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AZ ERTEKEZESBEN HASZNALT ROVIDITESEK

ANOVA variancia analizis

AUC a kisérleti idoszakban a subcutan extracellularis térben kapott tiodiglikol
koncentraciégorbe alatti teriilet

AUC a kisérleti idoszakban a subcutan extracellularis térben kapott tiodiglikol
koncentraciogorbék alatti teriiletértékek szamtani kozepe

AUC0 a kénmustar felvitele utani 0-60. perc kozott a subcutan extracelluléris
térben kapott tiodiglikol koncentraciégorbe alatti tertilet

AUCq.60 a kénmustar felvitele utani 0-60. perc kozott a subcutan extracelluléris
térben kapott tiodiglikol koncentraciogorbék alatti teriiletek szdmtani
kozepe

C0-20 a tiodiglikol subcutan extracellularis térben mért koncentracidja a

kénmustar felvitele utani 0-20. perc kozott

C0-20 a tiodiglikol subcutan extracellularis térben, a kénmustar felvitele utani 0-
20. perc kozott mért koncentracio-értékeinek szamtani kdzepe

Ceial a tiodiglikol mikrodializatumban mérhet6 koncentracioja

Coldat a tiodiglikol koncentracioja a vizsgalt oldatban (in vitro kisérletekben)

Coerf a tiodiglikol koncentracioja a dializalé oldatban (in vitro kisérletekben)
CTDG a tiodiglikol subcutan extracellularis térben mért koncentracidja

Crmax a tiodiglikol subcutan extracellularis térben mért maximalis koncentracidja
Cimax a tiodiglikol subcutan extracellularis térben mért maximalis koncentracio-

értékeinek szamtani kdzepe

CBRN vegyi, biologiai, radiologiai és nukleéris fegyverek dsszefoglalo roviditése
HFBA heptafluorvajsavanhidrid

HMT hexametiléntetramin

IPPSF izolalt perfundalt sertésbor lebeny

LCts egyszeri expozicid esetén a populaciod felének elpusztulasat eredményezo

légtéri koncentracio-ido szorzat

LDs Otvenszazalékos halalos dozis
LOD kimutatési hatar (a mindségi kimutatas als6 koncentracidhatara)
LOQ mennyiségi kimutatési hatar

PFPD pulzalo langfotometrias detektor
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PFPE
PTFE

R2
RR%
SM

SOD

tmax;0-360

Emax;0-360

TDG
TDG-HFBA
TDP-HFBA
TDP

perfluorpoliéter
politetrafluoretilén (teflon)

determinécios egyiitthato
kinyerési hanyados
2,2’-diklordietilszulfid; kénmustar
szuperoxid-dizmutéaz

a tiodiglikol subcutan extracellularis térben, SM-expozicid sordn mért
maximalis koncentracidjanak elérésé¢hez sziikséges id6

a tiodiglikol subcutan extracellularis térben, SM-expozicid sordn mért
maximalis koncentracidjanak eléréséhez sziikséges idok szdmtani kdzepe

2,2’-tiodietanol; tiodiglikol
tiodiglikol-heptafluorvajsav diészter
tiodipropanol-heptafluorvajsav diészter

3,3’-tiodipropanol; tiodipropanol
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1. BEVEZETES

1.1 A kutatasi probléma megfogalmazasa

1.1.1 A tomegpusztitd fegyverek 1€tébol adodo fenyegetés és a NATO ezzel kapcsolatos

védelem-politikajanak pillérei

A lendiiletes tudomanyos és ipari fejlédés, valamint a fegyverkezési versenyek
kovetkezményeként a XX. szdzadban 0 fegyver-kategoriaként jelentek meg a modern
tomegpusztitd (vegyi, bioldgiai €s nuklearis, majd a radiologiai, Un. piszkos) fegyverek. Az
elsé vilaghaboru kirobbandsa és a hideghdborus szembenallas szdzadvégi enyhiilése kdzott
ezek az eszkozok sok orszag hadrendjébe bekeriiltek, és alkalmazdsukra is szamos — a
Szovjetuni®6 megsziinése utan pedig tovabbi néhany — esetben sor kerilt [1-5]. A
tomegpusztitd fegyverek az emberiség és az ¢lhetd kornyezet minden egyéb eszkoznél
hatékonyabb ¢s teljesebb elpusztitdsara adnak lehetdséget, ezért azok hasznalatat, illetve az
azzal vald fenyegetést a civilizalt vildg elfogadhatatlannak tartja. Ezt tiikkr6zden az
ezredforduldig nonproliferacids egyezmények sora keriilt alairasra, nagyszabasu leszerelési
programok indultak meg, tovabba a tomegpusztitd fegyverek terjedését korlatozni hivatott
nemzetkdzi egyezmények 1éptek életbe, melyek végrehajtasat szintén nemzetkodzi
szervezetek feliigyelik [6-9].

A vegyi, biologiai, radioldgiai és nuklearis (CBRN) fegyverekkel Osszefiiggd
fenyegetés részben katonai, részben kornyezeti jellegli. A katonai fenyegetés megtestesitdi
egyes, ¢ fegyverek megszerzésére torekvd és/vagy az azokkal kapcsolatos
kereskedelemben érdekelt, a nonproliferacidés egyezményektdl sok esetben tavol marado
riado szervezetek [1,10]. Komoly biztonsadgi kockazatot jelent, hogy a problémaval
kapcsolatos egyetértés és az erdfeszitések ellenére a felhalmozott készletek teljes
megsemmisitése maig nem tortént meg, s6t, tarolasukkal és biztonsadgos Orzésiikkel
kapcsolatban szamos helyen komoly kétségek meriiltek fel [11,12]. A helyzetet stilyosbitja,
hogy e fegyverek eldallitasaval, szallitdsaval, tarolasaval és alkalmazasaval kapcsolatos
tudas jelentds része mar nincs kontroll alatt [12]. A vonatkozdé nemzetkdzi egyezményektdl
tavol marad6 allamok készleteik fenntartdsaval kimondott vagy kimondatlan regionalis

fenyegetés hordozoi, legtobbjiik rdadasul tovabbra is torekszik arzenaljanak bdvitésére.
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Sajnalatos modon ezek az allamok politikai szandékaik elérése céljabol tudasuk,
eréforrasaik és készleteik terrorista szervezetek részére torténd tovabbadasatol sem riadnak
vissza [13,14]. Tomegpusztitd fegyver dsszetevojeként hasznalhatd vegyiilettel legutobb
Nagy-Britannidban kovettek el merényletet [5].

Kornyezeti kockazatot a korabban eldallitott készletek nem elérelatod — tarolasi céllal
vagy éppen a toliik valo megszabadulds érdekében torténd — elhelyezése, valamint a
fegyveres konfliktusokban bevetett, &m fel nem robbant 16vedékek felszinre keriilése
jelent. E készletek — melyek 1éte a vilag tobb pontjan egyre fokozddd kdrnyezeti-okoldgiai
veszélyt rejt magaban — koziil néhany a kozelmultban balesetek okozdjava is valt [15-19].

Valoszinii, hogy a tomegpusztitd fegyverek minden nemzetkdzi eréfeszités ellenére
veszélyt fognak jelenteni a jovOben az euro-atlanti régid orszdgai szdmara, igy hazank
szamara is. A fenyegetés kezelése komplex védelmi (felderitési, vegyivédelmi, védelem-
egészségiigyi és kiképzési) feladatokat jelent. Ezt felismerve az Eszak-Atlanti Szerz6dés
Szervezete az ezredforduld ota ismét kiemelt figyelmet fordit CBRN fegyverek elleni
védelmi képességeinek fenntartdsara és fejlesztésére. 1999-ben, hazank csatlakozasaval
egyidoben a NATO tagallamainak kormanyfoi meghirdették a Védelmi Képességek
Kezdeményezést (Defence Capabilities Initiative), melyben megfogalmaztak, hogy a
NATO szamara a tomegpusztitd fegyverek és célbajuttatd eszkdzeik proliferacioja jelenti
az egyik potencialis veszélyforrast. Ezzel parhuzamosan dolgoztak ki a Tomegpusztitd
Fegyverek Kezdeményezést (Weapons of Mass Destruction Initiative) [20]. A 2002-es
pragai NATO-csucstalalkozon nyole, a katonai miveletek sikerességének szempontjabol
kulcsfontossagu teriiletet jeloltek meg, melyek egyike a vegyi, biologiai, radiologiai €s
nuklearis védelem volt. Ugyanekkor 6t, a teriiletet érinté védelmi kezdeményezés (NBC
Defence Initiatives) keriilt megfogalmazasra [21]. 2004-ben az isztambuli cstcstalalkozon
az allam- és kormanyfok meghirdették a Terrorizmus Elleni Védelem Programot (Defence
Against Terrorism Program), mely egyik eleme a tomegpusztitd fegyverek észlelése,
elhéritdsa, valamint az elleniikk valé védekezés [22]. A 2006-ban Rigaban tartott
csucstalalkozon pedig ismét megerdsitésre keriilt, hogy a tomegpusztitd fegyverek elleni
védekezés képességeinek fejlesztése a NATO-n beliil tovabbra is kiemelten fontos teriilet
[23]. A NATO legmagasabb dontéshozoi szintjén deklaralt elkotelezettség jelenti igy a
teriileten folyd védelem-egészségiigyi kutatas-fejlesztési tevékenységek legfontosabb

keretét.
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1.1.2 A mérgez6 harcanyagok csoportositasa

A tomegpusztitd fegyverek egyik fO tipusat a vegyi fegyverek képezik. Haldsz és Grosz
definicidja szerint ,,a vegyi fegyver olyan eszkdzrendszer, amelynek rendeltetése az
¢léerdk harcképtelenné tétele bizonyos anyagok mérgezd tulajdonsdgan keresztiil. Ez
magaban foglalja a mérgezé vegyi harcanyagot és annak a célbajuttatd €s szétszorasra
szolgald eszkozeit.” [24] A vegyi fegyverek tovabbi osztalyozdsa gyakran az
Osszetevoként hasznalhaté mérgezé harcanyagok tulajdonsagai szerint torténik. Gyakori a
hatdsmechanizmus szerinti felosztas; eszerint megkiilonboztetjiik az idegmérgeket (melyek
az acetilkolinészteraz enzimet visszafordithatatlanul bénitva haldlos idegrendszeri
tiineteket idéznek eld), a hdlyaghuzo mérgeket (ezek valtozatos modon hatd vegyiiletek, a
bérre jutva azonban mindegyikiikk holyagképzddést eredményez), a szisztémdsan hato
meérgeket (melyek az oxigén-transzportot bénitva altalanos szoveti hipoxiat okoznak), a
tiidore hato meérgeket (ezek az als6 légutakban stlyos ©6démat idéznek eld), a
konnyfakaszto mérgeket (melyek a szem ¢€s a felsd légutak sulyos irritaciojaval fejtik ki
hatasukat), a hdanytato meérgeket (ezek hatasa az akut arzén-mérgezés kovetkezményeivel
egyezik meg), valamint a pszichotikumokat (ezek kolinerg agonista vegyliletek, melyek a
kozponti idegrendszer élettani mitkddésébe avatkoznak be)' [25].

A mérgezd harcanyagok besorolasa lehetséges az alkalmazott koncentracio-
tartomanyban okozott halalos sebesiilések gyakorisaga alapjan is: ilyen megkdzelitésben az
ideg-, a holyaghuzo, a tiidore és a szisztémasan hatd mérgeket a haldlos, mig a
konnyfakasztd és hanytatd mérgeket, valamint a pszichotikumokat a nemhalalos mérgezo
harcanyagok csoportjaba soroljadk. A megkiilonboztetés harmadik fontos szempontja a
terep, eszkdzok €s ruhazat szennyezésének iddtartama: ez alapjan kiillonbséget tesziink az
illano (pl. szarin, klorpikrin, cianhidrogén) €s marado (pl. szoman, 3-kinuklidinilbenzilat)

mérgek kozott [25].

1.1.3. A kénmustar veszélyforrasként torténd jellemzése

A mérgezé harcanyagok egyik kiemelten veszélyes csoportjat a holyaghtizé vegyiiletek

jelentik, melyek katonai szempontbol legfontosabb képviseléje a kénmustar®

! Tagabb értelemben a vegyi fegyverek kozé soroljak a toxinokat, a herbicideket, tovabba a kédképzé- és
gyujtofegyvereket is.

? Az értekezésben szereplé fontosabb vegyiiletek szerkezeti képlete a Fiiggelékben szerepel.



Karvaly G: A kénmustar borfelszinrdl torténd penetracidjanak vizsgalata in vivo mikrodializis modell segitségével

(2,2'-diklordietilszulfid; SM). A rendkiviil sulyos és elhuzoédoan gyogyuld sériiléseket
okozd méreg toxicitdsa alapjan a halalos, fizikai tulajdonsigai alapjan a marado
harcanyagok kozé tartozik (I. dbra) [27]. A XX. szédzadban vegyi fegyverek
komponenseként szdmos hadseregben rendszeresitésre keriilt, és sok konfliktusban — a
mérgezd harcanyagok koziil a legtobb alkalommal — be is vetették (I. tablazat) [1,29].
Célbajuttatasahoz a multban kiilonboz6 tipusu tiizérségi 10vedékeket, bombakat, rakétakat
hasznaltak, ez azonban elméletileg szamos tovabbi médon megoldhaté [30,31]. Az SM a
nemzetkozi Vegyi Fegyver Egyezménytdl [9] tdvol marado legtobb (ha nem az dsszes)
allam haderejének harcanyag-készletében megtalalhatdo [1]. Alkalmazasdnak veszélyét
noveli, hogy eldallitasa prekurzorként hasznalt ipari vegyliletek felhaszndlasaval,
korlatozott felszerelés birtokdban megvaldsithat6, szintéziséhez nyilt forrasokban talalhatéd
informacié [32], az eldallitott méreg tarolasa pedig észrevétleniil megoldhatd [31,33].
Tovabbi veszélyforrast jelentenek a feliigyeleten kiviili SM-készletek: a mar emlitett
meglévd kornyezeti-Okologiai kockazaton feliill a mérgez0 harcanyagok altal okozott,

ismertté valt balesetek nagy része is ehhez a méreghez kothetd [17,18,34-36].

I. tablazat: Fontosabb példak a kénmustar bevetésére a XX. szdzadban [37-40].

1917. julius 12-13.  Elsé harctéri alkalmazasa: a német fél kénmustart tartalmazé
Iovedékeket vet be Ypres-nél (Belgium)

1917-18 Az 1. vildghaboru legnagyobb élderd-veszteséget okozd mérgezo
harcanyagava valik

1935 Olaszorszag beveti Etidpia megszallasakor
1937-45 A japan hadsereg Kina megszallasa soran alkalmazza tobbszor
1963-67 Az egyiptomi hadsereg a jemeni polgarhdboruba torténd

beavatkozasa soran veti be

1982-88 Irak irani katonai €s civil célpontok ellen gyakran beveti; az
aldozatok szdma tobb mint d6tvenezer

1988 Kurdok lakta iraki falvak lakossaga ellen Szaddam Huszein
hadserege alkalmazza; tobbezer ember sebesiil meg stilyosan
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IL. tablazat: A kénmustéar fizikai tulajdonséagai [18].

relativ molekulatomeg 159,08

fagyaspont kb. 15 °C
forraspont kb. 216 °C

telitett légtéri koncentracio 900 mg m™ (25 °C)
stirtiség 1,27 gml™ (20 °C)

Az SM hatékony alkalmazasat fizikai és kémiai tulajdonsagai valtozatos
koriilmények kozott teszik lehetové (IL. tablazat). Sirlisége miatt Iégtérbe keriilésekor a
vegyiilet nagyrészt a talajszinthez kozel keriil [18,36]. Magas forrdspontja és alacsony
gbznyomasa miatt tartdsan szennyezi a terepet, melyrdl eltdvolitasa rendkiviil nehéz [41].
Toxicitdsa nyilt terepen kb. 15 °C kornyezeti homérséklet felett szamottevd [18]. Vizben
alig oldédik (telitési koncentracidja 20 °C-on 0,9 mg ml™), azonban korlatlanul elegyedik a
legtobb szerves oldoszerrel [42]. A higitatlan SM kémiailag stabil, ezért tarolasa —
kiilonosen stabilizaloszer hozzdadasat kovetden — hosszii id6n at lehetséges. Mas
vegyiiletekkel torténd elegyitésével olvadaspontja csokkenthetd (igy akar fagypont alatti
kornyezeti homérsékleten is hatékonyan alkalmazhaté keverék nyerhetd), emellett
lehetdség van szabalyozott részecskeméretli aeroszol formdjaban torténd eldallitasara —
ennek célja az also légutakba torténd behatoldsanak eldsegitése — és viszkozitdsanak
novelésére; utdbbi eljards a borrdl, szembdl, eszkozokrdl és a tereprol torténd eltavolitasat

tovabb neheziti [43].

1.1.4 A kénmustar elleni egészségiigyi védelem formai, a borexpozicid jelentdsége és a

megeldz6 borfelszini készitmények alkalmazdsanak eldnyei

Az SM akut hatdsai els6sorban a szemet, a légutakat és a bort, emellett a gyakori
sejtosztodast mutatd szoveteket (vorOs csontveld, bélhdm) és a kdzponti idegrendszert
érintik [36,44,45]. A lehetséges egészségiligyi beavatkozasokat sokszor aszerint
csoportositjak, hogy azokra a kontaminaciot megelézden vagy azt kdvetden keriil sor.
Eszerint az alabbi megkozelitések jonnek szamitasba: (1) készitmények expozicio elotti
alkalmazasa, melyek a harcanyag megkotését, detoxifikalasat, penetraciéjanak zaréréteg

létesitésével torténd megakadalyozasat, vagy a tiinetek fellépéséhez vezetd biokémiai
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folyamatok inhibicidjat célozza; (2) személyi mentesités, amely a testfelszinre jutd
folyadék halmazallapoti harcanyag megkotését, detoxifikalasat, vagy eltavolitasat célzo,
az expoziciot kovetden végrehajtott beavatkozas; (3) antidotum addasa, amely szintén
posztexpozicids beavatkozasként a mar felszivodott SM semlegesitésére, vagy a tiinetek
fellépéséhez vezetd biokémiai folyamatok inhibiciojara iranyul; végiil (4) posztexpozicios
terapia, amely a manifesztalodott tlinetekkel rendelkezd sériiltek ellatasat, életvédelmét
foglalja magaba. Mig a bor védelmére elvben mindegyik megkozelités alkalmazhato, a
szem védelme szempontjabol csak a (2)-(4), a légutak és a szisztémas bejutaskor érintett
szervek védelme érdekében pedig csak a (3) €s (4) megkozelités jelenthet megoldast.

Az SM Aéltal okozott sériilések orvosi ellatasanak problémaja a felsorolt szervek
egyike esetében sem megoldott [36]. Altalanosan elfogadott ajanlas jelenleg csak az SM
mérgezettek személyi mentesitésére €s osztalyozasara van, emellett a kialakult tiinetek
fekvobeteg-intézeti kezelésével kapcsolatban ndtt jelentésen a tapasztalatok szdma az
elmult években [36,39,44-47]. A sériilések kezelésével kapcsolatos nehézségek a vegyiilet
fizikai és kémiai tulajdonsagaival, illetve hatdsmechanizmuséaval fiiggenek 0ssze. Nagy
problémat jelent, hogy az SM csak extrém nagy dozisban okoz azonnali helyi irritaciot, a
tiinetek legtobbszor az expozicid utan tobb oraval 1épnek fel [48]. A kés6i manifesztacio
ellenére ugyanis a molekularis szintli patologias folyamatok a kontaktust kovetéen percek
alatt végbemennek, ami a tiinetek kialakulasat megel6z6 posztexpoziciés beavatkozas
lehetdségét idoben rendkiviili mértékben korlatozza [48,49]. A harcanyag a létfontossagu
intracellularis makromolekuldkkal minden sejttipusban kovalens kotést 1étesit, ezen feliil
pedig szamos extracellularis matrix fehérjéhez kapcsolodik [36,42,50]. A nagyszamu
biokémiai elvaltozas parhuzamos fellépése miatt a raciondlis terapia kifejlesztéséhez
bonyolult patomechanizmus tisztazasara van sziikség. E patomechanizmus-komplexrol
részleges ismereteink vannak [48].

A boér kontamindcidjanak jelentdsége kiemelkedd. Boriink — nagy kiterjedése miatt —
a légtérbe kerlild harcanyaggal leggyakrabban érintkezd szerviink: a multban a
dokumentalt sériilések tobb mint 80%-a — részben vagy egészében — bdrfelszini expozicid
eredménye volt [36,48]. A kialakuld borelvaltozasok a sebesiiltek tartds harcképtelenségét
okozzak. Megelozésiik, gyogyitasuk elvi lehetdségei koziil ma a nagyon korlatozottan
alkalmazhaté személyi mentesitésen kiviil kizardlag a posztexpozicidos terdpia
vonatkozasaban allnak rendelkezésre a védelem-egészségiigyben alkalmazhato eljardsok
[46,50]. A kozelmultban mindazonaltal megnétt az érdeklédés a bort az SM ellen

hatékonyan védd profilaktikus készitmények irant, melyek koziil a bdrfelszinen
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alkalmazhat6 dsszetételek kiillonosen igéretesnek bizonyultak. Aktualis feladat ezért olyan
vizsgalati rendszerek megalkotédsa, amelyek segitségével ezek eredményességének hiteles
vizsgalata, Osszehasonlitdsa végrehajthat6. Hasonld védokészitmények foglalkozas-
egészségligyi teriileten — els6sorban a munkahelyi kornyezettel Osszefliggd kontakt
dermatitisek kialakuldsanak megeldzése végett — torténd hasznalata széles korben elterjedt.
Hasznalatukat elonydssé teszi, hogy (1) felviteliik és eltavolitasuk szakértelmet nem
igényel, (2) a test barmely részén alkalmazhatok, (3) alkalmazasuk a véddruhdzathoz
képest minimalis fizikai és pszichés stresszt okoz, (4) kisebb a tilérzékenységi borreakciok
kialakulasanak veszélye, mint a hagyomanyos véddelemek (kesztyli, maszk, stb.)
hasznalatakor, (5) eléallitasi koltségiik — a vegyivédelmi ruhdzat és mas megel6zési formak
koltségeihez viszonyitva — alacsony, (6) a szervezet élettani folyamatait minimalisan
befolyasoljak, és (7) eltavolitasuk konnyen és gyorsan megoldhaté [51,52]. Néhany, az
SM-expozicid profilaxisaban hasznalhaté borfelszini készitmény engedélyezése a human
gyogyaszatban torténd alkalmazisra mara elérhetd kozelségbe keriilt. E szereket a
védoruhazat elemeinek kapcsolodéasi pontjaindl tervezik hasznalni, tovabba olyan
esetekben, mikor véddruhazat feloltésére nincs mod [52-54]. Hazank fegyveres, rend-,
polgar- és katasztrofavédelmi erdinek allomanya, valamint az egészségiigyi ellatast nyu;jto
szakszemélyzet kontaminalt kornyezetben torténd szolgalatteljesitésének eldsegitése
érdekében fontos, hogy a jovo korszerti védokészitményei koziil a hatékonysag és
biztonsagossag szempontjabdl egyarant megfelelé formulacié kivalasztasra keriilhessen.
Ehhez sziikséges, hogy rendelkezésiinkre &lljanak olyan biologiai modellek, melyek

alkalmasak a készitmények hatékonysaganak hiteles vizsgélatara és 6sszehasonlitasara.
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1.2

Célkitiizések

Munkam soran alapvetd célkitlizésem egy in vivo kisérletes modell megalkotasa
volt, mely alkalmas a borfelszinre jutd mérgezd harcanyagok penetracidjanak,
valamint a harcanyagok és a borfelszin kontaktusat megakadalyozo készitmények

¢s eljarasok hatékonysaganak vizsgalatara.

Az allatkisérletes modell kifejlesztése soran szempontként vettem figyelembe, hogy

a modell alkalmazhato legyen

- kiilonosen veszélyes anyagok tartdos felvitelére, azok parolgasanak
megakadalyozasaval;

crcr

nyomon kovetésére.

Célul tiztem ki a mikrodializis technika mintavételi modszerként torténd
adaptalasat. Célom volt a mintavétel koriilményeinek részletes vizsgalata és

optimalizalasa in vitro és in vivo kdrnyezetben.

crcr

crcr

vizes mintakban torténé meghatarozasahoz.

A modell kisérletes tesztelésének részeként célom volt

- a kénmustar penetracidjanak jellemzése a borfelszinre felvitt mennyiséggel
Osszefliggésben;

- szakirodalombdl ismert, masok altal fejlesztett és vizsgalt védokészitmények
hatékonysaganak jellemzése;

- egy eddig kénmustar ellen preventiv szerként nem alkalmazott készitmény

tesztelése.



srer

1.3 A kénmustar bérfelszinrol torténo felszivodasaban szerepet jatszo biologiai té-

nyezok

1.3.1 Az emberi bOr szerkezete

A kiiltakaré az emberi test tomegének felndétt korban kb. 10%-at kitevd, 1,5-2,0 m’
Osszterliletli 1étfontossagu szerv [55]. Amellett, hogy elsddleges szerepet jatszik belsd
szerveink fizikai védelmében a kiils6 — fizikai, kémiai és biolodgiai — behatasokkal
szemben, a testhdmérséklet szabalyozasaval kapcsolatos létfontossagu, valamint fontos
érzékszervi funkcioval is rendelkezik. Elettani feladatai kozé tartozik még egyes, a
szisztémas keringésbdl érkezé vegyiiletek kivalasztasa, az elektrolit-haztartés
egyensulyanak fenntartdsdban illetve a sériilt boron keresztiil bejutd korokozok
eliminicidjaban vald részvétel, tovabbd a borfelszinrdl felszivodd vegyiiletek kémiai

atalakitasa [55-57].

2. abra: (A) emberi tenyér [58] és (B) vandorpatkany hasi borébdl [sajat felvétel] késziilt
metszetek. Hematoxilin-eozin festés, 400x nagyitds. sc: stratum corneum, e: epidermis,
d: dermis, h: hypodermis.

A bort morfologiai és funkciondlis sajatsagok alapjan harom rétegre — epidermis,
dermis és hypodermis — szokds osztani (2. dbra). A kiilvilaggal érintkezé epidermis
legkiils6 rétege a 15-25 sejtsor képezte stratum corneum, melyet teljesen differencialodott,
elhalt keratinocitak alkotnak lamelléris lipidmatrixba agyazodva; utdbbit szOrtiiszok és az
izzadtsagmirigyek kivezetd csdvei dofik at szamos ponton. A s. corneum elsdsorban nagy
striisége, alacsony viztartalma, valamint a vegyiiletek aktiv transzportjat végrehajtod

egységek hianya miatt a borfelszinre jutd vegyliletek penetracidjanak sebességét
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leghatékonyabban korlatozo réteg [59]. A s. corneum egésze vagy az intercellularis
lipidmatrix eltdvolitadsakor az abszorpcid sebessége sokszorosara nd [60,61]. A s.
corneumon keresztiil torténd felszivodas passziv folyamat, melyet részben a biologiai
rendszert (a vegyiilet altal az intercellularis bilipid csatorndkban megtett uthossz, a s.
corneum hémérséklete, a pilosebaceus egységek szdma az exponalt teriileten), részben
pedig a toxikdnst tartalmazd Osszetételt (a vehikulum mindsége, tovabba a vegyiilet
koncentrécidja és s. corneumban érvényes diffuzivitasa) jellemzo értékek hataroznak meg
[59,60]. Az eloz6ekbdl kovetkezden a felszivodas sebessége minden vegyiilet esetében
testtajanként eltéré és ennek mértéke a vegyiiletek fizikai, kémiai tulajdonsagaival is
Osszefligg [59].

A s. corneum alatt az ¢10 epidermis helyezkedik el. Ennek legalsé rétege a stratum
basale, mely nagyobbrészt Ossejtekbdl és a differencialodas kezdeti fazisdban 1évo
keratinocitakbol, valamint az epidermist a bazalis membranhoz horgonyzo sejtekbol all. A
keratinocitak differencialodasukkal egyidejiileg a borfelszin felé tolodnak, ¢és azzal
parhuzamos rétegeket (s. spinosum, s. granulosum, egyes testtajakon pedig efelett s.
lucidum) alkotnak. Az epidermis kisebb mennyiségben mas funkciot betoltd sejteket
(melanocitak, Langerhans-sejtek, Merkel-sejtek) is tartalmaz.

Az epidermist és az alatta elhelyezkedd dermist a bazalis membran rogziti szorosan
egymashoz. A kozvetleniil a bazalis membran alatt hizo6dé dermis papillarét nagyobbrészt
sejtes allomany alkotja (ez foleg fibroblastokbol, emellett hizdsejtekbdl és makrofagokbdl
all), mig a mélyebben fekvd dermis reticularét nagyrészt kollagént, elasztint és retikularis
rostokat tartalmazé amorf, vegyes proteoglikdn matrix teszi ki. A borfiiggelékek tobbsége
(az apokrin és ekkrin mirigyek, valamint a pilosebaceus egység) utobbi rétegbe agyazodik.
A borfelszinrdl penetrald xenobiotikumok szisztémas keringésbe torténd szallitasat végzo
kapillaris erek legnagyobb szamban a dermis papillaréban futnak, a bdr termoregulacios
képességét biztositd arteriovenosus anastomosisok azonban a bdr egészét behalozzak. A
dermis kemo-, mechano- ¢és hdszenzitiv idegrostokkal gazdagon innervalt, ezek jelentOs
része a bazalis membranig fut €s a s. basaleban taldlhat6 Merkel-sejtekkel asszocialt. Stiri
halozatot f6leg a dermis papillaréban alkotd nyirokrendszere az immunvélasz fellépését, a
nagyobb méretli szoveti tormelékek elszallitasat, tovabba a szdveti nyomds fenntartasat
segiti eld. A bor legalséd rétegét (hypodermis) zsirszovet alkotja, amelyben a bort ellato
nagyobb idegek ¢€s erek taldlhatok. Ez a réteg testiink hdszigetelésének legfontosabb eleme,
egyben lipofil vegyliletek raktdrozasanak és az energiatermelésnek is fontos kozege

[56,57,59].
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1.4 A kénmustar borfelszinrol torténé felszivodasanak jellemzoi és kovetkezményei

A kénmustar g6z, aeroszol vagy folyadékcsepp formajaban keriil a bdrfelszinre. A
kontaktus soran rendkiviil gyorsan athatol a s. corneumon és bejut a bor €10 szdveteibe
[60-62]. Korabbi vizsgalatokban a harcanyag becsiilt penetracidos sebessége fedetlen
emberi béron keresztiil, 21 °C-os kornyezeti hémérsékleten 1-4 pg cm™ min™ volt [62].
Csupasz tengerimalacban ugyanez az érték 2,0 pg cm™ min' [63], sertésben
411£175 pg em™ h™ (kb. 6,842,9 pg cm™ min™) [64], patkanyban 7 pg cm™ min™' [65]. Az

SM perkutan toxicitasi adatait a II1. tablazat mutatja.

II1. tablazat: A kénmustar perkutdn toxicitasi adatai [66].

SM g6z bértiineteket kivalto 1égtéri koncentracio-idé szorzata 50 mg min m™

SM g6z populacio 50%-at harcképtelenné tevo 1égtéri 1000-2000 mg min m”
koncentracié-id6 szorzata

SM g6z akut perkutan LCts 10 000 mg min m>
SM folyadék minimalis erythematogen dézisa 10-20 pg cm™

SM folyadék populacié 50%-at harcképtelenné tevo dozisa 800 mg

SM folyadék akut perkutan LDsg 100 mg kg'1

A bejutdé SM nagy része a szisztémas keringésbe tovabbitodik, kisebb hanyada
azonban megoszlik a bdorben [60,61]. Sejtmembranokon keresztiil torténd transzportjat
elésegitd mechanizmust nem ismeriink; a vegyiilet passziv diffuzidval jut at azokon [62].
Borfelszinrél  torténd  felszivodasanak, valamint béron belilli megoszlasanak
karakterisztikajat kémiai és fizikai folyamatok igen komplex rendszere hatdrozza meg:
Riviere és mtsai az SM intradermalis kinetikdjat 8 rekeszes modellel irtak le, mely
nemlinearis sebességi allandot is tartalmazott [60]. Mara az is igazolasra keriilt, hogy a
korabban ko6zolt eredményekkel szemben a bérben az SM rezervoart képez, annak felsd
rétegeiben [67].

Becslések szerint a borfelszinrdl penetraldo SM 10-50 %-a vizzel spontdin moédon
reagalva episzulfoniumma alakul. Az SM hatékonysaganak kulcsat az jelenti, hogy az
episzulfoniumionnal tautomer karbéniumion nagy affinitdssal kapcsolédik nukleofil

csoportok heteroatomjaihoz (kén, nitrogén, oxigén), melyekben a sejtek mikddésében
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szerepet jatsz6 endogén molekuldk, valamint a szoveti strukturdt ado extracellularis
fehérjék rendkiviil gazdagok [42,48]. Az episzulféniumion a DNS nitrogénatomjaihoz (és
kisebb mértékben oxigénatomjaihoz) torténd kapcsolodasa inicidlja a sejt nekrdzisdhoz
vezetd legfontosabb folyamatokat [48]. Emellett alkilezOdnek az RNS-ek, szamos fehérje
(kiilondsen a metioninban gazdag proteinek) és kis molekulasulyll endogén vegyiiletek
(melyek kozott az elvaltozdsok kialakuldsa szempontjabol a glutation tiinik a
legfontosabbnak; 3. dbra) [68,69]. Tobbféle nukleofil jelenlétében az egyes reakciok
kompetitiv modon jatszodnak le. Papirmeister és mtsai bemutatjak Stein (1946) korabban
nem publikalt vizsgdlatait, melyek soran szisztematikusan Osszehasonlitotta az SM 135-
féle, a toxicitas, valamint a terdpia szempontjabol fontosnak tiind nukleofil dgens iranti
affinitdsat. Ezek kozil az episzulfoniumion a leggyorsabban a ditiofoszfationhoz,
kiillonbozo alkilditiofoszfat és alkilditiofoszfonat ionokhoz, ortoaminotiofenolhoz és a
tioformationhoz kapcsolodott. Jelentdsnek tekinthetd még a vegyiilet tioszulfation és
cisztein iranti affinitdsa (ezeknek antidotumként torténd felhasznaldsahoz sokdig reményt
fliztek, s6t, az N-acetilcisztein alkalmazhatosagat még a kdzelmultban is vizsgaltak). Ennél
sokkal lassabban jatszodik le a reakcid a terapias céllal szintén tesztelt 2,3-
dimerkaptopropanollal,  hexametiléntetraminnal ~ (HMT), ¢és  jodidionnal. A
patomechanizmusban szerepet jatszo endogén molekulakkal lejatsz6do reakciok, valamint
a tiodiglikol képzddésének sebességi allandoi az in vitro vizsgalatokban legalkalmasabb
ellenszernek talalt tioszulfationnal lejatsz6d6d kondenzacid sebességi allanddjahoz allnak
kozel [42].

Az SM borfelszinrdl torténd felszivodasat kovetden kialakuld helyi tiinetek
sulyossaga testtdjanként kiilonbdzd. Sinclair a testtijakat az elvaltozast kivalté minimialis
koncentracid-idé szorzat (érzékenység — ,,threshold”) és az azonos SM dbzis borre
jutasakor kialakuld klinikai tiinetek sulyossaga (valaszkészség — ,, vulnerability”’) alapjan
csoportositotta. Nagy érzékenységli, nagy valaszkészségi teriiletként jellemezte a nyakat, a
scrotumot és a fenéktajékot; kis érzékenységli, nagy valaszkészségii tajékként a honaljat és
a penist [70]. Watson és Griffin adatai szerint hétezer, az els6 vilaghaboriban SM bevetése
eredményeként megsebesiilt katona leggyakrabban sériilt testtdja a scrotum, az arc és a
perianalis tajék volt [41]. Negyven, SM-expozicidt elszenvedd irani veteran sériiléseinek
48%-a a nemi szervet, ugyanannyi a hatat, 44%-a a mellkasi-hasi régidt, ugyanannyi az
als6 végtagok elsOsorban lagyékkozeli részét, 41%-a pedig a honaljat érintette [45].
Willems 65 irani sériilt vizsgalatakor a hdnalj, a nemi szervek, az agyék, valamint a

konyék- és térdhajlat érintettségét talalta kiemelkedden gyakorinak és sulyosnak [46]. A
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fentiekkel szemben a tenyér és a talp sériilése mindegyik betegcsoportban ritka és enyhe
volt, azonban ezek gyodgyuldsa kiilonosen lassinak bizonyult [41,45,46,70]. Kiilonosen
érzékenynek tlinnek tehat azok a régiok, melyeken a bér vékonyabb, hdmérséklete és
nedvességtartalma magasabb, tovabba a borfeliilet fedett; a vastagabb s. corneummal
boritott testtdjak ezzel szemben hatékonyabb gatat képeznek. Ezek a megfigyelések
Osszhangban vannak a vegyliletek bdrfelszinrdl torténd felszivodasat altalanosan

meghataroz6 torvényekkel [59,71].

: +
DS_\‘ = HZC\/\S/\/Cl
Cl

| | |

alkilezett nukleinsavak alkilezett glutation alkilezett intra- és
extracellularis fehérjék

4

cellularis homeosztazis megbomlasa
extracellularis matrix karosodasa

helyi szoveti karosodas: < > akut szisztémas tiinetek:

* nekrozis * csontveld depresszid

* vezikacio * 1éguti tiinetek

* ulceratio * gasztrointesztinalis tiinetek
* neurologiai tlinetek
* SZepszis

3. dbra: A kénmustar altal okozott elvaltozasok kialakulasanak f0 1épései ([42,62,66]
alapjan). Az abran az endogén molekuldkkal végbemend reakcidoban részt vevd
episzulfoniumion szerkezeti képlete lathato.

A borben kialakulo klinikai kép az epidermist és a dermist alkotod sejtek massziv
nekrozisa kovetkeztében fellépd aspecifikus szoveti immunvalasz, valamint a bazalis
membran zoéna €s a dermis extracellularis fehérjéin torténd hibas antigénfelismerés
kovetkezménye [49,72-74]. A lokalis sériilések lefolydsa harom-o6t fazisra oszthato: a
kezdeti — gézexpozicid esetén altalaban 1-12 ora, folyadék bdrre jutdsakor tobbnyire 1-3
Ora tartamu — tiinetmentes szakaszt erythema kialakuldsa, majd hdlyagok megjelenése,
sulyosabb esetben fekélyesedés illetve talyogképzddés, végiil gyogyulasi periodus koveti
[47,66]. Az els6 észlelhetd tiinet tipusosan a felszivodas helyén jelentkezd erythema,

melyet viszket6-égd érzés, nagy mennyiségi SM bejutasat kovetden pedig intenziv
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fajdalom kisér. Alkalmanként lathatdé 6déma is képzddik. Az expozicid legjellemzObb
kovetkezménye a 2-18 ora utdn lathatova valo vékony fali holyagok kialakuldsa
(vezikacid), mely az epidermis és a dermis szepardcidjanak, illetve a szétvalo rétegek
kozott keletkezd 6démas teriiletek 0sszefliggdvé valasanak az eredménye [49]. Egy 10 pg
tomegli csepp teljes felszivodasa hdlyagképzdodést eredményez [75]. A nagyobb hdlyagok
falanak rupturdja nagyon gyakori; a laesio sulyos feliilfertézodésének veszélye ilyenkor
rendkiviil nagy [66]. Gyakori a revezikacid, amely napokkal az expoziciot kovetden (akar a
holyagok gyogyuldsanak megkezdddése utan) jelentkezik [18,66]. Nagyon sulyos esetben
a holyagképzddés a mély dermisben jatszodik le vagy teljesen elmarad; a bor mindkét
esetben teljes vertikumaban roncsolodik, €s az érintett teriileten talyog képzddik [44]. A
laesiok gyakori kiséréje a hiper- vagy hipopigmentacié, ami a gyogyulast kovetden
tartosan (akar permanensen) megmarad [46]. Ismételt expozicid esetén gyakran
tulérzékenység alakul ki (feltehetéen az SM endogén molekulakkal képzett adduktjaival
szemben), amely tipusosan kontakt dermatitisként jelentkezik [66].

A harcanyag transzdermalis felszivodasa stlyos szisztémas tiineteket is okoz, melyek
koziil a legfontosabbak a csontveldi haemopoesis karosodasa, a szekunder obstruktiv 1éguti
stenosis, tovabba a gastrointestinalis és kozponti idegrendszeri tiinetek [45,46,48,76]. Az
azonnali irritacid elmaradasa noveli a sulyos mérgezés veszélyét. Halalt legtobbszor az

érintett szovetekben kialakulo szekunder infekcid vagy a 1éguti obstrukcid okoz [44,46].

1.5 A kénmustar borbe jutasanak borfelszini profilaxis itjan torténé megakada-

lyozasaval kapcsolatos korabbi eredmények attekintése

Mar az 1930-as években felismerték, hogy az SM bdrbe jutasa borfelszini védoréteg
kialakitasaval jelentésen mérsékelhetd. A vizsgalatok eredményeként az Egyesiilt Allamok
hadseregében ebben az iddszakban rendszeresitésre keriilt M-5 jelzéssel egy petroleum
alapu védokendcs. A készitmény aktiv Osszetevdje 1,3,4,6-tetraklor-7,8-difenil-2,5-
diiminoglikoluril volt, amely szobahdmérsékleten, katalitikus mennyiségii viz jelenlétében
az SM-et atoxikus szarmazékava, 2,2'-diklordietilszulfoxiddd alakitja at. Az M-5
mindazonaltal intenziv blrirritaciot okozott, ezért késébb kivonasra keriilt a hadrendbdl
[18].

Chilcott és mtsai szamos Osszetétel profilaktikus hatékonysagat vizsgaltdk emberi
bérmintakon in vitro, sertésekben pedig in vivo koriilmények kozott. Fedett béron végzett

kisérletekben az SM penetraciojat kevés készitmény gatolta. Leghatékonyabbnak egy
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bérvédd krém bizonyult, amely 20% HMT-t tartalmazott: ez az Osszetétel a harcanyag
bejutasi sebességét és a 72 oOra alatt felszivodd mennyiséget egyarant 80+8,5%-kal
mérsékelte [77]. Sertésekben végrehajtott in vivo kisérletekben az in vitro vizsgalatok
eredményei megerdsitésre kertiltek [52].

Egy cink-oxidot, cink-kloridot és dimetilpolisziloxant tartalmazo, petréleum alapu
g¢l hatékonysagat Kenar és mtsai igazoltak: a készitmény tengerimalacokban mérsékelte
az SM altal okozott erythemat, az epidermis sejtes allomanyanak nekrdzisat, a bor
fekélyesedését, a gyulladasos medidtorok szoveti extracelluldris koncentracidjat és az
epidermisz elvalasat a dermisztol. Az Osszetétel az 6déma képzddést nem befolyasolta.
Erdekes eredmény, hogy a tovabbi reaktiv komponensek (alfa-tokoferol vagy aluminium-
szilikdt) hozzdadasaval eldallitott készitmények a fenti elvaltozasokat kevésbé
mérsékelték; hasznalatuk eredményeként csak a nekrozis és az ulceratio csokkent
szamottevoen. Ezt a szerzOk nem magyarazzak, am — tekintettel arra, hogy a készitmények
mennyiségi Osszetételét nem kozolték — nem kizart, hogy az egyes Osszetevok a
készitményekben kiilonbozé koncentracioban fordultak eld, és ez okozta ez eltérd szoveti
valaszt [78].

A borfelszinre jutd SM altal okozott elvaltozasok megeldzésére alkalmas helyi
profilaktikumok fejlesztésével kapcsolatban az Egyesiilt Allamok Védelmi Minisztériuma
altal koordinalt kutatasok eredményei kiemelkeddnek tekinthetok a kisérleti elvek, a
modszerfejlesztés €s a kifejlesztett reaktiv komponensek, illetve készitmények szdma és
hatékonysaga tekintetében egyarant. A  kifejlesztett Osszetételek vivOanyagait
perfluorpoliéterek (PFPE) folyadék halmazallapotu elegyei és az azokban diszpergalt,
nanoméretli politetrafluoretilén (PTFE) szemcsék képezik [53,79-90]. A PFPE-t és PTFE-t
optimalisan 50-50 % aranyban tartalmazo alapOsszetétel az SM csepp és a s. corneum
kozott onmagadban is hatékony gatat képez, kémiai reakcid viszont nem jatszodik le a
készitmény komponensei és a harcanyag kozott [79,82,91]. A bérre 150 um vastagsagban
felvitt PFPE/PTFE szuszpenzi6 folyadék halmazallapotti SM bdrfelszinre torténd felvitelét
kovetden a vizsgalt elvaltozasok mértékét 80+10%-kal mérsékelte, SM gdz ellen azonban
gyakorlatilag hatastalannak bizonyult [53,91].

E probléma megoldéasat segitheti, hogy a PFPE/PTFE keverékek kémiai inertsége
lehetdséget nyljt a kénmustart atoxikus szarmazékka atalakité vegyiiletek Gsszetevoként
torténd alkalmazasara [91,92]. E célbdl szdmos jelolt vegyiiletcsoportot vizsgaltak, melyek
kozott makroszemcsés anyagok és nanorészecskeként eldallitott vegyliletek egyarant

szerepeltek [91]. E vizsgélatok sordn — a kordbbiakhoz hasonloan — kiemelkedden
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hatékonynak talaltdk az 1,3,4,6-tetraklor-7,8-difenil-2,5-diiminoglikolurilt. Az SM
atalakulasa hagyomanyos szemcseméretli glikolurilt tartalmazé, PFPE/PTFE keverék
bazist gélben 4 perc alatt 99%-o0s hatékonysaggal lejatszodik. A vegyiilet alkalmazasanak
hatranya, hogy a detoxifikalassal parhuzamosan mas folyamatok is végbemennek, ezek
soran pedig toxikus termékek (pl. 1,2,2’-triklérdietilszulfid, 2,2’-diklordietilszulfon) is
képzddhetnek [93].

Mas PFPE/PTFE alapu Osszetételek a hagyomanyos szemcseméreti HMT-t vagy
szarmazékait (kiilonbozé N-oktadecil-hexaminium halidokat, illetve pentafluorbenzil-
hexaminium bromidot) tartalmazzdk, egyéb aktiv Osszetevok (glutation, cisztein,
szulthidril-csoportokkal szubsztitualt ceramidok ¢és koleszterin, valamint kalium-2,3-
butandion-monoximat) mellett. A reaktiv komponenseket makromolekuldkhoz kapcsoltak,
hogy borbe torténd penetracidjukat megakadalyozzak [80]. A kalium-2,3-butdndion-
monoximatot a mérgezd harcanyagok borfelszini dekontamindlasa céljabol a kanadai
haderonél rendszeresitett oldat is tartalmazza [79,92].

A reaktiv Osszetevok jelentds csoportjat képezik az SM-et nagy sebességgel
detoxifikalé nanorészecskék, melyek destruktiv adszorpcid soran hatéstalanitjdk a
harcanyagot. Az atalakulds sordn oxidacié vagy oxidativ elimindcidé jatszodik le. A
részecskék anyaga elemi fém, illetve fémvegyiilet (fémotvozet, f€émoxid, polioxometallat,
fémkomplex — bevonat nélkiil vagy polimer bevonattal ellatva), mas esetekben polimer (pl.
poliszeszkvioxdnok). A részecskék atlagos atmérdje gyartdsi technologiatol fliggden
4-20 nm, fajlagos feliiletiik pedig elérheti a 600 m” g™'-t [93-95].

A tervezett alkalmazas szerint a védofilmre a fent emlitett aktiv Osszetevoket
tartalmazo porkeverék vihetd fel, mely a filmhez tapadva ijabb védoréteget képez. Erre a
célra alkalmasnak talaltdk a fémoxid nanorészecskéket, szdmos polioxometallatot,
fémkomplexeket, valamint a poliszeszkvioxanok alkotta részecskéket, melyeket bevonattal
is ellattak [81-86]. Szintén alkalmas lehet a hagyomanyos szemcseméretii
hexadekanonsav-2-merkaptoetilamid és az oktadekanonsav-2-merkaptoetilamid [77].

Kisérletek folytak a boérbe penetraldé SM 4altal okozott masodlagos gyulladasos
folyamatok, valamint a holyagképzdodés gatlasara alkalmas készitmények kifejlesztésével
kapcsolatban is. Eldad és mtsai szuperoxid-dizmutazok (SOD) hatékonysagat igazoltak
helyi és szisztémas profilaktikumként, tengerimalac modellen. A réz-cink-SOD ¢és a
mangan-SOD el6kezelés formdjaban, intradermalisan alkalmazva hatékonyan mérsékelte

az elvaltozasok kialakulasat, és a gyogyulasi folyamathoz is jelent6sen hozzajarult. A
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sériilés lefolyasaban azonban nem tapasztaltak valtozast, ha a szuperoxid-dizmutazokat 3
oraval az expoziciot kdvetden juttattak be [96].

Mas megbetegedések kezelésére hasznalt gyogyszermolekuldk, illetve az SM
expozicid6 kovetkeztében fellépd biokémiai folyamatokba beavatkozd vegyiiletek
hatékonysagat is vizsgaltdk. A gyulladasos valaszt egyes kapszaicin-analégok (olvanil,
retroolvanil, oktilhomovanillamid), gyulladascsokkentok (indometacin, hidrokortizon ¢és
6o-metilprednizolon), a 2,3-dimerkaptopropanol, tovabba a klérpromazin ¢és a
nikotinsavamid jelentdsen mérsékelték 70% etilalkoholos/vizes oldatban torténd

profilaktikus alkalmazas eredményeként [97].

1.6 A kénmustar borbe jutasanak vizsgalatara kifejlesztett modellek

Az SM borfelszinrdl torténd felszivodasanak vizsgalatara izolalt (in vitro, ex vivo) és in
vivo kisérleti modellek keriiltek kifejlesztésre. A vegyiilet rendkiviil nagy toxicitasa miatt
in vivo human kisérletek végrehajtasa etikailag elfogadhatatlan, in vitro vizsgalatokban
azonban — az orvosetikai €s emberi jogi szempontok figyelembe vétele mellett — emberi
boér hasznalata elfogadott az SM-mel kapcsolatos toxikologiai kisérletekben. Chilcott és
mtsai Franz-tipusu diffizios cellaban vizsgaltak az SM bejutasat emberi, illetve sertés bor
felhasznalasaval. A penetraci6 karakterizalasara a harcanyag fluxusa és a penetrald
mennyiség figyelembe vételével, *°S-t tartalmazé SM felvitelét koveten a borfelszin, a
boér és a receptorfolyadék radioaktivitasinak mérése alapjan kerilt sor [64,77,98]. A
diffaziés cella modell f6 elénye, hogy a vizsgalatok nagy mintaszammal, jol
reprodukélhatd koriilmények kozott hajthatok végre [99]. A vaszkularizacido és az
intradermdlis metabolizmust végz0é enzimek hidnydban mindamellett a bdér passziv
anyagként viselkedik. Ez, illetve a receptorfolyadék szerves olddszer tartalma az egyes
rétegek kozotti megoszlasi viszonyokat, igy a vegylilet penetracidjanak és megoszlasanak
jellemzbit sajatosan megvaltoztatja [100].

Az izolalt kisérleti rendszerek masik tipusat a Riviere-féle izolalt, perfundalt sertés
bér lebeny (IPPSF) modell képezi. Ez az ex vivo vizsgalati rendszer az élettani funkciok
tobbségét megtartd, vérkeringéssel és metabolikus aktivitassal rendelkezd bér hasznalatat
teszi lehetévé. Alkalmas a transzdermadlis felszivodas és az intradermalis megoszlas
egyidejii, kozvetlen jellemzésére, tovabba a kémiai detektalds mellett a szoveti valasz
vizsgalatanak lehetdségét is nyujtja [101,102]. A szerzdk radioaktivitds mérésén alapuld

toxikokinetikai rekeszmodellt dolgoztak ki '*C izotoppal jelolt SM bérfelszinre torténd

18



Karvaly G: A kénmustar borfelszinrdl torténd penetracidjanak vizsgalata in vivo mikrodializis modell segitségével

felvitelét kovetden [60]. A leirt rekeszmodell igen komplex, azonban kevés adatra épill. A
mért radioaktivitds forrasaul szolgald vegyiilete(ke)t nem azonositottak. Az IPPSF masok
altal torténd adaptalasara a harcanyagok borfelszinrdl torténd felszivodasaval kapcsolatban
nincs példa.

Az SM borfelszinrdl torténd felszivodasanak és a felszivodas kovetkezményeinek
vizsgalatahoz kifejlesztett in vivo rendszerek egyik tipusat az élettani valasz bioldgiai és
fizikai modszerekkel torténd vizsgalatan alapuld dozis-valasz modellek képezik. Ezek
fejlesztése sordn azon emlds faj azonositdsara torekedtek, amelynek bdre — legalabbis
bizonyos ¢életkorban — az emberi bdr szerkezetével és az SM penetracidjara adott
reakcidjaval a legkOzelibb egyezést mutatja [50]. A vizsgalt fajok koziil
legalkalmasabbnak a sertést [44,49,50] és a csupasz tengerimalacot [103,104] talaltak.
Szamos relativ 6sszehasonlitast lehetové tevd sertés szoveti valasz modell ismert [91,105-
109]. Brown és mtsai az SM altal okozott szoveti elvaltozasokat és az exponalt teriilet
intradermalis véraramlasat vizsgaltak [108]. Chilcott és mtsai mennyiségi Osszefiiggést
talaltak az SM 4ltal okozott laesio — mikroszkopos szovettani vizsgalattal meghatarozott —
sulyossaga, valamint az erythema, a borfelszinrél idéegység alatt elparolgd vizmennyiség
¢s a hegesedés mértéke kozott.

Csupasz tengerimalacokban az SM g6z az expozicids idével kvalitativ 6sszefliggést
mutatd heterofil granulocita infiltraciot és cellularis nekrozist valtott ki [68]. Az expozicid
idOtartama ¢és a fellépd mikrovezikdcid6 mértéke, valamint a Nikolsky-tiinet intenzitdsa
kozott azonban mennyiségi dozis-valasz osszefliggés volt [103]. Tobb szerzd hasznalta ezt
a modellt borvédo készitmények hatékonysaganak vizsgalatara [78,110,111].

A penetrald SM mennyiségével Osszefliggd szoveti paraméterek azonositdsara
— megfeleld vizsgalati végpont kivalasztdsdval — olyan fajokat is alkalmasnak taldltak,
melyek borének élettani viselkedése jelentOsebben kiilonbozik az emberi borétol.
Zlotogorski és mtsai nyulakon végzett kisérleteikben 25-150 pg cm™ dozistartomanyban
linedris korrelaciot talaltak a flilre felvitt mennyiség és a keletkezé 6déma mértéke kozott
[112]. Az Egyesiilt Allamok hadseregénél hasznalt vizsgalati rendszerben a nyulak bdrén
provokalt laesio kiterjedése alapjan itélik meg borvédd készitmények folyadék
halmazallapoti SM elleni hatékonysagat (az SM gbézzel végzett vizsgalatokhoz a csupasz
tengerimalac modellt alkalmazzak) [53,91]. Reaktiv borvédd vegyiiletek hatékonysaganak
elsédleges in vivo vizsgalata céljabol keriilt kifejlesztésre az egérfiil vezikdns modell,
melyben az 06déma, a mikrovezikacid és az epidermis sejtjeinek nekrdzisat mérték

[97,113,114].
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A specifikus kiértékelési szempontok révén kiemelkedd jelentdséglick azok az in
vivo modellek, melyeknél az itéletalkotds a penetrald harcanyag vagy a bejutasa
eredményeként megjelend illetve képzddd vegyiilet(ek) mennyiségének mérésén alapul.
Graham ¢és mtsai SM sertés borére torténd felvitelét kovetden szérum klinikai
laboratériumi paraméterek értékeit, illetve a harcanyag hidrolizis termékeként a vesén at
tobb formaban iriilé tiodiglikol (TDG) vizelet-koncentracidjat kovették 7 napon at. A
klinikai laboratoriumi értékek a teljes kisérleti iddszakban a normal tartomanyokon beliil
maradtak. A TDG koncentracio — amely az SM felvitele elott kimutatédsi hatar alatt volt —
azonban a vizeletben 6-8 ora alatt maximumot ért el, majd tovabbi 7 napig mérhetd volt
[115].

Patkanyokban is tobb modell kifejlesztésre keriilt, melyekben az SM vizelet- és
sz€kletiiriilési kinetikajat, szisztémas metabolizmusat vizsgaltak [61,65]. Kulkarni és mtsai
tobb, szisztémas profilaxis céljabol vizsgalt vegyiilet hatékonysaganak LDsy alapjan

torténd meghatarozasat patkanyokban végezték [116].

1.7 A mikrodializis helye a borben torténé mintavétel modszerei kozott

A vegyliletek borfelszinr6l torténd felszivodasanak vizsgalatdra hasznalt kémiai
detektalason alapuldé modszerek csoportosithatok aszerint, hogy a vizsgélatot radioaktiv
izotoppal jelolt vagy ,hideg” (radioaktiv izotopot nem tartalmazd) vegyiilettel végezziik.
Jelolt molekuldk kimutatasdra az expoziciot kovetden eltavolitott szovetekben
szcintillaciés szamlaldo vagy autoradiografias vizsgalat segitségével nyilik lehetOség
[60,61,117]. Az izotdpos vizsgalatok eldnye, hogy a radioaktivitds mas szervekben, a
keringésben ¢€s az exkrétumokban torténd mérésével a felszivodd vegyiilet sorsardl atfogo,
kvalitativ kép nyerhetd. Ezek a kimutatasi eljardsok mindazonaltal nem nyujtanak
informaciot a sugarzast kibocsatd molekula természetérdl, igy az adgens szabad és fixalt
frakcidoinak azonositdsdhoz, valamint az anyavegylilet ¢és a képzodd metabolitok
mennyiségének méréséhez tovabbi eljardsokra van sziikség. Jeloletlen vegyiiletek
felszivodasanak vizsgéalatakor kedvelt modszer az analit-koncentracid biopszidval vett
mintdkban torténd mérése. E modszerrel az adott felviteli teriileten egyetlen mintdhoz
jutunk, igy kinetikai informaci6 nem nyerheté [106,118]. A madasik gyakran hasznalt
technika a vakuummal vagy kantariddal provokalt hélyagképzodés, mely soran azok
bennékének analittartalmat hatdrozzdk meg [119]. Ezt a modellt — a holyagképzés

technikajaval 0Osszefliggésben — leginkabb szisztémas bevitelt kovetd vizsgalatokban
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talaltak hasznosnak, am perkutén kisérletek soran torténd alkalmazasara is van példa [120].
Emellett ma is gyakori eljaras, hogy vér- vagy vizeletmintdkban mért koncentraciok
alapjan jellemzik egy agens transzdermalis felszivodasat, ez azonban nem nyujt
informacidt annak bordn beliili sorsardl [121].

A mikrodializis vizben jol old6do vegyliletek vizsgalatara kifejlesztett mintavételi
technika, amely alkalmas azok koncentracidjanak az extracelluldris térben torténd nyomon
kovetésére [122,123]. A mintavétel egy 200-500 pum kiilsé atmérdji kaniil segitségével
torténik. A kaniil két, koncentrikusan Osszeépitett cs6bol, valamint az azok végéhez
illesztett féligatereszté membranbol all. A dializis soran a katéterben sdoldat aramlik [122].
A membran poérusméretétél fliggden adott részecskeméret-tartomanyba esé anyagok a
membran faldn keresztiill a katéterbe diffundalnak, és az elfolyd oldatban (melyet

dializatumnak neveziink) kimutathatok (4. abra).

.’ / dializal6 folyadék
( 5 e »

L] [ ] L ]
PRSPy o, i dializatum
] .‘:h- 5 =
pordzus S e
membran o = a dializalo folyadékban

oldott vegyiilet

az extracellularis folya-
dékban oldott vegyiilet

4. abra. A mikrodializissel torténd mintavétel elve. A katétert két, koncentrikusan
elhelyezkedd cs6 alkotja: a dializalo folyadék a belsé csovon keresztiil érkezik, és a kiilsé
csO6ben aramlik a mintagylijté egységhez. Az analit a membran pordzus falan keresztiil,
diffazié révén jut a kiilsé csébe. (A CMA Microdialysis Ab engedélyével [124].)

A mikrodializis technika kedvezd vizsgalati modszer az extracellularis tér
vizsgalatahoz. Inert anyaga, kis &tmérdje és a dializalo oldat lassti aramlasa miatt a katéter
jelenléte a vizsgalt szovetben minimalis valaszreakciot indukal: a mintdk gyijtése
patkanyok borében legalabb 24 oran at folytathat6 a szdvet fiziologias allapotanak jelentds
megvaltozasa nélkiil [125]. A moédszer segitségével a felviteli pont kdrnyezetében akar
néhany perces idéfelbontéssal sokpontos adatsorok nyerhetok. A mintak sejteket és — a
membran poérusméretének megfeleld megvalasztasa esetén — makromolekuldkat nem
tartalmaznak, igy mérésiik kozvetleniil, vagy rovid feldolgozast kdvetden lehetové valik

[126-128]. Osszehasonlité vizsgalatokban a mikrodializissel és mas modszerekkel nyert
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mintdk analittartalmat tobb szervben, igy a bérben is nagyon hasonlonak talaltak [129-
133]. Egyes vegyiiletek borfelszinrdl torténd felszivodasanak vizsgalata soran pedig a
mikrodializis akkor is alkalmasnak bizonyult, amikor — az analit tulajdonsagaibol eredden
— mas, helyi mintavételi technika nem nyujtott megfelelé eredményt [134].

A mikrodializis modszer farmako- és toxikokinetikai kisérletek elfogadott eszkdze,
emellett alkalmazasat a human neurointenziv ellatas eszkozeként is alkalmazzak [135,136].
Segitségével elsdsorban gyogyszermolekuldk [137], emellett f€émek [128,138], olddszerek
[139,140], ipari vegyiiletek [127,141] és mérgek [142] szervezeten beliili sorsat
tanulmanyoztdk. A mddszer mérgezd harcanyagokkal kapcsolatos vizsgalatokban torténd

hasznalatat korabban nem publikaltak.

2 H,0
—

HO OH
-2 HC TN TN

Ck»//\\s//\\//c

5. abra: A kénmustar tiodiglikolla torténd atalakulasanak sztochiometriai egyenlete.
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2. VIZSGALATI ESZKOZOK ES MODSZEREK

2.1  Vegyszerek, gazok és készitmények

A mikrodializis kisérleteket 26 °C-on temperalt helyiségben végeztem, melynek
hémérsékletét a hasznalt készitmények, oldatok atvették a vizsgalatok megkezdése elott.

A kénmustart (90% tisztasagl) az MH Vegyi Anyag Ellat6 Kdzpont bocsatotta
rendelkezésre. Tisztasagat 90 naponként gazkromatografias vizsgalattal ellendriztem; a
kémiai bomlas mértéke Osszességében 1% alatt volt. A tiodiglikolt (2,2'-thiodiethanol
>99%), a tiodipropanolt (3,3'-thiodipropanol 98%; TDP), a heptaflurovajsavanhidridet
(heptafluorobutyric anhydride derivatization grade; HFBA) és a trietilamint (triethylamine
puriss.) a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest) szallitotta. A benzol (benzene SupraSolv®), a
metilalkohol (methanol SupraSolv®), a desztillalt viz (LichroSolv®) és a 25% vizes
ammonia oldat (ammonia solution 25% for analysis) a Merck Kft. (Budapest) terméke volt.
A 100% etilalkoholt (ethanol absolute extra pure) a Reanal Rt. (Budapest) forgalmazta.

A kromatografias mérésekhez 99,999 % tisztasagii gazokat — nitrogént, hidrogént és
szintetikus leveg6t — hasznaltam (Messer Hungarogaz Kft., Budapest).

Az in vivo mikrodializisek soran dializalé oldatként Ringer-oldatot (Human Rt.,
G06dollo) alkalmaztam. A HPO1 kédot egy nanorészecskéket €s antioxidansokat tartalmazd
bdrvédé készitmény, a HPO2 jelolést a Fomblin Y45® néven, ipari lubrikansként
forgalmazott osszetétel (Solvay Solexis S.p.A., Bollate) kapta; HP03 koddal a Pasta Zinci
Oxydatit (FoNo VI) jeloltem (Naturland Hungary Kft., Budapest). Az altatdshoz CP-
Ketamin 10% inj. ad us. vet. injekciot (115,3 mg ml" ketamin-hidroklorid; CP-Pharma
HmbH, Burgdorf) és Xylavet 2% inj. ad us. vet. injekciot (23,3 mg ml"' xylazin-
hidroklorid; CEVA-Phylaxia Vet. Biol. Co. Kft, Budapest) hasznaltam.

2.2 Eszkozok

A méréseket pulzald langfotometrids detektorral (PFPD) felszerelt Varian CP-3800
gazkromatografon végeztem. A mintdkat Varian CP-8400 Autosampler mintaadagold
injektalta (CP-Analitika Kft., Budapest). Az elvalasztdas CP-Sil 8 CB low bleed tipust
kapillaris oszlopon (kolonnahossz: 30 m, kolonnadtmérd: 0,25 mm, filmvastagsag:

0,25 pm) tortént (CP-Analitika Kft., Budapest). A detektor R647 tipusu
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fotonsokszorozoval miikodott. Az adatokat VarianStar GC Workstation v6.20 alkalmazas
rogzitette.

A mikrodializis rendszer egy CMA-102 pumpabol, CMA-20 katéterbol
(membranhossz: 1 cm, vagoérték: 20 kDa) ¢és egy CMA-142 frakciogylijté egységbdl allt
(CMA Microdialysis Ab, Solna). A katéter végeihez 15 cm hosszl, 120 pm belsé atmérdji
mianyag csovet csatlakoztattam a gyartd altal forgalmazott adapterek segitségével. A
dializaldo oldatot CMA 1,0 ml-es mikrofecskend6bdl tovabbitottam. A dializatumokat
300 pl térfogatu polipropilén edényekbe gyiijtottem (CMA Microdialysis Ab, Solna).

Az SM felviteléhez Hamilton™ 5,0 pl térfogati mikrofecskenddt hasznaltam
(CP Analitika Kft, Budapest). A mikrofecskendd térfogat-leadasanak reprodukalhatosagat
1, 2, 3 és 5 ul térfogatokra a kisérletek megkezdése elott tomegméréssel megvizsgaltam;
azok relativ szordsa minden térfogat esetében 1% alatt volt (n=5). A cseppet az
elokisérletek soran iiveglappal, a dozis-valasz Osszefiiggések, valamint a készitmények
hatékonysaganak meghatarozasakor szilikon/PTFE szeptummal ellatott miilanyag kupakkal
(r=4,5 mm; h=4 mm; Sigma-Aldrich Kft., Budapest) fedtem. A kupakot Loctite Palma
SuperBond univerzalis ragasztoval (Henkel Hungary Kft., Budapest) rogzitettem.

A mérési eredmények feldolgozésa, a kalkulalt paraméterek kiszamitasa és a statisz-
tikai vizsgalatok elvégzése Microsoft® Excel 2002 alkalmazassal tortént (Microsoft

Hungary Kft., Budapest), sajat készitésii adattablak felhasznalasaval.

2.3 Modszerek

2.3.1 Gézkromatografias mérések

A tiodiglikol kimutatasa heptafluorvajsav-anhidriddel képzett észtere formajaban tortént. A
mennyiségi analizisek sordn kisérd standard modszert alkalmaztunk [143]. Kisérd standard
vegyliletként  3,3'-ditiodipropanolt hasznaltunk, melynek szintén heptafluorvajsav-
diészterét detektaltuk (6. dbra).

A mérési mddszer kialakitdsat kovetéen hasznalt paramétereket a IV. tablazat
mutatja. Minden 10. minta lemérése utdn olddszer injektalasaval kiflitottem a rendszert,
hogy az interferaldo komponensek jelenléte kizarhat6é legyen. A jel-zaj aranyt (SNR) a
tiodiglikol-heptafluorvajsav diészter (TDG-HFBA) cstcs magassaganak és a csucs

megjelenését megeldzé 30 sec intervallumban kapott atlagos rms-zaj amplitud6janak
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hanyadosaként szamitottam ki. A zajamplitudét az adatrogzitd szoftver kalkuldlta. A

kimutatasi hatar (LOD) kiszdmitasahoz az

LOD = 3,3 x SNR (1)

képletet (LOD: a mindségi kimutatds alsé koncentracidohatdra), a mennyiségi kimutatési

hatar (LOQ) megallapitasdhoz az alabbi 6sszefliggést hasznaltam:

LOQ = 10 x SNR 2)

A pulzdlé langfotometrids detektorral végzett meghatdrozdsoknak a detektor
mikodési elvébdl adodd sajatossdga, hogy az x és az y valtozd kozott masodfoka
polinommal leirhatd Osszefliggés all fenn. Az Osszefliggés linedris tagjanak egyiitthatoja
tipikusan elhanyagolhatéan kicsi, ezért ha a konstans tag nem til nagy, szokas a kapott
mérési adatok négyzetgyokét abrazolni, és ezekre egyenes illesztésével végezni a
kalibraciot, valamint az analit ismeretlen mintakban talalt koncentraciéjanak kiszamitasat
[144]. A mennyiségi analizis alapjaul a csucsmagassag négyzetgyOokét vettem. A

kimutatési hatarok kozott igy az alabbi kapcsolat volt érvényes:

LOQ = 1,82 x LOD 3)
F7Cs O~ o CsF7 F7Cs__OH
O~ g~ OH  2HFE T( s NS T +2 T(
o o] O
TDG TDG-HFBA

2 HFBA i |O F7Cs -1
HO™ "N N o )k /‘\ +2 T(
F,e5 Y07 NN N0 e, o

TDP TDP-HFBA

6. abra: A tiodiglikol és a tiodipropanol heptafluorvajsav-anhidriddel lejatszodo reakcidja.
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IV. tablazat: A TDG gazkromatografias kimutatasa soran hasznalt beallitasok.

injektalt mintatérfogat 1,0 pl
injektor hdmérséklet 250 °C
injektalasi mod splitless
injektor oblitése (split time) 2 min
flitési program 60 °C/2,0 min; — 10 °C/min 175 °C-ig; —
40 °C/min 250 °C-ig; 250 °C/1,0 min
detektor hdmérséklet 200 °C
szinsz{ird 394 nm
fotonsokszorozé fesziiltség 490 V
jelrogzités kezdete (gate delay) 6 msec
jelrogzités idétartama (gate width) 20 msec
detektor gazok aramlasi sebessége Airl: 17,0 ml min™"; Air2:11,0 ml min™";

H,: 10,0 ml min™'

2.3.2 Oldatok és mintdk méréshez torténd elokészitése

Térzsoldatok. A benzolos oldatok eléallitasdhoz 0,05 mmol ml™! trietilamint tartalmazo
benzolban, a mérési médszer kifejlesztésekor hasznalt mikrodializatumok elékészitéséhez
oldott TDG-t tartalmaz6 torzsoldatokat hasznaltam, melyeket tomeg szerint mértem be és
legfeljebb 10 napig taroltam. A kisérd standard oldatokat TDP 0,05 mmol ml™ trietilamint
metilalkoholban tartalmazd benzolos tdrzsoldatabdl, higitassal allitottam eld. A
torzsoldatok bemérése tomeg szerint tortént.

Kalibralé és benzolos oldatok bemérése. A méréseket 0,41 — 3,69 nmol mlI”' TDG
elott, 0,41; 0,82; 1,23; 1,64; 2,05; 2,87 és 3,69 nmol ml™! (50,0; 100,0; 150,1; 200,1; 250,1;
350,1 és 450,2 ng ml"') TDG-t tartalmazo oldatokkal hajtottam végre. A nemvizes standard
oldatok 0,63; 2,10 és 3,19 nmol ml” (76,6; 255,6; 389,4 ng ml"") TDG-t és 1,0 nmol ml”
(150 nmol ml™") TDP-t tartalmaztak. Oldészeriik 0,05 mmol ml" trietilamint tartalmazo

benzol volt.
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Benzolos oldatok elokészitése. 100 pl TDG-oldatot és ugyanakkora térfogatu,
1,00 nmol ml”" téménységi TDP-oldatot Gsszemértem, és az elegyhez 10 pl HFBA-t
adtam. Razatas (10 Hz, 1 min), majd centrifugalassal (3000 rpm, 1 min) torténd iilepités
utan az elegyet 1 percig szobahdmérsékleten allni hagytam, majd 500 pl 5% ammonia
oldatot mértem hozza. Az edény tartalmat razattam (40 Hz, 5 min), iilepitettem (3000 rpm,
1 min), végiil a szerves fazist 100 ul térfogati mintasziikitébe pipettaztam.

A mérési modszer kifejlesztésekor hasznalt mikrodializatumok elokészitése. A
dializatumokat SM, véddkészitmények, illetve TDG borre torténd felvitele nélkiil folytatott
subcutan mintavétellel nyertem, és a gazkromatografias elvalasztds optimalizalasa,
valamint a mérési modszer precizitdsdnak vizsgalata soran hasznaltam. 10 pl mikrodiali-
zatumot 10 ul TDG metilalkoholos oldattal (crpg=1,65 nmol ml'l), 100 pl 1,0 nmol ml™
toménységli TDP-oldattal és 350 pl abs. etilalkohollal elegyitettem. Az elegyet nitrogén
gazaram alatt szarazra paroltam (40 °C; 0,1 bar). A maradékhoz 0,05 mmol ml™ trietil-
amint tartalmazo benzolt, majd 10 ul HFBA-t adtam. Razatds (10 Hz, 1 min) utdn az
elegyet 1 percig szobahdmérsékleten allni hagytam, majd 500 pl 5% ammonia oldatot
mértem hozza. Az edény tartalmat razattam (40 Hz, 5 min), ezt kdvetden a szerves fazist
100 pl térfogatu tivegbetétbe pipettaztam.

Az SM, illetve TDG béorre torteno felvitelével veégzett kisérletekben nyert
mikrodializatumok el6készitése. 10 ul mikrodializatumot 100 pl 1,0 nmol ml" tdménységii
TDP-oldattal és 350 ul abs. etilalkohollal elegyitettem. Az elegyet nitrogén gézaram alatt
szarazra paroltam (40 °C; 0,1 bar). A maradékhoz 0,05 mmol ml™ trietilamint tartalmazo
benzolt, majd 10 pul HFBA-t adtam. Razatas (10 Hz, 1 min) utdn az elegyet 1 percig
szobahdmérsékleten allni hagytam, majd 500 pul 5% ammonia oldatot mértem hozza. Az
edény tartalmat razattam (40 Hz, 5 min), ezt kovetden a szerves fazist 100 pl térfogat

iivegbetétbe pipettaztam.

2.3.3 Mikrodializis

A mikrodializis kisérletek programjait a 7.a-e. abrak mutatjak. A csdvek atmosasat minden
esetben 10 pl min”, az in vivo kisérletek soran az ekvilibraciot 1,0 pl min™ aramlési
sebesség mellett végeztem. A frakciocsere idOzitése és végrehajtasa automatikusan tortént.
Minden katéter egy allatkisérletben keriilt felhasznalasra; tarolasuk a felbontast kdvetden
desztillalt vizben tortént. A kisérletek soran hasznalt dializalé oldatok az V. tablazatban

lathatok.
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V. tablazat: A vizsgalatok soran hasznalt dializal6 oldatok.

Kisérlettipus Dializalo oldat
in vitro vizsgalatok desztillalt viz
in vivo elokisérletek Ringer-oldat*
in vivo retrodializis kisérletek 33 nmol mI" TDG-t tartalmazoé Ringer-oldat
in vivo kinyerési kisérletek Ringer-oldat

*Ringer oldat: [Na']=147,0 pmol ml”", [K']=4,0 pmol ml”, [Ca”"]=2,2 pmol mlI™, [C1]=156,0 pmol ml”

Az aramlasi sebesség €s a TDG kinyerési hanyados 0sszefliggését 1,0; 2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 7,0; 10 és 20 ul min™' dramlasi sebesség mellett, in vitro kornyezetben vizsgaltam. A
dializist 82,0 nmol mI"' TDG-t tartalmazo, szobahdmérsékletii oldatban hajtottam végre az
oldat folyamatos kevertetésével. Mindegyik aramlési sebesség alkalmazasakor 5-5 frakciot
gyljtottem, melyek koziil a 3-5. minta TDG koncentracidjat vettem figyelembe a kinyerési
hanyados kiszamitasakor (7.a. abra). A TDG kinyerési hanyadosat az alabbi 6sszefliggés

alapjan kaptam:
RR% = Cgiar/Coldac x 100 Q)]

ahol Cgia a dializatumban, C,4s @ dializalt oldatban mért TDG koncentracio.
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A mikrodializis rendszer megfeleld mitkodését mindegyik kisérlet soran ellendriztem.
Ennek részeként az edények tomegét minden kisérlet el6tt és utan 0,1 mg pontossaggal
lemértem. A kisérletet eredménytelennek mindsitettem azokban az esetekben, amikor
barmelyik edény visszamért tomege tobb mint 5%-kal elmaradt a vart tomegtdl (a
dializatum stiriségét 1,000 g ml"'-nek tekintettem).

Eléfordul, hogy a katéter falat képezé membran az €16 szovetben eltomddik; ezt az
extracellularis térben jelen 1évo sejttormelék és fehérjék okozzak [145]. Az eltomddés
mértékét az allatkisérletek eldtt és utan végrehajtott in vitro dializisek segitségével
vizsgaltam. Ezekben a vizsgalatokban 82,0 nmol ml" TDG-t tartalmazé vizes oldatot
dializaltam 2,0 ul min™" 4ramlasi sebesség mellett (7.5 dbra). A vizsgalatok soran 30 ul
térfogati frakciokat gytljtottem. A kinyerési hdnyadost a (4) egyenlet segitségével
szamitottam ki. A katéter felhasznalasatol eltekintettem, ha az eldvizsgalat soran kapott
atlagos kinyerési hanyados szignifikdnsan eltért 55,50+5,49 %-t6l. Az in vivo kisérletet
eredménytelennek tekintettem azokban az esetekben, amikor az utdvizsgalat soran kapott
kinyerési hanyados tobb mint 5%-kal elmaradt az elévizsgalat soran kapott értéktol.

Az in vitro, illetve in vivo koriilmények kozott kapott kinyerési hanyados sokszor
jelentdsen eltér, ezért a kalkulalt subcutan koncentracié csak in vivo kalibracidé soran
meghatarozott kinyerési hanyados alapjan tekinthet6 reédlisnak [145]. Az in vivo kalibraciot
retrodializis modszerrel végeztem, 33 nmol ml” TDG-t tartalmaz6 Ringer-oldat dializalé
oldatként torténd alkalmazéasaval, 2,0 ul min™' dramlasi sebesség mellett. Minden kisérlet
soran (melyeket A-E betlikkel jeloltem) 3 leadasi vizsgalatot végeztem, melyek szamtani
kozépértékét vettem. A vizsgalatok soran 40 pl térfogatu frakciokat gyijtéttem. A

kinyerési hanyadosokat az alabbi egyenlet segitségével szamitottam ki:

RR% = (1- Cgial/Cperf) X 100 (5)

Az atlagos kinyerési hanyadost a kisérletek soran kapott RR% értékek szamtani kozép-

értékeként kaptam. A tiodiglikolra vonatkozo atlagos kinyerési hanyados 54,1+7,2 % volt.

2.3.4 Allatkisérletek

A kisérleteket 304+16 g testtomegti him Wistar albind patkdnyokon végeztem (Toxi-Coop
Kft., Budapest). Az allatokat racsos fémtetdvel ellatott dobozban (30 x 50 x 40 cm),

harmasaval helyeztem el 12 6ras ciklusokban valtakozé megvilagitas mellett, 26 °C-ra
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temperalt, 70% relativ paratartalmu helyiségben. A felhaszndlds el6tt 1 hétig minden
allatot megfigyelés alatt tartottam. Téaplalasuk szilard tappal és vizzel ad libitum tortént. 2

oraval a kisérlet megkezdése elott a szilard tdpot megvontam.

8. abra. Kisérlet kozben késziilt fot6. Minden allat hasan két felviteli helyen hajtottam
végre a vizsgalatot. A kénmustar cseppet a baloldali rajzon szines korong jel6li.

A kisérletek elején, testsilymérést koveten az allatot 50 mg ttkg” ketamint és
10 mg ttkg™" xylazint tartalmazé intramuscularis injekcioval altattam, majd a hasi borrél a
szort kb. 6 x 4 cm teriileten elektromos borotvaval eltavolitottam. A hasi régio két pontjan
— melyek egymastol 2 cm tavolsagra lettek kijeldlve — parhuzamos kisérleteket végeztem
(8. abra). A borbe a felszinnel parhuzamosan, 4 cm hosszan 18G méretii steril injekcios tit
vezettem, majd kihiztam és a helyére hasitott miianyag csdvel felszerelt 22G atmérdji tiit
szartam. A 22G-s tit kihuztam, és a milanyag csé belsejébe egy katétert vezettem. A
mianyag csovet ezt kovetden hasitassal eltavolitottam, és a katétert atlatszo, nem irritald
ragasztoszalaggal rogzitettem. A mikrodializis rendszert ezutan 6 percig 10 pl min™
aramlasi sebességgel mostam, majd az 4llatot a dializdldo oldat lassu &ramoltatasa
(1,0 pl min™") mellett 54 percig nyugalomban hagytam. Az ekvilibracids szakasz végén az
aramlas sebességét 2,0 ul min'-re ndveltem, és megkezdtem a frakciogytijtést (7.c, 7.e
dbra). Az SM felvitele utan a mintavételt 360 percig folytattam. Az altatast 50 mg ttkg™
ketamint és 10 mg ttkg™ xylazin egyiittes, 120 percenként torténé im. adasaval tartottam
fenn. A kisérlet végén a felviteli teriiletet letoroltem, majd 0,5% natrium-hipoklorit oldattal
alaposan mostam.

A harcanyag felvitelét a 2.2 fejezetben leirt mdédon hajtottam végre (1d. 24. o.).
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2.3.5 Profilaktikus készitmények felvitele a borre

A HPOI készitményt vastagabb filmrétegként, 35 perccel az SM applikécidja eldtt vittem a
borre; feleslegét kozvetleniil az SM feljutattasa el6tt spatulaval dvatosan, nyomoderd
kifejtése nélkiil eltavolitottam. A HPO02 anyagot 15 perccel az SM felvitele eldtt
alkalmaztam, és a borrdl csak a vizsgalat végén tavolitottam el. A HP03 készitmény egy
részletét 30 perccel az SM-expoziciot megelézden vékony filmrétegként vittem fel, és
spatulaval minimalis nyomoerdt alkalmazva azt a borbe massziroztam. Ezt 5 percenként
megismételtem, dsszesen még 6t alkalommal. A készitmény feleslegét kozvetleniil az SM

applikéacioja eldtt spatulaval, nyomoéerd kifejtése nélkiil eltavolitottam.

2.3.6 Mikroszkopos szdvettani vizsgalatok'

Szovettani mintak vételére 24 oOraval az SM felvitelét kovetden keriilt sor. A felviteli
pontok kortli, kb. 1,5 x 1,5 cm teriileten a teljes bort a fasciaval egyiitt kimetszettem és 8%
semleges pufferolt formalinba helyeztem. A metszetek paraffinba torténd agyazasat

kdvetden preparalasuk hematoxilin-eozin festéssel tortént [146].

2.3.7 Eredmények kiértékelése

A subcutan TDG koncentraciot az in vivo kinyerési hanyados figyelembe vételével
szamitottam ki. A koncentracid-értékeket az adott mintavételi intervallum kozépidejével
szemben abrazoltam. A gorbe alatti teriileteket a téglalap modszerrel hataroztam meg. A
toxikokinetikai paraméterek Osszehasonlitasat Kruskal-Wallis nemparaméteres ANOVA,
valamint az eloszlas-fliggetlen t6bbszords dsszehasonlitas modszerével [147] végeztem el.
Az egyenesek illesztéséhez a legkisebb négyzetek moddszerét alkalmaztam. A TDG
kalibracids egyenes tengelymetszetének 0-tol valo eltérését és az in vitro elovizsgalatok
kiértékelését egymintds Student z-probaval végeztem. A statisztikailag szignifikans

eltérések vizsgalata sordn 95%-o0s kétoldalu konfidencia-intervallumot vettem figyelembe.

"' A szovettani vizsgalatokat az MH Kozponti Honvédkérhaz Patolégiai Osztalyaval egyiittmiikodésben
végeztiik.
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3.  EREDMENYEK

3.1 A tiodiglikol mennyiségi meghatarozasa mikrodializatumokban

A TDG-HFBA ¢s a tiodipropanol-heptafluorvajsav  diészter —(TDP-HFBA)
gazkromatografids csucsa a 9.a dabran lathatd. A vegyliletek az alkalmazott koriilmények
kozott megfeleléen kromatografalodtak, detektalasuk alapvonalig torténd elvalasztasukat
kovetden tortént. A TDG-HFBA retencios ideje 10,58+0,02 perc, a TDP-HFBA retencios
ideje 12,78+0,02 perc volt.

mVolts —
TDG-HFBA
3 10,58 min
2 -
TDP-HFBA
1 12,78 min

I T T T T 1

10 11 12 13 Minutes

9.a dbra: TDG-HFBA-t (1,64 nmol ml™") és TDP-HFBA-t (1,00 nmol ml") tartalmazé
oldat gazkromatogramija.

mVolts

0.5

0 A A L S N AR AR AN AN A AN IR A A A AN N N A AT AP g AP A

-0.5 -

'10 T T T T 1
10 11 12 13

Minutes

9.b abra: TDG-t illetve TDP-t nem tartalmaz6 minta gazkromatogramja.
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A tiodiglikol SM felvitele nélkiil gylijtott in vivo mikrodializatumokhoz ismert
mennyiségben torténd hozzaadasakor a 10,00—-13,50. perc kozotti tartomanyban csak az
analit és kisérd standard csucsa volt észlelhet6. TDG és TDP hozzdadasa nélkiil
elokészitett dializatumok kromatogramjan ebben az iddintervallumban nem jelent meg
cstics (9.b dbra). A TDG minéségi kimutatasi hatira 0,200 nmol ml”, a mennyiségi
kimutatas als6 hatara 0,364 nmol ml" volt.

A mennyiségi analizis alapjat a crpc/crpp arany (x-tengely), valamint a TDG-HFBA
¢s a TDP-HFBA esetében kapott csucsmagassagok négyzetgyokének hanyadosa
(sqrt ph TDG/sqrt ph TDP, y-tengely) kozotti Osszefliggés képezte. Az Osszefiiggés
linearitasat 0,41-3,69 nmol ml” (50,0-450,2 ng ml") TDG koncentracio-tartomanyban
vizsgaltam harom oldatsorozat lemérésével. A TDG-HFBA csucs jel-zaj ardnya a
legkisebb toménységli minta esetében 10,4+0,18 volt; a legtoményebb minta 988+9 mV
csticsmagassaggal eludlodott. A crpg/crpp ardny €s a sqrt ph TDG/sqrt ph TDP arany
kozotti Osszefiiggés linedris volt (R2=0,9875-0,9967; p<0,01). A mérési sorozatok
adatainak atlagolasaval kapott értékekre illesztett egyenes meredeksége 1,1992+0,022; y-
tengelymetszete 0,0545+0,0313 wvolt. Az ordinata tengelymetszete nem tért el
szignifikansan 0-tol (/0. abra, V1. tablazat). A rezidualisok véletlenszeriien oszlottak meg

az egyenes felett €s alatt, ami az illesztés helyességét alatamasztja.

w
(&)}
]

y =1,1991x + 0,0566
R? = 0,9981

N
[&)] w
| |

N
|

-
I

o
(&)}
|

-0,08

O T T T T T T
1,5 2 2,5 3

sqrt ph TDG-HFBA / sqrt ph TDP-HFBA
o
o L
o
(&)}

¢rpG / CTpp

10. dbra: A crpc/crpp arany és a TDG-HFBA, illetve TDP-HFBA csucsmagassagok
négyzetgyokének aranya kozotti 6sszefliggés (n=3). A boxban a rezidualisok lathatok.
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VI. tablazat: A crpc/crpp arany és a TDG-HFBA, illetve TDP-HFBA csucsmagasagok
négyzetgyokének aranya kozotti 6sszefliggés vizsgalata soran kapott mérési adatok.

sqrt ph: a jelintenzitas négyzetgyoke; SD: standard deviaci6; RSD: relativ standard
deviacio.

sqrt ph TDG / sqrt ph TDP
crpG/CTpP
1. sorozat 2. sorozat 3. sorozat atlag SD RSD (%)
0,27 0,37 0,43 0,38 0,39 0,03 7,58
0,54 0,68 0,77 0,64 0.70 0,07 9,83
0,81 1,21 1,09 0,90 1,07 0,16 14,82
1,08 1,37 1,32 1,27 1,32 0,05 3,65
1,36 1,66 1,61 1,61 1,63 0,03 2,01
1,89 2,39 2,37 2,38 2,38 0,01 0,50
2,44 3,24 2,99 2,69 2,97 0,28 9,36

Vizsgaltam a mérési modszer pontossagat és precizitdsat. A mérési pontossig
meghatarozasdhoz TDG benzolhoz ismert mennyiségben torténd hozzaadasaval késziilt
oldatok TDG koncentraci6jat mértem a harom kalibracids sorozat y-értékeinek
atlagolasaval kapott pontokra illesztett egyenes segitségével (/0. dabra). A mért
koncentracido-értékek a névleges toménységektol 1,64-7,26%-kal tértek el (VIL tablazat).
A precizitas vizsgalatahoz egy, az analitot 0,827 nmol ml” koncentracioban tartalmazé in
vivo dializatumot 6t alkalommal eldkészitettem €s lemértem. A mért koncentracio-értékek
1,09-7,01 %-kal tértek el a névleges tOménységtdl, az atlagos visszamért koncentracid

0,800+0,022 nmol ml™' volt (VIIL tablazat).

VIL tablazat: A mérési pontossdg meghatdrozdsa céljabol végzett vizsgalatok
eredményei.

»A” oldat »B” oldat »C” oldat
mért crpg (nmol ml™) 0,628 2,096 3,193
névleges crpg (nmol ml™) 0,615 2,131 3,443
eltérés (%) 2,11 1,64 7,26
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VIIL tablazat: A mérési precizitas

eredményei (n=5). RSD: relativ standard deviacio.

meghatdrozasa céljabol végzett

vizsgalatok

1. minta
2. minta
3. minta
4. minta
5. minta
atlag
SD
RSD (%)

¢rpG (nmol mI'™)
0,818
0,783
0,817
0,813
0,769
0,800
0,022
2,75

eltérés %
1,09
5,32
1,21
1,69
7,01

3.2 A tiodiglikol mikrodializissel torténé kinyerése

A tiodiglikol és a mikrodializis rendszer kolesonhatdsanak vizsgalata céljabol a vegyiilet

vizes oldataban 1,0-20 pl min" dramlési sebesség kozott végeztem in vitro dializist (/1.

dabra). Az aramlasi sebesség novelése a kinyerési hanyados folyamatos csokkenését

eredményezte: 1,0 pl min aramlds mellett utobbi 62,7%, 20 pl min" aramlasi sebesség

alkalmazasakor mar csak 9,03% volt. A kinyerési hanyados csokkenése az &aramlasi

sebesség valtozasaval exponencialis sszefliggést mutatott (R*=0,9516). A tovabbi in vitro

és in vivo vizsgalatokat 2,0 ul min" dramlisi sebesség mellett végeztem (a kinyerési

hanyados ennél 55,50+5,49 % volt).

70

60 - I

50
40 -
30

20 -

kinyerési hanyados (%)
3

10

y = 58,696¢ %099

R? = 0,9516

10
aramlasi sebesség (ul min™)

15

20

11. abra: A dializdl6 oldat aramléasi sebessége €s a TDG kinyerési hanyadosa kozotti

Osszefliggés.
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Az in vivo el6kisérletek soran 5,0 pul SM borfelszinre torténd felvitelét kovetden a
cseppet liveglappal fedtem. Az expozicido id6tartama 30 perc volt. A TDG minden
frakcioban megjelent; az adatok frakcionként vett atlagabol felvett koncentracio-profil 120
percig folyamatos emelkedést, majd exponencialis csokkenést mutatott (maximalis
koncentracio: 26,28 nmol ml"). Az id8 fiiggvényében abrazolt TDG koncentracié

értékekre gorbeillesztés volt lehetséges az

y — 74,2 X e-07007Xt _ 148,8 X e-070286Xt (6)

egyenlet szerint (7.,12. dbra).

w
a
|

= N N W
o O o0 O
| | | |

(nmol ml'l)

10 -

TDG koncentracio

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
SM felvitelétél eltelt idé (min)

‘—e—étlagos mért koncentraciok = = = = illesztett gorbe

12. abra: Az in vivo eldkisérletek soran, 5,0 ul SM felvitelét kovetden kapott TDG
koncentracié-profil (n=3).

Kovetkezd 1épésként retrodializis modszerével meghataroztam a TDG in vivo
kinyerési hanyadosat. A kisérletek soran hasznalt mikrodializis bedllitdsokat a 7.d dbra
mutatja, a kisérleti adatokat a IX. tablazatban foglaltam 6ssze. A TDG in vivo subcutan

atlagos kinyerési hanyadosa a hasznalt katéter-tipusra vonatkozdan 54,1+7,2 % volt.
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IX. tablazat: A vizsgélatok soran hasznalt CMA-20 (1 cm, 20 kDa) mikrodializis katéter
tiodiglikolra vonatkozd in vivo kinyerési hanyadosanak meghatdrozasa retrodializis
modszerrel. Minden kisérlet (A-E) sordn 3 leadasi vizsgalatot végeztem. TDG: tiodiglikol;
RR%: a tiodiglikolra vonatkoz6 kinyerési hanyados; SD: standard deviacio.

kisérlet kéd vﬁigif; t RR% "‘“a(gi’;l;R%

A/l 42,3 ) \

A A2 47,9 ) 45,7
A/3 468 |
B/1 549 |

B B/2 55,8 > 56,2
B/3 580 |
C/1 59,8 ’

C C2 62,5 ) 58,1 > 54,17,2
C/3 52,1 )
D/1 48,2 )

D D2 82 v A9
D/3 474
E/l 62,1 ’

E E2 64,7 ) 62,8
E/3 61,6 | /

3.3 A borfelszinre felvitt kénmustar felszivodasanak idé6- és dozisfiiggése

s

vizsgaltam. A borfelszinre juttatott cseppet miianyag kupakkal fedtem, az expoziciot 360
percig tartottam fenn. Az egyes térfogatok alkalmazasakor kapott TDG koncentracio-
profilokat a /3.a-d. dbra mutatja.

1,0 ul SM felvitelekor a kisérletek 50 %-aban, 2,0 ul alkalmazisa utdn az esetek
86%-aban mutattam ki TDG-t a méreg felvitelét kovetden vett elsd (0-20 min)
dializatumban. A vegylilet az ezt kdvetden vett mintakban kivétel nélkiil jelen volt. 3,0 és

5,0 ul SM felvitelekor minden frakci6 tartalmazott TDG-t.
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100 /-\\ (a) 1,0 ul SM

250 A (b) 2,0 pl SM

- /.//
- i;\k
100

R

50

400 /#-ﬁ (c) 3,0 pl SM

TDG koncentricié (nmol ml™)

400 (d) 5,0 nl SM

0 50 100 150 200 250 300 350
SM felvitelétél eltelt idé (min)

13. abra: (a) 1,0; (b) 2,0; (c) 3,0; és (d) 5,0 ul SM borfelszinre torténd felvitelét kovetden
kapott tiodiglikol koncentracido-profilok. Az azonos szimbdlumok minden doézis esetében
egy-egy allatkisérletet jelolnek. Az ordinata skalazasa abranként kiilonb6zo.
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Az egyes mintavételi intervallumokban (0-20 min, 20-40 min stb.) kapott TDG
koncentracid-értékeket minden SM-dozis esetében atlagoltam, majd az atlagos értékeket az
id6 fliggvényében abrazoltam (/4. dbra). Az atlagos koncentracio-értékek alakuldsa az
expoziciés iddtartam alatt dozisonként eltérd volt. Az elsé iddszakot minden dozis
esetében a koncentraciok gyors emelkedése jellemezte, amely 1,0 ul SM alkalmazasakor
100 percnél, 2,0 ul SM felvitele utan pedig 160 percnél ért el maximumot. Ezt kovetden a
TDG koncentracido a mintavételi idészak végéig 1,0 pl SM ddzisndl a maximalis érték
50%-ara, 2,0 ul SM felvitele utan a maximum 84%-ara esett vissza. 1,0 ul SM felvitelét
kovetéen a koncentracio-csokkenés 100 ¢€s 360 perc kozott monoton volt, 2,0 ul SM
felvitele utan viszont — a 160-200 min kozotti idoszakban tapasztalt csokkenést kovetden —
200 és 360 perc kozott konstans atlagos értéket kaptam. 3,0 és 5,0 ul SM alkalmazasakor
az atlagos koncentracio-értékek és azok szorasai jelentés hasonlosdgot mutattak. Mindkét
profil esetében az elsé iddszakot gyorsan emelkedd TDG koncentracid jellemezte, majd a
ndvekedés lelassult. A legnagyobb értékeket (157,12 ill. 183,03 nmol ml™) a 340-360 perc
kozott gytijtott dializatumokban kaptam.

300 A T
250 A

200 A

/gii.
‘;;/

TDG koncentracio
(nmol ml D)
<3
: \
L]
]
I\
\/
0\

0 50 100 150 200 250 300 350
SM felvitelétdl eltelt id6 (min)
—>%—1,0 ul SM —8—2,0 yl SM —— 3,0 yl SM —A— 5,0 pl SM

14. abra: 360 perces atlagos TDG koncentracido-profilok 1,0-5,0 pul SM felvitelét
kovetden.

Az SM doézis és a subcutisban megjelend TDG-mennyiség kozott a TDG

koncentracid-profilok elemzésével kapott maximalis koncentracid (Cmax), a maximalis

koncentracié eléréséhez sziikséges idO (tmax:0-360), az elsd mintdban mérhetd koncentracio
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(co-20), a 0-60. perc kozott szamitott gorbe alatti teriilet (AUCy.0), valamint a gorbe alatti
teriilet (AUC) atlagos értékeinek vizsgalataval kerestem Osszefiiggést. Az SM doézis
emelésekor 1,0-3,0 ul tartomanyban mindegyik paraméter monoton nétt (/5.a-e abra). A
Cmax (R?=0,9999), az AUC.¢0 (R?=0,9826) és az AUC (R*=0,9992) esetében szignifikans
linedris korrelaciot tapasztaltam a fenti dézistartomanyban az SM mennyisége €s a kapott

értekek kozott (15.b,d és e abra). A 3,0 és 5,0 ul SM felvitele esetében kapott értékek
minden paraméter esetében kozeli egyezést mutattak.

w
o

TDG koncentracio
(nmol m1™)
e C N

o o1 o ;1 o o

n=9 n=5
- (a) o020
I n=8 n=7
B ‘ i n=5

1,0piSM 20pSM  30pSM  50puSM 4,0yl TDG

400
350 A (b) Cmax

n=5
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w0 j
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1,0 yL SM 2,0 pL SM 3,0 yL SM 5,0 ML SM 4,0 ul TDG
350 | (€) tmax;0-360 n=7

i

1,0 ul SM 2,0 yl SM 3,0 yl SM 5,0 yl SM 4,0 ul TDG

TDG koncentracio
(nmol

SM felvitelétol eltelt ido

15. abra: 360 perces TDG koncentracio-profilokbol szamitott (a) co20 €s (b) Cmax €S
(€) tmax:0-360 €rtékek 1,0-5,0 ul SM, illetve 4,0 ul TDG felvitelét kdvetden.
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15. abra (folyt.): 360 perces TDG koncentracio-profilokbol szamitott (d) AUCyeo €s
(e) AUC értékek 1,0-5,0 pul SM, illetve 4,0 ul TDG felvitelét kdvetden.
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34 A kénmustar borfelszinrol torténo felszivodasa kovetkeztében kialakuld

szoveti morfolégiai elvaltozasok

Az SM dobzis és a borben fellépd szoveti karosodas kozotti Gsszefiiggést az exponalt
terliletekrdl késziilt szovettani metszetek mikroszkopos vizsgalataval elemeztem. A
kontroll mintardl késziilt felvételen az epidermis, a dermis, a hypodermis, valamint a
subcutan fascia homogén szerkezetli volt és markans hatarok mentén elkiiloniilt.
Gyulladasra utal6 elvaltozasok nem voltak lathatok, €s a borben patologids koriilmények
kozott megjelend sejtek sem voltak kimutathatok. Az atlagos tavolsdg a borfelszin és a
subcutan fascia kozott 0,7 mm volt (16.a dbra).

1,0 ul SM felvitele utdn 6démdas beszlirddés jelent meg a dermisben és a
hypodermisben, amely a subcutan fascia ald terjedt. E rétegek fellazultak, vastagsaguk
megnott, a borfelszin és a subcutan fascia kozotti tavolsag a 2 mm-t is elérte. A dermis és a
subcutan zsirréteg kozotti hatar elmosodott, és a rétegek tobb ponton egymasba csusztak. A
subcutan fasciaban szamos ponton rések keletkeztek. A dermisben — és kisebb mértékben
az epidermisben — heterofil granulocitak infiltracidja volt lathato (16.b abra).

2,0 ul SM alkalmazasat kdvetéen ugyanezek az elvaltozasok sulyosabb formaban
jelentek meg. A borfelszin és a subcutan fascia kozotti tavolsdg nem ndtt, azonban a
dermis €és a subcutan zsirszovet teljesen Osszeolvadt. A subcutan fascia felszakadozott,
helyenként elttint (/6.c abra).

3,0 ul SM alkalmazésakor a dermis €s a subcutan zsirszovet elfolydsodo nekrédzisa
volt megfigyelhetd, ezek a rétegek, tovabba a subcutan fascia gyakorlatilag eltlintek.
Emellett a peritonealis vazizom felszini rostjainak felszakadozdsa volt megfigyelhetd.
5,0 ul SM felvitele utan a szovettani kép ettdl jelentds eltérést nem mutatott, azonban az

érintett tertilet kiterjedtebb volt (16.d,e abra).
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2.0mm

16. dbra: Patkdny borének a felviteli pontot és kornyezetét megjelenitd szovettani
metszete az SM felvitele utan 24 oraval. (a) kezeletlen bor; (b) 1,0 pul SM; (c) 2,0 ul SM;
(d) 3,0 ul SM; (e) 5,0 ul SM. Hematoxilin-eozin festés, 40x nagyitas.

3.5  Borfelszini védokészitmények hatékonysaganak vizsgalata

A modell segitségével harom borfelszini készitmény SM borbe jutasara gyakorolt hatdsat
teszteltem. A készitményeket — melyek koziil kettohdz hasonld dsszetételt korabban masok
hatékonynak talaltak [53,78], a harmadik pedig egy kordbban hasonlé céllal nem vizsgalt,
nanorészecskéket tartalmazo dsszetétel volt — eldkezelés formajaban vittem a borfelszinre.
Az egyes védokészitmények hasznalatakor kapott egyedi TDG koncentracio-profilok
a I7.a-c abran lathatok. A HPO1 készitmény felvitelét kovetden a 0-20. perc kozott
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gytjtott dializatumokban 0t eset koziil haromban mutattam ki TDG-t. Az analit egy
esetben a 20. perc, egy tovabbi esetben pedig a 40. perc utan jelent meg. A HP02
alkalmazasaval végzett 6t vizsgalat kozil egy esetben mutattam ki TDG-t az els6 20
percben gyiijtott mintaban, harom esetben a 20-40. perc kozott vett frakcioban, mig egy
esetben a vegyiilet csak 40 perc utan jelent meg. A TDG mindkét készitmény
hasznalatakor kimutathaté volt a kisérletek hatralevd részében nyert dializatumokban. A
HPO3 készitmény alkalmazdsakor a TDG minden vizsgalatban megjelent az elsé 20
percben vett frakciokban, és minden tovabbi dializditumban kimutathaté mennyiségben
jelen volt.

A HPO1 felvitelével végzett kisérletekben a kapott atlagos TDG koncentracid a
160. percig emelkedett, majd a mintavételi iddszak végére a maximalis érték 85%-ara esett
vissza. A HP02 készitménnyel torténd elokezelést kovetden az atlagos értékek folyamatos
novekedést mutattak. Az SM felvitele utani 60. és 360. perc kozott az atlagos TDG
koncentracio linearisan, 0,13 nmol ml' min"' meredekséggel emelkedett (R*=0,9944;
18. abra). A linearis emelkedési trend e készitmény alkalmazasakor az egyedi
koncentracid-profilokra is jellemzé volt (/7.6 dabra). A HPO3 készitmény felvitelét
kovetden az atlagos koncentraciok alakuldsa a 2,0 pl SM elékezelés nélkiil torténd felvitele
utan kapott atlagérték-profillal kozeli egyezést mutatott, kiilonosen a mintavételi idészak

masodik felében (/9. abra).

46



Karvaly G: A kénmustar borfelszinrdl torténd penetracidjanak vizsgalata in vivo mikrodializis modell segitségével

(a) HPO1
250 360 350
100
A | (b)HPO2

o]
o

[e)]
o

N
o
|

o

0 50 100 150 200 250 300 350

TDG koncentricié (nmol ml™)
N
o

140 /‘/‘/‘_—_‘/A—A (c) HPO3

0 50 100 150 200 250 300 350
SM felvitelétél eltelt idé (min)

17. abra: A hypodermisben mért TDG koncentraciok (a) HPO1, (b) HP02, illetve (c) HP0O3
készitményekkel végzett elokezelést, majd 2,0 pul SM felvitelét kdvetden.
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18. abra. A HPO02-vel torténd elokezelést, majd 2,0 ul SM felvitelét kdvetden a 60-360.
perc kozott kapott atlagos subcutan TDG koncentraci6 értékekre illesztett egyenes.
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19. abra. TDG atlagos subcutan koncentracidjanak alakuldsa borfelszini védokészit-
ményekkel torténd elokezelés utan.

A HPO3 készitmény alkalmazasakor egyik vizsgalt érték esetében sem tapasztaltam
szignifikans csokkenést az eldkezelés nélkiil kapottakhoz képest. A HPO1 és a HP02
felvitele utan ezzel szemben szignifikansan alacsonyabb cpnax, AUCj40 €s AUC értékeket
kaptam, mint 2,0 pul SM elékezelés nélkiil torténd alkalmazasakor. A HPO02 felvitele
esetében kapott AUCoe az 1,0 ul SM eldkezelés nélkiil torténd felvitelekor kapott

értékhez képest is szignifikansan alacsonyabb volt (20.a-e. abra).
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20. abra.360 perces subcutan TDG koncentracido-profilokbol szamitott (a) Cmax,
(b) AUC60 és (c) AUC értékek védokészitmények felvitelével végzett vizsgalatokban.
Osszehasonlitasképpen feltiintetésre keriiltek az 1,0 és 2,0 ul SM eldkezelés nélkiili
felvitelét kovetden kapott értékek. A * szignifikdns eltérést jelol a 2,0 ul SM felvitelekor, a
Yaz 1,0 pul SM felvitelekor kapott értékt8l (p<0,05).
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3.6 Tiodiglikol kimutatisa a hypodermisben bdrfelszinrél torténé felszivodasat

kovetoen

4,0 ul TDG borfelszinre torténd juttatdsa utdn a vegyiilet az dsszes kisérletben, azok teljes
idétartamaban kimutathat6 volt a subcutan mikrodializatumokban. A koncentraciok az ot
sikeres kisérlet mindegyikének kezdeti idészakaban gyorsan emelkedtek; ezt kovetéen
harom esetben platot értek el, egy esetben lassti emelkedést, egy esetben pedig némi
csOkkenést mutattak. Az atlagos maximalis koncentracio 145,4+107,5 nmol ml”, a Coax
eléréshez szlikséges id6 214+129 min volt. Az AUC.4 értéke 34063074 nmol min ml'l, a
teljes kisérleti id6tartamra szamitott gorbe alatti teriilet 36882425292 nmol min ml™ volt
(15.,21., 22. abra).

A TDG felvitelével végzett kisérletek soran a bérben nem tapasztaltam morfologiai

elvaltozast.
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21. abra. Subcutan TDG koncentraciok 4,0 pl TDG borfelszinre juttatasa utan.
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22. abra: A subcutan TDG koncentraciok atlagértékeinek alakuldsa a mintavételi
iddszakban 4,0 ul TDG bdrfelszinre juttatasa utan (n=5).

50



Karvaly G: A kénmustar bérfelszinrdl torténd penetracidjanak vizsgalata in vivo mikrodializis modell segitségével

4. DISZKUSSZIO

A boron keresztiil torténd felszivodas szamos vegyi harcanyag szisztémas keringésbe
keriilésének egyik moédjat jelenti. Holyaghuzo vegyi harcanyagok, igy az SM bdérbe
jutasanak azonban sajatos és sokszor legfontosabb kovetkezménye, hogy rendkiviil sulyos,
égési sériiléshez hasonlo helyi elvaltozasok alakulnak ki. Az SM bejutasat megakadalyozo
boérvédd szerek hatékonysaganak vizsgalatara korabban kidolgozott in vivo moddszerek
legnagyobbrészt a szoveti valasszal Osszefiiggd biologiai értékek szamszerlsitésén
alapulnak. A bioldgiai paraméterek szamszeriisitését magukban foglalé vizsgalatoknak
tobb korlatja van: amellett, hogy reprodukalhatosaguk az egyedek biologiai eltérései miatt
olykor kétséges, kiértékelésiik soran nemegyszer szubjektiv modszereket alkalmaznak,
aminek hitelessége nehezen ellendrizhetd. Tovabbi problémat jelent, hogy egy kisérletbol
legtobbszor kevés adat nyerhet6. Mindezek miatt a vizsgalatok sordn nagy szamu allatra
van sziikség, az eredmények extrapolaciojara az alkalmazott ddzistartomanyon kiviil,
illetve a kiilonbodzo fajok kozott pedig még igy sincs lehetdség.

Munkam soran célom egy in vivo vizsgalati modell kifejlesztése volt, amely alkalmas
a kénmustar boron keresztiil torténd felszivodasanak vizsgalatara, valamint az azt
megakadalyozd6  borvédé  készitmények  hatékonysagdnak  meghatdrozasara  és
Osszehasonlitdsdra. A modell elvi alapjat az a jelenség képezi, hogy a boérbe bejutd
kénmustar mennyiség egy része tiodiglikolla alakul at (5. abra). A TDG a borben
expozici6 hidnydban nem mutathatdo ki, ezért jelenléte a bor rétegeiben — igy a
hypodermisben — az SM bejutasanak kdzvetlen bizonyitéka. A hypodermis extracellularis
terében folytatott dializissel nyert mintdkban a keletkez6 TDG megjelenik. Hipotézisem
az volt, hogy a penetrdld6 SM mennyiség és a TDG koncentraciokbol szamithatd értékek
kozott olyan Osszefiiggések tarhatok fel, melyek a borvédd készitmények altal nyujtott
véd6 hatds mindségének ¢és mértékének meghatidrozasara, O6sszehasonlitasara adnak
lehetdséget.

Korabban az SM, illetve a TDG szdveteltavolitast nem igényld helyi, specifikus
kémiai detektaldsan alapuld in vivo modellrél nem szdmoltak be. Az értekezésem targyat
képezd vizsgalati modszer alkalmasnak bizonyult az SM bdrfelszinrél torténd
penetraciéjanak  helyi vizsgalatdra hidrolizis terméke subcutan extracellularis
koncentracidjanak tartds, specifikus kovetése révén. Az eljards — mas, hasonldé adatok

kinyerését célz6 moddszerekhez képest is — kisszamu 4allat felhasznalasat igényli.
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Kisérleteim egy részében a szoveti valasz eredményes vizsgalatara is sor keriilt, ami felveti
a modell masok 4ltal kifejlesztett — morfologiai, biofizikai vagy klinikai értékelésen
alapul6 — eljarasaival torténd kombinalasanak lehetdsegét.

A kisérleteinkhez hasznalt vandorpatkany (rattus norvegicus) borének rétegei
szamban ¢és felépitésben azonosak az emberi bor rétegeivel, tovabba kozeli a hasonlosag a
sejttipusok  és  kotdszoveti elemek kozott is. A vegyiiletek felszivodasanak
mechanizmusdban azonban kiilonbséget okoz, hogy a vandorpatkany legtobb testtajan a
szOrtliszOk szdma nagysagrendekkel nagyobb mint az embernél, ugyanakkor
izzadtsagmirigyek — melyek szerepét az SM felszivodasaban tobben feltételezték — a
patkany borében nem taldlhaték [148,149]. A patkdny boére vastagsagban jelentdsen
elmarad az emberi bortdl: a haton és a hason a bérfelszintdl a hypodermis aljaig mérhetd
atlagos tavolsag kb. 20-40 %-a az emberi bor esetében mérhetdnek, mig a penetraciot
leghatékonyabban akadalyozé s. corneum az embernél mért vastagsag 25-50 %-at éri el
[59]. A patkanyok epidermisét 1-2 sejtsor alkotja, vastagsaga ezért nem haladja meg a 25
um-t [148,150]. Az €16 epidermis sejtjeinek lipiddsszetétele eltér az emberi hamrétegtdl,
tobbek kozott harom-hatszoros mennyiségben tartalmaz apoldris lipideket [151]. A
bemutatott kiilonbségek alatdmasztjak a megfigyelést, hogy szamos anyag felszivodasanak
sebessége jelentdsen nagyobb a patkany bérén keresztiil [56,148,150]. Ugyanezért azonban
a modell nagy érzékenységli vizsgalati kdrnyezetnek tekinthetd a borvédd készitmények
hatékonysaganak igazolasahoz [152].

A kisérleti eljaras alapjat az a jelenség képezte, hogy az SM csepp és a viz
hatéarfeliiletén gyors hidrolizis jatszodik le. Cohen korabbi, Papirmeister €s mtsai altal
kozzétett vizsgalatainak eredménye szerint az SM féléletideje vizben, 37,4 °C-on 2,6 perc
[42]. E reakci6é legnagyobb mennyiségben képzddd végterméke a TDG, egy vizben jol
old6do, atoxikus vegyiilet [42]. A TDG képzddése kénmustarbol szoveti kornyezetben
irreverzibilis folyamat, melynek lejatszodasahoz az epidermis és a dermis kedvezd kozeget
nyujtanak [59]. Chilcott ¢és mtsai emberi epidermis membrannal végzett in vitro
vizsgalataikban SM felvitelét kovetden talaltak TDG-t az epidermisben [98]. Black és
mtsai 318 pg (kb. 250 nl) SM patkanyok borére torténd felvitele utan gyiijtott vizelet-
mintdkban 8 napig mutattak ki — nagyrészt oxidacidos terméke, illetve konjugatumok
formajaban — TDG-t; a legnagyobb iiritett mennyiséget pedig 0-6 ora kozott mérték [153].
Vizsgalataim alatamasztottdk, hogy a TDG az SM felvitelét kdvetden perceken beliil
megjelenik a szervezetben.

Bar a TDG kiilonbozé matrixokbdl torténd kimutatasara korabban tobb korszeri
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modszert leirtak, ezek nem voltak alkalmazhatok a vegyiilet mikrodializatumokban torténd
meghatarozasara. ElsO 1épésként ezért erre alkalmas mérési eljarast dolgoztam ki, mellyel
szemben az aldbbi igények meriiltek fel: (1) fontos volt, hogy a mikrodializatumok
méréshez torténd elokészitése kis mintatérfogattal végrehajthatd legyen; (2) célom volt
kisérletenként a lehetd legtobb frakcio gylijtése (azaz a mintavételi iddszak minél rovidebb
frakciogylijtési  intervallumokra torténd felosztasa), ezért sziikség volt nagy
ateresztoképességli eljaras kidolgozasara; (3) varhaté volt, hogy a TDG alacsony
koncentracidban lesz jelen tobb mintaban, ezért fontos volt a nagy detektalasi érzékenység;
(4) fontos szempont volt a kdltséghatékonysag.

A gyijtott mikrodializatumok a vizsgalt szovet extracelluldris folyadékaban talalhato
kis molekulatomegii vegylileteket és szervetlen ionokat tartalmaztdk. Ezek szdmottevd
mennyisége miatt célszeriinek talaltam az elvalasztast is magaban foglalo mérési modszer
alkalmazasat. Az elvalasztast gazkromatograffal oldottam meg, amely a TDG koncentracio
biologiai mintdkban torténd mérésekor egyik leggyakrabban hasznalt elvalasztasi technika
[154]. A mennyiségi vizsgalatokat kisérd standard hozzdaddsaval végeztem. A TDP — a
TDG nagyon hasonlod kémiai és kromatografias tulajdonsagokkal rendelkez6 homoldgja —
erre a célra kordbban alkalmasnak bizonyult a TDG gazkromatograffal kapcsolt
tomegspektrométerrel (GC-MS) végzett meghatdrozasa soran [155]. A TDG a legtobb
gazkromatografids oszloprol aszimmetrikus csuccsal elualodik, mivel két hidroxilcsoportja
révén masodlagos kotést létesit az allofazisok anyagaval. Illékonysaga, kis
molekulatomege ¢és polaris karaktere miatt pedig alacsony polaritdsu allofazisokon
gyakorlatilag nincs retencidja. Ezek a probléméak kikiiszobolheték, ha a TDG
gazkromatografias kimutatasat szarmazékképzést kdvetden végezzik. A szarmazékképzés
révén nagyobb molekulatomegli, illékony, ugyanakkor kevésbé polaris vegyiilet
keletkezik, amely kedvezd gazkromatografias tulajdonsagokkal rendelkezik.

A TDG szarmazékképzésekor leggyakrabban szililezési ¢és perfluoracilezési
reakciokat alkalmaznak. A szililezési reakcid (a TDG hidroxil-csoportjaiban levo
hidrogénatom altalaban trimetilszilil- vagy terc-butildimetilszilil csoportra cserélédésével
jaré atalakitas) jol kromatografalhatd és érzékenyen kimutathatd vegyiilet képzddéséhez
vezet. Hatranya azonban, hogy a reakcio flitott (40-80 °C-o0s) elegyben is lassan jatszodik
le (30-80 perc), a reakcidotermék pedig nedvességre érzékeny [155,156]. Az egyébként igen
korroziv szililezdszereket nagyobb mennyiségben tartalmazé mintdk mérése PFPD
detektorral, az égé kamra anyagi tulajdonsagai miatt, nem lehetséges [sajat adat].

A TDG perfluoracilezdszerekkel lejatszodo észterezési reakcidja szintén szimmetrikus
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csuccsal elualodd terméket eredményez. Az eljards eldnye, hogy a reakcid enyhe
koriilmények kozott, gyorsan végbemegy [157]. A szarmazékképzo szer maradéka vizzel
elbonthatd, és a képzddd sav a vizes fézisba extrahdlhatd. Vizsgdlatainkban
heptafluorvajsavanhidridet alkalmaztam, mivel a TDG-HFBA ¢és TDP-HFBA a
gazkromatografidas mérések sordn megfeleld retencidos idével, szimmetrikus csucsként
eludlodott. A szarmazékképzd szer ¢€s a TDG, illetve TDP kozotti reakcid benzolban,
trietilamin jelenlétében, szobahdémérsékleten kb. 2 perc alatt lejatszodott. A benzol
oldoszerként torténd alkalmazasa mellett azért dontottem, mert az a TDG megfeleld
oldoszerének Dbizonyult a vizsgalt koncentracio-tartomanyban, egyben aprotikus
oldoszerként az acilezési reakcid6 megfeleld kozege volt [158,159]. Tovabbi elonyt
jelentett, hogy a minta az oldoszercsere utan kevés matrix-komponenst tartalmazott.

Apolaris oldoszerrel végzett extrakcioval a TDG nem nyerhetd ki megfeleld
hatékonysaggal testfolyadékokbol, ezért vérbol és vizeletbdl torténd mennyiségi
meghatarozasara korabbi vizsgalatokban szilard fazist extrakcioval megoldott tisztitast-
toményitést kovetden keriilt sor [160]. A kordbban leirt modszereknél a mintdk kiindulasi
térfogata a 100 pl-t meghaladta, ezért azok a mérési eljaradssal szemben tdmasztott
igényeknek nem feleltek meg. Az 4ltalam kifejlesztett eljarasban csak a
szarmazékképzéshez sziikséges viz—benzol olddszercserét hajtottam végre; a
matrixkomponensek zavaré hatdsat az elvalasztast kovetéen kénszelektiv detektor
alkalmazasaval kiiszoboltem ki.

Az elvélasztaskor kapott — zavar6 csicsokat nem tartalmazd, megfeleld jel-zaj arany
melletti kimutatast tiikr6z6 — kromatogramok révén gyors méréseket tudtam végezni. A
mintdkbol a mérérendszerbe keriildé matrixkomponensek altal okozott szennyezés
kikiiszobolése céljabol a csucsok megjelenését kovetden a rendszert 250 °C-ra fiitdttem, és
1 percig ezen a hdmérsékleten tartottam.

A pulzal6 langfotometrias detektor szelektivitasa és érzékenysége a hagyomanyos
langfotometrids detektorét két nagysagrenddel meghaladja, igy hasonlé koncentracio-
tartomanyban torténd méréseket tett lehetdvé, mint gazkromatograffal kapcsolt
tomegspektrométerrel végzett meghatarozasok esetében [161]. A mérési pontossag
novelése érdekében a kalibracids egyenest viszonylag sziik koncentracio-tartomanyban
vettem fel. A négyzetgyOkvondssal transzformalt csticsmagassdgokkal felvett kalibracios
Osszefliggés linearitasat az illesztett egyenes determinacios egyiitthatdjanak (R”) 1-hez
kozeli értéke, valamint a rezidualisok véletélenszerli eloszlasa igazolta.

Az analitikai médszer megbizhatosagat két méréssorozatban vizsgaltam. Elséként a
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kalibracios 0Osszefliggés helyességét teszteltem benzolban készitett TDG-oldatok
analizisével. Ezekben az oldatokban — a kalibralo oldatokhoz hasonloan — a
szarmazékképzési reakcion kivill mas miiveletet nem hajtottam végre. A mért
koncentraciok relativ eltérésének mértéke az elméleti értéktdl elfogadhatd volt, mivel az
nem haladta meg a kalibraciés 0Osszefliggés megallapitdsakor mért relativ szoérasok
nagysagat. Kovetkezd I€épésben a TDG vak kisérletek soran gyljtott dializatumokhoz
torténd hozzaadasaval késziilt mintdk analizisével vizsgaltam, hogy a viz—benzol
olddszercsere sordn — 10 pl minta térfogatbol kiindulva — a TDG és TDP mennyiségének
aranya megvaltozik-e. A mért koncentraciok véletlenszerli eloszlast mutattak az elméleti
érték alatt és felett, ami azt igazolta, hogy az olddszercsere nem torzitotta a mérési
eredményeket. A mért koncentraciok relativ eltérése az elméleti értékt6l nem haladta meg
a benzolos oldatok esetében talalt relativ eltéréseket, amibdl az kovetkezett, hogy az
oldoszercsere a mérési hiba nagysagat sem befolyasolta jelentésen. Az eredmények alapjan
a modszer precizitasat elfogadhatonak talaltam.

Osszességében a fenti vizsgalatok elvégzésével igazolast nyert, hogy a kifejlesztett
mérési metodika megbizhatoan alkalmazhato a TDG mikrodializatumokban torténd
mennyiségi meghatarozasara a TDP kisérd standardként torténd alkalmazasaval.

A modell fejlesztésének kovetkezd 1épése a TDG mikrodializissel torténd
kinyerésének tanulmanyozasa volt. A mikrodializissel torténd mintavétel soran nem alakul
ki az analit egyensulyi koncentraciéja az extracellularis folyadék és a dializalé oldat
kozott, utobbi folyamatos dramlasa miatt. Ezért a dializatumokban mért analit-
koncentracié az intersticiumban szabad formaban I€v6 analit valoédi toménységének adott
hanyada, amely az analit fizikai és kémiai tulajdonsagaitol (molekulatomeg,
termodinamikai aktivitds, vizoldékonysag, sav-bazis karakter, fehérjekotés mértéke); a
mintavételi rendszer jellemzGitél (membran anyaga, pérusmérete és feliiletének nagysaga,
a dializadl6o oldat Osszetétele és aramlasi sebessége, a katéter geometriai jellemzdi);
valamint a vizsgalt szovetre jellemzO paraméterektdl és folyamatoktdl (6rvénydiffuzios
paraméterek, helyi véraramlas, szoveti metabolizmus) fiigg. Az analit koncentracié pontos
becsléséhez ezért az adott szoveti koriilmények kozott meg kell hatarozni az Gn. kinyerési
hanyodost (RR%) [145]. Els6ként a dializalé oldat aramlési sebessége €s a TDG kinyerési
hanyadosa kozotti Osszefliggését vizsgaltam. A kinyerési hanyados folyamatosan
kevertetett, hig oldatban a kdzegben és a dializalé oldatban uralkod6 hidrosztatikus
nyomds allandosidga esetén annak koncentracidjatél és a diffuzié iranyatél nem, az

aramlasi sebességtdl azonban fiigg [162]. Ezt a TDG-re vonatkozoan in vitro kisérletben
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igazoltam. A kapott RR% értékek csekély szorasa a kinyerés jo reprodukalhatosagat
jelezte. Az analitikai modszer mintatérfogat-igénye, a tervezett kisérleti idOtartam és az
analitikai miiszer mérési kapacitasanak figyelembe vételével a 2,0 pl min" &ramlasi
sebesség volt optimalis. A TDG magas kinyerési hanyadosa miatt a tovabbi vizsgalatokhoz
ezt az aramlasi sebességet valasztottam.

Az in vitro kinyerési hanyados jellemzden az in vivo érték legfeljebb két-
haromszorosa [145], ezért a fenti vizsgéalatban kapott értékek arra utaltak, hogy az in vivo
kisérletekben a TDG koncentracié subcutan mikrodializissel, a kifejlesztett analitikai
modszer segitségével kovethetd. Ezt a sejtést az in vivo kalibracié eredménye igazolta.

In vivo kisérletek soran gyézodtem meg arrdl, hogy a TDG az SM bdrfelszinrdl
torténd  penetraciojait kovetéen subcutan mikrodializatumokban kimutathat6. A
kisérletekben nagy dozisban vittem fel a harcanyagot és a cseppet a felszivodas eldsegitése
érdekében liveglappal fedtem (ti. az liveg nem abszorbealja az SM-et [163]). A kapott
koncentracid-profilok €s a gorbeillesztés eredménye arra utaltak, hogy a TDG megjelenése
Osszefliggésben all az SM felszivodasaval.
kozotti kapcsolatot 1-5 pl SM dozistartomanyban vizsgaltam. Az SM cseppet ezekben a
kisérletekben milanyag kupakkal fedve géztartalyt létesitettem. Ezt a mddszert gyakran
alkalmazzak folyadékok és g6zok perkutan abszorpcidjanak vizsgalatara [164]. Dalton és
mtsai  kimutattdk, hogy az SM kiilonboz6 gbztartdlyok Iégterében széles
térfogattartomanyban, legfeljebb 2 perc alatt konstans koncentraciot ér el [165]. Erre az
adatra tamaszkodva az SM goztartalyon beliili egyensulyi koncentracidjanak kialakulasat
pillanatszeriinek tekintettem.

E kisérletek soran mindegyik kapott koncentracio-profilra jellemzo volt, hogy (1) a
TDG legtobbszor 20, de legfeljebb 40 percen beliil megjelent és ezt kdvetden a kisérlet
végeig kimutathatdo maradt, bizonyitva, hogy a harcanyag rendkiviil gyorsan eljut a mély
rétegekig, és a borben gyorsan atalakul; (2) a kisérlet kezdeti szakaszaban a koncentraciok
emelkedtek, mig maximalis értéket vagy platot értek el (esetleg az emelkedés a kisérlet
végéig megmaradt: ez tilnyomodan 3,0 és 5,0 pl SM alkalmazasakor volt jellemzd);
valamint (3) a teljes mintavételi idészakot tekintve az adatok egy kisérleten beliil 1athato
trendet kovettek. Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy az SM
felszivodasat kovetden a TDG képzddése azonnal megkezdddik, és meghatarozott kinetika
szerint alakul a borbe juté SM mennyiségével 6sszefliggésben.

Az, hogy egy allatban két parhuzamos kisérlet keriilhetett végrehajtasra (7. abra),
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felvetette annak lehetdségét, hogy védokészitményt csak az egyik, SM-et azonban mindkét
ponton alkalmazva a készitmény hatékonysagat a két vizsgalatban kapott eredményekbol
kiindulva itéljem meg. Ennek akkor lett volna jelentdsége, ha az egyedek boOrének
anatomiai kiillonbségei a kisérleti adatok variancidjat szamottevéen befolyasoljak.
Vizsgalataim eredményei ezzel szemben azt mutatjadk, hogy az azonos allatban végzett
kisérletek adatainak eltérése szamos esetben nem volt kisebb, mint mikor azokat mas
allatokban kapott eredményekhez hasonlitottam. Az allatok sajat maguk kontrolljaként
torténd alkalmazasanak lehetoségét ezért elvetettem.

Az SM doézis és a TDG koncentraciok kozotti Osszefliggést modellfiiggetlen
toxikokinetikai jellemzdok elemzésével vizsgaltam. Az atlagos TDG koncentracio-profilok
alakja 6sszhangban volt a dozis valtozasaval: 1,0 és 2,0 ul SM felvitele utan a gérbék 100
illetve 160 percnél maximumot adtak, mig 3,0 és 5,0 ul SM doézisndl folyamatos
koncentracido-emelkedést észleltem. Utobbi dozisok esetében a kapott atlagos koncent-
raciok €s azok szorasainak nagy hasonldsaga arra utal, hogy a TDG megjelenési sebessége
a dializdtumokban 3,0 pl SM felvitelekor statisztikusan eléri maximumat, igy az ennél
nagyobb dézisok alkalmaziasira a modell nem érzékeny. Bar a cooo érték nétt a dozis
emelésekor (3,0 pnl-ig), a dozis és a coo érték kozotti osszefliggés nem tiikrozott egyenes
aranyossagot, raadasul a kiilonbség az 1,0 és 2,0 ul SM alkalmazasakor kapott értékekben
csekély volt. 5,0 ul SM felvitelét kdvetden, figyelemre méltdo médon, a ¢pp még a 2,0 ul
dozis esetében kapottndl is kisebb volt. Ennek okat nem tartam fel, &m lehetséges
magyarazatnak tartom, hogy a vizsgalati rendszer ebben az iddszakban még nem érte el az
egyensulyi allapotat. A tmax0360 Szintén kis mértékben emelkedett a dozis novelésekor,
azonban 2,0 és 5,0 pl felvitt térfogat kozott valodi emelkedésrél nem beszélhetiink. A ¢
€S tmax:0-360 €rtékeket ezért nem tartom megfeleld értékelési szempontnak. Az 1,0-3,0 ul SM

dozistartomanyban kapott AUC.60, AUC és cmax €rtékek kozotti linearis Osszefliggések

azonban igazoltak a penetraldé SM és a subcutan TDG koncentracidk kozotti kapcsolatot.
Az Osszefliggések egyuttal arra engedtek kovetkeztetni, hogy a védokészitmények
vizsgalatahoz 2,0 ul SM dozis alkalmazéasa célszerti, mivel bdrfelszini mennyiségének
vagy felszivodasi kinetikajanak megvaltozasara ez a vizsgalati eljaras érzékeny.

A kiilonbozo kisérletek soran azonos iddintervallumban kapott értékek jelentds
eltéréseket mutattak, és az egyes koncentracido-profilok alakja is sokszor kiillonbozé volt.
Az azonos iddintervallumban kapott koncentracidértékek kozotti kiilonbség hatterében
elméletileg szamos jelenség allhat, Osszefliggésben (a) az SM tisztasagaval,

hémérsékletével, (b) az SM-csepp felvitelének modszerével, (c) a bor anatdmiai
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sajatossagaival, (d) a mintavételi modszerrel, (¢) az SM ¢és a borelemek interakcidja
kovetkeztében megvaltozd fizikai, kémiai, élettani kornyezettel, végil (f) a
mintael6készitési és mérési koriilményekkel. A kisérletek tervezésekor torekedtem az
eljarasok reprodukalhatdésaganak biztositasara, egyes tényezok reprodukalhatosagat pedig
elévizsgalatok soran meghataroztam.

A felviteli modszer megfeleld reprodukalhatosdgat az eljardsok gondos
megtervezésével és végrehajtdsaval biztositottam. Feltételezésem szerint a tapasztalt
eltérésekhez hozzajarulhattak a boron a borotvalds soran ejtett mikrosériilések, ezt azonban
részletesen nem vizsgaltam.

A bOr anatomiai sajatossagaiban egyedenként, sot akar felviteli pontonként jelentds
valtozatossag mutatkozhat. A s. corneum a borotvalds sordn a szdvettani metszetek
tanusaga szerint legnagyobbrészt eltavolitdsra keriilt, ezért ez a réteg nagyon csekély
mértékben jatszhatott szerepet a felszivodasban. Az él6 borkomponensek (elsdsorban a
hypodermis) vastagsagaban fennall6 eltérések azonban kiilonbségeket eredményeznek a
kinetikai kompartmentek méretében, illetve a borfelszin és a katéter kozotti diffuzios
tavolsagban (a katéter minden esetben a hypodermis és a subcutan fascia hatdran
helyezkedett el). Eltérés lehet még az adott terlileten taldlhatd szortiisz6k szdmaban,
valamint a bor perfizios statusaban. Utdbbi jelentdsége kiemelkedd, mivel a penetralé SM
eltavolitdsaban a keringés dontd szerepet jatszik [61]. Ismert, hogy a ketamin-anaesthesia,
az SM penetracidja és a mikrodializis katéter bevezetése egyarant hatassal van a helyi
cirkulaciora [108,166,167]. Riviere és Williams felhivjak a figyelmet arra, hogy a bor
véraramlasanak szabalyozdsa mas szerveknél Osszetettebb moddon torténik, annak
termoregulacios funkcidja miatt. A testhdmérséklet allando értéken tartdsa a bor teljes
véraramlasanak szabdlyozadsaval, tovabba a vér és a szovetek kozotti anyagaramlast
biztositd (,,cseréld”) kapillarisok és a bdérben nagy szamban megtaldlhatd shunt-
kapillarisok véraramlasanak folyamatos Ujraszabalyozéasaval torténik. A vegyliletek altal
megtett diffuzids tavolsadg igy nehezen reprodukalhato [168]. Megoldés lehet a ,,cserélo”
kapillarisok véraramlasanak folyamatos monitorozésa és annak figyelembe vétele a mérési
eredmények kiértékelésekor, erre azonban vizsgalataimban nem tértem ki.

Az észlelt kiillonbségekhez hozzajarulhatnak a mintavételi modszerrel kapcsolatos
technikai sajatossagok is, melyek kozil két, in vivo mikrodializis vizsgalatok soran
nehezen elkeriilhetd jelenséget tartok fontosnak kiemelni. Koziilik az elsé a bdérben
nyugvo katéter eltomddésének lehetdsége, ami a bevezetés eredményeként fellépd, vagy az

SM altal kivaltott szoveti valasz soran kovetkezhet be. Az eltdmdodést szoveti elemek,
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vandorld sejtek és az extracellularis térbe keriild fehérjék okozhatjak reverzibilis vagy
irreverzibilis médon. A katéterek in vitro utovizsgalatanak célja utobbi meghatarozasa volt,
a reverzibilis eltdmddés viszont nem ellendrizhetd megbizhatéoan. A masik gyakran fellépd
probléma, hogy a katéter bevezetésekor, az annak mentén fellépé enyhe vérzés utan
hematoma marad vissza. Az inzercids pontnal 1athato volt elhanyagolhaté mértékii vérzés,
ez azonban legfeljebb 15 perc utdn megsziint. Hematoma a katéter koriil jelent meg, és
legfeljebb 60 perc alatt felszivodott.

Korabbi vizsgalatokban azt talaltak, hogy a patkanyok borében az élettani viszonyok
30 perc alatt helyredllnak [169] Vizsgalataim végén (a katéter bevezetése utan 440 perccel)
késziilt szovettani metszetek egy esetben sem mutattak a katéter koriil véromlenyt, azonban
neutrofil infiltraciot igen. Ault és mtsai vizsgalataiban lymphocytdk csak a bevezetést
kovetd 6. ora végén jelentek meg a katéter kornyezetében, jelenlétilk azonban legalabb
tovabbi 18 oran at nem befolyasolta az altaluk vizsgalt vegyiilet (5-fluoruracil) kinyerési
hanyadosat [125]. A kialakuld szoveti valasz és a kinyerési hanyados Osszefliggésének
tisztazasa mindamellett tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az SM bejutasa intenziv szdveti valaszt valt ki, aminek soran a keletkez6 6déma
miatt megvaltozik a szOveti hidrosztatikai nyomas, kedvezdébbé valnak az SM
hidrolizisének feltételei, ugyanakkor megné a diffuzids tthossz és szamolni kell a higulés
¢s a szoveti diffuzids nyomads hatasaval is.

Hozzéjarul a vizsgalatok eredményei kozotti eltérésekhez a mintael6készitési és
mérési bizonytalansag is, amely fentebb részletes vizsgalatra és targyaldsra kertilt.

Az eredményekben tapasztalt jelentosebb kiilonbségek fellépése az SM borfelszinrdl
torténd  felszivodasaval kapcsolatban masoktél szarmazd megfigyelésekkel s
egybehangz6. Papirmeister és mtsai a mélyebb borrétegeket elér6 SM mennyiségben —
azonos dozis alkalmazésa estén is — nagy eltéréseket figyeltek meg [62], ami a képzddo
TDG mennyiségében is sziikségszeriien titkroz6dik. Riviere és mtsai '*C-vel jelolt SM-mel
végzett kisérleteikben szintén jelentds szorast figyeltek meg az észlelt radioaktivitas
intenzitdsaban [60,170]. Ezek a megfigyelések alatdmasztjak, hogy a katéter kornyezetében
keletkez6 TDG mennyiségében egyedenként jelentds eltérésekkel kell szdmolni.

TDG borfelszinre torténd felvitelével végzett kisérleteim eredményei azt igazoltak,
hogy a felszinesebb bdrrétegekben képzddd analit egy része a katéter kornyezetébe eljut. A
kapott gorbék alakja ezekben a kisérletekben egymassal nagyobb egyezést mutatott, ami
— kiemelve a gyors felfutast kdvetden a mintavételi id6szak végéig tarto, platot elérd vagy

azt megkozelitd szakaszt — a szabalyozott hatéanyagleadasi rendszerek borfelszini
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alkalmazasakor kapott telitési gorbékhez volt hasonld. A hasonldésag — tekintve, hogy a
TDG csepp a borfelszinen a kisérleti id0szak végén minden esetben lathatd volt —
feltételezésem szerint valodi. Mindazonaltal az egyes kisérletekben kapott cm.x és AUC
értekekben megfigyelt jelentds kiilonbségek azt jelzik, hogy a TDG kinetikai
tulajdonsagait leird6 paraméterek és konstansok a bdrben szintén jelentOs eltéréseket
mutathatnak. Ez a jelenség legalabbis részben a kisérleti modszerrel fiigg Ossze. Ezt
tamasztja ala, hogy Benfeldt és mtsai szalicilsavval végzett vizsgalataikban hasonld

megfigyeléseket kozoltek [120].
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23. abra: A kifejlesztett vizsgélati modell elvi vazlata.
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A modszerfejlesztés utolsd lépéseként azt vizsgaltam, hogy a modell alkalmas-e
borfelszini készitmények hatékonysaganak megitélésére. A készitmények kivalasztasakor
célom olyan Gsszetételek kiprobalasa volt, melyek komponenseinek hatékonysagat korabbi
vizsgalatokban igazoltdk. A HPO1 tobb olyan Osszetevot is tartalmaz, amellyel az SM
biologiai rendszerekben reakcioba lép, annak detoxifikalast eredményezve; hatékonysagat
az SM elleni védelem céljabol mindazonéltal nem vizsgaltdk korabban. A HPO02
perfluorpropilénoxid lineédris polimerjeinek elegye, melyet tobb, az SM-mel szemben
hatékony fizikai barriert képezd 0sszetétel tartalmazott [79]. A HP0O3 készitmény hasonlo a
Kenar és mtsai altal kiprobalt véddszerhez, mely a bdérben az SM altal kivaltott
fekélyesedést hatékonyan csokkentette [78]. Az altaluk kozolt Osszetételben is szerepld
cink-oxid nanorészecske formajaban PFPE/PTFE alapu osszetételek komponenseként is
ismert [83].

A HPO03-mal torténd elokezelés egyik vizsgalt jellemz6 szignifikans csokkenését sem
eredményezte. Nem volt valtozas az egyedi és atlagos TDG koncentracio-profilok
lefutdsaban sem. Ennek lehetséges magyardzata az, hogy a cink-oxid csak akkor
adszorbedlja hatékonyan az SM-et, ha nanoméretii szemcsék formajadban van a
készitményben diszpergalva.

HPO02 felvitelével végzett kisérleteim soran az AUC, AUCy60 €S Cmax Szignifikans
csokkenése a polimerelegy masok [53,79] altal megallapitott hatékonysagat igazolta. A
HP02 a TDG megjelenését a dializitumokban szamottevoen, a kiprobalt készitmények
koziil egyediiliként késleltette. A TDG koncentracio-profilok reprodukalhatd, folyamatos
emelkedése, valamint az atlagos koncentracio-értékek 60. és 360. perc kdzott nulladrendi
kinetika szerint torténd ndvekedése szabalyozott SM-leaddsra utal. A HP02 az SM
felszivodasi sebességét a teljes mintavételi idoszakban jelentdsen mérsékelte, azonban az
AUCj40 csokkenése — a TDG késleltetett megjelenésével Osszhangban — kiilondsen
markans volt. Az eredmények aldtdmasztjak, hogy a HP02 és az SM kozott kémiai reakcid
nem jatszodik le.

A HPOI1 készitménnyel végzett vizsgalatok soran a TDG 6t elvégzett kisérlet koziil
haromban az elsé (a masik két alkalommal pedig a 20-40. perc kozott gyiijtott)
dializdtumokban mar kimutathatd volt, a készitmény tehdt az SM felszivodasat nem
késleltette. Az egyedi és atlagos koncentracido-profilok lefutdsa az 1,0 és 2,0 ul SM
felvitele utan kapott profilokéhoz hasonléan alakult, ami azt jelzi, hogy a készitmény
jelenléte a felszivodas kinetikajara mas modon sem volt hatassal. Az AUC, AUCy.60 €S Cmax

szignifikans, hasonld (57,5%; 51,7% ¢és 60,6% mértékil) csokkenése mindazonaltal arra
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enged kovetkeztetni, hogy szamottevden kevesebb SM jutott be, mint 2,0 ul SM elékezelés
nélkiil torténd felvitele esetében. Osszefoglalva, az eredmények azt mutatjak, hogy a HPO1
reaktiv komponensei az SM egy részét annak borfelszinnel torténd érintkezése elott
elbontottak, azonban a készitmény fizikai barriert nem képezett.

Az eredmények azt igazoljak, hogy a modell alkalmas annak kimutatdsara, ha egy
készitmény az SM bdrfelszinrdl torténd felszivodasat mérsékeli. Az AUCy60, az AUC és a
Cmax Valtozdsdnak vizsgalata lehetévé teszi, hogy megjosoljuk a készitmény
hatdsmechanizmusat. Tapasztalatom szerint a kénmustar s. corneumt6l torténd fizikai
elszigetelése a felszivodas kinetikdjat megvaltoztatja. Amig a védorétegen az SM at nem
hatol, TDG nem jelenik meg a dializatumban, ezért els6sorban az AUCy. értékében
varhato jelentés csokkenés. Ezzel szemben a harcanyagot hatékonyan detoxifikalo
Osszetételek varhatéan mindharom paramétert hasonld mértékben csokkentik, mig a
felszivodas kinetikdja nem feltétleniil valtozik meg. A HPOl és HP02 készitmények
felvitelét kovetden kapott gorbék alakuldsabol — a masok altal javasoltakkal 6sszhangban —
végiil az is kovetkezik, hogy a legnagyobb foku védelmet fizikai és kémiai uton hato

Osszetevoket egyarant tartalmazo készitmények biztosithatjak.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kisérleti munkdm soran in vitro és in vivo kisérletekkel optimalizaltam a

mikrodializis technikat a patkany bér subcutan szoveti tér vizsgalatara.

oy ey

jellemzésére alkalmas specifikus analit, a tiodiglikol vizes fazisbol torténd

kimutatasara.

Egylittmikodésben végzett szovettani vizsgalattal jellemeztem a kénmustar

patkanybdrre gyakorolt hatasat.

In vivo altatott patkdny modellen, mikrodializis segitségével vizsgaltam a
Félkvantitativ Osszefliggéseket tartam fel a borfelszinre felvitt kénmustar
mennyisége ¢és a subcutan tiodiglikol koncentracio-idé gorbékbdl szamithato
toxikokinetikai jellemzok kozott. Igazoltam, hogy a kifejlesztett modell alkalmas a
kénmustar borfelszinrdl torténd felszivodasat megakadalyozo profilaktikus

készitmények vizsgalatara.

Egy korabban kénmustar elleni védelemre nem alkalmazott, nanorészecskéket és
antioxidansokat tartalmazo borvédd készitményrdl igazoltam, hogy — feltehetden
kémiai koOlcsonhatds révén — akadalyozza a kénmustar borfelszinrdl torténd

felszivodasat.
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AZ ERTEKEZESBEN BEMUTATOTT EREDMENYEK
FELHASZNALASARA VONATKOZO AJANLASOK

Javaslom a kifejlesztett kémiai analitikai médszer alkalmazasat:

tiodiglikol csekély (akar 15 pl) térfogata bioldgiai mintakban (mikrodializatumok,
vér, vizelet, nyal, szoveti extracellularis folyadék) torténd mennyiségi
meghatarozasara kénmustarral szembeni expozici6 igazolasa céljabol;

egyéb mustar tipusi  holyaghuzd  vegyiiletek  hidrolizis  termékeinek
mikrodializdtumokbol és egyéb, csekély (akar 15 pl) térfogatu biologiai mintakbol
torténd mennyiségi meghatdrozasdra a mustar tipusi holyaghuz6 vegyiiletekkel

szembeni expozicié igazolasa céljabol.

Javaslom a kifejlesztett allatkisérletes modell alkalmazasat:

a kénmustar borfelszinrdl torténd felszivodasat megakadalyozd védokészitmények
hatékonysaganak in vivo vizsgalatara és 6sszehasonlitasara;

a kénmustar felszivodasanak, valamint az azt meggatld védokészitmények
hatékonysaganak tobbszempontu vizsgalatira a masok altal kifejlesztett in vivo
modellekkel torténé kombinacid révén;

mustar tipusia hélyaghtizéo vegyiiletek borfelszinrdl torténd felszivodasanak,
valamint az azt megakadalyoz6 véddkészitmények hatékonysdganak vizsgélatira
hidrolizis termékeik subcutan extracellularis koncentraciojanak monitorozasa
révén;

egyéb vegyi harcanyagok borfelszinrdl torténd felszivodasanak, valamint az azt
megakadalyoz6 védokészitmények hatékonysadganak vizsgalatara alkalmas analit
subcutan extracellularis koncentracidjanak monitorozasa révén;

mérgek borfelszinrdél torténd felszivodasanak tobbszemponti vizsgélatdhoz

kifejlesztendé modellek részeként.
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FUGGELEK

Az értekezésben elofordulo fontosabb vegyiiletek szerkezeti képletei

1 2,2’-diklordietilszulfid (SM) 2 2,2’-tiodietanol (TDG)

HO™ "8 ™""0H
3 3,3’-tiodipropanol (TDP) 4 1,3,4,6-tetraklor-7,8-difenil-2,5-diiminoglikoluril
F F F F

F o o F \F
F N TN F
Fl F F
F O O F

5 bisz(2-perfluorbutiroxietil)szulfid (TDG-HFBA)

F F O O F
F F F
F F
F o F FF

6 bisz(2-perfluorbutiroxipropil)szulfid (TDP-HFBA)
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KOSZONETNYILVANITAS

Legmélyebb halaval tartozom Prof. Dr. Flirész Jozsef MD, PhD orvos ezredesnek, az
Allami  Egészségiigyi Kozpont Kozponti Laboratoriumi Diagnosztikai  Osztaly
osztalyvezetd foorvosanak, MH tudomanyszervezd és laboratoriumi fészakorvosnak, hogy
témavezetOmként  kezdetektél fogva  folyamatosan inspirdlta, tamogatta és
kezdeményezden segitette munkdmat, valamint faradhatatlanul formalta gondolkodésomat.
Koszonet illeti 6t azért is, hogy kisérletes munkam végzéséhez eréforrasokat biztositott és
hogy az eredmények interpretalasaban és publikalasiban meghatarozé szerepet vallalt.

Koszondm sziileimnek ¢€s szeretteimnek, hogy munkam végzésében végig
tamogattak, azt érdeklodésiikkel, tandcsaikkal és szamos egyéb modon segitették.
Kiilonosen halas vagyok édesapdmnak a toxikokinetikai és statisztikai elemzések
megtervezésében és értékelésében nyujtott folyamatos segitségéért.

K6szondm Prof. Solymosi Jozsef, DSc nya. mérnok ezredesnek, hogy a ZMNE Vegyi
¢s Kornyezetbiztonsagi Tanszék vezetdjeként 2002 oktdber és 2003 szeptember kozott a
Tanszékre befogadott és munkdm végzésében rugalmasan tdmogatott, valamint hogy a
ZMNE tudomanyos rektorhelyetteseként inspirdlt és tdmogatasardl biztositott. Halamat
fejezem ki Prof. Halasz Laszlo, DSc nya. mérndk ezredesnek, a ZMNE Katonai Miiszaki
Doktori Iskola vezetdjének folyamatos tdmogatasaért. Hasonloképpen koszonet illeti PhD
Vincze Arpadot, a ZMNE Katonai Miiszaki Doktori Iskola Kornyezetbiztonsag és
Katasztrofavédelem tudomanyszak vezetdjét. Balazs Istvanné féeldadd adminisztrativ-
szervezési feladatokban nyujtott folyamatos, készséges €s rugalmas segitsége révén szamos
terhet vett le a vallamrdl, amiért szintén Oszinte halaval tartozom.

Halamat fejezem ki Dr. Gachéalyi Andras nya. mérnok ezredesnek, az MH Dr. Rad6
Gyorgy Honvéd Egészségligyi Kozpont, Tudomanyos Intézet, Toxikologiai Kutato Osztaly
osztalyvezetdjének a témammal kapcsolatos kisérletek megszervezésében és
lebonyolitasaban nyujtott segitségéért, az osztaly szamos eréforrasanak rendelkezésemre
bocsatasaért, az allatkisérletek végrehajtasaval és a mérgezo anyagokkal végzett munkaval
kapcsolatos tudasanak atadasaért, valamint az eredmények értelmezésében és kozlésében
valo aktiv részvételéért.

Koszonom az MH Dr. Rad6é Gyorgy Honvéd Egészségiligyi Kozpont, Tudomanyos
Intézet, Toxikologiai Kutatdo Osztalyon dolgoz6 egykori munkatarsaimnak, hogy munkam

végzésében segitettek és timogattak. Koszonet illeti elsésorban Némethné Karpova Natélia
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Ornagyot, Nagy Janosnét és Spiller Bélanét az allatkisérletek lebonyolitdsaban, Boldis
Ottot és Farkas Robertet az analitikai modszer kifejlesztésében, valamint Druskéd Krisztian
fotorzsérmestert a mintak méréshez torténd eldkészitésében nyujtott segitségiikért.
Tamogatasaért koszonetemet fejezem ki Dr. Matyus Maria, MD orvos alezredesnek,
Kocsis Gyorgy mérndk alezredesnek, PhD Berente Balintnak, Szaniszlo Juditnak, Kiss
Andrednak, Fehérné Oszlanczi Andrea fOhadnagynak ¢és Miiller Adrienne
fotorzsérmesternek.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Jackel Marta, MD, PhD o. alezredesnek, az Allami
Egészségiligyi Kozpont Patologiai Osztaly osztalyvezetd féorvosanak, hogy a szdvettani
vizsgalatok elvégzésének ¢és kiértékelésének terhét felvallalta, valamint az ezzel
kapcsolatos tudasat onzetleniil megosztotta velem.

Koszonom az MH Dr. Rad6é Gyorgy Honvéd Egészségiligyi Kozpont, Tudomanyos
Intézet, Korélettani Kutatd Osztaly munkatarsainak: Dr. Veszely Gizella osztalyvezetdnek
¢s PhD Lakatos Zsuzsanna egyetemi magantanarnak, hogy Oszinte érdeklddésiikkel, az
értekezés részletes véleményezésével annak elkésziilésében fontos segitséget nyujtottak.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Faludi Gabor, MD, PhD nya. orvos ezredesnek, az MH
Egészségvédelmi Intézet foigazgatdjanak (2002-2006), illetve Dr. Németh Andras, MD
orvos dandartdbornoknak, az MH Dr. Rad6 Gyorgy Honvéd Egészségiligyi Kozpont
megbizott parancsnokdnak doktori tanulmanyaim és tudomdnyos munkdm végzéséhez
nyujtott folyamatos, inspirald vezetdi tamogatasukért.

Ko6szonom Dr. Svéd Laszlo, MD, PhD nya. orvos altdbornagynak, hogy 2002-2005
kozott a HM Egészségligyi Csoportfondkség csoportfondkeként, 2005-ben és 2006-ban az
MH Egészségiigyi Parancsnoksadg parancsnokaként doktori tanulmanyaim végzését

tamogatta.
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