), de a citotoxicitds dozisfiiggése jelentds hasonldsagot

mutat a metilezett -CD-ek gorbéivel.
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11. abra. Az 1Gj generaciés metil-B-ciklodextrin szirmazékok citotoxicitasa a vizsgalt ciklodextrinek

Rameb-é, az dbran lathat6 gorbe lefutdsa jelentds hasonldsdgot mutat a metilezett f-CD-ek gorbéivel. A SuRameb
jelentdsen citotoxikusabb, mint a MaRameb A mért adatokat 4tlag+SD formdban dbrazoltuk (p<0,05) (n=3).

Azok a B-CD-ek, melyek nem metilezettek (HPBCD), vagy ionos szubsztitenst
tartalmaznak (QABCD, CMBCD), jelentOs citotoxicitdst nem mutattak. Az 1Csy értékiik az

altalunk vizsgalt legmagasabb, 200 mM koncentracio felett van.

A koleszterinold6 képesség és a citotoxicitds kozott kapcsolatot keresve megvizsgaltuk
a Rameb illetve, a Dimeb koleszterinnel toltétt komplexeinek citotoxicitdsat is (12. abra).
Szignifikdns kiilonbséget tapasztaltunk a koleszterinnel toltott és a koleszterin-mentes B-CD
kozott. (p<0,01). A koleszterinnel toltott Dimeb, illetve Rameb alig mutat sejtkédrosité hatdst,

még igen nagy koncentracidban is.

38



—B8— Rameb

tek (%)

g —&— Rameb -
wn koleszterin
<]
o

\Q .

é —6— Dimeb-50
%]

—

=

s —e— Dimeb-50 -
0 ! = = ! ! ! ‘ koleszterin

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Ciklodextrin koncentracio (mM)

12. abra. A Dimeb-50, Rameb, illetve koleszterinnel alkotott komplexeik citotoxicitasa A koleszterinnel
toltott ciklodextrinek sejtek életképességére gyakorolt hatdsa szignifikdnsan kisebb, mint a toltetlen ciklodextrneké
A mért adatokat atlag+SD formaban abrazoltuk (p<0,01) (n=3).

5.4. A hemolitikus aktivitas vizsgalata

Az moédositds nélkiilli B-CD HCsy értéke 5,8 mM. Kiilonbdzd szubsztituensek
bevitelével ez az érték jelentdsen megvaltozott. Metil-csoport bevitele csokkentette, az ionos
csoport bevitele novelte a HCs értéket. (4. tablazat). A Dimeb izomer tisztasdga a hemolitikus
aktivitast sem befolydsolta: Dimeb-50 HCsp: 0,90 £ 0,04 mM; Dimeb-80 HCsy: 0,90 £ 0,07
mM; Dimeb-95 HCsyp: 0,90 £ 0,02 mM. A Rameb molekuldn végzett modositasok
kovetkeztében a masodik generdcios szarmazékok HCsy értéke ndtt, de nem olyan jelentOs
mértékben, mint a Dimeb szarmazékoké, amelyeknek lényegében megsziint a hemolitikus

aktivitasa.
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Ciklodextrin

ICs érték;

MTT teszt
(mM)

Metilezett, nem ionos B-CD -ek

HC; érték;
Hemolizis teszt
(mM)

Trimeb 45,00 + 1,53 5,0+£0,2
Dimeb-50 45,10 £2,43 0,90 + 0,04
Dimeb-80 52,30 +4,16 0,90 £ 0,07
Dimeb-95 67,00 + 3,46 0,90 + 0,02

Rameb 30,00 £ 2,78 1,80 £ 0,09

Parmeb 137,40 £ 30,51 4,00 £ 0,98

Metilezett, ionos B-CD -ek
SPDimeb-50 >150 68,0+ 1,2
CMDimeb-50 >200 65,0+ 1,7
CMHEDimeb 154,70 £ 9,07 63,0+ 0,9
SuRameb 55,30 £2,52 2,70 £ 0,12
MaRameb 180,0 £ 5,0 9,00 + 1,14
MaParmeb 180,20 + 15,10 20,00 = 0,77
Nem metilezett §-CD -ek

HPBCD >200 570+1,4

QABCD >200 67,0+22

CMBCD >200 69,0 £1,7

4. tablazat. A p-ciklodextrin szarmazékok MTT-teszt (Caco-2), illetve hemolitikus aktivitas teszt

(human erythrocyta) segitségével meghatarozott IC5¢/HCs, értékek atlagai+SD
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5.5. A sejtmembran karosito és koleszterinoldoé képesség kozotti osszefiiggés vizsgalata

Az adatok statisztikai elemzése sordn igen jelentds korreldciét taldltunk egyrészt a

citotoxicitds — koleszterinoldé képesség, masrészt a hemolitikus aktivitds — koleszterinoldd

képesség kozott (13.A; 13.B ébra).

A. 250
y = 2201766-0,4129x
200 - R? = 0,8336
% 150 -
< 100 -
oy
50
0
0 1 2 3 4 5
Koleszterin koncentracioja 0,04M ciklode xtrin
oldatban (mg/ml)
80
B.
70 g y = 48,641 e—0,9948x
60 - . R? = 0,8899
=
£
&
=

0 1 2 3 4 5
Koleszterin koncentracioja 0,04M ciklodextrin
oldatban (mg/ml)

13. abra A B-ciklodextrinek citotoxicitasa (A), illetve hemolitikus aktivitasa (B) és a koleszterterinoldo
képessége kozotti osszefiiggés A mért adatokat atlag+SD formaban dbrazoltuk (n=3).
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Az MTT teszt segitségével meghatdrozott ICs értékek és a koleszterinoldé képesség
kozotti Osszefiiggés korreldcids egyiitthatgja R’=0,8 (p<0,001). A hemolitikus aktivités
vizsgdlata sordn meghatdrozott HCsy értékek €s a koleszterinoldé képesség kozott szintén

szignifikans korreldciét tapasztaltunk (korreldcids faktor R*=0,9 p=0,003).

5.6. [’H]-taxol transzportjanak vizsgalata

A toxicitasi tulajdonsdgok és koleszterinolddsi képességek illetve a fenti 6sszefiiggések
ismeretében kivélasztottunk egy elsé genericids B-CD-t, a Rameb-et, amely ismerten jelentds
citotoxicitassal, koleszterinold6 képességgel bir és jol komplexélja a taxolt, illetve két masodik
generaciés szarmazékat, a SuRameb-et és a MaRameb-et. 20 mM-os, szubtoxikus,
koncentraciéji oldatukat alkalmaztuk. Ebben a koncentricidban az altalunk vizsgalt egyik
ciklodextrin sem befolydsolta a sejtek életképességét (MTT teszt) (16. dbra).

A taxol béllumenbdl torténd felszivodasanak modellezésére megvizsgaltuk a Caco-2
transzport modellen torténd atjutdsat. A P,,, értéke A-B irdnyban a vartnak megfelelden igen
alacsony 1,9 + 0,5 x 10 cm/s, B-A irdnyban 22,5 + 4,6 x 10 cm/s, melyért az aktiv efflux

pumpa mikodése teheto felelossé.
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16. abra. 20 mM Rameb, MaRameb, SuRameb 10 pM CSA és 1 v/v% TX-100 Caco-2 sejtekre gyakorolt
citotoxicitasa Hanks’ pufferben A mért adatokat atlag+SD forméban dbrazoltuk (n=6) (p<0,05).
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A harom B-CD szarmazék taxol transzportra gyakorolt hatdsat két kiilonbozé protokoll
szerint végeztiikk. Mindkét protokoll esetén pozitiv kontrollként 10 pM CSA-t, mint ismert Pgp
inhibitort alkalmaztunk. A CSA a kontrollhoz viszonyitva A-B elrendezésben
1,9 +0,5 x 10° cm/s-r6l 2,9 + 1,7 x 10° cm/s—ra novelte a taxol atjutasanak sebességét. B-A
elrendezésben szignifikdnsan lecsokkentette a taxol atjutdsanak sebességét a Pgp gatlds révén,

22,5 +4,6 x 10° cm/s-161 6,78 1,5 x 10 cm/s-ra (p<0,0001).

5.6.1. A p-CD-elokezelés hatasa a transzepithelidlis taxol permeabilitasra, Protokoll 1.

A B-CD szarmazékok taxol permeabilitdsara gyakorolt hatdsat két protokoll szerint
vizsgaltuk. Az elsé kisérleti elrendezésben 30 perces CD el6kezelést alkalmaztunk, majd
mindkét irdnyban (A-B; B-A) megvizsgéltuk a taxol atjutdsat, melyet P, értékkel
jellemeztiink. A kezeletlen kontrollhoz viszonyitva A-B irdnyban egyik Rameb szdrmazék sem
viltoztatta szignifikdnsan a Py, értékeket (p>0,05). A CSA Pgp-gitlds révén az A-B transzportt
1,9+ 0,5 x 10° cm/s-r6l 2,9 = 1,7 x 10° cm/s—ra novelte (17. abra). Ezen adat 6sszhangban
van az 50 uM verapamil, mint Pgp inhibitor altal a taxol A-B irdnyu transzportjanak
fokozasaval [Walle és Walle 1997.].

Taxol B-A transzport vizsgélata esetén a B-CD szdarmazékokkal torténd elokezelés
hatdsdra nem tapasztaltunk valtozast a kezeletlen sejtek esetén mért taxol B-A transzport hoz
viszonyitva. A taxol A-B irdnyhoz viszonyitott emelkedett B-A irdnyu transzportja hatterében a

Pgp aktiv efflux fehérje all (17. abra).
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CD elokezelés hatasa a taxol A-B permeabilitasara
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17. abra. 10 pM CSA, 20 mM Rameb, 20 mM MaRameb és 20 mM SuRameb 30 perces el6kezelés hatasa a
taxol permeabilitasara A-B: apikalis kamra fel6l a bazolateralis kamra felé; B-A bazolateralis kamrabél az
apikalis kamra felé. A mért adatokat 4tlag+SD formaban dbrazoltuk (n=6) (p<0,001).
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5.6.2. A folyamatos p-CD-kezelés hatasa a transzepithelidlis taxol permeabilitasra,

Protokoll 2

Amikor az apikdlis kamraban 1év0 transzportoldat a transzportkisérlet sordn végig

tartalmazott B-CD-t, az A-B permeabilitds szignifikdns mértékben megnovekedett a kontrollhoz

viszonyitva (p<0,01) (18. dbra A-B).
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18. abra. A folyamatos 10 pM CSA, 20 mM Rameb, 20 mM MaRameb és 20 mM SuRameb kezelés hatasa a
taxol permeabilitasara A-B: apikalis kamra feldl a bazolateralis kamra felé; B-A bazolaterdlis kamrabdl az
apikalis kamra felé. A mért adatokat 4tlag+SD formaban dbrazoltuk (n=6) (p<0,001).
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A mért latsz6lagos permeabilitdsi koefficiensek értékei Rameb: 11,6 + 2,6 x 10 cm/s;
MaRameb: 7,6 + 0,1 x 10 cm/s; SuRameb: 7,5 = 0,9 x 10°° cm/s; Kontroll: 1,9 + 0,5 x 10°°
cm/s. A taxol A-B iranyu permeabilitasi vizsgalatai sordn jelentOsen effektivebbeknek
bizonyultak a B-CD- ek a j6l ismert Pgp inhibitor CSA-nal, mely nem novelte meg
szignifikdnsan a taxol atjutdsi sebességét.

Hogy felderitsik a [p-CD-ek taxol A-B transzportra gyakorolt hatdsdnak
mechanizmusét, megmértiik a taxol B-A irdnyd permeabilitdsat is, mely sordn a bazalis kamra
tartalmazta a taxolt, ellenben az apikdlis kamrdban helyeztiik el a B-CD szdarmazékokat, illetve
a CSA-t is. A kontroll esetén mért magas Py, érték (22,5 + 4,6 x 10° cm/s) a CSA kezelés
hatdsara jelentosen lecsokkent (6,8 + 1,5 x 10° cm/s), ezzel igazolva, hogy a taxol
transzportjdban jelentOs szerepet jatszik a Pgp. Bar a CD-ek A-B irdnyu permeabilitds esetén
nagy hatékonysdggal novelték a taxol atjutdsdnak sebességét, a B-A irdnyu mérések esetén nem
tapasztaltuk a kontrollhoz viszonyitva a taxol 4tjutisdnak sebességcsokkenését. Az apikalis
kamra folytonos Rameb, MaRameb, SuRameb kezelése sordn mért latszolagos permeabilitasi
értékek: 31,9 + 3,3 x 10 cm/s; 26,1 + 1,2 x 10 cm/s; és 24,5 + 2,3 x 10 cm/s voltak (18.
abra B-A).

A B-CD-ek az atjutott taxol mennyiségét is képesek befolydsolni. A folytonos Rameb,
MaRameb, SuRameb kezelés szignifikdnsan megndvelte a taxol transzportot A-B irdnyban.
B-A irdnyban csak a CSA volt képes lecsokkenteni az apikdlis kamrdba &tjutott taxol
mennyiségét, mig a Rameb kissé menovelte. A vizsgdlt hdrom B-CD koziil a Rameb hatdsa

bizonyult a legkifejezettebbnek mind A-B mind B-A irdnyban (19. dbra).
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19. abra.A folyamatos 10 pM CSA, 20 mM Rameb, 20 mM MaRameb és 20 mM SuRameb kezelés hatasa
Caco-2 monolayeren atjutott a taxol mennyiségére A-B: apikdlis kamra fel6l a bazolateralis kamra felé; B-A

bazolateralis kamrabdl az apikalis kamra felé. A mért adatokat atlag+SD formdban abrazoltuk (n=6) (p<0,001).
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5.6.3. A B-A/A-B hanyado s

A Py, értékek B-A/A-B hanyadosdbol kovetkeztethetiink azokra a folyamatokra,
amelyek a taxol Caco-2 sejtrétegen torténd dthaladdsaban szerepet jatszanak [Szakacs és mtsai.
2008.; Giacomini és mtsai. 2010.].

A taxol kezeletlen monolayeren keresztiil torténo transzportja a B-A irdnyba tolddik el a
Pgp miikodése miatt, mely transzporter az apikédlis irdnyba transzportdlja a taxolt. Ennek
kovetkeztében a két érték hanyadosa igen magas (11,84). Ezzel szemben a CSA hatdsara a
taxol hdnyadosa alacsony marad Pgp gatlds folytdn (2,29). Az alkalmazott B-CD-ek
kovetkeztében a latszolagos permeabilitdsi koefficiensek hanyadosa hasonlé a taxol CSA
mellett mért hanyadosdhoz, annak ellenére, hogy az efflux sebességét az alkalmazott B-CD-ek
20 mM koncentrdciéban vizsgalataink sordn nem csokkentették. SuRameb: 3,28; MaRameb:

3,48; Rameb: 2,75 (20. abra).
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20. abra. A taxol kezeletlen, illetve folyamatosan kezelt (10 pM CSA, 20 mM Rameb, 20 mM MaRameb és
20 mM SuRameb) Caco-2 monolayeren mért latszélagos permeabilitasi értékeinek hanyadosa A-B: apikalis
kamra feldl a bazolaterélis kamra felé; B-A bazolaterdlis kamrdbdl az apikalis kamra felé A mért adatokat
atlag+SD formdban dbrazoltuk (n=6) (p<0,001).
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5.6.4. A folyamatos B-CD kezelés paracellularis permeabilitasra és transzepithelialis

ellenallasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Bér az altalunk vizsgalt B-CD-ek 20 mM-os koncentracidban nem citotoxikusak (10.;11.
abra), a szoros junkciok miikodésében zavart okozhatnak, és megszakithatjdk a monolayer
integritdsat. A B-CD-ek szoros junkcidkra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata sordn a taxol
transzport vizsgdlata mellett parhuzamosan tanulmanyoztuk a paracelluldris traszport
folyamatokat. Minden transzportkisérlet sordn paraceluldris transzport markereket
alkalmaztunk, kis molekulasilyd C-mannitolt (MW:182), illetve nagy molekulasulyd He-
PEG-4000-et (MW: 4000). Ezen vegyiiletek méretiiknél fogva csak abban az esteben tudnak

ajutni a sejtek kozott, ha a sejtek kozotti szoros kapcesolat fellazul vagy megsziinik.

Az 5. tdblazatban Osszefoglalva lathat6 a kontroll monolayeren, illetve a kezelések alatt
mért paracelluldris transzport markerek latszélagos permeabilitasi koefficiense. A kontroll
sejtrétegen mért A-B transzport értékek (['*CJPEG-4000: 2,90 + 0,86 x 107 cm/s és
[14C]mannitol: 3,44 £ 1,19 x 107 cm/s) megfelelnek az intakt monolayer értékeinek [Artusson
és mtsai. 1991.; Rubas és mtsai. 1993.; Makowska és mtsai. 2001.]. A-B irdnyban a CSA,
illetve CD kezelés hatdsdra sem valtozott a markerek atjutdsi sebessége szignifikdnsan
(»>0,052). a B-A elrendezés esetén is a kontrollal megegyez6 nagysdgrendu “C-PEG-4000,

illetve "*C-mannitol atjutasi sebességet mértiink.

P.pp (cm/s x 107) A-B P,,p (cm/s x 10”7) B-A
PEG-4000 Mannitol PEG-4000 Mannitol

Kontroll 2,90 + 0,86 3,44+ 1,19 424 +2,14 4,44 + 0,63

427 +1,38 3,31 +0,04 4,98+ 1,70 1,78 0,26

.

Rameb nincs adat 4,25 2,15 nincs adat 1,86 0,16
421 +1,97 5,66 % 0,75 2,25 +0,05 nincs adat
‘ 2,71 1,00 5,02 +0,88 2,54 +0,18 nincs adat

5. tablazat. PEG-4000 és mannitol, mint paracellularis markerek folyamatos 10 uM CSA, 20 mM Rameb,
20mM MaRameb és 20 mM SuRameb kezelés soran mért latszolagos permeabilitasi koefficiensei +SD
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A TEER értékek a MaRameb és SuRameb kezelések utdn nem mutattak szignifikdns
kiilonbséget a kontrollhoz viszonyitva (p>0,05), azonban a Rameb hatdsara szignifikdns TEER
értékcsokkenést figyeltiink meg, de 1000 Ohmxcm® ald nem esett le egyik vizsgélat sordn sem

(21. abra).
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21. abra. A Caco-2 monolayer transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER) 90 perces permeabilitasi
vizsgalat végén mért értékei A mért adatokat atlag+SD formdban dbrazoltuk (n=6) (p<0,05).

5.7. Az immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgdlat sordn a szoros junkcidondlis ZO-1, claudin-1, és
B-catenin fehérjéket jeloltink meg. A szoros junkciondlis proteinek immunfluoreszcens
festésével élesen kirajzolédott a Caco-2 sejtek korvonala és az intakt monolayer. A kontroll
monolayeren a szoros junkciondlis proteinek a plazmamembranban lokalizdlodtak. 2 6rds
20 mM CD kezelés hatdsara lathatéan nem szakadt meg a monolayer integritdsa, és a kontrollal
igen nagy hasonldsdgot mutatott a MaRameb-bel kezelt monolayer. Megfigyeléseinket
alatamasztjak a PEG-4000, illetve a mannitol esetében mért permeabilitasi értékek is. Ennek
ellenére a Rameb €s SuRameb kezelésen dtesett monolayerek festésén nyillal jelolt citoplazmas
pettyezettség a szoros junkciondlis fehérjék disztribucidjdban tortént véltozdsra utalhat (22.
abra). Ez az immunfestodési eltérés a szoros junkcindlis fehérjék membranbdl torténd
redisztribucidjat jelezheti, amely utalhat a meggyengiilt barrier funciéra. A Rameb esetében
megfigyelt TEER érték csokkenése és a szoros junkciondlis fehérjék relokalizdcidja jelezhet

csokkent barrier integritast és emelkedett paracelluldris permeabilitést.
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Control Rameb MaRameb SuRameb

Claudin-1 Beta-catenin
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22, abra. A junkcionalis ZO-1, claudin-1, B-catenin fehérjék immunfluoreszcens festése Az dbra a kontroll
mellett a 2 6rds 20 mM Rameb, Marameb, SuRameb kezelés hatdsat szemlélteti. A junkciondlis fehérjék vorossel
festodtek. A sejtmag biz-benzimid hatdsara kékre festodott. A citoplazma pettyezettségére mutaté nyilak

internalizdl6dott junkciondlis fehérjéket jelolnek.



6. Megbeszélés

6.1. A B-CD-ek szerkezete, citotoxicitasa, hemolitikus aktivitasa és koleszterinoldé

képessége kozotti osszefiiggések

Vizsgalataink kezdetén Hela sejtvonalon MTT-teszt segitségével megvizsgiltuk néhany
B-ciklodextrin sejtekre gyakorolt hatdsat. A ciklodextrinek szubsztitudltsidguktdl fiiggden
kiilonb6z6 mértékben hatottak a sejtek életképességére. A kiilonbségek a teszt segitségével
konnyen megéllapithatok. A metilezett nem ionos B-CD-ek szignifikdnsan tobb sejt
mitokondridlis enzimjét voltak képesek gétolni, mint az ionos szdrmazékok.

Mivel tovabbi terveink kozott szerepelt a B-CD-ek transzepithelidlis transzportra
gyakorolt hatasdnak vizsgalata, kivalasztottuk egy, a felszivodas in vitro modellezésére
alkalmas sejtvonalat, a Caco-2-t. A tovabbi kisérleteinket ezen a sejtvonalon végeztiik, €s
kiegészitettiik a hemolitikus aktivitds mérésével.

A toxicitdsi vizsgélatok sordn szdmos B-CD Caco-2 és Hela sejtek életképességére,
valamint sejtmembréanra gyakorolt hatdsat vizsgdltuk meg MTT-teszt, illetve hemolitikus
aktivitds teszt segitségével. Az irodalombdl ismert, hogy a B-CD-ek interakcioba lépnek a
sejtmembrinban 1év0 koleszterinnel [Kilsdonk és mtsai. 1995.; Zidovetzki és Levitan 2007.],
de a vegyiiletek szerkezetét és koleszterinoldd képességét a citotoxicitds Osszefiiggésében eddig
még nem megvizsgaltdk. Az MTT-teszt segitségével akut citotoxicitdst vizsgaltunk, ennek
megfelelden 30 perces rovid protokollt alkalmaztunk, igy nem kellet szdmolnunk az esetleges
proliferdcidra gyakorolt hatassal. Eredményeink a sejtmembran-CD interakciot tiikrozik, igy a
koncentraciofiiggd citotoxicitds Osszevethetd a koleszterinoldd képességgel. Ezek a
tulajdonsagok a metil csoportok szdmatodl, illetve az egyéb ionos és nem ionos csoportoktol
fiiggnek. Ezeket a jellemzOket tipusonként a 4. tablazat foglalja Ossze.

Eredményeink igazoljak feltételezésiinket, mivel jelentOs Osszefiiggéseket taldltunk a
szerkezet, illetve a citotoxicitds kozott. A metil csoportok szdmdnak novelése jelentds
sejtmembrankarosito hatdst eredményez. A Crysmeb, amely 3-4 metil csoportot tartalmaz, még
200 mM koncentrdcidoban sem éri el az 50%-os enzimaktivitds gatlast. A metil csoportokat
tartalmaz6 Rameb, Trimeb, illetve a kiilonb6z0 izomer tisztasdgi Dimeb-ek a citotoxicitasi
gorbéjiik lefutdsa alapjan jelentds toxicitdst mutattak a Caco-2 sejteken. Ez az eredmény
O0sszhangban all a hemolitikus aktivitds mérése sordn meghatdrozott HCsy értékekkel. Az
izomer tisztasag citotoxicitdsra gyakorolt hatdsit vizsgdlva megdllapithatjuk, hogy bar némi

kiilonbség adddott az ICs értékekben, a gorbék lefutasa nem tér el szignifikdnsan. Ezek alapjan
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elmondhatd, hogy a sejtmembran - metilezett f-CD interakcié jelentés mértékben fiigg a metil
csoportok szamdtol, és kis mértékben a metil csoport helyétdl.

Az ionos csoportok bevitele jelentdsen csokkentette a sejtmembran-karosité hatast a
semleges toltésli, metilezett B-CD-ekhez viszonyitva. Az éaltalunk vizsgalt koncentricid
tartomanyban mind a negativ (karboximetil) mind a pozitiv (trimetilamino) toltésti csoportok
jelenléte gatolta a jelentOsebb citotoxicitds kialakuldsat.

Bir a B-CD-ek sejtmembran kdrositd hatdsdnak mechanizmusit nem vizsgaltuk,
irodalmi adatok alapjén sejtmembrédnra gyakorolt hatdsa mds mechanizmussal torténik, mint a
feliiletaktiv anyagoké. A B-CD létrehoz egy apolaros fazist a sejtmembrant koriilvevd polaros,
vizes fazisban a 7-gliikkopiran6z egység altal formalt tireg form4jaban. Tulajdonképpen ez az
apoldros iireg képes a sejtmembran apoldros alkotéit reverzibilisen extrahdlni [Kilsdonk és
mtsai. 1995.]. A lipid kompartmentek, foleg a koleszterin kivondsa a sejtmembranbdl a
membrén széteséséhez vezethet [Arima és mtsai. 2004.; Ohtani és mtsai. 1989.; Fenyvesi és
mtsai. 2008.].

Ezt a hipotézist aldtdmasztja az a megfigyelésiink, melyben a legtoxikusabbnak
mutatkoz6 Rameb, illetve Dimeb koleszterinnel alkotott komplexeinek citotoxicitdsat
vizsgédltuk. Kisérleteink sordn ezek a koleszterint tartalmazé komplexek nem mutattak
citotoxicitdst. Ez azzal magyardzhat, hogy a B-CD-ek iirege megtelt koleszterinnel, igy a
sejtmembranbdl nem tudott lipid alkotét kivonni. Tovabbi megfigyeléseink is aldtdmasztjak ezt
a hipotézist: jelentds korreldciot taldltunk a B-CD-ek koleszterinoldé képessége, illetve
citotoxicitasa, hemolitikus aktivitisa kozott. Irie és mtsai korabbi kisérleteik soran kisebb
szamu B-CD-t tanulmdnyozva szoros kapcsolatot detektdltak hemolitikus aktivitds, illetve a
koleszterinold6 képesség kozott. [Irie és Uekama 1997.].

Mindezen 6sszefiiggésekbdl megéllapithatjuk, hogy a B-CD koleszterinoldé képessége
eldrevetiti a sejtmembrannal torténd interakcid mértékét, amely nagymértékben fiigg a f-CD
szerkezetétdl, a metil csoportok szamatol, pozicigjatdl, illetve az ionos €s nem ionos csoportok

jelenlététol.
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6.2. A Caco-2 transzport modell és permeabilitasi vizsgalatok

6.2.1. A Caco-2 transzport modell modell

Vizsgédlataink madsik irdnyvonaldt a B-CD-ek membrdn permeabilitdsra gyakorolt
hatdsdnak tanulményozésa képezte. A felszivodas modellezésére az irodalomban mar ismert
Caco-2 sejtek altal kialakitott transzport modellt alkalmaztuk [Artursson 1991.]. A modell
mukodésének alapfeltétele a monolayer kialakuldsa, mely az inzertre val6 kiiiltetés 15. napjara
megtortént. Ezt igazoltuk transzepithelidlis elektromos ellendllds méréssel, illetve paracellularis
markerek permeabilitdsdnak vizsgdlatdval. A modell jellemzése sordn olyan anyagok 4tjutdsat
vizsgdltuk a monolayeren, melyek humdn abszorpcids értékei ismertek, illetve amelyeknek a
latsz6lagos permedbilitasi értékei megtaldlhatéak a szakirodalomban. A jellemzés sikerességét
mutatjdk az irodalomban szerepl0 intervallumon beliil 1év6 mért értékeink. [Artusson és mtsai.
1996.].

A Caco-2 transzport modellen egy gydgyszeranyag mind aktiv, mind passziv transzport
mechanizmusa vizsgédlhat6. Ebbdl adéddéan a modell alkalmas lehet a nem megfeleld
felszivodas okanak felderitésére. Szamos gyogyszeranyag (pl. digoxin) nem kielégito
felszivodasanak €s inadekvét disztribicidjanak hatterében az intesztindlis epithelidlis sejtek
membréanjaban [Sparreboom és mtsai. 1997.], illetve agyi kapillarisokban [Hosoya €és mtsai.
2002.] expresszalodo aktiv efflux transzporterek (pl. Pgp) miikodése all. Az efflux fehérjék a
sejt membrinjabol visszapumpéljdk a vékonybél, illetve a kapillaris lumenébe a hatéanyagot,
amelynek kovetkezménye a rossz biohasznosithatdsdg, €s a hatds elmaraddsa. Szamos
tanulmany foglalkozik e fehérjék miikodésének moduldldsdval [Malingré és mtsai. 2001.;
Varma €s Panchagnula 2005.; Collnot és mtsai. 2006.]. Transzport modelliink kifejezett barrier
funkcidjat a magas TEER értékek, a paracelluldris markerek alacsony permeabilitdsi értékei,
illetve a taxol latszolagos permeabilitasi koefficiensének igen nagy B-A/A-B hanyadosa jelzi,
tehat az altalunk kialakitott modell alkalmas a Rameb és szdrmazékainak taxol permeabilitdsara
gyakorolt hatdsanak tanulmdnyozdsa, amelyet még eleddig nem vizsgaltak.

Sok tanulmany foglalkozott a Pgp szubsztrt, tumor ellenes taxol orélis formulaciéjanak
kérdésével, ellenben megoldds még nem sziiletett rd. Az taxol ordlis biohasznosithatésdga két
{6 faktortdl fiigg: az oldékonysdgtol és az ABC transzporterek efflux tevékenységétol. A B-CD-
ek lipofil anyagok oldékonysdgat noveld hatdsa [Ventura és mtsai. 2006.; Szejtli 1994.] mellett
az irodalomban taldlhatunk a B-CD-ek Pgp mukodésére gyakorolt hatdsardl adatokat [Arima és

mtsai. 2001.; 2004.; Fenyvesi és mtsai.2008.].
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6.2.2. A Rameb és szarmazékainak hatasa a taxol permeabilitasara

A metilezett B-CD-ek segédanyagként torténd alkalmazdsa a toxicitdsuk miatt limitalt.
A toxicitési tulajdonsdgok €s koleszterinoldasi képességek ismeretében kivalasztottunk hdrom
B-CD-t, a Rameb-et és két, mdsodik generdcids szdrmazékat a MaRameb-et, mely kationos
csoportot tartalmaz, és a SuRameb-et, mely anionos csoportot tartalmaz. Az ionos csoport
molekuldba torténd bevitele lecsokkentette a koleszterinoldé képességet és a citotoxicitast,
ahogyan azt az el0z0 vizsgalataink mutatjak.

Ezen B-CD szdrmazékok a taxol transzportjdra gyakorolt hatdsit 20 mM-os
koncentracioban vizsgaltuk. Két eltérd protokollt alkalmaztunk, egyikben CD eldkezelést, a
masik esetben folyamatos CD kezelést és jelentds kiilonbséget tapasztaltunk kozottiik.

Az CD-elOkezelés koncepcidja mogott egy kordbbi, Dimeb-bel végzett kisérlet
megfigyelései dlltak, mely szerint a B-CD-ek kivonjdk a sejtmembranbdl a koleszterint,
melynek kovetkeztében megvéltozik a membrdn szerkezete, permeabilitdsa, illetve a Pgp
aktivitdsa [Fenyvesi és mtsai. 2008.]. Ezt a hipotézist a Rameb, illetve a SuRameb és a
MaRameb esetében nem tudtuk aldtdmasztani, mert az elokezelés hatdsara nem tapasztaltunk
szignifikdns taxol permeabilitds valtozast a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

A madsodik protokoll szerint, mikor a B-CD-ek éllanddan jelen voltak a transzport
modell fels6 kamrdjadban,, a taxol A-B irdnyd transzportjdnak sebessége jelentdsen
megviltozott. A B-CD-szarmazékok sokkal hatékonyabban megnovelték a taxol A-B irdnyud
atjutasat, mint a 10 uM CSA, mely kompetetiv antagonistaként gitolta Pgp szubsztrat-Pgp
interakci6 kialakuldsat [Saeki és mtsai. 1993.]. A taxol A-B irdnyban mért Py, értéke a kontroll
értékének Rameb esetén 5,9-szeresére, MaRameb esetén 4-szeresére, SuRameb esetén
3,9-szeresére novekedett. Eredményeink felvetették azt a kérdést, hogy a fokozott A-B iranyu
taxol transzport a Pgp gétlas révén jon-e létre.

Ezt a hipotézist a B-A irdnyd transzport tanulmdnyozdsival vizsgédltuk. Ebben az
esetben is a Pgp inhibitort, illetve a B-CD-eket az apikdlis kamrdba helyeztiik. A taxol, mint
Pgp-szubsztrat igen nagy sebességgel transzportdlddik az efflux mechanizmus kdvetkeztében a
bazalis kamrabol az apikalis felé [Walle és Walle 1997.; Jeong és Choi 2007.]. A varttal
ellentétben a Rameb és szarmazékai nem csokkentették a taxol transzportjdnak sebességét B-A
irdnyban, mig a CSA a Pgp inhibici6é révén jelentdsen csokkentette. Ezek az eredmények azt
mutatjdk, hogy a B-CD folyamatos, taxol-CD komplex formdban torténd jelenléte sziikséges a

taxol megnovekedett A-B irdnyu permeabilitdsidhoz, de nem Pgp gatlas felelds érte.
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A taxolra vonatkoz6 kinetikai méréseink alapjan megéllapitottuk, hogy a folyamatos -
CD kezelés sordn a kontrollhoz viszonyitva nem csak a taxol A-B irdnyu transzportjanak
sebessége nO, hanem a monolayeren atjutott anyagmennyiség is.

A B-A/A-B  hanyados informdciét nyujt a  kisérlet sordn lezajld
transzportmechanizmusokrél. Abban az esetben, mikor aktiv efflux mechanizmus is szerepet
jatszik a transzportban, a B-A iranyu latszolagos permeabilitasi érték jelentdsen nagyobb, mint
az A-B irdnyu érték, hanyadosuk > 2. Amennyiben a rendszerhez olyan anyagot tesziink, amely
képes gétolni az efflux mechanizmust, a hanyados értéke 2 koriili értékre csokken, tehat az A-B
és a B-A irdnyu transzport sebessége kozel egyenld. Ennek hétterében az 4ll, hogy mig az els6
esetben az efflux mechanizmus domindl, a masodik esetben az efflux mechanizmus gétlasa
révén a passziv diffuzié hatarozza meg a hatéanyag eloszlasit az apikdlis és a bazdlis kamra
kozott [Szakdcs €s mtsai. 2008.; Adachi és mtsai. 2001.]. Az A-B irdnyu passziv diffizié
ugyanolyan, vagy kozel hasonld sebességli, mint a B-A irdnyd. Mivel a taxol lipid medialt
szabad difftizioval jut at a bioldgiai barriereken, csak a membran apikalis oldalan elhelyezkedd
ABCBI1 és ABCG2 efflux transzporter befolydsolja a transzportjat. Ez alapjan elmondhato,
hogy az influx és az efflux folyamatok ardnya hatdrozza meg a taxol transzport irdnyét, illetve a
B-A/A-B hanyadost.

A kontroll esetében a taxol B-A/A-B hanyadosa 12 volt, amely igen jelent0s aktiv
efflux mechanizmusra utal, az 6ssz efflux mértéke tizenkétszer nagyobb, mint az influx
mértéke. A CSA mellett tapasztalt taxol B-A/A-B hanyados a kontroll esetében mért
hanyadoshoz viszonyitva jelentdsen lecsokkent, értéke 2 volt. Ennek hatterében a CSA Pgp
gatlasa 4ll, melynek kovetkeztében a B-A irdnyu taxol transzportjdnak mértéke lecsokkent. A
CSA alkalmazasa sordn a taxol transzportjanak mértékét és iranyat a passziv diffuzié hatarozta
meg. CD-ek alkalmazasakor a taxol A-B irdnyban mért transzportja jelentésen megnovekedett,
a B-A irdnyu taxol transzport mértéke nem véltozott a kontrollhoz képest. Ezéltal a folyamatos
B-CD kezelések esetén a B-A/A-B hanyados lecsokkent 3-ra. Ez a véltozds azzal
magyarazhato, hogy a megnovekedett influx mellett a kontroll esetén mért erdteljes efflux
mechanizmusok mértékében nem tortént véltozds, az efflux pumpdk aktivitdsa véltozatlan
maradt. Ha a vizsgélt B-CD-ek gétoltdk volna az efflux pumpdkat, akkor a B-A/A-B hanyados
3-ndl joval kisebb érték lenne. Bar a CSA és a B-CD-ek alkalmazésa esetén hasonlé B-A/A-B
hanyadost kaptunk, a fent emlitett adatokbodl kitlinik, hogy a taxol permeabilitasat egészen

eltér6 modon befolyasoljak
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6.2.3. A Rameb, MaRameb.,illetve SuRameb taxol permeabilitasara gyakorolt hatasanak
lehetséges mechanizmusai
A vizsgélt ciklodextrinek képesek a taxol permeabilitdsat fokozni. Ez teoretikusan négy

uton valdsulhat meg:

a. Novelik a taxol oldékonysdgat
b. A membréan lipid-sszetételét moduldlva permeabilizdljadk a membrant
c. A szoros junkciondlis proteinek miikodését véltoztatjdk meg

d. Gatoljak az efflux pumpak mikodését

A Rameb taxolra gyakorolt oldékonysdg novel0 hatdsit Bouquet €és mitsi is
megfigyelték [Bouquet és mtsai. 2007.]. Mivel a Rameb szdrmazékaival kapcsolatban nem allt
rendelkezésiinkre informacié, a Cyclolab meghatdrozta a taxol oldékonysdganak valtozasat.
SzobahOmérsékleten, vizes kozegben mért ért€ékek alapjan a Rameb. A SuRameb és a
MaRameb legalabb harom nagysdgrenddel novelték a taxol oldékonysdgat. 20 mM Rameb
vizes oldatdban 30 mg/ml, 20 mM SuRameb 25 mg/ml, 20 mM MaRameb 26 mg/ml taxol
koncentraciot mértek. A Rameb, Dimeb, illetve a HPBCD esetében mdr jelentek meg olyan
tanulmanyok, melyek szerint 1:20 molardnyban 100%-os komplexdldsi hatékonysaggal
képesek a taxolt komplexdlni [Sharma és mtsai. 1995.; Bouquet és mtsai. 2007.]. A mi
kisérleteink sordn a [*H]taxol (15 nM) és a CD (20 mM) moélardnya 1:1000000 volt, amely
biztositotta a 100%-os komplexalast [Szente és mtsai. 1999.]. Ezekbdl az adatokbdl kitiinik,
hogy a Rameb és vizsgilt szdrmazékai jelent0s mértékben novelik a taxol oldékonysagat
komplexdlds révén, és igy hordozémolekula szerepét tolthetik be. A vizsgdlt B-CD-ek
komplexdl6é tulajdonsdguk révén képesek a kis vizoldékonysdgi taxolt oldatban tartani
[Hamada és mtsai. 2006.], ezéltal eldsegitik a taxol lipid membranba valé bejutdsat a vizes
kozegbOl. Hasonlo jelenséget mds kutatocsoport is megfigyelt, mely szerint az apolaros
anyagok a szdmukra barrierként funkciondlé vizes kozeget a B-CD-nel alkotott komplex
formdjaban képesek 4ttorni, igy a B-CD, mint egy hordozé molekula, a sejtmembran kozelébe
széllitja a komplexalt, nem vizoldékony molekuldt [Mdsson és mtsai. 1999.]. Ezt az elgondolést
aldtdmasztja az a tény is, hogy a taxol A-B irdnyd 4tjutdsdnak sebességnovekedése csak a B-
CD-ek jelenlétében tortént meg.

Ezen tilmenden a nagy feleslegben alkalmazott B-CD mds hatdst is kifejthet a
komplexdldson kiviil. Eddig megjelent tanulmanyokbdl ismeretes, hogy a metil--CD-ek

képesek 10 mM koncentraci6 felett gatolni a CYP-450 enzimeket [Ishikawa és mtsai. 2005.],
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tobbek kozott az enterocytdk lumindlis membranjaban megtaldlhaté CYP-2C-t, amely felelds a
taxol-bol a vizoldékony, inaktiv 6-a-OH-paclitaxel metabolit képzéséért [Hellinger és mtsai.
2010.].

A B-CD-ek koleszterint vonnak ki a sejtmembrianbdl. A sejtmembrdn koleszterin
szintjének csokkenése kovetkeztében az ATPase enzim aktivitdsa is lecsokken [Garrigues és
mtsai. 2002.]. A Pgp aktiv efflux transzporter az ATP hydroliziséb0l szdrmazé energiat
hasznositja. Ebbol ad6d6an a lecsokkent ATPase aktivitds csokkent Pgp aktivitdst von maga
utdn [Fenyvesi és mtsai. 2008.]. Ezaltal B-CD-ek hatdsara sejtmembrianban bekovetkezd
valtozdsok eldsegithetik a Pgp-szubsztratok atjutasat a lipid kettdsrétegen [Eckford és Sharom
2008.]. A fentebb emlitett folyamatok Osszessége hozzdjarulhatna a taxol A-B irdnyu fokozott
atjutasahoz, ellenben az altalunk vizsgalt Rameb és ionos szarmazékai, a SuRameb és
MaRameb 20 mM koncentraciéban nem befolydsoltdk a Pgp miikodését.

Kisméretli hidrofil molekuldk felszivoddsa fokozhat6 a paracelluldris transzport
utvonalak megnyitasdval [Chao és mtsai. 1998.]. A sejtmembran Osszetételének modulalasa
révén a B-CD-ek jelenléte az epitelidlis barrier funkcié valtozdsit is eredményezheti. Az
apikélis junkcionédlis komplex (AJC) biztositja az epitelidlis sejtek szoros kapcsolatit, illetve a
sejtek polaritdsit. A szoros junkcid a legjelentdsebb alkotdja az AJC-nek, amely szabdlyozza a
paracellularis anyagdramlast [Alhamoruni €s mtsai. 2010.]. A szoros junkciok koleszterin-dus
lipid raftokhoz kapcsolédnak. A Caco-2 sejtek membrinjabdl torténd koleszterin kivonds
valtozdst eredményez a szoros junkcidk felépitésében, illetve a szoros junkciondlis fehérjék
disztribiciéjaban [Lambert és mtsai. 2005.; Deli 2009.]. A Rameb és szdrmazékai barrier
funkcidra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatdhoz TEER méréseket, és paracelluldris permeabilitas
mérést végeztiink, illetve a monolayert alkoté Caco-2 sejtek kozotti zonula occludens
fehérjéket immunfestés segitségével fejtettink meg. A TEER érték a Rameb esetében
szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz viszonyitva, viszont még igy is 1000 Ohmxcm? felett
maradt. Ez a véltozas a paracelluldris transzport vizsgélata sordn nem tiikrozodott, ellenben a
szoros junkcionalis fehérjék redisztribucidoja megfigyelhetd volt. A megfestett szoros junkcid
alkotok, a ZO-1, B-catenin, és claudin-1 az intakt sejtek egymadssal érintkezd felszinein
helyezkednek el, melyek a fluoreszcencids mikroszképban kirajzoljdk a sejtek korvonalait. A
sejtek sz€lén Rameb és SuRameb hatdsdra gyengébben és egyenetleniil festddtek a szoros
junkcionalis fehérjék, ellenben a citoszol teriiletén pontszert festodéseket detektaltunk, melyek
internalizdciora utalnak. A Rameb hatdsara végbemend szoros junkcionalis fehérjék
atrendez6dése a TEER érték csokkenésében is megjelenik. Ezek a folyamatok hozzdjarulhatnak

a Rameb kezelés sordn tapasztalt A-B, illetve B-A irdnyu taxol transzport névekedéshez.
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A MaRameb kezelések sordn megnovekedett A-B irdnyu taxol transzport nem fiigg
Ossze a barrier funkcié csokkenésével. Ezt a kovetkeztetést alatdmasztjdk a méréseink, mely
szerint a MaRameb esetében ugyanolyan taxol permeabilitds fokozddést tapasztaltunk, de
20 mM koncentracioban nem mutatott toxicitast, illetve nem hatott sem a TEER érté€kekre, sem
a szoros junkciondlis fehérjékre.

Mindent Osszevetve, eredményeink alapjdn a MaRameb bizonyult a legalkalmasabbnak
a vizsgdlt B-CD-ek koziil a taxolbdl készitendd per os gydgyszerforma formuldldsdra, mint
oldékonysagot noveld, komplexképzd és transzport fokozé segédanyag. A jovobeli terveink
kozott szerepel a taxol-MaRameb komplex szerkezeti vizsgdlata, per os gydgyszerforma
kialakitdsa, és preklinikai vizsgalatként a komplex farmakokinetikai €s farmakodinamikai

tulajdonsagainak tanulmanyozésa in vivo.
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7.1. Osszefoglalas

1.

A Debreceni Egyetem Gyodgyszertechnoldgiai Tanszékén bedllitottam, jellemeztem a
Caco-2 sejtekkel kialakitott bélhdm modellt. Ez a modell alkalmas a felszivodas in vitro

szimuléldsara, segitségével tanulmanyozhat6 a transzportfolyamatok széles spektruma.

Az 1j generaciés metil-B-CD-ek az anyavegyiiletekhez képest jelentdsen kisebb
citotoxikus hatast fejtenek ki. A koleszterinnel t6ltott CD-ek esetében nem tapasztalhatéd
citotoxicitds. Ezaltal kisérletes uton igazoltam, hogy a sejtkdrosité hatds Osszefiigg a
membranbdl torténd koleszterin kivondssal. A hemolitikus aktivitési tesztek eredményei

Osszhangban édllnak az MTT-teszt eredményeivel.

Szerkezet-hatds Osszefiiggés elemzése sordn megdllapitottam, hogy a metil-B-CD
szarmazékok citotoxicitdsa, hemolitikus aktivitdsa és koleszterinoldo képessége jelentds
mértékben fiigg az ionos (anionos vagy kationos) szubsztituensek jelenlététdl, a metil
csoportok szamatol, viszont 1ényegében fiiggetlen a pozicidjuktdl. A kisérletek alapjan
szoros korreldcié éllapithaté meg a koleszterinold6 képesség €s a citotoxicitas, illetve a
koleszterinoldé képesség és hemolitikus aktivitds kozott, mely alapjan kijelenthetd,

hogy a koleszterinold6 képesség prediktiv faktorként utal a CD sejtkarosit6 hatdsdra.

A toxicitasi profil alapjan tovéabbi vizsgélatokhoz kivalasztottam harom CD-t, ezek a
Rameb, MaRameb, SuRameb. Megallapitottam, hogy a kivalasztott CD-ek képesek a
taxol permeabilitast fokozni, melyhez dlland6 CD jelenlét sziikséges, taxol-CD komplex
formdban. Ennek hétterében az oldékonysag novelése, illetve a CD-ek sejtmembrannal

torténo kolcsonhatasa all.

Az ismert Pgp inhibitor, CSA hatdsdval eltér6 mddon, a CD-ek nem befolydsoltdk
20 mM koncentriciéban az aktiv efflux mechanizmusok aktivitdsidt. Rameb esetében
elmondhat6, hogy a permeabilitds fokozddds Osszefiigghet a barrier funkcidk
csokkenésével. A Rameb ionos szdrmazékai a monolayer barrier funkcigjét €s a szoros
junkcidkat alkoté egyes fehérjék internalizacidjat sem befolydsoltdk a Ramebhez
hasonlé mértékben, am mégis jelentdsen novelték a taxol monolayeren torténd atjutdsat.
Mindent egybevetve a MaRameb bizonyult a legalkalmasabbnak a vizsgalt B-CD-ek

koziil a taxolbdl készitendo per os gydgyszerforma formulaldsara.

60



7.2. Summary

1.

A Caco-2 transport model was installed and characterized at the Department of
Pharmaceutical Technology, University of Debrecen. The Caco-2 intestinal model is
widely used for in vitro simulation of drug absorption, and is an appropriate model for

studying the different ways of absorption.

The new generation CD derivatives showed lower cytotoxicity than the parent
methylated compounds. The complexation of cholesterol into the cyclodextrin ring
dramatically decreased the cytotoxicity of CDs on Caco-2 cells. The cytotoxicity of
various CD derivatives depends on their cholesterol extraction capacity from the cell

membrane. Haemolytic activity test results were in accordance with MTT test results.

From structure-activity analysis it can be concluded that in the case of methylated-B-CD
compounds the cytotoxicity depends highly on the number and slightly on the position
of methyl groups. Significant correlation can be observed between the cytotoxicity,
hemolytic activity and the cholesterol complexing capacity of various CD compounds. I
propose that cholesterol-solubilizing properties can be a predictive factor for B-CD cell

toxicity which depends on the structure of the CD derivative.

Based on their cyotoxicity profile, three CD derivatives were chosen: Rameb,
MaRameb, and SuRameb. I have demonstrated that Rameb and its less toxic ionic
derivatives MaRameb and SuRameb effectively increase taxol permeability in Caco-2
monolayers, but the continuous presence of these CD derivatives is necessary for the
enhanced taxol permeability in taxol-CD complex form. This effect could primary be
mediated by increased complexation and solubility of taxol and also possibly by the

interaction of CDs with cell membrane.

In contrast to the well-known active efflux pump inhibitor CSA, the examined CD
derivatives at 20 mM concentration did not influence the activity of active efflux
pumps. In the case of Rameb, the increased paracellular permeability can indicate
attenuated barrier integrity. However the ionic derivatives of Rameb did not change the
barrier function of the Caco-2 monolayer and did not induce a drop in TEER or
internalization of specific tight junction proteins, they are able to enhance the taxol
influx in Caco-2 cell monolayer. MaRameb proved to be the most suitable 3-CD in oral

formulation of taxol.
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