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1. BEVEZETES

A gyogyszerek biohasznosulasat tobb tényezd is befolyasolja, igy az aktiv molekulak
fizikokémiai tulajdonséagai, az alacsony penetracids képességiik a bioldgiai gatakon, az
alkalmazas helye, a vérplazma fehérjékhez valé affinitas, a lebontd enzimekre valo
érzékenység, vagy a kivalasztds gyorsasaga. Ebbdl kifolyolag szamos hatdanyag
farmakokinetikaja és atjutasa a bioldgiai gatakon nem elég hatékony. A gyogyszertechnolégiai
kutatasok fontos targyat képezi a hatéanyagok felszivodasanak elGsegitése, mely kiilonbozo
madszerek és segédanyagok alkalmazasaval torténhet.

A bioldgiai gatak, mint példaul a bodr, a bélrendszer, a vér-magzat vagy a vér-agy gatak
elvalasztjak a szervezetet a kiils6 kornyezett6l, illetve a belsé szerveket egymastol. Ezek a
védoéfunkcioval rendelkezd fiziologids gatrendszerek elengedhetetlen szerepet jatszanak testiink
homeosztazisdnak fenntartdsdban, azonban a gydgyszerek bejutédsdt is korlatozzak. A
hatéanyagok peroralis alkalmazasa széles korben elfogadott, biztonsdgos és hatékony
gyogyszerbeviteli kapu, azonban a gyogyszerek bejutdsa a szoros zar6kapcsolatokat (tight
juntion) kialakito epitélsejtek miatt korlatozott. A hatdéanyagok atjutasat elsGsorban a sejtek
membranpermeabilitisa (transzcellularis atjutasa) hatdrozza meg ezen a barrieren, de jelentGs
szerepe van a sejtek kozotti paracellularis traszportdtnak is.

Abszorpci6 fokoz6 segédanyagokkal lehetséges az alacsony penetrabilitasi gydgyszerek
atjutdsat javitani, igy jelent6sen novelni a biohasznosulasukat. Az intesztinalis abszorpcio
fokozok kiilonb6z6 mechanizmusok utjan fokozzdk a hatdanyagok bejutésat és a
biohasznosulasat: (1) megndvekedett hatdanyag oldékonyséaggal, (2) szoros zarokapcsolatok
nyitasaval, (3) membran fluiditas novelésével vagy a lipid kettésréteg atmeneti moédositasaval,
(4) komplex képzéssel vagy ion-parok kialakitdsaval, (5) lebomlas/metabolizmus
megakadalyozasaval.

A fellletaktiv anyagok (tenzidek) olyan amfifil molekuldk, amelyek egyszerre
rendelkeznek lipofil és hidrofil sajatsaggal. Ezek altalanosan hasznalt oldékonysag javitok a
peroralis, nazalis és injekcios formulaciokban, tovabba szamos kozlemény beszamolt
abszorpcié fokozé hatasukrél is. A Cremophor® és Tween® nem-ionos tenzid csaladok, melyek
gyakran alkalmazott segédanyagok a gyogyszerészeti kutatasban és fejlesztésben. J6 emulgeal6
és abszorpci6 fokozo tulajdonsagokkal rendelkeznek, azonban kedvezé tulajdonsagaik ellenére
néhanyuk alkalmazasa mellékhatasokkal jar. Ezért fontos a jobb tulajdonsagokkal és kedvezdbb
farmakologiai sajatsaggal rendelkezé Gj, innovativ abszorpci6 fokozok kutatasa és vizsgalata.



A cukorészterek, a szachar6z és zsirsavak észterei, egyre intenzivebben vizsgalt anyagok
a gyogyszerkutatdsokban, mert jo oldodastnovels és abszorpcido fokozd sajatsagokkal
rendelkeznek. Korabbi vizsgalatok alapjan ezek az anyagok kiilonbozd gydgyszer
formulalasokban hatékony segédanyagoknak bizonyultak, igy igéretes Gj jeldltek a hatéanyagok
biohasznosulasanak fokozasara. A kutatasaink és a Ph.D. tézisem fékuszaban a klinikailag
alkalmazott, valamint (j gyogyszerészeti segédanyagok vizsgalata és dsszehasonlitasa all in

vitro intesztinalis és vaszkularis tenyészetes modelleken.

2. CELKITUZES

A munka 6 célkitiizése volt feltarni azokat a mechaniznusokat, amelyek a nem-ionos
felllletaktiv anyagok esetében, kilonds tekintettel a cukorészterekre, fokozzak a gydgyszerek
permeabilitdsat az intesztinal barrier sejtes modelljén. Harom kivalasztott cukorészter, amelyek
megfelel6 segédanyagok lehetnek, hatdsat hasonlitottuk 6ssze a klinikailag alkalmazott
Tween 80, Cremophor RH40 és Cremophor EL referencia felliletaktiv anyagok hatasahoz. A
tézis f6 céljai a kovetkezOk voltak:

()] meghatarozni és dsszehasonlitani a fellletaktiv anyagok intesztinalis epitél- és
vaszkularis endotélsejtek életképességére kifejtett hatasat,

() megallapitani a vizsgalt anyagok hatasait a hatdanyagok permeabilitasara,

(1) azonositani a gyogyszer atjutds fokozasanak Gtvonalait az intesztinalis barrier
modellen,

(IV)  részletesen vizsgalni a kivalasztott tenzidek hatasat a sejtkdzotti kapcsolatokra
és a membréan fluiditasra.

V) meghatarozni a feluletaktiv anyagok efflux transzporterekre gyakorolt hatasait



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vizsgalt fellletaktiv anyagok

Héarom, kiilonboz6 zsirsavésztert hasznaltuk a kisérleteinkben, a palmitat (P-1695), a
mirisztat (M-1695) és laurat (D-1216) zsirsavak cukor észtereit (Mitsubishi Kagaku Foods Co.,
Tokio, Japan). A Tween 80, Cremophor RH40 és Cremophor EL (BASF, Ludwigshafen am

Rhein, Németorszag) voltak a referencia feliiletaktiv anyagok.

3.2. Sejttenyésztés

Az abszorpci6 fokozok tesztelésére human Caco-2 intesztindlis epitél, human hCMEC/D3
agyi endotél, human MES-SA uterin szarkéma és ennek doxorubicin-szelektalt véaltozata, MES-
SA/Dx5 sejtvonalak és primer patkdny agyi endotélsejtek keriltek felhasznalasra. A Caco-2
sejteket Eagle's Minimal Essential Medium tapfolyadékban tenyésztettik 10 % magzati borju
szérummal, 1% natrium-piruvattal, és 50 pg/ml gentamicinnel kiegészitve. A hCMEC/D3
endotélsejtek tenyésztése Endothelial Basal Medium-2 tapfolyadékban Endothelial Growth
Medium-2 BulletKit (Lonza, Basel, Switzerland) és 2,5% magzati borjd szérummal
kiegészitve tortént. A primer agyi endotélsejtek 3 honapos patkadnyok agyabdl lettek izolalva,
melynek részletes leirdsa Veszelka és mtsai. munkajaban talalhaté (Neurochem Int, 2007,
50:219-228). A MES-SA sejtek és a szelektalt valtozata (MES-SA/Dx5), amely magas P-
glikoprotein (P-gp) expresszidt mutat, a P-gp funkcionalitidsanak vizsgalatara hasznaltuk fel.
Ezeket a sejteket Dulbecco’s Modified Eagle Medium tapfolyadékban tenyésztettiik, amelyet
kiegészitettink 10 % magzati borja szérummal, 5mM L-glutaminnal és 50 U/ml
penicillin/sztreptomicinnel. A sejteket 37°C-on, 5% CO,-on és magas pératartalmu
inkubatorban tenyészettiik. A rezisztencia és permeabilitds mérésekhez, valamint az
elektronmikroszkdpos vizsgalatokhoz a Caco-2 sejteket Transwell betéteken tenyésztettiik
(polikarbonat membran, 0.4 um po6rus méret, Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA). A
sejtmag, a sejtkapcsolatok és F-aktin festésekhez a sejtek tiveg fed6lemezeken (Menzel-Gléser,

Braunschweig, Németorszag) néttek.

3.3. In vitro életképesség mérések
A nem-ionos fellletaktiv anyagok hatasat sejtek életképességére kiilonb6z6 modszerekkel
hataroztuk meg: MTT festék konverzoval, laktat dehidrogenaz (LDH) enzim felszabadulas



méréssel, és kettds sejtmag festéssel. A valos idejli sejt impedancia mérés szintén megbizhatd
informacioval szolgal a sejtek allapotardl, igy jol hasznalhato sejttoxicitas mérésre is.

A héarom kivalasztott cukorésztert 3-3000 pg/ml koncentrécio tartoméanyban alkalmaztuk,
mig a Tween 80, Cremophor RH40 és Cremophor EL-t 1-100000 pg/ml koncentracidk kozott
vizsgaltuk. A kezeletlen sejtek (kontroll csoport) csak tapfolyadékot kaptak.

MTT festék atalakitds: a sarga 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium-bromid

(MTT) festéket az é16 sejtek felveszik és atalakitjdk kék szinii formazan kristalyokka. A
festékatalakitds mértéke meghatarozza a sejtek metabolikus aktivitasat, igy utal az
életképességiikre. Caco-2 epitél- és hCMEC/D3 endotélsejteket a feluletaktiv anyagokkal
kezeltik meg, majd inkubaltuk az MTT festékoldattal. Az MTT-bél képz6édott formazan
kristalyokat dimetil-szulfoxiddal oldottuk fel és mennyiségiiket abszorbancia méréssel
(Fluostar Optima microplate reader, Németorszag) hataroztuk meg.

LDH felszabadulds mérés: a sejtekbél felszabaduld citoplazmatikus laktat dehidrogenaz

enzim a sejtmembran karosodasat jelzi, ezért a nekrotikus sejtpusztulds indikatoraként is
hasznalhatd. A membrankarositoé hatas mértékével aranyosan né a feliiliszobol mérheté LDH
mennyisége, amit kolorimetrids médszerrel hataroztunk meg (Roche Kit).

Kettés fluoreszcens sejtmag festés: a sejtek életképességét morfoldgiai mérésekkel is

igazoltuk. A bis-bezimide (Hoechst 33342) minden sejtmagot kékre fest, mig az etidium-
homodimer-1 csak az elpusztult sejtek magjat képes pirosra festeni. Caco-2 intesztinalis és
primer patkany endotélsejteket Cremophor RH40 és Cremophor EL segédanyagokkal kezeltiink
meg, majd a kezelt sejtekhez hozzaadtuk a fluoreszcens sejtmagfestékeket. Az inkubacio végén

a sejteket fixaltuk, majd a junkciés fehérjék immunfestésével folytattuk a folyamatot.

3.4. Fluoreszcens aktin-jeldlés és sejtkapcsol6 fehérjék immunfestése

A kezelések kivaltotta morfologia valtozasok és a sejtkapcsolatok vizsgalatara Caco-2
sejtek klaudin-1 és -4 szoros zardfehérjéit (tight junction), ZO-1 citoplazmatikus kapcsol6
fehérjéjét és B-katenin adherens fehérjéjét festettlik meg. Az aktin mikrofilamentumok (F-aktin)
fluoreszcensen jeldlt falloidinnel, mig a sejtek magja bis-benzimiddel lett megfestve. Tovabba
vizsgaltuk a primer patkany agyi endotélsejtek szoros kapcsolatait is a sejtek klaudin-5
fehérjéinek festésével. A sejteket liveg fed6lemezen novesztettiik és a konfluens tenyészetet a
feliiletaktiv anyagokkal kezeltiik. A kezeléseket kovetden a sejteket fixaltuk, permeabilizaltuk
és a nem specifikus antitest kotShelyeket blokkoltuk. A fixalt sejteket az elsddleges

antitestekkel inkubaltuk, majd mosast kovetden a masodlagos fluoreszcens jeldlést tartalmazé
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antitesteket adtuk a sejtekhez. A festetéseket Leica SP5 konfokalis, valamint NikonEclipse
TE2000 fluoreszcens mikroszkdpokkal vizsgaltuk.

3.5. Elektronmikroszkopia

A polikarbonat membranokon tenyésztett Caco-2 sejteket kezeltink a nem-ionos
tenzidekkel, majd ezt kovetSen fixaltuk a sejteket. A mintékat a fixalas utdn haromszor mostuk
kakodilat pufferben, majd kivagtuk a membranokat a tenyésztdbetétekbdl és 24-lyuk( lemezbe
helyezve utofixaltuk osmium-tetraoxidban. Desztillalt vizes mosast kovetden a mintakat felszallo
alkohol sorral dehidrataltuk és uranil-acetatban inkubaltuk, majd Taab 812 beagyazoszerrel
blokkot készitettink. Leika UTC ultramikrotdm (Leica Microsystems, Milton Keynes, UK)
segitségével ultravékony metszeteket készitettiink, amelyeket Hitachi 7100 transzmisszios
elektronmikroszképpal (Hitachi Ltd., Tokid, Japan) vizsgaltuk meg.

3.6. Impedancia és rezisztencia mérés

Az impedancia mérés sejtrétegek bioldgiai allapotanak jelzéanyag nélkiili, valds idejii
nyomonkovetésére alkalmas. Az RTCA SP (ACEA Biosciences, USA) miiszerrel 10 kHz
frekvenciat alkalmazva a sejtrétegeken meért impedancia értékek jol korreldlnak a sejtek
proliferacigjaval, életképességével vagy a transzcellularis ion dramléssal.

A transzepithelialis elektromos rezisztencia, amit EVOM miiszerrel és STX-2 elektrédok
hasznalataval mértiink, jol kifejezi az ionok paracellularis permeabilitasat a sejtrétegen. Caco-2
sejtek kezelését kovetden rezisztencia meghatarozassal mértlik a valtozasokat, igy a felliletaktiv

anyagok hatasat a sejtek kdzotti ion aramlasara.

3.7. Permeabilitas vizsgalat

A hatdanyagok, a koffein, az antipirin, az atenolol, a vinbalsztin és a fluoreszcens
festékek, a fluoreszcein és a rodamin 123 permeabilitdsanak mérése apikalisbdl bazalis (AB)
iranyban Caco-2 sejteken tortént. A vinbalsztin, fluoreszcein és rodamin 123 permeabilitasanak
meghatarozasa az ellenkez6, a bazalisbdl apikalis (BA) irdnyban is meghatarozésra kerilt. A
sejteket Transwell betéteken tenyésztettiik és a tenyésztés 21. napjan végeztiik a kisérletet. A
tapoldatot lecseréltik a sejtek apikalis részén Ringer-Hepes pufferre, ami hatéanyagokat és
markereket valamint a kezeléseket tartalmazta. A betéteket hordozo6 lemezeket 1 6ran keresztil
inkubaltuk a koffein, az atenolol, az antipirin és a rodamin 123 esetén. A vinblasztin és

fluoreszcein sejtrétegen vald atjutasdnak mérése soran 2 oraig végeztik a kisérletet tgy, hogy



az 1 és 2 ora letelténél a akceptor fazishol mintat vettiink. Az inkubaciokat kovetden, mind az
apikalis, mind a bazalis részekbdl Osszegylijtottiik a mintakat. A fluoreszcein és rodamin 123
koncentraciéit a mikroplate olvaséval (Fluostar Optima), mig a gyogyszerek koncentracioit
HPLC-vel mértik. A tesztanyagok epitélsejten valo atjutdsat a latszolagos permeabilitasi
koefficiens (P4pp), valamint az triiléssel (clearance) jellemeztiik.

3.8. Membran fluiditds mérése Caco-2 sejteken

A sejteket TMA-DPH (1-(4-trimetilammoniumfenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrien; Molecular
Probes, Life Technologies) festékkel jel6ltiik és fluoreszcens anizotrdpiat detektaltunk T-alakd
fluoreszcens spektrofotométerrel (Quanta Master QM-1, Photon Technology International,
Princeton, NJ, USA), ami indikatora a membrén fluiditasnak. A pufferes el8inkubaciot

alkohol, mint hatékony membran fluiditas noveld volt a pozitiv kontroll.

3.9. Efflux pumpak aktivitadsanak meghatérozésa

Az efflux transzporterek aktivitasdnak meghatarozasara ligandjaik, a rodamin 123 és a
calcein AM molekulak sejtes akkumulalodasanak meértékét vizsgaltuk Caco-2 sejtvonalon. A
sejtek kezelése a rodamin 123 jelenlétében tortént. Egy oras inkubaciot kovetden a sejteket
NaOH oldattal feltartuk és a sejtben felhalmozddott rodamin 123 koncentracidjat mikroplate
olvasdval mértik. A calcein AM molekula a P-gp, MRP-1 és -2 efflux pumpak ligandja, ezaltal
az efflux transzportereket expresszald sejtbe vald bejutadsa mérsekelt. A bejutott calcein AM-et
az intracelluléris észterazok fluoreszcens metabolitta alakitjak. A feliletaktiv anyagokkal vagy
efflux pumpa gatldkkal val6 kezeléseket a calcein AM jelenlétében végeztilk Caco-2 sejteken
és a fluoreszcenciat microplate olvaséval detektaltuk.

Ahhoz, hogy vizsgaljuk az abszorpcié fokozok hatasat a P-glipkoprotein pumpa
mikodére, a calcein AM akkumulacios tesztet MES-SA és MES-SA/Dx5 sejteken is
elvégeztiik. A sejteket eldkezeltiik verapamillal vagy a feliiletaktiv molekulakkal, majd a
calcein AM hozzaadasa és tovabbi inkubalds kovetkezett. A TO-PRO3 pozitiv sejteket
eltavolitottuk a mérési eredményekbdl. A mintdk FACSCalibur™ 4ramlasi citométerrel (BD

Biosciences, San Jose, CA, USA) voltak elemezve.



4. EREDMEYNEK ES ERTEKEZES

4.1. A fellletaktiv anyagok hatasa intesztinalis epitél és vaszkularis endotél sejtekre

A feluletaktiv anyagok emulgealé tulajdonsagaik folytan a sejtek lipid mebranjaival
kénnyen kdlcsonhatasba kertilnek, igy médosithatjak vagy roncsolhatjak azokat. Ez a hatas
koncentracio és idé fliggvényében reverzibilis lehet, de magas koncentraciokban a tenzidek a
membranokat elvékonyitjak, roncsoljak a sejtek apikalis felén talalhaté mikrovillusokat és a
sejtek pusztulasat idézik eld.

A Cremophor EL nem-ionos tenzidet tdbb gydgyszerkészitmény is tartalmazza és az
alkalmazas soran kiilonb6zé mellékhatasat jegyezték fel. Ezen karos hatasok okéanak
megismerése és megértése biztonsagosabb formulaciok kifejlesztését és a Cremophor EL
megfelel6bb felhasznalasat eredményezheti. A Cremophor RH40 feluletaktiv anyag toxikus
hatasairol azonban még keveset tudunk.
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1. dbra. A Cremophor RH40 és EL (0,1-50 mg/ml) huméan Caco-2 intesztindlis epitél (a, b) és hCMEC/D3 (c,d)
endotélsejtekre val6 toxikus hatdsainak megallapitasa sejtréteg impedancia méréssel. A sejtindex a sejtréteg
és az elektrodok kozotti impedancia mérésbdl szarmaztatott érték. Az adatok atlag + S.D. értékekben vannak
kifejezve, n = 4. TX, Triton X-100 (10 mg/ml)



A vizsgalataink soran az el6z6 kétféle Cremophor klinikailag relevans koncentrécidinak
sejttoxikus hatasait mértiik intesztinal epitél és vaszkularis endotél sejttenyészeteken. Mindkét
sejttipust a vizsgalt Cremophor-k koncentracid és idé fuggvényében kérositottak (1. dbra) és
ezek az igazolt hatasok 6sszefiigghetnek a klinikumban tapasztalt mellékhatasokkal.

Az epitélsejtek kezelése alatt egy kiilldnleges jelenséget figyelhettiink meg, mind az MTT,
mind pedig az impedancia mérést alkalmazva. Az MTT festék konverzi6 a Cremophor-s
kezelések hatasara atmeneti novekedést mutatott a magasabb koncentraciokban. Ilyen valtozas
az endotélsejtek esetén is tapasztalhatd volt, de csak egy dran at tartott. Tobb sejtes folyamat
jarul hozzd az MTT festék étalakitdsahoz, amiket a Cremophor-k befolyasolhatnak. Kiilonboz6
G-fehérjéhez kapcsolt receptorok aktivalasa sok emlés sejtben a sejtalak, valamint a letapadas
er6sségének madosuldsahoz vezethet, impedancia novekedést idézve el6. A Cremophor-k
hatisa az el6bb leirt folyamtokra és fehérjékre magyarazatot adhat az MTT atalakitas és
impedancia dtmeneti ndvekedésére, de tovabbi vizsgalatok szilkségesek a pontos kdlcsénhatas
tisztazasahoz.

Az endotélsejtek érzékenyebbek voltak, mint az epitélsejtek a nem-ionos feliletaktiv
anyagokra, mert a rovid idejii kezelések alatt csak az endotél sejtrétegek impedanciaja
csokkent, az epitélsejteké nem (1. dbra). A Cremophor RH40 kevésbé volt toxikus, mint az EL
mindkét sejttipuson, aminek oka ismeretlen, de a molekulak kiilonboz6 szerkezete 6sszefligghet

a kapott eredményekkel.
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2. &bra. A P-1695, M-1695, D-1216 cukorészterek (10-3000 pg/ml) és a Tween 80, Cremophor RH40
referencia abszorpcié fokoz6k (10-3000 pg/ml) hatdsai human Caco-2 intesztindlis epithélsejtek
életképességére amely az MTT festékatalakitas (a) és az LDH felszabadulds mérésekkel volt meghatérozva.
Az adatok atlag + S.D. értékekben vannak kifejezve, n = 6; statisztikai elemzés soran ANOVA-t majd ezt
kovet6en Dunnett tesztet alkalmaztunk. A szignifikans kulonbségek (P < 0,05) kimutatasa a kontroll csoporthoz
viszonyitva: a: P-1695 csoport; b: M-1695 csoport; ¢c: D-1216 csoport; e: Cremophor RH40 csoport.



A cukorészterek sejtkarosité hatasainak vizsgalata Caco-2 sejteken tortént. A D-1216
laurat-észter volt a legkevésbé toxikus, mig a mirisztat- és a palmitat-észterek magasabb
sejtkarositast mutattak az 1 és 24 Orads kisérletekben (2. abra). A referencia fellletaktiv
anyagok, a Tween 80 és Cremophor RH40 egy nagysagrenddel alacsonyabb koncentraciéban
voltak karosak a sejtekre, mint a cukorészterek, igy a cukorésztereknél biztonsagosabb
anyagoknak bizonyultak.

4.2. A gydgyszer abszorpci6 és a nem-ionos feliilet aktiv anyagok

A fellletaktiv anyagok képesek fokozni a gyogyszerek felszivodasat, de ennek
mechanizmusai csak részben ismertek. Munkank célja volt felderiteni azokat az Utvonalakat,
amiken keresztil kifejtik a kivalasztott tenzidek az abszorpci6 fokoz6 hatést.

A cukorészterek csokkentették a Caco-2 sejtréteg reisztencidjat és impedancidjat, ami a
paracellularis és transzcellularis ion permeabilitdss novekedésére utal. Ezzel szemben a
referencia abszorpcié fokozok nem valtoztattdk meg a sejtréteg rezisztencidjat, vagyis a
paracellularis barrier érintetlen maradt. Ezeknek az adatoknak az alapjan megéllapithatd, hogy
a cukorészterek, mind para-, mind pedig transzcellularis Gton fokozzdk az ionok atjutasat a
sejtrétegen.
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1. tAblazat. Caco-2 sejrétegen mért atenolol, koffein, antipirin permeabilits valtozasai 1 6ras P-1695, M-1695,
D-1216 cukorészter és Tween 80, Cremophor RH40 referencia abszorpcié fokozé kezeléseket kdvetéen. A
tablazatban megadott értékek a kezelések P,,, mennyiséginek kontroll csoporthoz viszonyitott valtozasait
mutatjak. Az adatok atlag + S.D. értékekben vannak kifejezve, n = 3; statisztikai elemzés soran ANOVA-t majd
ezt kdvetéen Dunnett tesztet alkalmaztunk a szignifikans kilénbségek (P < 0,05) kimutatasara; kezelések a
kontroll csoporthoz lettek viszonyitva.

A cukorészterek ndvelték az atenolol atjutdsat a Caco-2 intesztindlis sejtrétegen, ami
megerdsiti ezen anyagok abszorpcio fokozo hatasat (1. tablazat). A koffein és antipirin, jo
penetréacioval rendelkezd anyagok alapvetden nagyon magas atjutasat mar egyik vizsgalt tenzid

sem fokozta tovabb (1. tablazat). A hidrofil fluoreszcein permeabilitasat koncentracio fiiggd
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maédon novelték a segédanyagaink az AB iranyban. Mig a kezelések az apikalis részen voltak,
mint a gyogyszerek per os alkalmazasanal, ezek nem vagy csak mérsékelten fokoztdk a
fluoreszcein atjutasat az ellenkezd iranyban. A Tween 80 és Cremophor RH40 referencia
sejtrétegen, mig a cukorészterek mar alacsony koncentracidkban is sokkal hatékonyabbak
voltak.

Y]

Klaudin-1

fehérje immunfestése human Caco-2 sejtvonalon 1 6ras szurfaktans kezelést kdvetéen. A mérévonal hossza
20 um. (b) Transzmisszidés elektron mikroszkdpia a sejt-sejt kapcsolatoknal 1 6ras szurfaktans kezelést
kovetben; a mérévonal hossza 400 nm. Kezelési koncentraciok: P, 30 pg/ml; M, 60 pg/ml; D, 100 pg/ml; Tw,
1000 pg/ml; CR, 1000 pg/ml. Réviditések: C, kontroll; P, P-1695; M, M-1695; D, D-1216; Tw, Tween 80; CR,
Cremophor RH40; nyil: szoros kapcsolatok; AJ: adherens junkci6; DE: dezmoszéma; ID: interdigitacio

A sejtkapcsol6 fehérjék immunfestésével, az F-aktin fluoreszcens festése és a transzmisszios
elektronmikroszképos vizsgalata altal, az intercellularis kapcsolatokat és a paracellularis gat
integritasat vizsgaltuk (3. abra). Elsé alkalommal lett megfigyelve, hogy a cukorészterek és a
referencia abszorpci6é fokozok lathatéan nem valtoztatjdk meg a kapcsold fehérjék, a klaudin-1
ellentétben az F-aktin rendezettsége a junkcionalis régidkban és a sejtek bazalis részén enyhén
modosult. Ez az F-aktin atrendezédés kapcsolatban allhat a sejtkapcsolatok atjarhatdsagaval.
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Elektronmikroszképpal vizsgalva a tenzidek kezelések hatasait a sejtek szoros kapcsolatai
lathatéan nem nyiltak meg és a morfoldgiajuk sem valtozott (3.b &bra).

A cukorészterek hatasat a sejtmembranokra korabban mar feltételezték, de eddig még
nem vizsgaltdk ¢l6 sejteken. Az altalunk hasznalt cukorészterek a Caco-2 sejtek
plazmamembranjat nagyobb mértékben fluidizaltdk, mint a referencia anyagok. Ezen felul a
TMA-DPH fluoreszcens anizotrépia jobban csokkent a cukorészter kezelések hatasara, mint a
Tween 80 vagy a Cremophor RH40 alkalmazasat kovetden. Ez a membran fluiditas csokkenés
kapcsolatban allhat a membran atjarhatésaganak fokozodasaval és a mebran transzporterek,
valamint az efflux pumpak aktivitdsanak megvaltozasaval.

A rezisztencia, impedancia, permeabilitas, junkcionalis morfologia, valamint a membran
fluiditds mérések alapjan kiillonboz6 mechanizmusok érintettek a cukorészterek altal kifejtett
abszorpci6 fokozasaban (4. abra). Mindegyik feluletaktiv anyag megndvelte a fluiditast, ami
fokozott transzcelluldris permeabilitashoz vezethet. A cukorészterek a rezisztencidt és az
impedancidt is csokkentették utalva arra, hogy befolyasoljdk a sejtkapcsolatok funkciojat és a
membrénok &tjarhatdsagat, vagyis a gyogyszer penetracié transz- és paracellularis Gton is

fokozodik az alkalmazésuk sorén. A referencia anyagok nem mddositottdk a sejtkapcsolatok

Plazmamembran fluiditas 3..:

(Epiteisejt . J

4. dbra. Hogyan fokozzak a cukorészterek, Tween 80 és Cremophor RH40 a permeabilitast az epitélsekben?
Kulénb6zé utvonalakon javithatjadk a molekuldk felszivodaséat a cukorészterek és referencia anyagok. (i) A
fellletaktiv anyagok novelik a gyogyszerek oldékonysagat és megvaltoztatjidk a membran fluiditast, ami
fokozza az anyagok penetraciés tulajdonsagait. (i) A Tween 80 gatolja a P-glikoprotein miikddését, de a
cukorészterek nem. (iii) Csak a cukorészterek valtoztatjadk meg a sejtkapcsolatok funkciojat, viszont a lathaté
morfolégidjukat nem modositjak. Roviditések: CR, Cremophor RH40; P-gp, P-glikoprotein; SE, cukorészterek;
TJ, szoros kapcsolatok; Tw, Tween 80.
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4.3. A nem-ionos felliletaktiv anyagok hatésa az efflux pumpéakra

Az efflux transzporterek megakadalyozzak a gydgyszerek atjutasat a bioldgiai
barriereken, igy ezek gatlasa ndvelheti a hatdéanyag penetraciot. A vizsgalatainkban a
cukorészeterek, a gatloszerekkel és a referencia abszorpcié fokozokkal ellentétben, az AB
iranyban novelték a vinblasztin és a rodamin 123 permebailitasat, de mar az ellenkezd iranyban
nem tudtadk ndvelni. Ez arra utal, hogy nem gatoljak az efflux pumpékat. A rodamin 123 és
de a P-gp-t expresszald sejteken végzett vizsgalatok ezt a hatast kizarjak. A cukorészterek a
MES-SA/Dx5 sejtekben nem csokkentették a P-gp medidlta calcein AM transzportot (5. bra).
javitdsat a Caco-2 sejtekben a membranok permeabilizaldsaval érik el (Takaishi és mtsai.,
Biosci Biotechnol Biochem, 2006, 70:2703-2711), de a miénk az els6 munka, ami kisérletesen
is bizonyitja, hogy a cukorészterek permeabilitas fokozéasa nincs kapcsolatban a P-gp géatlassal
(4. és 5. abra)
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MES-SA sejtvonalakban. A hordoz6 oldat (sotét sziirke), a verapamil (vilagos szirke) és a fellletaktiv anyagok
(fekete) kezelései utdn mért cellularis calcein AM fluoreszcencia hisztogramja van abrazolva. Kezelési
koncentraciok: P, 30 pg/ml; M, 30 pg/ml; D, 100 pg/ml; Tw, 100 pg/ml; CR, 1000 pg/ml; Verapamil, 100 puM.
Roviditések: C, kontroll; P, P-1695; M, M-1695; D, D-1216; Tw, Tween 80; CR, Cremophor RH40.
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5. OSSZEFOGLALAS

A gyogyszerkészitményekben hasznalt felilletaktiv anyagok szamos el6nyos
tulajdonsaggal birnak, fokozzak a hatéanyagok oldddasat és abszorpcidjat, valamint dvjak a
farmakonokat. Azonban az alkalmazasuk soran mellékhatasokat is tapasztaltak, ami
sziikségessé teszi a megléve feliiletaktiv anyagok tovabbi vizsgalatat és 1j tipust abszorpcid
fokozo anyagok keresését.

A Cremophor RH40 és EL gyakran alkalmazott segédanyagok az peroralis és intravénas
gyogyszerkészitményekben. Azonban toxikus mellékhatésait korabbi kutatdsok mar igazoltak,
kilondsen az EL estében, de eddig kevés informacié allt rendelkezésre epitél- és endotélsejtes
hatésaikrdl, amik a biol6giai gatakat alkotjak és kdzvetlenul kitettek a segédanyagoknak. A
vizsgalatainkban a human intesztindlis epitél és vaszkularis endotélsejteket kezeltlink
Cremophor RH40 és EL klinikailag relevans koncentracioival és toxikus hatasait tébb modszer
alkalmazéasaval kovettiik. A Cremophor-k koncentracio- és idéfiiggé modon kérositottak az
epitél- és endotélsejteket. Az endotélsejtek érzékenyebbek voltak a kezelésekre, mint az
epitélsejtek, valamint a Cremophor EL toxikusabb hatast mutatott mindkét sejttipusban, mint az
RH40. Eredményeink alatdmasztjak és kiegészitik a Cremophor EL korébban tapasztalt toxikus
hatasait amely kapcsolatban éallhat a Cremophor EL-t tartalmaz6 készitmények klinikumban
felismert mellékhatdsaival. A zsirsavak szacharézzal alkotott észterei (cukorészterek) a
gyogyszerkutatdsok egyre intenzivebben vizsgalt anyagai, amelyek egy része hivatalos az
Eurdpai és az Amerikai Egyesiilt Allamok Gyogyszerkonyvében. Szamos kdzlemény leirta mér
elényos sajdtsagaikat, de eddig kevés ismeret allt rendelkezésre a toxicitasi profiljukrol és
hatasmodjukrél, valamint hatékonysagukrol az intesztinalis epitél sejtmodellen. Caco-2
sejteken harom vizoldékony cukorésztert és két referencia tenzid abszorpcié fokozo
segédanyagot vizsgaltunk. Elébbiek a palmitat- (P-1695), mirisztat-(M-1695) és laurdt (D-
1216) észterei, mig utdbbiak a Tween 80 és a Cremophor RH40 voltak. A cukorészterek nem-
toxikus koncentracioi szignifikdnsan csokkentették a sejtrétegek rezisztenciajat és
impedancidjat. Mindegyik tenzid ndvelte a gyogyszerek permeabilitasat és fluidizalta a sejtek
membranjat a szoros kapcsolatok lathatd6 mddositasa nélkil, valamint a P-glikoprotein pumpa
miikodését csak a Tween 80 gatolta. Munkénk igazolja, hogy a cukorészterek a P-glikoprotein
transzporter gatlasa nélkil képesek fokozni a gydgyszerek permeabilitasat a transzcellularis és

a paracellularis utakon keresztil.
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Eredményeink igazolték a kiilonb6z6 nem-ionos feliiletaktiv anyagok eltér6 sejtes hatésait, ami
fontos lehet Uj gyogyszerformulaciok és gydgyszerbeviteli rendszerek fejlesztése soran.
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