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Bevezetés 

 

A kísérleti munkám fő célja két különböző 

fiziológiai barrier, a nazális és a dermális barrier 

tulajdonságainak vizsgálata volt. 

Korábban kutatócsoportunk in vivo 

mikrodialízissel (MD) sikeresen vizsgálta 

patkánymodellben különböző P-glikoprotein (P-gp) 

modellhatóanyagok vér-agy gáton való átjutását. Ezekben 

a vizsgálatokban fiatal és idős állatok egyaránt résztvettek, 

eredményeik összehasonlításával sikeresen 

tanulmányozni lehetett a fiziológiás öregedés okozta 

gyógyszerfelszívódási és eliminációs változásokat [1]. 

Bors és munkatársai kifejlesztettek egy intranazális 

kezelési módszert, amellyel egy P-gp szubsztrát, a kinidin 

(QND) agyi felszívódását lehetett vizsgálni patkányokban 

P-gp inhibitor vagy szimpatomimetikus gyógyszer 

jelenlétében [2]. A korábbi eredmények alapján azt a 

kérdés szerettük volna megválaszolni, hogy a patológiás 

öregedés (pl. Alzheimer-kór (AD), atherosclerosis stb.) 

hogyan befolyásolja a különböző modellhatóanyagok vér-

agy gáton történő felszívódását. A korábban alkalmazott 
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intranazális kezelési eljárást továbbfejlesztettük, így a 

patológiás öregedés okozta nazális barrier funkció 

változásait két korfüggő neurodegeneratív betegségmodell 

felhasználásával, APOB-100 és APP-PSEN1 egerekben is 

vizsgálni lehetett. A két transzgenikus modellben a 

különböző agyi citokinek szintjét azonos korú vad típusú 

egerek mért értékeivel összehasonlítva, sikeresen 

vizsgáltuk a fiziológiás és patológiás öregedés közötti 

különbségeket. Az állatok agyi morfológiai elváltozását 

mágneses rezonancia képalkotással (MRI) vizsgáltuk. 

A dermális barrier tulajdonságait két kutatási téma 

keretében is vizsgáltam. Napjainkban egyre nagyobb 

igény mutatkozik különféle humán bőrszubsztituensek 

kifejlesztésére, amelyek megfelelően utánozhatják a 

bőrben lejátszódó fiziológiás és patológiás folyamatokat. 

A bonyolult anatómiai felépítés és a bőrben jelenlévő 

makrostruktúrák sokfélesége azonban ezt jelentősen 

megnehezíti. Az első dermális barrier tulajdonságainak 

vizsgálatához kapcsolódó kutatási téma keretében humán 

hasi bőr és egy humán bőrekvivalens permeabilitását 

vizsgáltam topikálisan alkalmazott koffein krémmel skin-

on-a-chip eszközben. 
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A második kutatási téma során a dermális barrier 

megváltozott permeabilitási tulajdonságait 

tanulmányoztam pikkelysömörrel (psoriasis) érintett 

bőrökön. A psoriasis egy ismeretlen eredetű krónikus, 

gyulladásos bőrbetegség, melynek kialakulásában a 

genetikai tényezők mellett a környezeti faktorok is fontos 

szerepet játszanak. A pikkelysömör súlyosan károsítja a 

dermális barriert, ami jelentősen megnöveli a bőr 

áteresztőképességét. A tünetek kezelésére és enyhítésére 

különféle terápiás módszerek állnak rendelkezésre, 

amelyek monoterápiásan vagy egymással kombinálva is 

alkalmazhatók [3], azonban a legtöbb esetben valamilyen 

helyi kezelést is alkalmaznak [4]. A közelmúltban 

azonosították a tranziens receptor potenciál ankyrin 1 

(TRPA1) és a tranziens receptor potenciál vanilloid 1 

(TRPV1) ioncsatornák pikkelysömörben betöltött szerepét 

[5–7]. Célul tűztük ki, hogy ezen kationcsatornák 

genetikai deléciójának permeabilitásra gyakorolt hatását 

vizsgáljuk Aldara-indukált psoriasiform dermatitisz 

egérmodellben topikálisan alkalmazott koffein krémmel 

skin-on-a-chip eszközben. 
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Új tudományos eredmények 

 

A nazális barrierrel kapcsolatos kísérleti munkát 

három fő részre lehetett osztani: APOB-100 és APP-

PSEN1 egerek 1) nazális barrier funkciójának 2) 

különböző agyi citokinszintjeinek és 3) 

cerebromorfológiai állapotának vizsgálatára. 

 

1. tézis: APOB-100, APP-PSEN1 és vad típusú egereken 

végzett kétpróbás in vivo mikrodialízis kísérleteink 

eredményei alátámasztották, hogy a nazális barrier 

funkciója változatlan a transzgenikus modellekben, 

valamint a P-gp szerepe nem szignifikáns az intranazális 

kezeléssel adott kinidin agyi felszívódásának 

folyamatában. Kimutattam továbbá, hogy a transzgenikus 

állatok agyában gyulladásos egyensúlyeltolódás 

tapasztalható, APOB-100 egerekben a VEGF, PDGF-BB 

és IL-17A, míg az APP-PSEN1 állatokban a rezisztin, IL-

17A és GM-CSF agyi szintje emelkedett. Ezek a citokinek 

a patológiás folyamatok releváns biomarkerei lehetnek. 

 

Kapcsolódó publikáció: [J1] 
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1. ábra: A kinidin intranazális kezelés követő 

felszívódásának vizsgálata (A) APOB-100 és (B) APP-

PSEN1 egerekben (C) vad típusú (WT) állatokkal 

összehasonlítva, két szondás in vivo mikrodialízissel 

vizsgálva. Az intranazális kezelést t = 0 időpillanatban 

végeztük. A fekete és piros szimbólumok a kinidin átlagos 

koncentrációját jelzik az agyban és a szisztémás 

A 
B 

C 
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keringésben. (IN QND: intranazális kinidinkezelés; AUC: 

görbe alatti terület) 

 

Az intranazális gyógyszeradagolás egy olyan nem 

invazív gyógyszerbeadási mód, amely a vér-agy gát 

megkerülésével lehetővé teszi a hatóanyag közvetlen agyi 

felszívódását. Az orr-agy útvonalon keresztüli felszívódás 

hatékonyságát azonban jelentősen befolyásolhatják az 

orrnyálkahártyában található efflux transzporterek (pl.: P-

gp). A neurodegeneratív betegségeket a vér-agy gát 

károsodása és megnövekedett áteresztőképessége 

jellemzi. Alzheimer-kórban megfigyelték a megváltozott 

vér-agy gát működést és a P-gp down-regulációját [8], 

amelyet nemrégiben Hoyk és munkatársai APOB-100 

állatokban is leírtak [9]. Az intranazális beadást követően 

a kinidin gyors felszívódását figyeltük meg mindhárom 

állatcsoportban, amit egy hosszan tartó plató fázis 

követett, amelyben a QND felszívódása folyamatos volt 

(1. ábra). A mikrodialízis kísérletek eredményei alapján a 

nazális barrier működése változatlan volt, a kinidin 

felszívódási mintázata minden csoportban hasonló volt. 
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Megállapítható, hogy a P-gp nem játszik jelentős szerepet 

az orrüregből történő gyógyszerfelszívódásban. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ábra: A vizsgált citokinek LIR-értékei (A) APOB-100 

és (B) APP-PSEN1 egerek mintáiban azonos korú 

vadtípusú egerek citokinszintjeivel összehasonlítva. 

B 

A 
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Összevont mintákat használtunk mind a transzgenikus 

egértörzsek, mind a vad típusú állatok esetében (n = 5). 

 

Az ELISA citokinvizsgálat eredményei az APOB-

100 egerekben szignifikánsan megemelkedett VEGF, 

PDGF-BB és IL-17A szinteket mutattak (2.A ábra), ami 

akár a hiperlipidémia okozta cerebrovascularis 

elváltozások és agyi diszfunkció kimutatásában is hasznos 

lehet. Süle és munkatársai megmutatták, hogy ebben a 

transzgenikus egértörzsben a hiperlipidémia komoly 

hatással van az agyi érhálózatra, elsősorban az érhálózat 

sűrűségére és az agyi kapillárisok átmérőjére [10]. 

Továbbá feltételezhető, hogy a hiperlipidémia gátolhatja 

az angiogenezis folyamatát is. Ezenkívül az erősen 

megemelkedett VEGF-szint akár a vér-agy gát 

áteresztőképességének megnövekedésében is szerepet 

játszhat [11], amit APOB-100 állatokban kísérletileg is 

igazoltak [9]. A kettős humanizált, APP-PSEN1 egerek 

eredményei emelkedett rezisztin, IL-17A és GM-CSF 

szintet mutattak (2.B ábra), amelyek az AD fontos 

markereiként szolgálhatnak. Demirci és munkatársai 

megemelkedett rezisztinszintet írtak le AD-betegektől 
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származó szérum mintákban [12], ami arra utal, hogy ez a 

citokin fontos szerepet játszhat az Alzheimer-kór 

patológiájában, és hasznos lehet markerként való 

alkalmazása. A GM-CSF részt vesz a gyulladásos 

folyamatokban a makrofágok számának és működésének 

szabályozásával. Mindkét transzgenikus törzsben 

szignifikánsan megnövekedett IL-17A szintet mértek, ami 

a ciklooxigenáz-2 (COX-2) és a nitrogén-monoxid (NO) 

túltermelésére utal [13]. 

A neurodegeneráció morfológiai 

következményeinek jellemzésére MRI méréseket 

végeztünk APOB-100, APP-PSEN1 és vad típusú hím 

egereken. Az MRI adatok alapján mindkét transzgenikus 

egértörzs esetében a kontroll állatokhoz képest több agyi 

anatómiai elváltozás is kimutatható volt, feltehetően a 

vascularis és az Alzheimer-kórra jellemző 

neurodegeneráció miatt. Az APOB-100 egerek MRI 

felvételein szignifikánsan megnagyobbodott laterális és 

dorsalis kamrák voltak megfigyelhetők, valamint kisebb, 

de feltűnően dilatált negyedik agykamra volt látható, ami 

összhangban van a korábbi eredményekkel [9,14]. 
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Majd a dermális barrier vizsgálatával kapcsolatos 

két kutatási téma új eredményei kerültek bemutatásra. 

Először az újonnan fejlesztett humán bőrekvivalens és a 

humán hasi bőr permeabilitási tulajdonságait 

hasonlítottam össze topikálisan alkalmazott koffein krém 

penetrációjának vizsgálatával mikrofluidikai eszközben. 

Ezt követte a dermális barrier pikkelysömör 

következtében megváltozott tulajdonságainak vizsgálata. 

A közelmúltban több kutatás is igazolta a különböző TRP 

ioncsatornák szerepét ebben a krónikus immunmediált 

betegségben. Aldara-indukált psoriasiform dermatitis 

modellben vizsgáltam a TRPA1 és a TRPV1 

kationcsatornák genetikai deléciójának permeabilitásra 

gyakorolt hatását transzdermálisan alkalmazott koffein 

krémmel skin-on-a-chip eszközben. 

 

2. tézis: Összehasonlítottam a koffein penetrációs 

mintázatát három különböző diffúziós mintán – humán 

hasi bőrön, elektroszövéssel előállított sejtmentes PCL 

membránon és elektroszövéssel előállított membránon 

tenyésztett HaCaT sejtkultúrán (humán bőrszubsztituens) 

– topikálisan alkalmazott 2%-os koffein krém felvitelét 
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követően mikrofluidikai eszközben. A spektrofotometriás 

analízissel meghatározott koffeinkoncentráció időbeli 

lefutása megerősítette a humán bőrszubsztituens és a 

humán hasi bőr permeabilitási tulajdonságainak 

hasonlóságát, bizonyítva, hogy a felhasznált 

bőrekvivalens, bizonyos esetekben elégséges, bár 

nagymértékben leegyszerűsített modellrendszer a 

transzdermális felszívódás tanulmányozására. 

 

Kapcsolódó publikáció: [J2] 

 

 

 

 

 

 

 

3. ábra. A koffein penetrációjának koncentráció-idő 

profilja humán hasi bőrben, sejtmentes elektroszövéssel 

előállított PCL membránban (mesh) és humán 

bőrekvivalensben. A koffein krémet t = 0 időpontban 

helyeztük a mikrofluidikai eszköz donor 

A B 
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kompartmentjébe, amit 30 percenkénti mintavétel 

követett. Az (A) sejtmentes PCL membrán és humán 

bőrszubsztituens (B) a humán bőrszubsztituens és az 

humán hasi bőr koffein penetrációs mintájának 

összehasonlítása. A különböző diffúziós minták esetében 

legalább három párhuzamos mérést végeztünk (n = 3), az 

eredményeket átlag ± SEM-ben fejeztük ki, a p < 0.05 

statisztikailag szignifikáns különbséget jelez a koffein 

penetráció mértékében az sejtmentes PCL membrán és a 

humán bőrszubsztituens között. 

 

Mindhárom mintánál hasonló penetrációs 

mintázatot figyeltünk meg, a maximális penetrációt (Cmax) 

1 órával a koffein krém felhelyezését követően mértük (3. 

ábra). Ezt követően a kísérlet végére a humán 

bőrszubsztituens és humán hasi bőr koffeinkoncentráció-

idő görbéi ugyanazt az időbeli lefutást mutatták. Ezzel 

szemben a sejtmentes PCL membránnál folyamatos 

koffeinkoncentráció-csökkenés volt megfigyelhető, ami 

azzal magyarázható, hogy a kísérlet során a mikrofluidikai 

eszköz donor kompartmentjébe helyezett koffein krém és 

a membrán közötti szoros érintkezés megszakadt. A 
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koffein krém médiumban való feloldódása fokozatosan 

csökkenő érintkezést eredményezett a topikálisan felvitt 

krém és a diffúziós minta felszíne között, melynek 

köszönhetően a membránon passzív diffúzióval csupán 

csökkentett mennyiségű koffein tudott átjutni. Ez a 

jelenség a humán bőrekvivalens esetében nem volt 

megfigyelhető, ugyanis a sejtek aktívan részt vettek a 

koffein penetrációjában, így megakadályozták olyan rések 

kialakulását, amelyek a koffein krémet a felületüktől 

elválasztották volna. 

 

3. tézis: Összehasonlítottam a topikálisan alkalmazott 2%-

os koffeintartalmú krém penetrációjának mértékét és 

kinetikáját az Aldara-indukált pikkelysömörszerű 

gyulladás időbeli kialakulása során C57BL/6J (WT), 

TRPA1 KO és TRPV1 KO egérbőrökben skin-on-a-chip 

eszközben. A vazelinnel kezelt és az Aldara-kezelt 

csoportok mintáinak spektrofotometriás analízissel 

meghatározott koffeintartalma alapján megállapítható, 

hogy a pikkelysömörszerű gyulladás jelentősen károsította 

a dermális barriert, ami a pikkelysömörrel érintett, 
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gyulladt bőr permeabilitásának jelentős mértékű 

növekedését eredményezte. 

 

Kapcsolódó publikáció: [J3] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ábra: A koffein penetráció koncentráció-idő profilja 

három különböző egértörzs háti bőrmintájának 

felhasználásával (A) 24 órás vazelin-kezelés után, (B) 24 

órás Aldara-kezelés után, (C) 96 órás vazelin-kezelés után 

A B 

D C 
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és (D) 96 órás Aldara-kezelés után. A piros, narancssárga 

és kék szimbólumok a C57BL6/J (WT), TRPA1 KO, 

TRPV1 KO egerekből nyert koffein átlagos 

koncentrációját jelzik. Minden esetben legalább három 

független mérést végeztünk (n = 3).  

A koffein permeabilitását skin-on-a-chip 

eszközben vizsgáltuk három különböző egértörzs 

(C57BL/6J, TRPV1 KO és TRPA1 KO) hátbőrének 

felhasználásával, amelyeket Aldara krémmel (5%-os 

imikimod) vagy vazelinnel 24 vagy 96 órán keresztül 

kezeltek. A koffein penetrációs mintázata az egyes 

egértörzsek esetében szignifikánsan különbözött a kétfajta 

kezelés között. Az egészséges (vazelinnel kezelt) bőr 

áteresztőképessége szignifikánsan alacsonyabb volt, mint 

a pikkelysömörös (Aldara-kezelt) bőré, ugyanis a psoriasis 

a bőr barrier funkcióját jelentősen károsította (4. ábra). 

Ezenkívül a két megfigyelési időpont lehetővé tette a 

betegség időbeli előrehaladásának vizsgálatát. A koffein 

penetráció időbeli jellemzőiben nem figyeltünk meg 

szignifikáns különbséget a három törzs között, csupán a 

TRPA1 KO és C57BL/6J állatok esetében mérsékelt 
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csökkenést tapasztaltunk a koffein felszívódásban a 24 

órás, illetve a 96 órás megfigyelési pont között. Az Aldara-

kezelt TRPV1 KO állatok megfigyelési pontjai között nem 

volt jelentős különbség, ami összhangban van Zhou és 

munkatársai által publikált eredményekkel [6]. 
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