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1. Bevezetés

A pikkelysdomor napjaink egyik legismertebb népbetegsége. A mai napig bar szadmos
els6sorban a szisztémas bioldgiai vagy a hagyomanyos helyi kezelésekre dsszpontosit. A
betegek nagy része azonban igyekszik elkerllni a bioldgiai terapiak és a kortikoszteroidok
hasznélatat, igy tovabbra is nagy sziikség van a jol toleralhatd, hosszu tavon is biztonsadgosan
alkalmazhatd helyi kezelésekre. Ennek ellenére keves kutatas foglalkozik az djabb helyi
készitmenyek fejlesztésének kihivasaival és lehetéségeivel.

A péciensek tobbsége enyhe, lokalizalt elvaltozasokkal rendelkezik, amely nem igényel
szisztémas kezelést. A helyi terapia dontd fontossagu ezeknek a betegeknek a kezelésében.
Sajnos jelenleg nincs végleges gyogymad, azonban a tlinetek enyhitésével javithatjuk a betegek
¢letminGségét. A jelenleg elérhetd helyi terdpidknak viszont szamos mellékhatésa van, amelyek
korlatozzak rovid és hosszu tavu alkalmazésukat. Ez azt jelenti, hogy a pikkelysomor megfeleld
helyi kezelése tovabbra is megoldatlan kérdés.

A fokozott bérpenetracioval rendelkez6 dermalis gyodgyszeradagolas f6 akadalya a
stratum corneum barrier tulajdonsagai, amely az emberi test egyik leginkabb athatolhatatlan
hamrétegének szamit az exogén anyagok esetében. Pszoridzis esetén a borbarrier karosodik,
ezért a hatdéanyagok penetracioja csokkent. Ezek a problémak kémiai penetraciofokozok
alkalmazasaval minimalizalhatok. Hasznélatuk azonban kéaros lehet, kilondsen krénikus
allapotokban, mivel sokuk irritalé hatasu. Raadasul az Gjabb hatdéanyagok korulbelil 40%-a
hidrofob jellegii, mint példaul a tapinarof. Ezeknek a rosszul oldodo anyagoknak a bejuttatasa
szintén Kkihivast jelent a gyogyszerbejuttatds szempontjabol. Ezért sziikséges egy olyan
innovativ dermdlis bejuttatasi rendszer kifejlesztése, amely kémiai permeéciéfokozdok

Az elmult évtizedben a nanotechnologia fejlodése uj tavlatokat nyitott meg a helyi
gyogyszeradagolasban. Szdmos tanulmény igazolta mar a nanoemulziok helyi
gyogyszeradagolasi potencialjat, felismerve, hogy azok eltérden viselkednek, amikor biologiai
barrierekkel 1épnek kolcsonhatasba. A nanoemulziok széles korti lehetdségeket kinalnak a helyi
gyogyszeradagolas terén, azonban alacsony viszkozitdsuk korlatozzak a boéron vald
alkalmazasukat. A viszkozitas novelése céljabol alkalmazott kiilonb6z6 gélesitészerek lehetové
teszik a nanoemulziok gélmatrixba torténd integralasat, amelynek eredményeként nanogélek
jonnek létre, elésegitve a készitmények helyi alkalmazhatosagat. Egyedulallé fizikai-kémiali

tulajdonséagaiknak koszonhetéen javitjak a hatdanyagok oldhatosagat és dermalis penetraciojat,



valamint a bort is hidrataljak. Tovabba szabalyozott hatdanyag-felszabadulast is biztositanak és
csokkentik a szisztémas mellékhatasokat, melyek kedvezéek a pikkelysémorhz hasonlo
kronikus gyulladasos borbetegségek esetén. Mig a nanotechnoldgian alapuldé hatéanyag-
beviteli rendszerek egyre inkabb teret nyernek a dermatoldgiaban, a tapinarof nanogél
készitmenyekbe valo beépitése még Uj és feltaratlan tertlet.

Kisérleti munkdm hatéanyagaként a tapinarofot valasztottam, mivel ez az Uj, igéretes
terapias hatékonysag eléréséhez azonban nemcsak a hatéanyag gyulladascsokkentd potencialja
sziikséges, hanem annak a bér mélyebb rétegeibe torténd hatékony bejuttatisa, valamint a
megfeleld bioldgiai hozzaférhetdség biztositasa is. A hidrogélek és nanohordozdk elényds
tulajdonsagait 6tvoz6 nanogélek lehet6séget kinalnak a stabil hatéanyag-hordozésra és a
javitott bérpenetraciora. Tovabba, a mellékhatasok minimalizalasaval és a sziikséges adagoléasi

gyakorisag csokkentésével javithatjdk a betegadherenciat.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az epidermisz felépitése és barrierfunkcidja

A bor az emberi test legnagyobb szerve, amely egy tobbfunkcids védelmi rendszerként
miikodik és hozzajarul a szervezet homeosztazisanak fenntartisahoz. Szerkezete rendkivil
Osszetett, harom f6 rétegre oszthatd: epidermiszre, dermiszre és hipodermiszre. Mindegyiknek
eltér6 anatomiai és funkcionalis jellemz6i vannak [1-3].

Az epidermisz 6t kiilonboz6 rétegbdl all: a legfelsd réteg a stratum corneum, ezt kdveti
a stratum lucidum, a stratum granulosum, a stratum spinosum, majd a legalsé réteg, a stratum

basale, melyet az 1. abra szemléltet.
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1. &bra: Az epidermisz rétegeinek sematikus felépitése. (Az abra BioRenderrel késziilt.)

Mivel az epidermisz a bor legkiilsé rétege, foleg elszarusodd hamsejtekbdl, tigynevezett
keratinocitakb6l all, amelyek folyamatosan megujulnak, biztositva a kiils6 védoréteg
integritasat. UV-sugarzas hatasara az epidermisz keratinocitai D-vitamint szintetizalnak, amely
nélkulozhetetlen a kalcium-anyagcseréhez és az immunrendszer megfeleld miikodéséhez. Az
epidermiszben mas specialis sejttipusok is megtalalhatéak, mint a melanocitak, a Langerhans-
sejtek és a Merkel-sejtek, amelyek a pigmentacidért, az immunvédelemért és az érzekelésért
felelnek. Ezenkiviil a bor faggyt- és verejtékmirigyei exokrin funkciokat latnak el, igy
elosegitik a bor hidrataltsaganak fenntartdsat és a méreganyagok eltavolitasat. A

verejtékmirigyek muiikodése a hészabalyozas szempontjabol is fontosak, mivel a verejték



elparologtatasaval segitenek csdkkenteni a testhdmérsékletet. A szaruréteg a hidrofob lipidréteg
jelenlétének koszonhetéen gatolja a transzepidermalis vizvesztést, valamint akadalyozza a
korokozok penetraciojat [1,2]. Osszességében a bor felsé rétege nemcsak fizikai és kémiai

védelmet nyujt, hanem aktiv résztvevdje a szervezet anyagcsere-folyamatainak is [2].

2.2. A pikkelysomor altalanos jellemzoi

A pikkelysomor egy kronikus, immunmedialt bérbetegség, amely a vildg népességének
1-3%-at érinti, vagyis tobb mint 100 milli6 embert vilagszerte [4-7]. Barmely életkorban
eléfordulhat, &ltaldban 15 és 25 éves kor kozott mutatkozik meg elészor, 50-69 éves korban
pedig egy masodik, gyakoribb megjelenési idészak észlelhet6 [8,9].

Genetikai, kdrnyezeti és immunoldgiai tényezdk egyarant befolyadsoljdk a betegség
patogenezisét [6,9-11]. A csaladi halmozddas és bizonyos genvariansok (pl.: az immunvalasz
és a keratinocita proliferacio szabalyozasaban szerepet jatszd gének) szintén hozzajarulhatnak
a betegség kialakulasédhoz. A pikkelysémor elsé megjelenését és a késébbi fellangolasokat
szamos kornyezeti tényezO, mint fert6zések, stressz, dohanyzas, alkoholfogyasztas, hideg,
szaraz idGjaras provokalhatja [1,6,9].

Az adaptiv és a veleszlletett immunrendszer egyarant részt vesz a pikkelysomor
patogenezisében, melyet autoimmun és autoinflammatorikus mechanizmusok keveréke
jellemez, és amelyben kiemelt szerepet jatszanak az antigénprezentalo sejtek (APC-Kk) és a
gyulladasos citokinek (TNF-a, IL-17 és 1L-23) [6,9,11-14]. Ezek a gyulladasos valaszok
keratinocita hiperproliferaciot eredményeznek, amely a bér megvastagodasahoz és a jellegzetes
plakkos elvaltozasok megjelenéséhez vezet [1,14,15].

Ez nem egy fert6z6 betegség, azonban olyan gyulladassal jar a szervezetben, amely
fajdalmas, viszketd, pikkelyes plakkokban nyilvanul meg, amelyek idénkénti remissziot és
exacerbaciot mutatnak [16—19]. A bérsejtek normalis esetben koriilbeliil egy honap alatt érnek
meg és hamlanak le, mig a pikkelysomor esetén ez a folyamat csupan 3-5 nap, ami a sejtek
felhalmozddasahoz vezet [20].

Jelenleg nincs végleges gydgymod, de a megfeleld terapiaval a tiinetek kontrollalhatok
¢és az ¢életmindség javithato [8,19]. A Nemzeti Pszoridzis Alapitvany (National Psoriasis
Foundation) a betegség kiterjedése és az erintett testfelllet aranya alapjan a pikkelysémort
enyhe (<3%), kozepesen sulyos (3-10%) és sulyos (>10%) kategoridkba sorolja. A betegség
sulyossagat a PASI pontszam kiszamitasaval mérik, mely skala 0-tél 72-ig terjed, ahol a

magasabb pontszam sulyosabb betegséget jelez [21,22].



A pikkelysomor tobbféle formaban fordulhat eld, amelyeket az Amerikai Bérgyogyaszati
Akadémia (American Academy of Dermatology) a kovetkez6 tipusokba sorol [18]:

e Plakkos pikkelysémor (psoriasis vulgaris): A leggyakoribb forma (az esetek >80%-a),
amely eritémas, ezustosen hdmlo plakkokkal jar [18,23,24]. A tunetek &ltalaban a
konyok, a térd, a fejbor, a koldok és a keresztcsont teriiletén jelennek meg [19,25].

e Guttalt pikkelysémor: Féleg gyermekeknél és fiatal felnétteknél fordul el6. Csepp alaki
eritémas elvaltozasokkal jar. Gyakran fertézések utan alakul ki [8,25,26].

e Pusztulozus pikkelysomor: A legritkabb, de az egyik sulyosabb forma. Steril, gennyes
holyagokkal jar, melyek lehetnek lokalizaltak (tenyeret, talpat érinté) vagy
generalizaltak (az egész testfellletet érint6) [25-27].

e Eritrodermias pikkelysémor: A legsulyosabb forma. A bér tobb mint 90%-at érinti, és
stlyos gyulladassal, hamlassal, 6démaval és akar életveszélyes szovodményekkel jarhat
[25].

e Intertrigin6zus pikkelysomor (inverz pikkelysomor): A test hajlataiban (honalj,
lagyékhajlat) fordul el6. Vords, hamlo, fajdalmas plakkok formajaban jelentkezik
[8,25,27].

A pikkelysomor nemcsak a bort karosithatja, hanem az egész szervezetben gyulladasos
folyamatokat indithat el, amelyek szamos tarsbetegséggel jarhatnak, melyek befolyésoljak a
betegek mindennapi életét [23,28]. Ez a krdnikus gyulladas hozzajarulhat a sziv- és érrendszeri
betegségek, a metabolikus szindréma, az elhizas és a gyulladasos bélbetegségek kialakulasahoz
[6,19,23]. Valamint az esetek 10-30%-aban az izlletek gyulladasaval jaré pszoridzisos artritisz
visszafordithatatlan izileti karosodasokat okoz [12,18,19,23]. Tovabba, a pikkelysémor akar
haromszorosara is névelheti a depresszid és a szorongas kockazatat, ami a bortiinetekkel jard
tarsadalmi megbélyegzés, illetve a kronikus fajdalom kovetkezmeénye [24,29]. Mig a betegség
korai szakaszaban a betegek mintegy 75%-anal a sulyosabb tipusu tarsbetegségek figyelhetéek
meg, addig azoknal a betegnél, akiknél a pszoriazis késobb alakul ki, a kevesbé sulyosak a
jellemzoek [19]. Béar a betegség lefolyasa hullamzo és jelenleg nem gydgyithatd, a célzott
terapiak segitségével az életmindség jelentsen javithato [8]. A tarsbetegségek dsszefoglalasat

a 2. 4bra szemlélteti.
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2. bra: Tarsbetegségek. (Az abra BioRenderrel késziilt.)

2.3. A pikkelysomor immunolégiai és molekularis patogenezise

A Keratinocitadk kontrollalatlan proliferacidja és az immunrendszer diszregulacioja a
pikkelysomor — patogenezisének  legfontosabb  tényezdi, amelyek az  abnormalis
bérelvaltozasokhoz vezetnek [16,29,30]. A betegség autoimmun jellegét adja, hogy a szervezet
sajat sejtjei aktivaljak az immunrendszert [26].

A szervezetben a pikkelysomor kialakuldsanak két f6 fazisa van: kezdeti és fenntart6. A
kezdeti fazisban kiilonb6z6 kornyezeti tényezOk, mint a stressz, trauma (pl.: tetovalas),
bakterialis vagy virusos fertézések (pl.: Streptococcus baktérium okozta torokgyulladas guttalt
pszoriazis esetén), gyogyszerek (pl.: béta-blokkoldk, litium) és szaraz, hideg id6jarasi
kortlmények vezethetnek a betegség aktivalédasahoz [10,19,23,29]. A fenntartd fazisban a
betegség fennmaradasat biztositja az immunrendszer kronikus aktivacidja, a gyulladasos
mediatorok tultermelése és a rendellenes sejtproliferacié. Az immunrendszer tobb aktiv
komponense szintén részt vesz a betegség fenntartdsaban [23]. A dendritikus sejtek, a T-sejtek
(kulonosen a Thl7-sejtek) es szamos mas immunsejt, koztik a neutrofilek, a monocitak, a
makrofagok és a hizdsejtek egyarant szerepet jatszanak a patogenezisben [10,23,26,27]. Ezeket

a sejtes interakcidkat és immunmechanizmusokat a 3. &bra szemlélteti.
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3. &bra: A pikkelysdomor patomechanizmusa a bérben. (Az abra BioRenderrel késziilt.)

Az epidermisz dendritikus sejtjei kiilsé vagy belsé ingerek hatasara kiilonbozo
gyulladasos citokineket termelnek, tébbek kozott TNF-a, IL-12 és IL-23 citokineket, amelyek
eldsegitik a naiv T-sejtek Th1 és Th17 sejtekké torténd differencialodasat [2,14,19,31]. A Th17
sejtek altal termelt IL-17, IL-22 és IFN-y citokinek hozzajarulnak a gyulladasos folyamatokhoz,
azéltal, hogy serkentik a keratinocitak proliferaciojat és a neutrofilek bérbe torténé toborzasat,
igy sulyosbitva a gyulladasos allapotot [2,8,29,31]. A Thl sejtek altal termelt IFN-y szintén
fenntartja a gyulladasos kaszkadot és a bérbarrier diszfunkcidjat [10,23,30]. A gyulladasos
citokinek kovetkeztében fokozodik a keratinocitak talzott szaporodasa, amely a hamlashoz
vezet. Ez ndveli a gyulladasos mediatorok (TNF-B, IL-1, IL-22 és IL-6) termelését, amelyek
pozitiv visszacsatolasi hurkot hoznak létre, még toébb gyulladasos sejtet vonzva a bérbe, igy
jobban fokozva a gyulladasos vélasz intenzitasat [10]. Ez a folyamat fokozza az angiogenezist
és sulyosbitja a pikkelysomor tlineteit azéltal, hogy ndveli a VEGF termelését, hogy kielégitse
a gyorsan szaporodd boérsejtek megndvekedett anyagcsere-igényét [8,26]. Altalanossagban
elmondhat6, hogy a velesziletett immunsejtek, kiilondsen a neutrofilek, meghatarozé szerepet
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jatszanak a pikkelysomor kialakulasanak korai szakaszaban, mig a T-sejtek altal dominalt
adaptiv gyulladas a stabil plakkok kialakulasara jellemz6 késObbi szakaszban figyelheté meg.

A Kkiilonboz6 jelatviteli utvonalak is kiemelkedd szerepet jatszanak a pikkelysomor
fenntartasaban és stulyosbodasaban. Az NF-kB és a JAK-STAT jelatviteli ttvonalak fontosak a
gyulladasos kdrnyezet szabalyozasaban a keratinocitak tulzott ndvekedése és az immunsejtek
aktivalasa révén [23]. Az IL-23/IL-17 tengelynek szintén Iényeges szerepe van, mivel az 1L-23
fenntartja az IL-17-et és IL-22-t termel6 Th17 sejtek aktivitasat, el6segitve ezzel a gyulladast
és a keratinocita proliferaciét [10]. Ezenkivil a szomszédos keratinocitak, leukocitak és
fibroblasztok is kommunikalnak egymassal a gyulladas fokozasa és fenntartasa érdekében [2].
Diohéjban, az immunsejtek, a citokinek és a keratinocitak kozotti interakcié onfenntartd
krénikus gyulladasos ciklust hoz Iétre, amely a betegség tartds jellegéhez vezet [8].

A pikkelysémor patogenezisének mélyebb ismerete elengedhetetlen az Uj terapias
célpontok azonositdsdhoz, hogy hatékonyabb és célzottabb kezelési stratégidkat lehessen
kifejleszteni [4,10]. A jovébeli célok kozé tartozik a pikkelysémor molekularis
mechanizmusainak tovabbi feltarasa, a genetikai tényezék szerepének pontosabb megértése,
valamint személyre szabott kezelések kidolgozasa a betegek ¢életmindségének javitasa
érdekében. Az innovativ terapidk, példaul a nanotechnoldgian alapul6 terapias rendszerek
alkalmazasa 1) lehet6ségeket nyithat meg a kezelés terén. Ezek az 1) megkdzelitések
hozzajarulhatnak a pikkelysomorben szenvedd betegek allapotanak hossza tavua
gyogyulasahoz, és lehetdséget nytjthatnak a betegség hatékonyabb és tartosabb kontrollalasara
[10,32-34].

2.4. Pszoriazis terapiak és azok korlatai

A pikkelysomor terapiaja tébbféle megkdzelitést foglal magaba, beleértve a lokalis €s
fototerapiat, orélis és biologiai terdpidkat [1,25]. Mivel ez els6sorban egy bérbetegség, enyhe
¢és kozépsulyos esetekben a helyi terapia az elsddleges valasztas [25]. A pikkelysémorben
szenvedd betegek tobbsége (80%) hatékonyan kezelheté lokalis terapiaval [35]. Ezek a
kezelések azonban szamos kihivast rejtenek, tébbek kdzott mellékhatasokat, kényelmetlenséget
és alacsony beteg-egyiittmitkodést, amelyek lényegesen befolyasoljék a terapia sikerét.

A jelenleg elérhetdé lokalis terapidk kozé tartoznak a kortikoszteroidok, D-vitamin-
analogok (kalcipotrién, kalcitriol), retinoidok (tazarotén), valamint a kalcineurin-inhibitorok
(pimekrolimusz, takrolimusz) [14,16,36]. Ezeknek a szereknek gyakran vannak mellékhatasaik,

ami korlatozza hosszu tavl alkalmazasukat. Az egyes készitményekkel kapcsolatos

12



problémékat az 1. tdblazat foglalja 6ssze [5,36-38]. Ez a helyzet ravilagit arra, hogy nagy

szlikség van olyan jol toleralhatd, minimalis mellékhatdsokkal jaré lokalis gydgyszerekre,

amelyek hosszu tavon is biztonsadgosan alkalmazhatoak [4,30].

Terapia Mechanizmus Mellekhatésok Példak
A citokinek .
] ) Tachyphylaxia, Klobetazol,
Kortikoszteroidok | termelédésének gatlasa '
] ] boratrofia, striak, betametazon,
[9,12,24,25,35] és a gyulladasos »
B ) ) erittma mometazon
mediatorok csokkentése
A dendritikus sejtek
o érésének, a T-sejt-
D-vitamin- o o .
] aktivacionak és a Borirritacio, ég6 érzés, Kalcipotriol,
analégok o » o
keratinocita- erittma kalcitriol
[2,12,17,25,27] o
proliferacionak a
gatlasa
o o Erythema, hamlas, )
Retinoidok A Keratinocita- o Tazarotén,
o borirritacid, égo érzés, o
[1,9,17,25] proliferacio gatlasa ) ] tretinoin
viszketés
A T-sejtek
Kalcineurin-gatlok | aktivaciojanak gatlasaa | Borirritacio, égo érzés, | Takrolimusz,
[24,25,29,35,39] kalcineurin enzim viszketés pimekrolimusz
gatlasan keresztill
A szarureteg sejtjei L
) Frontalis fejfajas,
. kdzotti kapesolat . )
Keratolitikumok ] kdzponti idegrendszeri o
csokkentése az ) ) Szalicilsav
[25,40] ) . tlinetek, metabolikus
intercellularis cement o
o acidozis
feloldasaval

1. tablazat: A pikkelysémor topikalis kezelései: hatdsmechanizmus, mellékhatasok és peldak.

A kombinalt terapia sok esetben eredményesebb lehet a monoterapianal, mivel

egyszerre tobb patomechanizmust céloz meg. A kortikoszteroidok és a D-vitamin-anal6gok

egyiittes alkalmazasa nemcsak noveli a terapias hatast, hanem enyhiti a borirritacié mértékét is.

Hasonloképpen, a helyi retinoidok és a kalcineurin-gatlok kombinacioja fokozhatja a kezelés
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hatékonysagat, mikézben csokkenti a mellékhatasokat [12,14,17]. Korabbi tanulmanyok azt is
kimutattak, hogy a szalicilsav javithatja a kalcineurin-gatlok, a D-vitamin-analogok, illetve a

A kdzépsulyos és sulyos esetekben szisztémas terapia valhat sziikségesse, amelyek kozé
tartozik a metotrexat, a ciklosporin és az acitretin [1,17,25]. Bar az ujabb bioldgiai terapidk és
a fototerapia terén nagy elOrelépések torténtek, ezek nem allnak rendelkezésre vagy nem
alkalmasak minden beteg szdméara magas koltséguik és lehetséges immunoldgiai mellékhatasaik
miatt [33]. A szisztémas gyogyszerek nagyon hatékonyak és atmenetileg enyhithetik a beteg
tlineteit, de a nem kivant tiinetek kockazata sokkal nagyobb, mint a helyi kezeléseknél. Ezt a 2.
tablazat mutatja be. igy a betegség kdzepesen stlyos és stilyos formaiban a szisztémas és helyi
szerek kombinacioja lehet sziikséges a teljes tlinetmentesség eléréséhez [24].
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Peldak

Terépia Mechanizmus Mellékhatés
o ) A Keratinociték és .
Dihidrofolat- ) ) Szaraz bor, hajhullés,
o immunsejtek o ]
reduktaz-gatlok L hepatotoxicitas, bérrak Metotrexat
proliferaciojanak
[1,2,9,17,25] o kockéazata, fert6zések
gatlasa
Héanyinger,
Retinoidok A keratinocita- hepatotoxicitas, o
o o Acitretin
[1,9,17,25] proliferacio gatlasa fert6zések, xerozis,
teratogenitas
Szaraz bor, sziv- és
A T-sejtek emésztOrendszeri
Kalcineurin-gatlok | aktivacidjanak gatlasa a problémak, tremor, ) )
] ] ] . Ciklosporin
[1,2,6,17,39] kalcineurin enzim leukopeénia,
gatlasan keresztil hepatotoxicitas,
nefrotoxicitas
Citokinek vagy Magas koltség, Etanercept,
Bioldgiai terapidk citokinreceptorok rosszindulatl daganatok | adalimumab,

[1,2,9,25] gatlasa (pl.: 1L-12/23, és arcbénulas fokozott | ustekinumab,
TNF-a, IL-17) kockézata infliximab
. . UVB fény,
Apoptozison, Melan6ma,
E6nvierani Kr6zi fonvrenedés. b psoralen +
enyterapia NeKrozison va enyoregeacs, €go
yterap gy yoreg g UVA fény,

[1,2,6,25,39]

autofagian keresztili

sejthalalt idéz eld

érzés, eritéma,

bérviszketés, Xerodzis

fotodindmiés

terapia

2. tablazat. A pikkelysomor szisztémas kezelései: hatdsmechanizmus, mellékhatasok és

példak.

A kezelés prioritasai kozé tartozik a tiinetek enyhitése, a bor allapotanak javitasa €s a
betegek mindennapi életének megkonnyitése. Az optimélis terapiat egyénileg valasztjak ki,
figyelembe véve a betegség sulyossagat, a plakkok elhelyezkedését, a tarsbetegségeket, a beteg
preferenciait, a korabbi kezelésekre adott valaszokat, valamint a szakért6i véleményt [9,29,33].
A beteg adherencia fenntartasa tovabbra is nagy kihivast jelent. A terdpia abbahagyasanak okai

foként az alacsony hatékonysag, a nem kielégitd kozmetikai eredmények, valamint az elégtelen
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orvos-beteg kapcsolat [12,24]. Ezenkivul a hagyomanyos helyi készitmények gyakran
kényelmetlenek, nehezen alkalmazhatok, vagy til sok id6be telik, mire elérik a kivant hatast
[12,24,29]. A betegek tobb, mint 50%-a elégedetlen a jelenleg rendelkezésre all6 kezelési
lehet6ségekkel, ami rossz beteg-egyiittmiikodéshez vezet [29,42].

Bar a jelenlegi terapias lehetdségek terén mar jelentds eldrelépések torténtek, a betegek
magas elégedetlenségi ardnya és az alacsony egylittmiikddési arany arra utal, hogy nagy
szikség van egy jol tolerdlhatd, szteroidmentes helyi terapidra [12,35,43]. A nanohordozé
rendszereken alapul6 stratégidk igeretes alternativat kinalhatnak, mivel javitjak a hatéanyagok
hatékony terapiat biztositanak, melyek mind ndvelik a betegek elégedettségét. A jovobeli célok
kdzé tartoznak az olyan terdpias megkdzelitések kidolgozasa, amelyek nemcsak hatasosabbak
és biztonsagosabbak, hanem jobban alkalmazkodnak a betegek életmddjahoz és elvarasaihoz is
[17].

Az 1j lokalis terapias lehetdségek kozott szerepelnek a tapinarof-tartalmd nanogélek,
amelyek szteroidmentes szerként igéretes alternativat kindlhatnak a jelenlegi kezelésekkel
szemben. A tapinarof egy aril-hidrokarbon-receptor (AhR) agonista, amely gyulladascsokkent6
és antioxidans hatasokkal rendelkezik, ezaltal segitve a plakkok kialakulasanak csokkenéseét és
a gyulladasos folyamatok mérséklését [35,44]. Klinikai vizsgalatok igazoltak, hogy ez a
hatéanyag hatékonyan javitja a borelvaltozasokat, hosszi tdvon jol toleralhat6, valamint
kedvezobb mellékhatasprofillal rendelkezik, mint a hagyomanyos kortikoszteroidok [35]. Ezek
alapjan potencialisan 0j és igéretes terapids lehetdséget jelenthet a pikkelysomor kezelésében
[44].

2.5.  Uj terapias stratégiak a pikkelysomor kezelésére

Az elmult évtizedben szdmos Uj terapiat fejlesztettek ki a gyulladasos betegségek
mogott  allo  fiziologiai mechanizmusok lekiizdésére. Az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerlgyi Hivatal (Food and Drug Administration) tébb j hatéanyagot is engedélyezett
pikkelysomor kezelésére, amely révén uj terapias lehetdségek valtak elérhetdvé. Kiilondsen az
IL-17 és IL-23 antagonistak, az oralis TYK2 inhibitorok és a helyileg alkalmazott hatéanyagok,
mint a PDE4 inhibitorok és az AhR agonistak mutattak jelentds klinikai hatékonysagot. A 3.
tablazat osszefoglalja a kdzelmultban FDA altal jovahagyott hatoanyagokat, részletesen
bemutatva azok alkalmazasi teriileteit, gyogyszerosztalyait és indikacioit [45-48].
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Hatoanyag ; ] FDA
_ Alkalmazas Gyogyszer- o o
(Kereskedelmi o ) Indiké&cio engedelyezés
) modja osztaly )
nev) éve
) ) ) kdzépsulyos—
Bimekizumab szubkutan | IL-17A, IL-17F ]
_ L ) sulyos plakkos 2023
(Bimzelx) [49-51] injekcio antagonista o
pszoriazis
Deucravacitinib i kdzepsulyos—
oralis
(Sotyktu) [45,52— ) TYK2 gétlo sulyos plakkos 2022
alkalmazas o
55] pszoriazis
Roflumilast lokalis o enyhe—kdzépsualyos
] PDE4 gatlo . 2022
(Zoryve) [56-59] alkalmazas plakkos pszoriazis
Tapinarof lokalis _ enyhe—kdzépsulyos
] AhR agonista . 2022
(Vtama) [29,40,60] | alkalmazas plakkos pszoriazis
Risankizumab ] kdzépsulyos—
o szubkutan IL-23
(Skyrizi) L ) sulyos plakkos 2019
injekcio antagonista .
[45,46,61,62] pszoriazis
Certolizumab ) kdzépsulyos—
szubkutan TNF-a
pegol L ) stlyos plakkos 2018
o injekcid blokkolo o
(Cimizia) [63-66] pszoriazis
_ _ ) kdzépsulyos—
Tildrakizumab szubkutan IL-23 )
L ) stlyos plakkos 2018
(Humya) [67-70] injekcio antagonista o
pszoriazis
) kdzépsulyos—
Guselkumab szubkutan IL-23 .
L ) sulyos plakkos 2017
(Tremfya) [71-74] injekcio antagonista .
pszoriazis
) kdzépsulyos—
Brodalumab szubkutan IL-17A )
o L ) sulyos plakkos 2017
(Silig) [45,75-77] injekcio antagonista .
pszoriazis
) ) kdzépsulyos—
Ixekizumab szubkutan IL-17A )
L ) sulyos plakkos 2016
(Taltz) [45,78-80] injekcio antagonista

pszoriazis

3. tablazat: Az FDA altal nemrégiben jovahagyott Uj hatéanyagok.

17




2.6. Tapinarof

2.6.1. A tapinarof szerkezeti tulajdonsagai és farmakologiai jelentésége

A tapinarof kémiai tulajdonsagai meghatarozo jelentéséggel birnak a farmakologiai
alkalmazésa szempontjabol. Szilard fehér por, kémiai képlete Ci7H1802, molekulatdmege
254,32 g/mol [81,82]. Oldhatosdga DMSO-ban 2 mg/ml, vizben oldhatatlan, ami kihivast jelent
a gyogyszertechnoldgiai fejlesztések soran [83]. A stabilitasi vizsgéalatok kimutattdk, hogy
vizes kozegben bomlik, a bomlasi folyamat pedig fokozddik magas hémérsékleten és UVA
sugarzas hatasara. Szobahémérsékleten 48 ora elteltével pH 7,4-es vizes oldatban, molekularis
oxigén jelenlétében kortlbelll 50%-os degradaciot figyeltek meg [84].

A tapinarof a polifenolok csoportjaba tartozik, azon belll is a fenolos transz-sztilbének
kozé, amelyeket baktériumok termelnek. Szerkezetileg és funkcionalisan is eltér a ndvényi
eredetii polifenoloktol, példaul a rezveratroltol. A tapinarof azonban a rezveratrol izopropil-
analogjanak tekinthetd, amint azt a 4. dbra mutatja. A tapinarof és szerkezetileg rokon
vegylletei — rezveratrol, pterosztilbén és pinocilvin — széles kdrben vizsgalt anyagok [84,85].
A természetes sztilbéneket szamos novény termeli kiillonboz6 stresszhatasokkal szembeni
vedekezési mechanizmusként, mint a talzott UV-sugarzas, a hdstressz, a rovarok altali timadas,

valamint a gombas vagy bakterialis fertézések [84].

OH CHs HO

O CHj O P OH
O X OH ) O
OH

(a) (b)

4. dbra: A tapinarof (a) és a rezveratrol (b) kémiai szerkezete.

Bar a tapinarof és a rezveratrol szerkezetileg hasonld vegyiletek, bioldgiai aktivitasuk
jelentésen eltér [85]. A rezveratrol szamos novény (sz616, dio és bogyos gyiimolesok) altal
termelt természetes fenolos vegyilet, amely részleges agonistaként hat az AhR-re. Kutatasok
kimutattdk, hogy a rezveratrol képes enyhiteni az imikimod altal egerekben Kkivaltott
pikkelysomorszerti dermatitiszt az IL-17A és 1L-19 csokkentésével [31]. A tapinarof
kozvetlenul aktivalja az AhR dtvonalat, azonban a rezveratrol csak gyengéen vagy alig képes
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erre. E kiilonbségekhez valdsziniileg hozzajarul a vegyiiletek eltérd eredete is (bakterialis vs.
névényi). Profilvizsgélatok rédmutattak arra is, hogy a két vegyiilet eltéré mddon 1ép
kolcsonhatdsba az AhR-ARNT komplexszel, ami meghataroz6 bioldgiai hatdsuk
szempontjabol. Ez altal feltételezhet6, hogy a tapinarof specifikusabb és hatékonyabb

mechanizmussal aktivalja az AhR-t, mint a rezveratrol [85].

2.6.2. A tapinarof mint 0j nem szteroid AhR modulator

A tapinarof (WBI-1001), mas néven benvitimod vagy GSK2894512, egy nem-szteroid
gyulladascsokkentd vegyiilet, mely jelentds hatdssal van az immunvélasz szabalyozasara
[4,10,16,86,87]. Ez egy uj, lokalisan alkalmazhat6 hatéanyag, amely az aril-hidrokarbon-
receptorokat célozza meg, ezeken keresztiil fejti ki antioxidans hatasat, szabalyozza a
modositja a bérbarrier fehérjék expresszidjat, ezaltal csokkenti a bor gyulladasat és eldsegiti a
borbarrier funkciojanak helyredllitdsat. Hatdasmechanizmusa révén gatolja a Thl7 sejtek
differencialodasat és csokkenti az IL-17, 1L-22 és IL-23 gyulladasos citokinek expressziojat.
Ezenkivil antioxidans hatasa révén enyhiti az oxidativ stresszt is [11,88,89]. Az AhR szerepe
dont6 fontossagu ebben a betegségben. A tapinarof és mas AhR-modulatorok Uj perspektivakat
nyithatnak a pikkelysomor és mas gyulladasos bérbetegségek kezelésében [16,88,90].

Ezt a vegylletet eredetileg Kinaban fejlesztették ki, hatékonysagat és biztonsagossagat
egy atfogd klinikai vizsgalati program keretein belil értékelték. A készitményt napi kétszeri
alkalmazasra optimalizaltak, és sajat fejlesztésli segédanyagokat tartalmaz, amelyek fokozzak
a helyi hatékonysagot [11,16,91,92]. Az FDA 2022 m4jusaban jovahagyta a tapinarof 1%-0s
krémet felnéttek plakkos pikkelysomorének helyi kezelésére [91,93,94].

Egyediilalldo mechanizmusanak koszonhetéen klinikai vizsgalatok soran kivalo
hatékonysagot és kedvezd toleralhatosagot mutatott [28,88,95]. Akar benvitimod, akar
tapinarof néven keril forgalomba, a készitménybeli kulénbségek ellenére ez az innovativ

molekula igéretes lehetéséggé valhat a plakkos pikkelysomor kezelésében [90].

2.6.3. A tapinarof bioldgiai eredete

A tapinarof egy természetes, nem novényi eredetli polifenol, amelyet a Photorhabdus
luminescens nevii baktérium termel [13,86,96]. Ez egy biolumineszcens, Gram-negativ

baktérium, mely szimbiozisban él a Heterorhabditis nemzetségbe tartozd fonéalféreggel
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[28,35,87]. A fonalférgek a bélrendszerikben hordozzak ezt a baktériumot, amelyet a
rovarokba Uritenek. Ez a baktérium olyan metabolitokat termel, amelyek elpusztitjak a
gazdaszervezetet, igy optimélis kornyezetet biztositanak a fonalféreg fejlodéséhez.
Megfigyelések alapjan a fonalférgekkel fertdzott rovarok halaluk utdn nem bomlottak le olyan
gyorsan, mint azok, amelyeket nem ért fonalféreg-fert6zés [13,16].

A tapinarof felfedezése a P. luminescens masodlagos metabolitjainak véletlenszer(
vizsgélata soran tortént. Az elsé megfigyelések 1959-re nyulnak vissza, amikor Dutky és
munkatarsai [97] észrevették, hogy a fonalférgekkel fert6zott rovarok nem bomlottak le
gyorsan, ellentétben azokkal, amelyek nem voltak kitéve a parazitanak [12,13]. Ez a jelenség
arra utalt, hogy a P. luminescens olyan metabolitokat termelhet, amelyek antibiotikus és
gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal rendelkeznek, ezaltal gatoljak a fert6zott gazdaszervezet
gyors lebomlasat, és felelések a megfigyelt jelenségért [28,93].

A kutatdk izolalték és azonositottak a P. luminescens altal termelt bioaktiv molekulat,
amelyet 3,5-dihidroxi-4-izopropil-sztiloénnek (mas néven tapinarofnak) neveztek el [16,95]. A
késobbi kutatasok részletesen jellemezték a vegyiiletet, amelyrdl kimutattak, hogy az aril-
hidrokarbon receptorhoz (AhR) koétddve immunmodulalé és gyulladadscsokkentd hatést fejt ki
[16,86]. Ennek koszonhetéen megindult a vegylilet gyogyszerészeti fejlesztése, amelynek
eredmeényeként végiil a pikkelysomor és mas bérbetegségek helyi kezelésére szolgald terapiava

valt.

2.6.4. Az AhR aktivacid szerepe és a tapinarof terdpias potencialja a gyulladasos

borbetegségek kezelésében

Az aril-hidrokarbon receptor egy citoplazmatikus, ligandumfiiggd transzkripcios faktor,
amelyet szamos exogén és endogén ligandum aktival [38,89,96]. Széles kdrben expresszalddik
a bor kiilonbozo sejtjeiben, beleértve a keratinocitakat, fibroblasztokat, hizosejteket és
melanocitikat, ahol kémiai szenzorkeént miikodik, a kiils6 és belsé ingereket biologiai
valaszokka alakitva [14,38,94]. Egészséges bérben az AhR jelatvitel elengedhetetlen a bor
homeosztazisanak fenntartdsaban, az immunvalasz szabalyozasaban, valamint a gyulladasos
folyamatok modulélasaban [38,89,96].

Pszoridzis esetén az AhR expresszidja megvaltozik, ami befolydsolja a betegség
patogeneziséhez. Az AhR aktivalasa szabalyozza a T-helper sejtek (Th17 és Th22) terminalis
differencialodasat és az IL-17 és IL-22 citokinek termel6dését, amelyek felelosek a kronikus
gyulladas fenntartasasaért [24,28,35,85].
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Az AhR-t exogén ligandumok, példaul kornyezeti toxinok (pl.: 2,3,7,8-
tetraklordibenzo-p-dioxin)  és endogén ligandumok, példaul triptofan-szarmazékok
aktivalhatjak [26,28,89,91]. Miutan az AhR megk®éti a ligandumot, az AhR—ligandum komplex
a sejtmagba transzlokalodik, ahol dimerizalodik az AhR nukleéris transzlokatorral (ARNT). A
letrejott AhR-ligandum—ARNT komplex specifikus DNS-szekvenciakhoz kotédik, ezaltal
génexpressziot indit el, ¢és befolyasolja a boér barrierfunkciojat, a keratinocitdk
differencialodasat, valamint az immunsejtek aktivitasat [28,31,92,96].

Mivel az AhR aktivacioja szorosan Osszefiigg a bér gyulladasos és immunoldgiai
folyamatainak szabalyozasaval, az AhR agonistak igéretes terdpias célpontot jelentenek a
gyulladasos bérbetegségek kezelésében [13,28,29,35,92]. In vitro és in vivo vizsgalatok
kimutattak, hogy az AhR hianya fokozott gyulladasos valaszt idéz eld, amely megndvelheti a
proinflammatorikus citokinek termelését és érzékenyebbé teheti a bért a gyulladasos
folyamatokra [16,31]. Tovabba, mivel a keratinocitdk proliferacidja és differenciacioja
kdzponti szerepet jatszik a pikkelysémor kialakulasaban, a keratinocita hiperproliferacio
géatlasa szintén hatékony terapias megkdzelitésnek szamit a betegség kezelésében [38].

Az AhR aktivalasa révén a tapinarof gyulladascsokkentd ¢és antioxidans hatdsa
érvényesil, mely el6segiti a bor regeneraciojat és a bér homeosztazisanak fenntartasat (5. abra
és 4. tblazat) [43,60,85,95]. Csokkenti az IL-17 és IL-22 gyulladasos citokinek termel6dését
gatlasuk hozzajarul a thlzott sejtosztodas visszaszoritasahoz és a normal borszerkezet
helyreallitasahoz. Ennek kdvetkeztében nemcsak a gyulladasos tiinetek enyhitésében jatszanak

szerepet, hanem a bor hossza tava egészségét is tamogatjak [31,35,95].
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Ezenfelll a tapinarof fokozza a pikkelysomor esetén csokkent expresszidju borbarrier
fehérjék, példaul a filaggrin és a lorikrin termelését, ezaltal segiti a bér barrierfunkcidjanak
normalizalasat [60,89,93]. Emellett az immunsejtek és a borsejtek génexpresszidjanak
szabalyozésa révén hozzajarul a bérfunkcio fenntartasahoz [28,31,35,85].

A tapinarof rendelkezik antioxidans tulajdonsagokkal is, részben sajat kémiai
szerkezetének, részben pedig a Nrf2 utvonal aktivalasanak készonhetéen [37,86,93]. A 4'-OH
csoport jelenléte szintén hozzajarul a sztilbenolok antioxidans aktivitasahoz [86]. Tovabba a
molekula két fenolos csoportot is tartalmaz, amelyek kdzvetlenil semlegesitik a reaktiv
oxigénfajokat (ROS): a szuperoxid-anionokat és a hidroxil-gyokoket. Az AhR-Nrf2
transzkripcios faktor utvonal aktivalasaval elésegiti az antioxidans enzimek, mint a NADPH-
kinon-oxidoreduktaz 1 (NQQO1) és a hem-oxigenaz-1 (HO-1) expressziojat, igy csokkentve az
oxidativ stresszt. Ez a kett6s hatas hozzajarulhat a pszoridzishoz tarsulé sejtkarosodasok
mérséklésehez [88,89,91,98].

A tapinarof antimikrobialis hatassal is rendelkezik, kiléndsen Gram-pozitiv
baktériumokkal és gombakkal szemben, ami elésegitheti a bor mikrobiomjanak egyensulyat és
a bor allapotéat [95].
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Csokkenti a pikkelysémor patogenezisében szerepet jatsz6 Th2
Gyulladascsokkentd hatas | citokinek (IL-4, IL-13) és Th17 citokinek (IL-17A, IL-17F)

expresszidjat.

. o Noveli a bor barrier fehérjéinek (filaggrin, lorikrin, involukrin)
A b0r barrier funkciojanak . o N .
¢s a ceramid bor lipidek expresszidjat, segitve a bor barrier

javitasa P

funkcidjanak normalizal6dasat.

Aktivalja az Nrf2 uatvonalat és csokkenti a reaktiv
Antioxidans hatés oxigénszarmazékok szintjét, hozzajarulva az oxidativ stressz

csOkkentéséhez és a bor antioxidans valaszahoz.

4. tablazat: A tapinarof molekularis Gtvonalai [13,29,98].

2.6.5. A tapinarof vizsgalati eredményei

A tapinarof az els6 olyan AhR-agonista hatdéanyag, amelyet az FDA a pikkelysomor
kezelésére jovahagyott, és jelenleg atdpias dermatitisz kezelésében is vizsgaljak [93,98-100].
Jelenleg kizarolag krém formajaban érhet6 el. Hatékonysagat és biztonsagossagat az elmalt
években tobb preklinikai és klinikai vizsgalatban értékelték, kuléndsen a pikkelysomor
esetében [12,30,35,60].

2.6.5.1. Preklinikai vizsgalatok
Preklinikai vizsgélatok szerint a tapinarof hatdsmechanizmusa erdsen fiigg az AhR

jelenlététdl, és megerdsitették gyulladascsokkentd hatasat is, amely kivalo alapot adott klinikai
fejlesztésehez [29,85].

Hatasat imikimod altal indukalt pszoriazisos egérmodellben vizsgaltak, ahol az 1%-0s
tapinarof krém helyi alkalmazésa enyhitette a pszoriazisos tiineteket és csokkentette az IL-17A
expressziot vad tipust egerekben [101]. Valamint csdkkentette a pro-inflammatorikus citokinek
szintjét és a gyulladas klinikai jeleit IMQ-indukalt pikkelysomor és lipopoliszacharid altal
kivaltott fulodéma modellben is [29,31,85,91].

Biztonsagossagi profiljat szintén megvizsgaltdk: a 8% tapinarof krémmel végzett
irritacios teszt soran tengerimalacokon nem mutatott jelentés borirritaciot. Bar a szoptatas és a

terhesség alatti alkalmazas kockéazatairdl jelenleg emberi adatok nem allnak rendelkezésre, az
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allatkisérletek kimutattak a tapinarof jelenlétét az anyatejben, azonban teratogenitasra nincs
bizonyiték [29].

Zhu és munkatarsai két egérmodellen vizsgaltak a tapinarof hatdsait imikimod és
interleukin-23 altal kivaltott pikkelysomorben. Megfigyelték, hogy a tapinarof enyhitette az
IMQ altal kivaltott pikkelysomorszerti dermatitiszt, csokkentette a keratinocita proliferaciot, az
epidermalis megvastagodast, valamint normalizalta a keratinocitédk differencidlédaséat. Ezzel
szemben az IL-23-indukéalt modellben paradox moédon fokozta a gyulladast. Az 1L-23
modellben a tapinarof kezelés az epidermisz vastagsaganak ndvekedéséhez és differencialt
epitelidlis diszplazia kialakulasahoz vezetett [102].

Urashima és tarsai viszont ezzel ellentétes eredményeket kdzbltek. Kimutattak, hogy a
tapinarof elnyomta az IL-23 altal kivaltott pikkelysomorszerii dermatitiszt egerekben,
csokkentve a fllvastagsagot, a gyulladasos sejtek infiltracidjat és a proinflammatorikus
citokinek expressziojat [14]. A két tanulmany f6 kiilonbsége a tapinarof adagolasanak
id6zitésében rejlett. Zhu és munkatérsai a tapinarofot profilaktikus kezelésként alkalmaztak (az
IL-23 injekcioval egyidejiileg) [102], mig Urashima és munkatarsai a gyulladas kialakul&sa
utan kezdték meg a kezelést [14]. Ez az id6beli eltérés magyarazhatja az eltéré eredményeket,
ami arra utal, hogy a tapinarof immunmodulalé hatasa kontextusfiiggd és a betegség
stadiumatol fiiggden valtozhat.

Végs6 soron az egérmodellekben a tapinarof-kezelés csokkentette a keratinocitak
elvaltozasok enyhuléséhez vezetett. Emellett antioxidans tulajdonsagai révén mérsékelte a
keratinocitakban képz6d6 reaktiv oxigénfajok szintjét, ami tovabb csdkkentette a gyulladast
[31].

2.6.5.2. Klinikai vizsgalatok
Egy Il. fazist Klinikai vizsgélat sordan 227 felnétt (18 és 65 év kozotti) plakkos

pikkelysomorben szenvedé beteget randomizaltak, akik naponta egyszer vagy kétszer 1% vagy
0,5% koncentracidju tapinarof krémet kaptak, illetve a hatékonysag és biztonsag értékelése
érdekében Gsszehasonlitottak ket a placebo csoporttal [12,29,35,88]. A kezelés sikeressegét a
PGA és PASI pontszamok alapjan hataroztak meg [29,31]. A 12. hét végére azok aranya,
akiknél a PGA értékelés szerint a bor "tiszta" vagy "majdnem tiszta" volt, szignifikansan
magasabb volt a 1%-os tapinarofot alkalmazé csoportban (napi kétszeri alkalmazas esetén 65%,

napi egyszerinél 56%) a kontrollcsoporthoz képest (kétszeri alkalmazas: 11%, egyszeri
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alkalmazas: 5%) [35,91,93]. A PASI-50 és PASI-75 valaszadasi aranyok szintén szignifikansan
magasabbak voltak a tapinarof csoportban (PASI-50: 71-92%, PASI-75: 46-65%) a placebo
csoporthoz viszonyitva (PASI-50: 10-32%, PASI-75: 5-16%) [10,12,29,35].

A két nagy, 12 hetes Ill. fazisu klinikai vizsgalat (PSOARING 1 és PSOARING 2)
Osszesen 1025 felnott beteget (1875 év kdzotti) vizsgalt, akik kdzepesen sulyos vagy sulyos
pikkelysomorben szenvedtek [29,60,91]. Az eredmények megerdsitették a korabbi
megfigyeléseket, miszerint a tapinarofot alkalmazo betegek PGA- és PASI-pontszdmai javultak
a kontrollcsoporthoz képest [10,16,60,91]. Ezekben a vizsgalatokban a 1%-os tapinarof krém
napi egyszeri alkalmazasa jelentdsen csokkentette a PASI-pontszamokat [10,16,35,95]. A 12.
hét végére a PGA végpontot a tapinarof csoportban a betegek 35,4-40,2%-a érte el, mig a
kontrollcsoportban ez csupan 6,0-6,3% volt [13,16,31]. A PASI-75 javulasi arany a tapinarof
csoportban 36,1-47,6% volt, mig a kontrollcsoportban csak 6,9-10,2% [29,60,93].
Osszességében a résztvevok 85,8%-a nyilatkozott gy, hogy a tapinarof megkoénnyitette
szdmukra a pikkelysomor kezelését, és 62,9% éllitotta, hogy a gydgyszer nemcsak

megtisztitotta a bériiket, hanem a megel6zte KiGjuldst is [35,60].

2.6.5.2.1 Hosszu tavu biztonsagi vizsgalatok
A PSOARING 3 vizsgalatban 763 olyan beteg vett részt, akik kordbban mar részt vettek

aPSOARING 1 vagy 2 vizsgalatban, és akik a vizsgalatok kezdetétdl a PSOARING 3 vizsgalat
vegéig legfeljebb 52 héten at kaphattak tapinarofot [12,60,91,99]. A 40 hetes fazis célja a
tapinarof hosszU tavd hatékonysaganak, biztonsagossaganak és a remisszio fenntartd
képességének értékelése volt [12,29,35]. A vizsgélat soran 1%-os tapinarof krémet hosszl
tavon, szakaszosan alkalmaztak, a kezelés 12 hétig tartott, majd ezt 4 hetes szlinet kdvette
[29,91,99]. A betegek Osszesen 40,9%-a érte el legalabb egyszer a teljes bortisztasagot (PGA
pontszdm = 0), és azok kozll, akik a vizsgalat kezdetén aktiv betegséggel rendelkeztek (PGA
pontszam > 2), 58,2% érte el egy vagy tobb alkalommal a PGA pontszam = 0 értékét
[12,29,91,93]. A PSOARING 3 vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a tapinarof kezelés
nemcsak tartos javulast eredményezett, hanem segitett a betegeknek a tiinetmentes allapot
fenntartdsdban a terapia abbahagyésa utan akar négy honapig is. A hosszu tavu klinikai
vizsgalatok alacsony visszaesési aranyt mutattak a tapinarof esetében, ami arra utal, hogy a
tapinarof nemcsak csokkenti a tiineteket, hanem ily médon hozzajarulhat a remisszio hosszabb
fenntartasahoz is [12,29,93,99]. Ezenkivul hosszabb hasznalat esetén nem figyeltek meg
tachifilaxiat [13,29,99].
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2.6.5.2.2 Farmakokinetika
Farmakokinetikai vizsgalatok alapjan az 1%-o0s és 2%-o0s tapinarof krém is alacsony

transzdermalis felszivddassal rendelkezett [35]. A vérben mért a legmagasabb koncentraciot a
kezelés elsé napjan figyelték meg, majd ez jelentdsen csokkent, ami minimalis szisztémas
expoziciot eredményezett. Ez valoszintlileg annak koszonhet6, hogy a kezelés megkezdésekor
a pszoriazisos elvaltozdsok miatt karosodott bérbarrier megkonnyiti a felszivodast, ami
elOsegitheti a korai terapids hatékonysagot. A tapinarof azonban a terdpia soran aktivalja az
AhR-t, ami fokozza a borbarrier fehérjék, példaul a filaggrin, a lorikrin és az involukrin
expresszidjat. Ennek kovetkeztében a borbarrier idével fokozatosan helyreall, tovabb
csokkentve a szisztémas felszivodast anélkil, hogy csokkentené a helyi hatékonysagot
[29,35,93,103].

Vagyis a szisztémas mellékhatasok kockazata alacsony, és sem jelentés gyogyszer—
gyogyszer interakciorol, sem kardiovaszkularis hatdsr6l nem szdmoltak be [13,35]. A
gyogyszer foként a majban metabolizalodik a CYP1A2 és CYP3A4 enzimeken keresztiil, mig
az oxidacio, szulfatacio és glikuronidacio a hepatocitakban zajlik, valamint a gyogyszer er6sen
kotodik a plazmafehérjékhez (~99%) [29,35,91].

2.6.5.2.3 Mellékhatésok
A kezelés sorén a leggyakrabban jelentett mellékhatas a follikulitisz volt [87,93,99].

Eléfordult még kontakt dermatitisz [16,30,91], fels6é léguti fertézés [10,12,60], fejfajas
[10,16,93] és viszketés is [29,60,93]. Ritkabban orrgaratgyulladas, influenza, urtikaria és
gyogyszer okozta borkiiités jelentkezett [29]. A mellékhatasok tilnyomo tébbsége enyhe vagy
kdzepes sulyossdgu volt, és csak kis mértékben vezetett a kezelés abbahagyasahoz
[30,35,91,95].

Klinikai vizsgalatok kimutattak, hogy a VTAMA (1%-os tapinarof krém) altalaban jol
toleralhato a pikkelysémdords betegek kérében. A legtdbb mellékhatéas enyhe vagy kdzepes volt,
és a krém hosszu tavu alkalmazésa sem mutatott Gjabb biztonsagi kockazatokat [13,60,93].

Jelenleg is zajlanak klinikai vizsgalatok a gyermekpopulacioban (2-17 év kozott),
melyek soran minden résztvevé naponta egyszer 1%-0s tapinarof krémet kap [104]. Ez azért
fontos, mert a pikkelysomaords esetek kortlbelll 25%-a 18 éves kor elétt jelentkezik [29,95].
Vizsgalatokat végeztek atopidas dermatitiszben is, és az eredmények azt mutatjak, hogy a

tapinarof 2 év feletti gyermekek szamara biztonsdgosnak tekintheté [105-108]. Azonban
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tovabbi kutatasokra van sziikség a termék biztonsagossaganak ertékeléséhez terhes betegeknél
[29,95].

Ghani és munkatarsai a tapinarofot egy masik 0j helyi hatéanyaggal, a roflumilaszttal
hasonlitottak 0ssze a biztonsagossag és a hatékonysag szempontjabdl. Eredményeik alapjan a
tapinarof gyakrabban, de kevésbé sulyos mellékhatasokkal (follikulitisz és kontakt dermatitisz)
jart, mig a roflumilaszt ritkdbban, de sulyosabb mellékhatdsokkal (hasmenés, fejfajas és
almatlansdg) jart. Tovabbi 0Osszehasonlitdo klinikai vizsgalatokra van sziikség annak
megallapitasahoz, hogy melyik szer hatadsosabb és kéltséghatékonyabb hosszu tavon [109].

A tovabbi kombinalt kezelési lehetdségek azonban tovabbra is vizsgalatok targyat
képezik. Folyamatban vannak a kutatasok annak értékelésére, hogy a tapinarof mas terapias
modszerekkel, példaul bioldgiai szerekkel vagy mas helyi készitményekkel kombinélva
javithatja-e a kezelés hatékonysagat és tartossagat [12,35].

Ezzel parhuzamosan olyan vizsgalatok is zajlanak, amelyek a Teva Pharmaceuticals
USA dltal fejlesztett 1%-os tapinarof krém terapias egyenértékiiségét értékelik a Dermavant
Sciences altal mar jovahagyott VTAMA tapinarof krémmel szemben felndtt plakkos
pikkelysomorben szenvedé betegeken [110]. Kilonallo tanulmanyok is vizsgaltdk a VTAMA
(tapinarof) krém 1%-o0s készitményének hatékonysagat és biztonsagossagat intertrigin6zus
pikkelysémorben szenvedd betegeknél [111].

Osszefoglalva, a klinikai vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a 1%-os tapinarof
krém napi egyszeri alkalmazédsa biztonsdgos €s hatékony enyhe-kdzepes sulyossagu
pikkelysomor kezelésére akar egy éven keresztll is [13,99]. Kedvez6 klinikai profilja miatt
idedlis terapias lehet6séget jelenthet, kiilondsen azok szdmara, akik nem reagalnak jol mas

kezelésekre, vagy akik hosszu tavu, fenntarthatd, szteroidmentes terapiat keresnek [16,30,35].

2.7. Nanotechnologia a borgyogyaszatban

A nanotechnologia egy olyan tudomanyteriilet, amely a nanoméretii (1-100 nm)
anyagok fejlesztésere, szintézisére es jellemzésére 6sszpontosit, ezzel j lehetéségeket teremtve
a gyogyszeradagolas tertletén [8,17,112]. Az elmult évtizedekben egyre nagyobb érdeklédés
mutatkozott a dermalis terapidk nanotechnoldgiai megoldasai irant, kilondsen a
nanorészecskés gyogyszerhordozd rendszerek fejlesztésében, amelyek az 1990-es évek 6ta
meghatarozo szerepet toltenek be [33,113-115]. A nanorészecskék gyogyszerhordozésban

torténd alkalmazésa értékes lehetdséget kinal a kiilonbozé gyodgyszerek terapias
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hatékonysaganak javitasara, valamint innovativ megkozelitest nyujt a pikkelysémor
kezelésében [32,33].

A gydgyszerészeti nanotechnoldgia egyik legfontosabb célja a terapias és
biokompatibilis  gyogyszerhordozOk nanoformaban torténé alkalmazasa [116]. A
nanohordozdok lehetové teszik a hatdéanyagok célzott szallitasat, ami noveli biologiai
hozzaférhet6ségiket, igy javitva a terapias hatékonysagot [8,112,117].

A nanopartikulumok kiemelt szerepet toltenek be a topikélis készitmények
fejlesztéseben, mivel nagy feliiletiik elésegiti a bérbe vald behatolast, a hatéanyag bérben valo
megtartasat és az elnydjtott felszabadulasat [41,112,116]. Hatékonysaguk nagyban fugg a
bérbarrieren vald &thatolasatol, amelyet olyan paraméterek befolyasolnak, mint a
részecskeméret, a molekulatomeg, a fellileti toltés és a pH [33,112,116]. A hagyomanyos
gyogyszerformak, mint a krémek és kendcsok, gyakran korlatozott permeacioval rendelkeznek,
ami megneheziti a gyogyszerek boron keresztiilli bejutasat [9]. Ezzel szemben a
nanotechnoldgia megkerili ezt az akadalyt a részecskeméret csdkkentésével, ami nagyban
javitja a gydgyszerek penetracidjat a szarurétegen keresztiil, és lehetGséget nyujt a gyogyszerek
celzott szallitasara a bér mélyebb rétegeibe [18,33,116].

A nanoméretli gyogyszerhordozok alkalmazdsanak egyik legfontosabb elénye, hogy
elosegitik a fokozott borpenetracioval rendelkezé dermalis gydgyszeradagolast, amely soran a
hatéanyag hatékonyan eljut a bér mélyebb rétegeibe anélkiil, hogy szignifikans szisztémas
felszivodas kovetkezne be [18,118]. Ez kiemelt jelentéséggel bir kronikus gyulladasos
bdrbetegségek esetén, ahol a terapias célpontok nem kizarolag a bérfelszinen helyezkednek el
[18,119]. A nanohordozok ezen tulajdonsaga lehetové teszi a lokalis bioldgiai hozzaférhetdség
javitasat, a hatdbanyag bérben torténd akkumulaciojat €s a terapias hatékonysag fokozasat [120].

Ezenkivil a nanohordozokba zart gyogyszerek védve vannak a lebomlastél, névelve a
hatéanyag felezési idejét és minimalizalva a szisztémas toxicitast [18,27,39].Tovabba nagy
feliiletiik el6segiti a hatdéanyagok oldékonyséagat is [33,117,121]. Ez kiemelten fontos a
hidrofob gyogyszerek esetében, mivel a fejlesztés alatt allé uj molekulak jelentds része lipofil
jellegti és gyenge vizoldékonyséaggal rendelkezik, ami korlatozza bioldgiai hozzaférhetdségiiket
és a gyogyszerbevitel hatékonysagat [113]. A piacon 1év6 gyogyszerek koriilbeliil 40%-a, a
fejlesztés alatt all6 molekulak kdzel 90%-a rosszul oldddik vizben, ami gyakran a terapias
sikertelenség egyik {6 oka [113,122,123]. A nanotechnologia forradalmasitotta ezt a teriletet,
mivel a nanorészecske-alapu gyogyszerkészitmények jelentdsen fokozzak a gyodgyszerek

oldddasi sebességét, permedcidjat és terdpids hatékonysdgat [113,122]. Ez elényds a helyi
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gyogyszerbevitel esetén, ahol a stratum corneum a f6 korlatozé tényezd, mely elsédleges
akadalyt jelent a gyogyszer bejutasa el6tt [2,116,124]. A nanotechnoldgian alapuld
készitmények kivalo lehetdséget adnak a korlatozott vizoldékonysagu gyogyszerek célzott és
hatékony fokozott bérpenetracioval rendelkezé dermalis adagolasara [113,117,122].

A pikkelysomor kezelésére hasznalt hatdanyagok (kortikoszteroidok, retinoidok és
immunmodulatorok) gyakran korlatozott bdrpenetracioval rendelkeznek és sulyos
mellékhatdsokat okozhatnak [8,116]. A nanoméretli gyogyszerhordozok esélyt kindlnak ezen a

probléméak megoldasara [8,18].

2.7.1. Nanohordozok

Az elmult évtizedekben tébb Uj generacios nanorészecske-hordozd jelent meg, amelyek
Uj opciot kinalnak a pikkelysomor helyi kezelésére. A nanorészecske-hordozok négy f6
kategoriaba sorolhatok: nanorészecskék, nanoszalak, fizikai hordozok és matrix nanohordozok
(6. &bra) [8,125]. Ebben a bekezdésben a kisérleti pikkelysomaor-kezelésekben leggyakrabban

hasznalt nanorészecske-tipusok el6nyeit, korlatait és alkalmazhatosagat értékeljuk.
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6. dbra: Nanorészecske-hordozok tipusai. (Az abra BioRenderrel késziilt.)
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2.7.1.1. Nanorészecskék

27111 Vezikularis hordozok

A liposzmak, nioszomak, transzferoszomak és etoszomak mind vezikularis
hordozorendszerek [125].

A liposzémak nanoméretii, foszfolipid alap vezikularis strukturak, amelyek spontan
maodon alakulnak Ki vizes kbzegben, és széles korben hasznaljak 6ket biokompatibilis, alacsony
toxicitast nanohordozdoként a gyogyszerek oldhatdsaganak, kontrollalt felszabaduldsanak és
célzott bérbe juttatasanak javitasara [8].

Egy friss tanulmanyban a Walunj és munkatarsai altal kifejlesztett ciklosporinnal toltott
kationos liposzomak 93%-o0s befogasi hatékonysagot értek el, ~111 nm részecskemérettel és
+41 mV zéta-potencidllal. A liposzdmdlis gél in vivo alkalmazdsa csokkentette a
pikkelysémorrel kapcsolatos tlineteket egy IMQ-indukalt egérmodellben. A kezelés az IL-22
3,40-szeres, az 1L-17 1,47-szeres és a TNF-a 1,71-szeres csokkenését eredményezte. Jelentds
javulds volt megfigyelheté a PASI-pontszdmokban, a fil vastagsagaban és a lép/testsuly
ardnyban is, ami megerésiti terapids potencialjukat. Ezen el6nyok ellenére a nagy léptékii
gyartassal, a készitmény reprodukalhatdsagaval és a hosszu tavu fizikai stabilitassal kapcsolatos
kihivasok gatoljak szélesebb korii klinikai alkalmazasukat. Emellett a magas gyogyszerterhelés
kivalthat csapadékképzddést vagy részecskeaggregaciot, kiilondsen vékony film hidratacios
modszerek alkalmazasakor [126].

A nioszdmék foszfolipid-mentes, nemionos feliiletaktiv anyagokbol és koleszterinb6l
allo két rétegli vezikuldk, amelyek jobb kémiai stabilitdst és alacsonyabb gyartasi koltséget
[17,125].

Abu Hashim és munkatarsai egy acitretin-tartalmu nioszomalis gélt vizsgaltak
pikkelysémor helyi terapiajara. Az optimalizalt formulacid magas
gyogyszerbefogadoképességet (90,32 + 3,80%), 369,73 + 45,45 nm részecskeméretet és —36,33
+ 1,80 mV zéta-potencialt ért el. Ex vivo bdrpermeacios vizsgalatok kimutattdk, hogy a
kumulativ permeacio 3,16-szorosara nétt, és a gyogyszer lerakodasa jelentésen megndtt az
életképes epidermiszben és dermiszben (330,86 + 5,32 pg/cm2), 0Osszehasonlitva a
hagyomanyos acitretin géllel. In vivo, a készitmény pszoriazis elleni hatékonysagot mutatott
egérfarok-modellben, elésegitve az ortokeratozist és csokkentve a bdr vastagsagat, borirritacio
jelei nélkul. Ezen eredmeények ellenére Kklinikai relevanciaja tovabbra is bizonytalan, mivel

hidnyoznak az emberre vonatkozé adatok. Tovabba a hosszi tavu stabilitast és
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biztonsagossagot sem vizsgaltak teljeskortien, a készitményt csak korlatozott tarolasi
korulmények és rovid tava alkalmazas mellett tesztelték [127].

A transzferoszémak ultra-deformalhat6 lipid kettds rétegekbdl és legalabb egy bels
vizes kompartmentbdl allé vezikularis részecskék. Rugalmassaguknak koszonhetdéen a
vezikuldk szerkezeti karosodas nélkiil deformalddnak és hatékonyan athatolnak a bérbarrieren,
ezaltal eldsegitve a gyogyszer célzott eljuttatdsdt a mélyebb rétegekbe. Hatékonyabb ¢és
kontrollaltabb gyogyszerbevitelt biztositanak, mint a hagyomanyos liposzomak [8,17].

Vohra és munkatarsai aloe vera és E-vitamin tartalmu nano-transzferoszémas gélt
fejlesztettek ki, amely magas hatéanyag bezarasi hatékonysagot (92,29%) és stabil zéta-
potencialt (—38,5 mV) mutatott. A nanoformulaciok jelentds gyulladascsokkentd hatast €s
bértoleranciadt mutattak helyi alkalmazas soran, és jelentésen feliilmultak a kereskedelmi
forgalomban kaphatd E-vitamin krémet. Ezt bizonyitottak az egérfiil-6déma modellben kapott
eredmények. Ugyanakkor a vizsgéalat nem tartalmazott in vivo pikkelysémor specifikus
hatékonysagi adatokat, igy a betegségre vonatkozo relevanciaja korlatozott. igy, bar a hordozé
igéretesnek tinik gydgynovényalapt gyulladascsokkentd alkalmazasokhoz, specifikus elénye
a pszoriazis terapiaban még nem bizonyitott megfelelé modellekben [128].

Az etoszémak szintén ultra-deformalhaté foszfolipid-alapu nanopartikulumok, amelyek
magas koncentracidban tartalmaznak etanolt (20-45%). Az etoszomak egyik f6 elénye mas
lipid-alapd nanohordozokkal, példaul a liposzomakkal vagy a transzferoszomakkal szemben,
hogy etanol-tartalmuknak koszénhet6en hatékonyabban hatolnak at a szarurétegen [8,39,125].

Dadwal és munkatarsai takrolimusz és hialuronsav tartalmd etoszomas gélt allitottak
el6. Az optimalizalt nanoszintii vezikuldk magas bezarasi hatékonysdgot és kivalé fiziko-
kémiai tulajdonsdgokat mutattak. KecskebOron végzett ex vivo bOrpermeacios vizsgalatok
soran az etoszomalis gél esetében 90,22 + 0,52 pg/cm2/h fluxust mértek, mig a kereskedelmi
forgalomban kaphaté takrolimusz készitmény esetén 72,15 + 0,31 pug/cm2/h fluxust, ami 1,33-
szoros javulast jelent. Ezek az eredmények a transzdermalis felszivddas javulésat jelzik, és arra
utalnak, hogy az etoszomalis nanohordozok és a hialuronsav igeretes kombinéaciét jelenthet a
pikkelysémor helyi kezelésében. Azonban tovabbi 6sszehasonlitd preklinikai és klinikai
vizsgalatokra van sziikség a hosszll tdvu biztonsadgossag és hatékonysadg megerdsitéséhez,

valamint az elényok kvantitativ értékelésére mas nanohordozokkal szemben [129].

31



2.7.1.1.2 Lipid nanorészecskek

A lipid nanorészecskék kozé tartoznak a szilard lipid nanorészecskék (SLN) és a
nanostrukturalt lipid hordozok (NLC).

A szilard lipid nanorészecskék gomb alaku, lipid alapu nanorészecskék, amelyek
szobahémérsékleten és testhdmérsékleten szilardak maradnak. A hagyomanyos liposzoméakhoz
képest egyik legfobb elényiik a hatékonyabb gyodgyszerbeviteli modszer, amely magaban
foglalja a nagyobb gyogyszerbeviteli kapacitast, a kontrollalt felszabadulast és a hatdanyagok
fokozott stabilitasat [17,125].

Serini és kollégai tanulmanyukban arr6l szamoltak be, hogy kurkuminnal és -
linolénsavval toltott szilard lipid nanopartikulumok képesek voltak csokkenteni az IMQ-
indukalt gyulladast egy in vitro pikkelysomor modellben, amit az 1L-23 43%-o0s, az IL-6 73,7%-
0s, valamint az 1L-8 26,5%-0s expressziojanak csokkenese igazolt makrofagokban. Ezenkivil
a ferroptozis markerek szintje is jelentésen csokkent, ami antioxidans hatast mutat. Bar ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a kurkumin és az a-linolénsavval t6ltott SLN-ek igéretes
nanohordozo6-alapu stratégiat jelenthetnek, a hatasok eddig csak in vitro bizonyitottak, és
tovabbi preklinikai és klinikai vizsgalatokra van szlikség az alkalmazhatdsadg megitéléséhez
[130].

A nanostrukturdlt lipid hordozok fiziologiailag kompatibilis lipideket, fellletaktiv
anyagokat és emulgealo szereket tartalmaznak. Javitjak a bor hidrataltsagat, erdsitik a bor
barrierjét, ndvelik a bioldgiai hozzaférhetdséget és célzott gydgyszeradagolast biztosithatnak.
Az NLC-k kiilonosen elonyosek a gydgyszeradagold rendszerek teriiletén, mivel konnyen
el6allithatok, biokompatibilisek, nem toxikusak és méretezhetdk [8].

A hiperproliferativ bérbetegségek kezelésére Lorente és tarsai riluzolt tartalmazo
nanostrukturalt lipid hordozdkat fejlesztettek ki. Az optimalizalt készitmény atlagos
részecskemérete 200 nm alatt volt, magas befogasi kapacitassal (~87%) és koriilbeliil —25 mV
zéta-potenciallal rendelkezett. HaCaT sejteket felhasznalé in vitro vizsgalatok kimutattak, hogy
a készitmény dozisfiiggd modon jelentdsen gatolta a sejtek szaporodasat (p < 0,0001), hatasa
pedig osszehasonlithatd volt a szabad riluzollal. Allatmodellekben a készitmény helyi
alkalmazasa a bor vastagsaganak csokkenéséhez és a gyulladésos tiinetek 1athatd enyhiiléséhez
vezetett. Bar a tanulmany a riluzolt tartalmazd NLC-k igéretes fizikai-kémiai tulajdonsagait és
terapids hatdsait mutatta be, nem tartalmazott atfogé in vivo toxicitasi adatokat. Ezenkivil a

készitmény eldallitasi folyamata viszonylag bonyolult a hatéanyag alacsony oldhatosaga és
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fényérzékenysége miatt, ezért stabilitas eés hatékonysag szempontjabol optimalizalast igényel
[131].

2.7.1.2. Nanoszalak

A nanoszélak természetes vagy szintetikus polimerekbdl allo szalak vagy szalszerii
struktirak, amelyek folyadékabszorpcidt, nedvességszabalyozast és gazateresztd képességet
biztositanak [125]. Kivalo felllet-térfogat arannyal rendelkeznek, ami lehet6vé teszi mind a
hidrofil, mind a hidrofob gydgyszerek hatékony szallitasat [132]. Igéretesek a pikkelysomor
kezelésében, gyakran nanorészecskékkel kombindlva hasznaljak Oket a szinergikus
gyogyszerfelszabadulas és a bor regeneralodasanak elésegitésére [125].

Kang és munkatarsai kurkumin-tartalmud nanoszalas filmeket vizsgéltak elektrosztatikus
szalhlzassal. Az optimalizalt film 58,7 £ 10,1 pg/cm? kurkumint tartalmazott, 56,5 + 9,7%
bezarasi hatékonysaggal és 4,86 + 0,14 MPa szakitdszilardsaggal rendelkezett. In vitro
borlerakodasi vizsgalatok pikkelysomor egérmodellben tobb mint kétszeres kurkumin
lerakodast mutattak lipid-hibrid filmek esetén a lipidmentes kontrollhoz képest. In vivo
koriilmények kozott a hibrid filmmel végzett kezelés jelentdsen csokkentette a bor
megvastagodasat, hamlasat és a proinflammatorikus citokinek (TNF-a és IL-6) szintjet,
gyulladascsokkenté hatékonysaga pedig megkozelitette a kereskedelmi forgalomban kaphatd
kortikoszteroidokét. Ezek az elényok erds potencidlt jeleznek a pikkelysomor kezelésében.
Azonban olyan kihivasok, mint a kurkumin éltal okozott bérfoltok és a korlatozott borbehatolas,

ramutatnak a tovabbi optimalizalas szikségességére [133].

2.7.1.3. Fizikai hordozék

Ezek a rendszerek hipodermikus tiik és transzdermalis tapaszok hibridjei. Tobb szaz
apro, mikroszkopikus mérett tiit tartalmaznak, amelyek mikroszkopikus csatornakat hoznak
Iétre a stratum corneumban, ndvelve a gyogyszer behatolasi hatékonysagat [125,134].

Du és munkatarsai hialuronsavat és metotrexatot tartalmazé mikrotiis tapaszt terveztek
a pikkelysomor helyi kezelésére. In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a készitmény megdrizte
a hatéanyag antiproliferativ hatdsat a HaCaT keratinocitak ellen, és 1 éran belll ~90%-0s
gyogyszerfelszabadulast ért el. In vivo koriilmények kozott a mikrotlik sikeresen behatoltak
mind a normal, mind a pikkelysomords egérborbe (~150 pm), 10 percen beliil feloldodtak, és

jelentdsen csokkentették a bor vastagsagat, a fiil duzzanatat és a citokin expressziot (IL-17, IL-
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23) egy IMQ altal kivaltott pikkelysomoros modellben. Az azonos dozisu (13,8 pg) oralis
metotrexathoz képest a mikrotiivel beadott metotrexat jobb terapids eredményeket ért el,
kevesebb szisztémas toxicitassal. Hatranyai azonban a nagyobb gyogyszerterhelés mellett

csokkent mechanikai szilardsag és a hosszu tava biztonsagossag kiértékelésének hianya [134].

2.7.1.4. Matrix nanohordozok

A matrixalapi nanohordozdk, mint példaul a nanoemulzidk és a nanogélek, kivételes
elonyoket kindlnak a dermalis gyogyszeradagolas terén. A nanoemulziok kinetikailag stabil,
egymassal keveredni nem képes folyadékok (altalaban olaj és viz) diszperzioi, amelyek
cseppmérete 10 és 200 nm kozott van, ami fokozza a gyogyszer oldhatdsagat és bioldgiai
hozzaférhet6ségét [117,121,123,124]. Alacsony viszkozitasuk azonban problémat jelent
alkalmazasuk soran, amit nanogélek hasznalataval lehet orvosolni [123,135]. A nanoemulziok
gélmatrixba val6 beépitésével a nanogelek 6tvozik a gélkészitmények és a nanotechnoldgia
elényeit, igy hatékonyabb gyogyszeradagolasi rendszert biztositanak [123].

A nanogélek haromdimenzids, nanoméretti (20-250 nm) hidrofil polimerek héal6zatai,
amelyek viszkoelasztikus tulajdonsagokkal rendelkeznek [114,116,136]. Polimerekbdl vagy
monomerek heterogén polimerizacidjaval allitjak eld oket, szerkezetiiket fizikai vagy kémiai
keresztkotésekkel stabilizéljak [3,8].

Osszetételik befolyasolja biokompatibilitasukat és bioldgiai lebonthatdsagukat, ami
minimalizdlja a toxicitdst és az immunvélaszt. Képesek biztositani a kiilonboz6 tipusu
gyogyszerek stabil szallitasat és fokozott bérbehatolasat, védelmet nyujtanak a degradacio és a
kdrnyezeti hatasok ellen, valamint ndvelik a gyogyszerek stabilitdsat és biohasznosulasat
[27,114,125,137]. Magas vizmegkoto kapacitasuk révén hidrataljak a bor felszinét, mikdzben
kontrollalt és hosszan tartd gydgyszerleadast biztositanak, igy hosszabb ideig fenntartjak a
kivant terapias hatast [25,125,136].

Mivel a pikkelysomor kezelése hossz( tavu elkotelezettséget igényel, a betegek
egyiittmikodése elengedhetetlen [3,8]. A nanogélek ezt tamogatjak azaltal, hogy lehetové
teszik a gyogyszer tartds felszabadulasat, csokkentik az adagolas gyakorisagat, és javitjak a
kezelés kényelmét és az egyiittmiikodést [27,39,116].

Korabbi tanulméanyok megerdsitették, hogy ezek az 0j nanoformuldk nemcsak a
pikkelysomor, hanem mas borbetegségek kezelésében is izgalmas potencialt rejthetnek.

Chandrashekhar és kollégai egy randomizalt, multicentrikus klinikai vizsgélatban

értékelték a tretinoin nanogélt (0,025%) hagyomanyos géllel szemben 207 aknés beteg
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bevonasaval. A nanogél csoportban szignifikansan nagyobb csokkenés volt megfigyelhet6 a
teljes (72,9% vs. 65,0%; p = 0,03) és gyulladasos elvaltozasok (78,1% vs. 66,9%; p = 0,02)
tekintetében, valamint kevesebb helyi mellékhatas (13,3% vs. 24,7%; p = 0,04) volt
megfigyelheté a hagyomanyos készitményhez képest [138].

Avasatthi és munkatarsai kifejlesztettek egy metotrexattal téltott, nanostrukturalt lipid
hordoz6 nanogélt, amely 48 éra alatt 47,32%-0s hatdanyag-felszabadulast ért el, szemben a
hagyoméanyos metotrexat gél 94,23%-os értékével, ami a tartds felszabaduldsra utal. Egy
pikkelysémords egérmodellben a készitmény csokkentette a PASI pontszdmokat és
helyreallitotta a bér szOvettani allapotat, mig a hagyomanyos gél tartos parakeratdzist okozott
[139].

Kakade és tarsai nanostrukturdlt lipid hordozdkra alapuld, takrolimusszal toltott
nanogélt fejlesztettek ki, amely 24 6ra alatt tobb, mint 90%-os tartds gyogyszerfelszabadulast
mutatott, kivalo kenhetéséggel és magas (99,73 + 1,4%) gyogyszertartalommal. In vivo a
nanogél javitotta a bor rugalmassagat, megsziintette a pikkelysomoros elvaltozasokat oxazolon
és imikimod altal indukalt pikkelysomordés modellekben, és nem mutatott citotoxicitast vagy
irritaciot, ami alatdmasztja hatékonysagat és biztonsagossagat [140].

A figyelemre méltod elonyok ellenére gyartdsuk szamos technologiai kihivéssal jar,
kiilondsen a nagy volumenli gyartds esetében, ahol a reprodukalhatosag, a stabilitds és a
koltséghatékonysag a legfontosabb tényezok [115,137,141].

Stabilitasuk kritikus tényezonek tekinthetd, mivel érzékenyek a tarolasi kortilményekre,
mint a homérséklet-ingadozasokra és a paratartalom valtozasaira [115,117,141]. Emellett a
kivant mindség nem mindig biztosithatd nagy volument gyartas soran [40,115,117].

Mivel ezek az anyagok a szervezetben fokozatosan lebomlanak, hosszi tavd
biokompatibilitasi tesztek elengedhetetlenek, hogy ne okozzanak toxikus mellékhatasokat
[39,141]. Ennek fényében a nanogéleknek lényegesen tobb elényiik van, mint hatranyuk, amint
azta 7. és 8. abra bemutatja [3].

Mindazonaltal a nanogélek az egyik legigéretesebb fejlesztést jelentik a
gyogyszeradagolo rendszerek teriiletén, és varhatéan a jovoben kiemelt szerepet fognak jatszani

a pikkelysomor és mas boérbetegségek kezelésében [142].
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7. abra: A nanogélek elényei a dermalis gyogyszerbevitelben. (Az dbra BioRenderrel
késziilt.)
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8. &bra: A nanogélek hatranyai a dermalis gyogyszerbevitelben. (Az dbra BioRenderrel

készlt.)
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2.8. Tapinarof hordozorendszerek

2.8.1. Szabadalmaztatott tapinarof-tartalmu készitmények

Jelenleg a tapinarof egyetlen engedélyezett és kereskedelmi forgalomban kaphat6
készitmenye a VTAMA (1% tapinarof krém), amelyet a Dermavant Sciences fejlesztett ki és
szabadalmaztatott [13,60,93]. Ezt a keszitmény szamos szabadalom (pl.: US11590088B2,
US11938099B2) védi, amelyek kiterjednek dsszetételére és kronikus borgyodgyaszati allapotok,
példaul plakkos pikkelysdmor [143] és atdpiés dermatitis [144] kezelésére val6 alkalmazésara.
Mas készitmenyek kutatasi szinten vagy szabadalmi bejegyzéskent léteznek, de nem klinikai
hasznalatra. Egy amerikai szabadalom (US20210000758A1) leirja a tapinarof
nanorészecskékbe (pl.:  nanomicellak, nanogdmbdk) vald bedgyazdsat szemészeti
alkalmazasokhoz, példaul uveitis vagy makula degeneracio kezeléséhez [145]. Egy masik
szabadalom (US20220160650A1) kiilonb6z6 tapinarof-tartalmu gélek, kenéesok és habok
készitményeit irja le, amelyek célja a hatdanyag stabilitdsdnak ¢és boron keresztiili

felszivodasanak javitasa [146].

2.8.2. Kihivasok a tapinarof formulélasa terén

A tapinarof dermatologiai alkalmazasanak egyik f6 kihivasa annak hidrofob jellege és
instabilitasa, amelyek megnehezitik a hagyomanyos rendszerekben val6 formulalasat [147]. A
vegylilet rendkiviil érzékeny a hdmérsekletre €s a paratartalomra, ami negativan befolyasolhatja
a hossz( tavu stabilitast és csokkentheti a terapias hatékonysagot tarolas soran
[83,115,117,141].

A nanogelek igéretes megoldast nyUjtanak ezen kihivasok lekiizdésére, mivel képesek
az aktiv hatdanyag védett hordozasara, ezéltal csokkentve a kdrnyezeti bomlas mértékét és
javitva a hosszu tavu stabilitast [18,27,39]. A nemionos feluletaktiv anyagok és a természetes
polimerek nemcsak eldsegitik a gyogyszer oldhatosagat, hanem javitjak a biokompatibilitast és
a bor toleralhatosagat is [10,26].

Tovabba, tekintettel a pikkelysomor kronikus és kiujulo természetere, a formulaciokat
Ggy kell megtervezni, hogy azok irritaciot vagy érzékenységet ne okozzanak, valamint
biztonsagosan, hosszU ideig hasznalhatdk legyenek [10,20]. A betegek adherencigja tovabb
javithat6 a kedvez6 alkalmazési tulajdonsagok (pl.: textara, kenhetség) biztositasaval és az
adagolas gyakorisaganak csokkentésével. Osszességében ezek a tényezOk ravildgitanak a

hatékony, szteroidmentes és jol toleralhatd helyi terdpiak sziikségére, amelyek alkalmasak
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hosszU tava monoterapidra vagy kombinacios terdpiara, anélkil, hogy gydgyszer-gyogyszer

kdlcsonhatdsok kockézatat hordozndk magukban [30,35,60].
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3. Célkituzeés

Kutatasom célja innovativ nanogél formulaciok kifejlesztése volt, amelyek javitjak a
terapias valaszt biztositva pikkelysomor kezelésében. Munkam soran a készitmények részletes
gyogyszertechnoldgiai és biologiai jellemzésére fokuszaltam, kilonds tekintettel a fizikai-
kémiai tulajdonsagokra, a biokompatibilitasra és a pszoridzis modellrendszerben valo terapias
potencidljuk vizsgalatara. A kisérleti terv a 9. 4brén lathatd dsszefoglalva.

A Kkisérletek elsé szakaszaban a tapinarof-tartalmd nanogél formulaciok fejlesztésére
és gyogyszerforma vizsgalataira kerllt sor. Az optimalis 0sszetételek kialakitasa utan textdra-
¢s reologiai méréseket végeztem, mivel ezek fontos paraméterek a kenhetdség és a hatdéanyag
biol6giai hozzaférhet6sége szempontjabdl. A készitmények méreteloszlasat dinamikus
fényszdorasos mddszerrel (DLS) vizsgaltam. Tovabba a biokompatibilitast és a sejtekre
gyakorolt hatast HaCaT sejtvonalon MTT assay és sebzarddasi (wound healing) teszt
segitségevel értékeltem fibroblaszt sejteken. Ezzel parhuzamosan a tapinarof in vitro
felszabadulasat Franz-diffazios modszerrel értékeltem.

A Kkisérletek masodik szakaszéban a kifejlesztett nanogélek gyulladascsokkentd
hatasat és molekularis hatasmechanizmusat vizsgaltam egy IMQ-indukalt HaCaT-THP-1 ko-
kulturas pszoriazis modellen, amely megbizhatéan utdnozza a betegség gyulladasos
mikrokdrnyezetét in vitro. A Kisérletek sordn ELISA vizsgalatokat végeztem a citokinprofil
meghatarozasara, valamint qPCR-rel a gyulladasban szerepet jatsz6 gének expresszidjat
mértem. Ezen kivul a nanoformuléciok gyulladasos sejtvalaszokra gyakorolt hatasat valds ideji
sejtanalizissel (RTCA) és sebzarddasi teszt segitségével vizsgaltam. Végil a THP-1 monocitak

NF-kB ttvonalanak aktivacidjat a p65 transzlokacié mértékének meghatarozasaval végeztem.
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9. dbra: Kisérleti terv. (Az abra Biorenderrel késziilt.)
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4.  Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok

4.1.1. Sejtvonalak

A HaCaT sejtvonalat a Cell Lines Service-t61 (CLS, Heidelberg, Németorszag), a THP-
1 sejtvonalat (TIB-202™) az American Type Culture Collection-t61 (ATCC, Manassas, VA,
USA) szereztik be [148,149]. A human dermalis fibroblasztokat a torindi ,,Citta della Salute e
della Scienza” Egyetemi Korhazban izolaltuk. A sejtkultira flaskdkat a Corning cégtél
(Corning, NY, USA) vasaroltuk [150].

4.1.2. Kémiai anyagok és reagensek

A tapinarof, a Triacetin, a Tween 80, a DMEM téptalaj, a PBS, az RPMI 1640 téptalaj,
a DMSO, a Trypan Blue festék és a tripszin-EDTA a Sigma-Aldrich-tol (St. Gallen, Svijc)
szarmazik [151]. A 96%-o0s etanolt, a 85%-0s glicerint és az olajsavat a Molar Chemicals Kft.-
t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be [152]. A Kollisolv PEG 400-at és a Kolliphor EL-t
a BASF cégtdl (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-t6l [153]. A Labrafil M és Transcutol HP-t a Gattefossé (Lyon,
Franciaorszag) biztositotta. Az imikimodot a MedChemExpress-t6] szereztiik be a Bio-Kasztel

Kft. (Budapest, Magyarorszag) kozvetitésével [154,155].

4.1.3. Laboratériumi eszkdzok

A val6s ideji sejtproliferacios méréseket az xCELLigence Real-Time Cell Analyzer
rendszer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével végeztik [156]. Ezekhez
a kisérletekhez 16-lyukd E-lemezeket (Lot: 202220725) hasznaltunk.

A citokinek elemzéséhez ELISA kiteket az Invitrogen-t6l vasaroltunk (Waltham, MA,
USA): huméan TNF-a (Cat. No. KHC3011), IFN-y (Cat. No. KHC4021), IL-17A (Cat. No.
BMS2017) és IL-23 (Cat. No. BMS2023-3) [157].

A sebgyogyulasi vizsgalatokhoz 24-lyuku plate-t (Cat. No. 80242) az Ibidi GmbH-t61
(Grafelfing, Németorszag) szereztiik be [158].

A gPCR kiseérletekhez a human TNF-a (Cat. No. qgHsaCEP0040184), IFN-y (Cat. No.
qHsaCEDO0045843) kitjeit hasznéltuk a Bio-Rad Kft.-t61 (Magyarorszag) [159].
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4.2. Modszerek

4.2.1. Tapinarof-tartalmu nanogélek elallitasa

Els6 sorban a tapinarof mennyiségét Transcutol HP-ban és etanolban oldottuk fel. Az
olajos feluletaktiv anyagokat (Labrafil M, Triacetin, Tween 80, Kolliphor EL és olajsav) a vizes
feluletaktiv anyagokkal (Transcutol HP, etanol és PEG 400) kombinalva alkalmaztuk a
stabilitds €s a textara javitasa, valamint a hatéanyag béron keresztiili behatolasanak eldsegitése
érdekében. A segédanyagokat magneses keverdvel kevertettik az olajos fazis eléallitasahoz. A
magneses keverd fordulatszama 400 fordulat/perc volt 15 percig. Ezt kovetéen hozzaadtuk a
vizes fazist a SNEDDS el6allitasahoz, majd 5 percig vortexeltiik. Gélképz6 anyagként karbopol
keriilt hozzaadasra. A karbopol gélek eldallitasahoz a sziikséges mennyiségii karbopol port kis
mennyiségil tisztitott vizben diszpergaltuk, és 24 éran &t allni hagytuk, hogy egyenletesen
megduzzadjon. A nanogél I.-hez nedvesitéként glicerin keriilt hozzaadasra. Ezutan a SNEDDS-
eket cseppenként adagoltuk a gélmatrixhoz, mikozben a magneses keverét 500 fordulat/perc
sebességgel miikodtettlik. A nanoméretli tartomany eléréséhez a gélesedés el6tt UP200Ht (200
W, 26 kHz) kézi homogenizatort alkalmaztunk. A gélek pH-értékét a bér pH-jahoz igazitottuk
néhany csepp trietanolamin hozzdadasaval, igy homogén szerkezeti nanogélt hozva létre
[3,123]. A SNEDDS I. és SNEDDS II. rendszerek részletes dsszetételét (olajfazis, fellletaktiv
anyagok és ko-szolvensek aranya) az 5. tblazat foglalja 6ssze, mig a kiilonb6z6 nanogél

formulaciok osszetételét a 6. tablazat tartalmazza.

Osszetevo SNEDDS I. SNEDDS I1.
Labrafil M 6% -
Triacetin 3% -
Tween 80 5% 8.75%
Transcutol HP 15% -
Etanol 96% 5% 26.25%
Kolliphor EL 5% -
PEG 400 % -
Olajsav - 10%
Tisztitott viz 56% 55%

5. tablazat: A kulonb6z6 SNEDDS-ek dsszetétele.
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N . Nanogél I. + . Nanogel I1. +
Osszetevé Nanogel I. ) Nanogel I1. ]
Tapinarof Tapinarof
Tapinarof - 1% - 1%
SNEDDS 33.3% 33.3% 50% 50%
Glicerin 85% 5% 5% - -
Karbopol 940 0.5% 0.5% - -
Karbopol 934 - - 0.5% 0.5%

6. tAblazat: A kiilonb6z6 nanogélek dsszetétele.

4.2.2. Sejtvonalak fenntartésa

4.22.1. Human dermalis fibroblaszt sejtvonal
A humén dermalis fibroblasztokat egészséges human boOrbiopsziakbol izolaltuk. A

mintakat apritast kovetéen DMEM (Gibco, Invitrogen, Waltham, MA, USA), 10% FBS ¢és
penicillin/streptomycin oldattal (100 U/mL penicillin és 100 pg/mL streptomycin) kKiegészitve
inkubaltuk, majd Dispase Il. (Roche, Mannheim, Németorszag) kezeléssel eltavolitottuk az
epidermiszt [157,160]. Az igy nyert dermiszbdl a fibroblasztokat 37 °C-on, 5% CO--tartalmu
Iégkorben tenyésztettik. A sejtek fenntartdsa DMEM tapkdzegben tortént (10% FBS és
antibiotikumok), 37 °C-on, 5% CO, mellett. A kisérletekhez a 4-6. passzazsban 1év6 sejteket

hasznaltuk fel.

4.2.2.2. HaCaT keratinocita sejtvonal

A HaCaT human immortalizalt keratinociték, amelyeket széles korben alkalmaznak in
vizsgélatara [161,162]. A sejteket kalciummentes DMEM tenyésztokozegben tenyésztettiik,
amelyet 10% FBS-t tartalmazott. A HaCaT sejteket 37 °C-on, 5% CO»-tartalma légkorben
inkubaltuk. A sejtvonal fenntartdsa heti passzaldssal tortént DMEM tenyésztokozegben. A
kisérletek elvégzésére akkor keriilt sor, amikor a sejtek teljesen bendtték a tesztekhez sziikséges
lyukak felszinét, illetve megkdzelitették a 100%-0s konfluenciat, amelyet vizualisan,

mikroszkopos megfigyeléssel ellendriztiink.
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4.2.2.3. THP-1 monocita sejtvonal

A THP-1 egy human leukémias monocita sejtvonal, amelyet széles kdrben hasznalnak
a monocita/makrofag funkcidk tanulményozasara [163]. A THP-1 sejteket T-75 tenyésztd
flaskékban, 10% FBS-t és 1% penicillin/streptomycin-t tartalmazé RPMI 1640 tapkdzegben
tenyésztettik. A THP-1 sejteket 37 °C-on, 95% paratartalmu légkorben és 5% CO»-tartalom
mellett inkubaltuk. Ezt a sejtvonalat heti passzalassal RPMI 1640 tapkdzegben tartottuk fenn.

4224, HaCaT és THP-1 ko-kultura kialakitasa

A kisérleti modell kialakitasahoz HaCaT és THP-1 sejtekbdl ko-kultarat hoztunk létre.
A Kko-kultarat kalciummentes DMEM tapkdzegben, 10% FBS-sel kiegészitve, 37 °C-on, 95%
paratartalmu légkorben és 5% CO»-tartalom mellett tenyésztettiik. Az els6 napon HaCaT
sejteket vetettink. Méasnap, amikor a sejtek a fellilethez tapadtak, THP-1 sejteket adtunk
hozzajuk a ko-kultdra Iétrehozasa érdekében legalabb 24 o6rara [164].

A Kisérletek soran 10:1 HaCaT:THP-1 sejtaranyt alkalmaztunk, hogy tlkrozzék a
keratinocitak fiziologias tulsulyat az epidermiszben, mikdzben biztositottuk az immunsejtekbol
szarmazo jelatviteli folyamatok megfeleld jelenlétét. Ezt az aranyt korabban mar leirtak és
validaltak a bérszenzitizacios és gyulladasos reakcidk vizsgalatara kifejlesztett HaCaT—-THP-1
ko-kult dra rendszerekben [165,166].

4.2.2.5. Sejtek kezelése

A HaCaT-THP-1 ko-kultdra Iétrehozasat és a tapinarof-tartalmu nanogélekkel torténd
kezelést a 10. dbra szemlélteti. A sejtkultaras kisérletek soran a nanogéleket kozvetlenil a
felhasznalas elétt PBS-sel higitottuk, hogy biztositsuk a megfeleld ozmolaritast és a HaCaT és
THP-1 sejtekkel vald kompatibilitast. A szabad tapinarofot Transcutol HP-ben oldottuk fel,
majd PBS-sel higitottuk a megfelelé koncentraciora. Elézetesen valds idejii sejtanalizist
végeztink az aktiv hatbanyag 6nmagaban és az azzal t6ltétt nanogélek 0,1, 1 és 10 uM
koncentracioban torténd tesztelésére. Az eredmények alapjan a 10 uM koncentracié bizonyult
a leghatékonyabbnak, igy ezt alkalmaztuk valamennyi tovabbi vizsgalat soran. Az imikimodot
DMSO-ban oldottuk fel, majd PBS-sel higitottuk 1 uM végsé koncentraciora, amelyet egy
kordbban publikalt, HaCaT-THP-1 ko-kultaran alapulé pszoriazis modell protokollja alapjan
valasztottunk ki [164].
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10. &bra: A HaCaT-THP-1 ko-kultdra létrehozéasa és tapinarof-nanogéllel torténd kezelése.

4.2.3. Fizikai-kémiai vizsgalatok

4.2.3.1. Részecskeméret meghatarozas

A részecskeméret elemzéshez Malvern Zetasizer Nano ZSP (Malvern Panalytical;
Malvern, Egyesult Kiralysag) készlléket hasznaltunk, hogy kimutassuk, hogy a tapinarof-
tartalmu nanogélek gélképz6dés utan sem veszitik el stabil részecskeméretiiket [167]. Az
elemzés el6tt a készitményeket 1000-szeresére higitottuk tisztitott vizzel a tObbszoros
fényszoras elkerllése és a DLS mérés pontossaganak biztositasa érdekében. A mintakat 5
percig 25 °C-on egyensulyba hoztuk, majd 3 mérést vegeztink, amelyek mindegyike 13
futtatasbol allt [168].

4.2.3.2. Reoldgiai jellemzés

Reologiai méréseket is elvégeztiik a reoldgiai tulajdonsadgok meghatarozasa érdekében
RheolabQC rotéacios reométer (Anton Paar, Graz, Ausztria) segitségével [169]. A készitmények
viszkozitas- és folyasgorbéit RheoPlus Rheometer szoftver (32 V3.10 21003407-33024)
segitségével értékeltlik ki. A készitmények viszkozitasi gorbéit kontrollalt nyirasi sebességgel
veégzett rotacios vizsgalatokkal értékeltiik. 30 g készitményt toltottiink a reométer koncentrikus
hengeres mérérendszerének csészéjébe. Mind a viszkozitast, mind az folyast minden geél
esetében szobahdmérsékleten (24 °C) és testhdmérsékleten (35 °C) is megmértik. A nyirasi
sebességet el6szor 0,01 s'-rél 50 s'-re emeltiik, majd visszacsokkentettiik 0,01 s'-re a

hiszterézis jelenségének vizsgalata céljabél [170,171].
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4.2.3.3. Textlra analizis

A kompresszios vizsgalat sordn a nanogélek ellenallasat CT3 Textdra Analizald
késziilék (Brookfield, Middleboro, MA, USA) segitsegével hataroztuk meg [172]. Az
elemzéshez a vizsgalt készitménnyel toltott tégelyt kb. 5,50 cm-rel a textura analizator szondéja
ala helyeztik. A mérés el6tt a szondat 1 mm/s sebességgel engedtik le a minta feltletére. A
texturaelemzo késziilék a vizsgalat soran TAS hengeres tipust szondaval (12,7 mm atmérdji és
35 mm hosszl) volt felszerelve. A nyomasvizsgalatot a kovetkezd beallitasi paraméterekkel
végeztik el: sebesség (0,50 mm/s), trigger er6 (4,0 g) és cstcspont (10,0 mm). A
nyomasvizsgalatokat szobahémérsékleten (25 °C) végeztik. Az érzékeldre hatod erét a Texture
Pro CT szoftver 1.3 verzidjaval (Brookfield Engineering Laboratories, MA, USA) rbgzitettuk.
Minden mérést hdromszor ismételtiink meg. Végul meghatéroztuk az atlagokat és a szorasokat
[170,173-175].

4.2.3.4. In vitro kioldédasi vizsgéalat

A tapinarof in vitro felszabadulasat a kiilonboz6 Osszetételit gélekbdl Franz diffuzids
cella (Teledyne Hanson Research, Chatsworth, CA, USA) segitségével hataroztuk meg [176].
A celluldz-acetat membrant az akceptor és a donor fazisok kozé helyeztik. A vizsgalt anyag
koncentracioprofiljat elére meghatarozott idépontokban vett mintak alapjan hataroztuk meg.
500 mg tomegili mintakat helyeztiink mesterséges cellul6z-acetdt membranra (0,5 pm
porusméret) donor fazisként, és pH = 5 puffert valasztottam akceptor fazisként a bér pH-janak
imitalasara. A receptor fazist 32 °C-on tartottuk. A membrant a vizsgalat el6tt 15 percig
izopropil-mirisztattal el6kezeltik a bor lipofil tulajdonsaganak jellemzése érdekében. A
magneses keverd forgasi sebessége 450 fordulat/perc volt. A mintakat 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150, 180, 240 es 300 perc elteltével vettem a receptor fazisb6l. Az analitikai elemzés
spektrofotométerrel tortént. A diffundalt hatéanyag mennyiségét szazalékban fejeztik ki és az
id6 fuggvényében abrazoltuk [173,174,177,178].

A hatbéanyag felszabadulasi profiljanak matematikai modelljét az alabbi egyenletek
alapjan hataroztuk meg:

Nulladrendii: Q+ = Qo + Kot

ahol Q: a kioldodott hatéanyag mennyisége t idében, Qo a hatdanyag kezdeti

mennyisége, ko a sebességi allando.

Els6rendii: Q:=Qo-x-e *
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ahol Q: a visszamaradt hatéanyag mennyisége t idoben, Qo a hatdanyag kezdeti
mennyisege, az Euler féle szam és k; a sebességi allando.

A fluxust a kdvetkez6 egyenlettel szamitottuk [178]:

Flux:%

ahol Q az egységnyi teriiletre kibocsatott gyogyszermennyiség (mg/cm?) és a difflizios
idé (t).

4.2.4. Invitro sejtes vizsgalatok
4.2.4.1. Monokulturas vizsgalatok

42411 Sejtéletkepességi vizsgalat HaCaT sejteken

A SNEDDS-ekhez hasznalt segédanyagok és hatdéanyagok biztonsagossagat MTT-
teszttel vizsgaltuk meg. A citotoxicitas igazolasara HaCaT sejtvonalakon végeztink a sejt
életképesség vizsgalatot. A sejteket 96-lyuku plate-re szélesztettink 10.000 sejt/lyuk
stiriséggel a kisérlet elvégzéséhez. 7 napig ndvekedni hagytuk 6ket, hogy teljesen benépesitsek
a lyuk membranjat. Eltavolitottuk a médiumot a sejtek felszinér6l, majd PBS-sel torténé mosas
utan 200 pl/lyuk mintaoldatot vittlink fel a sejtekre. Ezt a révid tavu vizsgalatoknal 30 perces,
mig hosszutavu vizsgalatok esetében 24 0Orés inkubacid kovette. Ezt kovetéen a mintakat
eltavolitottuk, és 5 mg/ml koncentracioju MTT festékoldatot (tetrazolium-bromid) adtunk a
sejtekhez. Majd a sejteket 3 Oran at inkubaltuk 37°C-on. Az életképes sejtek a sarga,
vizoldékony tetrazélium-bromidot lila formazan kristalyokka alakitjak. Az inkubalas végén a
formazan csapadékot soOsavas izopropanolban (25:1) oldottam fel. Ezutdn a mintak
abszorbancidjat spektrofotométerrel (Fluostar Optima) hataroztuk meg. Az eredmény
egyenesen aranyos az életképes sejtek szamaval [173,174,177,178].

42412 Sebgyogyulasi vizsgalat fibroblaszt sejteken

A fibroblaszt sejteket 10.000 sejt/lyuk strtiséggel szélesztettik 12 lyukd kamréba
(Thermo SC NUNC, Roskilde, Dania). A konfluens monorétegeket 0,5% FBS-t tartalmazé
DMEM-ben 2 6rén &t szinkronizaltuk. Egy standard 200 pL-es pipettahegy segitségével 500—
800 um széles csikot tavolitottunk el a sejtekbdl a lyukban. A sebkultirat PBS-sel mostuk, hogy
eltavolitsuk a nem letapado, felesleges sejteket. Majd a monorétegeket a szabad tapinaroffal,
vagy az Ures gélekkel, vagy a tapinarofot tartalmazo gélekkel (5, 10, 20, 40 pg/ml) kezeltik. A
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sebterlletet O és 24 dra elteltével optikai mikroszkoppal (Axiovert, ZEISS, Jena, Németorszag)

megfigyeltlk és lefényképeztik [179,180].

4.2.4.2. Ko-kultaras vizsgalatok

42421 Valos idejii sejtanalizis (RTCA)

A Kiseérlet soran az imikimod leghatékonyabb koncentraciojat alkalmaztuk, amelyet
kordbban Varadi és munkatarsai hataroztak meg [164]. A Kkisérlet célja az volt, hogy
meghatarozzuk a tapinarofot tartalmazé nanogélek optimalis koncentracidjat, amelyet tovabbi
kisérletekhez hasznalhatunk. A tesztmintak sejtproliferacidra gyakorolt hatasat, imikimod
jelenlétében és hidnydban egyarant, az xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA)
segitségevel kovettik nyomon, amely Ilehetévé teszi a sejtek proliferaciojanak ¢és
¢letképességének valds idejli monitorozasat. A teszt sordn az E-plate 16-lyukd lemezt
alkalmaztunk, mely arany mikroelektréddkkal van bevonva az elektromos impedancia
méréséhez. Az E-plate lemezbe 10.000 HaCaT sejtet vetettlink lyukanként. Hat ora elteltével,
a sejtek megtapadasat kovetéen, 1000 THP-1 sejtet adtunk minden lyukhoz a ko-kultira
kialakitasa érdekében. A sejteket 37 °C-on, 5% CO»-t tartalmazo inkubatorban tenyésztettiik.
24 oOra elteltével a sejteket tapinarof, tapinarof-tartalmd nanogélek, illetve az tres nanogélek
sorozatos higitasaival kezeltik (0,1 pM, 1 pM ¢és 10 uM). Negativ kontrollként
tenyésztokozeget alkalmaztunk, mig pozitiv kontrollként imikimodot tartalmazd
tenyésztokozeget hasznaltunk. A sejtszaporodast 96 oran keresztiil kdvettiik nyomon, az adatok
rogzitése 30 percenként tortént. Az eredményeket a RTCA szoftver altal szamitott normalizalt
sejtindex ertékekként fejeztuk ki [164].

42422 Sebgydgyulasi vizsgalat ko-kultira modellen

In vitro sebgydgyulasi vizsgalatot végeztiink a sejtek proliferacidjanak és migréacidjanak
értékelésére a ko-kultura modellben. A karcolas létrehozasahoz egy 24-lyuku lemezt
alkalmaztunk, amely sebképzd betétekkel (0,5 mm szélesség) volt ellatva. HaCaT sejteket
vetettiink be az egyes betétek két rekeszébe 280.000 sejt/iireg stiriséggel, igy 140.000
sejt/rekesz strtiséggel. A THP-1 sejteket 6 dra elteltével 28.000 sejt/iireg stirtiséggel adtuk
hozza. A kezelés teljes id6tartama alatt DMEM taptalajt alkalmaztunk. A ko-kultdrat 37 °C-on
inkubaltuk, 24 6ra elteltével a betéteket 6vatosan eltavolitottuk a karcolasi terilet kialakitasa

érdekében. A nem tapadd THP-1 sejtek megorzése érdekében a kezelés el6tt nem végeztiink
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mosasi lépést (pl. PBS-sel). Ezt kovetden a sejteket 10 uM tapinaroffal imikimod jelenlétében
vagy anélkil, 10 uM tapinarofot tartalmaz6 nanogéllel imikimod jelenlétében vagy anélkdl,
valamint 10 uM hatdanyagot nem tartalmazo6 nanogéllel kezeltlik. A karcoldsi teriletet 0, 6, 12
és 24 oranal fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk és dokumentaltuk.

A Kisérletet 24 6ra elteltével lezartuk. A lyukakat PBS-sel mostuk, majd a sejteket fixalo
oldattal 15 percig rogzitettilk szobahdmérsékleten. Egy masodik PBS-es mosast kdvetden a
sejteket Trypan Blue festékkel festettik 15 percig szobahdmérsékleten. A képeket Zeiss
Axioscope Al mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Németorszag) keszitettiik [180].

A sejtek migracids sebességét a felvett képek alapjan, az id6 fliggvényében mért
részarddas mennyiségi meghatarozasaval allapitottuk meg. A végsd ponton (24 6ra) mért
karcolasi terlletet 6sszehasonlitottuk a kezdeti karcolas teruletével (O éra), és a migrécids

sebességet a részarddas szazalékos aranyaként szamitottuk ki [164].

4.2.4.2.3 Immunvalasz és jelatviteli atvonalak elemzése

424231 ELISA vizsgalatok

ELISA vizsgalatokat szintén végeztink a HaCaT-THP-1 ko-kultira modellen. A
kisérlethez egy 12-lyukd Transwell rendszert hasznaltunk, amely 0,4 pm porusméretd,
permeabilis polikarbonat membrannal rendelkezett. A bazélis kamraba 1500 uL DMEM kerilt,
mig a HaCaT sejteket az apikalis kamraba vetettiik 300.000 sejt/lyuk siiriségben.

6 ora elteltével THP-1 sejteket is hozzaadtunk az apikalis kamrahoz 30.000 sejt/lyuk
stiriséggel, hogy létrehozzuk a ko-kulturat. A sejteket 37 °C-on 3 napig inkubaltuk, hogy
megkozelitsék a 100%-o0s konfluenciat. Majd a kovetkez6é formulaciokkal kezeltiik: 10 pM
tapinarof imikimod jelenlétében vagy anélkul, valamint 10 uM tapinarofot tartalmaz6 nanogél
imikimod jelenlétében vagy anélkiil. Negativ kontrollként kezeletlen tenyésztokdzeget
alkalmaztunk, mig pozitiv kontrollként 1 uM imikimodot hasznéltunk. 24 6rés kezelés utan
mintakat gyijtottiink az apikalis kamrabol. A TNF-o, IFN-y, IL-17A és IL-23 koncentraciojat

a felliluszokbol, ELISA kitek segitségével hataroztuk meg a gyartd utasitasai szerint [164].

424232  Génexpresszio mérése gPCR-rel

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

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 idében a lemezen maradt letapadt HaCaT
sejteket is PBS-sel mostuk. Ezt kovetéen 1 ml TRIzol reagenst (Invitrogen, Cat. No. 15596026)
adtunk kozvetlenll minden lyukhoz a letapadt sejtek liziséhez. A THP-1 sejtpelletet a TRIzol
lizdtumban reszuszpendaltuk, majd az egyesitett mintakat 1,5 ml-es RNaz-mentes
mikrocentrifuga csovekbe (Eppendorf, Invitrogen, Cat. No. F23488) helyeztiik a teljes RNS
izoldlasdhoz. A sejtlizist kovetéen kloroformot adtunk a mintakhoz a fazisszétvalasztas
érdekében, majd intenziv vortexelés utdn a mintakat maximalis fordulatszdmon 4 °C-on 15
percig centrifugaltuk. A fels6 fazist 6vatosan eltavolitottuk és izopropil-alkohollal kevertik
0ssze. Ezt kovetéen ismét centrifugaltuk a mintdkat maximalis fordulatszamon 4 °C-on 10
percig. Majd eltavolitottuk a felliliszdt, és az RNS-pelletet 70%-0s etanollal mostuk. Az
ismételt centrifugalast kovetéen (maximalis fordulatszamon, 4 °C-on, 5 percig) a feltluszot
eltavolitottuk, a pelletet megszaritottuk, végul 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 V3.3.0 szoftver
segitségével 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, 1I-17a és 11-23 génexpresszids szintjeit PrimePCR SYBR Green Assays
alkalmazésaval vizsgaltuk a gyarto utasitasai szerint. Endogén kontrollként a human GAPDH-
t hasznaltuk. A relativ génexpresszios szinteket kvantitativ valos idejiit PCR-rel hataroztuk meg
a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System késziilék (Bio-Rad) segitségével [159]. A
PCR program a kovetkez6 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 [181].

424233 NF-kB transzlokécio

Az NF-xB jelatviteli at aktivaciojanak vizsgalatahoz a p65 alegység nuklearis

transzlokacidjat immunfluoreszcens festéssel elemeztilk a THP-1 sejtekben. A sejtek lemezre
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torténd felvitele el6tt steril tiveg feddlemezeket helyeztiink a 16-lyuku lemez Uregeibe. A THP-
1 sejteket RPMI 1640 tapkozegben szuszpendaltuk, és 20 ml sejtszuszpenzidhoz 2 pul 100 ng/mi
PMA oldatot adtunk a differencialodas indukal&sa érdekében, mivel a PMA-kezelés elésegiti a
THP-1 monocitak makrofagszerii, adheziv sejtekké torténé differencialodasat, ami
megkdnnyiti a sejtek rogzitését és a megbizhatd immunfluoreszcens analizist. VVégul 50.000
sejt/lyuk stirliségben vetettiik a sejteket. Ezt kovetéen 30 6rén at 37 °C-on, 5% CO.-tartalmu
Iégkorben inkubaltuk 6ket. Az inkubalas utan a PMA-tartalmu taptalajt eltavolitottuk, és PMA-
mentes RPMI 1640 tenyésztoékozegre cseréltiik. A sejteket tovabbi 24 6ran at azonos
korilmények kozott inkubaltuk. Ezutan a taptalajt eltavolitottuk és friss RPMI 1640 kdzeggel
helyettesitettiik, majd a sejteket 10 uM tapinarof-tartalma nanogéllel, 10 uM tapinaroffal és 10
MM tapinaroffal kezeltik meg. 24 6rés kezelés utan 1 uM imikimodot adtunk a taptalajhoz a
gyulladas indukaléasa érdekében, majd a sejteket tovabbi 1 6ran keresztul inkubaltuk. Ezutan a
sejteket kétszer mostuk 500 ul PBS-sel. A sejtek rogzitését 4% PFA oldattal végeztik 15 percig
szobahOmérsékleten. A permeabilizaciot 0,1% Triton X-100 oldattal végeztik, hogy
megkonnyitsiik az antitestek hozzéaférését a sejtmaghoz. A nem specifikus kotédések
blokkolasara 5%-0s FBS oldatot alkalmaztunk. A sejteket ezutan 1 éran at Alexa-Fluor 488
konjugéalt NF-kBp65 (F-6) antitesttel (Cat. No. sc-8008 AF488) (2 ug/ml) inkubaltuk, majd
haromszor mostuk PBS-sel. A sejtmag festését 1:10.000 higitdsi magfestékkel végeztiik 10
percig, majd eltavolitottuk a festéket, vegul még kétszer mostuk PBS-sel. Végezetiil, az liveg
fed6lemezeket targylemezekre rogzitettik.

A fluoreszcens kepalkotast Zeiss Axioscope Al fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss
AG, Jena, Németorszag) és Zeiss Immersol™ 518F immerszids olajjal (Cat. No. 201006)
veégeztik [180]. A képelemzést ZEN 2012 szoftverrel (v3.8.99.07000, Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Gottingen, Németorszag) végeztik [164].

4.2.5. Statisztikai elemzés

Az adatokat GraphPad Prism 10 szoftverrel elemeztlk, és az eredményeket atlag +
szoras (SD) formajaban adtuk meg. A csoportok kozotti kiilonbségek vizsgalatat az MTT-teszt,
az RTCA, az ELISA, a qPCR, a sebgydgyulasi vizsgalat migracids rata, valamint az NF-xB
p65 sejtmag/citoplazma intenzitadsarany esetében egyiranyu varianciaanalizissel (one-way
ANOVA), majd Dunnett-féle tobbszords dsszehasonlitd teszttel végeztik. A textiraelemzési
eredmények 6sszehasonlitdsdhoz kétmintds t-probat alkalmaztunk. A statisztikailag
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szignifikans kilonbségeket csillaggal jeloltik, és azokat p< 0,05 esetén tekintettik
szignifikansnak.

5. Eredmények

5.1.  Fizikai-kémiai vizsgalatok
5.1.1. Részecskeméret meghatarozas

Meghataroztuk mindkét dsszetétel részecskemeretének és polidiszperzitasi indexének
eloszlasat, amelyet a 11. abra mutat be. A dinamikus fényszorasos (DLS) mérések alapjan
mindkét kompozicié a nanoméretii tartomanyban van. Ennek elérése érdekében a géleket
gélesedés el6tt manualis ultrahangos kezelésnek vetettiik ala. A nanogél 1. esetében 50%-0s
amplitudo 2 percig torténd alkalmazasa volt elegendd a kivant nanoméret eléréséhez, amely a
gélesedés utan is megmaradt. A nanogél 1. esetében ez az id6 nem volt elegend6é. Emiatt az id6t
3 percre noveltik, ami mar nanoméretii géleket eredményezett. Ezenfellil minden formulacid

polidiszperzitasi indexe alacsony értékeket mutatott. Az adatokat a 7. és 8. tablazat foglalja
0ssze.

Nanogél 1. gélesités utan (2 perc, S0 amp)

Mennyiség (%)

0.1 1 10

Méret (d.nm)

—— Record 39: GI:EL l. UH gélesitve 1000x 1 Record 40: GEL | UH gélesitve 1000x 2
Record 41: GEL |. UH gélesitve 1000x 3
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Nanogél 1. gélesités utan (3 perc, S0 amp)

? 15 ......................................................................... ..................
S :
o0 :
:z (1 DR R R R R R 9 S he v o e R R
z 5
= :
5. ..................................
= :
0 ' ' + + 1
0.1 1 10 100 1000 10000
Méret (d.nm)
Record 60: géles gél . UH 1000x 3p S0 amp 1 Record 61: géles gél|. UH 1000x 3p 50 amp 2
Record 62: géles gél l. UH 1000x 3p 50 amp 3
Nanogél I1. gélesités utan (2 perc, SO amp)
15- .................. AR REEELEEREEEE oL LR LR AR LR ERREERRREE SRR ERREEEE R
\r;\ .
‘?;10. .................. .................. ................................
\
IS TR A AR e
-
n " 4
0.1 1 10 1000 10000
Méret (d.nm)
Record 42: G$L Il. UH gélesitve 1000x 1 Record 43: GEL Il. UH gélesitve 1000x 2
Record 44: GEL I. UH gélesitve 1000x 3
11. &bra: A készitmények cseppméret-eloszlasa.
o ) Polidiszperzitasi
1dé (perc) Amplitado (%) Z-atlag (d/nm) )
index
2 50 275,6 0,282
3 50 172,8 0,210

7. tablazat. Az 1. nanoformulacio részecskeméret-eloszlasa a gélképzodést kovetden.

Idé6 (perc)

Amplitudo (%)

Z-atlag (d/nm)

Polidiszperzitasi

index

2

50

1511

0,169

8. tablazat. A Il. nanoformulécié részecskeméret-eloszlasa a gélképzédést kovetden.
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5.1.2. Reologiai vizsgalatok

A reoldgiai tulajdonsagokat annak meghatarozasa céljabdl vizsgéltuk, hogy melyik
készitmény a legalkalmasabb helyi alkalmazésra, mivel a viszkozitas jelentdsen befolyasolja a
félszilard formulak kenhet6ségét, valamint a beépitett hatdanyagok biologiai hozzaférhetoségét
is. A készitmények reoldgiai viselkedésének jellemzésére a viszkozitas és a folyas valtozasat
hasznaltuk, amelyet a nyirasi sebesség fuggvényében vizsgaltuk. Az eredmények szerint (12.
abra) a gelek viszkozitadsa a mechanikai hatas (nyirasi sebesség) nagysagatol és idejétdl fligg.
Kezdetben a viszkozitas magas, majd a nyirasi sebesség névekedesevel fokozatosan csokken,
ami pszeudoplasztikus viselkedésre utal. A nyirofesziltség ndvekedése minden esetben
nagyobb er6 sziikséges. Tovabba a gorbék egyértelmiien mutatjak, hogy a nanogél I. nagyobb
viszkozitassal és 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 viszkozitisa a hémérséklet novekedésével csokken. A
kisérlet soran a nyirasi sebességet el6szor noveltiik, majd csokkentettik a hiszterézis
jelenségének vizsgalata céljabol. A felfelé és lefelé mutatd gorbék gyakorlatilag egybeesnek,
tehat a kisérleti koriilmények kozott nem volt jellemzd hiszterézis. A vizsgalt mintdk belséd
szerkezete nyirofesziltség hatasara nem mutatott maradandé valtozast. Hiszterézis hianyaban
a gélek keveshé tixotrop viselkedése azt tiikrozte, hogy a nyirderd eltavolitasa utan képesek

voltak visszanyerni eredeti szerkezetiket.

Nanogél 1. viszkozitas- és folyasgorbéje (24 °C)

200 50

180 45
’i 160 40 é
& 140 % 5
z 120 30 2
£ 100 25 3
g 80 20
2 60 15 S
> >
40 10 2

20 5

0 0

2 5 75 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41 44 47 50
Nyirasi sebesség (s1)
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Nanogél 1. viszkozitas- és folyasgorbéje (35 °C)

200 50

180 45 _
> 160 40 £
& 140 35 wp
Z 120 30 2
= 100 25 3
N N
S 8 o 20 £
2 60 15 g
~ 40 10 >

20 5
0 0
2 62 11 155 20 245 29 332 38 425 47
Nyirasi sebesség (s1)
Nanogél I1. viszkozitas- és folyasgorbéje (24 °C)

120 30
100 25 o
» B
£ 80 20 o
2 £
2 60 p 15 %
S &
=< 40 10 °
2 E

>
” 20 5 7
0 0
2 62 11 155 20 245 29 332 38 425 47
Nyirasi sebesség (s1)
Nanogél I1. viszkozitas- és folyasgorbéje (35 °C)
30

100
_ 253
= 80 &
g 20 g
& 60 =
£ P 15 3
S ]
5 40 10 8
2 =
> 20 5 E

0 0

2 6,2 11 155 20 245 29 332 38 425 47
Nyirasi sebesség (s1)

12. dbra: A nanogélek viszkozitasgorbéi (lefelé iveld, citromsarga és sziirke gorbék) és

folyasgorbéi (felfelé iveld, narancssarga és kék gorbék). A ket készitmény reoldgiai

55



jellemzésének eredményeit szobahdmérsékleten (24 °C) és testhdmérsékleten (35 °C)
vizsgaltuk. Kezdetben a nyirési sebességet 0,01 s '-r8l 50 s~'-re noveltiik, majd 50 s™'-rél

0,01 s '-re csokkentettiik.

5.1.3. Textura analizis

A vizsgalt formulaciokat textiraanalizisnek is alavetettiik. A 13. dbra a henger mintaba
valo behatolasahoz sziikséges nyomoer6t mutatja be. Az eredmények alapjan a mintak nem
mutattak ellenallast. Mindkét gél konzisztencidja megfelelének bizonyult gyogyszerformulalasi
szempontbol, mivel az alacsony konzisztencia eldsegiti a hatéanyag felszabadulasat. Az

alacsony mechanikai ellenallas kedvezo tulajdonsag a béron torténd alkalmazas szempontjabol.
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13. abra: A hatdanyagot tartalmaz6 nanogel formulaciok textdraanalizisével meghatérozott

kompresszios erd értékei. Az adatokat atlag + szords (SD) formdjaban adtuk meg (n = 6). A

statisztikai analizist kétmintas t-probaval végeztik. A kildnbségeket p < 0,05; **p < 0,01,
***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettiik szignifikdnsnak, az ns nem szignifikans

elterést jeldl.

5.1.4. Invitro Kioldodasi vizsgéalat

A 14. abra a formulaciok diffazios profiljat mutatja egy izopropil-mirisztattal
impregnalt celluloz-acetdt membranon keresztiil. A grafikonokon a membranon atjutott

tapinarof atlagos kumulativ szazalékos aranyat hatdroztuk meg az id6 fliggvényében. A
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permeaciods vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy a gyogyszer hatéanyag azonnal elkezdett
felszabadulni, és az oldodasi gorbe folyamatos emelkedést mutatott. Az eredmények alapjan
elmondhato, hogy a nanogél I1. jobb teljesitményt mutatott a masik formulaciohoz képest: 5 6ra
elteltével a tapinarof 81%-a jutott 4t a membranon, ami jelentésen magasabb, mint a nanogél 1.
esetében megfigyelt 52%. Ezen kiviil a nanogél 1l. fluxusa 0,1935 mg/cm? x h' volt, mig a
nanogél I. fluxusa alacsonyabb, 0,1255 mg/cm? x h értéket mutatott. A 9. tablazat a keét
kiilonb6z6 kinetikai modell (nulladrendii €s elsdrendi) szerinti illeszkedéshez tartozo
korrelacios egydtthatokat tartalmazza. Az 1-hez kozelebb esé korrelacios egyiitthatok (R2
értékek) jobb illeszkedést jeleznek az adott kinetikai modellhez. Az eredmények alapjan

mindkét gél jol jellemezhetd a null- és elsérendl kinetikai modellekkel.

100+ .
-0~ Nanogél I.

-# Nanogél Il.

O T T T T T 1
0 100 200 300

Diffundalt tapinarof mennyiség (%)

Id6 (perc)

14. abra: A tapinarof felszabadulasi profilja a kiilonboz6 készitményekbdl. Az
adatokat atlag + SD forméaban adtuk meg (n = 3).

Kinetikai modell
Osszetétel Nulladrendii Elsérendii
Nanogél I. 0,9892 0,978
Nanogél 1. 0,994 0,998

9. tablazat: A készitmények korrelacids kofficiens értékei.

57



5.2.  Invitro sejtes vizsgalatok
5.2.1. Monokultaras vizsgalatok

5.2.1.1. Sejtéletképessegi vizsgalat HaCaT sejteken

Az MTT teszt eredményeit a 15. és a 16. &bra mutatja be. A citotoxicitasi vizsgalatokat
minden esetben HaCaT sejteken végeztik. A kisérletet a készitmény kiilonb6zo
segedanyagaival végeztiik, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy azok nem toxikusak a
sejtekre. A Kkisérletben a Labrafil M-et, a Transcutol HP-t és a Tween 80-at vizsgaltuk,
amelyeket kiilonb6zé koncentraciokban oldottunk PBS-ben. Ezen kivil a hatdéanyagot és a
nanogél formulaciokat 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 vélasztottuk. A sejtek életképessegét a negativ kontrollhoz viszonyitva,
szazalékos formaban fejeztik ki.

A vizsgélatok eredmeényei alapjan csak a Tween 80 nem bizonyult biztonsagosnak az
alkalmazott koncentraciokban. Mivel azonban eldsegitik a hatdanyag felszabaduldsat és jobb
penetracidjat, hasznalatuk megfontolandd. A tovabbi vizsgalati mintak biztonsagosnak 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 id6) és hossza tava (24 6ras inkubacios id6) vizsgalatokkal is
elemeztik. A rovid tavl vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy az 6sszes készitmény,
beleértve a tapinarofot dnmagaban, nem volt toxikus a HaCaT sejtekre. A hossz( tavu
értékelések sordn hasonl6 értékeket kaptunk. Egyes kombinécidk esetén azonban 24 Oras
inkubaciot kovetéen az életképesség enyhe csdkkenése volt megfigyelhetd. Osszességében
mindkét vizsgalat azt mutatja, hogy a tapinarof és a nanogél formulacidk biztonsagosan

alkalmazhatok HaCaT sejteken.
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15. dbra: Az egyes segédanyagok MTT-teszt eredményei HaCaT sejtvonalon. A sejtek

életképességét a negativ kontrollhoz (PBS) viszonyitva szazalékban fejeztlk ki. A statisztikali

analizist egyutas ANOVA-t kovetden Dunnett-féle tobbszords 6sszehasonlitd teszttel

végeztlik. A kilénbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél

Sejtéletképesség (%)
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tekintettik szignifikansnak, az ns nem szignifikans eltérést jeldl.
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16. dbra: A nanogélek és hatdanyag hosszu és révid tavi MTT-teszt eredményei HaCaT
sejtvonalon. A sejtek életképességi értékeit a negativ kontrollhoz (PBS) viszonyitva
szadzalékban fejeztik ki. A statisztikai analizist egyutas ANOVA-t kbvetéen Dunnett-féle
tobbszords 6sszehasonlito teszttel vegeztik. A kilonbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p <
0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettiik szignifikdnsnak, az ns nem szignifikéans eltérést

jelol.

5.2.1.2. Sebgydgyulasi vizsgalat fibroblaszt sejteken

A tapinarof-tartalmt nanogélek fibroblaszt sejtkulturaban torténé migraciora gyakorolt
hatésat karcoldsos sebgyogyulasi teszttel vizsgaltuk. A 17. abra mikroszképos képeket mutat
be a kontroll koriilmények kozott 24 oras kezelés utan kapott zarodas mértékérdl 40 pg/mi
koncentracié alkalmazasa mellett. A vizsgalt hatdanyagot tartalmazé és nem tartalmazé
formulaciok hatasat a szabad tapinaroffal kapott zarddasi aranyhoz viszonyitva értékeltik. A
nanogél 11.-vel kezelt sejteknél kevesebb fibroblaszt volt a karcolas teriiletén belil, mint az ures
nanogéllel kezelt sejteknél. Az Ures készitmények esetében a karcolas teriiletének teljes
zarddasa volt megfigyelheté. A hatdanyaggal toltott nanogél 1. hatasara a fibroblaszt
sejtkulturaban szintéen megfigyelhetd volt a sejtek zarddasa 24 oran beliil. Roviden, az
eredmények arra utalnak, hogy a tapinarof beépitése a nanogélbe Il.-be noéveli annak

antiproliferativ és antimigracios aktivitasat.
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17. &bra: Reprezentativ mikroszkopos felvételek a sebzarddas mértékérdl 24 oras kezelés
utan, 40 pg/ml koncentracio alkalmazasa mellett, 6sszehasonlitva a szabad tapinaroffal, az

ures nanogélekkel és a hatéanyaggal t6ltott nanogélekkel.
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5.2.2. Ko-kultaras vizsgalatok

5.2.2.1. Valos idejii sejtanalizis (RTCA)

A tapinarof és a nanogél-alapi hordozdrendszerek potencialis pikkelysomor elleni
hatasat valos idejii sejtelemzéssel értékeltem a ko-kultdra modellen. Az IMQ altal indukalt
gyulladasos  kornyezet fokozott sejtszaporodast eredményezett, &sszhangban a
szakirodalomban korébban leirtakkal [164]. Maga a szabad tapinarof mérsékelten csokkentette
az IMQ altal kivaltott proliferaciot, ami gyulladascsokkentd hatasara utal (18. és 19. &bra).
Mindket tapinarof-tartalmu nanogel-készitmény hatékonyabban csdkkentette a sejtproliferacios
indexet, mint a szabad hatéanyag, kiloéndsen IMQ jelenlétében. A tapinarof a nanogél
formulaciokkal kombinalva dozisfiiggd modon mérsékelte az IMQ altal kivaltott
sejtproliferaciot. A kisérlet eredményei szerint nanogél I. is jelentésen csokkentette az IMQ
altal kivaltott proliferaciot (20. és 21. &bra), de a Il. szamd nanogél készitmény erételjesebb
hatast mutatott (22. és 23. dbra). Az RTCA-eredmeények alapjan a 10 uM-es tapinarof és a
tapinarofot tartalmazé nanogélek mutattdk a legjelentGsebb bioldgiai hatast, ezért ezt a

koncentracidt alkalmaztam a késébbi vizsgalatokban.

Tapinarof + IMQ

T « Kontroll
= IMQ

é 2.0+ 0.1 yM Tapinarof + IMQ
g + 1 uM Tapinarof + IMQ
= 10 uM Tapinarof + IMQ
Q 1.5+
n

1.0 T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Id6 (6ra)

crcr

adatokat atlag + SD forméaban adtuk meg (n = 3).

63



Tapinarof + IMQ

0.10+
< ek H Kontroll
= H MO
:2 O 0.1 uM Tapinarof + IMQ
; B 1 yM Tapinarof + IMQ
\o 0.05+ *kkk .
S = O 10 uM Tapinarof + IMQ
u
:-Ig *k*kk
©
|
(B

0.00- r I

19. dbra: A szabad tapinarof koncentraciofiiggé hatasa IMQ-indukalt HaCaT—-THP-1 ko-
kultara proliferacidjara. Az eredményeket a pozitiv kontrollhoz (IMQ) hasonlitottuk. A
statisztikai analizist egyutas ANOVA-val, majd Dunnett-féle tdbbszords dsszehasonlito

teszttel végeztiik. Az adatokat atlag + szorés (SD), n = 3 formaban adtuk meg. A
kilonbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettiik

szignifikansnak, az ns nem szignifikans eltérést jeldl.

Nanogél I. + Tapinarof + IMQ
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sejtanalizissel. Az adatokat atlag = SD formaban adtuk meg (n = 3).
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21. &bra: A tapinarofot tartalmazo I. nanogeél koncentraciofiiggé hatasa IMQ-indukalt
HaCaT-THP-1 ko-kultara proliferaciojara. Az eredményeket a pozitiv kontrollhoz (IMQ)
hasonlitottuk. A statisztikai analizist egyutas ANOVA-val, majd Dunnett-féle tobbszords
Osszehasonlito teszttel végeztik. Az adatokat atlag + szoras (SD), n = 3 formaban adtuk meg.
A kilonbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettilk

szignifikansnak, az ns nem szignifikans eltérést jeldl.

Nanogél Il. + Tapinarof + IMQ
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sejtanalizissel. Az adatokat atlag + SD formaban adtuk meg (n = 3).
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23. dbra: A tapinarofot tartalmazo Il. nanogél koncentraciofiiggd hatasa IMQ-indukalt
hasonlitottuk. A statisztikai analizist egyutas ANOVA-val, majd Dunnett-féle tobbszords
0sszehasonlito teszttel végeztilk. Az adatokat atlag + széras (SD), n = 3 formaban adtuk meg.
A kilonbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettilk

szignifikansnak, az ns nem szignifikans eltérést jeldl.

52.2.2. Sebgydgyulasi vizsgalat ko-kultira modellen

A sejmigréacidt in vitro sebgyogyulasi vizsgalattal értékeltem a ko-kultdra modellben. A
24. és 25. dbra alapjan a kezeletlen (kontroll) mintakban a sejtvandorlas a vartnak megfeleléen
zajlott. Teljes sebzéarddas volt megfigyelheté az IMQ-val kezelt mintakban is, mivel az IMQ
fokozza a keratinocitak szaporodasat. Az Ures nanogélek kezelése nem befolyasolta a
sebzarodast, ami tovabb erésiti azok biokompatibilitasat. A szabad tapinarof mérsékelten
lassitotta a sejtek szaporodasat, mig a hatéanyagot tartalmaz6 nanogél I. IMQ hianyaban szintén
csokkentette a sebzarodas sebességét. Ugyanakkor a legerdteljesebb antimigracios hatast a
tapinarofot tartalmazo nanogél I1. formulacié esetében figyeltem meg. Erdekes moédon a
tapinarof mind szabad formdjaban, mind a nanogélekbe beépitve erdteljesebben gatolta a
sejtvandorlast gyulladasos mikrokornyezetben (IMQ jelenlétében), mint fiziologias
korilmények kozott. Osszességében a hatdanyaggal toltott 1. szam( nanogél bizonyult a
leghatékonyabbnak a rendellenes keratinocita-migracio csokkentésében, ezéltal igéretesnek

bizonyul a gyulladasos sejtvalasz moduléalasaban.
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Tapinarof + IMQ
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24. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek a sebzarddasrdl 24 6raval a

kezelés utan, szabad tapinarof, illetve nanogel formulacidk alkalmazasa esetén, IMQ
jelenléteben vagy hianyaban. Kék: DAPI-val festett sejtmagok. A karcolt teriletet pirossal

jeloltuk.
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25. &bra: A HaCaT sejtek migracios sebességének (um/h) kvantitativ meghatarozésa a
karcolasos teriileten 24 éra elteltével. Az eredményeket a pozitiv kontrollhoz (IMQ)
hasonlitottuk. A statisztikai analizist egyutas ANOVA-val, majd Dunnett-féle tobbszords
Osszehasonlito teszttel végeztik. Az adatokat atlag + szoras (SD), n = 3 formaban adtuk meg.
A kllonbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettiik

szignifikansnak, az ns nem szignifikans eltérést jeldl.

5.2.2.3. Immunvalasz és jelatviteli Gtvonalak elemzése

52231 ELISA vizsgalatok

A proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IFN-y, IL-17A és IL-23) szintjét ELISA
modszerrel hataroztam meg a HaCaT-THP-1 ko-kultaras modellben, melynek eredményeit a
26. abra mutatja be. Az IMQ-kezelés a kontrollcsoporthoz képest szignifikdnsan névelte az
A tapinarof dnmagéaban és nanogél készitményekben is gyulladascsokkentd hatast mutatott. A
hatéanyagot tartalmazo nanogeél keszitmények viszont hatékonyabbnak bizonyultak, mint a
szabad hatéanyag. A gyulladdsos mikrokornyezetben a szabad tapinarof mérsékelten
csokkentette az IL-23 szekrécidjat, és nem mutatott gatld hatast mas citokinekre, sét egyes
esetekben magasabb citokinszinteket eredményezett, mint az IMQ-kezelés 6nmagaban. IMQ
jelenléteben a tapinarof-tartalma nanogél 1. csokkentette a TNF-a és az 1L.-23 szintjét, enyhén
csokkentette az IL-17A szekrécidjat, mig az IFN-y szintjében nem volt megfigyelhetd lényeges

valtozas. A leger6sebb gyulladascsokkentd hatast a hatdanyag-tartalmi nanogél 1l. kezelés
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mutatta, amely valamennyi vizsgalt citokin szintjét csokkentette, beleértve az 1L-23-at is. Bar
az IL-17A és IL-23 génexpressziojaban nem volt kimutathato valtozés qPCR-rel, az ELISA
jelentds moduldciét mutatott ki fehérjeszinten. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
tapinarof-tartalmd nanogélek hatékonyan csokkentik az IMQ altal kivaltott gyulladasos

citokintermelést ebben az in vitro ko-kultira modellben.
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26. dbra: A gyulladasos citokinek szintje a HaCaT-THP-1 ko-kultdraban, ELISA mddszerrel
meghatarozva 24 dras kezelés utan. Az eredményeket a pozitiv kontrollhoz (IMQ)
viszonyitva, szazalékos formaban fejeztiik ki. A statisztikai analizist egyutas ANOVA-val,
majd Dunnett-féle tdbbszoros dsszehasonlito teszttel végeztilk. Az adatokat atlag + szoras
(SD), n = 3 formaban adtuk meg. A kildnbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p
< 0,0001 ertékeknel tekintettiik szignifikansnak, az ns nem szignifikans eltérést jelol.
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52232 Génexpresszio mérése qPCR-rel

A Tnf-a, Ifn-y, 11-17a és 11-23 gének expresszidjat q°PCR modszerrel hataroztam meg. A
Tnf-a gén expresszidja az IMQ-val kezelt mintakban a kontrollcsoporthoz képest
megndvekedett, ami megerdsitette a gyulladasos valasz sikeres kivaltasat. A 27. abran lathato,
hogy a tapinarofot tartalmazo nanogel I. fejtette ki a leghatékonyabb gyulladascsokkenté hatast
IMQ jelenlétében, mivel jelentésen csokkentette az IMQ altal kivaltott Tnf-o expressziot. A
szabad tapinarof és tapinarofot tartalmazé nanogél 1l. szintén csokkentette a Tnf-a szintjét, bar
a nanogél |. hatésa bizonyult a leghatékonyabbnak. Az Ifn-y génexpresszid enyhe névekedést
mutatott IMQ hatdsara. A szabad tapinarof és a tapinarofot tartalmaz6 nanogélekkel végzett
kezelés az IMQ jelenlétében az Ifn-y expresszio enyhe csokkenését eredményezte.
Osszességében az Ifn-y gén expresszidja a kisérleti koriilmények kozott stabil maradt. Az I-
17a és az 11-23 mRNS-expresszidja 24 Orés kezelés utdn minden Kisérleti csoportban a
Kimutatasi hatar alatt maradt. Sem az IMQ-stimulécio, sem a tapinarof, sem a tapinarofot
tartalmazo nanogélek nem valtottak ki mérhet6 transzkripcios valtozasokat az 11-17a vagy az
[1-23 esetében a HaCaT-THP-1 ko-kultira modellben. Ezek az eredmények eltérnek az ELISA-
val mért citokinszint-valtozasoktol, ami arra utal, hogy a citokinszekréci6 és a génexpresszid

nem allt kozvetlen dsszefliggésben az alkalmazott kisérleti kbrialmények kdzott.
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27. abra: A Tnf-a és Ifn-y citokinek mMRNS-expresszids szintje a HaCaT-THP-1 ko-
kultaraban a kiilonboz6 tapinarof formulaciok (nanogél 1. és I1.) alkalmazasa mellett, IMQ
jelenlétében vagy anélkil. A génexpresszios szinteket a kezeletlen kontrollhoz (DMEM)
normalizaltuk. Az eredményeket a pozitiv kontrollhoz (IMQ) hasonlitottuk. A statisztikai
analizist egyutas ANOVA-val, majd Dunnett-féle tobbszords 6sszehasonlito teszttel végeztik.
Az adatokat atlag + szorés (SD), n = 3 formaban adtuk meg. A kiildnbségeket p < 0,05; **p <
0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettlik szignifikdnsnak, az ns nem

szignifikans eltérést jelol.
5.2.2.3.3 NF-kB transzlokacio

Az NF-xB jelatviteli utvonal aktivaciojat immunfluoreszcens festéssel vizsgaltam THP-
kovetésével. A 28. és 29. abran lathato, hogy az IMQ-kezelés a p65 alegység nukleéris
lokalizacidjat eredmeényezte, ami az NF-xB Gtvonal aktivaciojat jelzi. A szabad tapinarof
kezelés a p65 sejtmagba vald transzlokacidjanak enyhe csokkenését eredményezte, mig a
tapinarofot tartalmazo nanogél 1. mérsékelt gatlo hatast mutatott. A leghatékonyabb IMQ-
indukalt p65 sejtmagba vald lokalizacidt a hatéanyag-tartalma nanogél 11.-nél figyelték meg,
ami a szabad tapinarofhoz és a tapinarofot tartalmazd nanogél 1.-hez képest az NF-kB aktivacio

erételjesebb gatlasat jelzi.
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28 abra: Az NF-xB p65 alegység nukleéris transzlokacidja THP-1 sejtekben tapinarofot
tartalmazd nanogelekkel torténd kezelés hatasara. Reprezentativ immunfluoreszcens
felvételek az NF-«xB p65 (z6ld) és a DAPI-val festett sejtmagok (kék) megjelenitésével THP-1
sejtekben 24 6ras kezelés utan, szabad tapinarof, illetve nanogél formulacidk alkalmazasa

esetén.
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29. dbra: Az NF-«xB p65 sejtmag/citoplazma intenzitasarany kvantitativ meghatarozasa

kiilonb6z6 kezelések mellett. Az eredményeket a pozitiv kontrollhoz (IMQ) hasonlitottuk. A

statisztikai analizist egyutas ANOVA-val, majd Dunnett-féle tobbszoros dsszehasonlitd

teszttel végeztiik. Az adatokat atlag + széras (SD), n = 5 formaban adtuk meg. A
kilénbségeket p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 értékeknél tekintettiik

szignifikansnak, az ns nem szignifikans eltérést jeldl.
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6. Megbeszélés

6.1. A készitményfejlesztés és a gyogyszerforma vizsgalatok értékelése

Kisérletes munkam els6é szakaszdban a géleket tobbféle szempontbdl vizsgaltuk,
beleértve az sejtéletképességi vizsgalatot és a részecskeméret meghatarozast. A formulaciok
nanomeéretét dinamikus fényszdrasos modszerrel igazoltuk. A merések alapjan mindkét
Osszetétel a gélképzodést kovetden is a nanoméret-tartomanyban maradt.

A készitményeket reoldgia és textlra analizisnek is alavetettiik, mivel ezek a
paraméterek kozvetlenul 6sszefliggenek a készitmények dsszetételével, ezaltal a
konzisztenciaval és a stabilitassal is. Kilondsen a viszkozitas és a nyirofesziiltség hdmérséklet-
¢s nyirasi sebességfiiggd valtozasa befolyasolja a hatbanyag-leadast, ezaltal a boron keresztiili
penetraciot is [182].

A reoldgiai mérések azt mutattdk, hogy mindkét gél viszkozitasa csokkent a
homérséklet emelkedésével: 35 °C-on a viszkozitds kissé alacsonyabb volt, mint
szobahdémérsékleten. Hasonld eredményekrdl szamolt be Zeynep Ay Senyigit és munkatarsai,
akik karbopol 934 alapu gélekben figyeltek meg pszeudoplasztikus viselkedést a mupirocin
dermalis alkalmazésahoz [183]. Rajinikanth és tarsai masik vizsgalatukban szintén nyirasra
higulo viselkedést mutattak ki karbopol 934 alapl gélek esetén [184]. Giuseppe €s tarsai
munkdja tovabb erdsiti ezeket az eredményeket, miszerint a karbopolt tartalmazo gélek
viszkozitasa a hémérséklet emelkedésével csokken [185].

A viszkozitas csokkenésének kovetkezményeként testhdmérsékleten a gél konnyebben
folyik, ami gyorsabb hatéanyag-leadashoz vezethet. A nanogél Il. viszkozitasa Kkissé
alacsonyabb volt, ami arra utal, hogy ez a formulacié gyorsabb hatdéanyag-felszabadulasra
képes. Az alacsonyabb viszkozités azt is jelenti, hogy testhdmérsékleten a nanogél konnyebben
kenhetd, ami megkonnyiti a bérre valo felvitelt.

A textdraanalizis alapjan a két formulacio kozott nem volt kimutathatd szignifikans
eltérés a kompresszios eré tekintetében. A nanogél 1. korllbelil 65 Nm atlagos kompresszios
er6t mutatott, mig a nanogél 1l. kisseé alacsonyabbat, kortlbelil 60 Nm-t. A vizsgalt mintak nem
mutattak ellenallést, igy allaguk megfeleldnek bizonyult gélalapu gydgyszerformakhoz, ami
hozzajarulhat a betegek jobb egyiittmiikodéséhez.

Az in vitro hatbanyag-leadasi vizsgalatok soran megfigyeltiik, hogy a nanogél II.
gyorsabb és magasabb mértékii tapinarof felszabadulast mutatott az id6 el6érehaladtaval. 11 perc
elteltével a felszabadult tapinarof mennyisége megkozelitette a 14%-ot, mig a nanogél I.

mérsékeltebb felszabadulast mutatott, korilbeltl 8%-ot. Mindkét formulécié stabil maradt a
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kisérlet soran, azonban a két nanogél kozotti kiillonbség egyértelmiien megmutatkozott a
hatbanyag-leadas sebességében. Ez a kiilonbség valdszinlileg az alkalmazott Gsszetevék
eltéréseibdl, illetve a reologiai tulajdonsagokbol ered, amelyek befolyasoljak a borén valo
athatolast. A ket gél kozul a nanogél Il. jelentésen jobb felszabadulasi profilt mutatott, ami
6sszhangban all a reologiai vizsgalatok eredményeivel. Az ilyen gyors felszabadulas kiildnésen
elényos lehet, ha a célzott, gyors hatas elérése a cél, mint pikkelysémor esetén.

Munkénk soran igyekeztiink olyan segédanyagokat valasztani, amelyek eldsegitik a
hat6anyag oldddasat és felszabadulasat. A szakirodalmi adatok alapjan a nem-ionos felliletaktiv
anyagok rendelkeznek a legkisebb irritdcidés potenciallal, ezért ezek hasznalata mellett
dontottunk. A Labrafil M, a Tween 80 és a Transcutol HP egyarant ismert oldoszerek vagy ko-
oldoszerek, amelyeket gyakran alkalmaznak helyi gyogyszerformék penetracidjanak
fokozéasara [186].

Yue Zhang és munkatarsai szerint a tapinarof nagy mertékben oldodik Tween 80-ban és
etanolban [187]. Jasmine Musakhanian leirasa alapjan a Transcutol HP jelent6s mennyiségii
hidrofil és lipofil anyagot képes oldani, igy jol alkalmazhat6 hidrogélekben is [188]. Ennek
megfelelden a gélformulécioban a tapinarofot ezekben az olddszerekben oldottuk fel.

A hatdéanyagot tartalmazd készitmények és a Kivalasztott segédanyagok
biokompatibilitdisait HaCaT sejtvonalon teszteltiik. A tapinarof és a kiilonb6zé nanogélek
sejtéletképességre gyakorolt hatasat rovid és hosszu tavu vizsgalatokkal egyarant jellemeztik
annak érdekében, hogy atfogobb képet kapjunk a formulacidk biokompatibilitasi profiljarol. Az
MTT teszt eredményei alapjan a szabad tapinarof, a nanogél formulacidk, valamint a Labrafil
M és a Transcutol HP a vizsgalt koncentraciotartomanyban megfelelé biokompatibilitast
mutattak. Ezzel szemben a Tween 80 citotoxikus hatast mutatott, igy ez bizonyult az egyetlen
vizsgalt komponensnek, amely a sejtek életképességenek csokkenését eredmeényezte.

Ugyanakkor ezek az eredmények nem egyeznek Farzaneh Forouz és munkatérsainak
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 tekinthetdk nem toxikus segédanyagoknak farmakologiai vagy
toxikologiai értékelések alapjan [186].

Kisérletiink soran egyedil a Tween 80 bizonyult toxikusnak. Ezzel szemben a
szakirodalomban szdmos tanulmany cafolja ezt az eredmeényt. Caroline Maupas és munkatarsai
példaul lipid nanopartikulumokba épitett Tween 80 és més fellletaktiv anyagok toxicitasat

vizsgaltak, és erds feliiletaktiv anyag-tipusfliggd toxicitast figyeltek meg HaCaT sejtekben.
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Azonban nem a Tween 80 bizonyult a legtoxikusabbnak. A fellletaktiv anyagok toxicitasa
foként amfipatikus szerkezetiiknek tulajdonithato [189]. Ezzel szemben Maiulle T. Pacheo és
munkatarsai a sucupira olajat tartalmaz6 nanoemulziokat vizsgaltak, ahol a toxicitast nem a
feluletaktiv anyagoknak, hanem maganak az olajnak tulajdonitottak [190]. Tovabba Katja
Steine és tarsai a Tween 80-at az egyik legbdérbaratabb feliiletaktiv anyagként értékelték [191].

A szakirodalmi adatok szerint a tapinarof rendelkezik antiproliferativ tulajdonsagokkal
[38,89]. Ezt in vitro sebgydgyulési vizsgélataink is alatdmasztottak, ahol a sebzarddas mértéke
elsésorban a sejtmigraciot tiikrozi. Mig a klasszikus sebgyogyuldsi modellekben a gyorsabb
sebzarddas kedvezonek tekinthetd, a pikkelysomor kontextusdban a fokozott sejtmigracid és
proliferacié mérséklddése potencialisan elényos hatasnak tekinthetd. A tapinarof Gnmagaban is
jobban akadalyozta sebzarddast 24 ora elteltével, mint az lres gélek. Ezen felll a tapinarofot
tartalmazé nanogél 1. mérsékelten gatolta a sejtmigraciot, mig a hatéanyagot tartalmazo6 nanogél
Il. hatasara lassabb sebzarddas kovetkezett be, vagyis a fibroblasztok migracidja a karcolas
terliletén belul 24 6ran bellll gatlasra kerult. Ez azért lehet kedvez6 a pikkelysomor kezelésében,

mivel a betegségre a keratinocitak fokozott proliferacidja jellemzo.

6.2. In vitro sejtes vizsgalatok eredményeinek értékelése

Kisérletes munkam maésodik szakaszaban a HaCaT-THP-1 ko-kultira modell
alkalmazaséval kiilonboz6 paraméterek alapjan értékeltiik a tapinarofot tartalmazo nanogéleket.
A nanoformulaciok sejtproliferacié-gatlo hatasat RTCA és in vitro sebgydgyulasi tesztekkel
vizsgaltuk. Mivel a tapinarof vizsgalatira RTCA maodszer alkalmazasardl nincs rendelkezésre
allo tudomanyos adat, kisérletiink egyediilallonak tekinthetd. A méréseket a hatdanyaggal és
anélkil, gyulladasos (IMQ-indukélt) és nem gyulladasos kdrnyezetben végeztik. Az
eredmények alapjan mindkét nanogél jelentdsen csokkentette az IMQ éaltal kivaltott
sejtproliferaciét, mig a szabad tapinarof hatdsa mérsékeltebb volt. A hatéanyagot nem
tartalmazd nanogélek nem fokoztdk a sejtszaporodast. Minden minta esetében a 10 uM-es
tapinarof-koncentracio bizonyult a leghatékonyabbnak, igy a tovabbiakban a kisérleteket ezzel
a dozissal folytattuk.

Az in vitro sebgyogyulasi vizsgalat soran a 10 pM-es tapinarof-koncentracio eltéré
migracios profilt eredményezett, mint a human dermalis fibroblasztokon végzett korabbi
kisérletiinkben, ahol a hatéanyagot 40 uM-es dozisban, gyulladasos stimulus nélkil teszteltik.
A gyulladasos keratinocita-makrofag modellben az IMQ fokozta a sejtek kozotti rés

bezéarddasat, de a tapinarofot tartalmazé kezelések jelentésen lassitottdk ezt a folyamatot. A
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kétféle nanogél koziil a II. tipust nanogél kedvezdbb tendenciat mutatott, mint az I. tipusu. Az
IMQ jelenlétében azonban minden kezelés jelentdsen lelassitotta a sejtek kozotti rés
bezarddasat a szabad hatdéanyaghoz képest. Ez a tulajdonsag kiilonosen elényos lehet olyan
korképekben, mint a pikkelysomaor, amelyek hiperproliferacidval és gyulladassal jarnak, és ahol
a terapia celja a rendellenes keratinocita-proliferacié csokkentese.

Az ELISA vizsgalatokat végeztilk annak értékelésére, hogy a tapinarofot tartalmazé
nanogél készitmények milyen hatdst gyakorolnak a szabad tapinarofhoz képest a
kulcsfontossagu proinflammatorikus citokinek (TNF-o, IFN-y, IL-17A és IL-23) szekréciojara
a HaCaT-THP-1 ko-kultira modellben. Eredményeink azt mutattdk, hogy a tapinarofot
tartalmaz6 nanogelek kifejezettebb citokinszint-csokkenést eredményeztek, mint a szabad
hatéanyag. A nanogél I. gyulladasos koriilmények kozott csdkkentette a TNF-a és az 1L-23
citokinek szintjét, és enyhén mersékelte az IL-17A szekrécidjat, mig a nanogél Il. mutatta a
leghatékonyabb gyulladascsokkent6 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 gatlé hatésa a tobbi citokinre. S6t, egyes
esetekben az IMQ jelenlétében a citokinszintek emelkedése volt megfigyelhetd.

Ezek az eredmények 6sszhangban allnak a tapinarof gyulladascsokkenté hatésait
igazolé korébbi tanulményokkal. Smith és munkatarsai megfigyelték, hogy a hatdanyag
csokkentette a gyulladasos citokinek expressziojat és javitotta a bor 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 gyulladascsokkent6 hatasat. Hasonlo eredményekrdl szamolt be
Zhao és munkatarsai, akik ELISA-val mérték az IL-17 termelésének csokkenését a tapinaroffal
kezelt dendritikus sejtekben, és megfigyelték az mRNS-expressziot is [101]. Bissonnette és
munkatarsai tanulmanyukban egyértelmiien kimutatta, hogy a tapinarof-kezelés csokkentette a
gyulladasos citokinek (IL-17A, 1L-22, IL-23 és IL-1) szintjét egy pikkelysomoros
egérmodellben [28]. Meg kell azonban jegyezni, hogy ezeknek a tanulméanyoknak a tobbségét
kiilonboz6 biologiai 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 tartalmazd készitmények csokkentették a Tnf-o mMRNS szintjét a szabad
hatdanyaghoz képest, mig az Ifn-y transzkripcidja a kisérleti csoportokban nagyrészt valtozatlan
maradt, igy ebben a modellben nem volt kimutathatd egyértelmii tapinarofhoz kothet6 hatas.

Az IlI-17a és az 11-23 mRNS szintek minden mintdban a kimutatasi hatar alatt voltak. Ezaltal a
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kisérleti korilmények kozott nem lehet kbzvetlen kdvetkeztetest levonni az ELISA-val mert
citokin-szekrécio és a qPCR-rel kimutatott mRNS-expresszio kozott. Ez az eltérés a
transzkripcids és poszttranszkripcios szabalyozas kilonbségeivel, valamint az mRNS és a
fehérjeszekrécio kozotti idobeli eltéréssel magyarazhato.

Szamos tanulmany mar ramutatott erre a jelenségre, hogy az mRNS- és a fehérjeszintek
kozotti eltérés nem ritka. A fehérjeszekréciot nem csupan a transzkripcio, hanem az mRNS
stabilitasa, a transzlacio, a transzlacié utani médosulésok és a fehérje lebomlas is befolyasolja
[192]. Egy masik tanulmany immunsejtekben hasonlitotta 6ssze a mért mRNS-szinteket a
fehérjeszintekkel (proteomika/FACS), és kimutatta, hogy a két mérés kozott nem mindig all
fenn szoros Osszefliggés, s6t bizonyos esetekben jelentds eltérések is megfigyelheték [193].
Eichelbaum és munkatarsai aktivalt makrofagokon végzett id6beli kinetikai vizsgalatokkal
igazolték, hogy a transzkripcios valaszok gyakran korébban érik el cstcspontjukat, mint a
megfeleld fehérjeszint-valtozasok. Vagyis az mRNS-szint gyorsan (gyakran 2—6 oran bell)
tet6zik, majd lecsokken, mig a szekretélt fehérje késleltetve, fokozatosan halmozodik fel [194].
Tovébbi tanulmanyok szintén megerdsitik, hogy az mRNS-cstcsok gyakran joval a mérhetd
extracellularis fehérjefelhalmozodas elétt jelentkeznek [195,196].

Osszességében véve az ELISA és a qPCR eredményei kozott megfigyelt eltérés a
leegyszeriisitett in vitro ko-kultira rendszerek ismert korlatjat tukrozi. Bar a tapinarofot
tartalmazd nanogélek egyértelmiien modulaltak a citokin szekrécidt ebben a ko-kultlra
modellben, kizardlag ezekre az adatokra alapozva nem vonhatok le végleges kovetkeztetések a
transzkripcids szabalyozasrol vagy specifikus jelatviteli utvonalak részvételérdl. Mindazonaltal
az ELISA-val megfigyelt, kovetkezetes citokin-felszabadulas gatlasa aldtdmasztja a tapinarof-
nanogél készitmények funkciondlis gyulladascsokkentd potencidljat ebben a pikkelysdmor-
szerl in vitro modellben.

Az immunfluoreszcens festéssel értékelt NF-kB p65 alegység intracellularis
lokalizacioja szintén megerdsitette a gyulladascsokkentd hatast. Az imikimod kezelés nuklearis
p65 transzlokaciot indukalt a THP-1 monocitakban. A szabad tapinarof enyhén csokkentette
ezt az aktivaciot. Ezzel szemben a tapinarof-tartalmi nanogél 1. mérsékelt gatlé hatast mutatott,
mig a leghatékonyabb blokkolé hatast a hatéanyag-tartalmu nanogél 11. 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 keves tanulméany vizsgalta kozvetlenll a tapinarof NF-xB p65

nukledris transzlokéciodjara kifejtett gatlo hatasat gyulladasos allapotban 1€vé keratinocitakban.
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A korabbi tanulmanyok foként a tapinarof altal kivaltott citokin-modulaciora és az AhR
aktivaciora Osszpontositottak, de nem allnak rendelkezésre adatok az NF-kB jelatvitelre
gyakorolt kozvetlen hatdsarol. Egy kézelmultbeli tanulméany kimutatta, hogy a tapinarof gatolta
stressznek kitett HaCaT keratinocitdkban, potencialisan az AhR/Nrf2 aktivaciéjan keresztil
[197]. Ezenkivil Brito és munkatérsai egérmodellben is kimutattak, hogy a tapinarof-kezelés
csokkenti tobb jelatviteli ut, kdztlik az NF-xB, 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 [198]. Erdekes médon mas AhR-ligandokrdl (pl. indig6) és szerkezetileg rokon
polifenol-vegyiiletekrdl (pl. rezveratrol) is beszamoltak, hogy gatoljak az NF-kB transzkripcios
aktivitasat. Ezek az eredmények alatdmasztjdk az AhR-aktivacio és a gyulladasos jelatviteli
atvonalak kozotti kdlcsonhatast [84,199,200].

Az eredmények alapjan elmondhatdé, hogy a nanogél-alapld gyogyszerhordozas
javithatja a tapinarof in vitro bioldgiai 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 formulacidk kozotti
kiilonbségek a kisérletek soran jol megfigyelhetok voltak: a nanogél 11. (magasabb SNEDDS-
tartalommal) er6sebb hatast mutatott a gyulladasos jelatviteli utak gatlasaban, mig a nanogél |.
kifejezettebb hatast mutatott a génexpresszios vizsgalatokban. Ezek a kiildnbségek arra utalnak,
hogy a nanogél-rendszerek Osszetétele és szerkezeti jellemzoi jelentdsen befolyasolhatjak a
tapinarofra adott sejtvalaszokat.

Bar a megfigyelt hatasok mogott meghizodoé pontos molekuléris mechanizmusok a
jelenlegi eredmények alapjan nem hatarozhatok meg egyértelmiien, a nanogélek fizikai-kémiai
¢és biologiai tulajdonsagai alapjan tobb lehetséges magyardzat is felvethetd. Elsdsorban a
nanogélek tartds hatéanyag-felszabadulasi viselkedése lehet az, ami biztositja a sejtek hosszabb
ideig tartd kitettségét a hatdanyag-koncentraciéknak. Szamos beszamol6 jelent meg a nanogél-
rendszerekhez kapcsolddo hosszabb felszabadulasi profilokrol, és ismert, hogy ezek fokozzak
a farmakoldgiai hatasokat a szabad hat6éanyagokhoz képest. Ezen felll a nanogél matrixba valo
beépités megvédheti a hatdanyagot a fizikai-kémiai lebomlastdl és javithatja oldhat6sagat,
kilénosen olyan lipofil molekuldk esetében, mint a tapinarof [136,201]. A megndvekedett
sejtfelvétel szintén hozzajarulhat a megfigyelt hatdsokhoz. Nanoméretiiknek és nagy fajlagos
feliiletiiknek koszonhetden a nanogélek eldsegithetik a sejtmembranokkal vald szorosabb

kolcsonhatast és megkonnyithetik a terapids szerek intracelluléaris transzportjat [90,202].
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Ezenkivil a feluletaktiv anyagok és maguk a SNEDDS-ek is fokozhatjak a bérbe valo

behatolast, s6t moduldlhatjdk a helyi gyulladdsos vélaszokat is, ami hozzajarulhat a

nanoformulaciok kdzott megfigyelt kilénbségekhez [203].

6.3.

Uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A Kisérletes munk&m sorén elért, (j tudomanyos eredmények:

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

A kiilonb6z6 nanogél formulaciok reoldgiai és texturaanalitikai vizsgalataval igazoltam
azok megfeleld viszkozitasat, szerkezetét és konzisztencidjat dermalis készitményként.
In vitro felszabadulasi vizsgalatokkal kimutattam, hogy a nanogél formulacidk
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

crer

imikimoddal indukalt gyulladasos kérnyezetben.

In vitro sebgyogyulasi vizsgélatok sordn kimutattam, hogy a tapinarofot tartalmazé
formulaciok moduldljdk a sejtmigraciot, mivel nem gyulladasos kornyezetben a
gyulladasos kornyezetben zajlo sebzarddasi folyamatokat is befolyasoltéak.
HaCaT-THP-1 ko-kultdras modellen ELISA madszerrel kimutattam, hogy a tapinarof
és nanogél formulacioi erételjesebben csokkentik a proinflammatorikus citokinek
(TNF-a, IFN-y, IL-17A, 1L-23) szintjét, 0sszehasonlitva a szabad hatéanyaggal.
Génexpresszids vizsgalatokkal igazoltam, hogy a tapinarofot tartalmazé formulaciok
befolyasoljék a gyulladasos citokinek (Tnf-a, Ifn-y) MRNS-szintjét.
Immunfluoreszcens vizsgalattal kimutattam, hogy szabad hatéanyaghoz képest, a
tapinarof-tartalmi nanogélek eredményesebben gatoljak az NF-xB p65 alegység

crer

modulalasahoz.
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7. Osszefoglalas

A pikkelysomor egy kronikus, immunmedialt gyulladasos boérbetegség, amely jelentds
¢letminéség-romlassal jar, azonban kezelése még mindig kihivast jelent. Bar szamos terapias
lehet6ség all jelenleg rendelkezésre, a hatékony, jol toleralhatd és hosszu tavon is alkalmazhatd
topikalis keszitményekre tovabbra is er6s igény mutatkozik. A kdzelmultban engedélyezett
tapinarof, mint AhR-agonista, egy 1j terapias megkozelitést kinal, mivel gyulladascsokkentd,
antioxidans és boérbarrier-helyreallito hatadsokkal rendelkezik. Ugyanakkor a hagyomanyos
formulaciok korlatozzak a hatbanyag megfeleld borpenetraciojat és biohasznosulasat.

Doktori munkam célja olyan innovativ, topikalis gyogyszerhordozd rendszerek
fejlesztése volt, amelyek képesek fokozni a tapinarof terapias hatékonysagat. Ennek érdekében
kiilonb6z6 Osszetételil tapinarof-tartalma nanoformulaciokat allitottam el6. Vizsgalataim soran
igazoltam, hogy a létrehozott rendszerek megérzik stabil, 200 nm alatti részecskeméretiiket
gélesedés utan is, megfeleld reoldgiai és textUralis tulajdonsédgokkal rendelkeznek, igy
alkalmasak dermalis alkalmazasra. Valamint a citotoxicitasi vizsgalatok alapjan
biztonsagosnak bizonyultak HaCaT sejteken. In vitro kioldddasi vizsgalat soran a formuléciok
kozll a nanogél Il. elény6sebb hatéanyag-leadasi profilt mutatott, amely 6sszefliggésbe
hozhat6 kedvezd viszkozitasi €s szerkezeti tulajdonsagaival.

A biologiai hatdsok vizsgalata soran sikeresen kimutattam, hogy a tapinarof nanogélbe
torténd beépitése fokozza annak antiproliferativ és antimigracios hatasat, amit in vitro karcol&si
tesztekkel igazoltam.

A kutatas kovetkezé fazisaban egy imikimod-indukalt HaCaT-THP-1 ko-kultdras
pszoriazis modell alkalmazésaval vizsgaltam a formulaciok hatasat a sejtek mitkodésére. Az
eredmények azt mutattak, hogy a nanogél-alapu hatdéanyagbevitel csokkentette a gyulladasos
folyamatokban kulcsfontossagl szerepet jatszo citokinek (TNF-a, IFN-y, IL-17A, 1L-23)
hatéanyag. Tovabbd a NF-«B jelatviteli utvonal gatlasa is megfigyelheté volt, ami tovabb
erdsiti a rendszer gyulladascsokkentd potencialjat.

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

jelenlegi terapias lehetdségek tovabbfejlesztéséhez.
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8. Summary

Psoriasis is a chronic, immune-mediated inflammatory skin disease that significantly
impairs quality of life, and the treatment still remains a challenge. Although several therapeutic
options are currently available, there is still a strong need for effective, well-tolerated, and long-
term applicable topical formulations. Recently approved tapinarof, as an aryl hydrocarbon
receptor (AhR) agonist, represents a novel therapeutic approach due to its anti-inflammatory,
antioxidant, and skin barrier-restoring properties. However, conventional formulations limit
adequate skin penetration and the bioavailability of the active ingredient.

The aim of my doctoral work was to develop innovative topical drug delivery systems
that enhance the therapeutic efficacy of tapinarof. For this purpose, nanoformulations
containing tapinarof with different compositions were prepared. My results demonstrated that
the developed systems maintained their stable particle size below 200 nm even after gelation,
exhibited appropriate rheological and textural properties, so they were suitable for dermal
application. Furthermore, cytotoxicity studies confirmed their safety on HaCaT cell lines. In
vitro release studies revealed that nanogel Il exhibited a more favorable drug release profile,
which can be attributed to its advantageous viscosity and structural characteristics.

During the investigation of biological effects, | demonstrated that the incorporation of tapinarof
into nanogels enhanced its antiproliferative and antimigratory effects using in vitro scratch
assay.

In the next phase of the study, the effects of the formulations were evaluated using an
imiquimod-induced HaCaT-THP-1 co-culture psoriasis model. The results showed that
nanogel-based drug delivery reduced the levels of key pro-inflammatory cytokines (TNF-a,
IFN-y, IL-17A, and IL-23) and more effectively inhibited cell proliferation and migration
compared to the free drug. In addition, inhibition of the NF-kB signaling pathway was observed,
further supporting the anti-inflammatory potential of the system.

Overall, the developed tapinarof-loaded nanogel systems improve the bioavailability
and biological efficacy of the active compound while maintaining a favorable safety profile.
These findings suggest their potential as a promising non-steroidal alternative for the topical
treatment of psoriasis and may contribute to the advancement of current therapeutic strategies.
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IMQ

JAK

MTT
NADPH
NF-xB
NLC
NQO1
Nrf2
OH-csoport

P. luminescens
PASI

PBS
PDE4
PFA

PGA

PMA
PSOARING

gPCR

RPMI-1640
RTCA

SD

SLN

SNEDDS

STAT

stratum basale
stratum corneum
stratum granulosum

stratum lucidum

Interleukin-23 gén

Imikimod (Imiquimod)

Janus Kinaz
3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lium-bromid
Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

Nuklearis faktor-kappa B

Nanostrukturlt lipid hordozok (Nanostructured lipid carriers)
NADPH-kinon-oxidoreduktaz 1

Nukleéris faktor eritroid 2-hez kapcsolddo faktor 2

Hidroxil-csoport

Photorhabdus luminescens, Gram-negativ baktérium

Pszoriazis Kiterjedési és Sualyossagi Index (Psoriasis Area and
Severity Index)

Foszfat pufferelt séoldat (Phosphate buffered saline)

4-es tipusu foszfodiészteraz

Paraformaldehid

Orvosi globalis értékelés (Physician Global Assessment for
Psoriasis)

Phorbol-12-mirisztat-13-acetat

A tapinarof pikkelysémor klinikai programja

Kvantitativ valos idejii polimeraz-lancreakcio (quantitative real -time
polymerase chain reaction)

Roswell Park Memorial Institute 1640 tapfolyadék

Valos idejii sejt analizis (Real-Time Cell Analysis)

Sz6ras (Standard Deviation)

Szilard lipid nanorészecskék (Solid lipid nanoparticles)
On-nanonemulgeadlodd  gyogyszeradagold rendszer  (Self-
Nanoemulsifying Drug Delivery System)

Jelatviteli és aktivator transzkripcios fehérjék

Az epidermisz alaprétege

Az epidermisz szarurétege

Az epidermisz szemcsés rétege

Az epidermisz fénylo rétege
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stratum spinosum
Th-sejtek

TNF-a

Tnf-a

TNF-B

TX-100

TYK2

UVA

uUvB

VEGF

Az epidermisz tliskés rétege
Segitd (helper) T-sejtek
Tumor nekrozis faktor-alfa
Tumor nekrozis faktor-alfa gén
Tumor nekrozis faktor-béta
Triton-X-100, pozitiv kontroll
Tirozin protein kinaz 2
Ultraibolya A sugarak
Ultraibolya B sugarak

Vaszkuléris endotelialis novekedési faktor
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11.  Abrajegyzék

1. &bra: Az epidermisz rétegeinek sematikus felépitése. (sajat abra, BioRenderrel készitve)

2. dbra: Tarsbetegsegek. (sajat dbra, BioRenderrel készitve)

3. dbra: A pikkelysomor patomechanizmusa a bérben. (Sajat abra, BioRenderrel készitve)

4. dbra: A tapinarof és a rezveratrol kemiai szerkezete.

Forréas: https://www.sigmaaldrich.com/HU/en (Let6ltés: 2025. 09. 06.)

5. &bra: Az aril-hidrokarbon receptor szerepe a tapinarof hatasmechanizmuséaban. (sajat abra,
BioRenderrel készitve)

6. dbra: Nanorészecske-hordozok tipusai. (sajat abra, BioRenderrel készitve)

7. abra: A nanogélek elényei a dermalis gyogyszerbevitelben. (sajat abra, BioRenderrel
készitve)

8. abra: A nanogélek héatranyai a dermalis gydgyszerbevitelben. (sajat abra, BioRenderrel
készitve)

9. dbra: Kisérleti terv. (sajat abra, BioRenderrel készitve)

10. &bra: A HaCaT-THP-1 ko-kultara létrehozésa és tapinarof-nanogéllel torténd kezelése.
(sajat abra, BioRenderrel készitve)

11. dbra: A készitmények cseppmeéret-eloszlasa. (sajat abra)

12. abra: A nanogélek viszkozitasgorbéi (lefelé iveld, citromsarga és sziirke gorbék) és
folyasgorbéi (felfelé iveld, narancssarga és kék gorbék). (sajat abra)

13. 4bra: A hatbanyagot tartalmazo kiilonb6z6 nanogél készitmények textiraelemzésének
eredményei. (sajat abra)

14. abra: A tapinarof felszabadulasi profilja a kiillonb6z6 készitményekbdl. (sajat abra)

15. dbra: Az egyes segédanyagok MTT-teszt eredményei HaCaT sejtvonalon. (sajat abra)

16. &bra: A nanogélek és hatéanyag hosszu és rovid tavd MTT-teszt eredményei HaCaT
sejtvonalon. (sajat abra)

17. dbra: Reprezentativ mikroszkopos felvételek a sebzarodas mértékérdl 24 oras kezelés utan,
40 pg/ml koncentracié alkalmazéasa mellett, dsszehasonlitva a szabad tapinaroffal, az Ures
nanogélekkel és a hatdanyaggal toltott nanogélekkel. (sajat abra)

abra)

19. &bra: A szabad tapinarof koncentracioéfiiggd hatasa IMQ-indukalt HaCaT-THP-1 ko-
kultdra proliferacidjara. (sajat abra)
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crer

sejtanalizissel. (sajat abra)

21. abra: A tapinarofot tartalmazo I. nanogél koncentraciofiiggd hatasa IMQ-indukalt HaCaT—
THP-1 ko-kultara proliferaciojara. (sajat abra)

sejtanalizissel. (sajat abra)

23. dbra: A tapinarofot tartalmazd II. nanogél koncentraciofiiggé hatasa IMQ-indukalt
HaCaT-THP-1 ko-kultura proliferaciojara. (sajat abra)

24. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek a sebzarodasrél 24 oraval a
kezelés utan, szabad tapinarof, illetve nanogél formulaciok alkalmazasa esetén, IMQ
jelenlétében vagy hianyaban. (sajat abra)

25. abra: A HaCaT sejtek migracios sebességének (um/h) kvantitativ meghatarozasa a
karcolasos teriileten 24 6ra elteltével. (sajat abra)

26. abra: A gyulladasos citokinek szintje a HaCaT-THP-1 ko-kultiraban, ELISA mddszerrel
meghatarozva 24 éras kezelés utan. (sajat abra)

27. abra: A Tnf-a és Ifn-y citokinek mMRNS-expresszios szintje a HaCaT—THP-1 ko-kultdraban
a kiilonbozd tapinarof formulaciok (I. és II. nanogél) alkalmazdsa mellett, IMQ jelenlétében
vagy hianyaban. (sajat &bra)

28. &bra: Az NF-xB p65 alegység nukleéris transzlokécidja THP-1 sejtekben tapinarofot
tartalmazo nanogélekkel torténé kezelés hatasara. (sajat abra)

29. dbra: Az NF-xB p65 sejtmag/citoplazma intenzitasarany kvantitativ meghatarozasa

kiilonboz6 kezelések mellett. (sajat dbra)
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12.  Tablazatok jegyzéke

1. tablazat: A pikkelysomor topikalis kezelései: hatasmechanizmus, mellékhatasok és peldak.
(sajat tablazat)

2. tablazat: A pikkelysomor szisztémas kezelései: hatdsmechanizmus, mellékhatasok és
példak. (sajat tablazat)

3. tablazat: Az FDA altal nemrégiben jovahagyott Uj hatéanyagok. (sajat tablazat)

4. tablazat: A tapinarof molekuléris Gtvonalai. (sajat tAblazat)

5. tdblazat: A kiilonboz6é SNEDDS-ek dsszetétele. (sajat tablazat)

6. tablazat: A kiilonb6z6 nanogélek Gsszetétele. (sajat tablazat)

7. tablazat: Az I. nanoformulécid részecskeméret-closzlasa a gélképzddést kovetden. (sajat
tablazat)

8. tdblazat: A I1l. nanoformulacid részecskeméret-eloszlasa a gélképzédést kovetden. (sajat
tablazat)

9. tablazat: A készitmények korrelacids kofficiens értékei. (sajat tablazat)
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13.  Targyszavak

Tapinarof, nanogélek, pikkelysomor, gyulladascsokkentd, antioxidéns, kiilsdleges

gyogyszerkészitmények, kokultura, citotoxicitas, reoldgia, biokompatibilitas

14. Keywords

Tapinarof, nanogels, psoriasis, anti-inflammatory, antioxidant, topical preparations, co-culture,

cytotoxicity, rheology, biocompatibility
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15.  Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretném kifejezni legnagyobb halamat és tiszteletemet témavezetdmnek, Prof.
Dr. Bécskay lldikonak, a Gyogyszerésztudomanyi Kar dékanasszonyanak, aki szakmai
Utmutatasaval, timogatésaval és biztatasaval végig kisérte a doktori munkamat.

Kiilon koszonettel tartozom konzulensemnek és mentoromnak, Dr. Petd Agoténak, aki
folyamatos szakmai iranymutatasaval és dnzetlen segitségével nagyban hozzajarult kutatasaim
sikeréhez.

Halas vagyok a Gyogyszertechnoldgiai Tanszék valamennyi munkatarsanak: Dr. Fehér
Palmanak, Dr. Vasvari Gabornak, Dr. Arany Petranak, Dr. Sinka Davidnak, Dr. J0zsa Lizanak,
Horanyiné Korei Marianak, Gulyas Evanak, Szilagyi Erikanak és Bétoriné Pataki Brigittanak,
akik munkajukkal, szakmai tAmogatasukkal es batoritasukkal hozzajarultak eredményeimhez.

Koszonettel tartozom a Gyodgyszerfeliigyeleti ¢s Gyogyszergazdalkodasi Tanszék
munkatérsainak, kiilonosen Prof. Dr. Vecsernyés Miklosnak és Dr. Horvath Léaszlonak, illetve
a Gyogyszeripari Gyogyszertechnologiai Tanszék munkatarsainak, Dr. Ujhelyi Zoltannak, Dr.
Nemes Dénielnek és Dr. Haimhoffer Adamnak, valamint a Molekularis és
Nanogyodgyszerészeti Tanszék kollégainak, Dr. Fenyvesi Ferencnek, Dr. Véradi Juditnak és Dr.
Rusznyak Agnesnek, akik hozzajarultak kutatisaim elérehaladasahoz és szakmai tanacsaikkal
segitett¢k munkéamat.

Kiilon halaval tartozom Dr. Kluséczki Agnesnek, aki az elmult évben nyujtott szakmai
tamogatasaval €s egylittmiikodésével nagyban hozzdjarult kutatasom elérehaladasahoz.

Halasan koOszonom PhD-hallgaté tarsaimnak, Bodnar Krisztindnak, Dr. Papp
Boglarkéanak és Alsheikh Raghadnak a kozos munkat, a folyamatos tamogatast és azt, hogy a
nehezebb iddszakokban is mindig igyekeztiink egymasban tartani a lelket.

Kdszondm tovabba Lakatos Szilvianak, Antalné Sipos Szilvidnak és Vaszily Marianak,
hogy mindig készsegesen segitettek, és barmikor bizalommal fordulhattam hozzajuk.

Kdsz6ndm a tutoraimnak, Prof. Dr. Juhdsz Bélanak és Dr. Lekli Istvannak a PhD
képzésem alatt nydjtott tamogatasukat.

Halaval tartozom Dr. Csoma Eszternek, Prof. Dr. Tosaki Arpadnak és Prof. Dr. Gergely
Lajosnak a Doktori Iskolankeért végzett faradhatatlan munkajukert és elkotelezettségikért.

Végul, de nem utolsdsorban szeretném megkdszonni a csaladomnak és barataimnak az
évek soran nyujtott szeretetet, tiirelmet és kitartd tdmogatast. Rendkiviil halas vagyok a

sziileimnek, a nagysziileimnek, a névéremnek és csalddjanak, hogy mindig tdmogattak, és a
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nehezebb napokat megkonnyitették azzal, hogy megteremtették azt a biztonsagos ¢és

szeretetteljes kornyezetet, amely lehetdvé tette szamomra, hogy eljussak idaig.
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16. Fiiggelék

A PhD munka finanszirozasa a TKP2021-EGA-18 azonositoszamu szdmu projekt a
Kulturalis és Innovacios Minisztérium Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbol

nyujtott tamogatasaval, a TKP2021-EGA-palyazati program finanszirozasaban valosul meg.

A projektet a 2022-1.2.2-TETIPARI-UZ-2022-00006 ,» Lermészetes
gyogynovénykivonatot tartalmazo kiilonbozé prototipusok kozos kutatasa és fejlesztése ipari

felhasznalasra” projekt timogatta.

A kutatas a Richter Gedeon Nyrt. altal 1étrehozott Richter Gedeon Talentum Alapitvany
(székhely: 1103 Budapest, Gyomro6i Gt 19-21.) tamogatasaval, a Richter Gedeon Kivalosagi
PhD Osztondij keretében készilt.

A Kulturalis és Innovéciés Minisztérium EKOP-25-3-11 kédszamu Egyetemi Kutatoi

Osztondijprogramjanak, a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alapbdl finanszirozott

szakmai tamogatasaval készlilt.
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