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Bevezetés

A kisérleti munkdm 6 célja két kiilonbozo
fiziologiai barrier, a nazalis és a dermalis barrier
tulajdonsagainak vizsgalata volt.

Korabban kutatécsoportunk in Vivo
mikrodializissel (MD) sikeresen vizsgalta
patkanymodellben  kiilonboz6é  P-glikoprotein  (P-gp)
modellhatéanyagok vér-agy gaton valo atjutasat. Ezekben
a vizsgalatokban fiatal és id0s allatok egyarant résztvettek,
eredményeik Osszehasonlitasaval sikeresen
tanulmanyozni lehetett a fiziologias Oregedés okozta
gyogyszerfelszivodasi és eliminacios valtozasokat [1].
Bors ¢és munkatarsai Kifejlesztettek egy intranazalis
kezelési modszert, amellyel egy P-gp szubsztrat, a kinidin
(QND) agyi felszivodasat lehetett vizsgalni patkanyokban
P-gp inhibitor vagy szimpatomimetikus gyogyszer
jelenlétében [2]. A korabbi eredmények alapjan azt a
kérdés szerettiik volna megvalaszolni, hogy a patologias
oregedés (pl. Alzheimer-koér (AD), atherosclerosis stb.)
hogyan befolyasolja a kiilonb6z6 modellhatéanyagok vér-

agy gaton torténd felszivodasat. A korabban alkalmazott
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intranazalis kezelési eljarast tovabbfejlesztettiik, igy a
patologias Oregedés okozta nazalis barrier funkcid
valtozésait két korfliggd neurodegenerativ betegségmodell
felhasznalasaval, APOB-100 és APP-PSENL1 egerekben is
vizsgalni lehetett. A két transzgenikus modellben a
kiilonboz6 agyi citokinek szintjét azonos koru vad tipusu
egerek mért értékeivel Osszehasonlitva, sikeresen
vizsgaltuk a fizioldgids és patologids oregedés kozotti
kiilonbségeket. Az allatok agyi morfologiai elvaltozasat
magneses rezonancia képalkotassal (MRI) vizsgaltuk.

A dermalis barrier tulajdonsagait két kutatasi téma
keretében is vizsgaltam. Napjainkban egyre nagyobb
igény mutatkozik kiilonféle human bdrszubsztituensek
kifejlesztésére, amelyek megfelelden utanozhatjak a
bérben lejatszodo fiziologias és patologias folyamatokat.
A bonyolult anatomiai felépités és a bdrben jelenlévd
makrostruktarak sokfélesége azonban ezt jelentdsen
megneheziti. Az elsé dermalis barrier tulajdonsdgainak
vizsgélatahoz kapcsolodo kutatdsi téma keretében human
hasi bér és egy human bdrekvivalens permeabilitdsat
vizsgaltam topikalisan alkalmazott koffein krémmel skin-

on-a-chip eszkdzben.



A masodik kutatasi téma soran a dermalis barrier
megvaltozott permeabilitasi tulajdonsagait
tanulmanyoztam pikkelysomorrel  (psoriasis) érintett
boérokon. A psoriasis egy ismeretlen eredeti kronikus,
gyulladasos borbetegség, melynek kialakulasaban a
genetikai tényezok mellett a kornyezeti faktorok is fontos
szerepet jatszanak. A pikkelysomor sulyosan karositja a
dermalis barriert, ami jelentésen megndveli a bor
ateresztOképességét. A tiinetek kezelésére és enyhitésére
kiilonféle terapids modszerek allnak rendelkezésre,
amelyek monoterapiasan vagy egymassal kombinalva is
alkalmazhatok [3], azonban a legtobb esetben valamilyen
helyi kezelést is alkalmaznak [4]. A kozelmultban
azonositottak a tranziens receptor potencial ankyrin 1
(TRPA1) és a tranziens receptor potencial vanilloid 1
(TRPV1) ioncsatornak pikkelysomorben betoltott szerepét
[5-7]. Célul thztik ki, hogy ezen kationcsatornak
vizsgaljuk Aldara-indukalt psoriasiform dermatitisz
egérmodellben topikalisan alkalmazott koffein krémmel

skin-on-a-chip eszkdzben.



Uj tudoméanyos eredmények

A nazalis barrierrel kapcsolatos kisérleti munkat
harom f6 részre lehetett osztani: APOB-100 és APP-
PSEN1 egerek 1) nazalis barrier funkcidjanak 2)
kiilonb6z6 agyi citokinszintjeinek és 3)

cerebromorfologiai allapotanak vizsgalatara.

1. tézis: APOB-100, APP-PSENI és vad tipusu egereken
végzett kétprobds in vivo mikrodializis kisérleteink
eredményei aldtamasztottak, hogy a nazalis barrier
funkcidja valtozatlan a transzgenikus modellekben,
valamint a P-gp szerepe nem szignifikans az intranazadlis
kezeléssel  adott  kinidin  agyi  felszivodasanak
folyamataban. Kimutattam tovabba, hogy a transzgenikus
allatok  agydaban  gyulladdsos  egyensulyeltolodas
tapasztalhato, APOB-100 egerekben a VEGF, PDGF-BB
és IL-17A, mig az APP-PSENI allatokban a rezisztin, IL-
174 és GM-CSF agyi szintje emelkedett. Ezek a citokinek

a patologias folyamatok relevans biomarkerei lehetnek.

Kapcsolodo publikacio: [J1]
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1. abra: A kinidin intranazalis kezelés kdvetd
felszivodasanak vizsgalata (A) APOB-100 ¢és (B) APP-
PSEN1 egerekben (C) vad tipusa (WT) allatokkal
Osszehasonlitva, két szondads in vivo mikrodializissel
vizsgalva. Az intranazalis kezelést t = 0 id6pillanatban
végeztiik. A fekete és piros szimbolumok a kinidin atlagos

koncentracidjat jelzik az agyban ¢és a szisztémas



keringésben. (IN QND: intranazalis kinidinkezelés; AUC:

gorbe alatti teriilet)

Az intranazalis gyogyszeradagolas egy olyan nem
invaziv gyogyszerbeadasi mod, amely a vér-agy gat
megkeriilésével lehetové teszi a hatdoanyag kozvetlen agyi
felszivodasat. Az orr-agy utvonalon keresztiili felszivodas
hatékonysagat azonban jelentdsen befolyasolhatjak az
orrnyalkahartyaban talalhato efflux transzporterek (pl.: P-
gp). A neurodegenerativ betegségeket a vér-agy gat
karosoddsa és megndvekedett  ateresztoképessége
jellemzi. Alzheimer-kérban megfigyelték a megvaltozott
amelyet nemrégiben Hoyk és munkatarsai APOB-100
allatokban is leirtak [9]. Az intranazalis beadast kovetden
a kinidin gyors felszivodasat figyeltiik meg mindharom
allatcsoportban, amit egy hosszan tartd platd fazis
kovetett, amelyben a QND felszivodasa folyamatos volt
(1. dbra). A mikrodializis kisérletek eredményei alapjan a
nazalis barrier milkodése valtozatlan volt, a Kkinidin

felszivodasi mintazata minden csoportban hasonld volt.
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Megallapithato, hogy a P-gp nem jatszik jelentds szerepet

ogyszerfelszivodasban.
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Osszevont mintakat hasznaltunk mind a transzgenikus

egértorzsek, mind a vad tipust allatok esetében (n = 5).

Az ELISA citokinvizsgalat eredményei az APOB-
100 egerekben szignifikdnsan megemelkedett VEGF,
PDGF-BB és IL-17A szinteket mutattak (2.A abra), ami
akdr a  hiperlipidémia okozta cerebrovascularis
elvaltozasok és agyi diszfunkcid kimutatdsaban is hasznos
lehet. Siile és munkatarsai megmutattak, hogy ebben a
transzgenikus egértdrzsben a hiperlipidémia komoly
hatassal van az agyi érhaldzatra, els6sorban az érhalozat
stiriségére és az agyi Kkapillarisok atmérdjére [10].
Tovabba feltételezhetd, hogy a hiperlipidémia gatolhatja
az angiogenezis folyamatat iS. Ezenkiviil az erdsen
megemelkedett VEGF-szint akar a vér-agy gat
ateresztOképességének megnovekedésében is szerepet
jatszhat [11], amit APOB-100 allatokban kisérletileg is
igazoltak [9]. A kettés humanizalt, APP-PSEN1 egerek
eredményei emelkedett rezisztin, IL-17A ¢és GM-CSF
szintet mutattak (2.B abra), amelyek az AD fontos
markereiként szolgalhatnak. Demirci és munkatarsai

megemelkedett rezisztinszintet irtak le AD-betegektol
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szarmazo6 szérum mintakban [12], ami arra utal, hogy ez a
citokin fontos szerepet jatszhat az Alzheimer-kor
patolégiajaban, ¢és hasznos lehet markerként valo
alkalmazasa. A GM-CSF részt vesz a gyulladasos
folyamatokban a makrofagok szamanak ¢és mitkkodésének
szabalyozasaval. = Mindkét transzgenikus  torzsben
szignifikansan megnovekedett [L-17A szintet mértek, ami
a ciklooxigenaz-2 (COX-2) és a nitrogén-monoxid (NO)
taltermelésére utal [13].

A neurodegeneracio morfoldgiai
kovetkezményeinek  jellemzésére  MRI — méréseket
végeztiink APOB-100, APP-PSEN1 ¢és vad tipust him
egereken. Az MRI adatok alapjan mindkét transzgenikus
egértorzs esetében a kontroll allatokhoz képest tobb agyi
anatdmiai elvaltozas is kimutathato volt, feltehetden a
vascularis  és  az  Alzheimer-korra  jellemz6
neurodegeneracio miatt. Az APOB-100 egerek MRI
felvételein szignifikdnsan megnagyobbodott lateralis és
dorsalis kamrak voltak megfigyelhetok, valamint kisebb,
de feltiinden dilatalt negyedik agykamra volt lathato, ami

Osszhangban van a korabbi eredményekkel [9,14].
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Majd a dermalis barrier vizsgalataval kapcsolatos
két kutatasi téma uj eredményei keriiltek bemutatésra.
El6szor az Gjonnan fejlesztett human bdrekvivalens ¢és a
huméan hasi bér  permeabilitasi  tulajdonsagait
hasonlitottam 6ssze topikalisan alkalmazott koffein krém
Ezt kovette a dermalis barrier pikkelysomor
kovetkeztében megvaltozott tulajdonsagainak vizsgalata.
A kozelmultban tobb kutatas is igazolta a kiilonb6zé TRP
ioncsatorndk szerepét ebben a kréonikus immunmedialt
betegségben. Aldara-indukalt psoriasiform dermatitis
modellben vizsgaltam a TRPAl ¢és a TRPV1
gyakorolt hatasat transzdermalisan alkalmazott koffein

krémmel skin-on-a-chip eszkézben.

2. tégis: Osszehasonlitottam a koffein penetrdcios
mintdzatat hdarom kiilonbozo diffuzios mintan — human
hasi boron, elektroszovéssel eloallitott sejtmentes PCL
membranon és elektroszovéssel eldallitott membrdanon
tenyésztett HaCaT sejtkulturan (humadn bérszubsztituens)

— topikdlisan alkalmazott 2%-os koffein krém felvitelét
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kovetoen mikrofluidikai eszkézben. A spektrofotometrias
analizissel meghatdrozott koffeinkoncentracio idobeli
lefutasa megerositette a human borszubsztituens és a
human  hasi  bor permeabilitasi  tulajdonsagainak
hasonlosagat,  bizonyitva,  hogy a  felhasznalt
borekvivalens, bizonyos esetekben elégséges, bdar
nagymeértékben  leegyszeriisitett  modellrendszer a

transzdermalis felszivodas tanulmdnyozdsara.

Kapcsolodo publikacio: [J2]
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3. abra. A koffein penetracidjanak koncentracio-idé
profilja human hasi borben, sejtmentes elektroszovéssel
elallitott PCL membranban (mesh) ¢és human
borekvivalensben. A koffein krémet t = 0 iddpontban

helyeztiik a mikrofluidikai eszkoz donor
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kompartmentjébe, amit 30 percenkénti mintavétel
kovetett. Az (A) sejtmentes PCL membran és human
borszubsztituens (B) a human bdérszubsztituens és az
huméan hasi bor koffein penetracios mintajanak
Osszehasonlitdsa. A kiilonb6z6 diffizios mintdk esetében
legalabb harom parhuzamos mérést végeztiink (n = 3), az
eredményeket atlag + SEM-ben fejeztiik ki, a p < 0.05
statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelez a koffein
penetracié mértékében az sejtmentes PCL membran ¢és a

human bdrszubsztituens kozott.

Mindhdrom  mintandl hasonld6  penetracids
mintazatot figyeltiink meg, a maximalis penetraciot (Cmax)
1 6raval a koffein krém felhelyezését kovetden mértiik (3.
abra). Ezt kovetden a kisérlet végére a human
borszubsztituens és human hasi bor koffeinkoncentracio-
1d6 gorbéi ugyanazt az idébeli lefutdst mutattdk. Ezzel
szemben a sejtmentes PCL membrannal folyamatos
koffeinkoncentracio-csokkenés volt megfigyelhetd, ami
azzal magyarazhato, hogy a kisérlet soran a mikrofluidikai
eszkoz donor kompartmentjébe helyezett koffein krém és

a membran kozotti szoros érintkezés megszakadt. A
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koffein krém médiumban valé feloldédasa fokozatosan
csokkené érintkezést eredményezett a topikalisan felvitt
krém ¢és a diffuzios minta felszine kozott, melynek
koszonhetden a membranon passziv diffuzioval csupan
csokkentett mennyiségii koffein tudott atjutni. Ez a
jelenség a human bdérekvivalens esetében nem Vvolt
megfigyelhetd, ugyanis a sejtek aktivan részt vettek a
kialakulasat, amelyek a koffein krémet a feliiletiiktol

elvalasztottak volna.

3. tézis: Osszehasonlitottam a topikalisan alkalmazott 2%-
kinetikajat  az  Aldara-indukalt  pikkelysomorszerti
gvulladas idobeli kialakulasa soran C57BL/6J (WT),
TRPAI KO és TRPVI1 KO egérbordkben skin-on-a-chip
eszkozben. A vazelinnel kezelt és az Aldara-kezelt
csoportok  mintdinak  spektrofotometrias  analizissel
meghatarozott koffeintartalma alapjan megallapithato,
hogy a pikkelysomorszerii gyulladas jelentdsen karositotta

a dermalis barriert, ami a pikkelysomorrel érintett,
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gyulladt

bor

novekedését eredményezte.

Kapcsolddo publikacio: [J3]
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4. abra: A koffein penetracié koncentracio-idé profilja

harom  kulonbozo

egértdrzs

hati  bOrmint4janak

felhasznalasaval (A) 24 oras vazelin-kezelés utan, (B) 24

oras Aldara-kezelés utan, (C) 96 oras vazelin-kezelés utan
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¢és (D) 96 oras Aldara-kezelés utan. A piros, narancssarga
¢s kék szimbolumok a C57BL6/J (WT), TRPA1 KO,
TRPV1 KO egerekb6l nyert koffein atlagos

fliggetlen mérést végeztiink (n = 3).

A koffein  permeabilitasait  skin-on-a-chip
eszkdzben vizsgaltuk harom kiilonbozd egértorzs
(C57BL/6J, TRPV1I KO ¢és TRPA1 KO) hatbérének
felhasznalasaval, amelyeket Aldara krémmel (5%-0S
imikimod) vagy vazelinnel 24 vagy 96 oran keresztiil
kezeltek. A Kkoffein penetraciéos mintazata az egyes
egértorzsek esetében szignifikansan kiilonbozott a kétfajta
kezelés kozott. Az egészséges (vazelinnel kezelt) bor
ateresztOképessége szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint
a pikkelysomords (Aldara-kezelt) béré, ugyanis a psoriasis
a bor barrier funkcidjat jelentdsen kérositotta (4. abra).
Ezenkiviil a két megfigyelési id6pont lehetdvé tette a
betegség idobeli elérehaladasanak vizsgalatat. A koffein
penetraci6 iddébeli jellemzdiben nem figyeltiink meg
szignifikans kiilonbséget a harom torzs kozott, csupan a

TRPA1 KO és C57BL/6J allatok esetében mérsékelt
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csokkenést tapasztaltunk a koffein felszivodasban a 24
oras, illetve a 96 6ras megfigyelési pont kozott. Az Aldara-
kezelt TRPV1 KO allatok megfigyelési pontjai kdzott nem
volt jelentds kiilonbség, ami &sszhangban van Zhou és

munkatarsai altal publikalt eredményekkel [6].
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