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1. Bevezetés

Nazalis, oralis és peroralis gyogyszerbevitelnek rengeteg
elénye van a parenteralis gyogyszeradagolassal szemben,
mint példaul a paciens kényelme, az egyszerli €s bizton-
sagos hatéanyag bevitel és dozis varidlhatosag, valamint a
gazdasagossag.! Természetesen ezen adagolasi formaknak
is vannak hatranyai, amelyek koziil talan a legjelentsebb
a gyogyszerek lasst felszivodasa. Mivel a hatéanyag tar-
tozkodasi ideje az orr illetve szajiiregben masodpercekben,
percekben mérhetd, mig a gyomorban 90 + 35, a vékony-
bélben pedig mindossze 180 + 69 perc,? a gyogyszer felszi-
vodasa korlatozott, valamint a helyi hatasa is limitalt. Egy
koz6s pont mindharom adagolasi mod esetében a nyalka-
hartya, azaz a mukusz jelenléte, ami egy az abszorpcids
membrant fedd és azt védo gél réteg.

A mukusz gél réteggel vald kolcsonhatassal jelentdsen
novelhetd a tartozkodasi id6 a nyalkahartyan.* Ezért alta-
lanosan elmondhat6, hogy megfelelé gydgyszerhordozo
megvalasztasaval a hatébanyag hosszabb tartozkodasi ideje,
kovetkezésképpen jelentosebb felszivodasa és helyi hatasa
érhetd el. A mukoadhézid kiilonbdzo kolesonhatasokkal
kivalthato®, példaul polimerek interpenetracidja a mukusz
gélrétegbe, illetve hidrogénhidak kialakuldsa mar general-
hat némileg megnovekedett nyalkahartya tartozkodasi id6t.
Ionos kolcsonhatasok, legfoképpen a kationos hordozo és a
negativ mukusz kozott, mar 1ényegesen erésebb adhézidt és
hosszabb tartézkodasi id6t indukalhat. Végiil, de egyalta-
lan nem utolsé sorban, kovalens kotések is kialakulhatnak a
gyogyszerhordozoé és a nyalkahartya kozott, jelentés muko-
adhaziot eredményezve. A ciszteinben gazdag mukusz gli-
koproteinek egy egyre szélesebb korben elterjedt mukoad-
hézids lehetdséget biztositanak. Tiol funkcids csoportokkal
rendelkez6 polimerek, roviden tiomerek, jelentés mukoad-
hézios potencialt mutatnak, mivel oxidativ diszulfidkotések
kialakitasara képesek ezen ciszteinekkel.3

Felfedezésiik ota, tobb modszer is rendelkezésre all poli-
merek tiolalasara, mint példaul a tiol-funkcids csoporttal
rendelkez6 molekuldk (pl. cisztein, ciszteamin) konjuga-
cidja, vagy a direkt hidroxil — tiol szubsztitucio. Minden
esetben ezen tiomerekkel jelentdés mukoadhézids képesség
novekedésérdél szamoltak be. Azonban az amid és amin

*  Tel.: +43 512 507 58634; e-mail: gergely.kali@uibk.ac.at.

kapcsolodas esetében citotoxikus hatas figyelheté meg, mig
a direkt hidroxil-tiol konverzid csokkent vizoldhatosagot
okoz, ami gyodgyszerhordozoknal nemkivanatos tulajdon-
sadg. Azonban egy hatrdny minden esetben megmutatkozott,
mégpedig a viszonylag alacsony tiolaltsagi fok, ami limital-
ja a mukoadhézio er6sségét.!

Ezért az elmult években csoportunk 1) tiolalasi reakciok
kutatasara, azok optimalizalasara és a hatékonysaganak no-
velésére fektette a hangsulyt, valamint az eléallitott polime-

crer

foglaltuk 0ssze a kovetkezo fejezetekben.

2. Magas tiolalasi foku oligo- és poliszacharidok
szintézise.

A korabban alkalmazott reakciok alacsony hatékonysaga,
és igy az eldallitott polimerek alacsony tiolaltsagi foka mi-
att, egy régi reakcid Ujrafelhasznalasa mellett dontottiink,
ami a hidroxilcsoportok tiollal torténd szubsztitciodja fosz-
for pentaszulfid (P,S,) hasznalataval (1. 4bra).

Ezt a mddszert elsé munkankban B-ciklodextrin (B-CD)S,
majd késébb karragén’ és keményit6® tiolalasa soran alkal-
maztuk, melyek koziil a keményité és a beldle nyert CD
rokon poliszacharidok, mig a karragén egy természetes li-
nearis szulfatalt poliszacharid. Az oligo és poliszacharidok
felhasznalasa azért is 1ényeges, mivel e természetes makro-
molekuldk mar jelenleg is a gyogyszertechnologia fokusza-
ban vannak, biokompatibilitasuk, alacsony toxicitasuk és
lebonthatésaguk miatt. Mindemellett a CDk komplexkép-
z¢si tulajdonsaga hidroféb molekuldkkal, tobbek kozott
hatdéanyagokkal, kiilonlegesen fontos hordozé molekulava
teszi ezen ciklikus oligomereket.>!
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1. abra. A tiolalt oligo- és poliszacharidok szintézisének sematikus
abrazolasa foszfor-pentaszulfiddal torténd tiolalassal.
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A tiolalasi reakciot szulfolan oldoszerben, 100-130 °C ko-
Z6tt, trietilamin jelenlétében hajtottuk végre. Orankénti
mintavétellel kovettiik nyomon a tiol csoportok beépiilé-
sét 'H-NMR spektroszkopiaval valamint kolorimetriasan,
Ellman teszt segitségével. Az eredményekbdl latszik, hogy
B-CD esetében, mar harom ora elteltével az 6sszes hidroxil
csoport tiol csoporttal szubsztitualt, és el@szor sikeriilt
per-tiolalt CDt eldallitani. A késObbiekben a két polisza-
charid, karragén és keményito tiolalasa szintén magas, 40%
folotti tiolalasi fokot eredményezett. Ezek az eredmények
kiilondsen fontosak annak tiikrében, hogy a tiolaltsag mér-
téke jelentdsen befolyasolja a mukoadhézid erdsségét.

Uj gyogyszerhordozok esetében a biztonsagos alkalmazha-
tosag az egyik alapkovetelmény. Ezért az 0sszes eldallitott
tiomer sejt toxicitasat, valamint hemolizisét megvizsgaltuk,
de jelentds biztonsagi kockazatot 0,5% (m/V) koncentracio
alatt, nem talaltunk.®®

3. Mukoadhézio

o

elészor textura elemzovel vizsgaltuk. Az eredmények azt
mutattak, hogy 0sszehasonlitva nativ CDvel, a maximalis
levalasztasi erd (maximal detachment force, MDF) kétsze-
resére, mig a teljes adhézios munka (total work of adhesion,
TWA) haromszorosara novekedett. Egy masik in vitro mod-
szer szerint, a fluoreszcens anyaggal jeldlt modositott és a
nem tiolalt CDket frissen begyjtott disznobélre helyeztiik,
majd azt megfeleld puffer rendszerrel mostuk (lasd 2. abra)
¢s a bélen visszamaradt CD mennyiségét mértiik. Az ered-
mények alapjan a modositatlan CD 60%-at a vizes oldat
mar az elsé fél 6ra utan lemosta a bélrdl, és két 6ra utan
mar egyaltalan nem maradt CD a szoveten. Ezzel szemben
a per-tiolalt CD tobb mint 95%-a a bél felszinén maradt még
3 6ra mosas utan is (2. abra), ezzel bizonyitva a Iényegesen
meghosszabbodott tartozkodasi idot a nyalkahartyaval bo-
ritott bél részen.®

Bar maga a per-tiolalt CD eldallitasa is jelentds eldrelépés,
a tiolaltsagi fok hatasat a mukoadhéziora még igy is érde-
mes volt vizsgalat ald venni, hogy megértsiik, valdjaban
mekkora hatdsa van ezen paraméternek a mukoadhéziora.'
Mind a-, B-, és y-CDk esetében ahogy a tiolaltsagi fok a
masfél-kétszeresére nétt, a mukoadhézid is jelentésen erd-
sodott. A bél felszinre adagolt CDk esetében a modositat-
lan CDk hamar tavoztak a mukuszrél, mig az alacsonyabb
tiolaltsagi fok esetén még harom ora utan is tobb mint 75%
a nyalkahartyan maradt, ami a tiolaltsagi fok emelésével
90% folé emelkedett. Megvizsgaltuk a frissen begyitijtott
mukusz és CDk elegyének a viszkozitasat is. Ez az érték
az Uj diszulfidkotések kialakulasdval varhatdéan emelkedik,
mivel az 10j keresztkotések hatdsara stabil gél keletkezik.
Valoban, mar az alacsonyabb tiolaltsagi foku CDk esetében
jelentds viszkozitas novekedést tapasztaltunk, ami a maga-
sabb tiolaltsagi fok esetében tovabbi 1,2-1,8-szoros noveke-
dést mutatott. Az eredmények egyértelmiien bizonyitottak
a tiolaltsagi fok szerepét a mukoadhézid erésségében.!!
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2. abra. A visszamaradt nativ (z6ld jelek), részlegesen tiolalt (tiirkiz
jelek) és per-tiolalt ciklodextrinek (vilagoskék jelek) szazalékos aranya
sertés vékonybél nyalkahartyajan, 100 mM foszfat pufferrel (pH 6,8)
mosva.

De nem csak CDk, hanem egyéb természetes polimerek is
modosithatéak a fenti reakcidval és mutatnak erds muko-
adhézios tulajdonsagokat. Elsé példaként, a CDk eldallita-
sanak kiindulasi anyaga, a keményito tiolalasa is jelentds,
91-szeres mukoadhéziot eredményezett. A k-karragén disz-
nod bélen 2,7-szeres MDF, és 3,0-szoros TWA novekedést
mutatott, 6sszehasonlitva a nem tiolalt polimerrel. Diszn6
bukkalis nyalkahartya esetén is jelentds mukoadhézios
potencialt tapasztaltunk, 2,2-szeres MDF ¢és 7,7-szeres
TWA novekedéssel, a tiolacio hatasara (3.4bra). Reologiai
vizsgalatok, valamint a bélen ¢és bukkalis szoveten végzett
lemosasi tesztek is megerdsitették a tiolalt karragénban
rejlé potencialt. Mindemellett, a karragén anionos karak-
tere alkalmassa teszi kationos hatdéanyagok, mint a ben-
zidamin, komplexaldasdra mely képessége igen fontos az
ilyen karakteri anyagok kontrollalt, lassu felszabadulasa
szempontjabol.’
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3. abra. Tiolalt k-karragén tabletta szakitoszilardsagi vizsgalatai sertés
szajnyalkahartyajan (bal oldal) és sertés vékonybélnyalkahartyajan
(jobb oldal). A szakitoszilardsag vizsgalata a tesztkorongok MDF-jének
(piros oszlopok) és TWA-janak (kék oszlopok) mérésével, textura-
analizator segitségével.
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A fenti eredmények egyértelmiien bizonyitjak a gyogyszer-
hordozdk hosszabb tartdzkodasi idejét az abszorpcios
membran kdzvetlen kozelében, de a hatéanyagok tovabbi
sorsar6l nem szolgalnak informacioval. Korabbi eredmé-
nyeink azt mutatjak, hogy tiolalt polimerek segithetnek a
hatbéanyagok felvételében, a sejt rétegek kozotti szoros il-
leszkedés (Tight Junction, TJ) megnyitasaval.'>? Bar ennek a
mechanizmusa nem teljesen ismert, feltehetden a tiomerek
gatolhatjak a protein-tirozin-foszfatazt, amely kulcssze-
repet jatszik a TJk integritdsanak szabalyozasaban. Ez az
enzim defoszforilalja az okkludin transzmembran fehérjét,
ami a TJk lezarasahoz vezet. A protein-tirozin-foszfataz
gatlasa megakadalyozza ezen fehérje defoszforilaciojat, igy
a TJk lezarodasat hatraltatja.”* Tiolalt keményit6 esetében
frissen kimetszett patkany bélszdveten vizsgaltuk ezt a per-
meaci6 elésegitd folyamatot. A tiolalas hatasara a modell
hatéanyag permedcios koefficiense (P, ) tobb mint kétsze-
resére nétt, ezzel igazolva a tiomer hatdanyag felvétel el-
segitdé funkciodjat.

Bar ezek az in vitro eredmények igen igéretesek, az allatki-
sérletek még fontosabb informaciot adhatnak az eléallitott
anyagok alkalmazhatdésaga szempontjabodl. Ezért megvizs-
galtuk a patkanyoknak szajon at adott, fluorescensen jelolt
nativ és per-tiolalt CDk jelenlétét a gyomor-bél traktusban.
Négy ora utan a moédositatlan CD 22,5%-a volt még jelen,
foként a vékonybél duodénum és jejunum részében, mig az
Osszes per-tiolalt CD detektalhatd volt a gyomortol a vé-
konybél végéig. Nyolc ora utan, az dsszes nativ CD eltavo-
zott a gyomor-bél traktusbol, de a tiolalt valtozat még 60%-
ban fellelheté volt, nagyobb mennyiségben az ileumban,
megerdsitve a jelentdsen meghosszabbodott tartézkodasi
id6t a bélrendszerben.®

4. Sejtfelvétel

A mukoadhézio csak egy a tiomerek kiilonleges, a gyogy-
szer technologia szamara fontos, tulajdonsagai koziil.
Korabbi vizsgalatok alapjan, a tiol funkcids csoportok eld-
segithetik a sejtfelvételt is. Ezért megvizsgaltuk a tiolalt
CDk sejtfelvételét dramlasi citometriaval (flow cytometry)
tobbféle sejtcsoporton is. A B-CD esetében, masfélszeres
novekedés tapasztalhatd a tiolalds hatasdra human kolo-
rektalis adenokarcinoma sejtek (Caco-2) esetében a sejt-
felvételben. Azonos sejtvonalon vizsgalva a tiolalt a-CD
20-szoros sejtinternalizacidos ndvekedést mutat a modo-
sitatlan CDvel szemben. A fokozott sejtfelvétel pre-osz-
teoblaszt (MC3T+-El, 14,5-sz6r6s) és human embrionalis
vese (HEK-293, 6,5-sz06rds) sejtvonalakon is megmutatko-
zik ahogy azt a 4. abra szemlélteti. Ezen utolsé esetben a
sejtfelvétel jelentdsen kisebb, mint az elsé két sejtvonalnal,
feltételezhetden a klatrin és dinamin fliggetlen sejtfelvétel
mechanizmusa miatt, de a teljes mechanizmus mindmaig
nem teljesen ismert. Mindharom sejtvonal és mindkét CD
esetében a sejtfelvétel 37 °C-on jelentdsen magasabb volt
mint 4 °C-on, ezért annyi mindenképpen elmondhatd, hogy
energiafiiggd endocitozis a 6 felvételi ttvonal.*

Az a-CD esetében a kissé megnovekedett hemolizis enyhe
membrankarositdo hatasra utal, ami a konfokalis mikrosz-
kopos képek fényében a felvett tiolalt CDk felszabadulasat
feltételezi az endoszomakbol.
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4. abra. Fluoreszcein-dilaurattal jel6lt nativ és tiolalt a-CD sejtes
felvételének elemzése, relativ atlagos fluoreszcencia intenzitas alapjan
(RMFI) Caco-2, HEK 293 és MC3T3 sejtvonalakban 37 °C-on és

4 °C-on.

Mindemellett, egy nemrégiben megjelent munkank bizo-
nyitotta, hogy a tiolalt CDk potencialisan képesek gatolni
a P-glikoprotein altal medialt effluxot Caco-2 sejtvonalon,
ami optimalis gyogyszer-koncentraciokhoz vezethet a
célszoveten.s

A polirotaxdnok olyan szupramolekularis polimer rend-
szerek, amelyekben makrociklusok, példaul CDk poli-
mer lancokra fliz6désével alakulnak ki. Ezek az anyagok
meglepden magas sejt felvételt mutatnak a szabad CDkkel
szemben, amely tulajdonsaguk alkalmazhatova teszi 6ket
mind gyégyszer hordozokként, mind lizoszomalis tarolasi
betegség kezelésére.!'*7 Korabbi eredményeink megmu-
tattak, hogy a 2-hidroxipropil CDk kiilondsen alkalmasak
polirotaxanok sejt internalizaciojanak eldsegitésére, ezért
elvégeztiik ezen szupramolekularis polimerek tiolalasat is.
Meglepé modon mig a rotaxanacié maga 60-szor magasabb
sejtfelvételt eredményezett, szemben a szabad CDkkel, a
tiolalas utan tovabbi ndvekedést nem, vagy csak elhanya-
golhatoé mértékben tapasztaltunk. A jelenség oka felteheto-
en a felvételi mechanizmusban rejlik, illetve dsszefiiggésbe
hozhat6 a polirotaxan nanorészecskék eltéré méretével, de a
teljes mechanizmus tovabbra is kutatas targya.'®

5. Védodcsoportok

A tiolalt gyogyszerhordozok egyik legnagyobb hatranya
azok oxidacios érzékenysége, mely hosszu tavon gatolhat-
ja gyogyszerészeti felhasznalasuknak. Mar tarolas soran
diszulfidkotések alakulhatnak ki, melyek csokkentik az
effektiv tiolok mennyiségét, ezzel a mukoadhézios képessé-
get. Masrészrol viszont a reaktiv tiolok mar a mukusz gél fel-
s0, laza rétegével elreagalhatnak. Ez a nyalkahartya allando
termelddése/megtijulasa miatt folyamatosan levalik, igy a
hordozok nem jutnak el a mélyebb, tomoér mukusz rétegbe,
hanem viszonylag hamar eltavoznak a nyalkahartyarol.
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Ezért sziikség lehet egy tiol védbcsoport kialakitasara, ami
megakadalyozza a korai diszulfidképzddést, de elég reak-
tiv marad, hogy behatolva a mélyebb mukusz rétegbe, ott
diszulfidkotéseket hozzon 1étre a ciszteinekkel. Ezeket a
véddcsoportokat S-véddcsoportoknak vagy preaktivald
agenseknek nevezziik. Valojaban ezen csoportok reaktiv
diszulfidkotéseket hoznak Iétre, melyek lassan, de rea-
galnak a ciszteinek tiol csoportjaval tiol — diszulfid csere
reakcioban.

Munkank soran tobbféle védécsoport alkalmazhatosagat
vizsgaltuk, ugymint merkaptonikotinsav,'*?® poli(etilén
glikol)-monotiol,'”?® valamint 2-merkaptoetanszulfonsav?!
(5. abra). Minden esetben jelends mukodiftuziot taldltunk,
azaz ezen védett tiolok nagyobb mennyiségben érik el a mé-
lyebb, tomorebb mukusz réteget. Ezzel 0sszefiiggésben erd-
sebb mukoadhéziot és hosszabb tartozkodasi idot mutatnak
a nyalkahartyan. Ezen elényok mellett az ionos valamint
a hidrofil polimer véddcsoportok jelentésen javitottak a ti-
omerek vizoldhat6sagat.
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5. abra. Tiolalt (A), 2-merkaptonikotinsav- (B), poli(etilén glikol)-
monotiol- (C), és 2-merkaptoetanszulfonsav-védett (D) ciklodextrinek
szerkezetei.

A korai diszulfid kotések gatlasa szintén hatdssal volt a sejt-
felvételre. A 2-merkaptoetanszulfonsav védett tiolalt f-CD
koriilbeliil kétszer nagyobb mennyiségben jutott a citoszol-
ba, mint a szabad tiolcsoportokkal rendelkezd analogja, ami
mar igy is jelentdsen megndvekedett sejtfelvételt mutatott a
nativ CDvel szemben.*!

6. Osszegzés

Munkank soran tiol funkcios csoporttal rendelkezd gyogy-
szermolekulak eldallitasat tliztik ki célul, elsédlegesen
a nyalkahartyan valo tartézkodasi id6 megndvelése érdekeé-
ben. Egy régi-0j reakcid segitségével magas tiolaltsagi foku
oligo és poliszacharidokat szintetizaltunk foszfor penta-
szulfid reagenssel. Ezek az 4j makromolekularis gyogyszer-
hordozdk jelentésen megndvekedett mukoadhéziot mutat-
tak és hosszabb in vitro tartdozkodasi id6t a nyalkahartyan,
de a hatdéanyagok abszorpcidjat is jelentdsen eldsegitették.
Allatkisérletekben bizonyitottuk a késleltetett athaladast
a gyomor-bél traktuson, azaz ezen anyagok alkalmazhato-
sagi potencidljat a gydgyszertechnologiaban. Mindemellett
a tiol csoportok beépitése oligoszacharidokba jelentdsen
megnovelte ezen anyagok sejtfelvételét, ami szintén elényds
tulajdonsag parenteralis készitmények esetében.

Osszegzésként elmondhatd, hogy az altalunk eldallitott j
gyogyszerhordoz anyagok jelentds potenciallal rendelkez-
nek nazalis, oralis, per-oralis, és parenteralis alkalmazhato-
sagban. Bar a tiomerek egyelére nem szerepelnek hivatalos

gyogyszerkdnyvi monografia alatt segédanyagként, elséd-
leges cél, hogy preklinikai és klinikai vizsgalatokon menje-
nek keresztiil, a hosszu tavu cél pedig a piaci jovahagyas és
a kereskedelmi forgalomba hozatal.
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Thiolated oligo and polysaccharides — next-gen drug delivery systems.

Department of Pharmaceutical Technology, University of
Innsbruck, Institute of Pharmacy, Center for Chemistry and
Biomedicine, Innrain 80-82, 6020 Innsbruck, Austria

Because of better patient compliance, non-parenteral delivery
methods are preferred over invasive approaches. However, the
therapeutic effectiveness of many orally administered drugs is
considerably limited due to their short residence time on muco-
sa-covered absorption surfaces, such as those in the oral cavity
or gastrointestinal tract. In order to prolong residence time and
thereby improve drug absorption and local treatment effective-
ness, mucoadhesive carriers can be utilized. Mucoadhesion occurs
through various interactions, including the formation of covalent
bonds. Thiolated oligomers and polymers, called Thiomers, are
thiolated macromolecules capable of forming disulfide bonds with
cysteine-rich subdomains of mucus glycoproteins, effectively in-
creasing their residence time on mucosal membranes. This paper
summarizes our group’s work on a novel thiolation method and
discusses the potential applications of highly thiolated oligo- and
polysaccharides.

Thiolation of oligo- and polysaccharides was performed using
phosphorus pentasulfide, resulting in a high degree of modification.
Among the products, B-cyclodextrin (B-CD) was per-thiolated,
leading to an 89-fold increase in mucoadhesion compared to the
native oligosaccharide and a significantly prolonged residence time.

This beneficial property was demonstrated not only in vitro but
also in animal studies, where the per-thiolated CD remained in

large amounts in the GI tract after 8 hours, while native 3-CD was
already completely eliminated. In addition to CDs, other natural
polymers, such as starch and carrageenan, were thiolated using
the same method, which significantly improved mucoadhesion on
buccal and intestinal mucosa.

Besides improving mucoadhesion, thiolation also enhances cellu-
lar uptake. This was observed for thiolated a- and B-CDs across
different cell lines. In all cases, increased cellular internalization
occurred after thiolation, with up to 20 times more thiolated than
native CD in the cytosol. The results also indicate endosomal
escape.

Finally, the main drawback of thiomers, their sensitivity to ox-
idation, is also a point of interest. Addressing this issue is es-
sential because it not only reduces the free thiol content during
storage but also causes the thiomers to react prematurely on the
loose mucus surface, leading to rapid removal through the mucus
turnover process. Reactive disulfide-protected thiolated CDs were
synthesized with various protecting groups, and their mucodif-
fusion, mucoadhesion, and cellular uptake were investigated. In
all cases, more pronounced mucodiffusion was observed for the
S-protected thiomers compared to non-protected ones, along with
increased mucoadhesion. Cellular uptake also doubled due to the
S-protection.

These results confirm that the highly thiolated oligo and polysac-
charides have strong potential as oral or parenteral drug delivery
vehicles.
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