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A ,,lathaté” ciklodextrinek: fluoreszcensen jelolt ciklodextrinek
szintézise és sejtbiologiai alkalmazasa

BENKOVICS Gabor,” MALANGA Milo és FENY VESI Eva
CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejlesztd Laboratérium Kfi, Illatos 1t 7, 1097 Budapest, Magyarorszdag

Bevezetés

A természetes  ciklodextrinek  (CDk)  szénhidrat
makrociklusok, fényelnyelésiik maximuma 200 nm-
nél kisebb hullamhosszon talalhatd, tehat az UV/Vis
spektroszkopiaban |, lathatatlanok™. Zarvanykomplexeiket
emiatt leggyakrabban a vendégmolekula abszorpcios
illetve emisszios spektrumanak valtozasain keresztiil lehet
vizsgalni.!? Ismeriink azonban szdmos olyan felhasznalasi
teruletetis (fluoreszcens nyomjelzés, szenzorok, fotodinamias
terdpia), amelyek megkovetelik e  makrociklusok
lathatova™ tételét. Az ilyen célu alkalmazasokhoz a CD
molekula kémiai médositdsara van sziikség, melynek soran
a fluorofort — a fluoreszcens jelzémolekulat — a megfeleld
pozicioban a megfeleld kovalens kotéssel a gytirithoz
kapcsoljak. A legelsé ilyen jellegii szarmazékok poliaromas
szénhidrogének (naftalin, antracén, pirén) CD-nel alkotott
konjugatumai voltak, melyek lehetoveé tettéek killonbozo
spektroszkopiailag inaktiv szerves vegyiilet (pl. szteroidok)
fluoreszeens spektroszkopiai vizsgalatat.® Bebizonyosodott,
hogy a zarvanykomplex-képzddés hatassal van a gytiriihoz
csatolt festékmolekula emisszids spektrumdra ¢és igy
az mintegy jelzérendszerként szolgdl a komplexképzés
detektalasahoz. E szignalizdcids lehetdséget otvozve a
CD-iireg molekulaméret- illetve sok esetben enantiomer-
felismerd képességével, megszillettek az elsé CD-alapu

fluoreszcens szenzorok (1. Abra).
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1. Abra. Fluoreszcens jelzémolekulahoz (F) csatolt y-ciklodextrin
mint kemoszenzor spektroszkopiailag inert szerves molekulak (A)
detektalasahoz.® A CD-alapu szenzorok alapja a komplexképzodés altal
gerjesztett emisszios hullamhossz-eltolodas (1 £

i 0 F X e cosapted-

A késébbiek soran, ahogy a CDk egyre nagyobb szerepet
kaptak a gyogyszerek formuldlasaban és felmerilt a CD-
alapu, célzott gyogyszerbevitelre alkalmas hordozok
eléallitasanak lehetosége, szitkségszeriivé valt a gyogyszer-
technologiai szempontbdl jelentds CD-szarmazékok (CD-
polimerek, 2-hidroxipropil-fCD (HPACD), metilezett-
pCDk) fluoreszcens jelolése is. A CycloLab Kutato-
fejlesztd  Laboratoriumban  2009-t6]  kezdve folynak
ilyen iranyu kisérletek. Laboratoriumunk ekkor valt
tagjava egy tobb eurdpai kutatokozpontot és egyetemet
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magaba foglalé konzorciumnak - az Eurépai Unio altal
tamogatott CYCLON és CYCLON Hit nevii Marie Curie
programoknak koszonhetdéen - melyek elsddleges célja
CD-alapu gydgyszerhordozok eléallitasa, spektroszkopiai,
mikroszképiai és biologiai vizsgalata ¢és lehetséges
alkalmazasa a  multidrog-rezisztens —mechanizmusok
lekuizdésében. Ezekhez a kutatasokhoz is elengedhetetlen
a CDk fluoreszcens jelolése, aminek kovetkeztében a
konfokalis mikroszkop lencséjén keresztul lathatova valik
a gyogyszerhordozo ¢és esetenként vele egyiitt a szallitott
hatoanyag is.

Napjainkban a jelolt, azaz ,lathat6” CDk esetében is
megfigyelhetd az a trend, ami a nem jelolt, azaz , lathatatlan”
CDk esetében mar évek ota jelen van: a fluoreszcens
ciklodextrinek is elindultak a segédanyagbol hatdéanyagga
valas utjan. Ahogy a HPACD is egy kivalo szolubilizalo
szerbdl, azaz gyodgyszertechnologiai segédanyagbol valt
reményt kelto hatbanyagga,* ugy lépnek ki a fluoreszcens
CDk is a vizualizalast tamogato segédanyagok teriiletérdl
a fotodinamias terapia (PDT) vilagaba, ahol mar mint f§
komponensek szerepelnek. J6 példa erre K. Yannakopoulou,
illetve S. Sortino kutatocsoportjanak tevékenysége ezen a
teriileten. Mindkét csoport a CycloLab Kft.-vel szorosan
egyittmiikodve olyan CD-alapu gyogyszerhordozo-
rendszerek kifejlesztésén dolgozik, amelyek amellett, hogy
biztositjak a biologiai szovetekben torténd fluoreszcens
detektalast, megfeleld hullamhosszon torténé megvilagitas
hatasara képesek nagy reaktivitdsu szingulett oxigén
termelésére vagy nitrogén-monoxid (NO) felszabaditasara,
ami a kornyezd sejtekben szoveti bomlast eredményez, igy
un. fényérzékenyité anyagokkeént (fotoszenzibilizatorokként)
alkalmazhatéak a rakos ¢és bakterialis megbetegedések
fotodinamias kezelésében. S. Sortino és kutatocsoportja,
fluoreszcensen jelolt CD-monomereket® és vizoldhaté CD-
polimereket® alkalmaz, melyek a fotoreaktiv agensekkel
(NO-fotodonorok) nagy stabilitdsii  zarvanykomplexet
képeznek, igy azok vizoldhatésagat, biohasznosulasat,
sejtmembranokon vald atjutdsat nagymértékben novelik.
Egy kilon a CD-es alkalmazasokra kifejlesztett NO-
fotodonor az adamantanhoz kapcsolt orto-trifluorometil-
nitroanilin  szdrmazék, melyben az adamantan-csoport
PCD-gyliriih6z valo nagy affinitdsa biztositja a stabil
zarvanykomplex képzodését, igy a fluoreszcensen jelolt
CD és NO-fotodonor egyiittes jelenlétét is. A CD-iireghez
kovalensen kapcsolt rodamin B jelzdcsoport pedig lehetdveé
teszi a zarvanykomplex detektalasat és igy kijeloli a
lézeres gerjesztés tertiletét is. A 1ézerfény hatdsara ezutan
aktivizalodik a vendégmolekulaként hordozott NO-
fotodonor és felszabadul a sejtrombold hatdst NO (2A.
Abra).?
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Yannakopoulou ¢s kutatocsoportja egy masik megkozelitést
alkalmaz a CDk PDT-ban torténd alkalmazasdhoz: a
fényérzékenyitd anyagot, esetilkkben kiilonbozé porfirin
szarmazékokat, kozvetlenil a CD-gytir(ihoz kapcsoljak.
A porfirin vegyiiletek kedvelt fotoérzékenyitd anyagok,
melyek a megfeleld hullimhosszii fénnyel torténd
besugarzas utan képesek szingulett oxigén kibocsatasra.
Terapias alkalmazasukat viszont donté  mértékben
befolyasolja rendkivil alacsony vizoldhatésaguk, illetve
a vizes oldatokban felléps aggregalodas, ami csokkenti a
fluoreszcenciat ¢s a szingulett oxigén termelést.” Ezeket a
negativ tulajdonsagokat sikertlt lekiizdeni mezo-tetra(m-
hidroxifenil)porfirin  (mTHPP) esetében SCD-gyliriihoz
torténd kovalens kapcsoldssal egy enzimatikus uton
nem hasado éterkotésen keresztiil.* A kapott konjugatum
vizoldhatdsaga nagymértékben novekedett a szabad porfirin
szarmazékokéhoz képest, a fluoreszcens jel intenzitasa is
megndtt, igy a kutatoknak lehetdségiik nyilt a konjugatum
in vitro vizsgélatara fluoreszcens képalkotasi modszerek
(fluorescent life imaging) ¢s konfokalis mikroszkop
segitségeével rakos laphamsejt kolonidkon. A mTHPP-CD
konjugatum a szabad CD-iiregnek koszonhetden alkalmas
tovabbi fotoaktiv molekulak komplexalasara. A mar emlitett,
Sortino és kutatocsoportja altal alkalmazott, adamantan-
modositott NO-fotodonor komplexalasaval sikerilt egy
olyan bimodalis szupramolekularis rendszert létrehozni,
ami egyidejiileg képes szingulett oxigén termelésére és NO
felszabaditdsara, rdadasul a mTHPP fluoreszcencidjanak
koszonhetden e szupramolekularis rendszer detektdlasa is
biztositott’ (2B. Abra).
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2. Abra. Fluoreszcensen jelolt ciklodextrinek fotodinamias alkalmazasa-
nak sematikus abrazolasa.*’

E rovid attekintés és az emlitett kutatocsoportok aktiv
munkdja jol mutatja a ,lathato CDk sokrétli alkalmazési
lehetdségét, molekularis  kemoszenzoroktél — kezdve
a gyogyszerhordozé rendszereken keresztil az egyre
elterjedtebb és a multidrog-rezisztens baktériumok illetve

kilonbozd rakos megbetegedések kezelésében alternativ
gyogymadot jelentd fotodinamids terapiakig.

1. Fluoreszcensen jelolt ciklodextrin szarmazékok
eloallitisa

1.1. Reaktiv intermedierek szintézise fluoreszcensen
jelolt ciklodextrinek eléallitasahoz

Ahhoz, hogy konnyen jellemezheté ¢és alkalmazhato
fluoreszcens CD-hez jussunk, szikkség van a CD-gyurd
célzott irdnyu, szelektiv kémiai modositasara. Ennek
legkézenfekvobb modja a molekula peremén 1évo és a
hidrofil jelleget ado hidroxil (OH)-csoportok helyettesitése.
A CD molekula sziikebb oldalan glitkopirandz egységenként
egy primer OH-csoport, mig a szélesebb, szekunder
oldalan gliukopiranéz egységenként 2 szekunder OH-
csoport taldlhato. A perem kiilonbozd tulajdonsagii OH-
csoportjai szamos lehetdséget nytjtanak a CDk kémiai
finomhangolasara. A cél a legtobb esetben a CD molekula
oldhatésaganak novelése, a komplexképzés befolyasolasa,
a CDk szilard fazishoz valo rogzitése illetve a fluoreszcens
CDk esetében a kivant festékanyag CD-hez kotése.

1.1.1. A C-6-0s helyzet monoszubsztiticioja:
6 ido-6: dezoxi-ciklodextrinek

eloallitasa

A nagyszami OH-csoport egyiittes jelenléte a lehetdségek
mellett a szelektiv szubsztitucid nehézségeit is magaban
rejti. A CD-gytrti OH-csoportjai kozil a legerdsebben
nukleofilek a primer oldalon talalhaté C-6-os helyzetben
1évé OH csoportok, a szekundér oldal C-2-es helyzetben
lévé OH csoportjai a legkonnyebben deprotonalhatoak,
mig a C-3-as helyzetli OH-csoportok sztérikusan a
legjobban gatoltak. Ezeket a reaktivitasbeli kiulonbségeket
célszeri figyelembe venni a CD-gyiirli szelektiv
modositdsanal am sok esetben a reagens és a CD-tireg kozti
zarvanykomplex-képzédés is befolyasolhatjia a reakcio
kimenetelét. A fluoreszcensen jelzett CDk szintézisekor
a leggyakrabban alkalmazott stratégia a primer oldal
szelektiv monoszubsztitiicioja paratoluolszulfonsav(tozil)-
szarmazékokkal. A reakciokorilmények fiiggvényében
(reagens, oldoszer, szervetlen sok szerepe) a helyettesités
kizarolag a primer oldalon megy végbe, minek kévetkeztében
fotermékként a 6-0O-monotozil-CD képzddik."*!" A reakeio
melléktermékeiként a kristalyositassal vagy az a- és yCD
esetében preparativ folyadékkromatografiaval eltivolithato
kiindulasi CD ¢s a 6,6’-O-ditozil-CDk vannak jelen a nyers
reakciotermékben. A szulfonat észterek jo tdvozo csoportok,
igy semleges pH mellett konnyen helyettesithetdek
kulonféle nukleofil csoportokkal (magas pH-n a mono-6-O-
tozil-CD egy 3,6-anhidroglikopiranéz egységet tartalmazé
CD-né bomlik, ezért a szubsztitiicio nem megy végbe).'”> A
helyettesitéshez leggyakrabban hasznalt nukleofil-csoportot
tartalmazo vegyiilet a natrium- illetve litium-azid,” mivel
a reakcié termékei, a 6-monoazido-6-monodezoxi-CDk
szamos el6nyds tulajdonsagot mutatnak: 1.) konnyen
tarolhatoak (szobahdémérsékleten nem bomlanak), 2.)
meglehetdsen ellendlloak a CD tobbi OH-csoportjan
végbemend tovabbi reakciokkal szemben és 3.) az azido-
csoport egyszertien amino-csoportta redukalhato, ami
ujabb lehetoségeket nyit meg a monoszubsztitualt CDk

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



78 Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

el6allitasahoz. A 6-monoazido-6-monodezoxi-CDk tehat
tobb szempontbol is kulcsfontossagli intermedierek a
fluoreszcensen jelolt CDk eléallitasa soran.

1.1.2. Hidroxialkilezés az oldhatosag novelése
érdekében: 6. dezoxi-6

MepCD és 6: dezoxi-6 ido-HPSCD
eléallitisa
A gyogyszertechnolégiai  szempontbol — legfontosabb

CD-szarmazékok a HPSCD és a részlegesen metilezett
PCD (MefCD). Oldhatosdguk tobbszorose a természetes
PCD-ének. A fluoreszcens festékmolekula gy(riihoz vald
csatolasa utan is vizoldékonyak maradnak a konjugatumok,
ami a sejtbiologiai alkalmazas egyik alapkovetelménye. A
MefCD ¢és a HPSCD szelektiv fluoreszcens jelolésével és
e fluoreszcens CD-szarmazékok kiilonbozo sejtkolonidkon
valo mikroszkopiai vizsgalataval bdvebb informdaciot
szerezhetiink a CDk szoveti eloszlasarol, sejtmembranokon
valo atjutasarol, valamint a CDk bioldgiailag fontos

CD kolesonhatasok). A jelzett MefCD illetve HPSFCD
szintézisének kiindulasi anyaga is a 6-monoazido-6-
monodezoxi-fCD. A jelzett HPFCD eldallitasa sordn a
kiindulasi ~ 6-monoazido-6-monodezoxi-fCD  alkalikus
vizes kozegben lép reakcidba az 1,2-propilénoxiddal (3.
Abra), mig a jelzett MefCD esetében a 6-monoazido-6-
monodezoxi-fCD metilezése ugyancsak alkalikus vizes
oldatban, dimetilszulfattal torténik. Az igy kapott részlegesen
alkilezett azido-CD szarmazékokban a kovetkezd 1épésben
az azido-csoport amino-csoporttd torténd redukcidjara
kertl sor. E reakciolépéshez tobbféle eljarast is kidolgoztak
az évek soran. Az egyik, a szénhidratkémiaban jol bevalt
modszer a Katalitikus transzfer hidrogénezés hidrazin
karbonattal, palladium katalizator jelenlétében.'* A reakcio
gyorsan végbemend, kvantitativ, konnyen méretnovelheté
és feldolgozhato, a végtermékek a 6-monoamino-6-
monodezoxi-HPACD illetve a 6-monoamino-6-monodezoxi-
MefCD az amino-csoportnak koszonhetden mar alkalmasak
a kulonféle, kereskedelemben is kaphato jelzdvegyiiletekkel
(xantin-izotiocianatokkal, antracén-benzaldehiddel, stb.)
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3. Abra. Rodamin B-vel jelslt 2-hidroxipropil-B-ciklodextrin elallitasanak szintézistitja 6-monoazido-6-monodezoxi-B-ciklodextrinbél.'”

1.2. A fluoreszcens jelzévegyiiletek kapcsolasa
ciklodextrin-templithoz: fluoreszcensen jelolt
ciklodextrin monomerek eléallitisa

A sejtbiologiai felhaszndlas céljabol eldallitott fluoreszcens
CDk esetében kuleskérdés a fluorofor és a CD kozotti kotés
stabilitdsa. Amennyiben e kotés enzimatikus uton konnyen
hasithato (pl. észter kotés), ugy a fluoriméter kiivettdjaban
vagy a fluoreszcens (konfokalis) mikroszkép lencséje

alatt mar nem lehet kilonbséget tenni a bomlastermékként
keletkez6 szabad jelzovegyiilet és a fluoreszcens CD kozott,
ami alpozitiv eredményekhez vezethet. Ezt a szempontot
figyelembe véve a fluorofor CD-hez torténd kapesolasahoz a
legmegfelel6bb stratégia az izotiocianat funkcids csoportot
tartalmazo xantinszarmazékok reakcioja amino-CD-nel. A
CD-gytrii és a jelzémolekula kozt 1étrejovd tiokarbamid
kotés megfeleld stabilitist ad a konjugitumnak az
enzimatikus hidrolizissel szemben. Ezt az eljarast a CDk-en
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elsdként Mourtzis ¢s munkatarsai alkalmaztak, guanidino-
alkilamino-CDk fluoreszceinil izotiocianattal (FITC) torténd
jeloléséhez,' majd a késébbiekben Fenyvesi ¢s munkatarsai
is ezt a szintézisutat valasztottdk FITC-tal jelolt MepCD
eléallitasahoz. '

Malanga ¢és munkatarsai egy jol reprodukalhaté és
tobbféle CD-szarmazek, koztiik a HPSCD,!” MefiCD' és a
tetraamino-HPSCD® jeloléséhez is alkalmazhato modszert
(3.Abra) dolgoztak ki a rodamin B izotiocianat (RBITC)
CD-gyfiriihz valé kapcsolasara.

Egy masik jarhato ut stabil fluorofér-CD konjugatum
létrehozasahoz az 1,3-dipolaris cikloaddicid, mas néven
klikk-reakcio monoazido-CDk ¢és terminalis alkin-csoportot
tartalmaz6 fluoroférok kozt. Anand és munkatdrsai ily
modon  nitrobenzofurazdn  jelz6molekulat —rogzitettek
karboximetil-fCD-hez, hogy a kapott anionos CD ¢és
modszerekkel jellemzhessék.' Ezt az eljarast hasznalta
Carmona ¢és csoportja is cianin jelzémolekuldk pCD-
hez kapcsolasara. Az igy eldallitott vegyiileteken végzett
mikroszkopiai és spektroszkopiai vizsgalatok bizonyitottak,
hogy a cianin-fCD konjugatumok stabil zarvanykomplexet
alkotnak doxorubicinnal és e zarvanykomplexek képesek
keresztiiljutni a HeLa sejtek membranjain.'” Szintén klikk-
reakciot alkalmazott Mallard, antracén jelz6molekula
¢és azido-fCD kapcsolasara, hogy ezzel illékony szerves
vegyiletek  kimutatdsara  hasznalhaté  kemoszenzort
nyerjen.” Ez a megkozelités viszont nem jart sikerrel,
mivel a klikk-reakcio soran keletkez$ triazol gytrii nem
nyujt elég flexibilitdst a rendszernek, igy a CD-tireggel
intramolekularis zarvanykomplexet képezé antracén nem

helyettesithetd a detektalni kivant célvegyilettel, ezért nem
kovetkezik be a fentiekben mar emlitett, komplexképzddés
altal gerjesztett emisszios hullimhossz-eltolodas (1.
Abra). A népszer(i és gyakran alkalmazott klikk-reakcio
tehat az antracén és a SCD esetében nem alkalmas CD-
alapu molekularis szenzorok eldallitasara, csupan a CD
fluoreszeens jelolésére. CD-alapli szenzorok elallitasanal
tehat nem a fluorofor—CD kozti k6tés hidrolizissel szembeni
stabilitasa, sokkal inkabb a kotés flexibilitasa a fo szempont.
A xantin-fCD szarmazékok esetében példaul, ha a merev
tiokarbamat-kotés  helyett amid- vagy észterkotésen
keresztill kapcsoljuk a festékmolekulat a CD-gytiriihoz,
olyan szenzorokat kapunk, melyek a pH fiiggvényében
valtoztatjdk fluoreszcencia intenzitasukat®® Ebben a
spektralis valtozasban a legnagyobb szerepe a CD-hez csatolt
xantin-szarmazékok — spirogytiriivé  zarodasanak, illetve
jboli kinyildsanak van. Az amid kotésen keresztiil kapesolt
rodamin B-fCD konjugatum esetében példaul semleges
pH-nal a gy(rizart spirolaktdm forma van jelen, ami nem
mutat fluoreszcencia intenzitast, mig alacsony pH mellett a
nyitott amid forma jelenik meg, ami mér er8sen fluoreszkal
(4. Abra). Ennek a pH-érték valtoztatassal ki-be kapcsolhato
fluoreszcencidnak olyan rendszerekben lehet hasznat venni,
ahol fontos a savas kémhatasu kozeg fluoreszcens kijelolése
(pl. lizoszomakat célzo gyogyszerhordozok jelslése). Egy
masik nagy elénye ennek az ijonnan kidolgozott eljarasnak,
hogy a kapcsolas meglehetdsen enyhe korilmények kozt
vizben, szobahémérsékleten is végbevihetd, raadasul az
Osszes xantin-szdrmazékban jelen 1évé karboxil-csoporton
keresztill torténik, igy konnyen adaptalhatd a mar emlitett
rhodamin B-n kivill egyéb xantinszarmazékok vagy mas
tipusu, karboxil-csoporttal rendelkezd jelzémolekulak CD-
hez torténd kapcsolasara is.

pH=7.4

pH=30

4, Abra. Fluoreszcensen jellt ciklodextrinek el6allitasanak és pH-érzékeny szenzorokként torténé alkalmazasanak sematikus abrézolasa.?!

1.3. Fluoreszcensen jeldlt ciklodextrin-polimerek
eldallitasa

A CD-polimerek olyan CD-szarmazékok, melyek
molekulanként t6bb egymashoz kapcsolt CD-gydrtit
tartalmaznak. A gytirtk sszekapcsoldsanak egyik gyakran
alkalmazott modja a térhaldsitas, melynek kovetkeztében un.
keresztkotott CD-polimerek keletkeznek. Térhalositoszer-
ként tobbféle két- vagy tobbfunkcids reagens alkalmazhato.
Az epiklorhidrinnel keresztkotott  CD-polimerek
eléallitisanal a megfeleld reakcioparaméterek beallitsa
(reakcioidd, reakcidelegy toménysége, reagens aranyok)
vizben jol oldodo keresztkottt CD-polimert eredményez,

mely tobb szempontbol is igéretes gyogyszerhordozo
rendszer. A CD-gytirik kozelsége a polimer molekulan
beliil lehetéséget ad olyan vendégmolekuldk hatékony
komplexalasara is, melyek struktirajaban egynél tobb
kotdhely (komplexet képezd egység) szerepel (pl. tolnaftat).
Az ilyen vendégmolekulak esetében a polimerben egymas
kozelségében jelenlévd CDk kooperativ komplexképzése
nagy oldékonysagnovelést és erds asszocidciot biztosit.
A komplexalas utan a lassu disszociacio kovetkeztében a
hatoanyagok lassabban szabadulnak fel a polimer matrixbol
igy elnyujtott, szabalyozott hatoanyag leadas érhet6 el.?
Az epiklorhidrinnel keresztkotott CD-polimer a térhalositas
utan tovabb modosithaté a CD szabad OH-csoportjainak
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illetve a CD-gytirtk kozotti kotést biztosito glikoléterek OH-
csoportjainak helyettesitésével. Pozitivan és negativan toltott
CD-polimerek is eldallithatok ezaltal, melyeknek olyan
esetekben van jelentdségiik, ahol az ionos kolcsonhatasok
segitik a zarvanykomplex-képzést. Az epiklorhidrinnel
keresztkotott CD-polimerek fluoreszcens jelolésére Malanga
¢s munkatarsai dolgoztak ki két kilonféle eljarast.® Az els
az un. térhaldsitas el6tti (pre-branching) fluoreszeens jelolés,
melyben a jelsletlen CD és a jeloletlen CD-hez viszonyitva
1%-ban jelen 1év6 fluoreszcensen jelolt CD kopolimerizacios
reakcioban adja a jelolt CD-polimert. (5. Abra)

HN s
oH T
e
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5. Abra. Fluoreszcensen jelolt ciklodextrin-kopolimer eléallitasanak egyik
lehetséges szintézisutja (térhalositas-elétti jelslés).

A masodik stratégia a térhalositas utdni (post-branching)
jelolés. Ennek a szintézisitnak az els¢ Iépése a mar
keresztkotott CDk primér oldalanak jodozasa. A cél a
reakcidban részt vevé CD molekulak 1%-aban egy primer
OH-csoport jodra cserélése. Masodik 1épésben az 1%-ban
jodozott polimer natrium-aziddal reagal. Végtermékként
azido-CD-polimer keletkezik, ami egy kulcsfontossagu
koztitermék, mivel a CD-polimerek modositasanak tobbféle
lehet6ségét is magaban hordozza (pozitivan toltott amino-
CD-polimerek eldallitasa, tovabbi modositas klikk-reakcion
keresztil, stb.). A xantin-szarmazékokkal torténd jeloléshez,
az azido-CD-polimert a 3. 1épésben amino-CD-polimerré
redukdljadk a fluoreszcens monomerek eldallitasanal
mar ismertetett katalitikus transzfer hidrogénezéssel.
A fluoreszcens jelzémolekula (xantin-izotiocianatok)
kapcsoldsa az utolso reakciolépésben piridinben torténik
hozzaadott extra bazis (1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-én
(DBU)) jelenlétében. A fluoreszeensen jelolt, keresztkotott
polimer és az azido-CD-polimer, mint koztitermék is
tovabb modosithato kulonféle ionos csoportokkal, igy
mindkét  szintézisittal  eléallithatoak  fluoreszcensen
jelolt, toltést hordozd polimerek is, amik tovabb bovitik e
gyogyszerhordozo rendszerek felhasznaldsi teriiletét.

2. A fluoreszcensen jelolt ciklodextrinek sejtbiologiai
alkalmazasa

A természetes CDk kémiai szerkezetitknél, hidrofil
jelleguknél ¢és nagy molekulatomegiiknél fogva nem
képesek keresztiiljutni a bioldgiai membranokon és nem
szivodnak fel a gyomor-bél traktuson keresztil. Emiatt a
hatéanyag biohasznosulasat fokozé hatasukat egy olyan
mechanizmussal lehet jellemezni, melynek soran a CD
csupan a sejtmembran felszinéig szallitja a hatéanyagot, ahol

ezutan a CD-hatoanyag zarvanykomplex disszocidl €s csak
a hatéanyag szabad, nem komplexalt formaja jut keresztiil
a lipofil sejtmembranon, mig a CD az extracelluldris térben
marad.** Ezzel, a természetes CDk-r61 4ltalanosan elfogadott
vélekedéssel szemben, metilezett- és 2-hidroxipropil-CD-
szarmazékok esetében patkdnyokon elvégzett kisérletek
meglepd modon  végbélen  keresztili  felszivodast
mutattak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a CD-
szarmazékok kis mértékben képesek felszivodni a végbel
nyéalkahartyan keresztil, tehat atjuthatnak a bélhamsejtek
membranjain.® Egy masik ok, amiért valoszintsitheto,
hogy a CDk bejutnak a sejtekbe, a HPACD Nieman-Pick
C (NPC) kezelésében mutatkozo aktivitisa. E betegek
agysejtjeiben felgytlemlett koleszterin szolubilizacioja €s
annak extrakcioja kézenfekvé magyarazatnak tiint a HPFCD
hatasara bekovetkezo, kedvezd idegrendszeri valtozasok
értelmezésére. Ez azonban feltételezi a HPACD jelenlétét
a sejten beliil, azaz a vér-agy gaton valo atjutasat.’* A CDk
fluoreszeens jelolésével kozvetlen bizonyitékot kaphatunk
ezekre a feltételezésekre, megvélaszolhatéak azok a
nagyon fontos kérdések, miszerint a CD-szarmazékok mint
gyogyszerhordozd rendszerek vagy mint terapias agensek
képesek-e a sejtmembranokon valo atjutasra. Felderithetjik
az atjutds transzportmechanizmusait, mértékét ¢s a CD-
szarmazék sejten belilli tovabbi sorsat. Nagy segitség ez
az olyan gyogyszerhordozo-rendszerek megtervezésénél
és eldallitasanal, melyeknél a hatéanyag intracellularis
célba juttatasa a fo kitlizés (transzfekcios agensek, sejten
beluli él6skodok célzott elérése), de segithetnek az egyes
CD-szarmazékok terapids vagy éppen toxikus hatdsainak
feltérképezésében is. A legelsd ilyen jellegii kisérleteket
polikationos CD-szarmazékokonvégezték, melyeknél aDNS-
val valo erds asszociacio miatt felmeriilt a CDk transzfekcios
agensként valo alkalmazasanak lehetsége. Diaz-Moscoso-
nak és munkatarsainak sikeriilt bizonyitania, hogy az altaluk
eléallitott amfifil jellegli lissamine rodamin B-vel jelolt
polikationos CD-szarmazékok, tn. CDplexek receptor-
medialt endocitozissal jutnak at Vero-sejtek membranjain.?’
Par évvel késobb ugyancsak a kationos CD-szarmazékok,
mint DNS-vektorok kapcsan Mourtzis és csoportja kimutatta,
hogy mig a fiziologias pH-n tobbszorgsen pozitivan toltott
FITC-guanidino-alkilamino-p#CD keresztiiljut a HeLa sejtek
membranjain receptor-medialt endocitozissal, a pozitiv
toltést nem hordozé FITC-NH-CD erre nem képes.'
Miillernek és munkatarsainak sikeruilt kimutatnia FITC-NH-
MefpCD receptor medidlt endocitézisat HeLa és BHK-21
sejtvonalakon,”® majd Fenyvesinek és csoportjanak szintén
a FITC-NH-MefCD internalizaciojat Caco-2 bélham
sejtekben (1. Kép).* Az utobbi kutatdcsoport megfigyelései
bizonyitottak a FITC-jelolt HPACD-rél és a FITC-jelolt,
keresztkotott fCD-polimerrdl is, hogy ezek a molekuldk
is endocitozitozissal jutnak at a Caco-2 sejtmembranokon.
Fluoreszcens paclitaxel (Flutax-1) RBITC-NH-MefCD-
nel alkotott zarvanykomplexén végzett kisérletekkel
sikertlt megfigyelni a jelslt CD ¢és a paclitaxel szarmazék
sejten beliili ko-lokalizaciojat, ami egyértelmii bizonyitéka
annak, hogy nemcsak a CD-szarmazékok, hanem az
altaluk zarvanykomplexben hordozott vendégmolekula is
bejut a sejtbe endocitotikus Gton. Ez magyarazat lehet a
CD-szarmazékok biohasznosulast ngvel$ hatasara és jol
szemlélteti, hogy a CD-alapt gyogyszerhordozé rendszerek
alkalmasak lehetnek kiillonb6z6é hatoanyagok intracellularis
célba juttatasara.*
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A fluoreszcens jeloléssel lathatova tett CDk tehat
forradalmasithatjak az in vitro vizsgalatokat ¢és 0j eszkozt
adnak az orvosok, biologusok kezébe. Ez esetben a hasonloan
érzékeny nyomjelzést biztosito radioaktiv-jelzéssel szemben
nincs szitkség sugarvédelmi intézkedésekre. A kérdés, amire
mégakozeljove kutatasainak valaszolnia kell, hogy mennyire
modositia a CDk eredeti tulajdonsdgait a nagymérett,
lipofil fluoreszcens jelzdcsoport, mennyiben segiti ennek a
csoportnak a jelenléte esetleg akar a sejtmembranon vald
atjutast.

6s elektron mikr I és konfokalis

1. Kép. Tr
mikroszkoppal késziilt felvételek atfedése FITC-SCD-polimerrel kezelt
HelLa sejtekrol. Jol lathato a jelolt ciklodextrin internalizacidja (élénk

szinfi Ok a sotét branon belil).
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The “visible” cyclodextrins: Synthesis and cell biological
application of fluorescent-tagged cyclodextrins.

Native cyclodextrins (CDs) don’t adsorb light in the UV-Vis region
(200-800 nm), but they can be converted into spectroscopically
active compounds via modification with a chromophore unit.
Among the chromophores, the group of fluorophores can provide
high detection sensitivity in analytical applications. The low
detection limit combined with the remarkable molecular recognition

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



82 Magyar Kémiai Folyéirat - Kozlemények

abilities of the cyclodextrin cavity discriminating shape, bulkiness
and polarity of the guest molecules, led to the development
of cyclodextrin based chemosensors for the detection of
spectroscopically inert biologically important molecules (steroids,
alkaloids, etc.). The molecular mechanism behind the sensing
ability of these systems is the change of fluorescence spectra in
the presence of a competitive guest substance (1.e., target analyte).
Besides the improved sensitivity the fluorescent substituent on CDs
also ensures very high resolution in imaging processes, therefore
makes possible the visualization of these molecules in biological
pathways.

CDs can be directly modified with fluorophores in order to visualize
if these versatile molecules may cross the biological barriers (cell
membrane, blood-brain barrier, etc.) and can help to follow their
distribution in living matter. The localization of cyclodextrins in
living organisms using fluorescent probes has a great importance
during the development of CD-containing drug formulations. In the
recent years CycloLab Cyclodextrin R&D Ltd. has been involved
in two international research projects aiming at the development,
characterization and application of CD-based drug delivery systems
to fight against multidrug resistance in cancer and in infectious
diseases. The fluorescent visualization of CDs and CD-based
nanoparticles using sophisticated optical techniques (fluorescent
and confocal microscopy, life time imaging, etc.) is in the focus of
these projects, since it helps to better understand the role of CDs
in the delivery of active substances and their contribution against
resistance mechanisms.

Nowadays CD derivatives are being rediscovered as active
principles (FDA approved Bridion®, activity of 2-hydroxypropyl
p-cyclodextrin in Niemann-Pick type C disease, etc.) and the
same trend can be observed in the case of fluorophore-appended
cyclodextrins, as they are entering the field of photodynamic
therapy where they can be applied as active ingredients. Molecules
with photosensitizing ability (porphyrin derivatives, photodonors
of nitric-oxide free radical, etc.) have been appended covalently
or in a supramolecular fashion to CD which resulted in improved
solubility of the photoactive agent and enhanced singlet-oxygen
or nitric-oxide free radical generation. Rhodamine B labeled
cyclodextrins have been also successfully used in photodynamic
therapy, in order to solubilize and visualize the photosensitizing
agent.

All these above mentioned applications of fluorophore-appended
cyclodextrins require specific, selective chemical modification
of native CDs. In biological applications the most important
requirement for the fluorescent conjugate formation is the stability

of the linkage between the CD and the fluorescent probe against
enzymatic degradation. This stability can be ensured using click
chemistry between azido-cyclodextrins and fluorophores bearing
terminal alkyne functionalities. Another versatile and frequently
used strategy for the fluorescent labeling is through thioureido
bond formation between amino-cyclodextrins and fluorescent dyes
bearing isothiocyanate functional group.

In the chemosensor development on the other hand the most
important factor is the flexibility of the linkage, which allows
changes in the structure of the conjugate. Xanthene dyes were
appended to CDs via ester or amide bridge in order to make the
fluorescence of the obtained molecules possible to be turned on
or off. The switching of the fluorescence is possible through the
formation of non-fluorescent lactones or lactams as the fluorophore
can reversibly cyclize.

Water soluble CD polymers are promising candidates to be used
as targeted drug delivery systems. The CDs fixed into polymeric
structures behave differently from their monomeric counterparts.
The close proximity of the adjacent cavities can enhance their
complexation ability and ensures the strong association with larger
molecules having more than one binding site. These polymers can
also provide additional functionalities in that they can regulate the
release of substances into water-based systems. Because of the
possible biological application of these molecules, their fluorescent
labeling is highly demanded. Encouraged by this fact two different
strategies were recently developed in CycloLab Cyclodextrin
R&D Ltd. for the introduction of fluorescent molecules into
epichlorohydrin cross-linked CD polymer scaffold yielding in
protocols with high reproducibility, versatility and applicability for
various types of fluorescent probes. The main field of application
of fluorescently labeled epichlorohydrin branched CD polymers are
expected to be in cell biology where they can answer many important
questions about the biodistribution of these molecules, but due to
their interesting spectroscopic properties their application can span
from material science to the pure physicochemical investigations.

Modification of parent CDs and CD polymers with fluorophores
therefore offers a great opportunity to visualize these macrocycles
in various biological processes, allows their application as
chemosensors and also gives the possibility to develop sophisticated
supramolecular nanostructures useful for innovative applications
such as photodynamic therapy. All these possible utilizations
of fluorescent-tagged CDs together with different synthetic
strategies for their preparation are reviewed in this communication
highlighting CycloLab Cyclodextrin R&D Ltd.’s and other
research group’s most recent achievements in this burgeoning field
of applied supramolecular chemistry.

122. évfolyam, 2-4. szam, 2016.



