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In vitro bérmodellek, mint a hatékony gyogyszerformulalas eszkozei

BAKONYI MONIKA!, BERKO SZILVIA!, BUDAI-SZUCS MARIA!, KOVACS ANITA!,
SPAITS TAMAS? SAMU GYONGYI? CSANYI ERZSEBET!

1Szegedi Tudomdnyegyetem, Gyogyszertechnologiai és Gyogyszerfeliigyeleti Intézet, Eotvds utca 6., 6720 Szeged,
2Egis Gyogyszergyar Zrt. Kormendi Gydregység, Matyas kir. u. 65., 9900 Kérmend

Summary

Bakonyi, M., BErk6, S., Bupai-Sztcs, M., KovAcs, A,
Speaits, T., Samu, G., CsAnyi, E.: In vitro skin models in
the optimization of skin formulations

Background: Transdermal drug delivery is assumed to have
a growing importance in drug development recently, thus it
is crucial to optimize the penetration properties of drug into/
through the skin. Most of the current developments rely on the
use of appropriate ex vivo animal or artificial models. However,
the limited availability of human skin and the increasing
restrictions in connection with animal testing encouraged the
search for suitable artificial skin models.

Method: For the review, we have searched the databases
of scientific and medical research to collect the available
publications about the in vitro skin models. Furthermore, we
overviewed the methods of the DataBase service on ALternative
Methods to animal experimentation (DB-ALM) database and
the guidelines of Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD).

Results: In wvitro skin models have advantages like
reproducibility, relatively low cost, easy storage, uncomplicated
handling, and they offer a possibility for rapid screening and
faster optimization of skin formulations. Furthermore, their
composition can be easily modified which allows studying
the relationship between certain pathological conditions and
barrier function. However, the limitations of these models are
needed to be taken into account.

Conclusion: This review attempts to provide an overview of
the most frequently used models, focusing on their limitations
and advantages. Accessibility, easiness of the application, cost
and the respective limitations have to be considered in order to
choose the most appropriate in vitro model for the particular
objective.

Keywords: in vitro models, human skin, animal skin,
topical formulations, skin therapy

Osszefoglalé

Bevezetés: A hatéanyag vivéanyagbol vald felszabaduldsdinak,
bérbe jutdsanak, illetve a bér, mint bioldégiai membrinon ke-
resztiili diffiiziojanak modellezése a topikdlis készitmények fej-
lesztéséhez nélkiilozhetetlen. Az utobbi években komoly torek-
vések folynak kiilonféle alternativ modellek kidolgozdsdra. Ez
alapvetd fontossdgii a humdn bor nehéz elérhetdsége és a vildg-
szerte novekvd dllatkisérletek elleni tiltakozdsok miatt. Ezért
célul tiztiik ki a borpenetriciot modellezd vizsgalé modszerek
szakirodalmi kutatdsat.

Modszerek: Az Osszefoglalé kozlemény megirdsahoz dtte-
kintettiik a rendelkezésre dllé tudomdnyos adatbdzisok témad-
ban megjelent publikdcidit, tovabbd az Eurdpai Bizottsig kere-
tében miikodd Kozos Kutatokozpont dltal elfogadott, publikus,
tényeken és jogi kivetelményeken alapulé DataBase service on
ALternative Methods to animal experimentation (DB-ALM)
modszerleirdsait és a Gazdasigi EQyiittmiikodési és Fejlesz-
tési Szervezet (Organisation for Economic Co-operation and
Development, OECD) irdnyelveit.

Eredmények: Altaldnossdgban az in vitro vizsgdlatokhoz
hasznalt modellek nagy elénye, hogy reprodukdlhaté eredmé-
nyeket biztositanak szemben a humdn béron keresztiil végzett
kisérletekkel, melyeknél igen nagy intra- és interindividudlis
eltéréseket kaphatunk. Emellett a mérési koriilmények kony-
nyen standardizdlhatok, igy né a reprodukdalhatésig. Tovdb-
ba konnyii kezelhetdségiik miatt gyors vizsgdlatokat tesznek
lehetové, iy alkalmasak nagy dteresztéképességii vizsgalatok
elvégzéséhez a gyogyszerfejlesztés korai szakaszdban. Elddlli-
tdsuk viszonylag egyszerii, és tulajdonsdgaik vdltoztatdisdval
az egy adott készitmény fejlesztését szolgdlo paraméter hatdsdt
kiilon vizsgalhatjuk, vagy akdr bizonyos patolégids dllapotok-
ra jellemzd tulajdonsigokat hozhatunk létre. Mindezek mellett
a mesterséges membrdanok tdroldsa egyszerti, nem igényel hii-
tést vagy tdrold oldatot. Hdtrdnyuk azonban, hogy még gon-
dos tervezés esetén sem tudjik biztositani az in vivo kériilmé-
nyeket.

Osszegzés: Ezen dsszefoglaléban bemutatjuk a hatéanyag
bevitel vizsgdlatdra alkalmas modelleket, beleértve a modellek
f6bb jellemzdit, elényeiket és korldtaikat, tovabbd néhdny nem-
zetkozi irdnyelv ismertetését.

Kulcszavak: in vitro modell, bérmodell, transzdermadlis
hatéanyagbevitel, szévettenyészet, topikdlis készitmény
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1. Bevezetés

A penetracios vizsgalatok tervezésében és kivite-
lezésében iranyado lehet az Eurdpai Bizottsag ke-
retében miikods Kozos Kutatokozpont (Joint Rese-
arch Centre — JRC) altal mtikddtetett DB-ALM
adatbazis (DataBase service on AlLternative
Methods to animal experimentation), amely olyan
jol definialt allatkisérleteket helyettesité modsze-
reket ir le, amelyek felhasznalhatok mind a
biomedicina teriiletén, mind a hat6sagi biztonsa-
gossag értékelésben.

Emellett, az in vitro kisérletek tervezéséhez ta-
maszt adhat az OECD TG 428 protokoll [1], mig
az in vivo modszerekre az OECD TG 427 iranyelv
[2] ad irdnymutatast. Az ugynevezett harmas
adatcsomag megkozelités” (Triple Pack approach)
szerint, a human kisérletek kivalthatok egy 1) in
vivo allat; 2) in vitro allat; és 3) in vitro human bér-
abszorpcios vizsgalat eredményébdl szamolt kor-
relacioval, igy a human kisérletek elvégzése nem
sziikséges (1. egyenlet) [3].

in vivo patkdny abszorpcid x in vitro humén abszorpcié
in vitro patkdny abszorpcic)

(1)

human in vivo abszorpcié =

A borpenetracios modelleket csoportositva, eld-
szOr a rekonstrualt human bdr ekvivalenseket,
azaz szOvettenyészeteket mutatjuk be, majd az al-
lati bérmodelleket, végiil pedig a mesterséges
membranokat, azokon beliil is az egyes kutatocso-
portok altal szintetizalt modelleket és a kereske-
delmi forgalomban elérhet6 membranokat (1.
dbra).

2. Rekonstrualt human bér ekvivalensek

A rekonstrualt human bor ekvivalenseket 3 cso-
portra oszthatjuk: egyikiik a rekonstrualt human
epidermisz (RHE), amely csak egyfajta sejttipust
tartalmaz, a human epidermiszt is felépitd
keratinocitat, igy szerkezete nem komplex. Masik
fajtajuk, a teljes bérmodell (FT = full thickness),
mely elhalt- és él6 epidermiszt, ill. dermiszt, vala-
mint mar fibroblasztokat is tartalmaz [4]. Szerke-
zetiik Osszetettebb, de a borfiiggelékek még ebbdl
a tipusbol is hidnyoznak [5]. Ezek mellett el6allit-
hatok komplex harom dimenzios szdvettenyésze-
tek, amelyeket még egyéb sejttipusokkal is kiegé-
szitettek, igy szerkezetiik jobban kozelit a human
boéréhez [4].

Az I. tabldzat a kiilonboz6 sejttipusokat tartal-
mazo szovettenyészetek alkalmazasat, eldnyét és
hatranyat foglalja dssze [6]

A rekonstrualt human epidermiszt haszndljak a
legszélesebb korben: alkalmazhaté bdrirritacio,
bdérroncsolddas, fototoxicitds, epidermadlis geno-
toxicitas, transzdermalis hatéanyagbevitel, bor ér-
zékenység és metabolizmus tesztekhez. El6nye,
hogy szamos elérhetd, validalt tipusa ismert, me-
lyek paraméterei sztenderdizaltak. Hatranya, hogy
barrier funkcidja szinte elhanyagolhaté a human
bérhoz viszonyitva [7, 8], emellett csak egyfajta
sejttipust tartalmaz, igy szerkezete nem komplex
és validalasa fOleg biztonsagossagi tesztekhez tor-
tént meg, nem penetracio vizsgalatokhoz.

A melanocitékat, azaz festéksejteket is tartalma-
z6 RHE-t fényérzékenység és pigmentacio vizsga-
latara hasznaljdk foleg a kozmetikai iparban, a

gyogyszerfejlesztésben nem

Bormodellek

Rekonstrualt
human bér

ekvivalensek

Allati
bormodellek

Mesterséges
membranok

elterjedt modell.

A teljes bér modelleket a
béron keresztiili penetracio,
illetve sebgydgyulas vizsga-
latara, emellett bakterialis ad-
hézid tanulmanyozasara
haszndljak. Elénye, hogy tu-
lajdonsagai meghatarozottak,
a kereskedelmi forgalomban
tobb modell is elérhetd példa-

Kutatécsoportok
altal szintetizalt
membranok

/

ul GraftSkin®, EpiDermFT® és
Pheninon®. Hatranya, hogy
elééllitasa koltséges és rovid
a sejtek életideje.

A teljes bér modelleket is

Kereskedelmi
forgalomban
kaphaté membranok

ki lehet egésziteni melano-

1. dbra: A bérmodellek csoportositdsa

citakkal, igy vizsgalhato se-
gitségiikkel a melanocita sti-
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I. tdbldzat
Szovettenyészetek fajtdi
Tipus Alkalmazhatdsag Elényok Hatranyok
RHE - bOrirritacio teszt - szamos elérhet¢, validalt - barrier funkcié hidnyos
- bérroncsolddas teszt modell alacsony komplexitds, nincs
- fototoxicitas - sztenderdizalt paraméterek | sejtek kozotti kommunikacio
- epidermalis genotoxicitas - csak biztonsagossagi
- transzdermalis hatéanyag tesztekhez optimalizaltak
bevitel
- bér érzékenység
- metabolizmus
RHE + melanocitak |- fényérzékenység - bér pigmentacio - gyogyszerfejlesztésben
- pigmentacio vizsgalata tanulmanyozasara nem meghatarozd (inkabb
sztenderdizalva kozmetologiai iparban)
FT modellek - perkutan abszorpcié - sztenderdizalt, - draga
- sebgydgyulas kereskedelmi forgalomban |- sejtek rovid életid6vel
- bakterialis adhézid elérheté modellek rendelkeznek
vizsgélata -jol hasznalhat6 a

sebgydgyulas modellezésére

FT+ melanocitak

- melanocita stimulalo fehér-
jék tanulmanyozasa

- vitiligo patogenezisében
szerepet jatszé faktorok
felderitése

- vitiligo kezelésére fejlesz-
tett gyogyszerek tesztelése
lehetséges

- melanogenezis kutatdsokra
alkalmas

- nincsenek elfogadott szab-
vanyok

FT+ Langerhans

- allergének meghatarozasa
- epidermalis Langerhans
sejtek érésének és mi-
graciojanak vizsgalata

- immunokompetens modell
a szenzitizacios potencial
meghatarozasara

- nem sztenderdizalt modell
- sejtvonalat haszndl (bon-
yolult tenyészés)

FT+ endotelialis
sejtek+ szubkutisz

- angiosztatikus terdpiak
vizsgalata

- zsir metabolizmus vizs-
galata

- meghatdrozhato a gyo-
gyszerek zsirszovetre és
angiogenezisre gyakorolt
hatdsa

- hosszt hasznélat lehetséges

- nem sztenderdizalt modell
- kevésbé kidogozott tech-
nika

FT+ Gssejtek

- epidermalis fejlédés

- betegség modellek széles

” 7

- elGallitasa, felhasznalasa

vizsgalata spektrumanak tenyésztésére | Osszetett technoldgiat
- sebgyogyulas hasznalhatd igényel
- pigmentacios zavarok
- autolog transzplantacid
vizsgalata
FT+ szértiisz6k |- hatdanyag penetracio - szOrtliszOk hatasa a - alacsony
vizsgalata penetraciéra vizsgalhato ateresztOképességii modszer
- mas borfiiggelékek
hidnyoznak
Explantacio - epitelidlis migracio, - minden sejttipus jelen van |- kevés mennyiségii bor
antigén prezentald sejtek - beteg bér is hasznalhato elérhetd
aktivacidjanak megfigyelése |specidlis gyogyszer - donorok kozti kiilonbségek
- mikrobiom hatdsa a vizsgalatokhoz
bérgyulladasra
- idegi kapcsolatok és
hatasok
Explantacio+ - sz0rtiisz6 fejlédés mole- - de novo szortiisz6 képzdédés |- nincsenek meghatarozott
szdrtiisz6k kularis folyamatainak vizs- | vizsgélata fazisai a szOrtiisz6 ndveke-
galata - hasonl¢ a fizioldgias bor désnek
kornyezethez - kifejlodott szortiisz6k nove-

kedése nem vizsgalhatd
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mulald fehérjék hatasa és a vitiligo patogenezise.
Hatranya, hogy nem léteznek beldle elfogadott
sztenderdek.

A Langerhans sejteket is tartalmazo teljes bor
szovettenyészetek hasznalhatok allergének felde-
ritésére és a Langerhans sejtek vizsgalatara. Hat-
ranyuk, hogy nincsenek a kereskedelmi forgalom-
ban kaphaté kész modellek.

A teljes vastagsagu szovettenyészetek endoteli-
alis sejtekkel és zsirsejtekkel kiegészitve alkalmaz-
hatok az erekre és zsirra valo hatas vizsgalatara is,
azonban ebbdl sincsenek forgalomban kész mo-
dellek.

Az &ssejteket is tartalmazdé modellek lehetdsé-
get nyujtanak az epidermalis fejlédés tanulma-
nyozasara, emellett a sebgyogyulas, pigmentacios
zavarok és autoldg transzplantdcio (sajat szovet
atliltetése mas helyre) elemzésére és az Ossejtek
széles korti differencidlodasanak kovetkeztében
sok féle vizsgalathoz hasznalhatok. Tenyésztésiik
azonban rendkiviil Osszetett technoldgiat igényel.

A szortiiszOkkel kiegészitett teljes vastagsagu bor-
modelleket a hatdanyag penetracié vizsgalatahoz
hasznaljak, mivel ebben a folyamatban fontos lehet a
szOrtiiszOk szerepe [6]. Hatranyuk, hogy bonyolult
eldallitdsuk miatt iddigényes a felhasznalasuk.

Az explantacio, azaz kimetszett él6 szovetnek
mesterséges taptalajra valo kiiiltetése és tovabbte-
nyésztése, széles korben alkalmazhat6 az alapku-
tatdsban, azonban elérhetdsége korlatozott és a
donorok kozott nagy kiilonbségek lehetnek.

A szértiiszOkkel kiegészitett explantaciok a
szOrtliszOben zajlo folyamatok modellezésére ad-
nak lehetdséget.

Az RHE el6allitasa emberi keratinocitdk vala-
milyen inert szlirén (pl. polikarbonat) valo te-

nyésztésével torténik, koriilbeliil 14 nap alatt. Te-
nyésztésiik soran OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development) irany-
elvek sokasdganak kell megfelelniiik, amely ma-
gaban foglalja tobbek kozott az életképesség, a
barrier funkcid, a morfoldgia, a reprodukalhato-
sag és a mindség ellendrzés kovetelményeit [9].

A II. tablazatban harom kereskedelmi forga-
lomban kaphaté6 RHE modell SkinEthic® (Skin-
Ethic Laboratories, Nice, France), EpiDerm®
(MatTekCorporation, Ashland, MA, USA) és Epi-
Skin® (L’Oréal,Paris, France) tulajdonsagait foglal-
tuk 6ssze [10].

Az EpiDerm® emberi eredet(i epidermadlis
keratinocitakat tartalmaz. A modellt vegyi anya-
gok, gyodgyszerek és borapolasi termékek tesztelé-
sére alkalmazzak az OECD Test Guideline (TG)
439 irdanymutatdasai alapjan [9]. A GMP kovetelmé-
nyeknek megfeleléen allitjak el6 in vitro — in vivo
korrelacio vizsgalathoz. Tébb tipusa és tovabbfej-
lesztett valtozata létezik: EpiDerm®TM, Epi-
Derm®FT, EpiDerm®SIT. A kiilonb6z6 tipusok
lipid Osszetétele kicsit valtozik, és vannak koztiik
metabolikusan és mitotikusan is aktivak, melyek
pontosabban szemléltetik az emberi bér viselke-
dését a nem €16 vagy allati br modelleket haszna-
16 kutatasok eredményeinél. A SkinEthic® modell
fiatal férfi donor elsdédleges keratinocita sejtjeit
tartalmazza. Méretét tekintve 0,5 cm? feliilet(i mo-
dell, bdrirritaciés vizsgalatokra hasznaljak. Az
EpiSkin® modell feln6tt ndi keratinocita sejtekbdl
all. Méretét tekintve 1,07cm? feliilet(i. Hasznalhato
az OECD TG 431 guideline szerinti b6r korrézios
és TG 439 bOr irritacids vizsgalatra [9, 11]. Az Eu-
ropai Kozosségek Bizottsaga 761/2009/EK rendele-
tének III. mellékletének értelmében mind az

II. tdblizat

Kereskedelmi forgalomban kaphatd szovettenyészetek dsszehasonlitisa

EpiDerm® SkinEthic® EpiSkin®
Morfolégia | % | minden human epidermisz | hasonld strukttira a human minden epidermisz réteg
3 réteg megtalalhato benne epidermiszhez megtalalhato
T% dezmoszomak, keratohialin és
é lamellaris granuldk
&0 eltérd sejt alakok lipid cseppek minden stratum corneum vastagabb,
2 rétegben jelen vannak (human mint a human bérben
g bérben nem) bazalis sejtek, granularis
23 sejtek eltérd alaktak
Lipid osszetétel | foszfolipid és di/triglicerid kevesebb foszfolipid és tobb ceramid, di- és triglicerid
tartalom hasonlé szfingomielin
tobb ceramid tobb di- és triglicerid,
koleszterin és szabad lényegesen tobb ceramid
zsirsav kevesebb
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EpiSkin®, mind az EpiDerm® modellek alkalmasak
in vitro blrirritacios vizsgalatok kivitelezésére.

A II. tablazatbdl leolvashato, hogy morfologia-
juk, bar nagyrészt megegyezik a human epidermi-
szével, kisebb eltérések mégis talalhatok a sejtek
alakjaban vagy méretében. Minden modellrdl el-
mondhato, hogy benniik a lipidek mennyisége el-
tér a human epidermiszétdl: kevesebb szabad zsir-
savat és foszfolipidet tartalmaznak, mig a
ceramidokbol tobb taldlhaté benniik és a lipidek
szerkezete is kiilonbozik. Ezek az eltérések ma-
gyarazatot adhatnak a szovettenyészetek csekély
barrier funkcidjara [10].

Flaten és mtsai. flufenaminsav tartalmu kendcs
penetracidjat vizsgaltdk human stratum corne-
umon (SC), epidermiszen, teljes vastagsagi béron
és az EpiDerm® RHE szovettenyészeten. Kisérlete-
ik eredményei alapjan joval magasabb volt a penet-
racio a szovettenyészeten keresztiill, illetve az
EpiDerm® esetén nem tapasztaltak késleltetési id6t
a penetracio soran, ami a barrier hianyara utal [12].

Schmook mtsai.-val a Graftskin® (él6 bor ekviva-
lens) és a Skinethic® (RHE) modelleken keresztiili
penetraciot hasonlitotta 6ssze a human és sertés
bérrel négy dermatoldgidban hasznalatos hato-
anyag segitségével: szalicilsavval, hidrokortizon-
nal, klotrimazollal és terbinafinnal. A vizsgalt
komponensek tulajdonsagaitdl fiiggden kiilonbo-
z6 korrelaciot kaptak. A hidroféb klotrimazolt
Graftskin® modellel vizsgalva 900-szoros flux érté-
ket, mig a szalicilsavra a Skinethic® szovettenyé-
szettel hétszeres értéket mértek a human bérhoz
viszonyitva [13].

Dumont és munkatarsai altal publikalt 6sszefog-
lal6 cikk, a bOron keresztiili biohasznosulas vizs-
galatara alkalmazhatd jelentésebb in vitro és in
silico modszereket foglalja Ossze. Leirja, hogy a
bérmodell ateresztOképessége kb. 10-szer maga-
sabb a rekonstrualt human epidermisz esetén, és
3-4-szor magasabb a teljes vastagsagu modelleken
keresztiil, mint a kadaver béron, melyet koffein,
tamoxifen, és hidrokortizon hatéanyagok vizsga-
lataval tanulmanyoztak [14].

Osszefoglalva, a szovettenyészetek elényei,
hogy a tenyésztés utan azonnal felhasznalhatdk,
igy gyors vizsgalatokat tesznek lehet6vé, eredmé-
nyeik reprodukalhatdk, emellett mivel a penetra-
cio soran a késleltetési id6 elhanyagolhato, néhany
ora is elég egy kisérlet elvégzéséhez. Tovabba
vizsgalhato veliik a bér metabolizmusa is, illetve a
vivéanyagok penetracidra valé hatasanak tanul-
manyozasa is lehetséges [6].

Hatranyuk, hogy rendkiviil magas permeabi-
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litasi értékek jellemzdek rajuk, emellett eléallita-
suk és felhasznalasuk bonyolult és koltséges, spe-
cidlis tarolasi kortilményeket és specidlis tapoldat
alkalmazasat igényelik, valamint az életképessé-
guk rovid [4, 15, 16].

Szerepiik azonban vitathatatlan, féleg a kozme-
tikai iparban az irritacids tesztek vonatkozasaban,
az allatkisérletek betiltasa ota.

3. Ex vivo modellek

A transzdermalis hatdanyag penetracié vizsgala-
tara széleskoriien hasznaltak az ex vivo modellek,
azaz él6 szervezetbdl kimetszett szovetek.

Azt, hogy az egyes fajok bére kozotti korrelacid
milyen mértékii, azaz mennyire helyettesitheték
egymassal, fleg a szovetben talalhatd szabad zsir-
savak és trigliceridek mennyisége, illetve a szdrtii-
szOk stirisége hatarozza meg.

A leginkabb relevans modellnek a sertés bor te-
kinthetd, mivel a stratum corneum és az epider-
misz vastagsaga nagyon hasonlé a human boré-
hez. Tanulmanyok alapjan, a stratum corneum
vastagsaga a sertésbérben 21-26 um, az epider-
misz pedig 66-72 um, amely hasonlé a human bér
paramétereivel (stratum corneum 6-19 um, epider-
misz 70 um) [17]. Legmegfelel6bb a sertés fiilrdl
vett bér, mivel a szdrtiisz6k mennyisége itt kozelit
leginkabb az emberéhez: négyzetcentiméterenként
20 darab talalhat6 bel6liik, mig az embernél 14-32
darab. Emellett az érhalozat és a kollagén elrende-
z8dés, illetve a glikoszfingolipid és ceramid tarta-
lom is hasonlo [18, 19].

A masik igen gyakran hasznalt szovet, a ragcsa-
16kbdl vett bor (egér, patkany, tengerimalac), mivel
ezen allatok tenyésztése a legegyszer(ibb kis mére-
tilk, egyszerti gondozasuk és alacsony koltségeik
miatt. Ezek koziil is jobban preferdltak a szdrtelen
fajok, mivel ezek jobban hasonlitanak a human bér
tulajdonsagaira. Osszességében azonban a rdgcsa-
10k, féleg az egerek bdrén keresztiil joval magasabb
abszorpcios értékeket mérhetiink, mivel bériik vas-
tagsaga nagyjabol ¥4 része a human bérének [18, 20].

Fontos megjegyezni, hogy ezek a szovetek ko-
riltekint kezelést igényelnek, mivel tulajdonsa-
gaikat megvaltoztathatjdk a nem megfelel6 tarola-
si koriilmények, a minta el6készités soran szenve-
dett sériilések vagy a rosszul megvalasztott kisér-
leti mdédszerbdl eredd valtozasok, igy hamis ered-
ményekhez vezethetnek [10]. Ezért a stratum
corneum épségét, integritdsat minden vizsgalat
el6tt ellendrizni sziikséges. Elsé 1épésként mindig
vizualis vizsgalattal kell kezdeni, nincsenek-e lat-
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hato sériilések. Ezt kovetéen a bért a mérdcellaba
rogziteni kell, és az egyensuly bedlltara varni, mi-
vel a sejtek hidrataciojaval egyes apro rések esetle-
gesen bezarddnak (pl. szdrtiiszOk). Az integritas
vizsgalatara alkalmazhato a bor elektromos ellen-
allasanak vagy transzepidermalis vizvesztésének
mérése, tovabba referens anyag penetracidjanak
vizsgalata (pl. tricium tartalmu viz) [21, 22].

4. Mesterséges membranok

A mesterséges membranok egyszer(i és reprodu-
kalhato alternativat nyujtanak a hatéanyag penet-
racio alapvetd fizikai-kémiai mechanizmusainak
tanulmanyozasara, beleértve a vivoanyag és
membran kozotti kolesonhatdsokat. Alkalmasak a
gyogyszer fejlesztés korai szakaszaban a nagy at-
eresztOképességli vizsgalatokhoz: irdnymutatdst
adnak arra vonatkozoan, hogy a kutatas tovabbi
szakaszaiban mely formulaciok érdemesek a bio-
légiai membranokon torténé penetracios vizsga-
lat validalasara is, és segitenek az Osszetételek
gyors és hatékony optimalizalasaban [10, 23, 24].

4. 1. Kutatécsoportok dltal szintetizalt membrinok
4. 1. 1. Szilikon alapui membrinok

A modellek kozott igen elterjedtek a szilikon
membranok, amelyek anyaga a poli(dimetil-szi-
loxan) (PDMS). A szilikon membranokat mar az
1970-es években haszndltdk a kiilénb6z6 készit-
ményalapokbdl torténdé hatéanyag felszabadulas
vizsgdlatara [25]. El6nyiik, hogy nem reakcioképe-
sek, stabilak, azonban hatranyuk, hogy lipofil ka-
rakteriik miatt nem alkalmasak hidrofil kompo-
nensek vizsgalatara [26, 27].

A problémara megoldasaként Miki és mtsai. egy
polietilénglikol (PEG) 6000- PDMS kopolimert al-
litottak el6, és ezzel impregnaltak egy poli-
(tetrafluoretilén) szlirét. Az igy kapott modellben
igazoltak PEG 6000 tartalmti mikrodomének jelen-
1étét, amely lehetdséget biztosit a hidrofil kompo-
nensek diffazidjara is. A diffizios celldkon végzett
kisérletek soran jo korrelaciot kaptak a human
bérrel. A membran PAMPA (parallel artificial
membrane permeability assay, 1d. késébb) modell-
ben is alkalmazhato, igy hasznalataval hasznos
kovetkeztetéseket vonhatunk le a perkutan ab-
szorpcidra vonatkozoan [28].

Masik fajtaja a szilikon membranoknak egy poli-
karbonat- PDMS kopolimer, amely a human bor-
hoz hasonldan tobb fazist és valtakozé polaritasu.

Segitségével kvantitativ mddon kovetkeztethetiink
az in vivo hatéanyag penetracio mértékére [29].
Karadzovska és mtsai. szilikon olaj és izopropil-
mirisztat elegyével vontdk be egy polivinilidén-
fluorid sztird felszinét, és igy borrel jol korrelald
modellt kaptak, amely a bérpenetracié modellezé-
se mellett a stratum corneumban raktart képzé ha-
téanyagok elkiilonitésére is alkalmas [30].

4. 1. 2. Lipid alapti membrdnok
- PAMPA

A PAMPA modellben talalhaté membran egy hid-
rofil szlrét tartalmaz, ami n-dodekdnban oldott
foszfatidilkolinnal van boritva [31]. Elényét az adja,
hogy gyorsabb, konnyebb és jelentésen olcsobb,
mint a sejtvonalakon illetve bioldégiai membrano-
kon végzett vizsgalatok. Azonban mivel csak pasz-
sziv folyamatokat képes modellezni, ezért az olyan
molekulak viselkedésérdl, melyek transzportja va-
lamilyen aktiv folyamat altal érintett, nem ad redlis
képet. Hatranya tovabba, hogy szerkezete nem
adja vissza a bor kettds lipid szerkezetét [32].

A skin-PAMPA modell a bdrben talalhato
ceramidok analodgidjara, szintetikus certramidokat
tartalmaz és a teljes vastagsagu borrel hasonld pe-
netracios tulajdonsagokat mutat, emellett a szinte-
tikus lipidek tarolasa egyszertibb és stabilitasuk is
kedvezdbb [10, 33, 34]. A kialakitott biomimetikus
modell a tesztek alapjan képes az ex vivo human
bdéron kapott adatok becslésére, igy jo alternativa-
ja lehet a béron keresztiili permeabilitas vizsgala-
tanak [35, 36].

— Foszfolipid ~ vezikulum alapti  permedcids — proba
(Phospholipid Vesicle-based Permeation Assay , PVPA)

A PVPA teszteket foszfolipid vezikulak rétegei épi-
tik fel, amelyek celluloz észter sz{ir6vel vannak ala-
tamasztva, illetve annak pdrusaiba inkorporalva.

Eléallitdsuk soran a liposzémakhoz tojas fosz-
fatidilkolint hasznalnak, melyet etanol tartalmu
foszfat pufferben oldanak, az elkésziilt diszperziot
0,8 illetve 0,4 pm porusatmérdjii mebranszirékon
extrudaljak és a celluloz észter szlird porusaiba
juttatjak centrifugalassal.

Az elkésziilt membrant 21 hatéanyagra vizsgal-
tak egy sajat tervezésii cellaval. A donor fazist az
adott hatdanyag telitett oldata alkotta, mig az ak-
ceptor fazis foszfat puffer volt. Adott idépontok-
ban az akceptor fazis teljes mennyiségét 1j puffer-
re cserélték, és a lecserélt oldatban spektrofoto-



2017/1.

Acta Pharmaceutica Hungarica 9

metridsan mérték a penetralédott hatdanyag
mennyiségét. A kapott eredményeket a human
béron keresztiili penetracidra vonatkozo irodalmi
értékekkel vetették Ossze, és jO egyezést talaltak.

A PVPA modellnek tovabbi 2 valtozata is elké-
szithetd: a PVPA _membranban a liposzomakat ko-
leszterin és tojas foszfatidilkolin épiti fel, mig a
PVPA_membran liposzémait pedig a bérben meg-
talalhato lipidekbdl allitjdk elé (ceramidbdl, ko-
leszterinb$l, szabad zsirsavakbodl, koleszteril-
szulfatbdl és foszfatidilkolinbol) [37].

Kittayanond és mitsai. is kisérleteztek liposzo-
makbol késziilt membran eldallitasaval és vizsga-
lataval. A liposzomak eldallitdsdhoz szintetikus
lipideket hasznaltak fel: ceramidot, koleszterint,
zsirsavakat, és koleszterin-szulfatot 37,7: 28,3:
17,0: 17,0 aranyban.

Az el6allitas sordn a lipideket membransziirén
(2 pm porusméreti Nucleopore) extrudaltak a fa-
zisatalakulasi hémérséklet alatt. Feltehetéen a
membranszlrd porusaiban liposzomak rakodtak
le, amelyet megszaritottak és kalcium-kloriddal
kezeltek, hogy a lipid kettésréteg redds szerkeze-
tet vegyen fel, majd ismét megszaritottdk, és ez-
utan penetracios vizsgalatokat végeztek az elké-
sziilt modellel.

Az elkésziilt membrant elektronmikroszkopos
és diffazios vizsgalatoknak vetették ald, illetve
vizsgaltak a vizpara ateresztd képességét is, és ki-
elégitd eredményeket kaptak [38].

— Stratum corneum helyettesitd membrdan (Stratum
Corneum Subtitute, SCS)

Egy masik lipid alapt membran az SCS, amely
pordzus anyagbdl épiil fel és a stratum corneum-
ban taldlhato lipidekhez hasonld szintetikus
lipidekkel van boritva [39, 40].

Elénye, hogy a lipid Osszetétel konnyen valtoz-
tathatd, igy vizsgalhat6 az egyes lipidek befolyasa
a barrier funkcidra, illetve létrehozhaté bizonyos
patoldgias allapotokra jellemzd lipid Osszetételli
membran is [41].

A membran elballitdsa soran meghatarozott to-
megaranyu szintetikus ceramid, szabad zsirsav és
koleszterin keverékét oldjak kloroform és metanol
elegyében, majd az olddszert elparologtatjak, és
tjra oldjak hexan és etanol elegyében. Ezutdn az
oldatot egy 50 nm poérusatmérdji polikarbonat
szlir6lemezre porlasztjak.

A membrant diffuzios kisérletekben vizsgaltak.
A vizsgalt hatéanyagok a para-amino-benzoesav
(PABA) illetve az etil- és butil- paraamino-
benzoesav voltak, amelyeknél a lipofilitds a szén-
lanc hosszaval nd. A kisérletek soran vizsgaltak a
rétegvastagsagnak, a hatoanyagok lipofilitasanak
és a membran lipid Osszetételének hatasat a penet-
raciora.

Az eredmények alapjan, az optimalis rétegvas-
tagsag a 12 um- ez felelt meg leginkdbb a human
stratum corneumon keresztiil mért penetracios ér-
tékeknek. Eszrevették tovabba, hogy a késleltetési
id6 annal kisebb, minél lipofilebb a vizsgalt hato-
anyag. A legmagasabb penetracios értéket a koze-
pes lipofilitasu etil-PABA-nal mérték, a szénlanc
hosszanak csokkentése vagy novelése esetén is
csokkent a membranon keresztiili penetracids ér-
ték. Emellett az eredmények azt mutattak, hogy a
membran lipid Osszetételének valtoztatdsa jelen-
ts befolyassal van a permeabilitasra [42].

4. 2. Kereskedelmi forgalomban elérhetd membrinok

A szintetikus membranok altalaban polimer mak-
romolekuldk vékony rétegeibdl allnak, amelyek
meghatdrozzak a rajtuk keresztiil torténdé hato-

II1. tablazat

Kereskedelmi forgalomban elérhetd mesterséges membrdnok jellemzoi

Gyarto Anyag Porusmeéret Felhasznalas
Silastic®500-1 Dow Corning szilikon és miianyag nem meghatarozott orvostudomany
Corporation, MI keveréke
Supor® Gelman Sciences, MI poliéterszulfon 0,45 pm biologia,
gyogyszerészet,
sterilezés
Cuprophan® 150M | Akzo Nobel Faser, celluléz nem meghatarozott hemodializis
Germany
Millipore HAWP® Millipore, MA celluldz acetat ftalat 0,45 pm analitika, kutatds
TF-PTFE® Gelman Sciences, MI politetrafluoroetilén 0,45 pm sterilezés
(PTFE) membran
polipropilén
aldtdmasztdssal
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V. tabldzat
Nitroglicerin penetrdcidja kiilonbozd membranokon keresztiil
Flux 24 o6ra alatt penetralédott nitroglicerin
(ng cm? h) mennyiség (pg cm?)
Friss human bér 22,1+2 520 + 54
Szortelen egér bér 30,5 +6 716 £ 152
Fagyasztott human bor 33,248 781 + 185
A sejtkultara 2994 +28 2553 £167
B sejtkultara 235,2 =39 2248 +288
C sejtkultira 178,9 +19 1833 £ 159
D sejtkultara 174,5+8 1730 + 157
Silastic®500-1 431,7 £95 2508 + 98
Supor® 432,7 £37 2007 + 253
Cuprophan® 150M 523,0 +69 2210+73
Millipore HAWP® 387,3+22 1926 + 130
TF-PTFE® 63,9 7 1603 + 166

anyag difftiziét. Altalanossagban ezek a membra- membranokkal szemben, mint példaul a celluléz
nok a diffuzios kisérletek soran 2 funkciot lathat-  észter vagy poliszulfon, gyakran inkabb az az el-
nak el: a bér strukturdjanak modellezése és/vagy  vards, hogy csupan aldtdmasztasként mikodje-
mindségi kontroll a hatéanyagok difftizids tulaj- nek, mintsem barrierként [43].

donsagai kozott. A mindség ellendrzésre hasznalt Egy kisérletben tobb, kereskedelemben kaphato,

V. tabldzat
Bérmodellek elonyei és hatranyai

Modell Elényok Korlatok
Szilikon reprodukalhat6 eredmények nem lipid alapa
alacsony koltség kis hasonldsag a SC-mal
tarolas egyszerd nem bioldgiai eredetli
PAMPA reprodukalhatd szintetikus lipidek/ nem lipid alapa
alacsony koltség lipid szerkezet nem meghatarozott/ kis
hosszu eltartédsi id6 hasonldsag a SC-mal
nem bioldgiai eredetii
PVPA reprodukalhatd lipid szerkezet nem meghatarozott
lipid &sszetétel konnyen valtoztathatd nem biologiai eredetti
relative alacsony koltségek
tarolas egyszer(
SCS SC lipid 6sszetételével megegyezik egyel6re nem hasznaljdk a formulacio
reprodukalhato optimalizaldshoz
lipid 9sszetétel konnyen valtoztathato nem bioldgiai eredet(i
relative alacsony koltségek
Rekonstrudlt humdan | allando6 permeabilitas dsszevetve a nagyobb permeabilitas
bor ekvivalens human bérrel kérdéses barrier funkcio
magas koltség
Sertés fiil kénnyen beszerezhet6 (vagohidi allat kora befolyasolja a bér vastagsagat
szemét) szOr eltavolitasa sziikséges- bor sériilhet
tarolas nehézkes
Ragcesald bor kis méret, egyszerti tenyésztés, etikai engedély sziikséges
szdrtelen fajok elérhetéek nagyon vékony, nagy permeabilitdst bér
szdrtiisz6k nagy mennyiségben
Human bdr leginkdabb relevans modell etikai engedély sziikséges

magasabb inter- és intaindividudlis kiilonbségek
kiilonbozé forrasok: kor, nem, rassz, plasztikai
sebészet, amputacio
kiilonb6z6 anatémiai részek: has, mell, hat stb.
tarolas nehézkes




2017/1.

Acta Pharmaceutica Hungarica 11

kiilonb6z6 célokra hasznalt membranon keresztiil
vizsgaltak a nitroglicerin diffaziojat [44]. A memb-
ranok jellemzéit a II1. tablazat foglalja Ossze.

Tovabbi kisérletek soran a nitroglicerin penet-
raciojat vizsgaltdk human boérszdveten, szdrtelen
egérboron és kiilonbozd szovettenyészeten ke-
resztiil is. A kapott flux (feliiletegységen 1 6ra alatt
penetralodott mennyiség) és 24 o¢ra alatt
penetralodott mennyiségek nagy eltéréseket mu-
tattak a kiilonb6zé membranokon keresztiil (IV.
tablazat).

A 1V. tabldazatbdl leolvashatd, hogy a szinteti-
kus membranokon keresztiil tobbszoros flux érté-
ket mértek a human és allati bdérrel 6sszehasonlit-
va, egyediil a TF-PTFE® membranon mért érték
kozelitette meg azt. A szovettenyészetekkel dssze-
hasonlitva azonban nagysagrendileg hasonlo érté-
keket kaptak.

Egy masik piacon 1évé membran a Folioxane®,
amely egy tobbrétegli szilikon membran, lipofil
karakterrel. Az orvostudomanyban harmadfoku
égések terdpidja soran a bor helyettesitésére hasz-
naljak, de szamos kutatécsoport hasznalta bdrpe-
netracidés vizsgdlatok modellezésére [45-47]. A
Folioxane® membran validalasdhoz a 17[p3-0szt-
radiol penetracidjat vizsgaltak 24 6ran keresztiil a
membranon, human bdron és patkany béron ke-
resztiil. A 6. ordig a penetrdcid kinetikdja meg-
egyezett mindhdrom membran esetén, azonban ez
utan a patkany béron keresztiil magasabb értéke-
ket mértek, mig a szilikon membran és a human
bér szinte azonos értékeket mutatott [45].

A 2012-ben Merck Millipore cég, kimondottan a
bdérpenetracié modellezésére fejlesztette ki az tigy-

2. dbra: A Strat M® membrdn keresztmetszeti
elektronmikroszkopos képe

nevezett Strat-M® membrant, melyet 2 poliéter-
szulfon réteg épit fel. A rétegek szintetikus lipidek
keverékével impregnaltak és alattuk egy poliolefin
réteg taldlhatd. A membran rétegeiben lefelé ha-
ladva a porusok mérete né [46] (2. dbra).

A poliéterszulfon polimert membransziirékben
alkalmazzak gyakran, oldatok, szemcseppek steri-
lezésére hasznaljak.

A Strat-M® membran segitségével vizsgalhato
hatéanyagok, kozmetologiai aktiv anyagok, ké-
szitmények, tisztitdszerek, peszticidek és kemika-
liak transzdermalis difftizidja és biztonsaga.

Elényei kozé tartozik, hogy difftizids tulajdon-
sdgai nagyban korreldlnak a humadan diffuzios
vizsgalatokkal, minimdlis variabilitdas jellemzi,
hosszt idén keresztiil eltarthato, nincsenek speci-
alis tarolasi igényei, emellett nem igényel el6készi-
tést a hasznalata, igy a human bér gazdasagos al-
ternativaja.

A gyartd tobb Franz cellas diffuzios teszttel
vizsgalta a membranon keresztiili permeabilitast.
A human boéron kapott értékekhez viszonyitva,
kozel 1:1 korrelaciot kaptak a legtobb vizsgalt ha-
téanyagra.

Vizsgaltak tovabba a Strat-M® membranon és
humaén bdrszoveten keresztiil atdramlott koffein
oldat mennyiségét 8 ora alatt, 5-5 kiilonb6z6
Franz-cellds mérésben. Mig a Strat-M® membran
esetén az értékek kozel egyformak voltak, 8 %-os
variacids koefficiens mellett, addig human béron
mért értékek nagy eltéréseket mutatnak, a variabi-
litas 72 % volt. Ez azt mutatja, hogy a Strat-M®
membrannal végzett kisérletek reprodukalhatosa-
ga joval nagyobb a human bdrrel végzettekkel
szemben.

Egy masik kisérletben a penetracidfokozok ha-
tasat vizsgaltak a Strat-M® membranon és human
béron keresztiili hatoanyag penetracidjara nézve.
Megallapitottak, hogy a Strat-M® membran alkal-
mas a penetraciofokozok hatasanak modellezésé-
re is [46].

5. Osszefoglalas

A jelen publikacioban bemutatott modelleket az V.
tablazat foglalja Ossze. Minden membrannak
megvannak a maga elényei és hatranyai. Az idea-
lis bérmodell kivéalasztdsa tehat nem konnyt fel-
adat, szamos tényezot kell figyelembe venni, pél-
daul a modell elérhetdségét, felhasznalhatosagat
az adott kisérlethez, a koltségeit és korlatait. Ezek
egyiittes mérlegelése nyujthat segitséget a valasz-
tasban.
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Osszehasonlito anxietasmérés human megfigyeléssel és EthoVision XT
viselkedéselemzo szoftverrel emelt labirintus teszten

KONCZ SZABOLCS, GALL ZSOLT*, KOLCSAR MELINDA

Marosvdsdrhelyi Orvosi és Gydgyszerészeti EQyetem, Gheorghe Marinescu u., 38, 540139, Marosvdsdrhely, Romdnia
*Levelezd szerzo: gall.zsolt@umftgm.ro

Summary

Koncz S., GALL Z, KoLcsArR M.: Measuring anxiety with
behavior analysis software and comparing human
observations with EthoVision XT in the elevated plus
maze paradigm

Introduction: The reproduction of anxiety in laboratory ani-
mals is a renewing problem whenever a new drug is to be test-
ed for its anxiolytic effect. Some gold-standard tests, such as
the elevated plus maze test, are always considered to be used
as reference. However, many controversial results for different
anxiolytics were reported in elevated plus maze test. The anal-
ysis methods used by different labs could be the source of vari-
ability of the results. Human observations were the most com-
monly used since the 90’s, when behavior analysis software
appeared. In each lab, specific procedures for reducing bias in
ethopharmacological experiments were implemented, but the
performance of human observers was rarely compared to soft-
ware assisted analysis.

Methods: Four analysts and 24 trials were involved, each
analyst having to do all the analyses during which they had to
register eight parameters. All trials were also analyzed with
the EthoVision XT (Noldus IT, Netherlands).

Results: Several crucial parameters of the elevated plus
maze test were significantly different between the analysts
(p<0.05). The results registered by human observers were
summarized and compared to the results of automatic anal-
ysis, which showed significant difference in the case of closed
arm entry and total distance (p<0.001).

Conclusions: In this study, it was shown that despite all
precautionary measures taken to reduce the variability and
bias among observers the results were clearly different from
those registered by behavior analysis software. As a conclu-
sion, it can be stated that the behavior analysis methods need
some kind of standardization in order to be comparable be-
tween labs, preferably the use of the same software and/or set-
tings.

Key-words: anxiety, elevated plus maze, behavior analysis,
ethopharmacology.

Osszefoglalis

Bevezetd: Egy 1ij szer anxiolitikus hatdsdnak bizonyitdsdra, la-
boratériumi dllatokon a szorongds reprodukdlhaté modellezé-
sére van sziikség, ami dllando kihivdst jelent. Az emelt labirin-
tus teszt ma is referenciaként haszndlt gold-standard-nak te-
kinthet6. E teszt segitségével vizsgalt kiilonbozd szorongdsol-
dékkal kapcsolatban sok azoban az ellentmonddsos eredmény,
amelynek forrdsai a kiilonbézo laboratériumok eltérd elemzési
mddszereiben is keresenddk. A humdn analizisen alapuld szo-
rongdsmeérések voltak a 90-es évekig a leggyakrabban hasznal-
tak, amikor aztdn a viselkedésmérés elemzésére szoftverek je-
lentek meg. Az egyes laboratoriumokban specidlis eljdrdsokat
vezettek be az etofarmakoldgiai vizsgdlatok hibalehetdségeinek
kikiiszobolésére, mégis az emberi megfigyelésen alapulo telje-
sitmény alig mérhetd egy-egy szoftver segitette elemzés telje-
sitményéhez képest.

Modszerek: Négy humdn megfigyeld, egyenként 24 vizs-
galatban regisztralt nyolc paramétert elemzett. Minden vizs-
gdlat paramétereit az EthoVision XT (Noldus IT, Hollandia)
szoftver segitségével is elemeztiink.

Eredmények: Szdmos esetben, kozottiik az emelt labirintus
teszt kulcsfontossagu paraméterei is, szignifikans kiilonbséget
(p<0,05) mutattak az egyes elemzdk kozott. A humdn megfi-
gyeldk altal regisztralt eredmények Osszegzése utdn Gsszeha-
sonlitottuk azokat a szoftver automatikus analizise sordn nyert
eredményekkel és itt is szignifikans kiilonbségek (p<0,001) vol-
tak a zdrt kari belépések és a megtett tdv esetén.

Kévetkeztetések: Minden eldvigydzatossagi intézkedés elle-
nére, aminek célja a humdn megfigyeldk okozta hibalehetdsé-
gek kizdrdsa volt (egyének kozotti variabilitds a szubjektiv ér-
tékelésben), a személyek dltal kapott mérések eredményei je-
lentdsen eltértek a viselkedést elemzd szoftver eredményeitol.
Mindebbdl az kovetkezik, hogy a viselkedéselemzési modsze-
rek kidolgozisdandl sziikség van wvalamilyen szabvdnyositds-
ra annak érdekében, hogy a kiilonbozd laboratériumok ered-
ményei 0sszehasonlithatoak legyenek, azt is beleértve, hogy az
egységes értelmezéshez célszerti lenne ugyanazt a szoftvert és
ugyanazokat a bedllitdsokat haszndlni.

Kulcs-szavak: szorongds, emelt labirintus, viselkedés elem-
zés, etofarmakoldgia.

Bevezetés

A szorongasos zavar vilagszerte a gyakori pszichi-
atriai betegségek kozé tartozik és gyakran tarsul
mas korképekkel is [1]. A szorongast oldo vegyiile-

tek kutatasa szamos preklinikai és klinikai kisér-
let targya, melyek célja a meglévd vegyiiletekhez
képest hatékonyabb és kedvezdbb mellékhatas-
profillal rendelkezé szerek kifejlesztése [2]. A
preklinikai fazisban nagyobb szamu hatdanyag
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keriil kiprobalasra, amely soran kovetkeztetni le-
het az adott vegydiilet hatdsossagara az emberi
szervezetben is. Ehhez elengedhetetlen a szoron-
gasos zavar allatkisérletben val6 oly mérték rep-
rodukalasa, amely a lehet6 legkozelebb all az em-
beri szorongasos allapothoz. Szamos mddszer ko-
ziil a leggyakrabban hasznalt az emelt keresztpal-
16 teszt (EPM) [2-4], amely a benzodiazepinek
(BZD) és BZD-receptoron hat6 szerek anxietassal
kapcsolatos hatasainak felmérésére a legalkalma-
sabb [5]. Az apparatus a foldtl megemelt két zart
és két nyilt karbdl all, amelyet egy kozépso rész
kot Ossze. A ragcsalok természetes viselkedésiik-
nek megfeleléen elkeriilik a magas és nyilt helye-
ket, s a labirintus zart részét részesitik elényben,
igy a kisérleti allat viselkedését a tesztkdrnyezet-
ben a terep felderitésének motivalo ereje és a vila-
gos, nyitott teriiletek iranti averzi6 konfliktusa ha-
tarozza meg. Egy szorongasoldd hatdanyag alkal-
mazasa esetén az allat exploracids tevékenysége a
nyilt karon megnovekszik, illetve a magassag elle-
nére kitekintést is végezhet. A protokoll alapjan

egy hatdanyag anxiolitikumnak tekintheto,
amennyiben néveli az allat nyilt-kari preferencia-
jat [5, 6]. A nyilt kari aktivitason kiviil a teljes
lokomotor aktivitasfokozddas és bizonyos testtar-
tasi formdak képesek egy-egy szernek anti-
anxiogén jellegét kiemelni [9,10].

Az allat viselkedésének kvantifikaldsa megtor-
ténhet human megfigyelésen alapuld elemzéssel
és viselkedéselemz6 szoftverekkel ill. kiillonb6zd
hardverek segitségével is [7, 8, 11]. A viselkedés-
elemz6 szoftverek kiilonb6zd képfeldolgozasi al-
goritmusokat haszndlnak és a kapott eredménye-
ket egy id6-tér koordinata rendszerré alakitjak. A
nyers adatbazisbol szamos helyvaltoztatassal,
testtartassal és elhelyezkedéssel kapcsolatos visel-
kedésforma azonosithato és kiszamithatd, igy kije-
lenthetd, hogy a szoftveres elemzés nyujtja a leg-
tobb informacidt idGegység alatt. Az elemzés lebo-
nyolithato valds idében vagy utdlag is, ami tovabb
egyszerUsiti a kisérletek kivitelezését, csokkenti a
sziikséges megfigyel6k szamat. Ha az elemzés hu-
man megfigyel6kkel torténik, foleg a teljes loko-

Nyilt kar 1

Zén karok

Zartkar 1

Nyilt kar 2

Nyilt karok

Kitekintés 1

Aréna

Hossz 10 cm

Zan kar 2

Kilekintési 26nak
Kitekintés 2

1. dbra: A szoftver szdmdra definidlt zondk
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2. dbra: A nyilt kari belépések szdma és az ott eltoltott idok Osszehasonlitdsa az egyes elemzok és elemzési modszerek kozott.
Megjegyzések: a belépések szamit medidn (terjedelem), mig az idot az dtlagérték + SD értékkel dbrizoltuk; *** - p<0,001. A
hétérkép az dllat tartézkoddsi helyét mutatja a megfigyelés ideje alatt. A statisztikai elemzés alkalmdval a nyilt kari belépések
szdmdt a Friedman probdval értékeltiik, mig az nyilt karban eltoltott idot ismételt varianciaanalizissel.

motor aktivitds felmérését (méretaranyos szami-
tas) vagy egyes testtartasi formakat illeten, jelen-
tés szubjektiv eltérésekre lehet szamitani (megtett
tav mérése, kivancsiskodo kitekintések, stb.). Bizo-
nyos szerek (pl. antiepileptikumok) esetén kiilon-
b6z6 szorongas-teszteket hasznalva eltérdé ered-
ményekhez jutottak a kutatok [12], amelynek akar
a kiértékelés is lehet az oka. Ezért célkitizéseink: a
szorongasvizsgalatok eredményeinek objektiv
megitélése, felmérve a human megfigyelésbdl és

az automata elemzésbdl szarmazd adatok pontos-
sagat; az etogram egyes elemeinek helyes korrela-
lasa az indukalt szorongassal.

Kisérleti rész

A kisérletben huszonnégy felnétt, him Wistar pat-
kanyt hasznaltunk. Az allatokat a Marosvasarhe-
lyi Orvosi és Gydgyszerészeti Egyetem Biobazisa
biztositotta. A kisérletek és az allatok eltartasa az
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3. dbra: A megtett tdv valamint a zdrt kari belépések szdmdnak elemzés-fiiggd dsszehasonlitdsai
Megjegyzések: Az oszlopdiagramok az dtlagértéket és a standard devidciot mutatjak. A csoportok kozotti eltérések
vizsgdlatdra ismételt méréses varianciaanalizist alkalmaztunk. ** - p<0,01; *** - p<0,001.

etikai bizottsag jovahagyasaval, az Europai Parla-
ment és Tanacs 2010/63/EU irdnyelvei szerint tor-
tént. A kisérlet el6tt az allatok semmilyen kezelést
nem kaptak. A labirintus a f6ldt6l 60 cm-es ma-
gassagban 1évé két zart (50 cm x 10 cm) és két nyilt
(50 cm x 10 cm) karbol allt. A zart karok félig attet-
sz$ és fedetlen falakkal (40 cm) rendelkeztek. A
patkdnyokat az el6z6ekben mar leirt protokoll [5,
6] alapjan az emelt labirintus kozepére helyeztiik
szembe az egyik nyilt karral, majd 6t percig meg-
figyelés alatt tartottuk, mikozben a tevékenységii-
ket videofelvételre rogzitettiik egy digitalis video-
kameraval, melyet a labirintus kozéppontja folé
helyeztiink.

A human megfigyeléseket négy elemz6 végez-
te, akik a kisérlet végén 24 videofelvételt értékel-
tek ki, kiilon-kiilon. Az értékelés alatt 8 paramé-
tert kovettek: a zart és nyilt karokban, valamint a
kozép zénaban eltoltott id6 és belépések szama, a

,kitekintés”-zona érintések, illetve becslés alapjan
az allat altal megtett tavolsag. Az automata elem-
zéseket az EthoVision XT 11 (Noldus Information
Technology, Hollandia) viselkedéselemzd szoftver
segitségével végeztiik. Az apparatus kiilonb6z6
részeit (zart-, nyilt karok, kozép-, , kitekintés”-zo-
na) elészor definialtuk a szoftver szamara (1.
dbra). A detekcids beallitasok utan a szoftver teljes
egészében észlelve az allatot, harom pontban ha-
tarozta meg annak részeit (fej, test, farok). Ezeket
a pontokat regisztralva egy koordinata rendszer-
ben és az adatokat Osszevetve a definialt zonakkal
kiszamolta a kiilonb6z6 részeken eltoltott id6t és
az ezekbe valo belépések szamat. A megtett tavot,
az elemz6 altal el6zéleg meghatarozott méret-
aranyhoz viszonyitva hatdrozta meg. A szoftver
segitségével 22 paramétert mértiink, az eldbb fel-
soroltak mellett tovabbi mozgassal, testtartassal és
kitekintéssel kapcsolatos viselkedésformadkat: se-
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besség, mozgas/mozdulatlansag frekvencidja és
Osszideje, nyujtott/normalis/0sszehtizott testtartas
kumulativ idejét, a martd-zonak érintésének
latencia idejét és Osszidejét, az egyes karokbdl tor-
ténd kitekintéseket (zart-nyilt, zart-kozép, kozép-
nyilt). A human megfigyelések soran kapott ered-
ményeket Osszehasonlitottuk a szoftver altal szol-
galtatott adatokkal. A statisztikai elemzést a
GraphPad Prism 5 segitségével végeztiik és szigni-
fikans eltérésnek a p<0,05 alatti értéket tekintettiik.

Eredmények

A nyilt karban eltoltott id6t illetéen a human érté-
kelések kozott egyenként és Osszehasonlitva azo-
kat a szoftver értékeivel nem volt statisztikailag
szignifikans eltérés (p>0,05). A nyilt kari belépések
szama sem kiilonbozott az egyes elemzdk kozott,
viszont azok Osszesitésébdl szarmazo adathalmaz
jelentésen eltért a szoftver mérési eredményétdl
(p<0,001) (2. dbra).

A human értékelések soran kapott adatok az
egyes elemzok kozott statisztikailag szignifikans
eltérést mutattak viszont a tobbi 7 paraméter ese-
tében (p<0,001). Ezek a kdvetkezdk voltak: zart-ka-
ri belépések szama, zart karban eltoltott id6, nyilt-
kari belépések szama, kozép zdnaba torténd belé-
pések szama, kozép zonaban eltoltott id6, megtett
ut hossza és , kitekintés”-zona érintések szama.

A human és a szoftver elemzések 0sszehasonli-
tasa soran az egyes allatok altal megtett tav 3
elemzd esetén is jelentésen eltért a szoftver altal
mért értéktdl (p<0,001). Ugyancsak harom elemz6
jutott statisztikailag eltéré eredményre a zart kari
belépések szamat tekintve (p<0,001) (3. dbra). A
zart-kari belépések szamat és a zart karban, cent-
ralis zonaban eltoltott id6t valamint a “kitekintés” -
zona érintések szamat illetden is két elemzd min-
dig szignifikdnsan kiilonb6z6é eredményre jutott
az automata értékeléshez képest.

Megbeszélés

Régen a hagyomanyos elemzések a teremben je-
lenlevé két megfigyel6 pillanatnyi feljegyzésein
alapultak [5]. A mddszer legkézenfekvébb hatra-
nya, hogy a késébbiekben nincs lehetéség az érté-
kelések ajboli ellendrzésére. A kisérletek videofel-
vételen val6 rogzitése, nemcsak az ellendrzéseket
tette lehetévé, de az elemzés megbizhatosagat is
novelte, a tobbszori elemzések kivitelezhetdsége
altal. A papir alapu lejegyzéseket felvaltottak kii-
16nb6z6 szoftverek, amelyek segitségével bevezet-

hetd volt szamos paraméter, ezzel megalapozva a
félautomata elemzési mdodszereket [13]. Ebben még
mindig érvényesiiltek az emberi megfigyelés kor-
latai, mint a figyelem terjedelme és az egyének ko-
z0tti eltérések megléte. Ezzel szemben az automa-
ta elemzések fejlesztésével és optimalizalasaval
mindezek kikiiszobolése mellett, a laboratoriumok
kozotti értékelési kiilonbségek is jelentdsen csok-
kentek. Az automata elemzés alapja és feltétele az
allat felismerése a videofelvételen, és végigkoveté-
se az egész kisérlet alatt a szoftver altal. Egy elem-
zésre szant videofelvétel altaldban 15-25 képkockat
tartalmaz masodpercenként. Mindegyik képkocka
tobb pixelbdl tevédik Ossze. A szoftver a képkoc-
kakat megvizsgalva, kiilonbséget von pixelenként
egy megadott statikus hattérkép (amelyen az appa-
ratus lathato, az allat nélkiil) és a felvételen megje-
lend allat kozott, melynek a mozgasat egy koordi-
nata rendszerben regisztralja [7,11].

A nyilt karokban eltoltott id6 és belépések sza-
ma esetében a 4 megfigyel6 mérése azonossagot
mutatott, szignifikdns kiilonbség nélkiil. Ezek a
szorongasmérés szempontjabol a legfontosabb pa-
raméterek, amelybdl a nyilt-kari preferencia is
szarmaztathato [14]. A patkanyok természetiikbdl
adoddan elkertilik az apparatus nyilt részeit [5], és
ez a human megfigyel6k értékei is igazoltak jelen-
legi kisérletiinkben. Mivel az allatok a teszt idejé-
nek kevesebb, mint 3%-at toltik a nyilt karokon, az
itteni tevékenységek mérése egyszertibbé valt az
emberi megfigyelés szamara és azonos. Erdemes
azonban kiemelni, hogy a 4 elemzd eredményeit
Osszesitve a human megfigyelések eltérést mutat-
nak a szoftver altal mért értékhez képest. Ez arra
utal, hogy egy referenciasikon val6 athaladas (ki-
lépés a nyilt karra) egyaltalan nem egyértelm(i az
emberi szem szamara. Ezt egyesek a négy végtag
helyzetével masok az allat képzeletbeli kozép-
pontjanak athaladasaval mérik, ami lényegesen
hozzajarul az elemzdk kozti variabilitashoz.

A zart karok esetén az elemzok értékelése ha-
rom esetben tért el a szoftver értékeitdl. Az allatok
exploracios tevékenysége a kisérlet alatt nagy-
részt, a kozép zondn keresztiil, a két zart karra
korlatozédott. Igy a regisztraciés hiba lehetésége
is megndtt ezen paraméterek esetén. Egy madsik
paraméter az allatok aktivitasat leiré megtett tav,
amelynek mérését kevésbé irjak eld a kiilonb6z6
protokollok, mivel a pontos meghatarozasa megfi-
gyelés alapjan nehezen kivitelezheté [2, 5]. Az
egyes megfigyelok kozott a mi kisérletiinkben is
kiilonbségeket talaltunk, amely nagyobb aktivitas
esetén akar még szamottevobb lehet. Egyes szerek
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az allat mozgassal kapcsolatos tevékenységének
novelése vagy csokkentése altal, szignifikans kii-
16nbségeket okozhatnak a nyilt-kari preferencia
paraméterében, a kontroll csoporthoz viszonyitva
[15]. Ennek a paraméternek az egységes mérése
fontos, mivel altala kikiiszobolhetd egyes szerek
alpozitiv vagy alnegativ hatasa, amely valdjaban
nem korreldl a szorongasra kifejtett hatasokkal.

A szoftver és human elemzések soran kapott
eredmények atlagértékeit statisztikailag O0sszeha-
sonlitva az egyes elemzok értékeihez képest ész-
leltiink lényeges eltéréseket, de a szoftver altal
mért értékek illeszkednek az Osszesitett mérési
tartomanyba. A nyilt karban eltoltott id6 esetében
a 4 megfigyel6 mérése nem mutatott szignifikans
eltérést a szoftver értékeihez képest. A legnagyobb
eltérés a megtett tav esetén volt, amely mérése
kiilonb6z6 beallitdsokkal tovabb optimalizalhato
[16]. Lényeges elénye az automata elemzésnek
még, az emberi elemzéssel szemben, hogy minden
értékelés alkalmdval azonos algoritmus alapjan
hatdrozza meg ezeket az értékeket, igy a nem va-
16s kiilonbségek el6fordulasanak lehetdségét je-
lentésen csokkenti.

Kovetkeztetések

Az anxietdsmérésben az eredmények kiértékelé-
sét szamos tényez6 befolyasolhatja, a human
elemzés még a szigortan meghatarozott protokol-
lok esetében is jelentds egyéni eltéréseket mutatva.
Ezzel szemben a viselkedést elemz6 szoftverek,
azonos algoritmust kovetve, pontosabb adatokat
szolgaltatnak és a kiilonb6z6 kutatolaboratdriu-
mok eredményeit 6sszehasonlithat6va teszik.

Koszonetnyilvanitas

A kutatast a Studium-Prospero Alapitvany és a
Magyar Tudomdnyos Akadémia palyazata
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Summary

Varca, E., Domoxos, E., Focarasi, E., STErANEsu, R,
Forop, I, Crortoru, M. D., Laczk6-Z0Lp, E.: Polyphenolic
compounds analysis and antioxidant activity in fruits
of Prunus spinosa L.

Introduction: Prunus spinosa L. (blackthorn, sloe) is a com-
mon species in the wild flora of Europe. Marmalade, syrup,
and alcoholic beverages have been prepared from fruits. In folk
medicine they are used due to the astringent effect. However
there are few studies on these indigenous fruits. According to
the literature they contain tannins, anthocyanins, sugars, vi-
tamin C etc.

Methods: Our objective is to determine the antioxidant ac-
tivity as related to their phenolic composition. For this pur-
pose we prepared extracts using methanol, methanol-water
(1: 1) and water. The antioxidant activity was determined by
DPPH method and by photochemiluminescens (PCL) method.
The total polyphenols, total anthocyanins and flavonoids were
determined by colorimetric methods. Individual polyphenols
were identified by a RP-HPLC-UV/VIS method.

Results: The antioxidant activity decreased in the extracts
as follows: methanol > methanol-water > water (IC,, = 1.33
mg/ml for DPPH; 11.94 umol AAE/ml for PCL > IC, =1.87
mg/ml for DPPH; 10.35 umol AAE/ml for PCL > IC, = 15.29
mg/ml for DPPH, 1.89 umol AAE/ml for PCL) which is cor-
related with the total polyphenol content (369 mg/100g >
244 mg/100g > 101 mg/100g) and total anthocyanin content
(37.11 mg/100 g > 16.33 mg/100g > 7.76 mg/100g). The fla-
vonoid content is similar in the three extracts (between 35.82
- 37.32 mg/100 g). The HPLC analysis shows high chloro-
genic and neochlorogenic acid levels, followed by glycosides
of quercetin.

Conclusions: Our results demonstrated that blackthorn
fruits are a rich source of phenolic compounds, with anti-
oxidant activity, which are best extracted with methanol or
methanol-water.

Key-words: Prunus spinosa L., polyphenols, antioxidant ac-
tivity

Osszefoglalé

Bevezetés: Prunus spinosa L. (k6kény) Eurdpa flordjaban ho-
nos, igen elterjedt faj. Termésébdl izet, szirupot és kokénypd-
linkdt készitenek. A népgydgydszatban asztringens hatdsdért
alkalmazzadk. Kevés kutatds foglalkozik a hazai kékénytermé-
sekkel. Irodalmi adatok alapjin tudjuk, hogy hatéanyagai a
cserzbanyagok, az antocianok, cukrok, a C vitamin és mds tar-
talmi anyagok.

Modszerek: Célunk meghatdrozni az antioxiddns kapaci-
tdst és annak Osszefiiggését a fenolos vegyiiletekkel. Ennek ér-
dekében metanolos, metanol-vizes (1: 1) és vizes kivonatokat
készitettiink. Az antioxiddns kapacitist DPPH mddszerrel és
fotokemilumineszcencidn alapulé mddszerrel (PCL) hatdroz-
tuk meg. Kolorimetrids modszert haszndltunk az Osszpoli-
fenol-antocidn és -flavonoid tartalom meghatdrozdsra. A poli-
fenolos komponensek azonmositdsira az RP-HPLC-UV/VIS
médszert alkalmaztuk.

Eredmények: Az antioxiddns kapacitds a kivonatokban a
kovetkezoképpen csokken: metanol > metanol-viz > viz (IC,,
=1,33 mg/ml a DPPH-ndl; 11,94 umol AAE/ml a PCL-nél >
IC,, = 1,87 mg/ml a DPPH; 10,35 umol AAE/ml a PCL-nél
>IC,, = 15,29 mg/ml DPPH-ndl, 1,89 umol AAE/ml a PCL-
nél) ami dsszefiiggésben van az dsszpolifenol (369 mg/100g
> 244 mg/100g > 101 mg/100g) és dsszantocidn tartalom-
mal (37,11 mg/100 g > 16,33 mg/100g > 7,76 mg/100g). A
flavonoid tartalom megkozelitéleg ugyanazon koncentrdcio-
kat mutatja mindhdrom kivonatban (35,82 — 37,32 mg/100
g kozotti értékek). A HPLC analizis magas klorogénsav és
neoklorogénsav tartalmat mutat, valamint jelentds mennyi-
ségben kvercetin glikozidokat.

Kévetkeztetések: Vizsgalataink bizonyitjik, hogy a kokény-
termés antioxiddns hatdsi polifenolokban gazdag, ezek legha-
tékonyabb kivondsa metanol és metanol-viz elegyével érhetd el.

Kulcsszavak: Prunus spinosa L., polifenolok, antioxiddns
kapacitds.
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Bevezetd

A Prunus spinosa L. (kokény) napsiitotte dombol-
dalakon, koves sziklas helyeken, utszéleken, ka-
szalokon, legel6kon, erddirtasokban és erddk szé-
lén igen elterjedt a Rosaceae csaladba tartozd
igénytelen faj [1]. 1-2 m magassagra is megnovo
cserje, marcius €s dprilisban nyilé hofehér vira-
gokkal. Sotétkék termése 1-1,5 cm atmérdjli, ham-
vas feliilet(i, kés6 Oszig az dgakon marad [2].

A Karpat-medence egész teriiletén honos, igen
elterjedt faj [1, 3]. Drogként a viragot — Pruni
spinosae flos — és a termést — Pruni spinosae
fructus - gytijtik [4].

A viragok enyhe hashajto hatastak, vizelethajtd
és vértisztitd tedk Osszetételében szerepelnek [4, 5].
Vérnyomascsokkentéként is hasznaljak a nép-
gyogyaszatban [3]. A viragok flavonoidokat: kemp-
ferol- és kvercetin glikozidokat tartalmaznak [6, 7].

Termésébdl készitik a fanyar izi kokénypalin-
kat. A gyogyaszatban foginyecsetelésre, valamint
szirupnak elkészitve hashajtoként alkalmazzdk
[4]. Kémiai Osszetételére jellemzd vegyiiletek a
polifenolos anyagok: cserzanyag, szerves savak,
flavonoidok, antocianok [4].

Guimaraes és munkatarsai a Portugalidban gytj-
tott kokénytermést HPLC-DAD-ESI/MS-sel vizs-
galva 21 fenolsavat és flavonoidot azonositottak:
f6 komponensként klorogénsavat irtak le, vala-
mint tobb kvercetin flavonglikozidot. Ezen kiviil 8
antocian vegyiiletet azonositottak: cianidin és
peonidin glikozidokat [8]. Barros és munkatarsai
vizsgaltak a liofilizalt kokénytermés fitokémiai
Osszetételét és antioxidans aktivitasat. 20 zsirsavat
azonositottak, f6 komponens az oleinsav; meg-
mérték a tokoferol (9,25 mg/100 g), aszkorbinsav
(15,6 mg/100 g), polifenol (83 mg/g) és flavonoid
(8,63 mg/g) tartalmat [9]. Pinacho és munkatarsai a
kokény termések, agak és levelek fenolos vegydiile-
teit vizsgaltak diklérmetanos, etil acetatos, etano-
los és vizes kivonatokbol. Mérték a kivonatok an-
tioxidans kapacitdsat, dsszpolifenol, flavonoid és
antocian tartalmat. A fenolos komponensek
HPLC-MS/MS azonositasat csak az agakbol nyert
etanolos kivonatbdl végezték [10]. Marakoglu és
munkatdrsai a torokorszagi Konya vidék kokény-
allomanyat mérték fel, értékelték a termés dsvanyi
anyag tartalmat. F6 dsvanyi elemként Al, B, Ca, K,
Mg, Na, P és S-t irtak le [11].

Kordbbi munkdnk sordan a kokénytermések
VRK analizisénél klorogénsav és rutin jelenlétét
mutattuk ki, valamint meghataroztuk a C-vitamin
tartalmat (30 mg/100 g drog) [12]. Romaniai kuta-

técsoportok koziil Ursache és munkatarsai a ko-
kénytermés antocidn Osszetételének hé hatasara
torténd valtozasat tanulmanyoztak [13].

Munkank sordn a Romanidban gytjtott kokény-
termések (Pruni spinosae fructus) antioxidans hata-
st komponenseinek mindségi és mennyiségi vizs-
galatat végeztiik. A mélyhttott termésekbdl meta-
nollal, metanol-viz elegyével (1:1 aradnyban) és
vizzel készitett kivonatokat vizsgaltuk. Meghata-
roztuk ezek Osszpolifenol, flavonoid és antocian
tartalmat, valamint antioxidans hatasat DPPH és
PCL modszerekkel. Az egyes komponensek azo-
nositasara és kvantifikalasaira RP-HPLC-UV/VIS
modszert dolgoztunk ki.

Anyag és modszer
Vizsgalati anyag

A Pruni spinosae fructust Marossarpatak kozség-
ben (Glodeni: Maros megye, Romania) eléforduld
természetes allomanybdl gytijtottiik, 2015 oktdbe-
rében. A begyjtott mintakat feldolgozasig mély-
hiitében taroltuk -20 °C-on. Meghatarozasainkat
harom parhuzamos mérésbdl végeztiik.

Anyagok

A kovetkezd referencia anyagokat hasznaltuk mé-
réseinkhez: cianidin-3-glukozid, delfinidin klorid,
malvidin-3-glukozid klorid (oenin klorid), pelar-
gonidin klorid, klorogénsav, kavésav, neokloro-
génsav  (3-kavékinasav), kvercetin-3-ramnozid
(kvercitrin), kvercetin 3-O-glukoz-6"-acetat, kaem-
pferol-3-glukozid, kvercetin-3-glukoz (izokvercit-
rin), kvercetin-3-galaktozid (hiperozid), kvercetin-
3-rutozid (rutin), vitexin és vitexin-2-O-ramnozid
a Roth-tdl (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Németor-
szag). A DPPH reagens (1,1-difenil-2-pikrilhid-
razil) és az aszkorbinsav a Sigma-Aldrich-tdl
(Steinheim, Németorszag) szarmaznak. A kivona-
sokhoz és VRK-hoz hasznalt oldészereket a Merck-
tél (Darmstadt, Németorszag) vasaroltuk. A két-
szeresen desztillalt és tisztitott vizet Direct-Q
system-mel nyertiik (Millipore, Bedford, AEA). Az
osszpolifenol tartalom meghatdrozashoz Folin-
Ciocalteu reagenst (Scharlau, Spanyolorszag), a
natrium karbonat-ot (Alfa Aesar, Karlsruhe, Né-
metorszag), a galluszsavat (Sigma-Aldrich) hasz-
naltuk. Az Osszflavonoid tartalom meghatarozas-
hoz a kovetkezé anyagokat hasznaltuk: alumini-
um hexahidrat klorid (Chimopar, Roménia) és
natrium acetat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Né-
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metorszag). Az Osszantocian tartalomhoz sdsavat
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Németorszag) és a
metanolt (Merck) hasznaltunk.

A kemilumineszcencids modszerhez a sziiksé-
ges reagenseket a gyartotol rendelhetd kitt tartal-
mazza (ACW kit, Analytic Jena, Németorszag).

A HPLC elvalasztas Nucleodur C 18 (150 mm x
4,6 mm, 3 um) oszlopon tortént.

Extrakcio

A kivonatokat metanollal, metanol-viz (1:1) és viz-
zel készitettiik. A gytimolcsoket (5 g) mozsarban
eldorzsoltiik és 50 ml olddszerrel kivonatoltuk
25 °C-on, 30 perces ultrahangos razatassal. Sztirés
utan 50 ml-es torzsoldatot készitettiink, melyet
ampullakban elosztva mélyhtitében taroltunk a to-
vabbi mérésekig. A HPLC vizsgalat el6tt nylon
membran sztirén (0,2 pm, VWR International) at-
szlrtiik a mintat.

Osszpolifenol tartalom meghatdrozdsa

Folin-Ciocalteu mddszerrel dolgoztunk [14]. 40 ul
elébb elkészitett mintdhoz 3,16 ml desztillalt vizet
és 200 pl Folin-Ciocalteu reagenst adtunk, jol 6sz-
szekevertiik, 5 perc utan 600 ul natrium karbona-
tot (20% w/v) adtunk hozza. Az igy 6sszekevert ol-
datok 2 orat szobahémérsékleten (20 °C) alltak és
vakkal (viz és reagens) szemben 765 nm-en leol-
vastuk az abszorbanciat. Az eredményeket mg
galluszsav ekvivalensben 100 g fagyasztott gyii-
molcsre hataroztuk meg [14].

Osszflavonoid tartalom meghatdrozisa

A kivonatok 0sszflavonoid tartalmat kolorimetrias
modszerrel hataroztuk meg. 500 pl kivonathoz 1
ml natrium acetatot (10% w/v), 600 ul AICL, —ot
(2.5%, w/v), 1,4 ml metanolt és 1,5 ml vizet adtunk.
Az oldatokat jol Osszekevertiik és 15 percig allni
hagytuk szobahémérsékleten (20 C°), majd 430
nm-en leolvastuk az abszorbanciat vakkal szem-
ben (kivonat+metanol+viz). Az eredményeket mg
kvercetin ekvivalensben fejeztiik ki 100 g fagyasz-
tott gytimolcsre vonatkoztatva [10, 15, 16].

Osszantocidn tartalom meghatdrozidsa

Az antocian tartalmat az Eurdpai Gyogyszer-
konyv 7. kiadasaban hivatalos kolorimetrias mod-
szerrel végeztiik [15]. A kivonatokbdl tomény so-
sav metanollal készitett 0,1% (V/V) toménységi ol-

dataval 6tszoros higitast készitettiink. Az oldatok
abszorbancidjat 528 nm-en hataroztuk meg, kom-
penzald folyadékként tomény sésav metanollal ké-
szitett 0,1% (V/V) toménységli oldatat hasznaltuk.
Az eredményeket mg cianidin-3-gliikozid-klorid-
ban fejeztiik ki 100 g fagyasztott gylimdlcsre vo-
natkoztatva [15].

Antioxiddns kapacitis meghatdrozdsa
DPPH médszerrel

A mintdk szabadgyokfogd képességét Brand-
Williams és munkatarsai mddositott modszerével
mértiik [17]. DPPH reagens 1 mM-os metanolos ol-
datat frissen higitottuk 0,1 mM-ra. Az igy kapott
oldat abszorbancidjat 0,650 + 0,020-re allitottuk be
517 nm-en. 200 uL mintat vagy standardot Ossze-
kevertiink 2800 uL DPPH oldattal, erélyes 0sszera-
zast kovetden 6 perc utan mértiik az abszorbanciat
517 nm-en. A vak oldat ugyanazt a DPPH mennyi-
séget tartalmazta és 200 pL metanolt. A DPPH %
-os inhibiciojat a kovetkezdképpen szamoltuk ki:
inhibici6 % = (A -A_/A.) x 100

Ahol az A a vak abszorbanciaja, az A _a minta
abszorbancidja. Pozitiv kontrollként aszkorbinsa-
vat haszndltuk és minden mérést harom parhuza-
mosbdl végeztiink. Kiszamoltuk az IC,, —et, ez azt
az antioxidans koncentraciét (kivonat) jeloli,
amely a DPPH gyok mennyiségének 50%-0s csok-
kenéséhez sziikséges [17, 18].

Antioxiddns kapacitds meghatdrozdsa kemiluminesz-
cencids (PCL) modszerrel

A Prunus spinosa kivonatok szuperoxid anion sza-
badgyok felfogd képességének vizsgalatara foto-
kemilumineszcencidn alapulé mddszert (PCL) al-
kalmaztunk, Photochem® késziiléket haszndlva
(Analytic Jena, Németorszag). Ez a médszer maga-
ba foglalja a szuperoxid anion keletkezését egy
fényérzékeny anyagbdl UV fény hatasara, valamint
ezen szabadgyok meghatdrozasat egy kemilumin-
eszcencias modszerrel. A prébak vizoldhatd anti-
oxidans kapacitasanak (ACW, Water soluble Anti-
oxidant Capacity) kiszamitasat a PCL szoftver auto-
matikusan végzi a vak illetve a kalibracios oldatok
(aszkorbinsav) esetén mért szabadgyok felfogo ké-
pesség Osszefliggésébdl. A munkaoldatok elkészité-
se a gyarto altal eléirt munkamenet alapjan tortén-
tek [20, 21]. A lumineszcencia valtozasat 4 percen at
kovettiik. Minden mérést haromszoros ismétlésben
végeztiink. Az eredményeket umol aszkorbinsav/
ml kivonatra adtuk meg [19, 20, 21, 22].



22 Acta Pharmaceutica Hungarica

2017/1.

RP-HPLC-UV/VIS modszer

A termések metanolos kivonatait nagyhatékony-
sagu folyadékkromatografias technikaval vizsgdl-
tuk meg. Az antocianok stabilitasa érdekében to-
mény HCI-t adtunk a kivonathoz, 2%-os ardnyban
[23]. A kromatografids rendszer Merck Hitachi
L-7100 pumpabol, Merck Hitachi L-7612 gdzmen-
tesitébdl, Merck Hitachi L-7200 automata injektor-
bdl és Merck Hitachi L-7455 DAD detektorbdl allt.
Az elvalasztasokat forditott fazist analitikai osz-
lopon (Nucleodur C 18, 150 mm x 4,6 mm, 3 pum)
végeztiik, gradiens elacidval (foszfat puffer
pH=2,5 95-76% és acetonitril 5-24%). Az eluens
aramlasi sebessége 0,55 ml/perc. A komponensek
detektalasat 280 nm (fenolkarbonsavak), 370 nm
(flavonoid glikozidok) és 520 nm (antocianok) hul-
lamhosszokon végeztiik. A beinjektalt mintak tér-
fogata 100 pl, mérés id6tartama 90 perc. Mérésein-
ket 3 parhuzamos injektdlassal végeztiik [24, 25,
26, 27].

Statisztikai elemzés

Az eredményeket harom meghatarozas atlagaként
+ SD adtuk meg. IC ) —et a DPPH mddszernél a
GraphPad Prism5 software-rel szamoltuk.

Eredmények

A mélyhitott kokénytermésekbdl metanollal, me-
tanol-viz 1:1 aranyu elegyével és vizzel kivonatot
készitettiink. Megmértiik dsszpolifenol, flavonoid
és antocian tartalmukat. Az eredmények azt bizo-
nyitjak, hogy a polifenolok és antocianok kivona-
sa leghatékonyabban metanollal érhet6 el, ezt ko-
veti a metanol-viz (1:1) és legkevésbé hatékony a
vizes kivonas (I. tdbldzat). Flavonoidok esetén
nem talaltunk jelentés kiilonbséget az alkalma-
zott kivondszerek hatékonysagaban (I. tdbldzat).
A kivonatok antioxidans aktivitasanak mérésé-
re két modszert alkalmaztunk: DPPH szabadgyok
megkotést és fotokemilumineszcencian alapuld
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1. dbra: A Pruni spinosae fructus metanolos kivonatinak HPLC kromatogramja 280 nm-en

L. tablazat

Pruni spinosae fructus tartalmi anyagai

Kivonat Osszpolifenol tartalom Osszantocian tartalom Osszflavonoid tartalom
mg GSE /100 g fgy mg CGE /100g fgy mg KE /100 g fgy

Metanol 369 + 66 37,11+ 6,45 37,32+9,32

Metanol-viz 1:1 244+7,6 16,33 +3,91 35,82 + 4,66

Viz 101 +6,7 7,76 +1,57 36,06 + 3,81

Megj.: Az eredmények 3 mérés atlaga + SD. GSE — galluszsav ekvivalens, CGE - cianidin-3-gliikozid ekvivalens,

KE - kvercetin ekvivalens, Fgy — fagyasztott gyiimdlcs.
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PCL modszert. A DPPH modszernél IC, értékeket
szamoltunk, pozitiv kontrollként pedig aszkorbin-
savat hasznaltunk (IC,, = 0,0091 mM). A DPPH
gyokmegkotd kapacitds a magas polifenol és
antocian tartalmu metanolos és metanol-vizes ki-
vonatokban lényegesen jobbnak bizonyult, mint a
vizes kivonatokban (II. tabldazat).

A PCL modszernél az eredményeket pmol asz-
korbinsav ekvivalensben fejeztiik ki. Ez esetben is
a metanol és a metanol-viz elegyével készitett ki-

vonat mutat erdsebb antioxidans aktivitast (II.
tablazat). Az alacsony polifenol és antocian tartal-
mu vizes kivonatot gyenge antioxidans aktivitas
jellemzi.

A kokénytermésben taldlhatd polifenolos ve-
gyiiletek azonositasara RP-HPLC-DAD modszert
dolgoztunk ki. Metanolos kivonatot vizsgaltunk.
Az egyes komponensek azonositdsa referencia
anyagokkal valé Osszehasonlitds alapjan tortént
(retencids id6, UV-VIS spektrum) (1. és 2. dbra).
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2. dbra: Referencia anyagok abszorbcids spektrumai: a = neoklorogénsav, b = klorogénsav, c = cianidin, d = delfinidin,
e = pelargonidin, f= rutin, g = hiperozid, h = izokvercitrin
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II. tablazat
Pruni spinosae fructus antioxiddns kapacitdsa
Kivonat DPPH PCL
IC,, mg/ml pmol AAE/ml

Metanol 1,339 +0,23 11,94+ 0,84
Metanol-viz 1:1 1,873 + 0,03 10,35 + 1,09
Viz 15,295 +2,79 1,89 +£0,35

Megj.: AAE — aszkorbinsav ekvivalens

III. tdblazat

A Pruni spinosae fructus metanolos kivonatiban azonositott komponensek

Polifenolok Retencios id6 (perc) Koncentracid (ug/g fgy)
1 Neoklorogénsav 21,21 142,68
2 Cianidin-3-O-gliikéz 23,92 40,72
3 Klorogénsav 25,45 270,16
4 Delfinidin 30,55 33,14
5 Pelargonidin 35,72 14,61
6 Rutin (kvercetin-3-ramnosilgliikozid) 44,86 37,64
7 Hiperozid (kvercetin-3-O-galaktozid) 46,77 39,05
8 Izokvercitrin (kvercetin-3-O-gliikozid) 47,54 43,41

Megj.: fgy — fagyasztott gyiimolcs

Mennyiségi meghatdrozashoz a referencia anya-
gokkal 5 pontos kalibracios egyenest készitettiink,
az egyenes egyenletével szdmoltuk ki a koncentra-
ciokat (II1.tablazat).

A RP-HPLC vizsgalat soran f6 komponensként
klorogénsavat azonositottunk, ez 6sszhangban van
egyes irodalmi forrasokkal [8]. Ezen kiviil jelentds
mennyiségl neoklorogénsavat mutattunk ki; egy
Szerbidban végzett mérés szerint ez a f6 fenolos
anyag [28]. Antocian vegyiiletek koziil harom
komponenst sikeriilt azonositani, mennyiségileg a
cianidin-3-O-gliik6z dominadl. A flavonoidok tekin-
tetében eredményeink részben 6sszhangban van-
nak az irodalmi adatokkal, ugyanis a kvercetin
glikozidjait talaltuk. A portugal mérések szerint a
flavonoid elegy felét rutin teszi ki [8]. Az altalunk
vizsgalt termésekben kozel egyforma aranyban ta-
lalhaté rutin, hiperozid és izokvercitrin. Erre valo-
szintileg a foldrajzi elhelyezkedésbdl adodo eltérd
pedoklimatikus tényezok jelentik a magyarazatot.

Kovetkeztetések

Eredményeink egyértelmtien igazoljak a kokény-
termés metanolos és metanol-vizes kivonatainak
antioxidans hatasat DPPH és PCL mddszerekkel,
valamint ezeknek az dsszpolifenol és antocian tar-
talommal vald Osszefiiggését. A metanolos kivo-
nat HPLC vizsgalata soran nagy mennyiségl
klorogénsavat (270,16 ug/g) és neoklorogénsavat
(142,68 pg/g) mutattunk ki, valamint harom
kvercetin glikozidot (ezek egyiitt 120 ug/g).

Koszonetnyilvanitas

Koszonetiinket fejezziik ki a Magyar Tudomanyos
Akadémia és a Studium Prospero Alapitvanynak
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Onemulgeal6 hatéanyag-felszabadité rendszerek, mikroemulziok
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Summary

JakaB G., Ftitépr V., SANTHA K., SzERGCZEI D., BALOGH E., ANTAL
I.: Formulation possibilities of self-emulsifying drug deliv-
ery systems, microemulsions and nanoemulsions

Objective

The aim of this review is to introduce the self-emulsifying drug
delivery systems which can be used to improved the bioavailabil-
ity of poorly water soluble drug substances.

Methods

The review summarizes the most prominent results of the lipid
based medicinal preparations, such as microemulsions and nano-
emulsions developed in the last two decades.

Results

The analysis of the references details the lipid based formulation
classification systems, the most common excipients, the quality
attributes depending on the ingredients, as well as the differences
in the characteristics of micro- and nanoemulsions.

Conclusions
The summary demonstrates the formulation possibilities of
self-emulsifying drug delivery systems, which may increase
the applicability and are promising to improve the therapeutic
effectiveness.

Keywords:
poorly water soluble drugs, lipid based formulations, self-emulsi-
fication, colloidal drug carriers

Osszefoglalds

Célkitiizés

Az dttekintés célja a vizben rosszul oldédo hatéanyagok per os
biolégiai hasznosithatdsdginak novelése érdekében alkalmazhato
onemulgedld gyogyszerhordozd rendszerek bemutatdsa.

Modszerek

A kozlemény feldolgozza az elmuilt két évtizedben eltérbe keriilt
lipid alapti gyégyszerkészitmények kutatdsinak legfontosabb
eredményeit, kiilonds tekintettel a mikro- és nanoemulzidkra.

Eredmények

A szakirodalmi forrdsok elemzése bemutatja a lipid alapii készit-
mények osztilyozdsi rendszerét, a leggyakrabban alkalmazott se-
gédanyagokat, az sszetevdktdl fiiggd mindségi tulajdonsigokat, a
mikro- és nanoemulzidk kozotti jellemzd eltéréseket.

Kovetkeztetések

Az dttekintés ravildgit a lipid alapii készitmények, illetve az dne-
mulgedld hatéanyag-felszabaditd rendszerek alkalmazhatdsigot
megkonnyitd formuldldsi lehetdségeire, amelyek a terdpids haté-
konysdg novelése érdekében igéretesek.

Kulcsszavak:
rossz vizoldhatdsigu hatéanyagok, lipid alapui készitmények, on-
emulgedlddds, kolloid hatéanyaghordozd rendszer

Bevezetés

Napjainkban a gydgyszerfejlesztés egyik legna-
gyobb kihivdsa az alacsony oralis biohaszno-
sithatosagu hatdanyagokat tartalmazo készitmé-
nyek formuldlasa [1, 2]. Az 4j hatéanyag-jelolt mo-
lekuldk mintegy 30-40%-a a Biofarmadciai Oszta-
lyozasi Rendszer (BCS) II. osztalyaba tartozik,
azaz alacsony vizoldhatdsdgot és jO membran
permeabilitdst mutat, mikozben szignifikdns és
igéretes farmakoldgiai hatasokkal rendelkezik mo-
lekularis tAmadaspontjan.

Az alacsony oralis biohasznosithatdsag javitasa
céljabdl szamos gyodgyszertechnoldgiai megoldast

alkalmaznak [3-5], pl. komplexképzést ciklodextri-
nekkel [6], szilard diszperzidkat [7], szilard lipid
nanorészecskéket [8], nanokristalyokat [9]. A lipid
alapt formulaciok koziil biofarmaciai és gyogy-
szertechnoldgiai elényei kovetkeztében nagy jelen-
téséggel birnak az onemulgealédé gydgyszerhor-
dozé rendszerek [10].

Onemulgedlédé gyégyszerhordozo rendszerek

Az 6nemulgealdédod gyogyszerhordozoé rendszerek
izotrép keverékek (prekoncentratumok), melyek a
hatéanyag mellett természetes vagy szintetikus
olajokbdl, hidrofil vagy lipofil emulgensekbdl, és
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. Higulds a
i + Hatéanyag
Olaj SEDDS/SMEDDS/ GIT-ben ficva
Emulgens . SNEDDS Mlkremt:l ll;?:o-
Segédemulgens —

1. dbra: Hatéanyag-felszabadito onemulgedlodd rendszerek

esetenként hidrofil koszolvensekbdl (koemulgen-
sekbdl) allnak. A gyomor enyhe keverd funkcioja-
nak kovetkeztében a gyomornedvben felhigult ke-
verék nagy diszperzitasfoku o/v tipusu emulziot
képez (1. dbra). A keletkezett cseppek méretétdl és
termodinamikai stabilitasatdl, valamint a kiindu-
lasi prekoncentratum Osszetételétdl fliggden meg-
kiilonboztetiink 6nemulgedlodd (SEDDS), o6n-
mikroemulgealodé (SMEDDS) és o&nnanoemul-
gealodo (SNEDDS) gydgyszerhordozd rendszere-
ket [11]. Felépitésiikbél adddoan a lipid alaptu
formulacidkhoz soroljuk &ket. A felhasznalasra
szant adagolasi formdaban kialakitott fizikai 4lla-
pot szerint megkiilonboztethetiink folyékony
(,Liquid”, L-SEDDS), pasztaszert félszilard
(,SemiSolid”, SS-SEDDS) és szilard (,Solid”,
S-SEDDS) hordozorendszereket.

A lipid alapu készitmények egyik legfébb
biofarmadciai elénye, hogy a vizben rosszul oldo-
do, lipofil hatéanyag — olajfazisban — oldott alla-
potban taldlhaté a gasztrointesztinalis traktusban
(GIT) torténé athaladasa soran. Az abszorpcio ja-
vulasa varhaté egy olyan kolloid diszperz rend-
szertdl, amely a hatéanyagot oldott allapotban tar-
talmazza, mivel igy a kioldédas — mint sebesség-

meghatdrozo 1épés — elkeriilhetd.
Lipid formulaciok osztalyozasi rendszere

A 2000-ben bevezetett osztalyozasi rendszer lipid
alapu formulaciok szdmdra Pouton nevéhez f(iz6-
dik [12]. Az elgondolas alapveté szempontjaként
szolgalt, hogy a lipid készitményeket az Osszetétel
az olaj, emulgens, segédemulgens aranyok szerint

L. tabldzat
Lipid alapui hordozdrendszerek osztdlyozdsi rendszere

I. tipus IL. tipus III/A. tipus II1/B tipus IV. tipus
Rendszer olajfazis onemulgealddd | onemulgeadlddd | Snemulgedlodd olajfazis nélkiil,
jellege olajfazis olajfazis olajfazis micellaképz6

vizoldhato vizoldhato vizoldhato feliiletaktiv és
segédanyag segédanyaggal segédanyaggal, | koszolvens segéd-
nélkiil alacsony anyagokkal
olajtartalommal
Emésztési kovetelmény nem feltétel nem feltétel nem feltétel nem feltétel
folyamat
Diszperzié mé- durva kolloid kolloid kolloid kolloid
rettartomanya (<250 nm) (<250 nm) (<100 nm) (<50 nm)
Oldoszerhatas korlatozott nem valtozik csokkenhet valdszintien csok- csokken,
vizben higu- jelentéségti ken faziatalakulas
laskor
Osszetétel

Olaj (m/m%) 100 40-80 40-80 <20 -
Hidroféb - 20-60 - - 0-20
(HLB<12) feli-
letaktiv anyag
(m/m%)
Hidrofil - - 20-40 20-50 30-80
(HLB>12) felu-
letaktiv anyag
(m/m%)
Hidrofil - - 0-40 20-50 0-50
koszolvens
(m/m%)
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csoportositsak (I. tdbldzat), és az egyes tipusok-
hoz rendeljék hozza a jellemzé tulajdonsagokat,
igy pl. a varhaté hatdsat a gasztrointesztinalis
traktusban torténd higulasnak. Az I-es tipusu 6sz-
szetételek csak olajat tartalmaznak, nem disz-
pergalodnak a GIT-ben, és a kivant hatds elérésé-
hez esszencialis az olaj enzimek altal torténd bon-
tasa. A Il-es tipus tagjai olajat és vizzel nem ele-
gyedd, HLB<12 emulgenst tartalmaznak [13], ezek
onemulgealddas révén mar o/v tipust emulziot
képeznek a gyomor-bél rendszerben. Az osztalyo-
zasi rendszer III. tipusdhoz soroljuk az énmikro-
emulgealddd rendszereket, melyek vizoldékony
emulgenseket és/vagy koemulgenseket tartalmaz-
nak, és képeznek finom diszperzidkat a fiziologi-
as kioldo6 kozegben. A III/A tipusba tartozo keve-
rékek kisebb, mig a III/B tipushoz sorolt for-
muldciok jelentés aranyu hidrofil emulgenst és
koemulgeatort tartalmaznak, azonban higulas ha-
tdsara a rendszer szolubilizalé képessége csok-
kenhet, és a hatdanyag csapadék formajaban ki-
valhat. A lipid alapt formuldcidk dontd része a
III. tipus képviseldje, koziiliik példa az immun-
szuppresszans ciklosporint tartalmaz6 Neoral® és
a HIV-terdpiaban alkalmazott ritonavir/lopinavir
kombinacids készitmény, a Kaletra® [30]. A gydgy-
szerfejlesztés egyik 1j irdnyvonala olajmentes
formulacidk elballitasa, Pouton ezeket az Osszeté-
teleket a IV. tipusba sorolja. Egy az Egyesiilt Alla-
mokban végzett kutatds szerint a hidrofil emul-
gens és segédemulgens egyiittes alkalmazasa
szignifikdnsan nagyobb szolubilizal6 képességgel
bir a kizarélag koemulgeatort tartalmazo prekon-
centratumokhoz képest [11]. A lipidmentes Ossze-
tételek hatranya kozé tartozik a szolubilizald ké-

pesség jelentds mértékd csokkenése in vivo. A IV.
tipus szerinti formulaciok abban az esetben nyer-
nek alkalmazast, ha a hatéanyag hidrofob, de nem
lipofil karakter(i. Nem szabad azonban megfeled-
kezniink kronikus alkalmazas sordan a magas
emulgens és segédemulgens arany kovetkeztében
fellépd toxicitasrdl. Erre nagyon jo példa a IV. ti-
pus szerint késziilt lagy zselatin kapszula gyogy-
szerforma a HIV-proteaz gatlo amprenavirbdl, az
adott klinikai indikaciéban az elényok egyértel-
muen tulsulyban vannak a kockazatokkal szem-
ben [14].

Mikroemulziok és nanoemulziok

Biofarmaéciai és gyogyszerterapids elényeik kovet-
keztében a leggyakrabban eldallitott kolloidalis
diszperz rendszerek a mikroemulziok és nano-
emulziok (II. tabldzat). Szamos hasonldsag van a
két kolloid struktura kozott, &am néhany fontos kii-
16nbség egyértelmli hatart szab koztiik [15]. A
szakirodalom szerint amennyiben a diszpergalt
cseppek atmérdje 200-300 nm alatt van, akkor
mikroemulziordl vagy nanoemulziorol beszéliink
[16].

Onmagaban a cseppméret alapjan a két rendszer
kozott nem tudunk kiilonbséget tenni, azonban a fi-
zikai-kémiai, kolloidikai tulajdonsagaik alapjan
egyértelmiien megallapithatd, hogy mikro vagy
nanoemulzid. Ezeknél a rendszereknél a terminolo-
gia, illetve méret szerinti megkiilonboztetés dnma-
gaban félrevezetd. A ,nano” 10, mig a , mikro” 10
dimenziot jelent, igy azt a kovetkeztetést vonhat-
nank le, hogy a nanoemulzidk cseppmérete sza-
mottevOen kisebb a mikroemulzidk cseppméreté-

II. tabldzat

Onemulgedld rendszerek fontosabb jellemz6i

Tulajdonsag

Mikroemulzio

Nanoemulzio

Termodinamikai stabilitas stabil

instabil

Kinetikai stabilitas

instabil, de kompenzalt

sztérikus és elektrosztatikus gatbdl
kovetkezd metastabil allapot

Morfoldgia

valtozatos (pl. szférikus,
lamellaris, cilinder)

kizarolag szférikus

Osszetétel, lehetséges
stabilizatorok

nagyobb emulgens/olaj arany,
kis molekulasulyu emulgensek.

kisebb emulgens/olaj arany, fehérjék, po-
limerek, kis molekulastulyt emulgensek

Optikai tulajdonsagok

200 nm alatt a kolloid diszperzi6 elkezd feltisztulni,

60 nm alatt transzparenssé valik.

Részecskeméret-eloszlas

szlik tartomany, egy cstcs, ala-
csonyabb polidiszperzitas.

széles tartomany, tobb cstics, magasabb
polidiszperzitas.
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hez képest. A gyakorlatban
azonban altalaban forditva, a
mikroemulziék mutatnak ki-
sebb cseppméretet [17].

A legmeghatarozobb  kii-
16nbség a mikroemulziok és a
nanoemulziok kozott a termodi-
namikai stabilitds kérdéskore (2.
abra). A mikroemulzidk termo-
dinamikailag stabil kolloid
diszperzidk, mig a nanoemul-
ziok termodinamikailag nem
stabil rendszerek. Mikroemul-
ziok esetén a kolloid diszper-

AG

nanoemulzio
(instabil)

faziselkiiloniilés

zi6 (cseppek vizben eloszlatva)
szabadentalpidgja ~ (AG, ,.,.)
alacsonyabb, mint a kiilonallo
tazisok (olaj és viz) szabaden-

mikroemulzié
(stabil)

faziselkiiloniilés

talpidja (G, ), ezért a mikro-

idé

emulziok képzddése termodi-
namikailag kedvezményezett

2. dabra: Mikroemulzio és nanoemulzio termodinamikai stabilitisa

folyamat (AG, giszp. SAG,)- Nanoemulziok esetén
a helyzet forditott: a kolloid diszperzié szabaden-
talpidja magasabb, mint a kiilonallo fazisok sza-
badentalpidja, ezért a nanoemulziok termodina-
mikailag instabil rendszerek (AG,_ aisep > AG,,) [17].

A nanoemulziok termodinamikai instabilitasuk
ellenére képesek akar honapokon vagy akar éve-
ken at megtartani cseppallandésagukat, ellenall-
nak az aggregativ er6knek [20]. A metastabil alla-
potban levé kolloiddlis diszperz rendszer termo-
dinamikailag instabil, &m kinetikailag stabilizalt
allapotban lehet jelen [20]. Bar a termodinamikai-
lag instabil rendszer az energiaminimum elvének
megfeleléen az alacsonyabb szabadentalpiat biz-
tosito, szeparalt fazisokba torekszik visszaalakul-
ni, am ezt a folyamatot kiilonb6z6 energiagatak
(sztérikus és elektrosztatikus) kialakitasaval lassit-
hatjuk, azaz kinetikailag stabilizaljuk a rendszert
[16]. Minél nagyobb az energiagat, annal tovabb
marad metastabil allapotban a nanoemulzid, an-
nal kevésbé képesek az egyes cseppek megkdozeli-
teni egymast és aggregaldodni. Mind az amfipati-
kus, mind a részlegesen nedvesedd szildrd ré-
szecskék felhalmozodasa a hatarfeliileten kedvez-
ményezett. Az emulzio iddbeli stabilitasat el6segi-
ti egy er6s és rugalmas hatarfeliileti film
kialakulasa, valamint elektromos toltéssel rendel-
kez6 emulgeatorok alkalmazasa esetén az elektro-
mos kettOsréteg taszitdsa [18]. A mikroemulzidok
kinetikailag instabilak, am a méretiikbdl kifolyo-
lag az aggregacios hajlam energetikai gataknak
koszonhetéen kompenzalt [23].

Az Osszetételt vizsgalva mindkét tipus a lipid
osztalyozasi rendszer III. tipusaba tartozik, azaz
olaj, emulgens és koemulgeator is sziikséges a
mikro/nanoemulzio eléallitasahoz. A kiilonbség az
emulgens/olaj ardnyban és a felhasznalt emul-
gensek mindségében van. Mikroemulzié esetén na-
gyobb mennyiségii feliiletaktiv anyag sziikségelte-
tik, és kizardlag kis molekulastlyt emulgensek al-
kalmasak a termodinamikailag stabil rendszer 1ét-
rehozasahoz [18]. Ezzel szemben nanoemulzidk
képzéséhez kisebb emulgens/olaj ardny is megfele-
16, valamint a kis molekulastlyt emulgenseken ki-
viil kiilonb6z6 fehérjék és polimerek is alkalmasak
[19]. Cseppméretben nincs kiilonbség a
mikroemulzi6 és nanoemulzié kozott, amennyiben
a lipid alapu kolloidalis diszperz rendszer csepp-
mérete 200 nm alatti, akkor definicid szerint mikro/
nanoemulziérol beszélhetiink [16]. Optikai tulaj-
donsagok a cseppmeéret tiikrében értelmezhetdk: a
rendszer 200 nm-nél elkezd kitisztulni, 60 nm alatt
transzparenssé valik [21]. Nanoemulzidk esetén a
cseppek gomb alaktak. Ebben a mérettartomany-
ban a cseppek hatarfeliileti fesziiltsége (y: N/m) re-
lative nagy, mig a sugara (r: m) kicsi, ezért tgjbb at-
moszféra nagysdgu Laplace-nyomas (4P =) de-
tektalhato. A diszpergalt csepp a legkisebb hatarfe-
lilletet igyekszik kialakitani: gomb alakot vesz fel
[16]. Mikroemulzidk morfologiai elemzése Gssze-
tettebb képet tar elénk. A kolloid mérettartomany
also felének termodinamikailag stabil képviseldje
gomb, palca, cilinder vagy lamelldris struktarakat
is felvehet [22].
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A fentiek alapjan lathato, hogy a mikro-, és
nanoemulzidk preciz elkiilonitése komoly kihivast
jelent a kutaté szamara. A két kolloid diszperzid
termodinamikai stabilitasaban eltérést mutat,
ezért mikroemulzidk esetén a hosszu tavu eltart-
hatosag, a gyenge aggregacios hajlam dontd lehet,
de nem szabad megfeledkezniink a nanoemulzidk
esetleges metastabil allapotarol. Tampont lehet a
részecskeméret-eloszlas, polidiszperzitas, Zeta-po-
tencidl szignifikdns valtozasa az id6 fliggvényé-
ben, a cseppmorfolégia modosulasa [17]. Lathat-
tuk, hogy a nanoemulzidkra kizarolag a gomb
alak jellemzd, mig mikroemulziok esetén tobbféle
struktura lehetséges. Megfelel6 képalkoto eljara-
sok (atomerd mikroszkopia, pasztazo elektron-
mikroszkopia, rontgen) segitségével jellemezni
tudjuk az eléallitott emulziot [15]. Elengedhetetlen
a cseppméreteloszlas vizsgalata is, a mikroemul-
ziok sztik mérettartomanyt, a nanoemulziok széle-
sebb, esetenként tobb csticcsal jellemezhetd csepp-
méreteloszlast mutatnak [22].

Onemulgeal6do6 rendszerek segédanyagai

Az dnemulgedlodo gyogyszerhordozd rendszerek
olajokbdl, emulgensekbdl és koemulgeatorokbodl
épiilnek fel. Az 6nemulgealddas folyamatat donté
modon befolyasoljak az alkalmazott segédanya-
gok (III. tabldazat). Az olaj és emulgens kémiai
szerkezete, koncentraciodja, az olaj/lemulgens arany,

az alkalmazott segédemulgens mindsége és meny-

nyisége, az emulgens/segédemulgens arany, illetve

az egyes segédanyagok bemérési sorrendje mind
hatdssal vannak a kolloid diszperzié mindségére

[24]. A sikeres formuldlashoz szamos paramétert

kell figyelembe venni, dnemulgedlt cseppek kép-

z0désére csak meghatarozott segédanyag-kombi-
naciok esetén van lehetéség. A komponensek ki-

valasztasanak f6bb szempontjai a kdvetkezdk [25]:

- a hatoanyag oldhatdsdga a lehet6 legjobb legyen
az adott segédanyagban,

- az Onemulgealas sebessége a legnagyobb, a ke-
letkezett cseppek mérete a legkisebb legyen a
sikeres abszorpcio érdekében,

- a gyomor-bél traktusban tapasztalhat6 pH és
ionkoncentracié hatdsara ne valtozzon meg a
cseppméret és a stabilitds,

- minimalizalja a hatéanyag bomlasat és meta-
bolizacidjat a fiziologias kdrnyezetben,

- asegédanyagok toxicitasa, tisztasaga, stabilitasa
és kedvezé dra is lényeges kritériumok.

Olajok

Az olajok a SEDDS legfontosabb alkotdrészei. Ol-
dott allapotban tartjdk a hatéanyagot, elésegitik az
onemulgealddas folyamatat, facilitaljdk a hato-
anyag intesztinalis abszorpcidjat [26]. Az olajokat
tobbféle szempont szerint csoportosithatjuk. Ere-
dettik szerint lehetnek természetesek, félszinteti-

I11. tablazat

Onemulgedlé rendszerek fontosabb segédanyagai

Anyag HLB-érték Tulajdonsagok
Olivaolaj - természetes olaj, 85%> telitetlen zsirsav arannyal [41]
Szezamolaj természetes olaj, 80%> telitetlen zsirsav arany, allergizalhat [42]
Glicerin-monooleat 3 félszintetikus, hosszu szénldncu szarmazék, lipofil hatéanyagok
(Peceol®) kivalo olddszere [43,44]
Kaprilsav trigliceridek 2 félszinteti . 4 La T ST
(Labrafac® Lipophile WL é szmtet,llfus s.zarmazek, koze/pes szénlancu triglicerid,
1349) parenteralisan is alkalmazhaté [45]
Polioxilezett ricinusolaj 12
35:1 nemionos emulgens, vizoldhato, félszilard [46]
(Cremophor® EL)
Polioxilezett ricinusolaj 15 . o e Lhan farn 2 .
401 nemionos emulgens, iz- és szagmentes, oralis készitmények esetén
(Cremophor® RH 40) elényds [47]
Makrogolglicerin-oleat 10 nemionos emulgens, vizben jol diszpergélodik, egyik legjobban
(Labrafil® M 1944 CS) toleralt feliiletaktiv anyag [48]
; O(ii?(:(;iizrtl((z"lgv)\;esgr?rg(gan_ 15 nemionos emulgens, gasztroirritativ-potencial [49]
Dietilén-glikol-monoetil- - hidrofil koemulgens, vizzel kivaléan elegyedik, szinergista effek-
éter (Transcutol® HP) tus jellemz0 az emulgenssel [50]
polietilén-glikol 400 - szintelen, viszkdzus folyad€k, alacsony toxicitas [51]
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kusak, szintetikusak. Szerkezetiiket tekintve trigli-
ceridek vagy kevert gliceridek (mono-, di-, és trigli-
ceridek keveréke) kozepes és/vagy hosszt szénlan-
cu zsirsavakkal, melyek telitettek és egyszeresen
vagy tobbszorosen telitetlenek lehetnek [27].

A természetes olajok valtozatos szénlanchosszu-
sagu és telitettségli trigliceridek keverékei, leg-
gyakrabban haszndlt a szezamolaj, napraforgdolaj,
olivaolaj, mogyoroolaj, kékuszolaj és palmaolaj.
Olvadaspontjuk a szénlanc hosszanak valamint
telitetlenségének novekedésével novekszik, az oxi-
daciora valo hajlamuk pedig csokken [24]. Szamos
olaj all rendelkezésre tisztitott allapotban SEDDS
formulalasahoz. Elény0s tulajdonsagaik kozé tar-
tozik, hogy a GIT-ben talalhaté enzimek révén to-
kéletesen lebomlanak, epesavak kozvetitésével fel-
szivodnak. Alapvetéen biztonsagosnak tekintjitk
Oket [28]. Hatranyaik kozé tartozik, hogy altalaban
kevesebb hatoanyagot képesek oldatban tartani
félszintetikus tarsaikhoz képest, valamint az 6n-
emulgealodas is nehezebben megy végbe [29].

Természetes olajok részleges hidrolizisével, ké-
miai mddositasaval félszintetikus olajokat, emul-
genseket, segédemulgenseket allithatunk eld.
Ezek a segédanyagok lagy és kemény zselatinkap-
szuldba probléma nélkiil tolthetdk, szobahémér-
sékleten folyadék vagy félszilard allapotban kertil-
nek felhasznalasra [30].

Félszintetikus olajok a parcidlis gliceridek, me-
lyeket trigliceridbdl allitanak el6 transzészterezés
utjan alkali katalizis és melegités mellett glicerin
segitségével. Parcialis gliceridek nyerhetdk a fenti
reakcion kiviil a glicerin kdzvetlen észterezésével
megfelel6 zsirsavakkal [24]. A kémiai mddosita-
son atesett parcidlis gliceridek a természetes ola-
jokhoz viszonyitva hidrofilebb karakterrel jelle-
mezhet6k, eredményesebben képesek a vizben
rosszul oldodd hatdanyagot szolubilizalni [31].
Nagyszamu képvisel6je van a félszintetikus ola-
joknak a piacon: glicerin-monokaprilokaprat
(Capmul® MCM); glicerin-monosztearat (Geleol®,
Imwitor® 191, Cutina® GMS®, Tegin™); glicerin-
disztearat (Precirol® ATO 5); glicerin-monooleat
(Peceol®); glicerin-monolinolat (Maisine® 35-1);
glicerin-dibehenat (Compritol®888 ATO).

Tobb kutatdcsoport is vizsgalta az egyes olajok
szerkezete és a hatdanyag oldhatdsaga valamint
biohasznosithatosaga kozotti Osszefiiggéseket. Grove
és munkatdrsai egy D, vitamin anal6g molekula, a
seocalcitol viselkedését tanulmanyoztdk kozepes
(MCT) vagy hosszt (LCT) szénlancu trigliceridet
tartalmazé mikroemulziokban. Emulgensnek mind-
két esetben Cremophor® RH40-et, koemulgeatornak

Transcutol® HP-t valasztottak azonos tomegara-
nyok mellett. Az abszorpcio és biohasznositha-
tésag tekintetében szignifikans kiilonbséget nem
tapasztaltak a MCT és LCT tartalmt mikro-
emulziok kozott. Megallapitottdk, hogy MCT ese-
tén az Onemulgedlodashoz sziikséges id6 rovi-
debb volt, valamint a terner fazisdiagramok ssze-
hasonlitdsa soran nagyobb volt MCT esetén az
onmikroemulgeal6dd tartomany [32]. Porter és
munkatdrsai az alabbi hdrom danazol tartalmu
lipid formulaciot vizsgaltak: LCT-oldat, LCT-
SMEDDS és MCT-SMEDDS. Az oldatot illetve a
prekoncetratumokat mikronizalt danazollal szem-
ben hasonlitottdk Ossze kiéheztetett beagle ku-
tyakban. Az LCT-oldat és LCT-SMEDDS szignifi-
kansan novelte a biohasznosithatdésagot, mig az
MCT-SMEDDS minimalis novekedést produkalt.
Az in vivo eredményeket alatdmasztja, hogy in
vitro az MCT-SMEDDS formulacié szignifikans
hatéanyag-kivalast mutatott, mig az LCT formu-
laciok esetében hatdanyag-kivalast egyaltalan
nem tapasztaltak [33]. Egy nemzetkozi kutatocso-
port ugyancsak az LCT tipust formulaciok eld-
nyeit fedte fel az MCT tartalma formulaciokkal
szemben. In vitro modellezték a kiilonb6zé for-
muldciok emészthetdségét a felszabaduld zsirsa-
vak visszatitralasaval, valamint vizsgaltak a kivalt
hatéanyag (danazol) mennyiségét. Azt talaltak,
hogy a MCT tartalmt formulaciok nagyon gyor-
san elveszitették szolubilizaciés kapacitasukat,
mig az LCT tartalmuak esetén elhanyagolhatd
mennyiségli hatéanyag-kivalast mértek. Megjegy-
zik, hogy kapcsolat van az egyes lipidek emészt-
hetdsége valamint a szolubilizalo-képesség kozott,
de a pontos jellemzéshez tovabbi vizsgalatok
sziikségesek [34].

A bemutatott vizsgalatok tiikrében lathato,
hogy nem egyértelmi az MCT és LCT alapu
formulacidk hatasa a vizben rosszul old6dé hato-
anyagok biohasznosithatdsagat és szolubilizacios
kapacitasat tekintve. Emellett meghatarozo szere-
pet kap a hatéanyag, az alkalmazott segédanyag,
illetve a hatéanyag-segédanyag kolcsonhatas is.

Emulgensek

Az Onemulgeadlodd gydgyszerhordozd rendsze-
reknek nélkiilozhetetlen épitékovei az emulgen-
sek. Novelik a lipidnek az intesztinalis membran-
hoz valo affinitasat, valamint képesek fokozni a
bioldgiai membranok permedbilitasat [35]. Hidro-
fob lancaik kozott a lipofil tulajdonsagt hatéanya-
gok oldédhatnak. SMEDDS/SNEDDS formulala-
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Térfogat szerinti gyakorisag (%)

nemionos feliiletaktiv anyag:
makrogolglicerin-ricinoleat
(Cremophor® EL), makrogol-
glicerin-oleat  (Labrafil® M
1944 CS), kaprilokaproil mak-
rogol-8-glicerid  (Labrasol®),
propilén-glikol-monokaprilat
(Capryol® 90).

Koemulgedtorok, koszolvensek

A koemulgeatorok segitik az

Atméré (nm)

onemulgealodas folyamatat,

1000 10000 csOkkentik a hatarfeliileti-fe-

3. dbra: Nanoemulzio és részecskeméret-eloszldsa

sziiltséget és novelik a hatar-
feliilet flexibilitasat [52]. Nagy

mennyiségl hatdanyagot ké-

FORMULALAS

REKONSTITUCIO
A

pesek tartosan oldatban tarta-
ni. Altaldban 20-50 m/m%-ban

préselés

E

hatoanyag
olaj t_j
toltbanyag  S-SNE DDS\
\nl a

koemulgens +

@

SEDDS
prekoncentritum
atritum
I\up\zula

kapszulatéltés

lahlulu .
dezintegracio |

S —y

dnemulgealodass—==

alkalmazzuk &ket SEDDS for-
mulaciokban [53]. A segéd-
emulgensek kivalasztasa alap-
- vetden két tényez6 fliggvénye:

milyen mértékben képesek ol-
1 dani a hatdéanyagot és az adott
olaj:emulgens:segédemulgens
Osszetételben a koemulgeator
mennyiben jarul hozza az 6n-
emulgealas fokozasahoz. Gyak-

rekonstitudlt
nanoemulzié

4. dbra: Szildrd hatéanyag-felszabadité Gnemulgedlodo rendszer formuldldsi lehetdségei

rabban alkalmazott segédemul-
gens a dietilén-glikol-monoetil-

sahoz 30-70 m/m% emulgens sziikséges, igy hosz-
szu tavon stabil, 200 nm alatti, szlik cseppméret-
eloszlassal jellemezhet6 kolloid diszperz rendszer
képezhet6 [36]. énemulgeéléda’s szempontjabdl a
HLB>12 értékii, nemionos emulgensek preferaltak.
A nemionos emulgensek klinikai elénye az ionos
feliiletaktiv anyagokkal szemben, hogy a relativ
toxicitasuk alacsonyabb, jobb toleralhatosaggal
rendelkeznek [37]. A nemionos emulgensek jel-
lemzd8i, hogy hidrofil csoportjai nem rendelkez-
nek toltéssel, vizoldhatdak, amit a nagy polaritas-
sal rendelkez6 hidrofil és polioxetilén csoportjai-
nak koszonhetik [38]. Tobb kutatds is igazolta,
hogy a SEDDS formuldcidkban alkalmazott
emulgens tulajonsagt komponensek képesek ga-
tolni a P-glikoprotein medialta hatdéanyag effluxot
[39]. Ugyancsak figyelemfelkelt§ eredmény, hogy
az intesztindlis sejtekben taldlhaté fazis L
metabolizacioban szerepet jatszo CYP450 enzim-
rendszer aktivitasa is szignifikansan csokkenthetd
nemionos tenzidek segitségével [40]. SEDDS
formulaciok esetén néhany gyakran alkalmazott

éter (Transcutol® HP), polietilénglikol (PEG 400), és
etil-alkohol.

Formuldldsi lehetdségek

A 3. dabra napraforgdolajbodl késziilt onemulgeald-
dé nanoemulzié makroszkopos megjelenését és
Malvern Zetasizer késziilékkel meghatarozott
cseppmeéret-eloszlasat szemlélteti. Az alkalmazha-
tésag szempontjabdl igéretes, hogy az onemulgea-
16d6 rendszer szilard hordozora felvihetd, és tab-
letta vagy kapszula adagolasi formaban is eléallit-
hato (4. dbra). A gyogyszerformabol a nano-
emulzid a felhasznélas sordn, rekonstitiicid révén
képzddik tjra.
Kovetkeztetések

Figyelembe véve a rossz vizoldhatosaggal rendel-
kez6 hatdanyagok jelentds szamat, a lipid alaptu

készitmények, illetve az onemulgedl6é hatéanyag-
felszabaditd rendszerek szamos elénnyel rendel-
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keznek és igéretesnek mutatkoznak a hatéanyag
szervezetbe juttatasa, illetve a terapids hatékony-
sag javitasa céljabol.
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Szerz6i utmutato

Az Acta Pharmaceutica Hungarica a gydgyszerészeti tudoma-
nyok teriiletérdl kozol eredeti, kisérletes kutatomunka ered-
ményeit bemutatd kozleményeket, de férumot biztosit dssze-
foglald és nem kisérletes (tOrténeti, szervezési) tanulmanyok,
valamint Ph.D. és D.Sc. értekezések téziseinek kozlésére is.

Hazai kutatohelyek vagy olyan szerzdi kollektivak magyar
nyelvl kéziratait kozoljiik, ahol az elsé szerzé magyar. Lehe-
téség van kiilfoldi folydiratban mar megjelent, kiemelkedd je-
lent6ségli kdzlemények magyar nyelvii valtozatanak kdzlésére
is, az els6 megjelenés idépontjatol szamitott egy éven beliil, az
elsé kozlés bibliografiai adatainak megjelolésével.

Kozlésre elfogadunk:

1. Osszefoglalé kizleményeket, legfeljebb 25 gépelt oldal terje-
delemben. Ezek megirasara altaldban a szerkesztobizottsag
felkérésére kertilhet sor, illetve az erre irdanyuld szandékot
célszerti el6zetesen egyeztetni a szerkesztSbizottsaggal.

2. Kozleményeket, legfeljebb 12 gépelt oldal terjedelemben. Az
abrak és tablazatok egyiittes szama maximalisan 10 lehet.

3. Rovid kizleményeket, legfeljebb 4 gépelt oldal terjedelemben
(6sszesen legfeljebb 4 abra és tablazat). A kdzlemények
megjelenési sorrendjében a rovid kdzlemények elényt él-
veznek.

4. Ph.D. értekezések dsszefoglald kizleményét, legfeljebb 25 oldal
terjedelemben.

Feleslegesen nagy terjedelmii dolgozatok esetében a szerkesz-
tébizottsag fenntartja maganak a jogot arra, hogy a lektori ja-
vaslatok alapjan a szerzot felkérje dolgozatanak rovid kozle-
ménnyé vald atdolgozasara.

A kézirat elkészitésének modja:

a) Altaldnos szempontok

A kéziratot elektronikusan, csatolt file-ként kell a felelds szer-
keszt6 e-mail cimére elkiildeni: zelrom@gytk.sote.hu

A tablazatokat kiilon file-ként, cimmel és romai sorszammal el-
latva készitsiik.

Az dbrdk és egyéb illusztraciok olyan szinvonalon késziiljenek,
hogy azok nyomdai szerkesztésre alkalmasak legyenek. Az ab-
rakat kiilon file-ként kell csatolni, az elnevezésben az abrasza-
mokat fel kell tiintetni. Javasolt formatum: jpg, tiff.

Az irodalmi hivatkozdsokat kiilon, a hivatkozdsok sorrendjében
kozoljiik. A hivatkozasi szamot a szovegben tegyiik szogletes
zardjelbe.

A hivatkozdsok médja:

Folydiratcikk:

Teljes URL cim a kereséablakbol kimasolva és az elérés datu-
ma, az alabbiak szerint:

1. Revelle, L. K., Musser, S. M., Rowe, B. ]., Feldmann, I. C.:

J. Pharm. Sci. 86, 631-634 (1997)

Szakkényv:

2. Gyarmati L., Rdcz L., Plachy ]., Csontos A.: A gydgyszer-tech-
nologia és biofarmacia kémiai ellen6rz6 modszerei. Medicina,
Budapest, 1982. 147-152. old.

Konyofejezet:

3. Ariens, E. ].: Racemates — an impediment in the use of
drugs and agrochemicals. In: Krstulovic, A.M. (ed): Chiral
Separations by HPLC. Ellis Horwood, Chichester, 1989. pp.
31-68.

Szabadalom:
4. U.S. Pat. 3 425 422 (1984)

Konferencia-el6adds:

5. Duncan, R.: Polymer therapeutics: Targeting drugs and
genes to tumours. 6" European Congress of Pharmaceutical
Sciences. Eur. J. Pharm. Sci. 11, (2000) S1-S2.

Internetes hivatkozds: teljes URL-cim a keres6ablakbol kimasol-
va és az elérés datuma az alabbiak szerint:

6. http://www.eum.hu/main.php?folderID=3746&object ID=
6000268 [2008. 08. 05.] Az Egészségiigyi Minisztérium szakmai
protokollja - Gydgyszeres fajdalomcsillapitds és gyulladasgat-
las a reumatoldgiai betegségekben.

Az idegen orvosi kifejezések helyesirasaban Fdbidn P. és Magasi
P.: Orvosi helyesirasi szotar. Akadémiai Kiadd, 1992. legyen az
iranyado, a kémiai kifejezések nevezéktanara és helyesirasara
vonatkozoan pedig Erdey-Griiz T. és Csanyi P.: A kémiai elneve-
z€s és helyesiras szabalyai. Akadémiai Kiado, 1972.; F. Csanyi
P., Fabian P. és HOnyi E.: Kémiai helyesirasi szotar. Miiszaki
Kiado, 1982.; valamint F. Csdnyi P. és Simindi L.: Szervetlen ké-
miai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyesiilete, 1995.

A mértékegységek megjeldlésében az SI-mértékrendszer sza-
balyai az iranyaddak.

b) A kézirat felépitése

A kézirat szerkesztéséhez a kovetkezo beosztast kérjiik:

A dolgozat cime (esetleg alcime).

A szerzo(k) teljes neve (tudomanyos fokozatok nélkiil), a szer-
kesztéséggel kapcesolatot tartd szerzd neve csillaggal megjellve.

A szerz6(k) munkahelye teljes postai cimekkel, valamint a le-
velezd szerzd e-mail cime.

A dolgozat magyar nyelvii osszefoglaldsa.

Strukturdlt (Bevezetés, Célkitiizés és Modszerek, Eredmények, Ko-
vetkeztetések) A magyar nyelvli Osszefoglalas terjedelme a
dolgozat hosszatdl fliggden 10-20 sor legyen és az altalanos
megfogalmazdasok keriilésével tartalmazza a dolgozat legfon-
tosabb, konkrét megallapitasait.

Kulcsszavak: A dolgozat tartalmara utald, maximum 5 kulcs-
sz6 megadasa.

A dolgozat cime angol nyelven, a szerzi(k) neve (keresztnevek
roviditve).

Angol nyelvii dsszefoglalds.
Strukturalt  (Introduction,
Conclusions)

Purpose and Methods, Results,

Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkitizéseit, valamint
a vizsgalatok el6zményeibdl és irodalmi hatterébdl annyit,
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez sziikséges.

Key-words: A dolgozat tartalmara utal6, maximum 5 kulcsszo
angol nyelvii forditasa.

Kisérleti rész, amely tartalmazza a felhaszndlt eszkozok és
anyagok, valamint a kidolgozott médszerek pontos leirasat.

Eredmények.

A dolgozatok csak a leirt médszerek teljesitOképességét megfe-
lel6en dokumentalé adatokkal fogadhatdk el. Ezek megadésa-
nal hasznaljuk a matematikai statisztika korszer(i médszereit.

Az eredmények értékelése.
Abracimek.

Kovetkeztetések. Az utdbbi két fejezet Gsszevonhato az Ered-
mények c. fejezettel.

Az esetleges kdszonetnyilvdnitdsok.

Irodalomjegyzék.









