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AZ ÉRTEKEZÉSBEN HASZNÁLT RÖVIDÍTÉSEK 
 
 
  ANOVA variancia analízis 

AUC a kísérleti időszakban a subcutan extracelluláris térben kapott tiodiglikol 
koncentrációgörbe alatti terület 

  
AUC a kísérleti időszakban a subcutan extracelluláris térben kapott tiodiglikol 

koncentrációgörbék alatti területértékek számtani közepe 
  
AUC0-60 a kénmustár felvitele utáni 0-60. perc között a subcutan extracelluláris 

térben kapott tiodiglikol koncentrációgörbe alatti terület 
  
AUC0-60 a kénmustár felvitele utáni 0-60. perc között a subcutan extracelluláris 

térben kapott tiodiglikol koncentrációgörbék alatti területek számtani 
közepe 

  
c0-20 a tiodiglikol subcutan extracelluláris térben mért koncentrációja a 

kénmustár felvitele utáni 0-20. perc között 
  
c0-20 a tiodiglikol subcutan extracelluláris térben, a kénmustár felvitele utáni 0-

20. perc között mért koncentráció-értékeinek számtani közepe 
  
Cdial a tiodiglikol mikrodializátumban mérhető koncentrációja 

Coldat a tiodiglikol koncentrációja a vizsgált oldatban (in vitro kísérletekben) 

Cperf a tiodiglikol koncentrációja a dializáló oldatban (in vitro kísérletekben) 

cTDG a tiodiglikol subcutan extracelluláris térben mért koncentrációja 

cmax a tiodiglikol subcutan extracelluláris térben mért maximális koncentrációja 

cmax a tiodiglikol subcutan extracelluláris térben mért maximális koncentráció-
értékeinek számtani közepe 

  
CBRN vegyi, biológiai, radiológiai és nukleáris fegyverek összefoglaló rövidítése 

HFBA heptafluorvajsavanhidrid 

HMT hexametiléntetramin 

IPPSF izolált perfundált sertésbőr lebeny 

LCt50 egyszeri expozíció esetén a populáció felének elpusztulását eredményező 
légtéri koncentráció-idő szorzat 

  
LD50 ötvenszázalékos halálos dózis 

LOD kimutatási határ (a minőségi kimutatás alsó koncentrációhatára) 

LOQ mennyiségi kimutatási határ 

PFPD pulzáló lángfotometriás detektor 
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  PFPE perfluorpoliéter 
PTFE politetrafluoretilén (teflon) 

R2 determinációs együttható 

RR% kinyerési hányados 

SM 2,2’-diklórdietilszulfid; kénmustár 

SOD szuperoxid-dizmutáz 

tmax;0-360 a tiodiglikol subcutan extracelluláris térben, SM-expozíció során mért 
maximális koncentrációjának eléréséhez szükséges idő 

  
tmax;0-360 a tiodiglikol subcutan extracelluláris térben, SM-expozíció során mért 

maximális koncentrációjának eléréséhez szükséges idők számtani közepe 
  
TDG 2,2’-tiodietanol; tiodiglikol 

TDG-HFBA tiodiglikol-heptafluorvajsav diészter 

TDP-HFBA tiodipropanol-heptafluorvajsav diészter 

TDP 3,3’-tiodipropanol; tiodipropanol 
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1.  BEVEZETÉS 
 

1.1   A kutatási probléma megfogalmazása 

 

1.1.1 A tömegpusztító fegyverek létéből adódó fenyegetés és a NATO ezzel kapcsolatos 

védelem-politikájának pillérei 

 

A lendületes tudományos és ipari fejlődés, valamint a fegyverkezési versenyek 

következményeként a XX. században új fegyver-kategóriaként jelentek meg a modern 

tömegpusztító (vegyi, biológiai és nukleáris, majd a radiológiai, ún. piszkos) fegyverek. Az 

első világháború kirobbanása és a hidegháborús szembenállás századvégi enyhülése között 

ezek az eszközök sok ország hadrendjébe bekerültek, és alkalmazásukra is számos – a 

Szovjetunió megszűnése után pedig további néhány – esetben sor került [1-5]. A 

tömegpusztító fegyverek az emberiség és az élhető környezet minden egyéb eszköznél 

hatékonyabb és teljesebb elpusztítására adnak lehetőséget, ezért azok használatát, illetve az 

azzal való fenyegetést a civilizált világ elfogadhatatlannak tartja. Ezt tükrözően az 

ezredfordulóig nonproliferációs egyezmények sora került aláírásra, nagyszabású leszerelési 

programok indultak meg, továbbá a tömegpusztító fegyverek terjedését korlátozni hivatott 

nemzetközi egyezmények léptek életbe, melyek végrehajtását szintén nemzetközi 

szervezetek felügyelik [6-9]. 

A vegyi, biológiai, radiológiai és nukleáris (CBRN) fegyverekkel összefüggő 

fenyegetés részben katonai, részben környezeti jellegű. A katonai fenyegetés megtestesítői 

egyes, e fegyverek megszerzésére törekvő és/vagy az azokkal kapcsolatos 

kereskedelemben érdekelt, a nonproliferációs egyezményektől sok esetben távol maradó 

államok, valamint a terrorizmus kategóriájába sorolt eszközök használatától vissza nem 

riadó szervezetek [1,10]. Komoly biztonsági kockázatot jelent, hogy a problémával 

kapcsolatos egyetértés és az erőfeszítések ellenére a felhalmozott készletek teljes 

megsemmisítése máig nem történt meg, sőt, tárolásukkal és biztonságos őrzésükkel 

kapcsolatban számos helyen komoly kétségek merültek fel [11,12]. A helyzetet súlyosbítja, 

hogy e fegyverek előállításával, szállításával, tárolásával és alkalmazásával kapcsolatos 

tudás jelentős része már nincs kontroll alatt [12]. A vonatkozó nemzetközi egyezményektől 

távol maradó államok készleteik fenntartásával kimondott vagy kimondatlan regionális 

fenyegetés hordozói, legtöbbjük ráadásul továbbra is törekszik arzenáljának bővítésére. 
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Sajnálatos módon ezek az államok politikai szándékaik elérése céljából tudásuk, 

erőforrásaik és készleteik terrorista szervezetek részére történő továbbadásától sem riadnak 

vissza [13,14]. Tömegpusztító fegyver összetevőjeként használható vegyülettel legutóbb 

Nagy-Britanniában követtek el merényletet [5]. 

Környezeti kockázatot a korábban előállított készletek nem előrelátó – tárolási céllal 

vagy éppen a tőlük való megszabadulás érdekében történő – elhelyezése, valamint a 

fegyveres konfliktusokban bevetett, ám fel nem robbant lövedékek felszínre kerülése 

jelent. E készletek – melyek léte a világ több pontján egyre fokozódó környezeti-ökológiai 

veszélyt rejt magában – közül néhány a közelmúltban balesetek okozójává is vált [15-19]. 

Valószínű, hogy a tömegpusztító fegyverek minden nemzetközi erőfeszítés ellenére 

veszélyt fognak jelenteni a jövőben az euro-atlanti régió országai számára, így hazánk 

számára is. A fenyegetés kezelése komplex védelmi (felderítési, vegyivédelmi, védelem-

egészségügyi és kiképzési) feladatokat jelent. Ezt felismerve az Észak-Atlanti Szerződés 

Szervezete az ezredforduló óta ismét kiemelt figyelmet fordít CBRN fegyverek elleni 

védelmi képességeinek fenntartására és fejlesztésére. 1999-ben, hazánk csatlakozásával 

egyidőben a NATO tagállamainak kormányfői meghirdették a Védelmi Képességek 

Kezdeményezést (Defence Capabilities Initiative), melyben megfogalmazták, hogy a 

NATO számára a tömegpusztító fegyverek és célbajuttató eszközeik proliferációja jelenti 

az egyik potenciális veszélyforrást. Ezzel párhuzamosan dolgozták ki a Tömegpusztító 

Fegyverek Kezdeményezést (Weapons of Mass Destruction Initiative) [20]. A 2002-es 

prágai NATO-csúcstalálkozón nyolc, a katonai műveletek sikerességének szempontjából 

kulcsfontosságú területet jelöltek meg, melyek egyike a vegyi, biológiai, radiológiai és 

nukleáris védelem volt. Ugyanekkor öt, a területet érintő védelmi kezdeményezés (NBC 

Defence Initiatives) került megfogalmazásra [21]. 2004-ben az isztambuli csúcstalálkozón 

az állam- és kormányfők meghirdették a Terrorizmus Elleni Védelem Programot (Defence 

Against Terrorism Program), mely egyik eleme a tömegpusztító fegyverek észlelése, 

elhárítása, valamint az ellenük való védekezés [22]. A 2006-ban Rigában tartott 

csúcstalálkozón pedig ismét megerősítésre került, hogy a tömegpusztító fegyverek elleni 

védekezés képességeinek fejlesztése a NATO-n belül továbbra is kiemelten fontos terület 

[23]. A NATO legmagasabb döntéshozói szintjén deklarált elkötelezettség jelenti így a 

területen folyó védelem-egészségügyi kutatás-fejlesztési tevékenységek legfontosabb 

keretét. 
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1.1.2 A mérgező harcanyagok csoportosítása 

 

A tömegpusztító fegyverek egyik fő típusát a vegyi fegyverek képezik. Halász és Grósz 

definíciója szerint „a vegyi fegyver olyan eszközrendszer, amelynek rendeltetése az 

élőerők harcképtelenné tétele bizonyos anyagok mérgező tulajdonságán keresztül. Ez 

magában foglalja a mérgező vegyi harcanyagot és annak a célbajuttató és szétszórásra 

szolgáló eszközeit.” [24] A vegyi fegyverek további osztályozása gyakran az 

összetevőként használható mérgező harcanyagok tulajdonságai szerint történik. Gyakori a 

hatásmechanizmus szerinti felosztás; eszerint megkülönböztetjük az idegmérgeket (melyek 

az acetilkolinészteráz enzimet visszafordíthatatlanul bénítva halálos idegrendszeri 

tüneteket idéznek elő), a hólyaghúzó mérgeket (ezek változatos módon ható vegyületek, a 

bőrre jutva azonban mindegyikük hólyagképződést eredményez), a szisztémásan ható 

mérgeket (melyek az oxigén-transzportot bénítva általános szöveti hipoxiát okoznak), a 

tüdőre ható mérgeket (ezek az alsó légutakban súlyos ödémát idéznek elő), a 

könnyfakasztó mérgeket (melyek a szem és a felső légutak súlyos irritációjával fejtik ki 

hatásukat), a hánytató mérgeket (ezek hatása az akut arzén-mérgezés következményeivel 

egyezik meg), valamint a pszichotikumokat (ezek kolinerg agonista vegyületek, melyek a 

központi idegrendszer élettani működésébe avatkoznak be)1 [25]. 

A mérgező harcanyagok besorolása lehetséges az alkalmazott koncentráció-

tartományban okozott halálos sebesülések gyakorisága alapján is: ilyen megközelítésben az 

ideg-, a hólyaghúzó, a tüdőre és a szisztémásan ható mérgeket a halálos, míg a 

könnyfakasztó és hánytató mérgeket, valamint a pszichotikumokat a nemhalálos mérgező 

harcanyagok csoportjába sorolják. A megkülönböztetés harmadik fontos szempontja a 

terep, eszközök és ruházat szennyezésének időtartama: ez alapján különbséget teszünk az 

illanó (pl. szarin, klórpikrin, ciánhidrogén) és maradó (pl. szomán, 3-kinuklidinilbenzilát) 

mérgek között [25]. 

 

1.1.3. A kénmustár veszélyforrásként történő jellemzése 

 

A mérgező harcanyagok egyik kiemelten veszélyes csoportját a hólyaghúzó vegyületek 

jelentik, melyek katonai szempontból legfontosabb képviselője a kénmustár2                     

                                                
1 Tágabb értelemben a vegyi fegyverek közé sorolják a toxinokat, a herbicideket, továbbá a ködképző- és 
gyújtófegyvereket is. 
 
2 Az értekezésben szereplő fontosabb vegyületek szerkezeti képlete a Függelékben szerepel. 
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(2,2'-diklórdietilszulfid; SM). A rendkívül súlyos és elhúzódóan gyógyuló sérüléseket 

okozó méreg toxicitása alapján a halálos, fizikai tulajdonságai alapján a maradó 

harcanyagok közé tartozik (1. ábra) [27]. A XX. században vegyi fegyverek 

komponenseként számos hadseregben rendszeresítésre került, és sok konfliktusban – a 

mérgező harcanyagok közül a legtöbb alkalommal – be is vetették (I. táblázat) [1,29]. 

Célbajuttatásához a múltban különböző típusú tüzérségi lövedékeket, bombákat, rakétákat 

használtak, ez azonban elméletileg számos további módon megoldható [30,31]. Az SM a 

nemzetközi Vegyi Fegyver Egyezménytől [9] távol maradó legtöbb (ha nem az összes) 

állam haderejének harcanyag-készletében megtalálható [1]. Alkalmazásának veszélyét 

növeli, hogy előállítása prekurzorként használt ipari vegyületek felhasználásával, 

korlátozott felszerelés birtokában megvalósítható, szintéziséhez nyílt forrásokban található 

információ [32], az előállított méreg tárolása pedig észrevétlenül megoldható [31,33]. 

További veszélyforrást jelentenek a felügyeleten kívüli SM-készletek: a már említett 

meglévő környezeti-ökológiai kockázaton felül a mérgező harcanyagok által okozott, 

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

I. táblázat: Fontosabb példák a kénmustár bevetésére a XX. században [37-40]. 

  1917. július 12-13. Első harctéri alkalmazása: a német fél kénmustárt tartalmazó 
lövedékeket vet be Ypres-nél (Belgium) 

1917-18 Az I. világháború legnagyobb élőerő-veszteséget okozó mérgező 
harcanyagává válik 

1935 Olaszország beveti Etiópia megszállásakor 

1937-45 A japán hadsereg Kína megszállása során alkalmazza többször 

1963-67 Az egyiptomi hadsereg a jemeni polgárháborúba történő 
beavatkozása során veti be 

1982-88 Irak iráni katonai és civil célpontok ellen gyakran beveti; az 
áldozatok száma több mint ötvenezer 

1988 Kurdok lakta iraki falvak lakossága ellen Szaddam Huszein 
hadserege alkalmazza; többezer ember sebesül meg súlyosan 
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II. táblázat: A kénmustár fizikai tulajdonságai [18]. 

 relatív molekulatömeg 159,08 

 fagyáspont kb. 15 °C 

 forráspont kb. 216 °C 

 telített légtéri koncentráció 900 mg m-3 (25 °C) 

 sűrűség 1,27 g ml-1 (20 °C) 

 
Az SM hatékony alkalmazását fizikai és kémiai tulajdonságai változatos 

körülmények között teszik lehetővé (II. táblázat). Sűrűsége miatt légtérbe kerülésekor a 

vegyület nagyrészt a talajszinthez közel kerül [18,36]. Magas forráspontja és alacsony 

gőznyomása miatt tartósan szennyezi a terepet, melyről eltávolítása rendkívül nehéz [41]. 

Toxicitása nyílt terepen kb. 15 °C környezeti hőmérséklet felett számottevő [18]. Vízben 

alig oldódik (telítési koncentrációja 20 °C-on 0,9 mg ml-1), azonban korlátlanul elegyedik a 

legtöbb szerves oldószerrel [42]. A hígítatlan SM kémiailag stabil, ezért tárolása – 

különösen stabilizálószer hozzáadását követően – hosszú időn át lehetséges. Más 

vegyületekkel történő elegyítésével olvadáspontja csökkenthető (így akár fagypont alatti 

környezeti hőmérsékleten is hatékonyan alkalmazható keverék nyerhető), emellett 

lehetőség van szabályozott részecskeméretű aeroszol formájában történő előállítására – 

ennek célja az alsó légutakba történő behatolásának elősegítése – és viszkozitásának 

növelésére; utóbbi eljárás a bőrről, szemből, eszközökről és a terepről történő eltávolítását 

tovább nehezíti [43]. 

 

1.1.4 A kénmustár elleni egészségügyi védelem formái, a bőrexpozíció jelentősége és a 

 megelőző bőrfelszíni készítmények alkalmazásának előnyei 

 

Az SM akut hatásai elsősorban a szemet, a légutakat és a bőrt, emellett a gyakori 

sejtosztódást mutató szöveteket (vörös csontvelő, bélhám) és a központi idegrendszert 

érintik [36,44,45]. A lehetséges egészségügyi beavatkozásokat sokszor aszerint 

csoportosítják, hogy azokra a kontaminációt megelőzően vagy azt követően kerül sor. 

Eszerint az alábbi megközelítések jönnek számításba: (1) készítmények expozíció előtti 

alkalmazása, melyek a harcanyag megkötését, detoxifikálását, penetrációjának záróréteg 

létesítésével történő megakadályozását, vagy a tünetek fellépéséhez vezető biokémiai 
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folyamatok inhibícióját célozza; (2) személyi mentesítés, amely a testfelszínre jutó 

folyadék halmazállapotú harcanyag megkötését, detoxifikálását, vagy eltávolítását célzó, 

az expozíciót követően végrehajtott beavatkozás; (3) antidotum adása, amely szintén 

posztexpozíciós beavatkozásként a már felszívódott SM semlegesítésére, vagy a tünetek 

fellépéséhez vezető biokémiai folyamatok inhibíciójára irányul; végül (4) posztexpozíciós 

terápia, amely a manifesztálódott tünetekkel rendelkező sérültek ellátását, életvédelmét 

foglalja magába. Míg a bőr védelmére elvben mindegyik megközelítés alkalmazható, a 

szem védelme szempontjából csak a (2)-(4), a légutak és a szisztémás bejutáskor érintett 

szervek védelme érdekében pedig csak a (3) és (4) megközelítés jelenthet megoldást. 

Az SM által okozott sérülések orvosi ellátásának problémája a felsorolt szervek 

egyike esetében sem megoldott [36]. Általánosan elfogadott ajánlás jelenleg csak az SM 

mérgezettek személyi mentesítésére és osztályozására van, emellett a kialakult tünetek 

fekvőbeteg-intézeti kezelésével kapcsolatban nőtt jelentősen a tapasztalatok száma az 

elmúlt években [36,39,44-47]. A sérülések kezelésével kapcsolatos nehézségek a vegyület 

fizikai és kémiai tulajdonságaival, illetve hatásmechanizmusával függenek össze. Nagy 

problémát jelent, hogy az SM csak extrém nagy dózisban okoz azonnali helyi irritációt, a 

tünetek legtöbbször az expozíció után több órával lépnek fel [48]. A késői manifesztáció 

ellenére ugyanis a molekuláris szintű patológiás folyamatok a kontaktust követően percek 

alatt végbemennek, ami a tünetek kialakulását megelőző posztexpozíciós beavatkozás 

lehetőségét időben rendkívüli mértékben korlátozza [48,49]. A harcanyag a létfontosságú 

intracelluláris makromolekulákkal minden sejttípusban kovalens kötést létesít, ezen felül 

pedig számos extracelluláris mátrix fehérjéhez kapcsolódik [36,42,50]. A nagyszámú 

biokémiai elváltozás párhuzamos fellépése miatt a racionális terápia kifejlesztéséhez 

bonyolult patomechanizmus tisztázására van szükség. E patomechanizmus-komplexről 

részleges ismereteink vannak [48]. 

A bőr kontaminációjának jelentősége kiemelkedő. Bőrünk – nagy kiterjedése miatt – 

a légtérbe kerülő harcanyaggal leggyakrabban érintkező szervünk: a múltban a 

dokumentált sérülések több mint 80%-a – részben vagy egészében – bőrfelszíni expozíció 

eredménye volt [36,48]. A kialakuló bőrelváltozások a sebesültek tartós harcképtelenségét 

okozzák. Megelőzésük, gyógyításuk elvi lehetőségei közül ma a nagyon korlátozottan 

alkalmazható személyi mentesítésen kívül kizárólag a posztexpozíciós terápia 

vonatkozásában állnak rendelkezésre a védelem-egészségügyben alkalmazható eljárások 

[46,50]. A közelmúltban mindazonáltal megnőtt az érdeklődés a bőrt az SM ellen 

hatékonyan védő profilaktikus készítmények iránt, melyek közül a bőrfelszínen 
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alkalmazható összetételek különösen ígéretesnek bizonyultak. Aktuális feladat ezért olyan 

vizsgálati rendszerek megalkotása, amelyek segítségével ezek eredményességének hiteles 

vizsgálata, összehasonlítása végrehajtható. Hasonló védőkészítmények foglalkozás-

egészségügyi területen – elsősorban a munkahelyi környezettel összefüggő kontakt 

dermatitisek kialakulásának megelőzése végett – történő használata széles körben elterjedt. 

Használatukat előnyössé teszi, hogy (1) felvitelük és eltávolításuk szakértelmet nem 

igényel, (2) a test bármely részén alkalmazhatók, (3) alkalmazásuk a védőruházathoz 

képest minimális fizikai és pszichés stresszt okoz, (4) kisebb a túlérzékenységi bőrreakciók 

kialakulásának veszélye, mint a hagyományos védőelemek (kesztyű, maszk, stb.) 

használatakor, (5) előállítási költségük – a vegyivédelmi ruházat és más megelőzési formák 

költségeihez viszonyítva – alacsony, (6) a szervezet élettani folyamatait minimálisan 

befolyásolják, és (7) eltávolításuk könnyen és gyorsan megoldható [51,52]. Néhány, az 

SM-expozíció profilaxisában használható bőrfelszíni készítmény engedélyezése a humán 

gyógyászatban történő alkalmazásra mára elérhető közelségbe került. E szereket a 

védőruházat elemeinek kapcsolódási pontjainál tervezik használni, továbbá olyan 

esetekben, mikor védőruházat felöltésére nincs mód [52-54]. Hazánk fegyveres, rend-, 

polgár- és katasztrófavédelmi erőinek állománya, valamint az egészségügyi ellátást nyújtó 

szakszemélyzet kontaminált környezetben történő szolgálatteljesítésének elősegítése 

érdekében fontos, hogy a jövő korszerű védőkészítményei közül a hatékonyság és 

biztonságosság szempontjából egyaránt megfelelő formuláció kiválasztásra kerülhessen. 

Ehhez szükséges, hogy rendelkezésünkre álljanak olyan biológiai modellek, melyek 

alkalmasak a készítmények hatékonyságának hiteles vizsgálatára és összehasonlítására. 
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1.2 Célkitűzések 

 

 Munkám során alapvető célkitűzésem egy in vivo kísérletes modell megalkotása 

volt, mely alkalmas a bőrfelszínre jutó mérgező harcanyagok penetrációjának, 

valamint a harcanyagok és a bőrfelszín kontaktusát megakadályozó készítmények 

és eljárások hatékonyságának vizsgálatára. 

 

 Az állatkísérletes modell kifejlesztése során szempontként vettem figyelembe, hogy 

a modell alkalmazható legyen 

 

- különösen veszélyes anyagok tartós felvitelére, azok párolgásának 

megakadályozásával; 

- a bőrön áthatoló vegyületek, illetve metabolitjaik koncentrációjának folyamatos 

nyomon követésére. 

 

 Célul tűztem ki a mikrodialízis technika mintavételi módszerként történő 

adaptálását. Célom volt a mintavétel körülményeinek részletes vizsgálata és 

optimalizálása in vitro és in vivo környezetben. 

 

 Célom volt a modell vegyületként alkalmazott kénmustár penetrációjának 

kimutatására alkalmas specifikus analit azonosítása, továbbá mennyiségi analitikai 

módszer kidolgozása a kiválasztott analit koncentrációjának kis térfogatú (<80 µl) 

vizes mintákban történő meghatározásához. 

 

 A modell kísérletes tesztelésének részeként célom volt 

 

- a kénmustár penetrációjának jellemzése a bőrfelszínre felvitt mennyiséggel 

összefüggésben; 

- szakirodalomból ismert, mások által fejlesztett és vizsgált védőkészítmények 

hatékonyságának jellemzése; 

- egy eddig kénmustár ellen preventív szerként nem alkalmazott készítmény 

tesztelése. 
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1.3  A kénmustár bőrfelszínről történő felszívódásában szerepet játszó biológiai té-

nyezők 

 

1.3.1 Az emberi bőr szerkezete 

 

A kültakaró az emberi test tömegének felnőtt korban kb. 10%-át kitevő, 1,5-2,0 m2 

összterületű létfontosságú szerv [55]. Amellett, hogy elsődleges szerepet játszik belső 

szerveink fizikai védelmében a külső – fizikai, kémiai és biológiai – behatásokkal 

szemben, a testhőmérséklet szabályozásával kapcsolatos létfontosságú, valamint fontos 

érzékszervi funkcióval is rendelkezik. Élettani feladatai közé tartozik még egyes, a 

szisztémás keringésből érkező vegyületek kiválasztása, az elektrolit-háztartás 

egyensúlyának fenntartásában illetve a sérült bőrön keresztül bejutó kórokozók 

eliminációjában való részvétel, továbbá a bőrfelszínről felszívódó vegyületek kémiai 

átalakítása [55-57]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2. ábra: (A) emberi tenyér [58] és (B) vándorpatkány hasi bőréből [saját felvétel] készült 
metszetek. Hematoxilin-eozin festés, 400x nagyítás. sc: stratum corneum, e: epidermis, 
d: dermis, h: hypodermis. 

 

A bőrt morfológiai és funkcionális sajátságok alapján három rétegre – epidermis, 

dermis és hypodermis – szokás osztani (2. ábra). A külvilággal érintkező epidermis 

legkülső rétege a 15-25 sejtsor képezte stratum corneum, melyet teljesen differenciálódott, 

elhalt keratinociták alkotnak lamelláris lipidmátrixba ágyazódva; utóbbit szőrtüszők és az 

izzadtságmirigyek kivezető csövei döfik át számos ponton. A s. corneum elsősorban nagy 

sűrűsége, alacsony víztartalma, valamint a vegyületek aktív transzportját végrehajtó 

egységek hiánya miatt a bőrfelszínre jutó vegyületek penetrációjának sebességét 

sc 

e 

d 

 A 
e 

h 

d 
B 



Karvaly G: A kénmustár bőrfelszínről történő penetrációjának vizsgálata in vivo mikrodialízis modell segítségével 

 11 

leghatékonyabban korlátozó réteg [59]. A s. corneum egésze vagy az intercelluláris 

lipidmátrix eltávolításakor az abszorpció sebessége sokszorosára nő [60,61]. A s. 

corneumon keresztül történő felszívódás passzív folyamat, melyet részben a biológiai 

rendszert (a vegyület által az intercelluláris bilipid csatornákban megtett úthossz, a s. 

corneum hőmérséklete, a pilosebaceus egységek száma az exponált területen), részben 

pedig a toxikánst tartalmazó összetételt (a vehikulum minősége, továbbá a vegyület 

koncentrációja és s. corneumban érvényes diffuzivitása) jellemző értékek határoznak meg 

[59,60]. Az előzőekből következően a felszívódás sebessége minden vegyület esetében 

testtájanként eltérő és ennek mértéke a vegyületek fizikai, kémiai tulajdonságaival is 

összefügg [59]. 

A s. corneum alatt az élő epidermis helyezkedik el. Ennek legalsó rétege a stratum 

basale, mely nagyobbrészt őssejtekből és a differenciálódás kezdeti fázisában lévő 

keratinocitákból, valamint az epidermist a bazális membránhoz horgonyzó sejtekből áll. A 

keratinociták differenciálódásukkal egyidejűleg a bőrfelszín felé tolódnak, és azzal 

párhuzamos rétegeket (s. spinosum, s. granulosum, egyes testtájakon pedig efelett s. 

lucidum) alkotnak. Az epidermis kisebb mennyiségben más funkciót betöltő sejteket 

(melanociták, Langerhans-sejtek, Merkel-sejtek) is tartalmaz. 

Az epidermist és az alatta elhelyezkedő dermist a bazális membrán rögzíti szorosan 

egymáshoz. A közvetlenül a bazális membrán alatt húzódó dermis papillarét nagyobbrészt 

sejtes állomány alkotja (ez főleg fibroblastokból, emellett hízósejtekből és makrofágokból 

áll), míg a mélyebben fekvő dermis reticularét nagyrészt kollagént, elasztint és retikuláris 

rostokat tartalmazó amorf, vegyes proteoglikán mátrix teszi ki. A bőrfüggelékek többsége 

(az apokrin és ekkrin mirigyek, valamint a pilosebaceus egység) utóbbi rétegbe ágyazódik. 

A bőrfelszínről penetráló xenobiotikumok szisztémás keringésbe történő szállítását végző 

kapilláris erek legnagyobb számban a dermis papillaréban futnak, a bőr termoregulációs 

képességét biztosító arteriovenosus anastomosisok azonban a bőr egészét behálózzák. A 

dermis kemo-, mechano- és hőszenzitív idegrostokkal gazdagon innervált, ezek jelentős 

része a bazális membránig fut és a s. basaleban található Merkel-sejtekkel asszociált. Sűrű 

hálózatot főleg a dermis papillaréban alkotó nyirokrendszere az immunválasz fellépését, a 

nagyobb méretű szöveti törmelékek elszállítását, továbbá a szöveti nyomás fenntartását 

segíti elő. A bőr legalsó rétegét (hypodermis) zsírszövet alkotja, amelyben a bőrt ellátó 

nagyobb idegek és erek találhatók. Ez a réteg testünk hőszigetelésének legfontosabb eleme, 

egyben lipofil vegyületek raktározásának és az energiatermelésnek is fontos közege 

[56,57,59]. 
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1.4 A kénmustár bőrfelszínről történő felszívódásának jellemzői és következményei 

 

A kénmustár gőz, aeroszol vagy folyadékcsepp formájában kerül a bőrfelszínre. A 

kontaktus során rendkívül gyorsan áthatol a s. corneumon és bejut a bőr élő szöveteibe  

[60-62]. Korábbi vizsgálatokban a harcanyag becsült penetrációs sebessége fedetlen 

emberi bőrön keresztül, 21 °C-os környezeti hőmérsékleten 1-4 µg cm-2 min-1 volt [62]. 

Csupasz tengerimalacban ugyanez az érték 2,0 µg cm-2 min-1 [63], sertésben 

411±175 µg cm-2 h-1 (kb. 6,8±2,9 µg cm-2 min-1) [64], patkányban 7 µg cm-2 min-1 [65]. Az 

SM perkután toxicitási adatait a III. táblázat mutatja. 

 

III. táblázat: A kénmustár perkután toxicitási adatai [66]. 

  SM gőz bőrtüneteket kiváltó légtéri koncentráció-idő szorzata 50 mg min m-3 

SM gőz populáció 50%-át harcképtelenné tevő légtéri 
koncentráció-idő szorzata 

1000-2000 mg min m-3 

SM gőz akut perkután LCt50 10 000 mg min m-3 

SM folyadék minimális erythematogen dózisa 10-20 µg cm-2 

SM folyadék populáció 50%-át harcképtelenné tevő dózisa  800 mg 

SM folyadék akut perkután LD50 100 mg kg-1 

 

A bejutó SM nagy része a szisztémás keringésbe továbbítódik, kisebb hányada 

azonban megoszlik a bőrben [60,61]. Sejtmembránokon keresztül történő transzportját 

elősegítő mechanizmust nem ismerünk; a vegyület passzív diffúzióval jut át azokon [62]. 

Bőrfelszínről történő felszívódásának, valamint bőrön belüli megoszlásának 

karakterisztikáját kémiai és fizikai folyamatok igen komplex rendszere határozza meg: 

Riviere és mtsai az SM intradermális kinetikáját 8 rekeszes modellel írták le, mely 

nemlineáris sebességi állandót is tartalmazott [60]. Mára az is igazolásra került, hogy a 

korábban közölt eredményekkel szemben a bőrben az SM rezervoárt képez, annak felső 

rétegeiben [67]. 

Becslések szerint a bőrfelszínről penetráló SM 10-50 %-a vízzel spontán módon 

reagálva episzulfóniummá alakul. Az SM hatékonyságának kulcsát az jelenti, hogy az 

episzulfóniumionnal tautomer karbéniumion nagy affinitással kapcsolódik nukleofil 

csoportok heteroatomjaihoz (kén, nitrogén, oxigén), melyekben a sejtek működésében 
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szerepet játszó endogén molekulák, valamint a szöveti struktúrát adó extracelluláris 

fehérjék rendkívül gazdagok [42,48]. Az episzulfóniumion a DNS nitrogénatomjaihoz (és 

kisebb mértékben oxigénatomjaihoz) történő kapcsolódása iniciálja a sejt nekrózisához 

vezető legfontosabb folyamatokat [48]. Emellett alkileződnek az RNS-ek, számos fehérje 

(különösen a metioninban gazdag proteinek) és kis molekulasúlyú endogén vegyületek 

(melyek között az elváltozások kialakulása szempontjából a glutation tűnik a 

legfontosabbnak; 3. ábra) [68,69]. Többféle nukleofil jelenlétében az egyes reakciók 

kompetitív módon játszódnak le. Papirmeister és mtsai bemutatják Stein (1946) korábban 

nem publikált vizsgálatait, melyek során szisztematikusan összehasonlította az SM 135-

féle, a toxicitás, valamint a terápia szempontjából fontosnak tűnő nukleofil ágens iránti 

affinitását. Ezek közül az episzulfóniumion a leggyorsabban a ditiofoszfátionhoz, 

különböző alkilditiofoszfát és alkilditiofoszfonát ionokhoz, ortoaminotiofenolhoz és a 

tioformátionhoz kapcsolódott. Jelentősnek tekinthető még a vegyület tioszulfátion és 

cisztein iránti affinitása (ezeknek antidotumként történő felhasználásához sokáig reményt 

fűztek, sőt, az N-acetilcisztein alkalmazhatóságát még a közelmúltban is vizsgálták). Ennél 

sokkal lassabban játszódik le a reakció a terápiás céllal szintén tesztelt 2,3-

dimerkaptopropanollal, hexametiléntetraminnal (HMT), és jodidionnal. A 

patomechanizmusban szerepet játszó endogén molekulákkal lejátszódó reakciók, valamint 

a tiodiglikol képződésének sebességi állandói az in vitro vizsgálatokban legalkalmasabb 

ellenszernek talált tioszulfátionnal lejátszódó kondenzáció sebességi állandójához állnak 

közel [42]. 

Az SM bőrfelszínről történő felszívódását követően kialakuló helyi tünetek 

súlyossága testtájanként különböző. Sinclair a testtájakat az elváltozást kiváltó minimiális 

koncentráció-idő szorzat (érzékenység – „threshold”) és az azonos SM dózis bőrre 

jutásakor kialakuló klinikai tünetek súlyossága (válaszkészség – „vulnerability”) alapján 

csoportosította. Nagy érzékenységű, nagy válaszkészségű területként jellemezte a nyakat, a 

scrotumot és a fenéktájékot; kis érzékenységű, nagy válaszkészségű tájékként a hónaljat és 

a penist [70]. Watson és Griffin adatai szerint hétezer, az első világháborúban SM bevetése 

eredményeként megsebesült katona leggyakrabban sérült testtája a scrotum, az arc és a 

perianalis tájék volt [41]. Negyven, SM-expozíciót elszenvedő iráni veterán sérüléseinek 

48%-a a nemi szervet, ugyanannyi a hátat, 44%-a a mellkasi-hasi régiót, ugyanannyi az 

alsó végtagok elsősorban lágyékközeli részét, 41%-a pedig a hónaljat érintette [45]. 

Willems 65 iráni sérült vizsgálatakor a hónalj, a nemi szervek, az ágyék, valamint a 

könyék- és térdhajlat érintettségét találta kiemelkedően gyakorinak és súlyosnak [46]. A 
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fentiekkel szemben a tenyér és a talp sérülése mindegyik betegcsoportban ritka és enyhe 

volt, azonban ezek gyógyulása különösen lassúnak bizonyult [41,45,46,70]. Különösen 

érzékenynek tűnnek tehát azok a régiók, melyeken a bőr vékonyabb, hőmérséklete és 

nedvességtartalma magasabb, továbbá a bőrfelület fedett; a vastagabb s. corneummal 

borított testtájak ezzel szemben hatékonyabb gátat képeznek. Ezek a megfigyelések 

összhangban vannak a vegyületek bőrfelszínről történő felszívódását általánosan 

meghatározó törvényekkel [59,71]. 
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3. ábra: A kénmustár által okozott elváltozások kialakulásának fő lépései ([42,62,66] 
alapján). Az ábrán az endogén molekulákkal végbemenő reakcióban részt vevő 
episzulfóniumion szerkezeti képlete látható. 

 

A bőrben kialakuló klinikai kép az epidermist és a dermist alkotó sejtek masszív 

nekrózisa következtében fellépő aspecifikus szöveti immunválasz, valamint a bazális 

membrán zóna és a dermis extracelluláris fehérjéin történő hibás antigénfelismerés 

következménye [49,72-74]. A lokális sérülések lefolyása három-öt fázisra osztható: a 

kezdeti – gőzexpozíció esetén általában 1-12 óra, folyadék bőrre jutásakor többnyire 1-3 

óra tartamú – tünetmentes szakaszt erythema kialakulása, majd hólyagok megjelenése, 

súlyosabb esetben fekélyesedés illetve tályogképződés, végül gyógyulási periódus követi 

[47,66]. Az első észlelhető tünet típusosan a felszívódás helyén jelentkező erythema, 

melyet viszkető-égő érzés, nagy mennyiségű SM bejutását követően pedig intenzív 

alkilezett intra- és 
extracelluláris fehérjék 

alkilezett glutation 

celluláris homeosztázis megbomlása 
extracelluláris mátrix károsodása 

helyi szöveti károsodás: 
• nekrózis 
• vezikáció 
• ulceratio 

akut szisztémás tünetek: 
• csontvelő depresszió 
• légúti tünetek 
• gasztrointesztinális tünetek 
• neurológiai tünetek 
• szepszis 

alkilezett nukleinsavak 
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fájdalom kísér. Alkalmanként látható ödéma is képződik. Az expozíció legjellemzőbb 

következménye a 2-18 óra után láthatóvá váló vékony falú hólyagok kialakulása 

(vezikáció), mely az epidermis és a dermis szeparációjának, illetve a szétváló rétegek 

között keletkező ödémás területek összefüggővé válásának az eredménye [49]. Egy 10 µg 

tömegű csepp teljes felszívódása hólyagképződést eredményez [75]. A nagyobb hólyagok 

falának rupturája nagyon gyakori; a laesio súlyos felülfertőződésének veszélye ilyenkor 

rendkívül nagy [66]. Gyakori a revezikáció, amely napokkal az expozíciót követően (akár a 

hólyagok gyógyulásának megkezdődése után) jelentkezik [18,66]. Nagyon súlyos esetben 

a hólyagképződés a mély dermisben játszódik le vagy teljesen elmarad; a bőr mindkét 

esetben teljes vertikumában roncsolódik, és az érintett területen tályog képződik [44]. A 

laesiok gyakori kísérője a hiper- vagy hipopigmentáció, ami a gyógyulást követően 

tartósan (akár permanensen) megmarad [46]. Ismételt expozíció esetén gyakran 

túlérzékenység alakul ki (feltehetően az SM endogén molekulákkal képzett adduktjaival 

szemben), amely típusosan kontakt dermatitisként jelentkezik [66]. 

A harcanyag transzdermális felszívódása súlyos szisztémás tüneteket is okoz, melyek 

közül a legfontosabbak a csontvelői haemopoesis károsodása, a szekunder obstruktív légúti 

stenosis, továbbá a gastrointestinalis és központi idegrendszeri tünetek [45,46,48,76]. Az 

azonnali irritáció elmaradása növeli a súlyos mérgezés veszélyét. Halált legtöbbször az 

érintett szövetekben kialakuló szekunder infekció vagy a légúti obstrukció okoz [44,46]. 

 

1.5 A kénmustár bőrbe jutásának bőrfelszíni profilaxis útján történő megakadá-

lyozásával kapcsolatos korábbi eredmények áttekintése 

 

Már az 1930-as években felismerték, hogy az SM bőrbe jutása bőrfelszíni védőréteg 

kialakításával jelentősen mérsékelhető. A vizsgálatok eredményeként az Egyesült Államok 

hadseregében ebben az időszakban rendszeresítésre került M-5 jelzéssel egy petróleum 

alapú védőkenőcs. A készítmény aktív összetevője 1,3,4,6-tetraklór-7,8-difenil-2,5-

diiminoglikoluril volt, amely szobahőmérsékleten, katalitikus mennyiségű víz jelenlétében 

az SM-et atoxikus származékává, 2,2'-diklórdietilszulfoxiddá alakítja át. Az M-5 

mindazonáltal intenzív bőrirritációt okozott, ezért később kivonásra került a hadrendből 

[18]. 

Chilcott és mtsai számos összetétel profilaktikus hatékonyságát vizsgálták emberi 

bőrmintákon in vitro, sertésekben pedig in vivo körülmények között. Fedett bőrön végzett 

kísérletekben az SM penetrációját kevés készítmény gátolta. Leghatékonyabbnak egy 
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bőrvédő krém bizonyult, amely 20% HMT-t tartalmazott: ez az összetétel a harcanyag 

bejutási sebességét és a 72 óra alatt felszívódó mennyiséget egyaránt 80±8,5%-kal 

mérsékelte [77]. Sertésekben végrehajtott in vivo kísérletekben az in vitro vizsgálatok 

eredményei megerősítésre kerültek [52]. 

Egy cink-oxidot, cink-kloridot és dimetilpolisziloxánt tartalmazó, petróleum alapú 

gél hatékonyságát Kenar és mtsai igazolták: a készítmény tengerimalacokban mérsékelte 

az SM által okozott erythemát, az epidermis sejtes állományának nekrózisát, a bőr 

fekélyesedését, a gyulladásos mediátorok szöveti extracelluláris koncentrációját és az 

epidermisz elválását a dermisztől. Az összetétel az ödéma képződést nem befolyásolta. 

Érdekes eredmény, hogy a további reaktív komponensek (alfa-tokoferol vagy aluminium-

szilikát) hozzáadásával előállított készítmények a fenti elváltozásokat kevésbé 

mérsékelték; használatuk eredményeként csak a nekrózis és az ulceratio csökkent 

számottevően. Ezt a szerzők nem magyarázzák, ám – tekintettel arra, hogy a készítmények 

mennyiségi összetételét nem közölték – nem kizárt, hogy az egyes összetevők a 

készítményekben különböző koncentrációban fordultak elő, és ez okozta ez eltérő szöveti 

választ [78]. 

A bőrfelszínre jutó SM által okozott elváltozások megelőzésére alkalmas helyi 

profilaktikumok fejlesztésével kapcsolatban az Egyesült Államok Védelmi Minisztériuma 

által koordinált kutatások eredményei kiemelkedőnek tekinthetők a kísérleti elvek, a 

módszerfejlesztés és a kifejlesztett reaktív komponensek, illetve készítmények száma és 

hatékonysága tekintetében egyaránt. A kifejlesztett összetételek vivőanyagait 

perfluorpoliéterek (PFPE) folyadék halmazállapotú elegyei és az azokban diszpergált, 

nanoméretű politetrafluoretilén (PTFE) szemcsék képezik [53,79-90]. A PFPE-t és PTFE-t 

optimálisan 50-50 % arányban tartalmazó alapösszetétel az SM csepp és a s. corneum 

között önmagában is hatékony gátat képez, kémiai reakció viszont nem játszódik le a 

készítmény komponensei és a harcanyag között [79,82,91]. A bőrre 150 µm vastagságban 

felvitt PFPE/PTFE szuszpenzió folyadék halmazállapotú SM bőrfelszínre történő felvitelét 

követően a vizsgált elváltozások mértékét 80±10%-kal mérsékelte, SM gőz ellen azonban 

gyakorlatilag hatástalannak bizonyult [53,91]. 

E probléma megoldását segítheti, hogy a PFPE/PTFE keverékek kémiai inertsége 

lehetőséget nyújt a kénmustárt atoxikus származékká átalakító vegyületek összetevőként 

történő alkalmazására [91,92]. E célból számos jelölt vegyületcsoportot vizsgáltak, melyek 

között makroszemcsés anyagok és nanorészecskeként előállított vegyületek egyaránt 

szerepeltek [91]. E vizsgálatok során – a korábbiakhoz hasonlóan – kiemelkedően 
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hatékonynak találták az 1,3,4,6-tetraklór-7,8-difenil-2,5-diiminoglikolurilt. Az SM 

átalakulása hagyományos szemcseméretű glikolurilt tartalmazó, PFPE/PTFE keverék 

bázisú gélben 4 perc alatt 99%-os hatékonysággal lejátszódik. A vegyület alkalmazásának 

hátránya, hogy a detoxifikálással párhuzamosan más folyamatok is végbemennek, ezek 

során pedig toxikus termékek (pl. 1,2,2’-triklórdietilszulfid, 2,2’-diklórdietilszulfon) is 

képződhetnek [93]. 

Más PFPE/PTFE alapú összetételek a hagyományos szemcseméretű HMT-t vagy 

származékait (különböző N-oktadecil-hexaminium halidokat, illetve pentafluorbenzil-

hexaminium bromidot) tartalmazzák, egyéb aktív összetevők (glutation, cisztein, 

szulfhidril-csoportokkal szubsztituált ceramidok és koleszterin, valamint kálium-2,3-

butándion-monoximát) mellett. A reaktív komponenseket makromolekulákhoz kapcsolták, 

hogy bőrbe történő penetrációjukat megakadályozzák [80]. A kálium-2,3-butándion-

monoximátot a mérgező harcanyagok bőrfelszíni dekontaminálása céljából a kanadai 

haderőnél rendszeresített oldat is tartalmazza [79,92]. 

A reaktív összetevők jelentős csoportját képezik az SM-et nagy sebességgel 

detoxifikáló nanorészecskék, melyek destruktív adszorpció során hatástalanítják a 

harcanyagot. Az átalakulás során oxidáció vagy oxidatív elimináció játszódik le. A 

részecskék anyaga elemi fém, illetve fémvegyület (fémötvözet, fémoxid, polioxometallát, 

fémkomplex – bevonat nélkül vagy polimer bevonattal ellátva), más esetekben polimer (pl. 

poliszeszkvioxánok). A részecskék átlagos átmérője gyártási technológiától függően         

4-20 nm, fajlagos felületük pedig elérheti a 600 m2 g-1-t [93-95]. 

A tervezett alkalmazás szerint a védőfilmre a fent említett aktív összetevőket 

tartalmazó porkeverék vihető fel, mely a filmhez tapadva újabb védőréteget képez. Erre a 

célra alkalmasnak találták a fémoxid nanorészecskéket, számos polioxometallátot, 

fémkomplexeket, valamint a poliszeszkvioxánok alkotta részecskéket, melyeket bevonattal 

is elláttak [81-86]. Szintén alkalmas lehet a hagyományos szemcseméretű 

hexadekanonsav-2-merkaptoetilamid és az oktadekanonsav-2-merkaptoetilamid [77]. 

Kísérletek folytak a bőrbe penetráló SM által okozott másodlagos gyulladásos 

folyamatok, valamint a hólyagképződés gátlására alkalmas készítmények kifejlesztésével 

kapcsolatban is. Eldad és mtsai szuperoxid-dizmutázok (SOD) hatékonyságát igazolták 

helyi és szisztémás profilaktikumként, tengerimalac modellen. A réz-cink-SOD és a 

mangán-SOD előkezelés formájában, intradermálisan alkalmazva hatékonyan mérsékelte 

az elváltozások kialakulását, és a gyógyulási folyamathoz is jelentősen hozzájárult. A 
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sérülés lefolyásában azonban nem tapasztaltak változást, ha a szuperoxid-dizmutázokat 3 

órával az expozíciót követően juttatták be [96]. 

Más megbetegedések kezelésére használt gyógyszermolekulák, illetve az SM 

expozíció következtében fellépő biokémiai folyamatokba beavatkozó vegyületek 

hatékonyságát is vizsgálták. A gyulladásos választ egyes kapszaicin-analógok (olvanil, 

retroolvanil, oktilhomovanillamid), gyulladáscsökkentők (indometacin, hidrokortizon és 

6α-metilprednizolon), a 2,3-dimerkaptopropanol, továbbá a klórpromazin és a 

nikotinsavamid jelentősen mérsékelték 70% etilalkoholos/vizes oldatban történő 

profilaktikus alkalmazás eredményeként [97]. 

 

1.6  A kénmustár bőrbe jutásának vizsgálatára kifejlesztett modellek 

 

Az SM bőrfelszínről történő felszívódásának vizsgálatára izolált (in vitro, ex vivo) és in 

vivo kísérleti modellek kerültek kifejlesztésre. A vegyület rendkívül nagy toxicitása miatt 

in vivo humán kísérletek végrehajtása etikailag elfogadhatatlan, in vitro vizsgálatokban 

azonban – az orvosetikai és emberi jogi szempontok figyelembe vétele mellett – emberi 

bőr használata elfogadott az SM-mel kapcsolatos toxikológiai kísérletekben. Chilcott és 

mtsai Franz-típusú diffúziós cellában vizsgálták az SM bejutását emberi, illetve sertés bőr 

felhasználásával. A penetráció karakterizálására a harcanyag fluxusa és a penetráló 

mennyiség figyelembe vételével, 35S-t tartalmazó SM felvitelét követően a bőrfelszín, a 

bőr és a receptorfolyadék radioaktivitásának mérése alapján került sor [64,77,98]. A 

diffúziós cella modell fő előnye, hogy a vizsgálatok nagy mintaszámmal, jól 

reprodukálható körülmények között hajthatók végre [99]. A vaszkularizáció és az 

intradermális metabolizmust végző enzimek hiányában mindamellett a bőr passzív 

anyagként viselkedik. Ez, illetve a receptorfolyadék szerves oldószer tartalma az egyes 

rétegek közötti megoszlási viszonyokat, így a vegyület penetrációjának és megoszlásának 

jellemzőit sajátosan megváltoztatja [100]. 

Az izolált kísérleti rendszerek másik típusát a Riviere-féle izolált, perfundált sertés 

bőr lebeny (IPPSF) modell képezi. Ez az ex vivo vizsgálati rendszer az élettani funkciók 

többségét megtartó, vérkeringéssel és metabolikus aktivitással rendelkező bőr használatát 

teszi lehetővé. Alkalmas a transzdermális felszívódás és az intradermális megoszlás 

egyidejű, közvetlen jellemzésére, továbbá a kémiai detektálás mellett a szöveti válasz 

vizsgálatának lehetőségét is nyújtja [101,102]. A szerzők radioaktivitás mérésén alapuló 

toxikokinetikai rekeszmodellt dolgoztak ki 14C izotóppal jelölt SM bőrfelszínre történő 
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felvitelét követően [60]. A leírt rekeszmodell igen komplex, azonban kevés adatra épül. A 

mért radioaktivitás forrásául szolgáló vegyülete(ke)t nem azonosították. Az IPPSF mások 

által történő adaptálására a harcanyagok bőrfelszínről történő felszívódásával kapcsolatban 

nincs példa. 

Az SM bőrfelszínről történő felszívódásának és a felszívódás következményeinek 

vizsgálatához kifejlesztett in vivo rendszerek egyik típusát az élettani válasz biológiai és 

fizikai módszerekkel történő vizsgálatán alapuló dózis-válasz modellek képezik. Ezek 

fejlesztése során azon emlős faj azonosítására törekedtek, amelynek bőre – legalábbis 

bizonyos életkorban – az emberi bőr szerkezetével és az SM penetrációjára adott 

reakciójával a legközelibb egyezést mutatja [50]. A vizsgált fajok közül 

legalkalmasabbnak a sertést [44,49,50] és a csupasz tengerimalacot [103,104] találták. 

Számos relatív összehasonlítást lehetővé tevő sertés szöveti válasz modell ismert [91,105-

109]. Brown és mtsai az SM által okozott szöveti elváltozásokat és az exponált terület 

intradermális véráramlását vizsgálták [108]. Chilcott és mtsai mennyiségi összefüggést 

találtak az SM által okozott laesio – mikroszkópos szövettani vizsgálattal meghatározott – 

súlyossága, valamint az erythema, a bőrfelszínről időegység alatt elpárolgó vízmennyiség 

és a hegesedés mértéke között. 

Csupasz tengerimalacokban az SM gőz az expozíciós idővel kvalitatív összefüggést 

mutató heterofil granulocita infiltrációt és celluláris nekrózist váltott ki [68]. Az expozíció 

időtartama és a fellépő mikrovezikáció mértéke, valamint a Nikolsky-tünet intenzitása 

között azonban mennyiségi dózis-válasz összefüggés volt [103]. Több szerző használta ezt 

a modellt bőrvédő készítmények hatékonyságának vizsgálatára [78,110,111]. 

A penetráló SM mennyiségével összefüggő szöveti paraméterek azonosítására               

– megfelelő vizsgálati végpont kiválasztásával – olyan fajokat is alkalmasnak találtak, 

melyek bőrének élettani viselkedése jelentősebben különbözik az emberi bőrétől. 

Zlotogorski és mtsai nyulakon végzett kísérleteikben 25-150 µg cm-2 dózistartományban 

lineáris korrelációt találtak a fülre felvitt mennyiség és a keletkező ödéma mértéke között 

[112]. Az Egyesült Államok hadseregénél használt vizsgálati rendszerben a nyulak bőrén 

provokált laesio kiterjedése alapján ítélik meg bőrvédő készítmények folyadék 

halmazállapotú SM elleni hatékonyságát (az SM gőzzel végzett vizsgálatokhoz a csupasz 

tengerimalac modellt alkalmazzák) [53,91]. Reaktív bőrvédő vegyületek hatékonyságának 

elsődleges in vivo vizsgálata céljából került kifejlesztésre az egérfül vezikáns modell, 

melyben az ödéma, a mikrovezikáció és az epidermis sejtjeinek nekrózisát mérték 

[97,113,114]. 
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A specifikus kiértékelési szempontok révén kiemelkedő jelentőségűek azok az in 

vivo modellek, melyeknél az ítéletalkotás a penetráló harcanyag vagy a bejutása 

eredményeként megjelenő illetve képződő vegyület(ek) mennyiségének mérésén alapul. 

Graham és mtsai SM sertés bőrére történő felvitelét követően szérum klinikai 

laboratóriumi paraméterek értékeit, illetve a harcanyag hidrolízis termékeként a vesén át 

több formában ürülő tiodiglikol (TDG) vizelet-koncentrációját követték 7 napon át. A 

klinikai laboratóriumi értékek a teljes kísérleti időszakban a normál tartományokon belül 

maradtak. A TDG koncentráció – amely az SM felvitele előtt kimutatási határ alatt volt – 

azonban a vizeletben 6-8 óra alatt maximumot ért el, majd további 7 napig mérhető volt 

[115]. 

Patkányokban is több modell kifejlesztésre került, melyekben az SM vizelet- és 

székletürülési kinetikáját, szisztémás metabolizmusát vizsgálták [61,65]. Kulkarni és mtsai 

több, szisztémás profilaxis céljából vizsgált vegyület hatékonyságának LD50 alapján 

történő meghatározását patkányokban végezték [116]. 

 

1.7 A mikrodialízis helye a bőrben történő mintavétel módszerei között 

 

A vegyületek bőrfelszínről történő felszívódásának vizsgálatára használt kémiai 

detektáláson alapuló módszerek csoportosíthatók aszerint, hogy a vizsgálatot radioaktív 

izotóppal jelölt vagy „hideg” (radioaktív izotópot nem tartalmazó) vegyülettel végezzük. 

Jelölt molekulák kimutatására az expozíciót követően eltávolított szövetekben 

szcintillációs számláló vagy autoradiográfiás vizsgálat segítségével nyílik lehetőség 

[60,61,117]. Az izotópos vizsgálatok előnye, hogy a radioaktivitás más szervekben, a 

keringésben és az exkrétumokban történő mérésével a felszívódó vegyület sorsáról átfogó, 

kvalitatív kép nyerhető. Ezek a kimutatási eljárások mindazonáltal nem nyújtanak 

információt a sugárzást kibocsátó molekula természetéről, így az ágens szabad és fixált 

frakcióinak azonosításához, valamint az anyavegyület és a képződő metabolitok 

mennyiségének méréséhez további eljárásokra van szükség. Jelöletlen vegyületek 

felszívódásának vizsgálatakor kedvelt módszer az analit-koncentráció biopsziával vett 

mintákban történő mérése. E módszerrel az adott felviteli területen egyetlen mintához 

jutunk, így kinetikai információ nem nyerhető [106,118]. A másik gyakran használt 

technika a vákuummal vagy kantariddal provokált hólyagképződés, mely során azok 

bennékének analittartalmát határozzák meg [119]. Ezt a modellt – a hólyagképzés 

technikájával összefüggésben – leginkább szisztémás bevitelt követő vizsgálatokban 
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találták hasznosnak, ám perkután kísérletek során történő alkalmazására is van példa [120]. 

Emellett ma is gyakori eljárás, hogy vér- vagy vizeletmintákban mért koncentrációk 

alapján jellemzik egy ágens transzdermális felszívódását, ez azonban nem nyújt 

információt annak bőrön belüli sorsáról [121]. 

A mikrodialízis vízben jól oldódó vegyületek vizsgálatára kifejlesztett mintavételi 

technika, amely alkalmas azok koncentrációjának az extracelluláris térben történő nyomon 

követésére [122,123]. A mintavétel egy 200-500 µm külső átmérőjű kanül segítségével 

történik. A kanül két, koncentrikusan összeépített csőből, valamint az azok végéhez 

illesztett féligáteresztő membránból áll. A dialízis során a katéterben sóoldat áramlik [122]. 

A membrán pórusméretétől függően adott részecskeméret-tartományba eső anyagok a 

membrán falán keresztül a katéterbe diffundálnak, és az elfolyó oldatban (melyet 

dializátumnak nevezünk) kimutathatók (4. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

4. ábra. A mikrodialízissel történő mintavétel elve. A katétert két, koncentrikusan 
elhelyezkedő cső alkotja: a dializáló folyadék a belső csövön keresztül érkezik, és a külső 
csőben áramlik a mintagyűjtő egységhez. Az analit a membrán porózus falán keresztül, 
diffúzió révén jut a külső csőbe. (A CMA Microdialysis Ab engedélyével [124].) 

 

A mikrodialízis technika kedvező vizsgálati módszer az extracelluláris tér 

vizsgálatához. Inert anyaga, kis átmérője és a dializáló oldat lassú áramlása miatt a katéter 

jelenléte a vizsgált szövetben minimális válaszreakciót indukál: a minták gyűjtése 

patkányok bőrében legalább 24 órán át folytatható a szövet fiziológiás állapotának jelentős 

megváltozása nélkül [125]. A módszer segítségével a felviteli pont környezetében akár 

néhány perces időfelbontással sokpontos adatsorok nyerhetők. A minták sejteket és – a 

membrán pórusméretének megfelelő megválasztása esetén – makromolekulákat nem 

tartalmaznak, így mérésük közvetlenül, vagy rövid feldolgozást követően lehetővé válik 

[126-128]. Összehasonlító vizsgálatokban a mikrodialízissel és más módszerekkel nyert 

dializáló folyadék 

dializátum 
porózus 

membrán a dializáló folyadékban 
oldott vegyület 

az extracelluláris folya-
dékban oldott vegyület 
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minták analittartalmát több szervben, így a bőrben is nagyon hasonlónak találták [129-

133]. Egyes vegyületek bőrfelszínről történő felszívódásának vizsgálata során pedig a 

mikrodialízis akkor is alkalmasnak bizonyult, amikor – az analit tulajdonságaiból eredően 

– más, helyi mintavételi technika nem nyújtott megfelelő eredményt [134]. 

A mikrodialízis módszer farmako- és toxikokinetikai kísérletek elfogadott eszköze, 

emellett alkalmazását a humán neurointenzív ellátás eszközeként is alkalmazzák [135,136]. 

Segítségével elsősorban gyógyszermolekulák [137], emellett fémek [128,138], oldószerek 

[139,140], ipari vegyületek [127,141] és mérgek [142] szervezeten belüli sorsát 

tanulmányozták. A módszer mérgező harcanyagokkal kapcsolatos vizsgálatokban történő 

használatát korábban nem publikálták. 

 

Cl
S

Cl OH
S

OH2 H2O

-2 HCl  
 

5. ábra: A kénmustár tiodiglikollá történő átalakulásának sztöchiometriai egyenlete. 
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2. VIZSGÁLATI ESZKÖZÖK ÉS MÓDSZEREK 
 

2.1 Vegyszerek, gázok és készítmények 

 

A mikrodialízis kísérleteket 26 °C-on temperált helyiségben végeztem, melynek 

hőmérsékletét a használt készítmények, oldatok átvették a vizsgálatok megkezdése előtt. 

A kénmustárt (90% tisztaságú) az MH Vegyi Anyag Ellátó Központ bocsátotta 

rendelkezésre. Tisztaságát 90 naponként gázkromatográfiás vizsgálattal ellenőriztem; a 

kémiai bomlás mértéke összességében 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) szállította. A benzol (benzene SupraSolv®), a 

metilalkohol (methanol SupraSolv®), a desztillált víz (LichroSolv®) és a 25% vizes 

ammónia 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 kromatográfiás mérésekhez 99,999 % tisztaságú gázokat – nitrogént, hidrogént és 

szintetikus levegőt – használtam (Messer Hungarogáz Kft., Budapest). 

Az in vivo mikrodialízisek során dializáló oldatként Ringer-oldatot (Humán Rt., 

Gödöllő) alkalmaztam. A HP01 kódot egy nanorészecskéket és antioxidánsokat tartalmazó 

bőrvédő készítmény, a HP02 jelölést a Fomblin Y45® néven, ipari lubrikánsként 

forgalmazott összetétel (Solvay Solexis S.p.A., Bollate) kapta; HP03 kóddal a Pasta Zinci 

Oxydatit (FoNo VI) jelöltem (Naturland Hungary Kft., Budapest). Az altatáshoz CP-

Ketamin 10% inj. ad us. vet. injekciót (115,3 mg ml-1 ketamin-hidroklorid; CP-Pharma 

HmbH, Burgdorf) és Xylavet 2% inj. ad us. vet. injekciót (23,3 mg ml-1 xylazin-

hidroklorid; CEVA-Phylaxia Vet. Biol. Co. Kft, Budapest) használtam. 

 

2.2 Eszközök 

 

A méréseket pulzáló lángfotometriás detektorral (PFPD) felszerelt Varian CP-3800 

gázkromatográfon végeztem. A mintákat Varian CP-8400 Autosampler mintaadagoló 

injektálta (CP-Analitika Kft., Budapest). Az elválasztás CP-Sil 8 CB low bleed típusú 

kapilláris oszlopon (kolonnahossz: 30 m, kolonnaátmérő: 0,25 mm, filmvastagság:        

0,25 µm) történt (CP-Analitika Kft., Budapest). A detektor R647 típusú 
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fotonsokszorozóval működött. Az adatokat VarianStar GC Workstation v6.20 alkalmazás 

rögzítette. 

A mikrodialízis rendszer egy CMA-102 pumpából, CMA-20 katéterből 

(membránhossz: 1 cm, vágóérték: 20 kDa) és egy CMA-142 frakciógyűjtő egységből állt 

(CMA Microdialysis Ab, Solna). A katéter végeihez 15 cm hosszú, 120 μm belső átmérőjű 

műanyag csövet csatlakoztattam a gyártó által forgalmazott adapterek segítségével. A 

dializáló oldatot CMA 1,0 ml-es mikrofecskendőből továbbítottam. A dializátumokat    

300 µl térfogatú polipropilén edényekbe gyűjtöttem (CMA Microdialysis Ab, Solna). 

Az SM felviteléhez Hamilton™ 5,0 µl térfogatú mikrofecskendőt használtam            

(CP Analitika Kft, Budapest). A mikrofecskendő térfogat-leadásának reprodukálhatóságát 

1, 2, 3 és 5 μl térfogatokra a kísérletek megkezdése előtt tömegméréssel megvizsgáltam; 

azok relatív szórása minden térfogat esetében 1% alatt volt (n=5). A cseppet az 

előkísérletek során üveglappal, a dózis-válasz összefüggések, valamint a készítmények 

hatékonyságának meghatározásakor szilikon/PTFE szeptummal ellátott műanyag kupakkal 

(r=4,5 mm; h=4 mm; Sigma-Aldrich Kft., Budapest) fedtem. A kupakot Loctite Palma 

SuperBond univerzális ragasztóval (Henkel Hungary Kft., Budapest) rögzítettem. 

A mérési eredmények feldolgozása, a kalkulált paraméterek kiszámítása és a statisz-

tikai vizsgálatok elvégzése Microsoft® Excel 2002 alkalmazással történt (Microsoft    

Hungary Kft., Budapest), saját készítésű adattáblák felhasználásával. 

 

2.3 Módszerek 

 

2.3.1 Gázkromatográfiás mérések 

 

A tiodiglikol kimutatása heptafluorvajsav-anhidriddel képzett észtere formájában történt. A 

mennyiségi analízisek során kísérő standard módszert alkalmaztunk [143]. Kísérő standard 

vegyületként 3,3'-ditiodipropanolt használtunk, melynek szintén heptafluorvajsav-

diészterét detektáltuk (6. ábra). 

A mérési módszer kialakítását követően használt paramétereket a IV. táblázat 

mutatja. Minden 10. minta lemérése után oldószer injektálásával kifűtöttem a rendszert, 

hogy az interferáló komponensek jelenléte kizárható legyen. A jel-zaj arányt (SNR) a 

tiodiglikol-heptafluorvajsav diészter (TDG-HFBA) csúcs magasságának és a csúcs 

megjelenését megelőző 30 sec intervallumban kapott átlagos rms-zaj amplitudójának 
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hányadosaként számítottam ki. A zajamplitudót az adatrögzítő szoftver kalkulálta. A 

kimutatási határ (LOD) kiszámításához az 

 

 LOD = 3,3 x SNR (1) 

 

képletet (LOD: a minőségi kimutatás alsó koncentrációhatára), a mennyiségi kimutatási 

határ (LOQ) megállapításához az alábbi összefüggést használtam: 

 

 LOQ = 10 x SNR (2) 

 

A pulzáló lángfotometriás detektorral végzett meghatározásoknak a detektor 

működési elvéből adódó sajátossága, hogy az x és az y változó között másodfokú 

polinommal leírható összefüggés áll fenn. Az összefüggés lineáris tagjának együtthatója 

tipikusan elhanyagolhatóan kicsi, ezért ha a konstans tag nem túl nagy, szokás a kapott 

mérési adatok négyzetgyökét ábrázolni, és ezekre egyenes illesztésével végezni a 

kalibrációt, valamint az analit ismeretlen mintákban talált koncentrációjának kiszámítását 

[144]. A mennyiségi analízis alapjául a csúcsmagasság négyzetgyökét vettem. A 

kimutatási határok között így az alábbi kapcsolat volt érvényes: 

  

 LOQ = 1,82 x LOD (3) 
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6. ábra: A tiodiglikol és a tiodipropanol heptafluorvajsav-anhidriddel lejátszódó reakciója. 

 

 

TDG TDG-HFBA 

TDP TDP-HFBA 
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IV. táblázat: A TDG gázkromatográfiás kimutatása során használt beállítások. 

injektált mintatérfogat 1,0 µl 

injektor hőmérséklet 250 °C 

injektálási mód splitless 

injektor öblítése (split time) 2 min 

fűtési program 60 °C/2,0 min;  10 °C/min 175 °C-ig; 
40 °C/min 250 °C-ig; 250 °C/1,0 min 

detektor hőmérséklet 200 °C 

színszűrő 394 nm 

fotonsokszorozó feszültség 490 V 

jelrögzítés kezdete (gate delay) 6 msec 

jelrögzítés időtartama (gate width) 20 msec 

detektor gázok áramlási sebessége Air1: 17,0 ml min-1; Air2:11,0 ml min-1; 
H2: 10,0 ml min-1 

 

 

2.3.2 Oldatok és minták méréshez történő előkészítése 

 

Törzsoldatok. A benzolos oldatok előállításához 0,05 mmol ml-1 trietilamint tartalmazó 

benzolban, a mérési módszer kifejlesztésekor használt mikrodializátumok előkészítéséhez 

oldott TDG-t tartalmazó törzsoldatokat használtam, melyeket tömeg szerint mértem be és 

legfeljebb 10 napig tároltam. A kísérő standard oldatokat TDP 0,05 mmol ml-1 trietilamint 

metilalkoholban tartalmazó benzolos törzsoldatából, hígítással állítottam elő. A 

törzsoldatok bemérése tömeg szerint történt. 

Kalibráló és benzolos oldatok bemérése. A méréseket 0,41 – 3,69 nmol ml-1 TDG 

koncentráció-tartományban végeztem. A műszer kalibrációját a mintasorozatok lemérése 

előtt, 0,41; 0,82; 1,23; 1,64; 2,05; 2,87 és 3,69 nmol ml-1 (50,0; 100,0; 150,1; 200,1; 250,1; 

350,1 és 450,2 ng ml-1) TDG-t tartalmazó oldatokkal hajtottam végre. A nemvizes standard 

oldatok 0,63; 2,10 és 3,19 nmol ml-1 (76,6; 255,6; 389,4 ng ml-1) TDG-t és 1,0 nmol ml-1 

(150 nmol ml-1) TDP-t tartalmaztak. Oldószerük 0,05 mmol ml-1 trietilamint tartalmazó 

benzol volt. 
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Benzolos oldatok előkészítése. 100 µl TDG-oldatot és ugyanakkora térfogatú, 

1,00 nmol ml-1 töménységű TDP-oldatot összemértem, és az elegyhez 10 µl HFBA-t 

adtam. Rázatás (10 Hz, 1 min), majd centrifugálással (3000 rpm, 1 min) történő ülepítés 

után az elegyet 1 percig szobahőmérsékleten állni hagytam, majd 500 µl 5% ammónia 

oldatot mértem hozzá. Az edény tartalmát rázattam (40 Hz, 5 min), ülepítettem (3000 rpm, 

1 min), végül a szerves fázist 100 µl térfogatú mintaszűkítőbe pipettáztam. 

A mérési módszer kifejlesztésekor használt mikrodializátumok előkészítése. A 

dializátumokat SM, védőkészítmények, illetve TDG bőrre történő felvitele nélkül folytatott 

subcutan mintavétellel nyertem, és a gázkromatográfiás elválasztás optimalizálása, 

valamint a mérési módszer precizitásának vizsgálata során használtam. 10 µl mikrodiali-

zátumot 10 µl TDG metilalkoholos oldattal (cTDG=1,65 nmol ml-1), 100 µl 1,0 nmol ml-1 

töménységű TDP-oldattal és 350 µl abs. etilalkohollal elegyítettem. Az elegyet nitrogén 

gázáram alatt szárazra pároltam (40 °C; 0,1 bar). A maradékhoz 0,05 mmol ml-1 trietil-

amint tartalmazó benzolt, majd 10 µl HFBA-t adtam. Rázatás (10 Hz, 1 min) után az 

elegyet 1 percig szobahőmérsékleten állni hagytam, majd 500 µl 5% ammónia oldatot 

mértem hozzá. Az edény tartalmát rázattam (40 Hz, 5 min), ezt követően a szerves fázist 

100 µl térfogatú üvegbetétbe pipettáztam. 

Az SM, illetve TDG bőrre történő felvitelével végzett kísérletekben nyert 

mikrodializátumok előkészítése. 10 µl mikrodializátumot 100 µl 1,0 nmol ml-1 töménységű 

TDP-oldattal és 350 µl abs. etilalkohollal elegyítettem. Az elegyet nitrogén gázáram alatt 

szárazra pároltam (40 °C; 0,1 bar). A maradékhoz 0,05 mmol ml-1 trietilamint tartalmazó 

benzolt, majd 10 µl HFBA-t adtam. Rázatás (10 Hz, 1 min) után az elegyet 1 percig 

szobahőmérsékleten állni hagytam, majd 500 µl 5% ammónia oldatot mértem hozzá. Az 

edény tartalmát rázattam (40 Hz, 5 min), ezt követően a szerves fázist 100 µl térfogatú 

üvegbetétbe pipettáztam. 

 

2.3.3 Mikrodialízis 

 

A mikrodialízis kísérletek programjait a 7.a-e. ábrák mutatják. A csövek átmosását minden 

esetben 10 µl min-1, az in vivo kísérletek során az ekvilibrációt 1,0 µl min-1 áramlási 

sebesség mellett végeztem. A frakciócsere időzítése és végrehajtása automatikusan történt. 

Minden katéter egy állatkísérletben került felhasználásra; tárolásuk a felbontást követően 

desztillált vízben történt. A kísérletek során használt dializáló oldatok az V. táblázatban 

láthatók. 
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V. táblázat: A vizsgálatok során használt dializáló oldatok. 

Kísérlettípus Dializáló oldat 

  
in vitro vizsgálatok desztillált víz 

in vivo előkísérletek Ringer-oldat* 

in vivo retrodialízis kísérletek 33 nmol ml-1 TDG-t tartalmazó Ringer-oldat 

in vivo kinyerési kísérletek Ringer-oldat 
*Ringer oldat: [Na+]=147,0 µmol ml-1, [K+]=4,0 µmol ml-1, [Ca2+]=2,2 µmol ml-1, [Cl-]=156,0 µmol ml-1 
 

Az áramlási sebesség és a TDG kinyerési hányados összefüggését 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 

5,0; 7,0; 10 és 20 µl min-1 áramlási sebesség mellett, in vitro környezetben vizsgáltam. A 

dialízist 82,0 nmol ml-1 TDG-t tartalmazó, szobahőmérsékletű oldatban hajtottam végre az 

oldat folyamatos kevertetésével. Mindegyik áramlási sebesség alkalmazásakor 5-5 frakciót 

gyűjtöttem, melyek közül a 3-5. minta TDG koncentrációját vettem figyelembe a kinyerési 

hányados kiszámításakor (7.a. ábra). A TDG kinyerési hányadosát az alábbi összefüggés 

alapján kaptam: 

 

 RR% = Cdial/Coldat x 100 (4) 

 

ahol Cdial a dializátumban, Coldat a dializált oldatban mért TDG koncentráció. 
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A mikrodialízis rendszer megfelelő működését mindegyik kísérlet során ellenőriztem. 

Ennek részeként az edények tömegét minden kísérlet előtt és után 0,1 mg pontossággal 

lemértem. A kísérletet eredménytelennek minősítettem azokban az esetekben, amikor 

bármelyik edény visszamért tömege több mint 5%-kal elmaradt a várt tömegtől (a 

dializátum sűrűségét 1,000 g ml-1-nek tekintettem). 

Előfordul, hogy a katéter falát képező membrán az élő szövetben eltömődik; ezt az 

extracelluláris térben jelen lévő sejttörmelék és fehérjék okozzák [145]. Az eltömődés 

mértékét az állatkísérletek előtt és után végrehajtott in vitro dialízisek segítségével 

vizsgáltam. Ezekben a vizsgálatokban 82,0 nmol ml-1 TDG-t tartalmazó vizes oldatot 

dializáltam 2,0 µl min-1 áramlási sebesség mellett (7.b ábra). A vizsgálatok során 30 µl 

térfogatú frakciókat gyűjtöttem. A kinyerési hányadost a (4) egyenlet segítségével 

számítottam ki. A katéter felhasználásától eltekintettem, ha az elővizsgálat során kapott 

átlagos kinyerési hányados szignifikánsan eltért 55,50±5,49 %-tól. Az in vivo kísérletet 

eredménytelennek tekintettem azokban az esetekben, amikor az utóvizsgálat során kapott 

kinyerési hányados több mint 5%-kal elmaradt az elővizsgálat során kapott értéktől. 

Az in vitro, illetve in vivo körülmények között kapott kinyerési hányados sokszor 

jelentősen eltér, ezért a kalkulált subcutan koncentráció csak in vivo kalibráció során 

meghatározott kinyerési hányados alapján tekinthető reálisnak [145]. Az in vivo kalibrációt 

retrodialízis módszerrel végeztem, 33 nmol ml-1 TDG-t tartalmazó Ringer-oldat dializáló 

oldatként történő alkalmazásával, 2,0 µl min-1 áramlási sebesség mellett. Minden kísérlet 

során (melyeket A-E betűkkel jelöltem) 3 leadási vizsgálatot végeztem, melyek számtani 

középértékét vettem. A vizsgálatok során 40 µl térfogatú frakciókat gyűjtöttem. A 

kinyerési hányadosokat az alábbi egyenlet segítségével számítottam ki: 

 

 RR% = (1– Cdial/Cperf) x 100 (5) 

 

Az átlagos kinyerési hányadost a kísérletek során kapott RR% értékek számtani közép-

értékeként kaptam. A tiodiglikolra vonatkozó átlagos kinyerési hányados 54,1±7,2 % volt. 

 

2.3.4 Állatkísérletek 

 

A kísérleteket 304±16 g testtömegű hím Wistar albinó patkányokon végeztem (Toxi-Coop 

Kft., Budapest). Az állatokat rácsos fémtetővel ellátott dobozban (30 x 50 x 40 cm), 

hármasával helyeztem el 12 órás ciklusokban váltakozó megvilágítás mellett, 26 °C-ra 
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temperált, 70% relatív páratartalmú helyiségben. A felhasználás előtt 1 hétig minden 

állatot megfigyelés alatt tartottam. Táplálásuk szilárd táppal és vízzel ad libitum történt. 2 

órával a kísérlet megkezdése előtt a szilárd tápot megvontam. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

8. ábra. Kísérlet közben készült fotó. Minden állat hasán két felviteli helyen hajtottam 
végre a vizsgálatot. A kénmustár cseppet a baloldali rajzon színes korong jelöli. 
 

A kísérletek elején, testsúlymérést követően az állatot 50 mg ttkg-1 ketamint és 

10 mg ttkg-1 xylazint tartalmazó intramuscularis injekcióval altattam, majd a hasi bőrről a 

szőrt kb. 6 x 4 cm területen elektromos borotvával eltávolítottam. A hasi régió két pontján 

– melyek egymástól 2 cm távolságra lettek kijelölve – párhuzamos kísérleteket végeztem 

(8. ábra). A bőrbe a felszínnel párhuzamosan, 4 cm hosszan 18G méretű steril injekciós tűt 

vezettem, majd kihúztam és a helyére hasított műanyag csővel felszerelt 22G átmérőjű tűt 

szúrtam. A 22G-s tűt kihúztam, és a műanyag cső belsejébe egy katétert vezettem. A 

műanyag csövet ezt követően hasítással eltávolítottam, és a katétert átlátszó, nem irritáló 

ragasztószalaggal rögzítettem. A mikrodialízis rendszert ezután 6 percig 10 µl min-1 

áramlási sebességgel mostam, majd az állatot a dializáló oldat lassú áramoltatása 

(1,0 µl min-1) mellett 54 percig nyugalomban hagytam. Az ekvilibrációs szakasz végén az 

áramlás sebességét 2,0 µl min-1-re növeltem, és megkezdtem a frakciógyűjtést (7.c, 7.e 

ábra). Az SM felvitele után a mintavételt 360 percig folytattam. Az altatást 50 mg ttkg-1 

ketamint és 10 mg ttkg-1 xylazin együttes, 120 percenként történő im. adásával tartottam 

fenn. A kísérlet végén a felviteli területet letöröltem, majd 0,5% nátrium-hipoklorit oldattal 

alaposan mostam. 

A harcanyag felvitelét a 2.2 fejezetben leírt módon hajtottam végre (ld. 24. o.). 

 

9 mm 

4 mm 
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2.3.5 Profilaktikus készítmények felvitele a bőrre 

 

A HP01 készítményt vastagabb filmrétegként, 35 perccel az SM applikációja előtt vittem a 

bőrre; feleslegét közvetlenül az SM feljutattása előtt spatulával óvatosan, nyomóerő 

kifejtése nélkül eltávolítottam. A HP02 anyagot 15 perccel az SM felvitele előtt 

alkalmaztam, és a bőrről csak a vizsgálat végén távolítottam el. A HP03 készítmény egy 

részletét 30 perccel az SM-expozíciót megelőzően vékony filmrétegként vittem fel, és 

spatulával minimális nyomóerőt alkalmazva azt a bőrbe masszíroztam. Ezt 5 percenként 

megismételtem, összesen még öt alkalommal. A készítmény feleslegét közvetlenül az SM 

applikációja előtt spatulával, nyomóerő kifejtése nélkül eltávolítottam. 

 

2.3.6 Mikroszkópos szövettani vizsgálatok1 

 

Szövettani minták vételére 24 órával az SM felvitelét követően került sor. A felviteli 

pontok körüli, kb. 1,5 x 1,5 cm területen a teljes bőrt a fasciával együtt kimetszettem és 8% 

semleges pufferolt formalinba helyeztem. A metszetek paraffinba történő ágyazását 

követően preparálásuk hematoxilin-eozin festéssel történt [146]. 

 

2.3.7 Eredmények kiértékelése 

 

A subcutan TDG koncentrációt az in vivo kinyerési hányados figyelembe vételével 

számítottam ki. A koncentráció-értékeket az adott mintavételi intervallum középidejével 

szemben ábrázoltam. A görbe alatti területeket a téglalap módszerrel határoztam meg. A 

toxikokinetikai paraméterek összehasonlítását Kruskal-Wallis nemparaméteres ANOVA, 

valamint az eloszlás-független többszörös összehasonlítás módszerével [147] végeztem el. 

Az egyenesek illesztéséhez a legkisebb négyzetek módszerét alkalmaztam. A TDG 

kalibrációs egyenes tengelymetszetének 0-tól való eltérését és az in vitro elővizsgálatok 

kiértékelését egymintás Student t-próbával végeztem. A statisztikailag szignifikáns 

eltérések vizsgálata során 95%-os kétoldalú konfidencia-intervallumot vettem figyelembe. 

                                                
1 A szövettani vizsgálatokat az MH Központi Honvédkórház Patológiai Osztályával együttműködésben 
végeztük. 
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3. EREDMÉNYEK 
 

3.1 A tiodiglikol mennyiségi meghatározása mikrodializátumokban 

 

A TDG-HFBA és a tiodipropanol-heptafluorvajsav diészter (TDP-HFBA) 

gázkromatográfiás csúcsa a 9.a ábrán látható. A vegyületek az alkalmazott körülmények 

között megfelelően kromatografálódtak, detektálásuk alapvonalig történő elválasztásukat 

követően történt. A TDG-HFBA retenciós ideje 10,58±0,02 perc, a TDP-HFBA retenciós 

ideje 12,78±0,02 perc volt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.a ábra: TDG-HFBA-t (1,64 nmol ml-1) és TDP-HFBA-t (1,00 nmol ml-1) tartalmazó 
oldat gázkromatogramja. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.b ábra: TDG-t illetve TDP-t nem tartalmazó minta gázkromatogramja. 
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A tiodiglikol SM felvitele nélkül gyűjtött in vivo mikrodializátumokhoz ismert 

mennyiségben történő hozzáadásakor a 10,00–13,50. perc közötti tartományban csak az 

analit és kísérő standard csúcsa volt észlelhető. TDG és TDP hozzáadása nélkül 

előkészített dializátumok kromatogramján ebben az időintervallumban nem jelent meg 

csúcs (9.b ábra). A TDG minőségi kimutatási határa 0,200 nmol ml-1, a mennyiségi 

kimutatás alsó határa  0,364 nmol ml-1 volt. 

A mennyiségi analízis alapját a cTDG/cTDP arány (x-tengely), valamint a TDG-HFBA 

és a TDP-HFBA esetében kapott csúcsmagasságok négyzetgyökének hányadosa 

(sqrt ph TDG/sqrt ph TDP, y-tengely) közötti összefüggés képezte. Az összefüggés 

linearitását 0,41-3,69 nmol ml-1 (50,0-450,2 ng ml-1) TDG koncentráció-tartományban 

vizsgáltam három oldatsorozat lemérésével. A TDG-HFBA csúcs jel-zaj aránya a 

legkisebb töménységű minta esetében 10,4±0,18 volt; a legtöményebb minta 988±9 mV 

csúcsmagassággal eluálódott. A cTDG/cTDP arány és a sqrt ph TDG/sqrt ph TDP arány 

közötti összefüggés lineáris volt (R2=0,9875-0,9967; p<0,01). A mérési sorozatok 

adatainak átlagolásával kapott értékekre illesztett egyenes meredeksége 1,1992±0,022; y-

tengelymetszete 0,0545±0,0313 volt. Az ordináta tengelymetszete nem tért el 

szignifikánsan 0-tól (10. ábra, VI. táblázat). A reziduálisok véletlenszerűen oszlottak meg 

az egyenes felett és alatt, ami az illesztés helyességét alátámasztja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
10. ábra: A cTDG/cTDP arány és a TDG-HFBA, illetve TDP-HFBA csúcsmagasságok 
négyzetgyökének aránya közötti összefüggés (n=3). A boxban a reziduálisok láthatók. 
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VI. táblázat: A cTDG/cTDP arány és a TDG-HFBA, illetve TDP-HFBA csúcsmagaságok 
négyzetgyökének aránya közötti összefüggés vizsgálata során kapott mérési adatok. 
sqrt ph: a jelintenzitás négyzetgyöke; SD: standard deviáció; RSD: relatív standard 
deviáció. 

sqrt ph TDG / sqrt ph TDP 
cTDG/cTDP 

1. sorozat 2. sorozat 3. sorozat átlag 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 

 

Vizsgáltam a mérési módszer pontosságát és precizitását. A mérési pontosság 

meghatározásához TDG benzolhoz ismert mennyiségben történő hozzáadásával készült 

oldatok TDG koncentrációját mértem a három kalibrációs sorozat y-értékeinek 

átlagolásával kapott pontokra illesztett egyenes segítségével (10. ábra). A mért 

koncentráció-értékek a névleges töménységektől 1,64-7,26%-kal tértek el (VII. táblázat). 

A precizitás vizsgálatához egy, az analitot 0,827 nmol ml-1 koncentrációban tartalmazó in 

vivo dializátumot öt alkalommal előkészítettem és lemértem. A mért koncentráció-értékek 

1,09-7,01 %-kal tértek el a névleges töménységtől, az átlagos visszamért koncentráció 

0,800±0,022 nmol ml-1 volt (VIII. táblázat). 

 

VII. táblázat: A mérési pontosság meghatározása céljából végzett vizsgálatok 
eredményei. 
 

 „A” oldat „B” oldat „C” oldat 

mért cTDG (nmol ml-1) 0,628 2,096 3,193 

névleges cTDG (nmol ml-1) 0,615 2,131 3,443 

eltérés (%) 2,11 1,64 7,26 
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VIII. táblázat: A mérési precizitás meghatározása céljából végzett vizsgálatok 
eredményei (n=5). RSD: relatív standard deviáció. 

   cTDG (nmol ml-1) eltérés %   

  1. minta 0,818 1,09   

  2. minta 0,783 5,32   

  3. minta 0,817 1,21   

  4. minta 0,813 1,69   

  5. minta 0,769 7,01   

  átlag 0,800    

  SD 0,022    

  RSD (%) 2,75    

 
 
3.2 A tiodiglikol mikrodialízissel történő kinyerése 

 

A tiodiglikol és a mikrodialízis rendszer kölcsönhatásának vizsgálata céljából a vegyület 

vizes oldatában 1,0–20 µl min-1 áramlási sebesség között végeztem in vitro dialízist (11. 

ábra). Az áramlási sebesség növelése a kinyerési hányados folyamatos csökkenését 

eredményezte: 1,0 µl min-1 áramlás mellett utóbbi 62,7%, 20 µl min-1 áramlási sebesség 

alkalmazásakor már csak 9,03% volt. A kinyerési hányados csökkenése az áramlási 

sebesség változásával exponenciális összefüggést mutatott (R2=0,9516). A további in vitro 

és in vivo vizsgálatokat 2,0 µl min-1 áramlási sebesség mellett végeztem (a kinyerési 

hányados ennél 55,50±5,49 % volt). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11. ábra: A dializáló oldat áramlási sebessége és a TDG kinyerési hányadosa közötti 
összefüggés. 
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Az in vivo előkísérletek során 5,0 µl SM bőrfelszínre történő felvitelét követően a 

cseppet üveglappal fedtem. Az expozíció időtartama 30 perc volt. A TDG minden 

frakcióban megjelent; az adatok frakciónként vett átlagából felvett koncentráció-profil 120 

percig folyamatos emelkedést, majd exponenciális csökkenést mutatott (maximális 

koncentráció: 26,28 nmol ml-1). Az idő függvényében ábrázolt TDG koncentráció 

értékekre görbeillesztés volt lehetséges az 

 

 y = 74,2 x e-0,007 x t – 148,8 x e-0,0286 x t (6) 

 

egyenlet szerint (7.,12. ábra). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12. ábra: Az in vivo előkísérletek során, 5,0 µl SM felvitelét követően kapott TDG 
koncentráció-profil (n=3). 
 
 

Következő lépésként retrodialízis módszerével meghatároztam a TDG in vivo 

kinyerési hányadosát. A kísérletek során használt mikrodialízis beállításokat a 7.d ábra 

mutatja, a kísérleti adatokat a IX. táblázatban foglaltam össze. A TDG in vivo subcutan 

átlagos kinyerési hányadosa a használt katéter-típusra vonatkozóan 54,1±7,2 % volt. 
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IX. táblázat: A vizsgálatok során használt CMA-20 (1 cm, 20 kDa) mikrodialízis katéter 
tiodiglikolra vonatkozó in vivo kinyerési hányadosának meghatározása retrodialízis 
módszerrel. Minden kísérlet (A-E) során 3 leadási vizsgálatot végeztem. TDG: tiodiglikol; 
RR%: a tiodiglikolra vonatkozó kinyerési hányados; SD: standard deviáció. 
 

kísérlet kód leadási 
vizsgálat RR%  átlagos RR% 

(±SD) 
     

A/1 42,3 

A/2 47,9 A 

A/3 46,8 

 
 
 45,7 

B/1 54,9 

B/2 55,8 B 

B/3 58,0 

 

56,2 

C/1 59,8 

C/2 62,5 C 

C/3 52,1 

 

58,1 

D/1 48,2 

D/2 48,2 D 

D/3 47,4 

 
47,9 

 

E/1 62,1 

E/2 64,7 E 

E/3 61,6 

 

62,8 

 

54,1±7,2 

 

 

3.3 A bőrfelszínre felvitt kénmustár felszívódásának idő- és dózisfüggése 

 

A TDG subcutan koncentrációjának alakulását 1,0 – 5,0 µl SM dózis felvitelét követően 

vizsgáltam. A bőrfelszínre juttatott cseppet műanyag kupakkal fedtem, az expozíciót 360 

percig tartottam fenn. Az egyes térfogatok alkalmazásakor kapott TDG koncentráció-

profilokat a 13.a-d. ábra mutatja. 

1,0 µl SM felvitelekor a kísérletek 50 %-ában, 2,0 µl alkalmazása után az esetek 

86%-ában mutattam ki TDG-t a méreg felvitelét követően vett első (0-20 min) 

dializátumban. A vegyület az ezt követően vett mintákban kivétel nélkül jelen volt. 3,0 és 

5,0 µl SM felvitelekor minden frakció tartalmazott TDG-t. 
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13. ábra: (a) 1,0; (b) 2,0; (c) 3,0; és (d) 5,0 µl SM bőrfelszínre történő felvitelét követően 
kapott tiodiglikol koncentráció-profilok. Az azonos szimbólumok minden dózis esetében 
egy-egy állatkísérletet jelölnek. Az ordináta skálázása ábránként különböző. 
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Az egyes mintavételi intervallumokban (0-20 min, 20-40 min stb.) kapott TDG 

koncentráció-értékeket minden SM-dózis esetében átlagoltam, majd az átlagos értékeket az 

idő függvényében ábrázoltam (14. ábra). Az átlagos koncentráció-értékek alakulása az 

expozíciós időtartam alatt dózisonként eltérő volt. Az első időszakot minden dózis 

esetében a koncentrációk gyors emelkedése jellemezte, amely 1,0 µl SM alkalmazásakor 

100 percnél, 2,0 µl SM felvitele után pedig 160 percnél ért el maximumot. Ezt követően a 

TDG koncentráció a mintavételi időszak végéig 1,0 µl SM dózisnál a maximális érték 

50%-ára,   2,0 µl SM felvitele után a maximum 84%-ára esett vissza. 1,0 µl SM felvitelét 

követően a koncentráció-csökkenés 100 és 360 perc között monoton volt, 2,0 µl SM 

felvitele után viszont – a 160-200 min közötti időszakban tapasztalt csökkenést követően – 

200 és 360 perc között konstans átlagos értéket kaptam. 3,0 és 5,0 µl SM alkalmazásakor 

az átlagos koncentráció-értékek és azok szórásai jelentős hasonlóságot mutattak. Mindkét 

profil esetében az első időszakot gyorsan emelkedő TDG koncentráció jellemezte, majd a 

növekedés lelassult. A legnagyobb értékeket (157,12 ill. 183,03 nmol ml-1) a 340-360 perc 

között gyűjtött dializátumokban kaptam. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
14. ábra: 360 perces átlagos TDG koncentráció-profilok 1,0-5,0 µl SM felvitelét 
követően. 
 
 

Az SM dózis és a subcutisban megjelenő TDG-mennyiség között a TDG 

koncentráció-profilok elemzésével kapott maximális koncentráció (cmax), a maximális 

koncentráció eléréséhez szükséges idő (tmax;0-360), az első mintában mérhető koncentráció    
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(c0-20), a 0-60. perc között számított görbe alatti terület (AUC0-60), valamint a görbe alatti 

terület (AUC) átlagos értékeinek vizsgálatával kerestem összefüggést. Az SM dózis 

emelésekor 1,0-3,0 µl tartományban mindegyik paraméter monoton nőtt (15.a-e ábra). A 

cmax (R2=0,9999), az AUC0-60 (R2=0,9826) és az AUC (R2=0,9992) esetében szignifikáns 

lineáris korrelációt tapasztaltam a fenti dózistartományban az SM mennyisége és a kapott 

értékek között (15.b,d és e ábra). A 3,0 és 5,0 µl SM felvitele esetében kapott értékek 

minden paraméter esetében közeli egyezést mutattak. 
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15. ábra: 360 perces TDG koncentráció-profilokból számított (a) c0-20 és (b) cmax és        
(c) tmax;0-360 értékek 1,0-5,0 µl SM, illetve 4,0 µl TDG felvitelét követően. 
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15. ábra (folyt.): 360 perces TDG koncentráció-profilokból számított (d) AUC0-60 és          
(e) AUC értékek 1,0-5,0 µl SM, illetve 4,0 µl TDG felvitelét követően. 
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3.4 A kénmustár bőrfelszínről történő felszívódása következtében kialakuló 

szöveti morfológiai elváltozások 

 

Az SM dózis és a bőrben fellépő szöveti károsodás közötti összefüggést az exponált 

területekről készült szövettani metszetek mikroszkópos vizsgálatával elemeztem. A 

kontroll mintáról készült felvételen az epidermis, a dermis, a hypodermis, valamint a 

subcutan fascia homogén szerkezetű volt és markáns határok mentén elkülönült. 

Gyulladásra utaló elváltozások nem voltak láthatók, és a bőrben patológiás körülmények 

között megjelenő sejtek sem voltak kimutathatók. Az átlagos távolság a bőrfelszín és a 

subcutan fascia között 0,7 mm volt (16.a ábra). 

1,0 µl SM felvitele után ödémás beszűrődés jelent meg a dermisben és a 

hypodermisben, amely a subcutan fascia alá terjedt. E rétegek fellazultak, vastagságuk 

megnőtt, a bőrfelszín és a subcutan fascia közötti távolság a 2 mm-t is elérte. A dermis és a 

subcutan zsírréteg közötti határ elmosódott, és a rétegek több ponton egymásba csúsztak. A 

subcutan fasciában számos ponton rések keletkeztek. A dermisben – és kisebb mértékben 

az epidermisben – heterofil granulociták infiltrációja volt látható (16.b ábra). 

2,0 µl SM alkalmazását követően ugyanezek az elváltozások súlyosabb formában 

jelentek meg. A bőrfelszín és a subcutan fascia közötti távolság nem nőtt, azonban a 

dermis és a subcutan zsírszövet teljesen összeolvadt. A subcutan fascia felszakadozott, 

helyenként eltűnt (16.c ábra). 

3,0 µl SM alkalmazásakor a dermis és a subcutan zsírszövet elfolyósodó nekrózisa 

volt megfigyelhető, ezek a rétegek, továbbá a subcutan fascia gyakorlatilag eltűntek. 

Emellett a peritoneális vázizom felszíni rostjainak felszakadozása volt megfigyelhető. 

5,0 µl SM felvitele után a szövettani kép ettől jelentős eltérést nem mutatott, azonban az 

érintett terület kiterjedtebb volt (16.d,e ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Karvaly G: A kénmustár bőrfelszínről történő penetrációjának vizsgálata in vivo mikrodialízis modell segítségével 

 45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
16. ábra: Patkány bőrének a felviteli pontot és környezetét megjelenítő szövettani 
metszete az SM felvitele után 24 órával. (a) kezeletlen bőr; (b) 1,0 µl SM; (c) 2,0 µl SM; 
(d) 3,0 µl SM; (e) 5,0 µl SM. Hematoxilin-eozin festés, 40x nagyítás. 
 

3.5 Bőrfelszíni védőkészítmények hatékonyságának vizsgálata 

 

A modell segítségével három bőrfelszíni készítmény SM bőrbe jutására gyakorolt hatását 

teszteltem. A készítményeket – melyek közül kettőhöz hasonló összetételt korábban mások 

hatékonynak találtak [53,78], a harmadik pedig egy korábban hasonló céllal nem vizsgált, 

nanorészecskéket tartalmazó összetétel volt – előkezelés formájában vittem a bőrfelszínre. 

Az egyes védőkészítmények használatakor kapott egyedi TDG koncentráció-profilok 

a 17.a-c ábrán láthatók. A HP01 készítmény felvitelét követően a 0-20. perc között 
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gyűjtött dializátumokban öt eset közül háromban mutattam ki TDG-t. Az analit egy 

esetben a 20. perc, egy további esetben pedig a 40. perc után jelent meg. A HP02 

alkalmazásával végzett öt vizsgálat közül egy esetben mutattam ki TDG-t az első 20 

percben gyűjtött mintában, három esetben a 20-40. perc között vett frakcióban, míg egy 

esetben a vegyület csak 40 perc után jelent meg. A TDG mindkét készítmény 

használatakor kimutatható volt a kísérletek hátralevő részében nyert dializátumokban. A 

HP03 készítmény alkalmazásakor a TDG minden vizsgálatban megjelent az első 20 

percben vett frakciókban, és minden további dializátumban kimutatható mennyiségben 

jelen volt. 

A HP01 felvitelével végzett kísérletekben a kapott átlagos TDG koncentráció a         

160. percig emelkedett, majd a mintavételi időszak végére a maximális érték 85%-ára esett 

vissza. A HP02 készítménnyel történő előkezelést követően az átlagos értékek folyamatos 

növekedést mutattak. Az SM felvitele utáni 60. és 360. perc között az átlagos TDG 

koncentráció lineárisan, 0,13 nmol ml-1 min-1 meredekséggel emelkedett (R2=0,9944;          

18. ábra). A lineáris emelkedési trend e készítmény alkalmazásakor az egyedi 

koncentráció-profilokra is jellemző volt (17.b ábra). A HP03 készítmény felvitelét 

követően az átlagos koncentrációk alakulása a 2,0 µl SM előkezelés nélkül történő felvitele 

után kapott átlagérték-profillal közeli egyezést mutatott, különösen a mintavételi időszak 

második felében (19. ábra). 
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17. ábra: A hypodermisben mért TDG koncentrációk (a) HP01, (b) HP02, illetve (c) HP03 
készítményekkel végzett előkezelést, majd 2,0 µl SM felvitelét követően. 
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y = 0,1304x + 3,6451
R2 = 0,9944
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18. ábra. A HP02-vel történő előkezelést, majd 2,0 μl SM felvitelét követően a 60-360. 
perc között kapott átlagos subcutan TDG koncentráció értékekre illesztett egyenes. 
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19. ábra. TDG átlagos subcutan koncentrációjának alakulása bőrfelszíni védőkészít-
ményekkel történő előkezelés után. 
 

A HP03 készítmény alkalmazásakor egyik vizsgált érték esetében sem tapasztaltam 

szignifikáns csökkenést az előkezelés nélkül kapottakhoz képest. A HP01 és a HP02 

felvitele után ezzel szemben szignifikánsan alacsonyabb cmax, AUC0-60 és AUC értékeket 

kaptam, mint 2,0 µl SM előkezelés nélkül történő alkalmazásakor. A HP02 felvitele 

esetében kapott AUC0-60 az 1,0 µl SM előkezelés nélkül történő felvitelekor kapott 

értékhez képest is szignifikánsan alacsonyabb volt (20.a-e. ábra). 
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20. ábra. 360 perces subcutan TDG koncentráció-profilokból számított (a) cmax,               
(b) AUC0-60 és (c) AUC értékek védőkészítmények felvitelével végzett vizsgálatokban. 
Összehasonlításképpen feltüntetésre kerültek az 1,0 és 2,0 µl SM előkezelés nélküli 
felvitelét követően kapott értékek. A * szignifikáns eltérést jelöl a 2,0 µl SM felvitelekor, a 
‡ az 1,0 µl SM felvitelekor kapott értéktől (p<0,05). 
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3.6 Tiodiglikol kimutatása a hypodermisben bőrfelszínről történő felszívódását 

követően 

 

4,0 µl TDG bőrfelszínre történő juttatása után a vegyület az összes kísérletben, azok teljes 

időtartamában kimutatható volt a subcutan mikrodializátumokban. A koncentrációk az öt 

sikeres kísérlet mindegyikének kezdeti időszakában gyorsan emelkedtek; ezt követően 

három esetben platót értek el, egy esetben lassú emelkedést, egy esetben pedig némi 

csökkenést mutattak. Az átlagos maximális koncentráció 145,4±107,5 nmol ml-1, a cmax 

eléréshez szükséges idő 214±129 min volt. Az AUC0-60 értéke 3406±3074 nmol min ml-1, a 

teljes kísérleti időtartamra számított görbe alatti terület 36882±25292 nmol min ml-1 volt 

(15., 21., 22. ábra). 

A TDG felvitelével végzett kísérletek során a bőrben nem tapasztaltam morfológiai 

elváltozást. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

21. ábra. Subcutan TDG koncentrációk 4,0 µl TDG bőrfelszínre juttatása után. 

 

 
22. ábra: A subcutan TDG koncentrációk átlagértékeinek alakulása a mintavételi 
időszakban 4,0 µl TDG bőrfelszínre juttatása után (n=5). 
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4.  DISZKUSSZIÓ 
 

A bőrön keresztül történő felszívódás számos vegyi harcanyag szisztémás keringésbe 

kerülésének egyik módját jelenti. Hólyaghúzó vegyi harcanyagok, így az SM bőrbe 

jutásának azonban sajátos és sokszor legfontosabb következménye, hogy rendkívül súlyos, 

égési sérüléshez hasonló helyi elváltozások alakulnak ki. Az SM bejutását megakadályozó 

bőrvédő szerek hatékonyságának vizsgálatára korábban kidolgozott in vivo módszerek 

legnagyobbrészt a szöveti válasszal összefüggő biológiai értékek számszerűsítésén 

alapulnak. A biológiai paraméterek számszerűsítését magukban foglaló vizsgálatoknak 

több korlátja van: amellett, hogy reprodukálhatóságuk az egyedek biológiai eltérései miatt 

olykor kétséges, kiértékelésük során nemegyszer szubjektív módszereket alkalmaznak, 

aminek hitelessége nehezen ellenőrizhető. További problémát jelent, hogy egy kísérletből 

legtöbbször kevés adat nyerhető. Mindezek miatt a vizsgálatok során nagy számú állatra 

van szükség, az eredmények extrapolációjára az alkalmazott dózistartományon kívül, 

illetve a különböző fajok között pedig még így sincs lehetőség. 

Munkám során célom egy in vivo vizsgálati modell kifejlesztése volt, amely alkalmas 

a kénmustár bőrön keresztül történő felszívódásának vizsgálatára, valamint az azt 

megakadályozó bőrvédő készítmények hatékonyságának meghatározására és 

összehasonlítására. A modell elvi alapját az a jelenség képezi, hogy a bőrbe bejutó 

kénmustár mennyiség egy része tiodiglikollá alakul át (5. ábra). A TDG a bőrben 

expozíció hiányában nem mutatható ki, ezért jelenléte a bőr rétegeiben – így a 

hypodermisben – az SM bejutásának közvetlen bizonyítéka. A hypodermis extracellularis 

terében folytatott dialízissel nyert mintákban a keletkező TDG megjelenik. Hipotézisem 

az volt, hogy a penetráló SM mennyiség és a TDG koncentrációkból számítható értékek 

között olyan összefüggések tárhatók fel, melyek a bőrvédő készítmények által nyújtott 

védő hatás minőségének és mértékének meghatározására, összehasonlítására adnak 

lehetőséget. 

Korábban az SM, illetve a TDG szöveteltávolítást nem igénylő helyi, specifikus 

kémiai detektálásán alapuló in vivo modellről nem számoltak be. Az értekezésem tárgyát 

képező vizsgálati módszer alkalmasnak bizonyult az SM bőrfelszínről történő 

penetrációjának helyi vizsgálatára hidrolízis terméke subcutan extracellularis 

koncentrációjának tartós, specifikus követése révén. Az eljárás – más, hasonló adatok 

kinyerését célzó módszerekhez képest is – kisszámú állat felhasználását igényli. 
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Kísérleteim egy részében a szöveti válasz eredményes vizsgálatára is sor került, ami felveti 

a modell mások által kifejlesztett – morfológiai, biofizikai vagy klinikai értékelésen 

alapuló – eljárásaival történő kombinálásának lehetőségét. 

A kísérleteinkhez használt vándorpatkány (rattus norvegicus) bőrének rétegei 

számban és felépítésben azonosak az emberi bőr rétegeivel, továbbá közeli a hasonlóság a 

sejttípusok és kötőszöveti elemek között is. A vegyületek felszívódásának 

mechanizmusában azonban különbséget okoz, hogy a vándorpatkány legtöbb testtáján a 

szőrtüszők száma nagyságrendekkel nagyobb mint az embernél, ugyanakkor 

izzadtságmirigyek – melyek szerepét az SM felszívódásában többen feltételezték – a 

patkány bőrében nem találhatók [148,149]. A patkány bőre vastagságban jelentősen 

elmarad az emberi bőrtől: a háton és a hason a bőrfelszíntől a hypodermis aljáig mérhető 

átlagos távolság kb. 20-40 %-a az emberi bőr esetében mérhetőnek, míg a penetrációt 

leghatékonyabban akadályozó s. corneum az embernél mért vastagság 25-50 %-át éri el 

[59]. A patkányok epidermisét 1-2 sejtsor alkotja, vastagsága ezért nem haladja meg a 25 

µm-t [148,150]. Az élő epidermis sejtjeinek lipidösszetétele eltér az emberi hámrétegtől, 

többek között három-hatszoros mennyiségben tartalmaz apoláris lipideket [151]. A 

bemutatott különbségek alátámasztják a megfigyelést, hogy számos anyag felszívódásának 

sebessége jelentősen nagyobb a patkány bőrén keresztül [56,148,150]. Ugyanezért azonban 

a modell nagy érzékenységű vizsgálati környezetnek tekinthető a bőrvédő készítmények 

hatékonyságának igazolásához [152]. 

A kísérleti eljárás alapját az a jelenség képezte, hogy az SM csepp és a víz 

határfelületén gyors hidrolízis játszódik le. Cohen korábbi, Papirmeister és mtsai által 

közzétett vizsgálatainak eredménye szerint az SM féléletideje vízben, 37,4 °C-on 2,6 perc 

[42]. E reakció legnagyobb mennyiségben képződő végterméke a TDG, egy vízben jól 

oldódó, atoxikus vegyület [42]. A TDG képződése kénmustárból szöveti környezetben 

irreverzibilis folyamat, melynek lejátszódásához az epidermis és a dermis kedvező közeget 

nyújtanak [59]. Chilcott és mtsai emberi epidermis membránnal végzett in vitro 

vizsgálataikban SM felvitelét követően találtak TDG-t az epidermisben [98]. Black és 

mtsai 318 µg (kb. 250 nl) SM patkányok bőrére történő felvitele után gyűjtött vizelet-

mintákban 8 napig mutattak ki – nagyrészt oxidációs terméke, illetve konjugátumok 

formájában – TDG-t; a legnagyobb ürített mennyiséget pedig 0-6 óra között mérték [153]. 

Vizsgálataim alátámasztották, hogy a TDG az SM felvitelét követően perceken belül 

megjelenik a szervezetben. 

Bár a TDG különböző mátrixokból történő kimutatására korábban több korszerű 
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módszert leírtak, ezek nem voltak alkalmazhatók a vegyület mikrodializátumokban történő 

meghatározására. Első lépésként ezért erre alkalmas mérési eljárást dolgoztam ki, mellyel 

szemben az alábbi igények merültek fel: (1) fontos volt, hogy a mikrodializátumok 

méréshez történő előkészítése kis mintatérfogattal végrehajtható legyen; (2) célom volt 

kísérletenként a lehető legtöbb frakció gyűjtése (azaz a mintavételi időszak minél rövidebb 

frakciógyűjtési intervallumokra történő felosztása), ezért szükség volt nagy 

áteresztőképességű eljárás kidolgozására; (3) várható volt, hogy a TDG alacsony 

koncentrációban lesz jelen több mintában, ezért fontos volt a nagy detektálási érzékenység; 

(4) fontos szempont volt a költséghatékonyság. 

 A gyűjtött mikrodializátumok a vizsgált szövet extracelluláris folyadékában található 

kis molekulatömegű vegyületeket és szervetlen ionokat tartalmazták. Ezek számottevő 

mennyisége miatt célszerűnek találtam az elválasztást is magában foglaló mérési módszer 

alkalmazását. Az elválasztást gázkromatográffal oldottam meg, amely a TDG koncentráció 

biológiai mintákban történő mérésekor egyik leggyakrabban használt elválasztási technika 

[154]. A mennyiségi vizsgálatokat kísérő standard hozzáadásával végeztem. A TDP – a 

TDG nagyon hasonló kémiai és kromatográfiás tulajdonságokkal rendelkező homológja – 

erre a célra korábban alkalmasnak bizonyult a TDG gázkromatográffal kapcsolt 

tömegspektrométerrel (GC-MS) végzett meghatározása során [155]. A TDG a legtöbb 

gázkromatográfiás oszlopról aszimmetrikus csúccsal eluálódik, mivel két hidroxilcsoportja 

révén másodlagos kötést létesít az állófázisok anyagával. Illékonysága, kis 

molekulatömege és poláris karaktere miatt pedig alacsony polaritású állófázisokon 

gyakorlatilag nincs retenciója. Ezek a problémák kiküszöbölhetők, ha a TDG 

gázkromatográfiás kimutatását származékképzést követően végezzük. A származékképzés 

révén nagyobb molekulatömegű, illékony, ugyanakkor kevésbé poláris vegyület 

keletkezik, amely kedvező gázkromatográfiás tulajdonságokkal rendelkezik. 

A TDG származékképzésekor leggyakrabban szililezési és perfluoracilezési 

reakciókat alkalmaznak. A szililezési reakció (a TDG hidroxil-csoportjaiban levő 

hidrogénatom általában trimetilszilil- vagy terc-butildimetilszilil csoportra cserélődésével 

járó átalakítás) jól kromatografálható és érzékenyen kimutatható vegyület képződéséhez 

vezet. Hátránya azonban, hogy a reakció fűtött (40-80 °C-os) elegyben is lassan játszódik 

le (30-80 perc), a reakciótermék pedig nedvességre érzékeny [155,156]. Az egyébként igen 

korrozív szililezőszereket nagyobb mennyiségben tartalmazó minták mérése PFPD 

detektorral, az égő kamra anyagi tulajdonságai miatt, nem lehetséges [saját adat]. 

A TDG perfluoracilezőszerekkel lejátszódó észterezési reakciója szintén szimmetrikus 
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csúccsal eluálódó terméket eredményez. Az eljárás előnye, hogy a reakció enyhe 

körülmények között, gyorsan végbemegy [157]. A származékképző szer maradéka vízzel 

elbontható, és a képződő sav a vizes fázisba extrahálható. Vizsgálatainkban 

heptafluorvajsavanhidridet alkalmaztam, mivel a TDG-HFBA és TDP-HFBA a 

gázkromatográfiás mérések során megfelelő retenciós idővel, szimmetrikus csúcsként 

eluálódott. A származékképző szer és a TDG, illetve TDP közötti reakció benzolban, 

trietilamin jelenlétében, szobahőmérsékleten kb. 2 perc alatt lejátszódott. A benzol 

oldószerként történő alkalmazása mellett azért döntöttem, mert az a TDG megfelelő 

oldószerének bizonyult a vizsgált koncentráció-tartományban, egyben aprotikus 

oldószerként az acilezési reakció megfelelő közege volt [158,159]. További előnyt 

jelentett, hogy a minta az oldószercsere után kevés mátrix-komponenst tartalmazott. 

Apoláris oldószerrel végzett extrakcióval a TDG nem nyerhető ki megfelelő 

hatékonysággal testfolyadékokból, ezért vérből és vizeletből történő mennyiségi 

meghatározására korábbi vizsgálatokban szilárd fázisú extrakcióval megoldott tisztítást-

töményítést követően került sor [160]. A korábban leírt módszereknél a minták kiindulási 

térfogata a 100 µl-t meghaladta, ezért azok a mérési eljárással szemben támasztott 

igényeknek nem feleltek meg. Az általam kifejlesztett eljárásban csak a 

származékképzéshez szükséges vízbenzol oldószercserét hajtottam végre; a 

mátrixkomponensek zavaró hatását az elválasztást követően kénszelektív detektor 

alkalmazásával küszöböltem ki. 

Az elválasztáskor kapott – zavaró csúcsokat nem tartalmazó, megfelelő jel-zaj arány 

melletti kimutatást tükröző – kromatogramok révén gyors méréseket tudtam végezni. A 

mintákból a mérőrendszerbe kerülő mátrixkomponensek által okozott szennyezés 

kiküszöbölése céljából a csúcsok megjelenését követően a rendszert 250 °C-ra fűtöttem, és 

1 percig ezen a hőmérsékleten tartottam. 

A pulzáló lángfotometriás detektor szelektivitása és érzékenysége a hagyományos 

lángfotometriás detektorét két nagyságrenddel meghaladja, így hasonló koncentráció-

tartományban történő méréseket tett lehetővé, mint gázkromatográffal kapcsolt 

tömegspektrométerrel végzett meghatározások esetében [161]. A mérési pontosság 

növelése érdekében a kalibrációs egyenest viszonylag szűk koncentráció-tartományban 

vettem fel. A négyzetgyökvonással transzformált csúcsmagasságokkal felvett kalibrációs 

összefüggés linearitását az illesztett egyenes determinációs együtthatójának (R2) 1-hez 

közeli értéke, valamint a reziduálisok véletélenszerű eloszlása igazolta. 

Az analitikai módszer megbízhatóságát két méréssorozatban vizsgáltam. Elsőként a 
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kalibrációs összefüggés helyességét teszteltem benzolban készített TDG-oldatok 

analízisével. Ezekben az oldatokban – a kalibráló oldatokhoz hasonlóan – a 

származékképzési reakción kívül más műveletet nem hajtottam végre. A mért 

koncentrációk relatív eltérésének mértéke az elméleti értéktől elfogadható volt, mivel az 

nem haladta meg a kalibrációs összefüggés megállapításakor mért relatív szórások 

nagyságát. Következő lépésben a TDG vak kísérletek során gyűjtött dializátumokhoz 

történő hozzáadásával készült minták analízisével vizsgáltam, hogy a vízbenzol 

oldószercsere során – 10 µl minta térfogatból kiindulva – a TDG és TDP mennyiségének 

aránya megváltozik-e. A mért koncentrációk véletlenszerű eloszlást mutattak az elméleti 

érték alatt és felett, ami azt igazolta, hogy az oldószercsere nem torzította a mérési 

eredményeket. A mért koncentrációk relatív eltérése az elméleti értéktől nem haladta meg 

a benzolos oldatok esetében talált relatív eltéréseket, amiből az következett, hogy az 

oldószercsere a mérési hiba nagyságát sem befolyásolta jelentősen. Az eredmények alapján 

a módszer precizitását elfogadhatónak találtam. 

Összességében a fenti vizsgálatok elvégzésével igazolást nyert, hogy a kifejlesztett 

mérési metodika megbízhatóan alkalmazható a TDG mikrodializátumokban történő 

mennyiségi meghatározására a TDP kísérő standardként történő alkalmazásával. 

A modell fejlesztésének következő lépése a TDG mikrodialízissel történő 

kinyerésének tanulmányozása volt. A mikrodialízissel történő mintavétel során nem alakul 

ki az analit egyensúlyi koncentrációja az extracelluláris folyadék és a dializáló oldat 

között, utóbbi folyamatos áramlása miatt. Ezért a dializátumokban mért analit-

koncentráció az interstíciumban szabad formában lévő analit valódi töménységének adott 

hányada, amely az analit fizikai és kémiai tulajdonságaitól (molekulatömeg, 

termodinamikai aktivitás, vízoldékonyság, sav-bázis karakter, fehérjekötés mértéke); a 

mintavételi rendszer jellemzőitől (membrán anyaga, pórusmérete és felületének nagysága, 

a dializáló oldat összetétele és áramlási sebessége, a katéter geometriai jellemzői); 

valamint a vizsgált szövetre jellemző paraméterektől és folyamatoktól (örvénydiffúziós 

paraméterek, helyi véráramlás, szöveti metabolizmus) függ. Az analit koncentráció pontos 

becsléséhez ezért az adott szöveti körülmények között meg kell határozni az ún. kinyerési 

hányodost (RR%) [145]. Elsőként a dializáló oldat áramlási sebessége és a TDG kinyerési 

hányadosa közötti összefüggését vizsgáltam. A kinyerési hányados folyamatosan 

kevertetett, híg oldatban a közegben és a dializáló oldatban uralkodó hidrosztatikus 

nyomás állandósága esetén annak koncentrációjától és a diffúzió irányától nem, az 

áramlási sebességtől azonban függ [162]. Ezt a TDG-re vonatkozóan in vitro kísérletben 
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igazoltam. A kapott RR% értékek csekély szórása a kinyerés jó reprodukálhatóságát 

jelezte. Az analitikai módszer mintatérfogat-igénye, a tervezett kísérleti időtartam és az 

analitikai műszer mérési kapacitásának figyelembe vételével a 2,0 µl min-1 áramlási 

sebesség volt optimális. A TDG magas kinyerési hányadosa miatt a további vizsgálatokhoz 

ezt az áramlási sebességet választottam. 

Az in vitro kinyerési hányados jellemzően az in vivo érték legfeljebb két-

háromszorosa [145], ezért a fenti vizsgálatban kapott értékek arra utaltak, hogy az in vivo 

kísérletekben a TDG koncentráció subcutan mikrodialízissel, a kifejlesztett analitikai 

módszer segítségével követhető. Ezt a sejtést az in vivo kalibráció eredménye igazolta. 

In vivo kísérletek során győződtem meg arról, hogy a TDG az SM bőrfelszínről 

történő penetrációját követően subcutan mikrodializátumokban kimutatható. A 

kísérletekben nagy dózisban vittem fel a harcanyagot és a cseppet a felszívódás elősegítése 

érdekében üveglappal fedtem (ti. az üveg nem abszorbeálja az SM-et [163]). A kapott 

koncentráció-profilok és a görbeillesztés eredménye arra utaltak, hogy a TDG megjelenése 

összefüggésben áll az SM felszívódásával. 

Az SM bőrfelszínre jutó mennyisége és a TDG subcutan koncentrációjának alakulása 

közötti kapcsolatot 1-5 µl SM dózistartományban vizsgáltam. Az SM cseppet ezekben a 

kísérletekben műanyag kupakkal fedve gőztartályt létesítettem. Ezt a módszert gyakran 

alkalmazzák folyadékok és gőzök perkután abszorpciójának vizsgálatára [164]. Dalton és 

mtsai kimutatták, hogy az SM különböző gőztartályok légterében széles 

térfogattartományban, legfeljebb 2 perc alatt konstans koncentrációt ér el [165]. Erre az 

adatra támaszkodva az SM gőztartályon belüli egyensúlyi koncentrációjának kialakulását 

pillanatszerűnek tekintettem. 

E kísérletek során mindegyik kapott koncentráció-profilra jellemző volt, hogy (1) a 

TDG legtöbbször 20, de legfeljebb 40 percen belül megjelent és ezt követően a kísérlet 

végéig kimutatható maradt, bizonyítva, hogy a harcanyag rendkívül gyorsan eljut a mély 

rétegekig, és a bőrben gyorsan átalakul; (2) a kísérlet kezdeti szakaszában a koncentrációk 

emelkedtek, míg maximális értéket vagy platót értek el (esetleg az emelkedés a kísérlet 

végéig megmaradt: ez túlnyomóan 3,0 és 5,0 µl SM alkalmazásakor volt jellemző); 

valamint (3) a teljes mintavételi időszakot tekintve az adatok egy kísérleten belül látható 

trendet követtek. Ezek a megfigyelések arra engednek következtetni, hogy az SM 

felszívódását követően a TDG képződése azonnal megkezdődik, és meghatározott kinetika 

szerint alakul a bőrbe jutó SM mennyiségével összefüggésben. 

Az, hogy egy állatban két párhuzamos kísérlet kerülhetett végrehajtásra (7. ábra), 
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felvetette annak lehetőségét, hogy védőkészítményt csak az egyik, SM-et azonban mindkét 

ponton alkalmazva a készítmény hatékonyságát a két vizsgálatban kapott eredményekből 

kiindulva ítéljem meg. Ennek akkor lett volna jelentősége, ha az egyedek bőrének 

anatómiai különbségei a kísérleti adatok varianciáját számottevően befolyásolják. 

Vizsgálataim eredményei ezzel szemben azt mutatják, hogy az azonos állatban végzett 

kísérletek adatainak eltérése számos esetben nem volt kisebb, mint mikor azokat más 

állatokban kapott eredményekhez hasonlítottam. Az állatok saját maguk kontrolljaként 

történő alkalmazásának lehetőségét ezért elvetettem. 

Az SM dózis és a TDG koncentrációk közötti összefüggést modellfüggetlen 

toxikokinetikai jellemzők elemzésével vizsgáltam. Az átlagos TDG koncentráció-profilok 

alakja összhangban volt a dózis változásával: 1,0 és 2,0 µl SM felvitele után a görbék 100 

illetve 160 percnél maximumot adtak, míg 3,0 és 5,0 µl SM dózisnál folyamatos 

koncentráció-emelkedést észleltem. Utóbbi dózisok esetében a kapott átlagos koncent-

rációk és azok szórásainak nagy hasonlósága arra utal, hogy a TDG megjelenési sebessége 

a dializátumokban 3,0 µl SM felvitelekor statisztikusan eléri maximumát, így az ennél 

nagyobb dózisok alkalmazására a modell nem érzékeny. Bár a c0-20 érték nőtt a dózis 

emelésekor (3,0 µl-ig), a dózis és a c0-20 érték közötti összefüggés nem tükrözött egyenes 

arányosságot, ráadásul a különbség az 1,0 és 2,0 µl SM alkalmazásakor kapott értékekben 

csekély volt. 5,0 µl SM felvitelét követően, figyelemre méltó módon, a c0-20 még a 2,0 µl 

dózis esetében kapottnál is kisebb volt. Ennek okát nem tártam fel, ám lehetséges 

magyarázatnak tartom, hogy a vizsgálati rendszer ebben az időszakban még nem érte el az 

egyensúlyi állapotát. A tmax;0-360 szintén kis mértékben emelkedett a dózis növelésekor, 

azonban 2,0 és 5,0 µl felvitt térfogat között valódi emelkedésről nem beszélhetünk. A c0-20 

és tmax;0-360 értékeket ezért nem tartom megfelelő értékelési szempontnak. Az 1,0-3,0 µl SM 

dózistartományban kapott AUC0-60, AUC és cmax értékek közötti lineáris összefüggések 

azonban igazolták a penetráló SM és a subcutan TDG koncentrációk közötti kapcsolatot. 

Az összefüggések egyúttal arra engedtek következtetni, hogy a védőkészítmények 

vizsgálatához 2,0 µl SM dózis alkalmazása célszerű, mivel bőrfelszíni mennyiségének 

vagy felszívódási kinetikájának megváltozására ez a vizsgálati eljárás érzékeny. 

A különböző kísérletek során azonos időintervallumban kapott értékek jelentős 

eltéréseket mutattak, és az egyes koncentráció-profilok alakja is sokszor különböző volt. 

Az azonos időintervallumban kapott koncentrációértékek közötti különbség hátterében 

elméletileg számos jelenség állhat, összefüggésben (a) az SM tisztaságával, 

hőmérsékletével, (b) az SM-csepp felvitelének módszerével, (c) a bőr anatómiai 
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sajátosságaival, (d) a mintavételi módszerrel, (e) az SM és a bőrelemek interakciója 

következtében megváltozó fizikai, kémiai, élettani környezettel, végül (f) a 

mintaelőkészítési és mérési körülményekkel. A kísérletek tervezésekor törekedtem az 

eljárások reprodukálhatóságának biztosítására, egyes tényezők reprodukálhatóságát pedig 

elővizsgálatok során meghatároztam. 

A felviteli módszer megfelelő reprodukálhatóságát az eljárások gondos 

megtervezésével és végrehajtásával biztosítottam. Feltételezésem szerint a tapasztalt 

eltérésekhez hozzájárulhattak a bőrön a borotválás során ejtett mikrosérülések, ezt azonban 

részletesen nem vizsgáltam. 

A bőr anatómiai sajátosságaiban egyedenként, sőt akár felviteli pontonként jelentős 

változatosság mutatkozhat. A s. corneum a borotválás során a szövettani metszetek 

tanúsága szerint legnagyobbrészt eltávolításra került, ezért ez a réteg nagyon csekély 

mértékben játszhatott szerepet a felszívódásban. Az élő bőrkomponensek (elsősorban a 

hypodermis) vastagságában fennálló eltérések azonban különbségeket eredményeznek a 

kinetikai kompartmentek méretében, illetve a bőrfelszín és a katéter közötti diffúziós 

távolságban (a katéter minden esetben a hypodermis és a subcutan fascia határán 

helyezkedett el). Eltérés lehet még az adott területen található szőrtüszők számában, 

valamint a bőr perfúziós statusában. Utóbbi jelentősége kiemelkedő, mivel a penetráló SM 

eltávolításában a keringés döntő szerepet játszik [61]. Ismert, hogy a ketamin-anaesthesia, 

az SM penetrációja és a mikrodialízis katéter bevezetése egyaránt hatással van a helyi 

cirkulációra [108,166,167]. Riviere és Williams felhívják a figyelmet arra, hogy a bőr 

véráramlásának szabályozása más szerveknél összetettebb módon történik, annak 

termoregulációs funkciója miatt. A testhőmérséklet állandó értéken tartása a bőr teljes 

véráramlásának szabályozásával, továbbá a vér és a szövetek közötti anyagáramlást 

biztosító („cserélő”) kapillárisok és a bőrben nagy számban megtalálható shunt-

kapillárisok véráramlásának folyamatos újraszabályozásával történik. A vegyületek által 

megtett diffúziós távolság így nehezen reprodukálható [168]. Megoldás lehet a „cserélő” 

kapillárisok véráramlásának folyamatos monitorozása és annak figyelembe vétele a mérési 

eredmények kiértékelésekor, erre azonban vizsgálataimban nem tértem ki. 

Az észlelt különbségekhez hozzájárulhatnak a mintavételi módszerrel kapcsolatos 

technikai sajátosságok is, melyek közül két, in vivo mikrodialízis vizsgálatok során 

nehezen elkerülhető jelenséget tartok fontosnak kiemelni. Közülük az első a bőrben 

nyugvó katéter eltömődésének lehetősége, ami a bevezetés eredményeként fellépő, vagy az 

SM által kiváltott szöveti válasz során következhet be. Az eltömődést szöveti elemek, 
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vándorló sejtek és az extracelluláris térbe kerülő fehérjék okozhatják reverzibilis vagy 

irreverzibilis módon. A katéterek in vitro utóvizsgálatának célja utóbbi meghatározása volt, 

a reverzibilis eltömődés viszont nem ellenőrizhető megbízhatóan. A másik gyakran fellépő 

probléma, hogy a katéter bevezetésekor, az annak mentén fellépő enyhe vérzés után 

hematoma marad vissza. Az inzerciós pontnál látható volt elhanyagolható mértékű vérzés, 

ez azonban legfeljebb 15 perc után megszűnt. Hematoma a katéter körül jelent meg, és 

legfeljebb 60 perc alatt felszívódott. 

Korábbi vizsgálatokban azt találták, hogy a patkányok bőrében az élettani viszonyok 

30 perc alatt helyreállnak [169] Vizsgálataim végén (a katéter bevezetése után 440 perccel) 

készült szövettani metszetek egy esetben sem mutattak a katéter körül vérömlenyt, azonban 

neutrofil infiltrációt igen. Ault és mtsai vizsgálataiban lymphocyták csak a bevezetést 

követő 6. óra végén jelentek meg a katéter környezetében, jelenlétük azonban legalább 

további 18 órán át nem befolyásolta az általuk vizsgált vegyület (5-fluoruracil) kinyerési 

hányadosát [125]. A kialakuló szöveti válasz és a kinyerési hányados összefüggésének 

tisztázása mindamellett további vizsgálatokat igényel. 

Az SM bejutása intenzív szöveti választ vált ki, aminek során a keletkező ödéma 

miatt megváltozik a szöveti hidrosztatikai nyomás, kedvezőbbé válnak az SM 

hidrolízisének feltételei, ugyanakkor megnő a diffúziós úthossz és számolni kell a hígulás 

és a szöveti diffúziós nyomás hatásával is. 

Hozzájárul a vizsgálatok eredményei közötti eltérésekhez a mintaelőkészítési és 

mérési bizonytalanság is, amely fentebb részletes vizsgálatra és tárgyalásra került. 

Az eredményekben tapasztalt jelentősebb különbségek fellépése az SM bőrfelszínről 

történő felszívódásával kapcsolatban másoktól származó megfigyelésekkel is 

egybehangzó. Papirmeister és mtsai a mélyebb bőrrétegeket elérő SM mennyiségben – 

azonos dózis alkalmazása estén is – nagy eltéréseket figyeltek meg [62], ami a képződő 

TDG mennyiségében is szükségszerűen tükröződik. Riviere és mtsai 14C-vel jelölt SM-mel 

végzett kísérleteikben szintén jelentős szórást figyeltek meg az észlelt radioaktivitás 

intenzitásában [60,170]. Ezek a megfigyelések alátámasztják, hogy a katéter környezetében 

keletkező TDG mennyiségében egyedenként jelentős eltérésekkel kell számolni. 

TDG bőrfelszínre történő felvitelével végzett kísérleteim eredményei azt igazolták, 

hogy a felszínesebb bőrrétegekben képződő analit egy része a katéter környezetébe eljut. A 

kapott görbék alakja ezekben a kísérletekben egymással nagyobb egyezést mutatott, ami        

– kiemelve a gyors felfutást követően a mintavételi időszak végéig tartó, platót elérő vagy 

azt megközelítő szakaszt – a szabályozott hatóanyagleadási rendszerek bőrfelszíni 
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alkalmazásakor kapott telítési görbékhez volt hasonló. A hasonlóság – tekintve, hogy a 

TDG csepp a bőrfelszínen a kísérleti időszak végén minden esetben látható volt – 

feltételezésem szerint valódi. Mindazonáltal az egyes kísérletekben kapott cmax és AUC 

értékekben megfigyelt jelentős különbségek azt jelzik, hogy a TDG kinetikai 

tulajdonságait leíró paraméterek és konstansok a bőrben szintén jelentős eltéréseket 

mutathatnak. Ez a jelenség legalábbis részben a kísérleti módszerrel függ össze. Ezt 

támasztja alá, hogy Benfeldt és mtsai szalicilsavval végzett vizsgálataikban hasonló 

megfigyeléseket közöltek [120].
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23. ábra: A kifejlesztett vizsgálati modell elvi vázlata. 
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A módszerfejlesztés utolsó lépéseként azt vizsgáltam, hogy a modell alkalmas-e 

bőrfelszíni készítmények hatékonyságának megítélésére. A készítmények kiválasztásakor 

célom olyan összetételek kipróbálása volt, melyek komponenseinek hatékonyságát korábbi 

vizsgálatokban igazolták. A HP01 több olyan összetevőt is tartalmaz, amellyel az SM 

biológiai rendszerekben reakcióba lép, annak detoxifikálást eredményezve; hatékonyságát 

az SM elleni védelem céljából mindazonáltal nem vizsgálták korábban. A HP02 

perfluorpropilénoxid lineáris polimerjeinek elegye, melyet több, az SM-mel szemben 

hatékony fizikai barriert képező összetétel tartalmazott [79]. A HP03 készítmény hasonló a 

Kenar és mtsai által kipróbált védőszerhez, mely a bőrben az SM által kiváltott 

fekélyesedést hatékonyan csökkentette [78]. Az általuk közölt összetételben is szereplő 

cink-oxid nanorészecske formájában PFPE/PTFE alapú összetételek komponenseként is 

ismert [83]. 

A HP03-mal történő előkezelés egyik vizsgált jellemző szignifikáns csökkenését sem 

eredményezte. Nem volt változás az egyedi és átlagos TDG koncentráció-profilok 

lefutásában sem. Ennek lehetséges magyarázata az, hogy a cink-oxid csak akkor 

adszorbeálja hatékonyan az SM-et, ha nanoméretű szemcsék formájában van a 

készítményben diszpergálva. 

HP02 felvitelével végzett kísérleteim során az AUC, AUC0-60 és cmax szignifikáns 

csökkenése a polimerelegy mások [53,79] által megállapított hatékonyságát igazolta. A 

HP02 a TDG megjelenését a dializátumokban számottevően, a kipróbált készítmények 

közül egyedüliként késleltette. A TDG koncentráció-profilok reprodukálható, folyamatos 

emelkedése, valamint az átlagos koncentráció-értékek 60. és 360. perc között nulladrendű 

kinetika szerint történő növekedése szabályozott SM-leadásra utal. A HP02 az SM 

felszívódási sebességét a teljes mintavételi időszakban jelentősen mérsékelte, azonban az 

AUC0-60 csökkenése – a TDG késleltetett megjelenésével összhangban – különösen 

markáns volt. Az eredmények alátámasztják, hogy a HP02 és az SM között kémiai reakció 

nem játszódik le. 

A HP01 készítménnyel végzett vizsgálatok során a TDG öt elvégzett kísérlet közül 

háromban az első (a másik két alkalommal pedig a 20-40. perc között gyűjtött) 

dializátumokban már kimutatható volt, a készítmény tehát az SM felszívódását nem 

késleltette. Az egyedi és átlagos koncentráció-profilok lefutása az 1,0 és 2,0 µl SM 

felvitele után kapott profilokéhoz hasonlóan alakult, ami azt jelzi, hogy a készítmény 

jelenléte a felszívódás kinetikájára más módon sem volt hatással. Az AUC, AUC0-60 és cmax 

szignifikáns, hasonló (57,5%; 51,7% és 60,6% mértékű) csökkenése mindazonáltal arra 
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enged következtetni, hogy számottevően kevesebb SM jutott be, mint 2,0 µl SM előkezelés 

nélkül történő felvitele esetében. Összefoglalva, az eredmények azt mutatják, hogy a HP01 

reaktív komponensei az SM egy részét annak bőrfelszínnel történő érintkezése előtt 

elbontották, azonban a készítmény fizikai barriert nem képezett. 

Az eredmények azt igazolják, hogy a modell alkalmas annak kimutatására, ha egy 

készítmény az SM bőrfelszínről történő felszívódását mérsékeli. Az AUC0-60, az AUC és a 

cmax változásának vizsgálata lehetővé teszi, hogy megjósoljuk a készítmény 

hatásmechanizmusát. Tapasztalatom szerint a kénmustár s. corneumtól történő fizikai 

elszigetelése a felszívódás kinetikáját megváltoztatja. Amíg a védőrétegen az SM át nem 

hatol, TDG nem jelenik meg a dializátumban, ezért elsősorban az AUC0-60 értékében 

várható jelentős csökkenés. Ezzel szemben a harcanyagot hatékonyan detoxifikáló 

összetételek várhatóan mindhárom paramétert hasonló mértékben csökkentik, míg a 

felszívódás kinetikája nem feltétlenül változik meg. A HP01 és HP02 készítmények 

felvitelét követően kapott görbék alakulásából – a mások által javasoltakkal összhangban – 

végül az is következik, hogy a legnagyobb fokú védelmet fizikai és kémiai úton ható 

összetevőket egyaránt tartalmazó készítmények biztosíthatják. 
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5. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 
 

1. Kísérleti munkám során in vitro és in vivo kísérletekkel optimalizáltam a 

mikrodialízis technikát a patkány bőr subcutan szöveti tér vizsgálatára. 

 

2. Mikroanalitikai módszert dolgoztam ki a kénmustár perkután penetrációjának 

jellemzésére alkalmas specifikus analit, a tiodiglikol vizes fázisból történő 

kimutatására. 

 

3. Együttműködésben végzett szövettani vizsgálattal jellemeztem a kénmustár 

patkánybőrre gyakorolt hatását.  

 

4. In vivo altatott patkány modellen, mikrodialízis segítségével vizsgáltam a 

kénmustár perkután penetrációját az idő és a koncentráció függvényében. 

Félkvantitatív összefüggéseket tártam fel a bőrfelszínre felvitt kénmustár 

mennyisége és a subcutan tiodiglikol koncentráció-idő görbékből számítható 

toxikokinetikai jellemzők között. Igazoltam, hogy a kifejlesztett modell alkalmas a 

kénmustár bőrfelszínről történő felszívódását megakadályozó profilaktikus 

készítmények vizsgálatára. 

 

5. Egy korábban kénmustár elleni védelemre nem alkalmazott, nanorészecskéket és 

antioxidánsokat tartalmazó bőrvédő készítményről igazoltam, hogy – feltehetően 

kémiai kölcsönhatás révén – akadályozza a kénmustár bőrfelszínről történő 

felszívódását. 
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6. AZ ÉRTEKEZÉSBEN BEMUTATOTT EREDMÉNYEK 

FELHASZNÁLÁSÁRA VONATKOZÓ AJÁNLÁSOK 
 

Javaslom a kifejlesztett kémiai analitikai módszer alkalmazását: 

 

 tiodiglikol csekély (akár 15 µl) térfogatú biológiai mintákban (mikrodializátumok, 

vér, vizelet, nyál, szöveti extracelluláris folyadék) történő mennyiségi 

meghatározására kénmustárral szembeni expozíció igazolása céljából; 

 egyéb mustár típusú hólyaghúzó vegyületek hidrolízis termékeinek 

mikrodializátumokból és egyéb, csekély (akár 15 µl) térfogatú biológiai mintákból 

történő mennyiségi meghatározására a mustár típusú hólyaghúzó vegyületekkel 

szembeni expozíció igazolása céljából. 

 

Javaslom a kifejlesztett állatkísérletes modell alkalmazását: 

 

 a kénmustár bőrfelszínről történő felszívódását megakadályozó védőkészítmények 

hatékonyságának in vivo vizsgálatára és összehasonlítására; 

 a kénmustár felszívódásának, valamint az azt meggátló védőkészítmények 

hatékonyságának többszempontú vizsgálatára a mások által kifejlesztett in vivo 

modellekkel történő kombináció révén; 

 mustár típusú hólyaghúzó vegyületek bőrfelszínről történő felszívódásának, 

valamint az azt megakadályozó védőkészítmények hatékonyságának vizsgálatára 

hidrolízis termékeik subcutan extracelluláris koncentrációjának monitorozása 

révén; 

 egyéb vegyi harcanyagok bőrfelszínről történő felszívódásának, valamint az azt 

megakadályozó védőkészítmények hatékonyságának vizsgálatára alkalmas analit 

subcutan extracelluláris koncentrációjának monitorozása révén; 

 mérgek bőrfelszínről történő felszívódásának többszempontú vizsgálatához 

kifejlesztendő modellek részeként. 
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