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1. Bevezetés

A pikkelysémor napjaink egyik legismertebb népbetegsege. A mai napig bar szamos kutatas
szisztémas bioldgiai vagy a hagyomanyos helyi kezelésekre dsszpontosit. A betegek nagy része
azonban igyekszik elkerilni a bioldgiai terdpidk és a kortikoszteroidok hasznélatat, igy tovabbra is
nagy sziikség van a jol tolerdlhatd, hosszu tvon is biztonsagosan alkalmazhat6 helyi kezelésekre.
Ennek ellenére keves kutatas foglalkozik az ujabb helyi készitmények fejlesztésének kihivasaival
¢és lehetdségeivel.

A pikkelysomor egy kronikus, immunmedialt gyulladdsos bdrbetegség, amely a vilag
népességének 1-3%-at érinti, vagyis tobb mint 100 milli6 embert vilagszerte. Bar elsésorban
dermatologiai  korképnek tekinthetd, ma mar egyértelmiien bizonyitott, hogy szamos
tarsbetegséggel all kapcsolatban. A pszoridzis noveli a sziv- és érrendszeri betegségek, a
metabolikus szindroma, az elhizads, a gyulladdsos bélbetegségek €és a pszoridzisos artritisz
kialakulasanak kockazatat. Emellett a lathato bértiinetek jelentds pszichologiai terhet jelentenek a
betegek szamdéra, amely gyakran szorongashoz, depresszidhoz és az életmindség jelentOs
romldsdhoz vezet. A betegség kialakuldsaban genetikai, kornyezeti és immunoldgiai tényezdk
egyarant szerepet jatszanak, mig fennmaradasat komplex gyulladasos folyamatok biztositjak.

A péciensek tobbsége enyhe, lokalizalt elvaltozésokkal rendelkezik, amely nem igényel
szisztémas kezelést. A helyi terapia dontd fontossagli ezeknek a betegeknek a kezelésében. Sajnos
jelenleg nincs végleges gyogymod, azonban a tlnetek enyhitésével javithatjuk a betegek
¢letmindségét. A jelenleg alkalmazott lokalis terapiak kozé tartoznak a kortikoszteroidok, a D-
vitamin-analogok, a retinoidok és a kalcineurin-inhibitorok. Ezek a készitmények szamos esetben
hatékonyan csokkentik a gyulladast és a klinikai tiineteket, ugyanakkor hosszu tava alkalmazéasuk
kiilonb6zd mellékhatasokkal jarhat. A kortikoszteroidok bdratrofiat, stridkat és tachyphylaxiat
okozhatnak, mig a D-vitamin-analogok és retinoidok gyakran irritacioval, erythemaval vagy ég6
érzéssel jarnak. A kdzepesen sulyos és stlyos esetek kezelésére alkalmazott szisztémas gyogyszerek
¢s biologiai terapiak ugyan jelentds terapias eldrelépést jelentenek, azonban magas koltségiik €s
potencialis mellékhatasaik miatt nem minden beteg szamara elérhetok vagy megfeleléek. Mindezek
alapjan tovabbra is jelentds igény mutatkozik olyan innovativ, szteroidmentes lokalis készitmények
fejlesztésére, amelyek kedvezd mellékhatasprofil mellett képesek hosszu tdvon is hatékony terapiat
biztositani.

A fokozott bérpenetracioval rendelkezé dermalis gydgyszeradagolas {6 akadalya a stratum
corneum barrier tulajdonsagai, amely az emberi test egyik leginkabb athatolhatatlan hamrétegének

szamit az exogén anyagok esetében. A bér az emberi szervezet legnagyobb szerve, amely az
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epidermiszbdl, a dermiszbdl €s a hipodermiszbdl épiil fel. Az epidermisz legkiilso rétege, a stratum
corneum elsddleges védelmi vonalként szolgal a kiils6 kornyezeti hatasokkal szemben, ugyanakkor
jelent6s akadalyt képez a gydgyszerhatdanyagok béron keresztiili bejutdsdval szemben is.

Pszoriéazis esetén a borbarrier karosodik, ezért a hatdanyagok penetracidja csokkent. Ezek a
problémak kémiai penetraciofokozok alkalmazasaval minimalizalhatok. Hasznalatuk azonban karos
lehet, killonosen kronikus allapotokban, mivel sokuk irritalo hatasu. Raadasul az Gjabb hatéanyagok
korilbelil 40%-a hidrofob jellegii, mint példaul a tapinarof. Ezeknek a rosszul old6dé anyagoknak
a bejuttatdsa szintén kihivast jelent a gyogyszerbejuttatas szempontjabol. Ezért sziikséges egy olyan
innovativ dermalis bejuttatasi rendszer kifejlesztése, amely kémiai permeaciéfokozok alkalmazésa

Az elmult évtizedben a nanotechnologia fejlodése uj tavlatokat nyitott meg a helyi
gyogyszeradagoldsban. A nanoméreti gydgyszerhordoz6 rendszerek képesek javitani a
hatéanyagok oldhatosagat, stabilitasat és biohasznosulasat, mikozben eldsegithetik azok bdron
esetében, amelyek hagyoméanyos formulaciokban gyakran korlatozott terapias hatékonysagot
mutatnak.

A nanoemulzidk széles korli lehetdségeket kindlnak a helyi gydgyszeradagolas terén,
azonban alacsony viszkozitdsuk korldtozza a borén vald alkalmazasukat. A viszkozitds ndvelése
c€ljabol alkalmazott kiilonbozo gélesitdszerek lehetdvé teszik a nanoemulzidk gélmatrixba torténd
integralasat, amelynek eredményeként nanogélek jonnek létre, eldsegitve a készitmények helyi
alkalmazhatosagat. Egyedulallo fizikai-kémiai tulajdonsagaiknak koszonhetden javitjdk a
hatéanyagok oldhatosagat és dermalis penetraciojat, valamint a boért is hidrataljak. Tovabba
szabalyozott hat6anyag-felszabadulést is biztositanak és csdkkentik a szisztémas mellékhatasokat,
melyek kedvezdek a pikkelysomorhoz hasonld kronikus gyulladasos borbetegségek esetén. Mig a
nanotechnolégian alapuld hatdanyag-beviteli rendszerek egyre inkdbb teret nyernek a
dermatoldgiaban, a tapinarof nanogél készitményekbe vald beépitése még Uj és feltaratlan tertlet.

Kisérleti munkam hat6anyagaként a tapinarofot valasztottam, mivel ez az 0j, igéretes lokalis
szer a pikkelysémor patofiziologidjaban kulcsfontossagu Utvonalakat céloz meg. A tapinarof egy
aril-hidrokarbon receptor (AhR) agonista, amely (j hatasmechanizmust képvisel a pikkelysémor
kezelésében. Az AhR receptor aktivalasa hozzajarul a bér immunologiai egyensulyanak
helyredllitdsdhoz, a gyulladasos citokinek termelddésének csokkentéséhez, valamint a bor
barrierfunkcidjanak javitasahoz. A receptor aktivacidja révén mérséklédhet az 1L-17 és 1L-23 altal

kozvetitett gyulladasos valasz, amely a pikkelysomor kialakulasanak egyik legfontosabb



molekularis mechanizmusa. Emellett a tapinarof antioxidans tulajdonsagokkal is rendelkezik,
amelyek szintén szerepet jatszhatnak a gyulladasos folyamatok mérséklésében.

A terdpias hatékonysag eléréséhez azonban nemcsak a hatéanyag gyulladascsokkentd
potencialja sziikséges, hanem annak a bor mélyebb rétegeibe torténd hatékony bejuttatasa, valamint
a megfeleld biologiai hozzaférhetdség biztositasa is. A hidrogélek és nanohordozok eldnyos
tulajdonsagait 6tvozé nanogélek lehetséget kinalnak a stabil hatdéanyag-hordozasra és a javitott
boérpenetracidra. Tovabba, a mellékhatasok minimalizalasaval és a szlikséges adagolasi gyakorisag
csokkentésével javithatjdk a betegadherenciat. Mindezek alapjan a tapinarof-tartalmd nanogélek
igéretes Uj megkozelitest jelenthetnek a pikkelysémor helyi kezelésében, és hozzajarulhatnak olyan
korszerli terdpids rendszerek fejlesztéséhez, amelyek egyszerre biztositanak megfeleld

hatékonysagot, biztonsagossagot és betegbarat alkalmazhatosagot.



2. Célkitilizés

Kutatasom célja innovativ nanogél formulaciok kifejlesztése volt, amelyek javitjak a
valaszt biztositva pikkelysomor kezelésében. Munkam sordn a készitmények részletes
gyégyszertechnoldgiai €s biologiai jellemzésére fokuszaltam, kilénos tekintettel a fizikai-kémiai
tulajdonsagokra, a biokompatibilitasra és a pszoriazis modellrendszerben valé terapias potencialjuk
vizsgalatara.

A Kisérletek elsé szakaszaban a tapinarof-tartalmd nanogél formuléciok fejlesztésére es
gyégyszerforma vizsgéalataira kerllt sor. Az optimalis 0sszetételek kialakitidsa utan textlra- és
reologiai méréseket végeztem, mivel ezek fontos paraméterek a kenhetdség €s a hatéanyag biologiai
hozzaférhetdsége szempontjabol. A készitmények méreteloszlasat dinamikus fényszorasos
maodszerrel (DLS) vizsgaltam. Tovabbéa a biokompatibilitast és a sejtekre gyakorolt hatast HaCaT
sejtvonalon MTT assay és sebzarddasi (wound healing) teszt segitségével értékeltem fibroblaszt
sejteken. Ezzel parhuzamosan a tapinarof in vitro felszabadulasat Franz-diffuziés maddszerrel
értékeltem.

A kisérletek masodik szakaszaban a kifejlesztett nanogélek gyulladascsokkentd hatasat és
molekularis hatdsmechanizmusat vizsgaltam egy IMQ-indukélt HaCaT-THP-1 ko-kultdras
pszoriazis modellen, amely megbizhatéan utdnozza a betegség gyulladasos mikrokornyezetét in
vitro. A kisérletek soran ELISA vizsgalatokat végeztem a citokinprofil meghatarozasara, valamint
gPCR-rel a gyulladasbhan szerepet jatszo gének expresszidjat mértem. Ezen kivil a nanoformulacidk
gyulladasos sejtvalaszokra gyakorolt hatasat valos idejii sejtanalizissel (RTCA) és sebzarodasi teszt
segitségével vizsgaltam. Végil a THP-1 monocitdk NF-xB utvonalanak aktivaciojat a p65

transzlokacié mértékének meghatarozasaval végeztem.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

A tapinarof, a Triacetin, a Tween 80, a DMEM taptalaj, a PBS, az RPMI 1640 taptalaj, a
DMSO, a Trypan Blue festék és a tripszin-EDTA a Sigma-Aldrich-tol (St. Gallen, Svajc) szarmazik.
A 96%-0s etanolt, a 85%-0s glicerint és az olajsavat a Molar Chemicals Kft.-t61 (Budapest,
Magyarorszag) szereztik be. A Kollisolv PEG 400-at és a Kolliphor EL-t a BASF cégt6l
(Ludwigshafen, Németorszag) vasaroltuk. A Carbopol 940 és Carbopol 934 a B.F. Goodrich
Chemical Company-t6l (Charlotte, NC, USA) szarmazik, a Trietanolamin pedig a VWR Chemicals-
tol. A Labrafil M és Transcutol HP-t a Gattefossé (Lyon, Franciaorszég) biztositotta. Az imikimodot
a MedChemExpress-t6l szereztiik be a Bio-Kasztel Kft. (Budapest, Magyarorszag) kozvetitésevel.

3.2. Modszerek

3.2.1. Tapinarof-tartalmi nanogélek eléallitasa
Els6 sorban a tapinarof mennyiségét Transcutol HP-ban és etanolban oldottuk fel. Az olajos

felliletaktiv anyagokat (Labrafil M, Triacetin, Tween 80, Kolliphor EL és olajsav) a vizes
feluletaktiv anyagokkal (Transcutol HP, etanol és PEG 400) kombinalva alkalmaztuk a stabilitas és
a textura javitasa, valamint a hatéanyag boron keresztiili behatoldsanak eldsegitése érdekében. A
segédanyagokat magneses keverdvel kevertettiik az olajos fazis eldallitasahoz. A magneses keverd
fordulatszama 400 fordulat/perc volt 15 percig. Ezt kovetéen hozzaadtuk a vizes fazist a SNEDDS
eldallitasdhoz, majd 5 percig vortexeltiik. Gélképzé anyagként karbopol keriilt hozzaadasra. A
karbopol gélek eldallitdsdhoz a sziikséges mennyiségli karbopol port kis mennyiségii tisztitott
vizben diszpergaltuk, és 24 éran at allni hagytuk, hogy egyenletesen megduzzadjon. A nanogél I.-
hez nedvesitéként glicerin keriilt hozzdadasra. Ezutan a SNEDDS-eket cseppenként adagoltuk a
gélmatrixhoz, mikdzben a magneses kever6t 500 fordulat/perc sebességgel miikodtettiik. A
nanoméretll tartomany eléréséhez a gélesedés elétt UP200Ht (200 W, 26 kHz) kézi homogenizatort
alkalmaztunk. A gélek pH-értékét a bér pH-jahoz igazitottuk néhany csepp trietanolamin

hozzdadasaval, igy homogén szerkezetli nanogélt hozva létre

3.2.2. Fizikai-kémiai vizsgalatok
3.2.2.1. Részecskeméret meghatarozas
A részecskeméret elemzéshez Malvern Zetasizer Nano ZSP (Malvern Panalytical; Malvern,

Egyesilt Kiralysag) készlléket hasznaltunk, hogy kimutassuk, hogy a tapinarof-tartalmd nanogélek

gélképzOdés utan sem veszitik el stabil részecskeméretiiket. Az elemzés eldtt a készitményeket
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1000-szeresere higitottuk tisztitott vizzel a tdbbszords fényszéras elkerliléese és a DLS mérés
pontossaganak biztositasa érdekében. A mintakat 5 percig 25 °C-on egyensulyba hoztuk, majd 3

mérést végeztink, amelyek mindegyike 13 futtatasbdl allt.

3.2.2.2. Reoldgiai jellemzés
Reoldgiai méréseket is elvégeztik a reoldgiai tulajdonsagok meghatérozasa érdekében

RheolabQC rot&cids reométer (Anton Paar, Graz, Ausztria) segitségével. A készitmények
viszkozitas- és folyasgorbéit RheoPlus Rheometer szoftver (32 V3.10 21003407-33024)
segitségével értékeltik ki. A készitmények viszkozitasi gorbéit kontrollalt nyirasi sebességgel
végzett rotacids vizsgalatokkal értékeltiik. 30 g készitményt toltottiink a reométer koncentrikus
hengeres mérdrendszerének csészéjébe. Mind a viszkozitast, mind az folyast minden gél esetében
szobahdmérsékleten (24 °C) és testhdmérsékleten (35 °C) is megmértiik. A nyirdsi sebességet
elészor 0,01 s'-r6l 50 s'-re emeltiik, majd visszacsokkentettiik 0,01 s™'-re a hiszterézis

jelenségének vizsgalata céljabol.

3.2.2.3. Textdra analizis
A kompresszios vizsgélat sordn a nanogélek ellendllasat CT3 Textlra Analizalé késziilék

(Brookfield, Middleboro, MA, USA) segitségével hataroztuk meg. Az elemzéshez a vizsgalt
készitménnyel toltott tégelyt kb. 5,50 cm-rel a textura analizator szondaja ala helyeztik. A mérés
elétt a szondat 1 mm/s sebességgel engedtiik le a minta feliiletére. A textiraelemz6 késziilék a
vizsgélat soran TAS hengeres tipust szondaval (12,7 mm atméréji és 35 mm hosszu) volt
felszerelve. A nyomasvizsgalatot a kovetkezé beallitasi paraméterekkel végeztik el: sebesség (0,50
mm/s), trigger erd (4,0 g) és csucspont (10,0 mm). A nyomasvizsgalatokat szobahdmérsékleten (25
°C) végeztiikk. Az érzékeldre hato erdt a Texture Pro CT szoftver 1.3 verzidjaval (Brookfield
Engineering Laboratories, MA, USA) rogzitettuk. Minden mérést haromszor ismételtiink meg.

Végul meghataroztuk az atlagokat és a szorasokat.

3.2.2.4. In vitro kioldédasi vizsgéalat

A tapinarof in vitro felszabaduldsat a kiilonbozd Osszetételti gélekbdl Franz diffuzios
cella (Teledyne Hanson Research, Chatsworth, CA, USA) segitségével hataroztuk meg. A

cellul6z-acetat membrant az akceptor és a donor fazisok kozé helyeztik. A vizsgalt anyag
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koncentracioprofiljat elore meghatarozott iddpontokban vett mintak alapjan hataroztuk meg.
500 mg tomegli mintdkat helyeztiink mesterséges celluloz-acetdt membranra (0,5 pum
porusméret) donor fazisként, és pH = 5 puffert valasztottam akceptor fazisként a bor pH-janak
imitalasara. A receptor fazist 32 °C-on tartottuk. A membrant a vizsgalat el6tt 15 percig
izopropil-mirisztattal elékezeltik a bor lipofil tulajdonsidganak jellemzése érdekében. A
magneses keverd forgasi sebessége 450 fordulat/perc volt. A mintakat 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150, 180, 240 és 300 perc elteltével vettem a receptor fazisbol. Az analitikai elemzés
spektrofotométerrel tortént. A diffundalt hatbanyag mennyiségét szazalékban fejeztik ki és az

1d6 fiiggvényében abrazoltuk.

3.2.3. Invitro sejtes vizsgalatok
3.2.3.1. Monokultaras vizsgalatok

32311 Sejtéletképessegi vizsgalat HaCaT sejteken
A SNEDDS-ekhez hasznélt segédanyagok és hatdéanyagok biztonsagossagat MTT-teszttel

vizsgaltuk meg. A citotoxicitds igazolasara HaCaT sejtvonalakon végeztink a sejt életképesség
vizsgalatot. A sejteket 96-lyuku plate-re szélesztettiink 10.000 sejt/lyuk siiriiséggel a kisérlet
elvégzéséhez. 7 napig novekedni hagytuk oOket, hogy teljesen benépesitsék a lyuk membranjat.
Eltavolitottuk a médiumot a sejtek felszinérél, majd PBS-sel torténd mosas utan 200 pl/lyuk
mintaoldatot vittink fel a sejtekre. Ezt a rovid tdvl vizsgalatoknal 30 perces, mig hosszutavu
vizsgalatok esetében 24 oras inkubacio kovette. Ezt kovetden a mintdkat eltavolitottuk, és 5 mg/ml
at inkubaltuk 37°C-on. Az életképes sejtek a sarga, vizoldékony tetraz6lium-bromidot lila formazan
kristalyokka alakitjak. Az inkubalas végén a formazan csapadékot s6savas izopropanolban (25:1)
oldottam fel. Ezutdn a mintak abszorbancidjat spektrofotométerrel (Fluostar Optima) hataroztuk
meg. Az eredmény egyenesen aranyos az életképes sejtek szdmaval.

32312 Sebgyogyulasi vizsgalat fibroblaszt sejteken

A fibroblaszt sejteket 10.000 sejt/lyuk stirtiséggel szélesztettiik 12 lyuku kamraba
(Thermo SC NUNC, Roskilde, Dania). A konfluens monorétegeket 0,5% FBS-t tartalmazo
DMEM-ben 2 6ran at szinkronizaltuk. Egy standard 200 plL-es pipettahegy segitségével 500—
800 um széles csikot tavolitottunk el a sejtekbdl a lyukban. A sebkultirat PBS-sel mostuk, hogy
eltavolitsuk a nem letapadd, felesleges sejteket. Majd a monorétegeket a szabad tapinaroffal,

vagy az ures gélekkel, vagy a tapinarofot tartalmazo gélekkel (5, 10, 20, 40 ug/ml) kezeltik. A
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sebterlletet 0 és 24 ora elteltével optikai mikroszkoppal (Axiovert, ZEISS, Jena, Németorszag)

megfigyeltik és lefényképeztik.

3.2.3.2. Ko-kulturés vizsgélatok

32321 Valos idejii sejtanalizis (RTCA)

= sz

kordbban Varadi és munkatarsai hataroztak meg. A kisérlet célja az volt, hogy meghatarozzuk a
tapinarofot tartalmaz6 nanogélek optimalis koncentricidjat, amelyet tovéabbi Kkisérletekhez
hasznalhatunk. A tesztmintak sejtproliferaciora gyakorolt hatasat, imikimod jelenlétében és
hianyaban egyarant, az XCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) segitségével kdvettik
monitorozasat. A teszt sordn az E-plate 16-lyuk( lemezt alkalmaztunk, mely arany
mikroelektrddakkal van bevonva az elektromos impedancia méréséhez. Az E-plate lemezbe 10.000
HaCaT sejtet vetettiink lyukanként. Hat dra elteltével, a sejtek megtapadasat kovetéen, 1000 THP-
1 sejtet adtunk minden lyukhoz a ko-kulttra kialakitasa érdekében. A sejteket 37 °C-on, 5% CO»-t
tartalmazé inkubatorban tenyésztettlik. 24 ora elteltével a sejteket tapinarof, tapinarof-tartalmd
nanogeélek, illetve az Ures nanogélek sorozatos higitasaival kezeltiik (0,1 uM, 1 pM és 10 pM).
Negativ kontrollként tenyésztokozeget alkalmaztunk, mig pozitiv kontrollként imikimodot
tartalmazé tenyésztokozeget hasznaltunk. A sejtszaporodast 96 6ran keresztil kovettiik nyomon, az
adatok rogzitése 30 percenként tortént. Az eredményeket a RTCA szoftver altal szamitott

normalizalt sejtindex értékekként fejeztik Ki.

3.2.3.2.2 Sebgydgyulasi vizsgalat ko-kultira modellen

In vitro sebgydgyulasi vizsgalatot végeztiink a sejtek proliferacidjanak és migracidjanak
értékelésére a ko-kultira modellben. A karcolds létrehozdsahoz egy 24-lyukd lemezt
alkalmaztunk, amely sebképzd betétekkel (0,5 mm szélesség) volt ellatva. HaCaT sejteket
vetettiink be az egyes betétek két rekeszébe 280.000 sejt/iireg striiséggel, igy 140.000
sejt/rekesz stirtiséggel. A THP-1 sejteket 6 ora elteltével 28.000 sejt/iireg stiriséggel adtuk
hozza. A kezelés teljes id6tartama alatt DMEM taptalajt alkalmaztunk. A ko-kultarat 37 °C-on
inkubaltuk, 24 6ra elteltével a betéteket Gvatosan eltavolitottuk a karcolasi tertilet kialakitasa
érdekében. A nem tapadd THP-1 sejtek megdrzése érdekében a kezelés eldtt nem végeztiink
mosasi lépést (pl. PBS-sel). Ezt kovetden a sejteket 10 uM tapinaroffal imikimod jelenlétében
vagy anelkil, 10 uM tapinarofot tartalmazé nanogéllel imikimod jelenlétében vagy anélkiil,

valamint 10 uM hat6anyagot nem tartalmazo nanogéllel kezeltiik. A karcolasi tertletet 0, 6, 12
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és 24 oranal fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk és dokumentaltuk.

A kisérletet 24 dra elteltével lezartuk. A lyukakat PBS-sel mostuk, majd a sejteket fixalo
oldattal 15 percig rogzitettilk szobahémérsékleten. Egy masodik PBS-es mosast kovetden a
sejteket Trypan Blue festékkel festettiik 15 percig szobahdémérsékleten. A képeket Zeiss
Axioscope Al mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Németorszag) keszitettik.

A sejtek migracids sebességét a felvett képek alapjan, az i1d6 fliggvényében mért
részarddas mennyiségi meghatarozasaval allapitottuk meg. A végsd ponton (24 6ra) mért
karcolasi terliletet dsszehasonlitottuk a kezdeti karcolas teriletével (0 6ra), és a migracios

sebességet a részarodas szazalékos aranyaként szamitottuk Kki.

3.2.3.2.3 ELISA vizsgalatok
ELISA vizsgalatokat szintén végeztiink a HaCaT—THP-1 ko-kultira modellen. A kisérlethez

egy 12-lyuktt Transwell rendszert hasznaltunk, amely 0,4 pm poérusméretli, permedbilis
polikarbonat membréannal rendelkezett. A bazalis kamraba 1500 uL. DMEM kertlt, mig a HaCaT
sejteket az apikalis kamraba vetettiik 300.000 sejt/lyuk stiriségben.

6 ora elteltével THP-1 sejteket is hozzéadtunk az apikélis kamrahoz 30.000 sejt/lyuk
stiriséggel, hogy létrehozzuk a ko-kultdrat. A sejteket 37 °C-on 3 napig inkubaltuk, hogy
megkozelitsék a 100%-os konfluenciat. Majd a kovetkez6 formulaciokkal kezeltik: 10 UM
tapinarof imikimod jelenlétében vagy anélkil, valamint 10 uM tapinarofot tartalmaz6 nanogél
imikimod jelenlétében vagy anélkiil. Negativ kontrollként kezeletlen tenyésztékozeget
alkalmaztunk, mig pozitiv kontrollként 1 uM imikimodot hasznaltunk. 24 O6ras kezelés utan
mintakat gyijtottiink az apikalis kamrabol. A TNF-o, IFN-y, IL-17A és IL-23 koncentrécidjat a
felliluszokbol, ELISA kitek segitségével hataroztuk meg a gyartd utasitésai szerint.

3.23.24 Génexpresszio mérése qPCR-rel

A gPCR vizsgalathoz lyukanként 500.000 HaCaT sejtet vetettiink 12-lyuki lemezekbe.
Miutan a sejtek 6 oran keresztiil 37 °C-on megtapadtak, minden lyukhoz 50.000 THP-1 sejtet
adtunk 5% CO--t tartalmaz6 inkubatorban térténé inkubalas mellett. A ko-kultirakat azonos
korilmények kozott 72 oran keresztil tartottuk fenn. Harom nap elteltével a sejteket 1 uM
imikimoddal, 10 uM tapinarofot tartalmazé nanogéllel, 10 uM tapinaroffal, illetve ezek
kombinéacidjaval kezeltik.

A 24 oras kezelés utan Osszegyiijtottik a nem adheziv THP-1 sejteket tartalmazo
tenyésztOkozeget. A sejtszuszpenziot centrifugaltuk, majd a feliiluszot eltavolitottuk, a

sejtpelletet pedig PBS oldattal mostuk. Ezzel egy idoben a lemezen maradt letapadt HaCaT
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sejteket is PBS-sel mostuk. Ezt kovetéen 1 ml TRIzol reagenst (Invitrogen, Cat. No. 15596026)
adtunk kozvetlenll minden lyukhoz a letapadt sejtek lizisehez. A THP-1 sejtpelletet a TRIzol
lizdtumban reszuszpendaltuk, majd az egyesitett mintdkat 1,5 ml-es RNA&z-mentes
mikrocentrifuga csovekbe (Eppendorf, Invitrogen, Cat. No. F23488) helyeztik a teljes RNS
izolalasdhoz. A sejtlizist kovetden kloroformot adtunk a mintdkhoz a féazisszétvalasztas
érdekében, majd intenziv vortexelés utan a mintakat maximalis fordulatszamon 4 °C-on 15
percig centrifugaltuk. A felsé fazist ovatosan eltavolitottuk és izopropil-alkohollal kevertiik
Ossze. Ezt kovetden ismét centrifugdltuk a mintdkat maximalis fordulatszamon 4 °C-on 10
percig. Majd eltavolitottuk a feluluszét, és az RNS-pelletet 70%-o0s etanollal mostuk. Az
ismételt centrifugalast kovetéen (maximalis fordulatszamon, 4 °C-on, 5 percig) a felluszot
eltavolitottuk, a pelletet megszaritottuk, végil RNaz-mentes vizben oldottuk fel. Az RNS-
koncentraciokat NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific)
hataroztuk meg, valamint az RNS mindségét az ND-1000 Software VV3.3.0 szoftver segitsegevel
elemeztik.

A komplementer DNS (cDNS) szintéziséhez TagMan Reverse Transcription Reagent
Kit készletet (Applied Biosystems, USA) alkalmaztunk a gyarto utasitdsainak megfelelden.

A Tnf-a, Ifn-y, 11-17a és 11-23 génexpresszios szintjeit PrimePCR SYBR Green Assays
alkalmazésaval vizsgaltuk a gyarto6 utasitasai szerint. Endogén kontrollként a human GAPDH-
t hasznéltuk. A relativ génexpresszios szinteket kvantitativ valos idejit PCR-rel hataroztuk meg
a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System készulék (Bio-Rad) segitségevel. A PCR
program a kovetkez 1épésekbdl allt: 95 °C-on 2 perc, majd 40 ciklus 95 °C-on 5 masodpercig
és 60 °C-on 30 masodpercig. Minden mérést haromszor végeztink el. A normalizalt

génexpressziot a AACt modszerrel szamitottuk ki.

3.23.25 NF-kB transzlokécio

Az NF-xB jelatviteli ut aktivacidjanak vizsgalatdhoz a p65 alegység nuklearis
transzlokacidjat immunfluoreszcens festéssel elemeztik a THP-1 sejtekben. A sejtek lemezre
torténo felvitele elétt steril liveg fedlemezeket helyeztiink a 16-lyuku lemez liregeibe. A THP-
1 sejteket RPMI 1640 tapkdzegben szuszpendaltuk, és 20 ml sejtszuszpenziéhoz 2 pl 100 ng/ml
PMA oldatot adtunk a differencialodés indukaldsa érdekében, mivel a PMA-kezelés elésegiti a
THP-1 monocitdk makrofagszeri, adheziv sejtekké torténd differencidlodasat, ami megkonnyiti
a sejtek rogzitését és a megbizhato immunfluoreszcens analizist. Végul 50.000 sejt/lyuk
stiriségben vetettiik a sejteket. Ezt kdvetéen 30 6ran at 37 °C-on, 5% CO.-tartalmi Iégkdrben

inkubaltuk 6ket. Az inkubdalas utan a PMA-tartalmu téptalajt eltavolitottuk, és PMA-mentes
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RPMI 1640 tenyésztokozegre cseréltiik. A sejteket tovabbi 24 6rédn &t azonos koriilmények
kozott inkubaltuk. Ezutan a taptalajt eltavolitottuk és friss RPMI 1640 kdzeggel helyettesitettiik,
majd a sejteket 10 uM tapinarof-tartalmd nanogéllel, 10 uM tapinaroffal és 10 uM tapinaroffal
kezeltik meg. 24 Orés kezelés utdn 1 pM imikimodot adtunk a t&ptalajhoz a gyulladas
indukalasa érdekében, majd a sejteket tovabbi 1 6ran keresztll inkubaltuk. Ezutan a sejteket
kétszer mostuk 500 pl PBS-sel. A sejtek rogzitéset 4% PFA oldattal végeztik 15 percig
szobahOmérsékleten. A permeabilizaciot 0,1% Triton X-100 oldattal végeztiik, hogy
megkonnyitsilk az antitestek hozzaférését a sejtmaghoz. A nem specifikus kotddések
blokkolasara 5%-0s FBS oldatot alkalmaztunk. A sejteket ezutan 1 6ran at Alexa-Fluor 488
konjugéalt NF-xBp65 (F-6) antitesttel (Cat. No. sc-8008 AF488) (2 ug/ml) inkubaltuk, majd
haromszor mostuk PBS-sel. A sejtmag festését 1:10.000 higitasi magfestékkel végeztik 10
percig, majd eltavolitottuk a festéket, végll még kétszer mostuk PBS-sel. Végezetill, az liveg
feddlemezeket targylemezekre rogzitettik.

A fluoreszcens képalkotast Zeiss Axioscope Al fluoreszcens mikroszkdppal (Carl Zeiss
AG, Jena, Németorszag) és Zeiss Immersol™ 518F immerszios olajjal (Cat. No. 201006)
végeztik. A képelemzést ZEN 2012 szoftverrel (v3.8.99.07000, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Gottingen, Németorszag) végeztik.
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4. Eredmények
4.1.  Fizikai-kémiai vizsgalatok
4.1.1. Részecskeméret meghatarozas

Meghataroztuk mindket osszetétel részecskemeretének es polidiszperzitasi indexének
eloszlasat. A dinamikus fényszérasos (DLS) mérések alapjan mindkét kompozicié a nanoméretii
tartoményban van. Ennek clérése érdekében a géleket gélesedés elétt manualis ultrahangos
kezelésnek vetettlik ala. A nanogél I1. esetében 50%-0s amplitido 2 percig térténd alkalmazasa volt
elegend6 a kivant nanoméret eléréséhez, amely a gélesedés utan is megmaradt. A nanogél I. esetében
ez az id6 nem volt elegendd. Emiatt az id6t 3 percre noveltlk, ami mar nanoméretii géleket

eredmeényezett. Ezenfelll minden formulécid polidiszperzitési indexe alacsony értékeket mutatott.

4.1.2. Reoldgiai vizsgélatok

A reoldgiai tulajdonsdgokat annak meghatarozasa celjabol vizsgaltuk, hogy melyik
készitmény a legalkalmasabb helyi alkalmazasra, mivel a viszkozitds jelentdsen befolyasolja a
félszilard formulak kenhetdségét, valamint a beépitett hatéanyagok bioldgiai hozzaférhetdségét is.
A készitmények reoldgiai viselkedésének jellemzésére a viszkozitds és a folyas valtozasat
hasznaltuk, amelyet a nyiréasi sebesség fliggvényében vizsgaltuk. Az eredmények szerint a gélek
viszkozitdsa a mechanikai hatds (nyirasi sebesség) nagysagatol és idejétdl fiigg. Kezdetben a
viszkozitds magas, majd a nyirdsi sebesseég novekedésével fokozatosan csdkken, ami
pszeudoplasztikus viselkedésre utal. A nyirofesziiltség ndvekedése minden esetben ndvekvd nyirasi
Tovabba a gorbek egyértelmiien mutatjak, hogy a nanogél 1. nagyobb viszkozitassal €s meredekebb
folyasgorbével rendelkezik, mint a nanogél 11. A 24 °C-on végzett mérések valamivel magasabb
viszkozitasi értékeket mutattak, mint a 35 °C-on mért eredmények. Tehat készitmények viszkozitasa
a homérséklet novekedésével csokken. A kisérlet soran a nyirasi sebességet eldszor noveltiik, majd
csokkentettik a hiszterézis jelenségének vizsgalata céljabol. A felfelé és lefelé mutatd gorbék
gyakorlatilag egybeesnek, tehat a kisérleti koriilmények kézott nem volt jellemzd hiszterézis. A
vizsgélt mintdk belsé szerkezete nyirofesziiltség hatdsdra nem mutatott maradand6 valtozast.
Hiszterézis hidnyaban a gélek kevésbé tixotrop viselkedése azt tiikrozte, hogy a nyirderd eltavolitasa

utan képesek voltak visszanyerni eredeti szerkezetiiket.
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4.1.3. Textura analizis

A vizsgalt formulacidkat texturaanalizisnek is alavetettiik. Az eredmények alapjan a mintak
nem mutattak ellendllast.  Mindkét gél konzisztencidja megfelelének  bizonyult
gyégyszerformuldlasi szempontbdl, mivel az alacsony konzisztencia el6segiti a hatéanyag
felszabadulasat. Az alacsony mechanikai ellenallas kedvezo tulajdonsag a béron torténd alkalmazas

szempontjabol.

4.1.4. Invitro kioldodasi vizsgéalat

A formulaciok diffazios profiljat egy izopropil-mirisztattal impregnalt celluldz-acetét
membranon keresztll vizsgaltuk. A membranon atjutott tapinarof atlagos kumulativ szazalékos
aranyat az id6 fliggvényében hataroztuk meg. A permeacios vizsgalatok alapjan megéallapithato,
hogy a hatéanyag azonnal elkezdett felszabadulni, és az oldodasi gorbe folyamatos emelkedést
mutatott. Az eredmények alapjan a nanogél 1. jobb teljesitményt mutatott a masik formuléciéhoz
képest: 5 oOra elteltével a tapinarof 81%-a jutott 4t a membranon, ami jelentésen magasabb, mint a
nanogél I. esetében megfigyelt 52%. Ezen kiviil a nanogél II. fluxusa 0,1935 mg/cm*-h™! volt, mig
a nanogél L. fluxusa alacsonyabb, 0,1255 mg/cm?-h™"' értéket mutatott. A kinetikai modellek szerinti
illeszkedéshez tartozo korrelacios egytitthatok a nulladrendli és elsérendli modellek esetében
kerliltek meghatarozasra. Az 1-hez kozelebb es6 korrelacios egyiitthatok (R? értékek) jobb
illeszkedést jeleznek az adott modellhez. Az eredmények alapjan mindkét gél jol jellemezhet6 a

null- és els6rendl kinetikai modellekkel.

4.2. 1Invitro sejtes vizsgalatok
4.2.1. Monokultaras vizsgalatok

4.2.1.1. Sejtéletképessegi vizsgalat HaCaT sejteken

A citotoxicitasi vizsgalatokat minden esetben HaCaT sejteken végeztik. A kisérletet a
készitmény kiilonb6z0 segédanyagaival végeztiik, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy azok nem
toxikusak a sejtekre. A Kkisérletben a Labrafil M-et, a Transcutol HP-t és a Tween 80-at vizsgaltuk,
amelyeket kiillonb6z6 koncentraciokban oldottunk PBS-ben. Ezen kivil a hatéanyagot és a nanogél
formulécidkat tapinaroffal és anélkil 9%-os NaCl oldatban oldottuk fel kiilonb6z6 koncentracidban.
A vizsgalat soran pozitiv kontrollként a Triton-X 100-at, negativ kontrollként pedig a PBS-t
valasztottuk. A sejtek életképességét a negativ kontrollhoz viszonyitva, szazalékos formaban
fejeztiik Ki.
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A vizsgalatok eredményei alapjan csak a Tween 80 nem bizonyult biztonsagosnak az
alkalmazott koncentraciokban. Mivel azonban elGsegitik a hatéanyag felszabadulasat és jobb
penetraciojat, hasznalatuk megfontoland6. A tovabbi vizsgalati mintdk biztonsdgosnak és nem
toxikusnak bizonyult, mivel a sejtek életképességének értékei minden esetben 70% felett voltak. A
tapinarof €s a kiilonb6z6 nanogélek HaCaT sejtek ¢életképességére gyakorolt hatasat rovid tava (30
perces inkubacios 1d6) és hosszu tava (24 oras inkubacios id6) vizsgalatokkal is elemeztik. A révid
tdvl vizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy az 0Osszes készitmény, beleértve a tapinarofot
onmagaban, nem volt toxikus a HaCaT sejtekre. A hosszl tavu értékelések sordn hasonlé értékeket
kaptunk. Egyes kombinaciok esetén azonban 24 6ras inkubaciot kovetéen az életképesség enyhe
csokkenése volt megfigyelhetd. Osszességében mindkét vizsgilat azt mutatja, hogy a tapinarof és a

nanogeél formulécidk biztonsadgosan alkalmazhatok HaCaT sejteken.

42.1.2. Sebgydgyulasi vizsgalat fibroblaszt sejteken

A tapinarof-tartalmi nanogélek fibroblaszt sejtkulturaban torténé migraciora gyakorolt
hatasat karcolasos sebgyogyulasi teszttel vizsgaltuk. 40 pg/ml koncentréacié alkalmazéasa mellett, 24
Orés kezelés utan értékeltlik a karcolas zarodasanak mértékét. A vizsgalt hatéanyagot tartalmazo és
nem tartalmaz6 formulacidk hatasat a szabad tapinaroffal kapott zar6dasi aranyhoz viszonyitva
értékeltuk. A nanogél 11.-vel kezelt sejteknél kevesebb fibroblaszt volt a karcolas terlletén bell,
mint az Ures nanogéllel kezelt sejteknél. Az Uires készitmények esetében a karcolds terliletének teljes
zarddasa volt megfigyelheté. A hatdéanyaggal toltott nanogél I. hatdsara a fibroblaszt sejtkultiraban
szintén megfigyelhetd volt a sejtek zarddasa 24 o6ran beliil. Roviden, az eredmények arra utalnak,
hogy a tapinarof beépitése a nanogélbe Il.-be néveli annak antiproliferativ és antimigracios

aktivitasat.

4.2.2. Ko-kulturas vizsgalatok

4.2.2.1. Valos ideji sejtanalizis (RTCA)

A tapinarof és a nanogél-alapu adagoldrendszerek potencialis pikkelysomor elleni hatasat
valos idejt sejtelemzéssel ertékeltem a ko-kultdra modellen. Az IMQ Altal indukélt gyulladésos
kornyezet fokozott sejtszaporodast eredményezett, dsszhangban a szakirodalomban kordbban
leirtakkal. Maga a szabad tapinarof mérsékelten csokkentette az IMQ altal kivaltott proliferaciot,
ami gyulladascsokkenté hatasara utal. Mindkét tapinarof-tartalmd nanogel-keszitmény
hatékonyabban csdkkentette a sejtproliferacios indexet, mint a szabad hatéanyag, kilénésen IMQ

jelenlétében. A tapinarof a nanogél formulaciokkal kombinalva dozisfiiggé modon mérsékelte az
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IMQ altal kivaltott sejtproliferaciot. A kisérlet eredményei szerint nanogel 1. is jelent6sen
csokkentette az IMQ altal kivaltott proliferaciot, de a Il. szamU nanogél készitmény erételjesebb
hatast mutatott. Az RTCA-eredmények alapjan a 10 uM-es tapinarof és a tapinarofot tartalmazo
nanogélek mutattak a legjelentésebb bioldgiai hatast, ezért ezt a koncentraciot alkalmaztam a

késobbi vizsgalatokban.

4.2.2.2. Sebgydgyulasi vizsgalat ko-kultira modellen

A sejmigréciét in vitro sebgydgyulési vizsgalattal értékeltem a ko-kultira modellben. A
kezeletlen (kontroll) mintakban a sejtvandorlas a vartnak megfelel6en zajlott. Teljes sebzarodas volt
megfigyelheté az IMQ-val kezelt mintakban is, mivel az IMQ fokozza a keratinocitak szaporodasat.
Az Ures nanogélek kezelése nem befolydsolta a sebzarodast, ami tovdbb erdsiti azok
biokompatibilitasat. A szabad tapinarof mérsékelten lassitotta a sejtek szaporodasat, mig a
hatéanyagot tartalmaz6 nanogél I. IMQ hianyaban szintén csokkentette a sebzarddas sebessegét.
Ugyanakkor a legerdteljesebb antimigracios hatést a tapinarofot tartalmazd nanogél 1I. formulacio
esetében figyeltem meg. Erdekes modon a tapinarof mind szabad formajaban, mind a nanogélekbe
beépitve erbteljesebben gatolta a sejtvandorlast gyulladasos mikrokérnyezetben (IMQ jelenlétében),
mint fizioldgias korulmények kozott. Osszességében a hatdanyaggal toltétt 11. szamd nanogél
bizonyult a leghatékonyabbnak a rendellenes keratinocita-migracio csokkentésében, ezaltal

igéretesnek bizonyul a gyulladasos sejtvalasz modulalasaban.

4.2.2.3. ELISA vizsgéalatok
A proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IFN-y, IL-17A és IL-23) szintjét ELISA

modszerrel hataroztam meg a HaCaT-THP-1 ko-kultdrds modellben. Az IMQ-kezelés a
kontrollcsoporthoz képest szignifikdnsan novelte az 0sszes vizsgalt citokin szekrécidjat, ami
megerdsitette a gyulladdsos valasz sikeres kivaltasat. A tapinarof Onmagaban és nanogél
készitményekben is gyulladascsokkenté hatdst mutatott. A hatéanyagot tartalmazé nanogél
készitmenyek viszont hatékonyabbnak bizonyultak, mint a szabad hatéanyag. A gyulladasos
mikrokornyezetben a szabad tapinarof mérsékelten csokkentette az 1L-23 szekrécidjat, és nem
mutatott gatl6 hatast més citokinekre, s6t, egyes esetekben magasabb citokinszinteket
eredmeényezett, mint az IMQ-kezelés 6nmagaban. IMQ jelenlétében a tapinarof-tartalmu nanogel |.
csokkentette a TNF-a és az IL-23 szintjét, enyhén csokkentette az IL-17A szekréciojat, mig az IFN-
v szintjében nem volt megfigyelhetd 1ényeges valtozas. A legerdsebb gyulladdscsokkentd hatast az
hatéanyag-tartalmd nanogél 1l. kezelés mutatta, amely valamennyi vizsgalt citokin szintjét

csokkentette, beleértve az IL-23-at is. Bar az IL-17A és IL-23 génexpressziojdban nem volt
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kimutathato valtozas qPCR-rel, az ELISA jelentds modulaciot mutatott ki fehérjeszinten. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a tapinarof-tartalmd nanogélek hatékonyan csokkentik az IMQ éltal

kivaltott gyulladasos citokintermelést ebben az in vitro ko-kultira modellben.

4.2.2.4. Génexpresszio mérése qPCR-rel
A Tnf-a, Ifn-y, II-17a és 11-23 gének expresszidjat gPCR mddszerrel hatdroztam meg. A Tnf-

a gén expresszidja az IMQ-val kezelt mintdkban a kontrollcsoporthoz képest megndvekedett, ami
megerdsitette a gyulladasos valasz sikeres kivaltasat. A tapinarofot tartalmazo nanogél 1. fejtette Ki
a leghatékonyabb gyulladascsokkent6 hatast IMQ jelenlétében, mivel jelentdsen csokkentette az
IMQ éltal kivaltott Tnf-a expressziét. A szabad tapinarof és tapinarofot tartalmaz6 nanogél I1.
szintén csokkentette a Tnf-a szintjét, bar a nanogeél 1. hatasa bizonyult a leghatékonyabbnak. Az 1fn-
y génexpresszio enyhe novekedést mutatott IMQ hatdsara. A szabad tapinarof és a tapinarofot
tartalmazo nanogélekkel végzett kezelés az IMQ jelenlétében az Ifn-y expresszio enyhe csokkenését
eredményezte. Osszességében az Ifn-y gén expresszidja a kisérleti korilmények kozott stabil
maradt. Az II-17a és az 11-23 mRNS-expresszidja 24 6ras kezelés utan minden Kisérleti csoportban
a kimutatasi hatar alatt maradt. Sem az IMQ-stimulacio, sem a tapinarof, sem a tapinarofot
tartalmazo6 nanogélek nem valtottak ki mérhet6 transzkripcios valtozasokat az I1-17a vagy az 11-23
esetében a HaCaT—THP-1 ko-kultdra modellben. Ezek az eredmények eltérnek az ELISA-val mért
citokinszint-valtozasoktol, ami arra utal, hogy a citokinszekréci6 és a génexpresszid nem allt

kdzvetlen 6sszefliggésben az alkalmazott Kisérleti korilmények kozott.

4.2.2.5. NF-kB transzlokacio
Az NF-«B jelatviteli utvonal aktivacigjat immunfluoreszcens festéssel vizsgaltam THP-1

crer

= sz

csokkenését eredményezte, mig a tapinarofot tartalmazo nanogél I. mérsékelt gatlé hatast mutatott.
A leghatékonyabb IMQ-indukalt p65 sejtmagba vald lokalizaciot a hatdanyag-tartalmi nanogél 11.-
nél figyelték meg, ami a szabad tapinarofhoz és a tapinarofot tartalmazo nanogél 1.-hez képest az

NF-xB aktivacio erételjesebb gatlasat jelzi.
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5.

5

Megbeszélés

1. Akészitményfejlesztés és a gyogyszerforma vizsgalatok értékelése

Kisérletes munkdm els¢ szakaszaban a géleket tobbféle szempontbdl vizsgaltuk,
beleértve az sejtéletképességi vizsgalatot és a részecskemeéret meghatarozast. A formulaciok
nanoméretet dinamikus fényszdrasos modszerrel igazoltuk. A mérések alapjan mindkét
Osszetétel a gélképzOodést kovetden is a nanoméret-tartomanyban maradt.

A készitmenyeket reoldgia és textura analizisnek is aldvetettik, mivel ezek a
paraméterek kozvetlentl &sszefiggenek a készitmények osszetételével, ezéltal a
konzisztenciaval és a stabilitassal is. Kulondsen a viszkozitas és a nyirofesziltség homérséklet-
és nyirasi sebességfiiggd valtozasa befolyasolja a hatéanyag-leadast, ezaltal a béron keresztili
penetraciot is.

A reoldgiai mérések azt mutattak, hogy mindkét gél viszkozitasa csokkent a hdmérséklet
emelkedésével: 35 °C-on a viszkozitas kissé alacsonyabb volt, mint szobahdmérsékleten.
Hasonl6é eredményekrdl szamolt be Zeynep Ay Senyigit és munkatarsai, akik karbopol 934
alapl gélekben figyeltek meg pszeudoplasztikus viselkedést a mupirocin dermalis
alkalmazasahoz. Rajinikanth és tarsai masik vizsgalatukban szintén nyirasra higul6 viselkedést
mutattak ki karbopol 934 alapu gélek esetén. Giuseppe és tarsai munkaja tovabb erésiti ezeket
az eredményeket, miszerint a karbopolt tartalmaz6 gélek viszkozitasa a homérséklet
emelkedésével csokken.

A viszkozitas csokkenésének kovetkezményeként testhdmérsékleten a gél konnyebben
folyik, ami gyorsabb hatéanyag-leadashoz vezethet. A nanogél Il. viszkozitdsa kisse
alacsonyabb volt, ami arra utal, hogy ez a formulécié gyorsabb hatéanyag-felszabadulasra
képes. Az alacsonyabb viszkozitas azt is jelenti, hogy testhémérsékleten a nanogel kdnnyebben
kenhetd, ami megkonnyiti a bérre valo felvitelt.

A textlraanalizis alapjan a két formulacio kdzott nem volt kimutathatd szignifikéans
eltérés a kompresszids erd tekintetében. A nanogél I. koriilbeliil 65 Nm atlagos kompresszids
er6t mutatott, mig a nanogél 1l. kissé alacsonyabbat, kortlbelil 60 Nm-t. A vizsgalt mintak nem
mutattak ellenallast, igy allaguk megfelelének bizonyult gélalapu gyogyszerformakhoz, ami
hozz4jarulhat a betegek jobb egyiittmiikodéséhez.

Az in vitro hatoanyag-leadasi vizsgalatok sordn megfigyeltik, hogy a nanogél II.
gyorsabb és magasabb mértékii tapinarof felszabadulast mutatott az id6 elérehaladtaval. 11 perc
elteltével a felszabadult tapinarof mennyisége megkdzelitette a 14%-ot, mig a nanogél 1.

mérsékeltebb felszabadulast mutatott, korilbelll 8%-ot. Mindkét formulacio stabil maradt a
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kisérlet soran, azonban a két nanogél kozotti kiilonbség egyértelmiien megmutatkozott a
hatdanyag-leadas sebességében. Ez a kiilonbség valdszinlileg az alkalmazott Osszetevok
eltéréseibdl, illetve a reoldgiai tulajdonsagokbodl ered, amelyek befolyasoljak a béron vald
athatolast. A két gél koziil a nanogél II. jelentdsen jobb felszabadulési profilt mutatott, ami
6sszhangban all a reoldgiai vizsgalatok eredményeivel. Az ilyen gyors felszabadulas killéndsen
elényos lehet, ha a célzott, gyors hatas elérése a cél, mint pikkelysémor esetén.

Munkénk sorén igyekeztiink olyan segédanyagokat valasztani, amelyek elOsegitik a
hat6anyag oldodéasat és felszabadulasat. A szakirodalmi adatok alapjan a nem-ionos feliiletaktiv
anyagok rendelkeznek a legkisebb irritacios potenciallal, ezért ezek hasznalata mellett
dontottiink. A Labrafil M, a Tween 80 és a Transcutol HP egyarant ismert oldoszerek vagy ko-
oldoszerek, amelyeket gyakran alkalmaznak helyi gyogyszerformak penetracidjanak
fokozésara.

Yue Zhang és munkatérsai szerint a tapinarof nagy mértékben oldddik Tween 80-ban és
etanolban. Jasmine Musakhanian leirdsa alapjan a Transcutol HP jelentds mennyiségii hidrofil
¢s lipofil anyagot képes oldani, igy jol alkalmazhaté hidrogélekben is. Ennek megfelelden a
gélformulacidban a tapinarofot ezekben az olddszerekben oldottuk fel.

A hat6anyagot tartalmazé készitmények és a kivalasztott segédanyagok biokompatibilitasat
HaCaT sejtvonalon teszteltiik. A tapinarof ¢és a kiilonb6zd nanogélek sejtéletképességre gyakorolt
hatasat rovid és hosszl tava vizsgalatokkal egyarant jellemeztiik annak érdekében, hogy atfogdbb
képet kapjunk a formuléaciok biokompatibilitasi profiljarol. Az MTT teszt eredményei alapjan a
szabad tapinarof, a nanogél formulacidk, valamint a Labrafil M és a Transcutol HP a vizsgalt
koncentraciotartomanyban megfeleld biokompatibilitdst mutattak. Ezzel szemben a Tween 80
citotoxikus hatast mutatott, igy ez bizonyult az egyetlen vizsgalt komponensnek, amely a sejtek
életképességének csokkenését eredményezte.

Ugyanakkor ezek az eredmények nem egyeznek Farzaneh Forouz és munkatarsainak
megfigyeléseivel, akik szintén MTT teszt segitségével vizsgaltak a Labrafil M és Transcutol
HP toxicitasat. Eredményeik szerint ezek az anyagok ugyan kevésbé voltak toxikusak, mint a
Triton X-100, de nem tekintheték nem toxikus segédanyagoknak farmakologiai vagy
toxikoldgiai ertékelések alapjan.

Kisérletlink soran egyedill a Tween 80 bizonyult toxikusnak. Ezzel szemben a
szakirodalomban szdmos tanulmany céfolja ezt az eredményt. Caroline Maupas és munkatarsai
példaul lipid nanopartikulumokba épitett Tween 80 és mas fellletaktiv anyagok toxicitasat
vizsgaltak, és erds feliiletaktiv anyag-tipusfliggd toxicitast figyeltek meg HaCaT sejtekben.
Azonban nem a Tween 80 bizonyult a legtoxikusabbnak. A fellletaktiv anyagok toxicitasa
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foként amfipatikus szerkezetiiknek tulajdonithat6. Ezzel szemben Maiulle T. Pacheo és
munkatarsai a sucupira olajat tartalmazé nanoemulziokat vizsgaltak, ahol a toxicitast nem a
fellletaktiv anyagoknak, hanem maganak az olajnak tulajdonitottak. Tovabba Katja Steine
és tarsai a Tween 80-at az egyik legb6rbaratabb feluletaktiv anyagként értékelték.
A szakirodalmi adatok szerint a tapinarof rendelkezik antiproliferativ tulajdonsagokkal. Ezt
in vitro sebgydgyulési vizsgalataink is alatamasztottak, ahol a sebzarodas mértéke elsésorban a
sejtmigréciot tukrozi. Mig a klasszikus sebgydgyuldsi modellekben a gyorsabb sebzéarddés
kedvezdnek tekinthetd, a pikkelysomor kontextusaban a fokozott sejtmigracié és proliferacio
mérséklédése potencialisan elényOs hatasnak tekinthet6. A tapinarof 6nmagaban is jobban
akadalyozta sebzarddast 24 éra elteltével, mint az (res gélek. Ezen felul a tapinarofot tartalmazo
nanogeél I. mérsékelten gatolta a sejtmigraciot, mig a hatéanyagot tartalmaz6 nanogél Il. hatasara
lassabb sebzarddas kovetkezett be, vagyis a fibroblasztok migracidja a karcolas teriiletén belil 24
oran belul gatlasra ker(lt. Ez azért lehet kedvez6 a pikkelysomor kezelésében, mivel a betegségre a

keratinocitak fokozott proliferacioja jellemzd.

5.2. Invitro sejtes vizsgalatok eredményeinek értékelése

Kisérletes munkam mésodik szakaszdban a HaCaT-THP-1 ko-kultdra modell
alkalmazésaval kiilonboz6 paraméterek alapjan értékeltiik a tapinarofot tartalmazé nanogéleket.
A nanoformulacidk sejtproliferacio-gatlo hatdsat RTCA és in vitro sebgyogyulasi tesztekkel
vizsgaltuk. Mivel a tapinarof vizsgélatara RTCA mddszer alkalmazasarol nincs rendelkezésre
allé tudomanyos adat, kisérletiink egyediilallonak tekinthetd. A méréseket a hatéanyaggal és
anélkual, gyulladasos (IMQ-indukalt) és nem gyulladasos kornyezetben végeztik. Az
eredmények alapjan mindkét nanogél jelentdsen csokkentette az IMQ 4ltal kivéltott
sejtproliferaciét, mig a szabad tapinarof hatdsa mérsékeltebb volt. A hatéanyagot nem
tartalmazd nanogélek nem fokoztdk a sejtszaporodast. Minden minta esetében a 10 pM-es
tapinarof-koncentracio bizonyult a leghatékonyabbnak, igy a tovabbiakban a kisérleteket ezzel
a dozissal folytattuk.

Az in vitro sebgydgyulési vizsgélat sordn a 10 pM-es tapinarof-koncentracié eltérd
migracios profilt eredmeényezett, mint a human dermalis fibroblasztokon végzett korabbi
kisérletiinkben, ahol a hatéanyagot 40 uM-es dozisban, gyulladasos stimulus nélkdl teszteltik.
A gyulladasos keratinocita-makrofag modellben az IMQ fokozta a sejtek kozotti rés
bezéarddasat, de a tapinarofot tartalmazo kezelések jelentdsen lassitottdk ezt a folyamatot. A
kétfele nanogel kozil a Il. tipust nanogél kedvez6bb tendenciat mutatott, mint az 1. tipusd. Az

IMQ jelenlétében azonban minden kezelés jelentésen lelassitotta a sejtek kozotti rés
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bezarddasat a szabad hatdanyaghoz képest. Ez a tulajdonsag kiilondsen elényds lehet olyan
korképekben, mint a pikkelysomaor, amelyek hiperproliferacioval és gyulladassal jarnak, és ahol
a terapia célja a rendellenes keratinocita-proliferacié csdkkentése.

Az ELISA vizsgalatokat végeztiuk annak értekelésére, hogy a tapinarofot tartalmazo
nanogél készitmenyek milyen hatast gyakorolnak a szabad tapinarofhoz képest a
kulcsfontossagu proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IFN-y, IL-17A és IL-23) szekrécidjara
a HaCaT-THP-1 ko-kultdra modellben. Eredmeényeink azt mutattdk, hogy a tapinarofot
tartalmazd nanogélek kifejezettebb citokinszint-csokkenést eredményeztek, mint a szabad
hatéanyag. A nanogel 1. gyulladasos korilmeények kdzott csokkentette a TNF-a és az 1L-23
leghatékonyabb gyulladascsokkentd profilt, mivel szamottevé mértékben csokkentette mind a
négy vizsgalt citokin szintjét. Ezzel szemben a szabad tapinarof csak mérsékelt IL-23
csokkenést eredményezett, és nem volt kimutathatd gatld hatdsa a tobbi citokinre. S6t, egyes
esetekben az IMQ jelenlétében a citokinszintek emelkedése volt megfigyelhetd.

Ezek az eredmények Osszhangban allnak a tapinarof gyulladdscsokkentd hatéasait
igazold kordbbi tanulményokkal. Smith és munkatarsai megfigyelték, hogy a hatdanyag
csokkentette a gyulladasos citokinek expresszidjat és javitotta a bér barrierjét. Mind az ELISA,
mind a qPCR vizsgalatok az IL-17A, IL-17F, IL-22 és IL-23 szintek csokkenését mutattak,
mely alatamasztja a tapinarof gyulladdscsokkentd hatasat. Hasonlo eredményekrdl szamolt be
Zhao és munkatéarsai, akik ELISA-val mérték az IL-17 termelésének csokkenését a tapinaroffal
kezelt dendritikus sejtekben, és megfigyelték az mRNS-expresszidt is. Bissonnette és
munkatarsai tanulmanyukban egyértelmiien kimutatta, hogy a tapinarof-kezelés csokkentette a
gyulladasos citokinek (IL-17A, 1L-22, 1L-23 és IL-1) szintjét egy pikkelysomoros
egérmodellben. Meg kell azonban jegyezni, hogy ezeknek a tanulmanyoknak a tébbségeét
kiilonb6z6 bioldgiai modelleken végezték, ami korlatozza a kdzvetlen 6sszehasonlithatosagot
a jelen in vitro ko-kultira modellel.

A gPCR analizis részleges eltérést mutatott az ELISA eredményekhez képest. A
tapinarofot tartalmazo készitmények csokkentették a Tnf-o mRNS szintjét a szabad
hatdanyaghoz képest, mig az Ifn-y transzkripcidja a kisérleti csoportokban nagyreszt valtozatlan
maradt, igy ebben a modellben nem volt kimutathatd egyértelmi tapinarothoz kothetd hatas.
Az 1l-17a és az 11-23 mRNS szintek minden mintaban a kimutatasi hatar alatt voltak. Ezaltal a
kisérleti korilmények kozott nem lehet kdzvetlen kovetkeztetést levonni az ELISA-val mért
citokin-szekrécio és a gPCR-rel kimutatott mRNS-expresszié kozott. Ez az eltérés a

transzkripcids és poszttranszkripcios szabalyozas kilonbségeivel, valamint az mRNS és a

23



fehérjeszekrécio kozotti idobeli eltéréssel magyarazhato.

Szamos tanulmany mar rdmutatott erre a jelenségre, hogy az mRNS- és a fehérjeszintek
kozotti eltérés nem ritka. A fehérjeszekréciot nem csupén a transzkripcio, hanem az mRNS
stabilitasa, a transzlacio, a transzlacio utani modosulasok és a fehérje lebomlas is befolyasolja.
Egy masik tanulmany immunsejtekben hasonlitotta 6ssze a mért mRNS-szinteket a
fehérjeszintekkel (proteomika/FACS), és kimutatta, hogy a két mérés kdzott nem mindig all
fenn szoros 0Osszefliggés, sOt bizonyos esetekben jelentOs eltérések is megfigyelhetok.
Eichelbaum és munkatarsai aktivalt makrofagokon végzett iddbeli kinetikai vizsgalatokkal
igazolték, hogy a transzkripcios valaszok gyakran korabban érik el csucspontjukat, mint a
megfeleld fehérjeszint-valtozasok. Vagyis az mRNS-szint gyorsan (gyakran 2—6 dran belul)
tet6zik, majd lecsokken, mig a szekretalt fehérje késleltetve, fokozatosan halmozddik fel.
Tovabbi tanulmanyok szintén megerdsitik, hogy az mRNS-csticsok gyakran joval a mérhetd
extracellularis fehérjefelhalmozodas elétt jelentkeznek.

Osszességében véve az ELISA és a qPCR eredményei kozott megfigyelt eltérés a
leegyszertsitett in vitro ko-kultdra rendszerek ismert korlatjat tiikrozi. Bar a tapinarofot
tartalmazo nanogélek egyértelmiien modulaltak a citokin szekréciét ebben a ko-kultdra
modellben, kizardlag ezekre az adatokra alapozva nem vonhatdk le végleges kdvetkeztetések a
transzkripcids szabalyozasrol vagy specifikus jelatviteli Utvonalak részvételér6l. Mindazonaltal
az ELISA-val megfigyelt, kdvetkezetes citokin-felszabadulas gatlasa alatamasztja a tapinarof-
nanogél készitmények funkcionalis gyulladascsokkentd potencialjat ebben a pikkelysomor-
szerl in vitro modellben.

Az immunfluoreszcens festéssel ertékelt NF-xB p65 alegység intracellularis
lokalizacioja szintén megerdsitette a gyulladascsokkentd hatast. Az imikimod kezelés nuklearis
p65 transzlokaciot indukalt a THP-1 monocitakban. A szabad tapinarof enyhén csékkentette ezt
az aktivaciot. Ezzel szemben a tapinarof-tartalmd nanogel 1. mérsékelt gatlo hatast mutatott, mig
a leghatékonyabb blokkolé hatést a hatéanyag-tartalmu nanogél Il. érte el. Bar a pontos
mechanizmusok nem tisztazottak, az eredmények arra utalnak, hogy a nanogél alapu adagolas
javithatja a tapinarof sejten beliili hozzaférhetdségét.

A szakirodalomban kevés tanulmany vizsgalta kdzvetlenll a tapinarof NF-xB p65
nuklearis transzlokaciojara kifejtett gatlo hatasat gyulladasos allapotban 1év6 keratinocitakban.
A korabbi tanulmanyok féként a tapinarof altal kivaltott citokin-modulaciora és az AhR
aktivaciora Osszpontositottak, de nem allnak rendelkezésre adatok az NF-kB jelatvitelre
gyakorolt kbzvetlen hatasardl. Egy kézelmultbeli tanulmany kimutatta, hogy a tapinarof gatolta

az NF-xB p65 nuklearis transzlokaciojat a részecskeszennyezés altal Kivaltott oxidativ
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stressznek kitett HaCaT keratinocitdkban, potencialisan az AhR/Nrf2 aktivaciojan keresztul.
Ezenkivil Brito és munkatarsai egérmodellben is kimutattdk, hogy a tapinarof-kezelés
csokkenti tobb jelatviteli at, koztik az NF-kB, a JAK/STAT, az ERK/MAPK ¢és az mTOR
aktivitasat, valamint modulalja az IFN-y, az 1L-17/23 és a TNF-a altal kozvetitett jelatvitelt a
bérben. Erdekes modon mas AhR-ligandokrol (pl. indigo) és szerkezetileg rokon polifenol-
vegytiletekrol (pl. rezveratrol) is beszamoltak, hogy gatoljak az NF-«kB transzkripcids aktivitasat.
Ezek az eredmények alatdmasztjdk az AhR-aktivacio és a gyulladasos jelétviteli utvonalak
kozotti kdlesonhatést.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a nanogél-alapi gyogyszerhordozés
javithatja a tapinarof in vitro biologiai hatékonysagat imikimoddal stimulalt HaCaT-THP-1
modellben. A vizsgalt paraméterek alapjan a tapinarofot tartalmazé nanogélek hatékonyabban
csokkentették a gyulladasos valaszokat, mint a szabad hatéanyag. A formulaciok kozotti
kiilonbségek a kisérletek soran jol megfigyelhetdk voltak: a nanogél II. (magasabb SNEDDS-
tartalommal) er6sebb hatast mutatott a gyulladasos jelatviteli utak gatlasaban, mig a nanogél 1.
kifejezettebb hatast mutatott a génexpresszios vizsgalatokban. Ezek a kiilonbségek arra utalnak,
hogy a nanogél-rendszerek Osszetétele és szerkezeti jellemzéi jelentGsen befolyasolhatjak a
tapinarofra adott sejtvalaszokat.

Bar a megfigyelt hatdsok mdgott meghuzodd pontos molekularis mechanizmusok a
jelenlegi eredmények alapjan nem hatarozhatok meg egyértelmiien, a nanogeélek fizikai-kémiali
és biologiai tulajdonsagai alapjan tobb lehetséges magyarazat is felvethetd. Elsdsorban a
nanogélek tartos hatdanyag-felszabadulési viselkedése lehet az, ami biztositja a sejtek hosszabb
ideig tartd Kitettségét a hatdanyag-koncentracioknak. Szamos beszamol6 jelent meg a nanogél-
rendszerekhez kapcsol6do hosszabb felszabadulasi profilokrdél, és ismert, hogy ezek fokozzak
a farmakoldgiai hatasokat a szabad hatéanyagokhoz képest. Ezen fellil a nanogél métrixba valo6
beépités megvédheti a hatdéanyagot a fizikai-kémiai lebomlastol és javithatja oldhat6sagat,
kiléndsen olyan lipofil molekuldk esetében, mint a tapinarof. A megndvekedett sejtfelvétel
szintén hozzajarulhat a megfigyelt hatdsokhoz. Nanoméretiiknek és nagy fajlagos felliletiiknek
kdszonhetden a nanogélek eldsegithetik a sejtmembranokkal vald szorosabb kdlcsonhatést és
megkdnnyithetik a terapias szerek intracellularis transzportjat. Ezenkivil a feltiletaktiv anyagok
és maguk a SNEDDS-¢k is fokozhatjak a bérbe vald behatolast, st modulalhatjak a helyi
gyulladdsos vélaszokat is, ami hozzajarulhat a nanoformulédciok kozott megfigyelt

kilénbségekhez.
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5.3.

Uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A Kisérletes munkam soran elért, j tudomanyos eredmények:

Tapinarofot sikeresen beépitettem nanogél-alapud formulaciokba, amelyek alkalmasak
topikalis alkalmazasra és megfelel6 fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Dinamikus fényszorés segitségével igazoltam, hogy a nanoformulaciok a gélesitést
kovetden sem veszitik el nanoméret-tartomanyba esoO részecskeméretiiket.

A kiiléonboz6 nanogél formulaciok reoldgiai es textdraanalitikai vizsgalataval igazoltam
azok megfelel6 viszkozitasat, szerkezetét és konzisztencijat dermalis készitmenyként.
In vitro felszabadulasi vizsgalatokkal kimutattam, hogy a nanogél formulacidok
biztositjak a tapinarof kontrollalt hatéanyag-leadasat.

A formuléciok soran alkalmazott segédanyagok és készitmények citotoxicitasat HaCaT
sejtvonalon vizsgalva igazoltam azok biokompatibilitasat és biztonsagat.

Valos idejli sejtanalizissel kimutattam, hogy a tapinarof és a tapinarofot tartalmazo
imikimoddal indukalt gyulladasos kérnyezetben.

In vitro sebgyogyulasi vizsgéalatok soran kimutattam, hogy a tapinarofot tartalmazo
formulaciok modulaljak a sejtmigraciét, mivel nem gyulladasos kornyezetben a
fibroblasztok migracidjat lassitottak, mig a HaCaT-THP-1 ko-kultards modellben a
gyulladasos kornyezetben zajlo sebzarddasi folyamatokat is befolyasoltak.
HaCaT-THP-1 ko-kultdras modellen ELISA maodszerrel kimutattam, hogy a tapinarof
és nanogél formulécioi erdteljesebben csokkentik a proinflammatorikus citokinek
(TNF-a, IFN-y, IL-17A, 1L-23) szintjét, 0sszehasonlitva a szabad hatéanyaggal.
Génexpresszids vizsgalatokkal igazoltam, hogy a tapinarofot tartalmazé formulécidk
befolyasoljék a gyulladasos citokinek (Tnf-q, Ifi-y) MRNS-szintjét.
Immunfluoreszcens vizsgélattal kimutattam, hogy szabad hatdéanyaghoz képest, a
tapinarof-tartalmd nanogélek eredményesebben gatoljak az NF-kB p65 alegység

crer

modulalasahoz.
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Osszefoglalas

A pikkelysomor egy kronikus, immunmedialt gyulladasos boérbetegség, amely jelentds
¢letminbség-romlassal jar, azonban kezelése még mindig kihivast jelent. Bar szamos terapias
lehet6ség all jelenleg rendelkezésre, a hatékony, jol toleralhatd és hosszu tvon is alkalmazhatd
topikalis készitményekre tovabbra is erds igény mutatkozik. A kozelmultban engedélyezett
tapinarof, mint AhR-agonista, egy 1j terapias megkozelitést kinal, mivel gyulladascsokkentd,
antioxidans és borbarrier-helyreallito hatdsokkal rendelkezik. Ugyanakkor a hagyomanyos
formulaciok korlatozzak a hatbanyag megfeleld borpenetraciojat és biohasznosulasat.

Doktori munkadm célja olyan innovativ, topikalis gyogyszerhordoz6 rendszerek
fejlesztése volt, amelyek képesek fokozni a tapinarof terapias hatékonysagat. Ennek érdekében
kiilonb6z6 Osszetétel tapinarof-tartalmd nanoformulaciokat allitottam el6. Vizsgalataim sorén
igazoltam, hogy a létrehozott rendszerek megdrzik stabil, 200 nm alatti részecskeméretiiket
gélesedés utan is, megfeleld reoldgiai €s textralis tulajdonsdgokkal rendelkeznek, igy
alkalmasak dermalis alkalmazasra. Valamint a citotoxicitasi vizsgalatok alapjan
biztonsagosnak bizonyultak HaCaT sejteken. In vitro kioldodasi vizsgalat soran a formulaciok
koziil a nanogél II. elényosebb hatdanyag-leadasi profilt mutatott, amely Osszefliggésbe
hozhat6 kedvezd viszkozitasi és szerkezeti tulajdonsagaival.

A biologiai hatasok vizsgalata soran sikeresen kimutattam, hogy a tapinarof nanogélbe
torténd beépitése fokozza annak antiproliferativ és antimigracids hatasat, amit in vitro karcolasi
tesztekkel igazoltam.

A kutatds kovetkezé fazisaban egy imikimod-indukalt HaCaT-THP-1 ko-kultdras
pszoriazis modell alkalmazasaval vizsgaltam a formulaciok hatdsat a sejtek milkodésére. Az
eredmények azt mutattadk, hogy a nanogél-alapl hatdéanyagbevitel csokkentette a gyulladasos
folyamatokban kulcsfontossagu szerepet jatszo citokinek (TNF-o, IFN-y, IL-17A, 1L-23)
hatéanyag. Tovabba a NF-«xB jelatviteli utvonal gatlasa is megfigyelhetd volt, ami tovabb
er6siti a rendszer gyulladascsokkentd potencialjat.

Osszességében a fejlesztett tapinarof-tartalmi nanogél rendszerek képesek javitani a
hatéanyag biohasznosuldsat és bioldgiai hatékonysagat, mikozben kedvezd biztonsdgossagi
profilt mutatnak. Eredményeim alatdmasztjak, hogy a nanogél formuléaciok igéretes, nem-
szteroid alternativat jelenthetnek a pikkelysémor topikalis kezelésében, eés hozzajarulhatnak a

jelenlegi terapias lehetdségek tovabbfejlesztéséhez.
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