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1 ROoviditések

ACD a-ciklodextrin

BCS biofarmaciai osztalyozasi rendszer

C4S para-szulfonato-kalix[4]arén

C6S para-szulfonato-kalix[6]arén

C8S para-szulfonato-kalix[8]arén

CD ciklodextrin

CMBCD karboximetil B-ciklodextrin

CnS para-szulfonato-kalix[n]arén

DIMEA hexakis (2,3-di-O-metil)-a-ciklodextrin
DIMEB heptakis (2,3-di-O-metil)-B-ciklodextrin
DS szubsztitlcids fok

HBSS Hank-féle puffer sooldat

HCso 50% hemolizist kivalto koncentracio
HPACD hidroxipropil a-ciklodextrin

V. intravénas

ICso félhatasos géatlé koncentrécio

LY Lucifer Yellow

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
PARMEA részlegesen metilalt a-ciklodextrin
PARMEB részlegesen metilalt B-ciklodextrin

PBS foszfat-puffer oldat

RAMEA random metilalt a-ciklodextrin

RAMEB random metilalt B-ciklodextrin

RT-CES real-time cell electronc sensing

SUACD szukcinil a-ciklodextrin

TEER transzepithelialis elektromos ellenallas
THF tetrahidrofuran

TRIMEA hexakis (2,3,6-tri-O-metil)-a-ciklodextrin
TRIMEB heptakis (2,3,6-tri-O-metil)-p-ciklodextrin
VVT vOrosveértest



2 Bevezetés és célkitiizések

A gyogyszerhatéanyag-jeloltek lipofilitasanak és méretének névekvo tendenciaja nagy kihivas
elé allitja a gyogyszerformulalast, rdadasul a bioldgiai aktivitas es a vizoldékonysag egymassal
forditott ardnyban allnak. A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer a hatéanyag molekulékat
oldékonysaguk es permeabilitdsuk alapjan csoportositja. Egy szajon at bejuttatott hatéanyag
megfeleld biohasznosulasanak feltétele a molekula oldddasa a gasztrointesztinalis rendszerben,
tovabba egy bizonyos szintii lipofil karakter is sziikséges a membranokon keresztiil torténd

atjutashoz.

A makrociklusos vegyiiletek ismétlédé alegységekbdl felépiild, gytrii alaktt molekulak,
amelyek k6zos jellemzoje a belsd, viszonylag hidrofob iireg jelenléte. Egyedi szerkezetiiknek
kdszonhetéen alkalmasak lipofil vendégmolekulak komplexalasara. A vizoldékony
makrociklusok jé valasztasnak bizonyulnak BCS Il és IV osztalyok hatéanyagaival torténd
zarvanykomplexek képzésére, ezéltal azok vizoldékonysaganak és biohasznosulasanak

névelésére.

A makrociklusos vegyiiletek legfobb képviseldi a ciklodextrinek, kalixarének, korona éterek
és kukurbiturilok. A CD-ek tekintenek vissza a legnagyobb multra, széleskorti vizsgalatuknak
és népszeriiségiiknek koszonhetéen pedig ma mar nem csupan bejegyzett oldékonysagnoveld

segédanyagokként, hanem aktiv hatéanyagként is funkcionalnak.

A CD-ek sokféleképpen mddosithatok a hidroxilcsoportjaikon keresztll, azonban a
gyogyszerkészitményekben csak néhany jol ismert szarmazékkal talalkozhatunk, féként a nativ
B-CD-el vagy ennek szarmazékaival. A Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai Tanszék
munkatarsai mar szamos egyéb B-CD biokompatibilitasat vizsgaltak. Az o-CD-ek
alkalmazéaséanak leginkabb méretiik szab hatart, ugyanis a p-CD-hez viszonyitott kisebb treglk
behatéarolja a komplexalhatd hatéanyagok korét. Kutatasunk célja olyan a-CD szarmazékok
vizsgalata volt, amelyek hasonl6 modositasokon estek at, mint a korabban jellemzett p-
szarmazekok. A biokompatibilitas vizsgalatok in vitro sejtéletképességi és hemolizis tesztekbol
tevodtek Ossze. Meglatasunk szerint a szerkezeti modositasok és a toxikus hatas kozotti
kapcsolat elemzésevel olyan informéaciokra tehetink szert, amelyek segitsegil szolgalnak a

makrociklusok szerkezete és biztonsagossaga kozotti 6sszefliggések megértésében.

Az a-CD-ek iranti elkotelezettségilinket tovabb erdsitették a lyoni Claude Bernard Egyetem
Alkalmazott Szupramolekularis Kémia kutatocsoport (CSAp) meggy6z6 eredményei.



Kimutattdk ugyanis, hogy az a-modosulatokbdl képzett nanopartikulumok igéretes
gyogyszerhordozd  rendszerek, stabilitisuknak és  nyujtott  hatéanyagleadasuknak
koszonhetben. Egyiittmitkodésiink célja olyan alkil-éter a-CD-ek szintézise volt, amelyek
szerkezete pontosan ismert, ugyanis a kereskedelmi forgalomban kaphat6 CD-ek nagy része
csak atlagos szubsztittcios fokkal jellemzett. A primer, szekunder, vagy mind a két oldalon
alkilezett szarmazékok vizsgalataval szerettlink volna informéaciét kapni a szabad
hidroxilcsoportok szdma és a toxikussag kozotti kapcsolatrol, tovabba a novekvd szénatom

sz&mu alkil-szubsztituensek hatasarol.

Az elvégzett kisérletes munka megoszlasaval 6sszhangban a disszertacié nagyobb része a CD-
ekkel, kisebb része pedig kalixarénekkel foglalkozik. A két vegyuletcsalad sok hasonlésagot
mutat egymassal. Mivel a CD-ek esetében a szulfatalas jotékony hatassal volt mind az
oldékonysagra, mind a toxicitasra, célunk a szintén szulfat csoportokkal maodositott para-
szulfonato-kalix[n]arének vizsgalata volt. Ezeket a vegylleteket mar széles korben
tanulmanyoztdk részben sajat bioldgiai aktivitasuk, részben pedig oldékonysagnovelésre
alkalmas szerkezetiik miatt, azonban biokompatibilitasi profiljuk tovabbra is hidnyos. Célunk
ezen hianyossdgok potlasa volt a paracellularis anyagtranszportra Kifejtett hatasuk

jellemzésével.



3 Anyagok és modszerek

3.1 Anyagok

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 a-CD szarmazékok, valamint a RAMEA-foszfatidilkolin
komplex a Cyclolab Kft. nagylelkii felajanlasai voltak. A tovabbi a-CD szarmazékok szintézise
a disszertacioban részletezett modon tortént a lyoni Claude Bernard Egyetem CSAp
kutatdcsoportjaban. A vizsgalt para-szulfonato-kalix[n]aréneket Florent Perret és Anthony W.

Coleman szintetizalta a vonatkozo irodalomban leirtak alapjan.

A szintézis sordn hasznélt reagensek és a metanol a Sigma Aldrichtol (Franciaorszag), a
tovabbi olddszerek pedig a VWR-t6l (Franciaorszag) Kerlltek beszerzésre. A vizmentes
oldoszereket PureSolv olddszertisztitd berendezés (Innovative Technology) hasznélatival
biztositottuk. A vizmentes THF-et frissen desztilldltuk Na és benzofenon jelenlétében. A
reakciok inert N, atmoszféraban mentek végbe, kivéve a hidrogénezést, amely H; gazban

tortént.

3.2 Caco-2 sejtvonal

Vizsgélatainkat az ECACC-t6l (The European Collection of Cell Cultures, Egyesilt Kiralysag)
szarmazd Caco-2 sejtvonalon vegeztik. A sejteket 3.7g/L NaHCOz-at, 10%(v/v) inaktivalt
foetalis szarvasmarha szérumot, 1% (v/v) nem esszencialis aminosavat, 1%(v/v) L-glutamint,
1001U/mL penicillint és 100ug/mL sztreptomicint tartalmazé DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) tenyészté folyadékban novesztettiik 37°C-on, 5% CO» atmoszféraban. A
sejtvonalat rendszeres passzalassal tartottuk fent és a tapoldatot minden 72 6raban cseréltik. A

vizsgalatokat 20-40-es passzazsszamu sejteken végeztik.

3.3 Hemolizis teszt

Az a-CD-ek hemolitikus aktivitasanak meghatarozasahoz egészséges human donorok vérét
hasznaltuk. A citratos cs6be vett mintabdl a vér alakos elemeit centrifugélassal szeparaltuk
(2500%g, 10 perc), majd PBS-el haromszor mostuk. A PBS-ben oldott, kiilonb6z6
koncentracioju o-CD oldatokhoz (pH 7,2) 5x107 db VVT-t adtunk. 10 percig, 37°C-on
inkubaltuk a mintakat, majd magas fordulatszamon centrifugaltuk (5000%g). A hemolizis soran
szabadda valé és a feliiluszoba keriild6 hemoglobin abszorbancigjat 540 nm-en mértik
FLUOstar Optima microplate olvaséval (BMG LABTECH, Németorszag). Kontroll kisérlet



gyanant az VVT-ket desztillalt vizben inkubaltuk 10 percig, amely alatt teljes hemolizis ment
végbe. Az eredményeket a teljes hemolizis soran mért abszorbancia értékekhez viszonyitottuk,

és az szarmazekok HCso értékét meghataroztuk.

3.4 MTT teszt

A Caco-2 sejteket 96 lyuku tenyésztéedénybe helyeztiik (10* sejt/lyuk), és 7 napig tenyésztési

crer

koncentraciéjd  MTT oldatra  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium-bromid)
cseréltiik, amelyet 3 6ran at tartd és 37°C-on torténd inkubalas kovetett. A folyadék eltavolitasa
utan a lila szinii formazan kristalyokat 100pL sésavas izopropanolban (1:25) oldottuk fel. Az
oldatok abszorbancijat FLUOstar Optima microplate olvaséval hataroztuk meg, 570 nm-en.
Az értékeket 690nm-en mért hattérabszorbanciaval korrigaltuk. A korrigalt értékeket a
kezeletlen kontroll minta abszorbancia értékéhez viszonyitottuk, és az egyes ICso értékekét

meghataroztuk.

3.5 Real-Time Cell Electronic Sensing

A 96 lyuka sejttenyésztd edényeket 20 percen keresztil 37°C-on 0,2% patkany farok
kollagénnel kezeltik. A hattér méréséhez 60uL médiumot mertiink lyukanként, majd 100uL
Caco-2 sejtszuszpenziot Ggy, hogy minden lyukban 1,5x10% sejt kertiljon. A konfluens réteg
kialakulasaig novesztettiik a sejteket. A tenyészté médiumot a vizsgilandé anyag oldatara
cseréltiik, és 8 oran keresztul 37°C-on inkubétorban tartottuk, mialatt az impedancia értékek 5
percenkeént rogzitésre kerultek. A CI értékeket a (R—Rp)/15 képlettel szdmitottuk ki, ahol R, a

sejteket tartalmazé rendszer impedanica értéke, mig Ry a hattér impedancia.

3.6 Statisztikai analizis

A nyers adatok Geisser-Greenhouse korrekcioval kiegészitett egyszempontos ANOVA-t
kovetd Tukey-teszttel kerliltek 6sszehasonlitasra (mivel az adatok teljesitették a D’ Agostino és
Pearson-féle normalitas-teszt feltételeit). Az atlagok kilénbségének szignifikancia-szintjét 6t
csoportba soroltuk: p > 0.05 (nem szignifikans), p < 0.05, p < 0.01, p <0.001 és p <0.0001. A
statisztikai analizist GraphPad Prism 6.05 szoftverrel végeztik, egyes szamitasok esetében
pedig Microsoft Excel 2013 szoftvert hasznaltunk.



3.7 Transzport kisérlet

A sejteket 12 kamras Transwell (Corning Costar, USA) polikarbonat inzertre helyeztik (3 pum
porusméret, 2x10° sejt/inzert). Az inzerteken minden 3. napon cseréltiink médiumot. A
monolayer kialakuldsit TEER érték méréssel végeztik a médiumcserékkel megegyezo
napokon (Millicell-ERS voltohmmeter, Millipore, USA). Az inzerteket akkor hasznaltuk fel
transzport kisérletekre, amikor a TEER érték elérte az 1000Q x cm? értéket (25-35 nap) A
vizsgalatok el6tt az inzerteket HBSS oldatban mostuk. A monolayer integritdsanak
ellendrzésére a kisérlet kezdete el6tt, és végezte utan is megmértik a TEER értékeket. A
permeabilitas vizsgalat két modon zajlott. Elékezelés esetén a monolayereket a CnS-mintakkal
30 percen keresztill, 37°C-on kezeltik, ezt kovetden a sejteket mostuk HBSS oldattal, és az
apikélis kamrakba 500uL LY oldatot (40 pg/ml) adagoltunk. A bazélis kamrabdl
meghatarozott id6kdzonként mintat vettiink, amelyet tiszta HBSS oldattal azonnal potoltunk.
Az elékezelés nélkiili vizsgalat soran a kivant CnS és LY mennyiségeket HBSS-ben oldva
azonos idépontban helyeztiik a sejtrétegre, majd a mintavétel a korabbival megegyezé modon

zajlott. A mintdk abszorbanciajat 450nm-en FLUOstar Optima microplate olvasoval mértik.

3.8 a-ciklodextrin szarmazékok szintézise

Az elvégzett kémiai modositasok kozott szelektiv primer és szekunder per-szubsztiticio,
valamint teljes per-szubsztiticio szerepelt, célunk kivétel nélkil alkil-éter szarmazékok
képzése volt. A szubsztituens csoportok tipusat tekintve metil-, etil-, propil- és butil-
csoportokat alkalmaztunk. A per-6 és teljes per-szubsztiticié alacsony hozamanak
koszonhetéen csupan a 2,3-di-O-alkil szarmazekok keriltek tovabbi in vitro tesztelésre. A
novekvd hosszisagu alkilcsoportok jelenléte azonban csokkentette a vizoldékonysagot, igy
tovabbi szerkezeti modositasokra volt sziikség. A szabad primer hidroxilcsoportokat anionos
szulfat, illetve szulfopropil csoportokkal szubsztitudltuk, amelyek jelentdsen novelték a

szarmazékok oldékonysagat.

3.9 Kozremiikodések

Az RT-CES vizsgéalatok Dr. Bocsik Alexandra segitségével és Dr. Deli Méria jovahagyéasaval
készultek. A RAMEA és RAMEA-foszfatidilkolin komplex toxicitdsanak vizsgalata Dr.
Ujhelyi Zoltannal készilt. Dr. Gesztelyi Rudolf készitette a statisztikai analizist. Dr. Bacskay

Ildiké felligyelte a biokompatibilitasi tesztek kiértékelését. Dr. Florent Perret fellgyelte az



NMR spektrumok elemzését. Prof. Anthony W. Coleman értékelte ki a kalixaréneken végzett

transzport vizsgalatokat.
A Kisérletes munka tovabbi részeit, beleértve a sejtéletképességi teszteket, hemolizis tesztet,

transzport kisérletet é¢s a-CD szintézist a szerz6 végezte.



4 Az értekezés Uj tudomanyos eredmenyei

4.1 a- ciklodextrinek

Az o-CD iranti tudomanyos érdeklédés napjainkban megnovekedett, koszonhet6en a vér lipid-
szintre és testsUlyra kifejtett kedvez6 hatasanak. Meglatasunk szerint a B-CD-ekhez hasonld
kémiai mddositasokon atesett, kereskedelmi forgalomban kaphat6 alfa szarmazékok in vitro
vizsgalata fontos szerkezet-hatasbeli 0Osszefluiggésekre vezethetnek. Vizsgalataink az

alabbiakrdl szolgaltattak fontos informéacidkat:

e egyes szubsztituens csoportok biokompatibilitasra kifejtett hatdsa az anyamolekuldhoz
viszonyitva,
e aCD-gytrti méretének hatasa a toxicitasra,

e az adott szarmazékok eltérd hatasa harom kiillonbozd rendszerben.

Az alkalmazott in vitro teszteket Ugy valasztottuk ki, hogy modellezni tudjuk a per os és
intravénas adminisztracié eseteit. Az i.v. adagolt hatéanyagok tokéletes vizoldékonyséaga
nélkilozhetetlen feltétele a biztonsdgos gyogyszerelésnek. Amikor ez csak segédanyagok
jelenlétében (pl. CD) biztosithatd, az egyes komponensek bioldgiai rendszerekben Kifejtett
hatasanak ismerete elengedhetetlen. Fontos tudni, hogy pl. a hatéanyagfelszivodas ndvekedését
csupan az endothelium-integritdas megsziinése eredményezi, vagy valds felszivodasnoveld
hatassal allunk szemben. Tovabba, intravénas adagolas esetén a hemolizis lehet6ségét ki kell
zarni. Munkank célja az alkalmazott segédanyagok altal kivaltott mellékhatasok csokkentése
azaltal, hogy meghataroztuk az egyes o-CD szarmazékokra vonatkozo biztonsagosan

hasznalhatd koncentréacidtartomanyokat.

A biokompatibilitasi vizsgalatokat Caco-2 sejteken és vorosvértesteken végeztik. Az MTT és
RT-CES modszerek segitségével meghataroztuk az 1Cso értékeket, mig a hemolizis teszt a HCso
koncentraciok definialasara volt alkalmas. Az MTT teszt mitokondrialis dehidrogenaz enzimek
funkciojan alapszik, a hemolizis teszt pedig gyors mddszere a hemolitikus aktivitas
meghatarozasanak. Mindkét vizsgalattipus ugynevezett végpont jelzésti, tehat vizualizalja a
sejtlizis/sejthaldl, ill. hemolizis bekdvetkeztét, azonban kinetikus informacioval egyik sem
szolgal. Az RT-CES maddszer ezekkel ellentétben nem csupan a toxikus koncentraciok
meghatarozasara alkalmas, hanem a toxikus folyamat kinetikajarol is hasznos informaciot
nyUjt. A kapott eredmények biologiai szempontbol relevansabbak, ugyanis jelzOanyag

hianyaban a sejtek kornyezete kdzelebb all a fizioldgias allapotokhoz, mint MTT teszt soran.
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Az vizsgalt a-CD szarmazekok sejtéletképességre kifejtett hatasanak, valamint hemolitikus

aktivitasanak vizsgalata soran az alabbi kdvetkeztetéseket vontuk le:

1 A szabad hidroxilcsoportok kémiai modositasa hatast gyakorol a toxicitisra. Minden
vizsgalt anyag eseteben elmondhatjuk, hogy az anyamolekulahoz viszonyitva akér pozitiv,
akar negativ iranyban, de hatarozott valtozast eredményeztek mind az ICsp mind pedig a
HCso értéekben. Mindkét Caco-2 sejten vegzett kisérlettipus igazolta, hogy harom
metilcsoport (TRIMEA), foszfat- illetve szukcinil-csoport (SUACD) jelenlétében
alacsonyabb 1Cso értékek voltak mérhetdk, tehét a citotoxikus hatas nétt. Ezzel ellenben a
HPACD illetve ACACD szarmazékok nem mutattak mérhet6 ICso értéket 1200mM-ig.

2 Atoxikus hatas fiigg az CD-gyfirti méretétél. Osszevetve az azonos kémiai mddositasokkal
rendelkezé a- és B-CD-eket azt tapasztaltuk, hogy mig egyes szubsztitlciés mintak
mindkét esetben ugyan azon irdnyba toljak el az anyamolekula toxikussagat, addig mas
mintazatok ellentétes hatast eredményeznek az o és p gylriik esetén. Példaul mindkeét
hidroxipropil szarmazék biztonsagosnak bizonyult Caco-2 sejteken, azonban a HPBCD
HCso értéke 57mM értéken meghatéarozhaté volt, mig a HPACD nem mutatott hemolitikus
aktivitast 100mM-ig. Ezzel ellentétben, a TRIMEA jelentdsebb citotoxikus és hemolitikus
aktivitdst mutatott a RAMEA-ndl, mig bétdk esetében a TRIMEB bizonyult
biztonsagosabbnak a RAMEB-bel szemben.

3 A toxikussag mértéke fiigg a kezelés idétartamatol. Altalanossagban elmondhato, hogy
RT-CES madszerrel alacsonyabb ICso értékeket kaptunk, mint MTT teszttel, Kivéve a
HPBCD és ACACD szarmazékokat, amelyek mindkét rendszerben artalmatlannak
bizonyultak. Az egyik legfobb kiilonbség a két modszer kozott a kezelés idStartama (30
perc MTT, 8 6ra RT-CES esetén), valamint az, hogy az RT-CES folyaman a kezel6 anyag
folyamatos kontaktusban van a sejtekkel. A RAMEA ICsg értéke meglehetdsen magas volt
(78mM) az MTT rendszerben, azonban a masik mddszer mar 25mM-nal jelezte a toxikus
hatast. A szulfatdlt ACD esetében MTT rendszerben nem tudtunk ICso értéket
meghatarozni, mig RT-CES-el mar 10mM-tol mutatkoztak a karos hatasok.

4 A CD-ek hatésa fligg a sejtmembran felépitésétdl. Az ICso és HCsp értékeket dsszevetve
azt tapasztaltuk, hogy a hemolitikus aktivitas alacsonyabb koncentracioknal jelentkezett,
azonban HPACD és AcACD ebben az esetben is kivételt képeztek, ugyanis egyik
rendszerben sem mutattak sejtkarosito hatast. Ezekkel ellentétben a foszfatalt alfa CD bar

nem mutatott hemolitikus aktivitast, az MTT rendszerben mar alacsony koncentracion is
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toxikusnak bizonyult. Tovabba, a RAMEA ICso értéke meglehetésen magas, azonban
HCso koncentracioja 15mM, tehat szignifikansan alacsonyabb volt. A HCso koncentraciok
altalanosan alacsonyabb értéke azt interpretalja, hogy az a-CD-ek affinitasa nagyobb a
VVT-k membranalkot6ihoz, mint a Caco-2 sejtekéhez. Szamos publikacié igazolja az
egyes CD-szarmazékok eltér6 hatasat kiilonboz6 rendszerekben. Matilainen és mtsi. arrol
szamoltak be, hogy a hidroxipropil CD-¢k, valamint a y-CD a legbiztonsagosabbak tiidd
eredetll sejtvonalon. Kiss €s mitsi. a kovetkezé sorrendet hataroztak meg béta CD-ek
esetében Caco-2 sejtvonalon: RAMEB > TRIMEB > DIMEB > PARMEB > HPBCD ~
CMBCD. Az alfa CD-ek toxikussaga pedig meég a DIMEB-nél is erésebbnek bizonyult
cornea eredetii sejtvonalon. Mindezen eredmények az altalunk publikaltakkal
egyetértésben azt igazoljak, hogy az egyes CD-szarmazékok eltéré hatast fejtenek ki a

membrandsszetételtdl fiiggden.

Eltér6 szubsztiticios fokkal definialt a-CD szarmazékok Caco-2 sejtéletképességre kifejtett
hatasanak MTT teszttel tOrténd vizsgalata fontos szerkezet-hatas Osszefuggésekre deritett
féenyt. A metil-csoportok szamanak ndvekedése, tehat a szabad hidroxilcsoportok szdméanak
csokkenése csokkend ICso koncentrdciokat, igy novekvd citotoxicitast eredményezett. Mig a
TRIMEA, amely 18 metil-csoporttal rendelkezik, méar alacsony koncentraciéban is (1,8mM)
karos hatast fejtett ki, addig a 12, ~11 és ~9 metil-csoporttal médositott DIMEA, RAMEA és
PARMEA egyre novekvd ICsp értékeket adott. Ezen észrevételek két f6 konklUzidhoz
vezetnek. A novekvé metil-csoport szam noveli a sz&rmazékok toxicitdsat, illetve az
anyavegyulet toxikus-profiljanak javitasahoz szabad hidroxilcsoportok jelenléte sziikséges.
Mig a 12 metil-csoporttal rendelkez6 DIMEA hozzavetlegesen azonos ICso értékkel
jellemezhetd, mint a nativ CD, addig a ~11 csoporttal definialt RAMEA jelentésen kedvezObb
hatéssal volt a Caco-2 sejtekre.

A hexakis (2,3-di-O-metil-6-O-szulfat)-a-CD (12) és hexakis (2,3-di-O-etil-6-O-szulfat)-a-CD
(13) a C-2 és C-3 pozicioban jelen levé alkil szubsztituensek szénatomszamaban kulonboznek.
A 12-es vegylletet dsszevetve a kiindulasi vegytuletével (DIMEA), sokkal alacsonyabb ICso
értéeket kaptunk. Ezt a jelenséget egyrészt a szabad hidroxilcsoportok hianyaval
magyarazhatjuk, illetve a C-6 pozicidban megjelend szulfatcsoportok jelenlétével. A 13-as
vegyllet toxicitasi profilja jobb, mint a 12-esé, tekintettel arra, hogy magasabb 1Csg érték volt
mérhetd az MTT rendszerben. A toxikus hatas csokkenése egyrészt az alkil-szubsztituens
hosszanak ndvekedésevel magyarazhatd, tovabba mivel a 13-as vegyiilet esetében a szulfat

csoportokra vonatkoztatott DS érték nem érte el a 6-ot (5.5), igy szabad hidroxilcsoportok
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jelenléte feltételezheté. A szabad hidroxilok pedig a fentiekben leirtakkal egyetértésben,

valosziniileg sziikségesek a kedvez6 biokompatibilitas eléréséhez.

A B-CD-ek koleszterinkomplexalé hatasat mar korébban publikaltdk. Ezen tulajdonség
magyarazatot ad citotoxicitasukra, ugyanis képesek a koleszterin kivonasara a sejt s VVT
membranjabol, ami a sejtintegritas megszinését eredményezi. Az alfa szarmazékok
mechanizmusa azonban nem magyarazhat6 ugyanezzel a jelenséggel, annal az egyszerii oknal
fogva, hogy Ureguk tdl Kicsi ahhoz, hogy zarvanykomplexet képezzenek a koleszterinnel. A
sejtmembran  foszfolipid komponenseinek (pl. foszfatidilkolin, foszfatidilinozitol,
foszfatidilszerin) acil-csoportja azonban bizonyitottan jol illeszkedik az a-CD Uregébe.
Kisérleteink sorén indirekt modon bizonyitottuk az a-CD-ek foszfolipid komplexalo hatésat.
Az ,jires”, valamint a foszfatidilkolinnal toltétt RAMEA-t vizsgaltuk MTT maodszerrel.
Tapasztalataink alapjan a CD-komplex nem mutatott mérhet6 ICso értéket 100mM
koncentracidig, ellentétben a toltetlen RAMEA-val. Ennek értelmében az alfa CD-ek
valoszintileg a sejtmembran foszfolipid komponenseinek komplexalasaval eredményezik a
membranintegritas elvesztését, amely sejtlizishes (hemolizishez) vezet. Eredményeink
egyetértésben vannak méas kutatécsoportok allaspontjaval, példaul Leroy-Lechat es mtsi. is Ggy
talaltak, hogy a hidroxipropilezés jelentésen csokkenti az anyavegyiiletek hemolitikus
aktivitasat mind a-, - és y-CD-ek esetén.

Szintézis

Altaldnosan elfogadott tény, hogy a legtobb kereskedelmi forgalomban 1é6vé CD szarmazék
eltérd szerkezetli komponensek keveréke, és a jellemzd DS értékek altalaban nem egész
szamok. Az eltéré6 DS-el jellemzett, de azonos kémiai modositason atesett anyagok eltérd
hatasat, igy a DS fontossadgat mar kordbban is hangsulyoztak. Irie és Uekama eltér6 DS-el
jellemzett metil és hidroxipropil CD szarmazékokat vizsgalt, amelyek hemolitikus aktivitasa
kilonbdzott. Mosher és Thompson szulfobutiléter béta CD-ek hemolitikus aktivitasat

Osszehasonlitva azt tapasztaltdk, hogy a szubsztituens csoportok szamanak novekedésével

csokken a toxikus hatas.

Célkitlizéseink kozott olyan alkil-éter a-CD-ek szintézise szerepelt, amelyek az alkil

= sz

és négy (butil) szénatom kdzott valtozott, amelyek vagy a primer, vagy a szekunder, vagy
mindkét oldalon szimultan helyezkednek el. A primer és szekunder per-szubsztituciot az

ugynevezett hosszu szintetikus dtvonalon értik el, amikor is az ellentétes oldal
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hidroxilcsoportjait véddcsoporttal védtik. A teljes per-szubsztiticiot pedig magasabb reagens

ekvivalens hasznélataval, a C2, C-3 és C-6 poziciok egyidejii modositasaval végeztiik.

A 2,3-di-O-alkil szarmazékok tizenkett6é metil-, etil-, propil- vagy butil-csoporttal
rendelkeznek, mig a primer hidroxilok szabadon maradtak. Ennek ellenére a metil szarmazék
kivételével ezek a vegyuletek rossz vizoldékonysaggal rendelkeznek, szolubilizalasuk csak
szerves koszolvens jelenlétében volt sikeres, amely megakadalyozta az in vitro vizsgalatokat.
Ennek a probléménak a kikuszobolésére tovabbi szerkezeti modositasokat eszkdzoltiink a
primer hidroxilcsoportokon, vagyis anionos szulfat, illetve szulfopropil csoportok
szubsztitacidjat hajtottuk  végre. Mindkét csoport jelenléte jelentésen novelte a
vizoldékonysagot. Szulfatalds esetében magasabb DS értékeket kaptunk (6-5.1), mint
szulfopropilezéskor (4.6-2.9). A szulfatalt szarmazekok kozll komplett szubsztiticiot csak a
metil a-CD esetében értlink el, és a DS érték csokkent az alkilcsoportok hosszanak
novekedesevel. A szulfopropil szarmazékok képzése soran két probléma mertilt fel. Az egyik
az alacsony DS érték, a masik pedig a bonyolult tisztitasi folyamat. Szamos kiilonboz6 technika
alkalmazéasa ellenére sem sikerilt teljes mértékben megszabadulni a szulfopropil sok

jelenlététdl, amelyek nagy valdszintiséggel a CD iiregében komplexalodtak.

A primer hidroxilok modositasat 6t 1épésbol allo kisérletsorozattal végeztik, amelyek bar
egyénileg jo kitermeléssel jellemezhet6k, de nagyon alacsony végsé kitermelést
eredményeztek. A termékek mennyisége igy megakadalyozta a tovabbi in vitro vizsgalatok
véghezvitelét. A komplett perszubsztiticié eredménye minden esetben kiilonb6z6 DS-sel (1-
18) rendelkezd termékek keveréke lett. Az oszlopkromatografias eljaras bar biztositotta a
végtermék rogds uton torténd elvalasztasat, azonban hasonldan a fentebb emlitettekhez, az
alacsony végsO kitermelés megakadalyozta a termékekkel torténd tovabbi vizsgalatok
elvégzését, tovabba a szabad hidroxilcsoportok hianyaban ezen termékek vizoldékonysaga is

csekély volt.
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4.2 Kalixarének

A szulfat csoportok latszolag kedvezd hatasu jelenléte (mind oldékonysag, mint
biokompatibilitas szempontjabdl) vezetett minket a para-szulfonato-kalix[n]arénekhez.
Célunk ezen vegyiiletek hatasanak feltarasa volt Caco-2 rendszerekben.

Koran nyilvanvaldva valt, hogy a kalixarének nem csak egyedi szerkezetik, hanem 6nallo
bioldgiai aktivitdsuk miatt is nagy potencialt rejtenek magukban. A CD-ekkel szemben
elhanyagolhatd hemolitikus aktivitasuk tovabbi eldnyt jelent. A Coleman és mtsi. altal vizsgalt
CnS szarmazékok egyontetiien artalmatlannak bizonyultak 50mM koncentracidig VVT-ken.
Az in vitro rendszerben leirt szdmos hatasuk (pl. Ames teszt, human fibroblasztok, neutrofil

granulociték) pedig kétségteleniik kedvezoek.

Caco-2 rendszerben, azon belll is a paracellularis anyagtranszportra kifejtett hatasuk azonban
még nem volt korabban vizsgalva, igy célunk ezen hidny potlasa volt annak érdekében, hogy

elésegitsiik a CnS-ek gyogyszerészeti segédanyagokként vald jovobeni alkalmazasat.

A C4S, C6S és C8S vegyiletek ICso értékét MTT teszttel hataroztuk meg Caco-2 sejteken.
Erdekes médon mindharom kalixarén meglehetésen toxikusnak bizonyult, alacsony ICso
értékkel. Az 1Cso meghatarozdsa azt a célt szolgalta, hogy a transzport kisérletekben
szubtoxikus koncentraciokban tudjuk vizsgalni az esetleges transzportnovel$ hatasokat,
mintegy kizarva a sejtréteg karosodasanak eredményeként bekovetkezd anyagatjutas-

novekedést.

A transzport kisérlet soran Lucifer Yellow-t hasznaltunk paracellularis markerként. Kétféle
rendszerben vizsgaltuk a kalixaréneket, elokezeléssel és anélkiil. Az els6 esetben egy fél Orés
CnS kezelést kovetett a LY marker transzportjanak vizsgalata. A masodik esetben pedig a
kalixarént és a LY-t szimultan alkalmaztuk. Erdekes modon a C6S egyik esetben sem novelte
a paracellularis LY transzportot, mig a C4S és C8S hatarozottan ndvelte a LY felszivodasat,
de csak egyidejli kezelés esetében. A TEER értékek valtozasa is figyelemre méltd, ugyanis mig
eldkezelés soran a kisérlet végeztével is 1000Qxcm? koriili értékeket mértiink, addig a CnS-ek

¢és LY egyidejti expozicioja jelentés TEER-csokkenest eredmenyezett a kisérlet vegeztevel.

A C4S és C8S, valamint a C6S vegyliletek kozotti hataskilonbség tovabbi kerdéseket vet fel,
és feltételezi, hogy a kalixarének makrociklusos gyiiriijének méretvaltozasaval egyuttal

valtozik a sejtmembranon kifejtett hatasuk is.
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4.3 Eredményeink Ujdonsaga és gyakorlati alkalmazhatosaga

Ciklodextrinek

- Az a-CD gylrin végzett modositasok csokkenthetik (hidroxipropilezés, acetilezés,
metilezés), vagy nodvelhetik (foszforilalds, szukcinilezés) az anyamolekulahoz
viszonyitott toxicitast.

- Ugyanazon szerkezeti modositas eltérd hatast eredményezhet az a- és B-CD gyiirikon.

- A metil csoportok jelenléte javithatja a CD-ek biokompatibilitasat a szubsztitcios
foktol fiiggben, de a teljes per-metilezés ndveli a toxikus hatast.

- A szabad hidroxilcsoportok jelenléte feltételezhetleg sziikséges a biztonsagos
toxicitasi profil kialakitasahoz.

- Az a-CD-ek mar alacsonyabb koncentracion is hemolizist okoznak, mig a Caco-2
sejtekre kifejtett negativ hatdsuk csak magasabb koncentracioknal észlelhetd.

- A RT-CES mérések értelmében az a-CD-ek toxikussaga a kezelési idével né.

- Mind a hidroxipropil, mind az acetil szarmazékok olyan toxikussagi profillal

rendelkeznek, amely még a parenteralis alkalmazasukat is lehet6vé teszik.
Kalixarének

- Akalixarén gytriik szulfonalasa nem csupan a biohasznosulést noveli, hanem latszolag
a felszivodas noveld hatdsukat is.

- Para-szulfonato-kalix[n]arénekkel (n=4,6 vagy 8) torténé el6kezelés soran azok
nincsenek hatéssal az alkalmazott jel616 molekula intesztinalis felszivodasra.

- A C4S és C8S szarmazékok novelik a Lucifer Yellow paracellularis jel616 molekula
felszivodasat, amennyiben azzal egyidében érintkeznek a sejtekkel.

- A C6S szarmazék eldkezeléssel és el0kezelés nélkiil sem novelte a felszivodast.

- A paracellularis felszivodasra kifejtett eltéré hatasok a molekula méretével valtozd

hatdsmechanizmusokra engednek kdvetkeztetni.
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5 Osszefoglalas

A gyogyszerhatoanyagok rossz vizoldékonysaga nagy kihivast jelent formulalasuk soran,
ugyanis a vizoldékonysdg elengedhetetlen feltétele a megfeleld biohasznosulasnak. A
makrociklusos vegyliletek bels6 lirege viszonylag hidrofob, ez alkalmassd teszi Oket
vendégmolekulakkal vald komplexképzésre. A ciklodextrinek és kalixarének széles korben
tanulmanyozott vegylletek, egyes CD-ek bejegyzett oldékonysagnoveld segédanyagok. A
makrociklusok felépitése szamos kémiai modositasra ad lehetdséget, amelyek nem csupan a
fiziko-kémiai tulajdonsagok valtozasat eredményezik, hanem az €16 organizmusokra kifejtett

hatasokat is modositjak. Ezen szarmazékok biokompatibilitas vizsgalata tehat elengedhetetlen.

Szamos B-CD szarmazék biokompatibilitasa ismert mar, igy kutatasunk célul tiizte ki ezen
vizsgalatok a-CD-ekre torténd Kkiterjesztését. Az o-CD-ek alkalmazésa ritk&bb, azonban
vannak szarmazékok, amelyek in vitro vizsgalata még nem tortént meg, de jelent6ségiik a
nanopartikulum-képzésben mar igazolt. A szerkezet-toxicitds 0Osszefliggések feltarasa
érdekében olyan alkil-éter CD szarmazékokat szintetizaltunk, amelyek novekvo
szénatomszamu alkilcsoportokkal rendelkeznek, eltéré poziciokban. A para-szulfonato-
kalix[n]aréneket hatéanyag-komplexald tulajdonsdguk, valamint sokoldald bioldgiai
aktivitdsuk miatt széles korben tanulmanyoztdk mar, azonban a paracellularis

anyagtranszportra gyakorolt hatasuk ezidaig még nem volt ismert.

A sejtéletképességi  és hemolizis vizsgalatok hozzésegitettek az egyes a-CD-ek
rangsorolasdhoz, tovabba a vegyiiletek kiilonb6z0 rendszerekben mért toxikussaga is
Osszevethetové valt. A megegyez6 kémiai modositasokon atesett a- és [-CD-ek
biokompatibilitasa ravilagitott a CD-gyiirii mértének jelent6ségére. Egyértelmii 6sszefliggést
fedeztlink fel a toxicitas és a szabad hidroxilcsoportok szdma kdzott. A hosszu alkilcsoporttal
rendelkez6 CD-ek rossz oldékonysdga tovabbi kémiai modositasokat tett sziikségszeriive; a
szulfat csoportok jelenléte jotékony hatassal volt az oldhatdsagra, és a citotoxicitasra is. A
szulfatalas a kalixarének oldékonysagat is novelte. A C4S és C8S vegylletek novelték a
paracellularis felszivodas mértékét szubtoxikus koncentracidban, azonban a C6S nem mutatott

hasonld hatést. Ezen eredmények tovabbi kerdéseket vetnek fel a pontos hatdsmechanizmusrol.

Eredményeink ravilagitanak a makrociklusok szerkezetének és biokompatibilitdsanak
Osszefliggéseire, valamint ezen ismeretek fontossdgara annak érdekében, hogy minden

formulacidban a legbiztonsagosabb segédanyagok legyenek alkalmazhatdak.
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6 Koszonetnyilvanitas

Elsésorban témavezetdimnek, Dr. Bacskay Ildikonak és Dr. Florent Perretnek szeretném
kdszonetemet kifejezni folyamatos tdmogatasukeért, tlrelmukért, gyakorlati és elméleti
Utmutatésaikért, amelyekkel segitették munkamat mind a Kisérletes munkavégzés mind a

disszertacioiras folyamataban.

Kdszonettel tartozom Prof. Zelkd6 Romananak, Dr. Corinne Fruitnak, Prof. Marc Le Borgne-
nak, valamint a birdlébizottsdg valamennyi tagjanak, amiért hasznos tanacsaikkal és
javaslataikkal el0segitették disszertaciom tokéletesitését.

Halaval tartozom Dr. Vecsernyés Mikldsnak, Prof. Julien Leclaire-nek és Prof. Hélene Parrot-
Lopeznek, amiért lehetdvé tették szamomra, hogy csatlakozzak kutatdécsoportjukhoz, és

hozzaférést biztositottak laboratériumaikhoz és a felszerelésekhez.

Koszonettel tartozom Prof. Tosaki Arpadnak, Prof. Stéphane Daniele-nek és Dr. Caroline
Félixnek amiért lehetOséget biztositottak arra, hogy PhD kutatasomat két egyetemen

veégezhessem.

Kilon koszonettel tartozom Prof. Szente Lajosnak, Dr. Fenyvesi Evanak és a Cyclolab-
csoportnak, akikt6l a legtobbet tanultam a ciklodextrinekrél. TaAmogatasuk és mintaik nélkil a
jelen kutatds nem johetett volna létre, messze foldon ismert profizmusukkal pedig minden

felmer(il6 kérdésemre barmikor készséggel valaszoltak.

Halas kdszonetemet fejezem ki a szakmai segitségért Prof. Anthony W. Colemannak, Dr. Deli
Maridnak, Dr. Bocsik Alexandranak, Dr. Borbas Anikonak, Dr. Mezd Erikénak, Dr. Gesztelyi
Rudolfnak, Dr. Varga Baldzsnak, Dr. Juhasz Bélanak, Horanyiné Korei Marianak és Szabo

Katalinnak.

Halaval tartozom Bob Kaba Loembanak, amiért minden lehetséges mddon tdmogatta

eloremenetelemet a Francia Intézet keretein beliil.

Mérhetetlen halaval tartozom a CSAp csoport posztdoktorainak, doktoranduszainak és
hallgatéinak a folyamatos segitségért, és hogy nem hagytak, hogy elvesszek a kémiai
laboratériumokban. Név szerint: Geoffroy Germain, Emeric Jeamet, Guillaume Poisson,

Yoann Pascal és Mélissa Dumartin.

Halas vagyok a 4. Eurdpai Ciklodextrin Konferencian, valamint a 3. Nemzetkozi Ciklodextrin
Nyari Egyetemen valo részvételi lehetdségemért, ahol megismerkedhettem a

ciklodextrinekben rejlé kimerithetetlen lehetdségekkel.
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Végil, de nem utols6 sorban a legnagyobb koszonettel Edesapamnak, Edesanyamnak és
Noévéremnek tartozom, akik minden koriilmények kozott timogattak egészen a kezdetektol.

Halas kdszonettel tartozom Katona Csetének a tamogatéséért és a stilisztikai korrekciokért.

Jelen kutatds a Campus France kettds témavezetési doktori programjanak keretein belil,
valamint a TET-14-FR-2015-0031-Balaton projekt tamogatasaval valosult meg. Munkankat
tovabba a GINOP-2.3.2-15 szadmu, valamint a Kutatasi infrastruktira meger6sitése —
nemzetkoziesedés, haldzatosodas cimii, GINOP-2.3.3-15-2016-00021 szamu palyéazatok is
tdmogattak.
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