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BEVEZETES

A hatéanyagok szervezetbe torténd juttatasa tobb tutvonalon is lehetséges,
legnépszerlibb €s legegyszerlibb formdja a szdjon 4t torténd bejuttatds. A per os
adagolds sordn a hatéanyag a gasztrointesztindlis traktusbodl szivodik fel. A teljes
abszorpciohoz a hatéanyag €s a gyogyszerforma szamos tulajdonsaganak kell
egylittesen megfelelnie, melyek koziil a hatéanyag oldékonysdga és bioldgiai
membranokon keresztiil torténd atjutasa az a tényezd, mely meghatarozza, hogy
milyen gyégyszerformét és ahhoz milyen segédanyagokat alkalmazunk.

A hatéanyagokat a gasztrointesztindlis felszivodast meghatarozé biofarméciai
tulajdonsdgok alapjan rendszerbe foglaljak. A Biofarmaciai Osztalyozasi
Rendszer (BCS) szerint a hatéanyagok oldhatésaguk ¢és membran

permeabilitasuk alapjan négy csoportba sorolhatok:

I. osztély: J6 oldhat6sdgu, j6 permeabilitdsi anyagok: A hatéanyag konnyen
oldodik a bélnedvben, illetve a bélhamsejteken keresztiil konnyedén a
véraramba kertil.

II. osztdly: Rossz oldhatdsdgu, j6 permeabilitdsi anyagok: Bar a hat6anyag
konnyedén atjut a sejtmembranon, mégis alacsony biohasznosithatosaggal
rendelkezik, hiszen a felszivodds alapfeltétele a hatdanyag oldatba
keriilése.

III. osztaly: J6 oldhat6sdgu, de rossz permeabilitdsi anyagok: Ezen hatéanyag
biohasznosithatésiagat dontéen a membrdnon torténd 4atjutds sebessége
hatdrozza meg.

IV. osztaly: Rossz oldhat6sagu, rossz permeabilitdsi anyagok: Ezen anyagok

oralis adagolasa csak specidlis segédanyagok alkalmazdsaval lehetséges.

A II., I, IV. osztdlyba tartozé hatéanyagok bioldgiai hasznosithatosdgat
oldhatdsag, illetve permeabilitds fokozasaval novelhetjiik. A megfeleld biologiai

hasznosithatosdg és oldékonysdg érdekében kiillonbozd kémiai, illetve



fizikai-kémiai moddositasokra keriilhet sor. Ezen feliil specidlis segédanyagok
egylittes alkalmazasdval a biofarmaciai tulajdonsdgok jelentdsen modulalhatok,
példaul felszivodast fokozo segédanyagok, illetve efflux-gatlok alkalmazdsdval
nagyobb mennyiségii hatéanyag képes athatolni a bélhdmsejtek membréanjéan, a
permeabilitas no.

A legnagyobb kihivast a IV. osztdlyba tartoz6 farmakonok per os
formulacidja jelenti, pedig vannak olyan IV. osztdlyba gydgyszercsoportok,
amelyek esetében a per os gyogyszerforma kialakitdsa jelentdsen
megkonnyitené a betegek kezelését. Olyan daganatellenes szerek is ide
tartoznak, mint példdul a taxol, melynek per os formuldcidja a tudomanyos
érdeklddés kozéppontjdban all.

Az oldékonysdg novelés egyik formdja molekuldris komplexek képzése. A
ciklodextrinek (CD) idedlis zarvany komplex képz0 segédanyagokként
alkalmasak a kis vizoldékonysdgui hatéanyagok oldatban tartdsdra ,,molekula
komplexek™ 1étrehozasa altal. Mindemellett ismert, hogy membranmodulal6
hatdssal is rendelkeznek, mely elOsegiti a hatéanyag permeabilitdsanak

novekedését

Ciklodextrinek

A szénhidrétok kozé tartozé keményitd fontos alkoto eleme szinte minden €16
szervezetnek, épitdelemei az amildz és az amilopektin. Ezen két makromolekula
glilkopiran6z egységek szdzaibol épiil fel. A kémiai 4talakulds folyaman, egy
specidlis enzim, a ciklodextrin-gliikozil-transzferdz, nem csak dextrinekké
bontja a keményitdt, hanem ezzel egy iddben a szabad végeiket 6sszekapcsolva
ciklikus dextrint is létrehoz, mely termék neve ciklodextrin (CD). Héarom
alaptipus keletkezik a gylirlivé zar6dds sordn a leggyakrabban: o-CD, B-CD, v-
CD. A gyliriik axidlis tireggel rendelkeznek, a térbeli szerkezet egy kupos
hengerre emlékeztet. A gylrik kiilsd fele hidrofil, a belsé fele hidrofob
tulajdonsdgu. A kettds jelleget a gylirlth6z kapcsolddé csoportok alakitjak ki.



A CD-ek tulajdonképpen egy nyitott kiipos molekuléris méreti kapszuldnak
tekinthetoek. A gylru altal képzett lireg alkalmas ugynevezett vendég (,,guest”)
molekula befogaddsara. Mint hordozé (,,host”) molekula igen sokféle
vendégmolekulat tud magdba fogadni. Vizes oldatban az enyhén apoldros CD
tireg vizzel nem telik meg. Ez az éllapot energetikailag igen kedvezdtlen lenne
az apoldros-poldros interakci6 miatt. Ha az oldat tartalmaz egy megfeleld
vendégmolekulat, amely kevésbé polaros, mint a vizmolekula, akkor a
komplexképz0dés azonnal végbe megy, a CD iiregébe a kevésbé polaros
molekula vagy egy oldalldnca keriil. Egy, két esetleg hairom CD molekula és egy
vagy tobb vendégmolekula alkotja a toltott zarvanyt. Az atlagos host:guest arany
1:1. Abban az esetben, mikor a vendégmolekula méreténél fogva a komplex
kialakitasdhoz 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
méretll, hogy két vagy harom CD is hozza tud férni a lipofil csoportokhoz,
molekularészekhez. Ez jelenti a molekula kapszuldzds lényegét. A CD-ekkel
képezett komplexek igen sok gydgyszerformdban el6fordulnak, példaul orilis,
parenteralis, nazdlis, transzdermalis, szemészeti, rektdlis, pulmondris
gyogyszerformdban. Amellett, hogy igen sok teriileten alkalmazzdk Oket, nem
szabad elfelejtkezni a toxikus hatdsaikrol sem, amelyek manapsidg is az
érdeklédés kozéppontjdban dllnak. Egyik legfontosabb toxikus hatasuk a
hemolizist kivaltd hatds, mely CD tipusonként rendkiviil eltérd lehet. Ez a
kiilonbs€g a membrankomponensekre gyakorolt kiilonbozé  mértékl
szolubilizaciés hatds miatt addédik. A CD-ek a foként koleszterint és
foszfolipideket, igy foszfatidilkolint €s a szfingomielint vonnak ki a membran
kiilsO részébdl. Ezaltal a foszfolipid kettds réteg két fele kozott felborul az
egyenstly, jelentdsen megnovekedik a sejtmembran fluiditdsa. Ez a folyamat a

sejt szétesés€hez vezethet.



Gyogyszertechnoldgiai  szempontbél a  B-CD  szdrmazékok a
legjelentdsebbek. Sokféle B-CD-t szintetizdltak annak érdekében, hogy a
tokéletesitsék a fizikai-kémiai paramétereiket, illetve csokkentsék a toxikus

hatasok szamat és mértékét.

Taxol és a CD-ek

A paclitaxel, mas néven taxol széles korben elterjedt daganatellenes szer.
Szubnanomolaris koncentrdcibban a taxol hatdsira a mikrotubulusok
polimerizacidjanak fokozdsdval és bontdsuk gatldsaval rendkiviil statikus, nagy
mennyiségl diszfunkcionalis mikrotubulus képzodik. Az igy keletkezett statikus
mikrotubulusok vezetnek a sejt haldldhoz, mivel sem az interfazis folyamatai,
sem a sejtosztodas nem tud végbemenni. Roviden Osszefoglalva taxol oralis
adagolasat harom tényez0 neheziti:

— A Biofarmiciai Osztdlyozasi Rendszer (BCS) szerint a IV. kategéridba
tartozo taxol oldékonysaga vizes kdzegben igen rossz.

— A taxol ismert P-glikoprotein (Pgp) szubsztrit Az MDR-ABC
transzporterek (multi drug resistance — ATP binding casette)
biztositjdk a ,kémiai immunitdst” a sejtek, szovetek szamadra. Ezek a
transzporterfehérjék szelektiven szabalyozzdk a sejtbe illetve a sejtbdl
torténd anyagforgalmat. Meggaitoljdk a xenobiotikumok illetve
bomlastermékeiknek felhalmozddasat a szovetekben. Az Pgp
masnéven MDR1 (ABCB1) e kémiai immunitdst biztositd
transzporter-csaldd jelentds tagja.

— A taxol a bélhamsejtek illetve a maj citokrom P450 (CYP 450)
enzimjeihez nagy affinitdssal kotddik, igy még a szisztémdas hatds
elérése eldtt jelentds mennyiségll (inaktiv) hidroxi-, illetve

dihidroxipaclitaxel képzodik.



Ezek ismeretében a kovetkezd utakon lehet javitani a taxol igen csekély,
minddssze 1-2%-os ordlis biohasznosithatosdgan. Az alkalmazott segédanyag
vagy hordozérendszer idedlis esetben képes novelni az oldékonysagot, gatolja a
Pgp miikodését és esetlegesen a CYP 450 enzimrendszert is. Ezenfeliil
szamitasba vehetd még a segédanyag membranlipidek Osszetételére gyakorolt
hatdsa, vagy a szoros junkci6k reguldcidjanak modulédldldsa, mely az elso
esetben a transzcellularis, a masodik esetben a paracellularis passziv transzport
fokozodasat eredményezheti.

A CD-ek alkalmasak a kis vizoldékonysdgi molekuldk oldékonysdganak és
ezzel egyiitt a biohasznosithatésdagénak novelésére. A taxollal torténd
komplexképzés terén leghatékonyabbnak a metil-B-CD-ek bizonyultak (90%-os
hatékonysdg). A B-CD-ek lipofil anyagok oldékonysdgat néveld hatdsa mellett
az irodalomban taldlhatunk a B-CD-ek Pgp miikddésére gyakorolt hatdsardl is
adatokat, mely felveti alkalmazdsuk lehetdségét kemoterapeutikumok oralis
gyogyszerkészitményként valé formulalasdban. Ebbdl adoddan  tobb
kutatécsoport is tanulmédnyozta a komplexdldsi tulajdonsigukon kiviill a
biztonsdgossagukat, am az 4j tipusi CD-ek a szervezetre gyakorolt hatdsainak és

toxicitdsanak ismeretei hidnyosak.

Sejtkultirak, Caco-2

A gyogyszerfejlesztés sordn a preklinikai fazis fontos dllomdsat képviseli a
jelolt molekula sejtvonalakon torténd tesztelése. Kiilonbozo sejtvonalak illetve
az altaluk kialakitott modell rendszerek segitségével megjosolhato egyes
farmakonok, segédanyagok toxicitdsa, illetve farmakokinetikai tulajdonséga.
Ilyen sejtvonal a Hela sejtvonal, mely humdn cervix carcinoma eredeti. Mivel
konnyen tenyészthetd, alkalmas a farmakonok, segédanyagok -elozetes
tesztelésére. A Caco-2 sejtvonal humdn colon adenokarcinoma eredetii. Ezt a
sejttipust igen széles korben alkalmazzak a vékonybélbdl  torténd

gyogyszerfelszivodas in vitro modellezésére. A Caco-2 sejtvonal rendelkezik



mindazon tulajdonsdgokkal, amely feltétele lehet az in vivo intesztindlis
felszivodas modellezésének per os adagolt gyogyszerkészitmények esetében. Ez
a sejtvonal egybefiiggd sejtréteg, azaz monolayer kialakitdsdra képes,
segitségével tanulmdnyozhaté az intesztindlis epitheliumon Kkeresztiili
transzport-folyamatok mindegyike. A monolayer polarizalt enterocitakbdl all. A
differencidlodott sejtek apikdlis felszinét mikrovillusok boritjdk, és a
sejtmembranjukban megtalalhatéak ugyanazon aktiv transzporterek, mint a
humdn jejunumban. A monolayert alkoté sejtek kozotti szoros kapcsolatot a

szoros junkciok biztositjak.



CELKITUZES

A gybgyszer bejutdsanak novelése, kiilonosen a IV osztdlyba tartozo
hatéanyagok esetén, rendkiviil fontos feladat. A farmakonok felszivodasinak in
vitro vizsgéalatdval meghatdrozhaté azok a tényezdk, amelyek moduldldsdval a
biofarmaciai tulajdonsagok eldnydsen megvaltoztathatoak. Elengedhetetlen
azoknak a folyamatoknak az ismerete és megértése, melyek hatdsara nagyobb
mennyiségli hatdanyag képes dthatolni a bélhamsejtek membranjan, vagyis a
bélhdm a hatéanyagra vonatkoz6 permeabilitisa n6. A felhaszndlt segédanyag
tulajdonsdgai is rendkiviili médon befolydsoljdk a hatéanyag bejuttatdsdnak
modjat €s a dozirozasi forma kialakitisat. Ezért fontos ismerniink a
segédanyagoknak a felszivodasra gyakorolt hatdsét és az esetlegesen eléfordul6
toxicitési tulajdonsagait.

A vizsgalataink megtervezésekor ezeket a szempontokat figyelembe véve, a

kovetkezo célokat tuztiik ki:

1. Caco-2 sejtek segitségével kialakitott in vitro transzport modell
bedllitasa, jellemzése TEER méréssel, illetve ismert permeabilitdsu

vegyiiletek segitségével.

-

2.Uj generdciés metil-B-CD-ek citotoxicitidsdnak,  hemolitikus
aktivitasanak jellemzése
3. Osszefiiggések  feltérképezése a  vizsgalt CD-ek szerkezete,

koleszterinold6 képessége, citotoxicitdsa, illetve hemolitikus aktivitdsa

kozott

itélt CD-ek taxol transzportjara gyakorolt hatdsdnak tanulmdnyozdisa

Caco-2 transzport modellen

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

gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozasa.



ANYAGOK ES MODSZEREK
A ciklodextrinek

A kisérletek sordn szamos B-CD szdrmazék hatdsat vizsgaltuk. A Rameb
(Random metil-B-ciklodextrin) a Wacker Chemie-t6l (Németorszag), a Crysmeb
(Metilezett-B-ciklodextrin) a Roquette Fréres-t6l (Franciaorszdg) Kkeriilt
beszerzésre. Az egyéb B-CD szdrmazékokat, illetve a koleszterin/Dimeb-50
(4,63(m/m)% koleszterin-tartalom) és a koleszterin/Rameb (4,82(m/m)%
koleszterin-tartalom) komplexeket a Cyclolab Kft. (Cyclolab Cyclodextrin R&D

Laboratory Ltd., Magyarorszdg) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A sejttenyésztés
A Hela sejtvonal

Az eldkisérleteink sordn a B-CD-ek hatdsiat Hela (European Collection of
Cell Cultures, Egyesiilt Kirdlysdg) sejtvonalon vizsgaltuk. A tenyésztés sordn a
sejteket standard koriilmények kozott tartottuk [Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (Sigma-Aldrich, Magyarorszag), mely 10(v/v)% hdvel 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)% tripszin-
0,02(m/v)% EDTA-oldatot [0,5 g/l tripszin (Sigma-Aldrich, Magyarorszag); 0,2
g/l EDTA (Sigma-Aldrich, Magyarorszdg)] alkalmazva a  sejtek

felvalasztasahoz.

A Caco-2 sejtvonal:

Vizsgdlataink sordn a Hela sejtvonal mellett az ECACC-t6l (European
Collection of Cell Cultures, Egyesiilt Kirdlysag) szarmaz6 Caco-2 sejtvonalat
alkalmaztuk. A sejteket 10(v/v)% inaktivélt fotdlis szarvasmarha szérumot
(FBS, Sigma-Aldrich; Magyarorszag), 1(v/v)% nem esszencidlis aminosavat

(Sigma-Aldrich, Magyarorszag) €s 100 mg/ml gentamicint tartalmaz6 DMEM
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(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
teny€sztd folyadékban novesztettik 37°C-on, 5% CO, atmoszféraban, 95%
paratartalom mellett. A sejteken minden 3-4 napon végeztiink tapoldat cserét. A
passzéldshoz 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, Magyarorszag)]

hasznéltunk. A vizsgélatokat 25-42 passzdzsszam kozott végeztiik.

A Kkoleszterinold6 képesség vizsgalata

A koleszterinold6 képesség vizsgalatit a Cyclolab végezte el szdmunkra,
mely sordn meghatdroztak, hogy 1 ml 0,04 M koncentracidju B-CD oldat hany
mg koleszterint tud oldatba tartani, azaz komplexdlni. A vizsgélat protokollja a
kovetkezd: 0,04 M B-CD desztillalt vizzel készitett oldatdhoz nagy feleslegben
koleszterint adtak. A szuszpenziot szobahOmérsékleten 12 ordn at kevertették.
Az inkubdlds utdn a szuszpenziét megszlrték, majd a filtrdtum koleszterin
tartalmat HPLC segitségével hataroztdk meg. Az oszlopban reverz fazisu
Nucleosil 120-5, C18 4*100 mm (Macharey Nagel, Németorsz4dg) toltetet
alkalmaztak, a kromatografidit 40°C-on végezték, Az eliciéhoz izokratikus
acetonitril:2-propanol (3:1) elegyét hasznaltdk. Az UV abszorbancia detektalas
210 nm-en tortént. A filtrdtumban 1év6 oldott koleszterin tartalmat mg/ml-ben

fejezték ki.

Az MTT-teszt

Az MTT tesztet sejttipusoknak megfelelden két protokoll alapjan végeztiik:
A Hela sejtvonal

A sejteket 24 lyukd platbe helyeztiik (8 x 10" sejt/lyuk). 2-3 napos inkubalds
utan a platet foszfat pufferes sdoldattal (PBS) mostuk, majd a vizsgalt, PBS-sel
késziilt kiilonbdz6 koncentraciéju ciklodextrin oldatokat a sejtekre helyeztiik. 30
perces inkubadcié utan (37 °C, 5% CO, atmoszféra, 95% pératartalom) a

ciklodextrin oldatokat eltavolitottuk, PBS-sel tortén0 kétszeri mosas utan
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médiummal késziilt, 0,5 mg/ml koncentraciéji 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromid (MTT; Sigma-Aldrich, Magyarorszdg) oldattal
inkubdaltuk a sejteket tovabbi 4 O6rdn keresztil. A képzOdott formazédn
kristdlyokrél eldszor eltdvolitottuk az MTT-oldatot, majd 200 upl dimetil-
szulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) segitségével feloldottuk a
formazan kristdlyokat. Az oldatok abszorbancidjat Shimadzu UV-1601
spektrofotométer (Shimadzu, Japan) segitségével mértiik 570 nm-en. Csak a
sejttormeléket tartalmazd szuszpenzid, mint hattér értékével korrigdltuk az
eredményeket, mert annak a minimdlis mennyiségli redukdlatlan MTT-nek,
amely a kisérlet sordn nem alakult at formazdnna és a sejtekhez tapadva a
mintdban maradt, a maximélis UV elnyelése 380 nm és 235 nm hulldimhosszon
van. 570 nm-en nincs elnyelése a redukdlatlan MTT-nek. A korrigdlas soran
kivontuk az 570 nm-en mért abszorbancia értékekbdl a sejttormelék
szuszpenzid, mint hattér 690 nm-en mért abszorbancia értékeit. A korrigélt
értékeket kezeletlen kontroll mintdk abszorbancia értékeihez viszonyitva

szdzalékban fejeztiik ki €s a B-CD koncentraci6 fiiggvényében abrizoltuk.

A Caco-2 sejtvonal

A vizsgdlt B-CD-ek Caco-2 sejtekre gyakorolt hatdsit MTT teszttel
vizsgaltuk. A Caco-2 sejteket 96-lyuku tenyésztdedénybe helyeztiik
(10* sejt/lyuk), majd 7 napig a fentebb leirt tenyésztési koriilmények kozott
tartottuk. 7 nap mulva kiilonboz6 koncentraciéji, PBS-ben késziilt f-CD oldatot
helyeztiink a sejtekre. 30 perces inkubdlas utan médiummal késziilt, 0,5 mg/ml
koncentraciéju 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
inkubaltuk. Miutan leszivtuk a feliilisz6t, a keletkezett, vizben oldhatatlan
formazan kristdlyokat 200 ul sésavas 2-propanollal (2-propanol:sésav = 25:1)
oldottuk fel. Az oldatok abszorbancidjat FLUOstar Optima microplate olvaso
(BMG LABTECH, Németorszag) segitségével 570 nm-en mértik. Az
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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 koncentricid
fiiggvényében dabrazoltuk. Az d&dbrdk segitségével meghatdroztuk az ICs

értékeket (50% mitokondridlis enzim inaktivacio).

A hemolitikus aktivitas vizsgalata

A B-CD-ek hemolitikus aktivitdsdnak vizsgdlatihoz egészséges humdin
donorok vérét haszndltuk. A citrittal antikoaguldlt mintdkbdl a vér alakos
elemeit centrifugaldssal szeparaltuk (2500xg, 10 perc), majd PBS-sel haromszor
mostuk. A PBS-sel késziilt, kiilonb6z6 koncentricioji B-CD oldatokhoz
(PH7,2) 5 x 107 szami erythrocytat adtunk. 10 perces, 37°C-on torténd
inkubalds utdn a mintakat 5000xg centrifugaltuk. 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, Németorszdg) segitségével. A kontroll
kisérlet sordn az erythrocytdkat desztilldlt vizben inkubaltuk 10 percig, ezalatt
végment a teljes hemolizis. Majd centrifugdlast kovetden megmértik a

feliiliszéban 1€vo, kiszabadult hemoglobin abszorbancidjat 540 nm-en.

A Caco-2 transzport modell kialakitasa, jellemzése
A transzport modell jellemzése transzepithelidlis elektromos ellenallas
méréssel

A B-CD-ek taxol transzportjara gyakorolt hatdsit Caco-2 sejtek 4ltal
kialakitott transzport modell segitségével vizsgaltuk. A vizsgalathoz a sejteket
Transwell® (Corning Costar, USA) polikarbondt inzertre helyeztik (0,4 pm
pérusméret, 2x10° sejt/inzert). A sejtek tenyésztése a sejttenyésztés pontban
emlitett koriilmények kozt tortént. Az inzerteken a médiumot 2 naponta

cseréltiik. A kiiiltetés utani 20-30 nap kozott haszndltuk az inzeteket a transzport
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kisérletekhez, mikor a Caco-2 sejtek stabil monolayert alkottak. A monolayer
kialakulésat transzepithelidlis elektromos ellenéllas (TEER) méréssel kovettiik
nyomon (Millicell-ERS voltohmmeter, Millipore, USA). A mért TEER értéket
az alébbi egyenlet alapjan korrigdltuk:

TEER (Ohmxcm?)=[Meért érték (Ohm)—iires inzert ellendlldsa (Ohm)]xeffektiv feliilet (cm?)

A transzport modell jellemzése ismert permeabilitasa vegyiiletek
segitségével

A transzport vizsgdlatok sordn 1000 Ohmxcm® feletti TEER értéki
monolayereket hasznéltunk, 3 parhuzamos mérést végeztiink. A jellemzés sordan
ismert humdn abszorpcidji, vegyliletek atjutdsat vizsgaltuk a monolayeren
keresztiil. Az inzerteket HBSS-ben (Hanks’ Balanced Salt Solution; Sigma
Magyarorszdg) mostuk (37°C, 30 perc), majd a bazilis kamrat megfeleld
mennyiségili tiszta HBSS, azaz akceptor oldattal toltottiik meg. Az apikalis
kamrat megfeleld6 mennyiségt, 0,5 uCi/ml izotop tartalmu HBSS, azaz donor
oldattal toltottiik meg. A karakterizalds sordn mintat a bazdlis kamrabdl 10., 30.,
60., és 120. percben, illetve gyorsan transzportalodé anyagok esetén az 5., 10.,
15.,6s 90. percben vettiink. A mintadk radioaktivitdsat folyadék szcintillacios
szamlalo késziilékkel hatdroztuk meg (Tri-Carb, PerkinElmer, USA).

A mért dpm ért€kekbdl a latszolagos permeadbilitasi koefficienst (Papp) a
kovetkezd képlet alapjan hatdroztuk meg:

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

dQ/dt = idéegység alatt 4tjutott anyagmennyiség (dpm/s)

Cnull = donor transzportoldat kiindulasi koncentracidja (dpm/ml)

A = effektiv felszin (cm?)

A Papp értékek tizes alapui logaritmusdnak fiiggvényében dbrazoltuk a humdén

abszorpcios értékeket.
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[’H]-taxol permeabilitisanak vizsgalata

A vizsgalatok eldtt az inzerteket HBSS oldatban mostuk €s inkubaltuk 37
°C-on 30 percig. A monolayerek integritdsdnak ellendrzése céljabol a kisérletek
elétt és utdn megmértik a TEER értékeket. A permeabilitasi vizsgilatok a

kovetkezdképpen torténtek:

B-CD eldkezelés, Protokoll 1.: A monolayereket az apikdlisan elhelyezett 20
mM Rameb, SuRameb (Szukcinil-metil-B-ciklodextrin), MaRameb (Metil-6-
monodeoxi-6-monoamino-B-ciklodextrin) oldatokkal inkubaltuk 37 °C-on 30
percen keresztiil. Ezutdn a sejteket kétszer HBSS-sel mostuk. A B-CD
elOkezelést kovetden kiilon kisérletben meghatiroztuk az apikdlis kamrabol a
bazolaterdlis, illetve a bazolaterdlis kamrdabdl az apikdlis felé a taxol
permeabilitdsat. Apikdlis kamrdbdl a bazolaterdlis kamrdba irdnyulé (A-B)
permeabilitdsi vizsgélat soran az apikalis kamra tartalmazta a donor oldatot: 0,5
uCi/ml [*HJtaxol (Moravek Biochemicals USA), illetve 0,5 uCi/ml
['“C]mannitol (Amersham USA) HBSS-ben. A taxol fajlagos aktivitdsa 36,0
Ci/mmol és koncentracidja a donor oldatban 11,9 ng/ml volt. Ebben a kisérleti
elrendezésben a bazolaterdlis kamra tartalmazta az akceptor oldatot, tiszta
HBSS-t. A mintakat a bazolaterdlis kamrabdl vettiik 15-30 perces 1d0k6zonként
a 90. percig. A kivett térfogatokban 1évd hatéanyag radioaktivitdsat késObbi
szamitdsok sordn figyelembe vettiink, mely szerint a mintavételekkor kivett
térfogatokban 1€évo taxol illetve mannitol radioaktivitast hozzaadtuk a 90.
percben vett mintdban 1év0 taxol/mannitol radioaktivitdsdhoz. A kivett
térfogatokat HBSS-sel pétoltuk. Néhany vizsgilat sordn ['*Clmannitol helyett
["*C]PEG-4000-t alkalmaztunk, mint paracelluldris marker.

A bazolaterdlis kamrdabol az apikdlis felé (B-A) torténd taxol transzport
mérések soran a donor oldatot a bazolateralis kamra tartalmazta: 0,5 uCi/ml
[*H]taxol, illetve 0,5 uCi/ml ['*C]mannit HBSS-ben. Az akceptor oldatot, tiszta
HBSS-t az apikalis kamra tartalmazta. A mintdkat az apikalis kamrabol vettiik

15-30 perces 1dokozonként a 90. percig. A kivett térfogatokat HBSS-sel
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potoltuk, amelyet a késObbi szdmitdsok sordn figyelembe vettiink a fentebb leirt
modon.

Folyamatos -CD kezelés Protokoll 2.: Az A-B irdnyd mérésekhez 0,5
uCi/ml [*Hltaxol, illetve 0,5 uCi/ml [*C]mannitol 20 mM Rameb, 20 mM
MaRameb, 20 mM SuRameb HBSS-sel késziilt oldataval Osszekevertiink és

eléinkubéltuk 37 °C-on 30 percig.

A-B irdnyd permeabilitdsi mérések sordn az apikdlis kamra tartalmazta a
donor, B-CD-taxol oldatot a vizsgalat végéig, a 90. percig. gy a B-CD kezelés a
kisérlet teljes idOtartama alatt zajlott. A mintdkat az akceptor HBSS oldatot
tartalmazo bazolateralis kamrdbol vettik 15-30 perces 1dOkozonként a 90.
percig. A kivett térfogatokban 1év0 hatéanyag radioaktivitdsdt késObbi
szamitasok sordn figyelembe vettiink a Protokoll 1. A-B transzport vizsgalatnal
leirt modon. A kivett térfogatokat HBSS-sel potoltuk.

A B-A irdnyu permeabilitasi vizsgélatok sordn az apikélis kamra tartalmazta
az akceptor oldatot: 20 mM Rameb, 20 mM MaRameb, 20 mM SuRameb
HBSS-sel késziilt oldatat. A donor oldatot a bazolateralis kamra tartalmazta: 0,5
uCi/ml [*H]taxol, illetve 0,5 pCi/ml ["*C]mannit HBSS-ben. A mintdkat az
apikalis kamrabol vettik 15-30 perces 1dOkozonként a 90. percig. A kivett
térfogatokban 1€vd hatdéanyag radioaktivitisit késObbi szdmitisok sordn
figyelembe vettiink a Protokoll 1. A-B transzport vizsgélatnal leirt médon. A
kivett térfogatokat 20 mM CD oldattal pétoltuk. A Pgp gatlds vizsgdlatanal a 10
uM ciklosporin A-t (CSA; Sigma-Aldrich, Magyarorszdg), mint ismert Pgp
inhibitort az apikdlis kamra tartalmazta A-B és B-A elrendezés esetén is.
Minden kisérlet sordn 3 parhuzamos mérést végeztink. A mintdk
radioaktivitasat folyadék scintillacios szamlalo késziilékkel hataroztuk meg (Tri-
Carb, PerkinElmer, USA). A mért dpm ért€kekbdl a latszolagos permeabilitasi

koefficienst (P,,p) hatdroztuk meg.
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Immunohisztokémia

A vizsgélathoz 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 cseréltilk. A sejteket a monolayer kialakulasa utdn 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 utdn az inzerteket PBS-sel (pH 7,3) mostuk, majd 3%
paraformaldehid frissen depolimerizalt, PBS-sel készitett oldataval fixaltuk 30
percig. Majd a sejteket ZO-1 (Invitrogen USA), claudin-1 (Invitrogen USA), -
catenin (Sigma-Aldich, Magyarorsz4g) primer antitestek 5 ug/ml koncentraciéju
oldatdval inkubdltuk 1 6ran at a nem-specifikus antitestkdtd helyeket blokkolo
3% szarvasmarha szérum albumin oldattal egyiitt. Hairomszoros PBS-sel torténd
mosds utdn a Cy3-jelzett anti-rabbit I[gG mésodlagos antitesttel (Sigma-Adrich,
Magyarorszag) (2 pg/ml), illetve sejtmagfestésre alkalmas bis-benzimiddel
(Sigma-Adrich, Magyarorszdg) (10 uM) inkubdltuk a sejteket tovabbi 1 6rdn
keresztiil. A festett sejtekkel egyiitt az inzertek membranjit tirgylemezre
rogzitettik Gel Mount-tal (Biomeda, USA), majd Nikon Eclipse TE2000
fluoreszcencids mikroszképpal tanulmanyoztuk (Nikon Japédn), Spot RT digitélis

kameraval fényképeztiik (Diagnostic Instruments, USA).

Statisztikai analizis

Az adatokat statisztikailag a SigmaStat (version 3.1. SPSS Inc.) program
segitségével elemeztiikk, és az 4tlagukat dbrazoltuk + SD. A csoportok
Osszehasonlitasat one-way ANOV A-val végeztiik, amelyet Holm-Sidak post hoc

teszt kovetett. A kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELES
Koleszterinold6 képesség

Megvizsgdltuk a kiilonb6zé metil-B-CD-ek koleszterinoldé képességét a
szubsztitualtsag szemszogébodl. A vizsgdlat sordn azt tapasztaltuk, hogy a metil-
szubsztituensek szdmdnak novekedésével nO az oldatban 1€vo koleszterin
mennyisége, amely a koleszterin egyre nagyobb mértékli komplexdldsara utal.
Az emelkedés a 14 db szubsztituenst tartalmazé Dimeb-nél éri el a maximumot,
a tovabbi metil-csoportok nem emelik a koleszterin koncentracidjat. Az izomer
tisztasdg nem befolydsolta a koleszterinold6 képességet: 4,20 + 0,16; 3,57 £ 0,18
és 3,65 + 0,14 mg/ml koleszterin koncentriciokat mértiink az 50%; 80%; 95%
izomer tisztasdgi 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 gliikkdéz gylriire. Az 1) szubsztituensek kovetkeztében a Rameb
esetében mért 3,60 + 0,12 mg/ml koleszterin-koncentracidhoz viszonyitva,
jelentdsen lecsokkent a koleszterin komplexdldsdhoz val6 affinitds. A SuRameb
esetében, mely szukcinil-csoportot tartalmaz, 2,40 + 0,09 mg/ml-es, a MaRameb
esetaben, mely amino-csoportot tartalmaz, 0,50 £ 0,07 mg/ml-es koleszterin
koncentraciét mértiink. A Dimeb moddositdsa révén még ennél is jelentdsebb
koleszterinold6 képesség csOkkenést tapasztaltunk. Néhany ionos csoport
bevitele a Dimeb 3 mg/ml feletti értékét lecsokkentette 0,1 mg/ml érték ala.
Ilyen alacsony értékii koleszterinolddssal rendelkezik a SPDimeb (Szulfopropil-
heptakis(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrin) a CMDimeb (Karboximetil-
heptakis(2,6-di-O-metil)-B-ciklodextrin nétrium séja) és a CMHE-Dimeb
(Karboximetil-hidroxietil-heptakis(2,6-di-O-metil )--ciklodextrin).

A vizsgilt nem-metilezett p-CD-ek esetében, ugymint a HPBCD
(Hidroxipropil-B-ciklodextrin), QABCD (Kvaterner amino-B-ciklodextrin),
CMBCD (Karboximetil-f-ciklodextrin), amelyek hidroxipropil, trimetilamino

vagy karboximetil szubsztituenst tartalmaznak, joval kisebb koleszterin-
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koncentriciét eredményeztek: 0,32 + 0,01; 0,050 £ 0,002 és 0,055 + 0,005
mg/ml.

A PB-CD-ek szerkezete, citotoxicitasa, hemolitikus aktivitisa ¢és
koleszterinoldé képessége kozotti osszefiiggések

Vizsgalataink kezdetén Hela sejtvonalon MTT-teszt segitségével
megvizsgaltuk néhdny [-ciklodextrin sejtekre gyakorolt hatdsit. A
ciklodextrinek szubsztitudltsaguktdl fiiggden kiilonb6z6 mértékben hatottak a
sejtek életképességére. A kiilonbségek a teszt segitségével konnyen
megéllapithatok. A metilezett nem ionos B-CD-ek szignifikdnsan tobb sejt
mitokondriélis enzimjét voltak képesek gétolni, mint az ionos szarmazékok.

Mivel tovdbbi terveink kozott szerepelt a B-CD-ek transzepithelidlis
transzportra gyakorolt hatdsainak vizsgélata, kivalasztottuk egy, a felszivddas in
vitro modellezésére alkalmas sejtvonalat, a Caco-2-t. A tovédbbi kisérleteinket
ezen a sejtvonalon végeztiik, és kiegészitettiik a hemolitikus aktivitds mérésével.

A toxicitdsi vizsgdlatok sordn szdmos [B-CD Caco-2 életképességére,
valamint sejtmembranra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk meg MTT-teszt, illetve
hemolitikus aktivités teszt segitségével. Az irodalombdl ismert, hogy a -CD-ek
interakcidba 1épnek a sejtmembranban 1évd koleszterinnel, de a vegyiiletek
szerkezetét €s koleszterinold6 képességét a citotoxicitas Osszefiiggésében eddig
még nem megvizsgaltdk. Az MTT-teszt segitségével akut citotoxicitdst
vizsgaltunk, ennek megfeleléen 30 perces rovid protokollt alkalmaztunk, igy
nem kellet szamolnunk az esetleges proliferaciora gyakorolt hatassal.
Eredményeink a sejtmembran-CD interakciot tiikrozik, igy a koncentraciéfiiggd
citotoxicitas 0sszevethetd a koleszterinoldo képességgel. Ezek a tulajdonsagok a
metil csoportok szamatol, illetve az egyéb ionos €s nem ionos csoportok
jelenlététdl fiiggnek.

Eredményeink igazoljdk feltételezésiinket, mivel jelent0s Osszefiiggéseket

taldltunk a szerkezet, illetve a citotoxicitds kozott. A metil csoportok szdméanak
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novelése jelentds sejtmembrankérositd hatdst eredményez. A Crysmeb, amely 3-
4 metil csoportot tartalmaz, még 200 mM koncentracidban sem éri el az 50%-os
enzimaktivitds gatldst. A metil csoportokat tartalmazé Rameb, Trimeb
(Heptakis(2,3,6-tri-O-metil)-B-ciklodextrin), illetve a Kkiilonb6zé izomer
tisztasagu Dimeb-ek a citotoxicitasi gorbéjiik lefutdsa alapjan jelentds toxicitast
mutattak a Caco-2 sejteken. Ez az eredmény Osszhangban éll a hemolitikus
aktivitds mérése sordn meghatdrozott HCs, értékekkel. Az izomer tisztasag
citotoxicitdsra gyakorolt hatdsat vizsgdlva, megéllapithatjuk, hogy bar némi
kiilonbség adodott az ICsy értékekben, a gorbék lefutdsa nem tér el
szignifikdnsan. Ezek alapjdn elmondhatd, hogy a sejtmembran - metilezett B-CD
interakci6 jelentdés mértékben fiigg a metil csoportok szamatdl, és kis mértékben
a metil csoport helyétdl. Az ionos csoportok bevitele jelentosen csokkentette a
sejtmembran-kirositd hatdst a semleges toltésli, metilezett B-CD-ekéhez
viszonyitva. Az daltalunk vizsgalt koncentrécié tartomanyban mind a negativ
(karboximetil) mind a pozitiv (trimetilamino) toltésti csoportok jelenléte gatolta
a jelentOsebb citotoxicitds kialakuldsat.

Bar a PB-CD-ek sejtmembran kdérositdé hatdsdanak mechanizmusit nem
vizsgaltuk, irodalmi adatok alapjdn sejtmembranra gyakorolt hatisuk mads
mechanizmussal torténik, mint a feliiletaktiv anyagoké. A B-CD létrehoz egy
apoldros fazist a sejtmembrant koriilvevd poldros, vizes fazisban a 7-
gliikopiran6z egysé€g 4ltal formdlt tireg formdjaban. Tulajdonképpen ez az
apoldros lireg képes a sejtmembran apoléros alkotdit reverzibilisen extrahdlni. A
lipid kompartmentek, fOleg a koleszterin kivondsa a sejtmembranbol a sejt
széteséséhez vezethet.

Ezt a hipotézist alatdmasztja az a megfigyelésiink, melyben a
legtoxikusabbnak mutatkoz6 Rameb illetve Dimeb koleszterinnel alkotott
komplexeinek citotoxicitdsat vizsgaltuk. Kisérleteink sordn ezek a koleszterin
komplexek nem mutattak citotoxicitdst. Ez azzal magyardzhat6, hogy a f-CD-ek

tirege megtelt koleszterinnel, igy a sejtmembranbdl nem tudott lipid alkotot
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kivonni. Tovdbbi megfigyeléseink is alatdmasztjdk ezt a hipotézist: jelentds
korrelaciot taldltunk a P-CD-ek koleszterinoldd képessége illetve a
citotoxicitasa, hemolitikus aktivitasa kozott.

Mindezen 0sszefiiggésekbdl megéllapithatjuk, hogy a B-CD koleszterinoldé
képessége elOrevetiti a sejtmembrannal torténd interakcid mértékét, amely
nagymértékben fiigg a B-CD szerkezetétdl, a metil csoportok szamatdl,

poziciojatdl illetve az ionos €és nem ionos csoportok jelenlététol.

Caco-2 transzport modell és permeabilitasi vizsgalatok
Caco-2 transzport modell

Vizsgélataink mdsik irdnyvonalat a B-CD-ek membran permeabilitdsra
gyakorolt hatasdnak tanulmanyozasa képezte. A felszivodas modellezésére az
irodalomban mar ismert Caco-2 sejtek altal kialakitott transzport modellt
alkalmaztuk. A modell mikodésének alapfeltétele a monolayer kialakulésa,
mely az inzertre valé kililtetés 15. napjara megtortént. Ezt igazoltuk
transzepithelidlis elektromos ellenédllds méréssel (TEER), illetve paracelluléris
markerek permeabilitdsanak vizsgalatival. A TEER ért€kek a 15. napig
emelkedtek, majd az ezt kovetd plato fazisban végeztik el a transzport
kisérleteket 1000 Ohmxcm® TEER érték felett. A modell tovibbi jellemzése
sordn olyan anyagok Aatjutasat vizsgaltuk a monolayeren, melyek human
abszorpcids értékei ismertek, illetve amelyeknek a latszolagos permedbilitési
értékei megtaldlhatéak a szakirodalomban. A jellemzés sikerességét mutatjdk az
irodalomban szerepld intervallumon beliil 1évd mért ért€keink.

A Caco-2 transzport modellen egy gydgyszeranyag mind aktiv, mind passziv
transzport mechanizmusa vizsgalhat6. Ebbdl adodoan a modell alkalmas lehet a
nem megfeleld felszivodas okanak felderitésére. Szamos gyodgyszeranyag nem
kielégitd felszivodasdnak ¢és inadekvat disztribuciéjanak hatterében az
intesztindlis epithelidlis sejtek membranjaban, illetve agyi kapillarisokban

expresszal6dé aktiv efflux transzporterek (pl. Pgp) miikodése 4ll. Transzport
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modelliink kifejezett barrier funkci6jat a magas TEER értékek, a paracelluléris
markerek alacsony permeabilitdsi ért€kei jelzik, tehdt az altalunk kialakitott
modell alkalmas a Rameb és szarmazékainak taxol permeabilitdsdra gyakorolt

hatdsdnak tanulmanyozasa, amelyet még eleddig nem vizsgaltak.

Rameb és szarmazékainak hatasa a taxol permeabilitasara

A metilezett B-CD-ek segédanyagként torténd alkalmazdsa a toxicitdsuk
miatt limitdlt. A toxicitdsi tulajdonsdgok és koleszterinoldasi képességek
ismeretében kivdlasztottunk hdrom B-CD-t, a Rameb-et és két, mdsodik
generacios szarmazékit a MaRameb-et, mely kationos csoportot tartalmaz, és a
SuRameb-et, mely anionos csoportot tartalmaz. Az ionos csoport molekuldba
torténO bevitele lecsokkentette a koleszterinoldd képességet €s a citotoxicitast,
ahogyan azt az eldz0 vizsgalataink mutatjak.

Ezen B-CD szdrmazékok a taxol transzportjara gyakorolt hatdsat 20 mM-os
koncentracioban vizsgdltuk. Két eltéré protokollt alkalmaztunk, egyikben CD
elOkezelést, a masik esetben folyamatos CD kezelést €s jelentds kiilonbséget
tapasztaltunk kozottiik.

Az CD-elokezelés koncepcigja mogott egy korabbi, Dimeb-bel végzett
kisérlet megfigyelései alltak, mely szerint a B-CD-ek kivonjdk a sejtmembranbdl
a koleszterint, melynek kovetkeztében megvaltozik a membran szerkezete,
permeabilitasa, illetve a Pgp aktivitdsa. Ezt a hipotézist a Rameb, illetve a
SuRameb és a MaRameb esetében nem tudtuk aldtdmasztani, mert az elokezelés
hatdsdra nem tapasztaltunk szignifikdns taxol permeabilitds valtozast a
kezeletlen kontrollhoz. A mésodik protokoll szerint, mikor a B-CD-ek dllanddan
jelen voltak a transzport modell fels0 kamrijaban,, a taxol A-B iranyu
transzportjdnak sebessége jelentdsen megvaltozott. A B-CD-szdrmazékok sokkal
hatékonyabban megnovelték a taxol A-B irdnyud atjutdsat, mint a 10 uM CSA,
mely kompetetiv antagonistaként gatolta Pgp szubsztrat-Pgp interakcio

kialakuldsat. A taxol A-B irdnyban mért P,,, ért€ke a kontroll értékének Rameb
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esetén 5,9-szeresére, MaRameb esetén 4-szeresére, SuRameb esetén 3,9-
szeresére novekedett. Eredményeink felvetették azt a kérdést, hogy a fokozott
A-B irdnyu taxol transzport a Pgp gétlds révén jon-e 1étre.

Ezt a hipotézist a B-A irdnyd transzport tanulminyozdsaval vizsgaltuk.
Ebben az esetben is a Pgp inhibitort, illetve a B-CD-eket az apikdlis kamrdba
helyeztiik. A taxol, mint Pgp-szubsztrit igen nagy sebességgel transzportdlddik
az efflux mechanizmus kovetkeztében a bazdlis kamrabol az apikalis felé. A
varttal ellentétben a Rameb ¢és szdrmazékai nem csokkentették a taxol
transzportjdnak sebességét B-A irdnyban, mig a CSA a Pgp inhibicié révén
jelentOsen csOkkentette.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a B-CD folyamatos, taxol-CD
komplex formaban torténd jelenléte sziikséges a taxol megnOvekedett A-B
irdnyu permeabilitdsahoz, de nem Pgp gatlas felelOs érte.

A taxolra vonatkozé kinetikai méréseink alapjan megallapitottuk, hogy a
folyamatos B-CD kezelés sordn a kontrollhoz viszonyitva nem csak a taxol A-B
irdnyd transzportjdnak sebessége nd, hanem a monolayeren 4tjutott
anyagmennyiség is.

A B-A/A-B hanyados informéciot nyujt a kisérlet sordn lezajlo
transzportmechanizmusokrél. Abban az esetben, mikor aktiv efflux
mechanizmus is szerepet jatszik a transzportban, a B-A irdnya latszolagos
permeabilitasi érték jelentdsen nagyobb, mint az A-B irdnyd érték, hanyadosuk
> 2. Amennyiben a rendszerhez olyan anyagot tesziink, amely képes gatolni az
efflux mechanizmust, a hanyados értéke 2 koriili értékre csokken, tehat az A-B
€s a B-A irdnyu transzport sebessége kozel egyenld. Ennek hatterében az ll,
hogy mig az elsO esetben az efflux mechanizmus dominél, a méasodik esetben az
efflux mechanizmus gatldsa révén a passziv diffizi6 hatdrozza meg a hatdanyag
eloszlasét az apikdlis €s a bazdlis kamra kozott. Az A-B irdnyu passziv diffizié
ugyanolyan, vagy kozel hasonlo sebességli, mint a B-A iranyu. Mivel a taxol

lipid medidlt szabad diffdziéval jut 4t a bioldgiai barriereken, csak a membran
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apikdlis oldaldn elhelyezkedd ABCB1 és ABCG2 efflux transzporter
befolydsolja a transzportjat. Ez alapjan elmondhat6, hogy az influx és az efflux
folyamatok ardnya hatdrozza meg a taxol transzport irdnyat, illetve a B-A/A-B
hanyadost.

A kontroll esetében a taxol B-A/A-B hdnyadosa 12 volt, amely igen jelentds
aktiv efflux mechanizmusra utal, az 6ssz efflux mértéke tizenkétszer nagyobb,
mint az influx mért€ke. A CSA mellett tapasztalt taxol B-A/A-B hanyados a
kontroll esetében mért hdnyadoshoz viszonyitva jelentdsen lecsokkent, értéke 2
volt. Ennek hétterében a CSA Pgp gatlasa all, melynek kovetkeztében a B-A
irdnyu taxol transzportjdnak mértéke lecsokkent. A CSA alkalmazdsa soran a
taxol transzportjanak mértékét és irdnyat a passziv diffizié hatdrozta meg. CD-
ek alkalmazdsakor a taxol A-B irdnyban mért transzportja jelentOsen
megnovekedett, a B-A irdnyu taxol transzport mértéke nem valtozott a
kontrollhoz képest. Ezaltal a folyamatos B-CD kezelések esetén a B-A/A-B
hanyados lecsokkent 3-ra. Ez a valtozas azzal magyardzhatd, hogy a
megnovekedett influx mellett a kontroll esetén mért erdteljes efflux
mechanizmusok mértékében nem tortént valtozds, az efflux pumpdk aktivitasa
véltozatlan maradt. Ha a vizsgalt B-CD-ek gatoltdk volna az efflux pumpaékat,
akkor a B-A/A-B héanyados 3-ndl joval kisebb érték lenne. Bar a CSA és a f-
CD-ek alkalmazdsa esetén hasonlo B-A/A-B hanyadost kaptunk, a fent emlitett
adatokbdl kitlinik, hogy a taxol permeabilitdsit egészen eltér6 moddon

befolyasoljdk
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A Rameb, MaRameb,illetve SuRameb taxol permeabilitasara gyakorolt
hatasanak lehetséges mechanizmusai
A vizsgélt ciklodextrinek képesek a taxol permeabilitisit fokozni. Ez

teoretikusan négy uton valésulhat meg:

1. Novelik a taxol oldékonysagat

2. A membridn lipid-Osszetételét moduldlva permeabilizdljadk a

membrant
3. A szoros junkciondlis proteinek miikodését valtoztatjdk meg

4. Gétoljak az efflux pumpak miikodését

A Rameb taxolra gyakorolt oldékonysidg noveld hatdsat Bouquet és mtsi is
megfigyelték. Mivel a Rameb szarmazékaival kapcsolatban nem allt
rendelkezésiinkre informacio, a Cyclolab meghatarozta a taxol oldékonysaganak
valtozasat. Szobahdmérsékleten, vizes kozegben mért értékek alapjdn a Rameb.
A SuRameb és a MaRameb legaldbb hidrom nagysdgrenddel novelték a taxol
oldékonysédgat. 20 mM Rameb vizes oldatdban 30 mg/ml, 20 mM SuRameb
25 mg/ml, 20 mM MaRameb 26 mg/ml taxol koncentraciét mértek. A Rameb,
Dimeb, illetve a HPBCD esetében mar jelentek meg olyan tanulmanyok, melyek
szerint 1:20 molardnyban 100%-os komplexdldsi hatékonysdggal képesek a
taxolt komplexalni. A mi kisérleteink sordn a [*H]taxol (15nM) és a CD (20
mM) molardnya 1:1000000 volt, amely biztositotta a 100%-o0s komplexalast.
Ezekbdl az adatokbdl kitlinik, hogy a Rameb és vizsgalt szarmazékai jelentds
mértékben novelik a taxol oldékonysagat komplexalas révén, és igy
hordozémolekula szerepét tolthetik be. A vizsgdlt B-CD-ek komplexdl6
tulajdonsdguk révén képesek a kis vizoldékonysdgu taxolt oldatban tartani,
ezaltal elosegitik a taxol lipid membranba valo bejutasit a vizes kozegbdl.
Hasonlé jelenséget mds kutatocsoport is megfigyelt, mely szerint az apolaros
anyagok a szdmukra barrierként funkciondld vizes kozeget a B-CD-nel alkotott

komplex formdjdban képesek attorni, igy a f-CD, mint egy hordoz6 molekula, a
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sejtmembréan kozelébe szdllitja a komplexalt, nem vizoldékony molekulat. Ezt
az elgondolast aldtdmasztja az a tény is, hogy a taxol A-B irdnyu atjutisanak
sebességnovekedése csak a B-CD-ek jelenlétében tortént meg.

Ezen tilmenden a nagy feleslegben alkalmazott B-CD mads hatést is kifejthet
a komplexdlason kiviil. Eddig megjelent tanulmanyokbdl ismeretes, hogy a
metil-B-CD-ek képesek 10 mM koncentricié felett gatolni a CYP-450
enzimeket, tobbek kozott az enterocytdk lumindlis membranjaban megtalalhato
CYP-2C-t, amely felelds a taxol-bol a vizoldékony, inaktiv 6-a-OH-paclitaxel
metabolit képzéséért.

A B-CD-ek koleszterint vonnak ki a sejtmembranbdl. A sejtmembran
koleszterin szintjének csokkenése kovetkeztében az ATPase enzim aktivitdsa is
lecsokken. A Pgp aktiv efflux transzporter az ATP hydrolizisébdl szdrmazo
energiat hasznositja. Ebb0l adododan a lecsokkent ATPase aktivitas csokkent Pgp
aktivitist von maga utdn. Ezdltal B-CD-ek hatdsdra sejtmembrdnban
bekovetkezd valtozasok elOsegithetik a Pgp-szubsztratok 4tjutdsat a lipid
kettosrétegen. A fentebb emlitett folyamatok 6sszessége hozzdjarulhatna a taxol
A-B irdnyu fokozott atjutdsahoz, ellenben az éltalunk vizsgdlt Rameb €s ionos
szarmazékai, a SuRameb és MaRameb 20 mM koncentracioban nem
befolydsoltdk a Pgp miikodését.

Kisméretlh hidrofil molekuldk felszivodasa fokozhatdo a paracellularis
transzport Utvonalak megnyitdsdval. A sejtmembrdn Osszetételének moduldldsa
révén a [(-CD-ek jelenléte az epithelidlis barrier funkcié valtozasét is
eredményezheti. Az apikdlis junkciondlis komplex (AJC) biztositja az
epithelidlis sejtek szoros kapcsolatdt, illetve a sejtek polaritdsit. A szoros
junkci6 a legjelentOsebb alkotoja az AJC-nek, amely szabdlyozza a
paracellularis anyagiramlédst. A szoros junkciok koleszterin-dus lipid raftokhoz
kapcsolddnak. A Caco-2 sejtek membranjabol torténd koleszterin kivonds
valtozast eredményez a szoros junkciok felépitésében, illetve a szoros

junkciondlis fehérjék disztribici6jdban. A Rameb és szdrmazékai barrier
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funkciora gyakorolt hatdsdnak vizsgédlatidhoz TEER méréseket, €s paracellularis
permeabilitds mérést végeztiink, illetve a monolayert alkot6 Caco-2 sejtek
kozotti zonula occludens fehérjéket immunfestés segitségével fejtettiink meg. A
TEER érték a Rameb esetében szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz
viszonyitva, viszont még igy is 1000 Ohmxcm® felett maradt. Ez a valtozés a
paracelluldris transzport vizsgalata sordn nem tiikr6z6dott, ellenben a szoros
junkcionalis fehérjék redisztribucidja megfigyelhetd volt. A megfestett szoros
junkcié alkoték, a ZO-1, B-catenin, és claudin-1 az intakt sejtek egymdssal
érintkezd felszinein helyezkednek el, melyek a fluoreszcencids mikroszképban
kirajzoljak a sejtek korvonalait. A sejtek sz€lén Rameb és SuRameb hatdsara
gyengébben &s egyenetleniil festddtek a szoros junkciondlis fehérjék, ellenben a
citoszol teriiletén pontszerli festddéseket detektdltunk, melyek internalizaciora
utalnak. A Rameb hatdsara végbemend szoros junkcionalis fehérjék
atrendezddése a TEER ért€k csokkenésében is megjelenik. Ezek a folyamatok
hozz4jarulhatnak a Rameb kezelés sordn tapasztalt A-B, illetve B-A irdnyu taxol
transzport novekedéshez.

A MaRameb kezelések sordn megnovekedett A-B irdnyud taxol transzport
nem fligg Ossze a barrier funkcié csOkkenésével. Ezt a kovetkeztetést
alatdmasztjadk a méréseink, mely szerint a MaRameb esetében ugyanolyan taxol
permeabilitds fokozodast tapasztaltunk, de 20 mM koncentracioban nem
mutatott toxicitast, illetve nem hatott sem a TEER értékekre, sem a szoros
junkcionadlis fehérjékre.

Mindent 0Osszevetve, eredményeink alapjan a MaRameb bizonyult a
legalkalmasabbnak a vizsgdlt B-CD-ek koziill a taxolbdl készitendd per os
gyogyszerforma formulédldsara, mint oldékonysagot noveld, komplexképzo és
transzport fokozo segédanyag. A jovobeli terveink kozott szerepel a taxol-
MaRameb komplex szerkezeti vizsgalata, per os gydgyszerforma kialakitdsa, és
preklinikai vizsgdlatként a komplex farmakokinetikai €s farmakodinamikai

tulajdonsdgainak tanulmanyozasa in vivo.
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OSSZEFOGLALAS

1. A Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai Tanszékén beallitottam,
jellemeztem a Caco-2 sejtekkel kialakitott bélhdm modellt. Ez a modell
alkalmas a felszivédds in vitro szimuldldsdra, segitségével

tanulmanyozhat6 a transzportfolyamatok széles spektruma.

2. Az 4j genericidés metil-B-CD-ek az anyavegyiiletekhez képest jelentOsen
kisebb citotoxikus hatédst fejtenek ki. A koleszterinnel toltott CD-ek
esetében nem tapasztalhato citotoxicitds. Ezaltal kisérletes tton igazoltam,
hogy a sejtkdrosit6 hatds Osszefiigg a membranbdl torténd koleszterin
kivonassal. A hemolitikus aktivitasi tesztek eredményei Osszhangban

allnak az MTT-teszt eredményeivel.

3. Szerkezet-hatas Osszefiiggés elemzése soran megallapitottam, hogy a
metil--CD szdrmazékok citotoxicitdsa, hemolitikus aktivitdsa és
koleszterinold6 képessége jelentds mértékben fiigg az ionos (anionos vagy
kationos) szubsztituensek jelenlététdl, a metil csoportok szamatol, viszont
lényegében fliggetlen a pozicidjuktol. A kisérletek alapjan szoros
korrelaci6 allapithaté meg a koleszterinoldd képesség €s a citotoxicitas,
illetve a koleszterinoldo képesség €s hemolitikus aktivitds kozott, mely
alapjéan kijelenthetd, hogy a koleszterinoldé képesség prediktiv faktorként

utal a CD sejtkérosito hatasara.

4. A toxicitdsi profil alapjan tovdbbi vizsgalatokhoz kivdlasztottam harom
CD-t, ezek a Rameb, MaRameb, SuRameb. Megéllapitottam, hogy a
kivalasztott CD-ek képesek a taxol permeabilitdst fokozni, melyhez
alland6 CD jelenlét sziikséges, taxol-CD komplex formédban. Ennek
hatterében az oldékonysdg novelése, illetve a CD-ek sejtmembrinnal

torténo kolcsonhatasa all.
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5. Az ismert Pgp inhibitor, CSA hatdsdval eltér6 moédon, a CD-ek nem
befolyasoltdk 20 mM koncentricioban az aktiv efflux mechanizmusok
aktivitasat. Rameb esetében elmondhat6, hogy a permeabilitds fokozdédas
Osszefiigghet a barrier funkcidk csokkenésével. A Rameb ionos
szarmazékai a monolayer barrier funkcigjat és a szoros junkcidkat alkotd
egyes fehérjék internalizdcidjat sem befolydsoltdk a Ramebhez hasonl6
mértékben, am mégis jelentdsen novelték a taxol monolayeren torténd
atjutdsat. Mindent egybevetve a MaRameb bizonyult a legalkalmasabbnak
a vizsgdlt B-CD-ek koziil a taxolbdl készitendd per os gyogyszerforma

formulalasara.
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