o S

TARMACEUFIGA
H U NGAR I C A APHGAO 2, (043) 1-32. (2013

A Magyar Gyogyszerésztudomanyi Térsasag tudomanyos folyoirata

A Magyar Gyogyszerésztudoményi Téarsasag Ertesitéje cimmel meginditotta Liptak P4l 1925-ben



LXXXIII. évfolyam 1-32. oldal ISSN 001-6659



ACTA

PHARMACEUTICA
HUNGARICA

A Magyar Gyogyszerésztudomanyi Tarsasag folyoirata

Fészerkeszto: A szerkesztobizottsig tagjai:

Noszal Béla, Semmelweis Egyetem, Gyogyszerészi Kémiai Intézet Bathori Maria, Erés Istvan, Gunda Tamas, Perjési Pal,

1092 Budapest, Hégyes E. u. 9. Tothfalusi Laszlo

Tel.: 217-0891;

E-mail: nosbel@hogyes.sote.hu A szerkesztdség cime — Correspondence:
Acta Pharmaceutica Hungarica

Felelds szerkeszt: 1092 Budapest, Hogyes Endre u. 9.

Zelk6 Romana, Semmelweis Egyetem, Egyetemi Gyogyszertar,

Gyodgyszeriigyi Szervezési Intézet, A fOszerkeszté munkatdrsa:

1092 Budapest, Hégyes E. u. 7-9. Hankoé Zoltan MGYT,

Tel.: 217-0927; 1085 Budapest, Gyulai Pél u. 16.

E-mail: zelrom@hogyes.sote.hu Tel.: 235-0999; fax: 235-0998

TARTALOM

Ujhelyi Zoltdn, Vecsernyés Miklds, Bdcskay Ildiké: Mikroemulzié komponenseiként alkalmazott
feltiletaktiv anyagok €15 sejtekre gyakorolt hatdsdnak vizsgédlata kémiai szerkezetiik és micellaképzési
tulajdonsdguk alapjdn. . ... ... 3

Déczy Veronika, Mészdros Agnes: Beteg-egytittm{ikodés, médszertani kérdések és hazai vizsgélatok . . 13

Boncz Imre, Donkdné Verebes Eva, Oberfrank Ferenc: A magyar gy6gyszergazdasdgossdgi torvény hatdsa
a patikdk szdmadra 2007-2010. kKOzOtt .. ... ... 28



2 Acta Pharmaceutica Hungarica 2013/1.

CONTENTS

Ujhelyi Z., Vecsernyés M., Bidcskay 1.: Evaluation of cytotoxicity of tensedes used in microemulsions
according their chemical structuresand CMC . ... ... ... i 3

Déczy, V., Mésziros, A.: Adherence, methodology and studies in Hungary .................... 13

Boncz, 1., Donka-Verebes, E., Oberfrank, E.: The effect of law for economical use of medications 2006
on the number of pharmacies between 2007-2010 in Hungary . ............. ... ... ... .... 28

Acta Pharmaceutica Hungarica: www.mgyt.hu

,Acta Pharmaceutica Hungarica” a Magyar Gyogyszerésztudomanyi Tarsasag tudomanyos folydirata
Kiadja a Magyar Gyogyszerésztudomanyi Tarsasag, 1085 Budapest, Gyulai Pal u. 16. Telefon: 235-09-99; E-mail: szerkesztoseg@mgyt.hu
Felel6s kiado: Prof. Dr. Szoké Eva
Eldfizethets: Magyar Gydgyszerésztudomanyi Tarsasag, 1085 Budapest, Gyulai Pal u. 16., belféldi postautalvanyon vagy atutalassal
az MGYT atutalasi szamlajara: OTP VIII. keriileti fiok, Budapest, Jozsef krt. 33.
MGYT elszamolasi szamla sz. 11708001-20530530
Adoészam: 19000754-2-42
El6fizetési dij egész évre: 6000 Ft + 300 Ft afa
Megjelenik negyedévenként. Példanyszam: 785 db
Tordeldszerkeszté: Olih Csaba
Sokszorositas: Print Invest Magyarorszag-H Zrt., 1053 Budapest, Papnovelde ut 8. II. em. 26.
Felel6s vezetd: Vanyik Laszl6 ligyvezetd igazgato



2013/1.

Acta Pharmaceutica Hungarica 3

Acta Pharmaceutica Hungarica 83. 3-11 2013.

Mikroemulzié komponenseiként alkalmazott feliiletaktiv anyagok
€16 sejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalata kémiai szerkezetiik
és micellaképzési tulajdonsaguk alapjan

UJHELYI ZOLTAN, VECSERNYES MIKLOS, BACSKAY ILDIKO

Debreceni Egyetem OEC, Gydgyszertechnoldgiai Tanszék
4032 Debrecen Nagyerdei krt 98.,

"Levelezési cim: bacskay.ildiko@pharm.unideb.hu

Summary

Ujhelyi Z., Vecsernyés M., Bédcskay I.:
Evaluation of cytotoxicity of tensedes used in microemulsions
according their chemical structures and CMC

The aim of this study was to examine the cellular effects of two non-
ionic amphiphilic tenside groups and their mixtures on human Caco-
2 cell monolayers as dependent upon their chemical structures and
physicochemical properties. The first group of polyethylene glycol es-
ters is represented by Polysorbates and Labrasol alone and in blends,
while the members of the second group:Capryol 90, Capryol PGMC,
Lauroglycol 90 and Lauroglycol FCC were used as propylene glycol
esters. They are increasingly used in SMEDDS as recent tensides
or co-tensides to increase the solubility of hydrophobic drug. Critical
micelle concentration was measured by determination of surface ten-
sion. CMC refers to the ability of solubilization of surfactants. Cyto-
toxicity tests were performed on Caco-2 cell monolayers by MTT and
LDH methods. Caco-2 cell monolayers are convenient and reliable
in vitro models of the gastrointestinal tract. Paracellular permeabil-
ity was examined with Lucifer yellow assays. The integrity of cell
monolayers was observed by TransEpithelial Electrical Resistance
(TEER) measurements. Tight junction alterations effected by the sur-
factants were also characterized as evidence for paracellular pathway.
Changes in sub cellular localization of the tight junction proteins:
Z0-1, Claudin-1and B-cathenin, were examined by confocal laser
scanning microscopy. The results of cytotoxicity assays were in agree-
ment and showed significant differences among the cytotoxic prop-
erties of surfactants in a concentration-dependent manner. Polysor-
bates 20, 60, 80 are the most toxic compounds. In the case of Labrasol,
the degree of esterification and lack of sorbit component decreased
cytotoxicity. If the hydrophyl head was changed from polyethylene
glycol to propylene glycol, the main determined factor of cytotoxicity
was the monoester content and the length of carbon chain. In our
CMC experiments, we found that only Labrasol showed expressed
cytotoxicity above the CMC. It refers to good ability of micelle solu-
bilization of Labrasol. In our paracellular transport experiments each
of polyethylene glycol surfactants (Polysorbates and Labrasol) altered
TEER wvalues but propylene glycol esters did not modify the mono-
layer integrity. Polyethylene glycol esters alone and in blends (0.05%
Labrasol — 0.001% Polysorbates 20, 60, 80) were able to increase
Lucifer yellow permeability significantly below the IC50 concentra-
tion. On the other hand Labrasol and Polysorbates 20 have expressed
effect on tight junctions of Caco-2 monolayer. It could be concluded
that polyethylene glycol ester-type tensides were able to enhance the
paracellular permeability by the redistribution of junctional proteins.
Our results might ensure useful data for selection of suitable tensides,
co-tensides and tenside mixtures for SMEDDS formulations.

Osszefoglalds

A gyogyszeres terdpia sordn a szakemberek és a betegek is a pe-
rordlis titon torténd hatéanyag bejuttatdst részesitik elonyben. A
szdjon dt torténd gyogyszerelés egyszerl, fdjdalommentes és jo
beteg compliance—szel jellemezhetd. A gasztrointesztindlis traktus-
bol torténd abszorpciora a hatéanyagok jelentds része azonban rossz
oldékonysdga ésfvagy rossz membrdn permeabilitdsi sajdtsiga révén
képtelen. A gyogyszertechnolégiai fejlesztések sordn kiemelkedd fon-
tossdgii a kivdnt mennyiségii gyogyszeranyag megfeleld helyre tor-
ténd eljuttatdsanak biztositdsa. A biologiai hasznosulds novelésére a
feliiletaktiv anyagokat dltaldnosan és szdmos esetben nagy koncentrd-
cidkban alkalmazzdk [1]. Mivel a tenzidek kdros hatdsairdl csak kevés
informdcio dll rendelkezésre, ezért az él6 szervezetre gyakorolt hatds-
vizsgdlatok a tudomdnyos érdeklédés egyik kozponti témdjdvd vdlnak.
Munkdnk sordn két nem ionos amfifil tenzid csoport Caco-2, humdn
adenocarcinoma sejtvonalra gyakorolt hatdsdt vizsgdltuk, figyelembe
véve a vizsgdlati mintdk kémiai szerkezetét és fiziko-kémai tulajdon-
sdgait. Kisérleteinkben az on(mikro)emulgedlé rendszerek képzésére
alkalmas tenzidek koziil polietilén glikol szdrmazékokat, (Labrasol,
Polysorbatum 20, 60, 80) valamint polipropilén glikol szdrmazé-
kokat (Capryol 90, Capryol PGMC, Lauroglycol 90, Lauroglycol
FCC) vizsgdltunk. A tenzidek fiziko-kémiai tulajdonsdgai koziil a
szolubilizdld tulajdonsdgot meghatdrozé kritikus micellaképzési kon-
centrdciot hatdroztuk meg. A Caco-2 bélhdmsejtek életképességére
Qyakorolt hatdst MTT és LDH citotoxicitdsi tesztekkel mértiik. A
tenzidcsoport vizsgdlata sordn koncentrdciofiiggd sejt-életképességet
befolydsold tulajdonsdgokat dllapitottunk meg. A feliiletaktiv anyagok
sejtkdrosité hatdsa dsszefiiggésben lehet kémiai szerkezetiikkel és mi-
cellaképzési tulajdonsdgukkal egyardnt. Ezen Osszefiiggések felisme-
rése hozzdjdrulhat olyan gyogyszertechnolégiai Qyakorlat megalapo-
zdsdhoz, amely a készitményekben legkisebb sejtkdrosité hatdssal biré
segédanyagokat részestti elényben. Ezdltal az alkalmazds biztonsiga
tovdbb javul, amellett, hogy egyszeriibb és konnyebb gyogyszerelési
lehetdséget is nyiijthat mind a beteg, mind a szakemberek szdmdra.

Kulcesszavak: Labrasol, CMC, Caco-2, cytotoxicitds.

! Els6 kozlés: Ujhelyi Z., Fenyvesi F., Viradi ]., Fehér P., Kiss T.,
Veszelka Sz., Deli M., Vecsernyés M., Bdcskay I.: Evaluation of cy-
totoxicity of surfactants used in self-micro emulsifying drug
delivery systems and their effects on paracellular transport in
Caco-2 cell monolayer. Eur. J. Pharm. 47, 564-573 (2012).
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Bevezetés

A tenzidek az egyik leggyakrabban alkalmazott
gyogyszertechnologiai segédanyagok. Novelni ké-
pesek a Biofarmadciai Osztdlyozasi Rend (BCS)
alapjan a IL, III,, illetve IV. osztalyba sorolt, rosz-
szul oldédo és/vagy rosszul permedald hatéanya-
gok biohasznosulasat. A rosszul old6do6 hatéanya-

gok oldékonysaganak novelése mellett a tenzidek
kolcsonhatasba léphetnek a bioldgiai membra-
nokkal, ami a felszivodas fokozodasahoz is vezet-
het [2]. Ugyanakkor ez a tulajdonsaguk felel6s
sejtkarositd és irritald tulajdonsagukért is [3, 4].
Kisérleteinkben kiilonb6z6 citotoxicitasi tesztek
segitségével vizsgaltuk két amfifil tenzidcsoport
bélhamsejtekre gyakorolt hatdsat. Emellett a ten-

I. tdbldzat

A vizsgdlt feliiletaktiv anyagok kémiai elnevezése, valamint észter és zsirsav komponensei. A vizsgdlt tenzid- keverékek Osszetételei.

Gyari név Kémiai elnevezés

Eszter és zsirsav komponensek

HLB

Polioxietilén (20) szorbitan
monolaurat

Polysorbatum 20

Etoxilezett szorbitnak és anhidridjeinek részleges
zsirsav-, f6ként laurinsav (C12)- észtereibdl 4116
keverése. A szorbit és a szorbitanhidrid mélon-
ként ~ 20 mol etilén oxidot tartalmaz.

16,7

Polioxietilén (60) szorbitan
monosztearat

Polysorbatum 60

Etoxilezett szorbitnak és anhidridjeinek részleges
zsirsav-, f6ként sztearinsav (C18)- észtereibdl 4llo
keverése. A szorbit és a szorbitanhidrid mélon-
ként ~ 20 mdl etilén oxidot tartalmaz.

14,9

Polioxietilén (80) szorbitan
monooledt

Polysorbatum 80

Etoxilezett szorbitnak és anhidridjeinek részleges
zsirsav-, f6ként olajsav észtereibdl 4116 keverése.
A szorbit és a szorbitanhidrid mélonként ~ 20
mol etilén oxidot tartalmaz.

14,7

Capryol 90 Propilénglikol

monocaprilat

Monoészter tartalom 90% (capriol sav (C8)). 6

Capryol PGMC Propilénglikol

monocaprilat

Monoészter tartalom 60% (capriol sav (C8)). 5

Lauroglycol 90 Propilénglikol monolaurat

Lauril sav (C12) 90%
Capriolsav (C8) < 0,5%
Capril sav (C10) < 2%
Myristil sav (C14) < 3%
Palmitil sav (C16) < 1%

Monoészter tartalom 90% 5
Diészter tartalom 10%

Lauroglycol FCC | Propilénglikol monolaurat

Lauril sav (C12) 95%
Capriol sav (C8) < 0,5 %
Capril sav (C10) < 2%
Myristil sav (C14) < 3%
Palmitil sav (C16) < 1%

Monoésztertartalom 45-70% 4
Diésztertartalom 30-55%

Labrasol Mono-, di-és trigliceridekés
polietilénglikol mono-, di-
zsirsavésztereinek definiélt

keveréke

Lauril sav (C12) < 3%
Capriolsav(C8) 50-80%
Caprilsav (C10) 20-50%
Caproilsav (C6) < 2%
Myristil sav (C14) <1%

Eszter tartalom 90% 14

Tenzid keverék 1 0,05%

Labrasol
0,001% Polysorbatum 20
99,949% HBSS

Tenzid keverék 2 0,05%

Labrasol
0,001% Polysorbatum 60
99,949% HBSS

Tenzid keverék 3 0,05%

Labrasol
0,001% Polysorbatum 80
99,949% HBSS
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zidek kritikus micella képzési koncentracidjat felii-
leti fesziiltségiik meghatdrozasaval mértiik. Osz-
szefiiggéseket kerestiink a tenzidek szolubilizalo
képességét nagymértékben befolyasolé CMC érté-
kek, a kémiai szerkezet, valamint a sejtek életké-
pességére gyakorolt hatas kozott [5]. Ezen adatok
ismeretében kivalasztottunk olyan tenzideket, me-
lyeket a tovabbiakban monokomponensként és ke-
verékekben is tovabb vizsgaltunk. Ezen kisérlete-
inkben vizsgaltuk a tenzidek (monokomponensek
és keverékek) nem toxikus koncentracidinak
paracellularis atjutasra gyakorolt hatasat, vala-
mint azt, hogy a transzportfolyamatok hatterében
milyen sejtmiikodés-, vagy struktaravaltozasok
allhatnak [6].

Kisérleti rész
Feliiletaktiv anyagok

Kisérletsorozatunk soran vizsgalt feliiletaktiv
anyagok a VIII. Magyar és a VII. Eurdpai Gyogy-
szerkonyvben is hivatalosak. A Polysorbatum 20,
60 és 80 a Sigma-Aldrich (Magyarorszag) termé-
kei. A Capryol 90%, Capryol PGMC®, Labrasol®,
Lauroglycol 90°, Lauroglycol FCC® (I. tdblizat) a
Gattefossé (Franciaorszag) vallalat felajanlasai.

Feliileti fesziiltség mérése CMC meghatdrozdsa

A kritikus micellaképzési koncentracié (CMC)
meghatdrozasdhoz  szamitogép vezérelt két
diszpenzeres Sigma 700 tipust tenziométert hasz-
naltunk. A kisérletet megel6zen a berendezést
ugy kalibraltuk, hogy a tiszta viz feliileti fesziilt-
sége laboratoriumi koriilmények kozott (22 °C,
~50% relativ paratartalom) 72 dynes/cm? legyen. A
mérés soran a feliiletaktiv anyagok 0,1-1 v/v%-os
torzsoldatat készitettiik el. Ezen torzsoldatok pon-
tos, vizzel torténd higitasat és az igy kapott kon-
centraciokhoz tartozo feliileti fesziiltség megalla-
pitasat a berendezés automatizaltan végezte. A ki-
sérlethez Du Nouy pull out ring illetve az ismételt
meghatarozashoz Wilhelmy pull out plate modsze-
rét hasznaltuk [7, 8]. A micellaképzddéshez sziik-
séges kritikus koncentraciot a berendezés altal
mért feliileti fesziiltségek abrazolasaval allapitot-
tuk meg.

Sejttenyésztés

A feliiletaktiv anyagok €16 sejtekre gyakorolt hata-
sat a monolayer kialakitasara képes Caco-2 (hu-

man Causcasian Colon adenocarcinoma) sejteken
vizsgaltuk. A kisérletekhez hasznalt Caco-2 sejt-
vonalat az ECACC (European Collection of Cell
Cultures, Egyesiilt Kiralysag) sejtbankon keresztiil
szereztliik be. A sejteket letapadd sejtkulttrahoz
alkalmas sejttenyészté edényben (Nunc; Dénia), 10
(v/v) % inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot
(FBS, Sigma-Aldrich; Magyarorszag), 1 (v/v) %
nem esszencialis aminosavat (Sigma-Aldrich; Ma-
gyarorszag) és 100 mg/ml gentamicint tartalmazo
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
Sigma-Aldrich; Magyarorszag) tenyészté médium
folyadékban novesztettiik CO, termosztatban (5%
CO, atmoszféraban) 37 °C-on 95% paratartalom
mellett. A sejteken a tapoldat cserét minden 3. na-
pon végeztiik. A sejtek passzalasahoz 0,05 m/v %
tripszin 0,02m/v % EDTA-oldatot [0,5 % g/l trip-
szin (Sigma-Aldrich; Magyarorszag); 0,2 g/l EDTA
(Sigma-Aldrich; Magyarorszag)] hasznaltunk. A
vizsgalathoz 22-45 passzazsszam kozotti sejteket
hasznaltunk [9].

Sejt-életképességi vizsgilatok

MTT teszt

Az MTT teszt soran az életképes sejtek mitokond-
riumai a sarga szint 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolium-bromidot (MTT) lila szinG
vizben oldhatatlan formazan kristalyokka képe-
sek atalakitani [10]. A vizsgalathoz a Caco-2 sejte-
ket 7 napig az el6z6 pontban ismertetett modszer-
rel, 96 lyukt tenyészt6 plate-ben (10*sejt/lyuk) no-
vesztettiik. A ndvesztés sordn a 3. napon a médiu-
mot lecseréltiik. A konfluens sejtréteg kialakulasat
kovetden kiilonbozé koncentracioju, PBS-ben ké-
sziilt tenzid oldatot pipettaztunk a sejtekre. 30 per-
ces inkubdlds utan, PBS-el késziilt 0,5 mg/ml kon-
centracioju MTT oldatra cseréltitk a vizsgalati
mintakat. Majd 37 °C- on 3 o¢rdn Kkeresztiil
inkubaltuk. A feliiltiszé eltavolitasa utan a kelet-
kezett formazan kristalyokat 150 pl sdsavas
2-propanollal (2-propanol : sésav = 25:1) oldottuk
fel. Az oldatok abszorbancidjat FLUOstar Optima
Microplate Reader (BMG LABTECH, Németor-
szag) segitségével 570 nm-en mértiik. Korrigalas-
ként kivontuk az 570 nm-en mért abszorbancia ér-
tékekbdl a sejttormelék szuszpenzid, mint hattér
690 nm-en mért abszorbancia értékeit. A kisérlet
soran at nem alakult (feltételezhetéen a sejttorme-
lékhez tapado) festék nem befolyasolta a meghata-
rozast, tekintettel arra, hogy a redukalatlan MTT-
nek nincs elnyelése 570 nm-en. Az igy kapott ered-
ményeket, a kezeletlen kontroll mintdk abszor-
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bancia értékeihez viszonyitva szazalékban fejez-
tik ki és a tenzid koncentracié fiiggvényében
abrazoltuk [11]. A grafikonok segitségével megha-
taroztuk az egyes feliiletaktiv anyagokra jellemzd
IC,, (az a tenzid koncentracid, amelynél az életkeé-
pes sejtek aranya 50%) értékeket.

LDH teszt

A feliiletaktiv anyagok membran szolubilizalé ké-
pessége révén a Caco-2 sejtek membran integ-
ritdsa sériilhet. A karosodott sejtekbdl felsza-
badul6 laktat-dehidrogenaz enzim extracellularis
aktivitdsdanak mérésével felderithet6 a membran
szolubilizacids képesség mértéke. A kisérletek so-
ran az MTT teszt bemutatdsakor ismertetett mo-
don a sejteket 96 lyuku plate-ben novesztettiik. A
konfluens sejtréteg kialakulasat kovetéen kiilon-
b6z6 koncentracioju, PBS-ben késziilt tenzid olda-
tot pipettaztunk a sejtekre. A sejtet vagy sejttor-
meléket nem tartalmazé feliiluszokat 30 perc in-
kubaci6 utan, detektalasi célbol egy masik 96 lyu-
ku plate-be pipettaztuk. A mintakhoz az LDH-kit
(Roche Diagnostics; Németorszag) részeként meg-
vasarolt katalizatort és festéket 1:45 aranyban a
vizsgalt feliiliszéval megegyezd mennyiségben
hozzaadtuk. A mintak abszorbancijat, 30 perces
sotét inkubalds utan, FLUOstar Optima Micro-
plate reader (BMG LABTECH, Németorszag) se-
gitségével 492 nm-en mértiik. Az igy kapott ered-
ményeket a kezeletlen kontroll mintak, valamint a
100%-ban sejtpusztitdé hatasa Triton-X 100 ab-
szorbancia értékeihez viszonyitottuk és szazalék-
ban fejeztiik ki. A sejtek életképességét a tenzid
koncentracio fiiggvényében abrazoltuk. Az abrak
segitségével meghataroztuk az egyes feliiletaktiv
anyagokra jellemzd IC,  értéket [12].

Caco-2 transzport modellen végzett vizsgdlatok
bemutatdsa

A feliiletaktiv anyagok paracellularis transzportra
gyakorolt hatasat, az ismert kinetikaval permeald
Lucifer yellow festékanyag (Sigma-Aldrich; Ma-
gyarorszag) atjutasat monitorozva vizsgaltuk [13].
A kisérletet megel6z6en a Caco-2 sejteket Trans-
well® (04 um poérusméret, 2x10° sejt/inzert) (Cor-
ningCostar, USA) polikarbonat inzerten novesz-
tettiik. A sejtek tenyésztése a kordbban ismertetett
kortilmények kozott tortént. Az inzerteken a mé-
diumot 2 naponta cseréltiik. A transzport kisérle-
tekhez hasznalt stabil Caco-2 monolayer a kitilte-
tést kovetd 20-30 nap utdn alakult ki. A sejtek
konfluencidjat transzepithelidlis elektromos ellen-

allas (TEER) méréssel kovettiik nyomon (Millicell-
ERS volthometer, Millipore, USA). A mért TEER
értékeket az iires inzert ellenalldsaval és az effek-
tiv feliilethanyaddal korrigaltuk. A transzport ki-
sérletekben a 800 Ohmxcm? feletti TEER értékek-
kel jellemezhet6 monolayereket hasznaltunk.
Minden minta transzportra gyakorolt hatdsat, ha-
rom parhuzamos inzerten vizsgaltuk. Az inzerte-
ket HBSS-ben (Hank’s Balanced Salt Solution;
Sigma Magyarorszag) mostuk (37 °C, 30 perc). A
bazalis kamrat akceptor oldatként tiszta HBSS-el
toltottiik fel. Az apikdlis kamraba 40ug/ml kon-
centracioju Lucifer yellow HBSS-el késziilt oldatat,
mint donor oldatot pipettaztunk. A meghatarozas
soran mintat a bazalis kamrabdl a 10., 30., 60., és
120. percben vettiink. A mintak fluoreszenciajat
FLUOstar Optima microplate reader (BMG
LABTECH, Németorszag) segitségével 450 nm-en
meértiik [14].

Immunohisztokémia

A vizsgalatokhoz a Caco-2 sejteket iiveg lemeze-
ken novesztettiik az el6z6 pontokban ismertetett
modon. A konfluens sejtréteg kialakulasa utan a
mintakat 60 percen at kezeltiik a kisérleti anyagok
HBSS—el késziilt oldataval. Kontrollként a sejteket
tiszta HBSS-el inkubaltuk. A mintdk eltavolitasa
utan a lemezeket PBS-el (pH 7,3) mostuk, majd fi-
xalasként 10 percig metanol aceton 1:1 aranyu ke-
verékével kezeltiik. Ezutan a sejteket anti-ZO-1
(Invitrogen, USA), anti-claudin-1 (Invitrogen,USA),
anti-B-catenin  (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
primer antitestek 1:200 aranyu oldataval inku-
baltuk 8 o6ran at, a nem specifikus antitestkotd he-
lyeket blokkold 3%-o0s szarvasmarha szérum albu-
min oldattal egyiitt. Ezt kovetéen a Caco-2 sejteket
60 percen keresztiil kezeltiik Cy3-al jelolt masod-
lagos anti-nyul IgG (Sigma-Aldrich, Magyaror-
szag) 1:400 ardanyban PBS-ben oldott antitesttel a
Z0O-1 és a B-catenin, valamint Alexa 488 anti-nyul
IgG 1:400 aranyu oldataval a Claudin-1 junk-
cionalis fehérjék jeloléséhez. A Caco-2 sejtek sejt-
magjat a kisérlet sordn bis-benzimid (Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) (10umol) festékkel festet-
tiik meg. Az inkubalasok kozott a lemezeket ha-
rom alkalommal mostuk PBS-el. A lemezeket Gel
Mount (Biomeda, USA) segitségével targylemezre
rogzitettiik, majd a jeloléseket Nikon Eclipse TE
2000 fluoreszcens mikroszképpal (Nikon, Japan)
vizsgaltuk. A megjeldlt junkcionalis fehérjékrdl a
felvételt, Spot RT digital kamera (Diagnostic Inst-
ruments, USA) segitségével készitettiik.
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Statisztikai analizis

Az MTT, LDH, TEER mérések soran kapott ered-
ményeinket statisztikailag a SigmaStat (version
3.1; SPSS, Inc.) segitségével elemeztiik. Az eredmé-
nyeink kozott az ez alapjan szamitott atlagokat
tlintettiik fel (+ SD). A csoportok sszehasonlitasat
ONE WAY ANOVA modszerrel végeztiik, amelyet
Tukey’s teszt kovetett. A kisérleti eredményeinket
legalabb 3 parhuzamos mérés szolgaltatta, a kii-
Ionbségeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifi-
kansnak.

Eredmények

A feliileti fesziiltség méréssel meghatarozott CMC
(micellaképzéshez sziikséges minimalis koncent-
racio) vizsgalatnal mind a Du Nouy pull out ring
illetve az ismételt meghatdrozashoz hasznalt
Wilhelmy pull out plate moédszerek igazoltak vala-
mennyi vizsgalt anyag koncentraciofiiggd feliileti
fesziiltség csokkentd tulajdonsagat. A feliileti fe-
sziiltségeket a koncentracio fliggvényében abra-
zolva megallapithattuk, hogy a CMC értékek a ko-
vetkezd sorrendiséget mutattak: Capryol 90
>Capryol PGMC >Lauroglycol 90 >Lauroglycol
FCC >Polysorbate 20 >Polysorbate 60 >Polysorbate
80 >Labrasol (1. abra). A citotoxicitasi vizsgalatok
soran a novekvé koncentracidban vizsgalt ten-
zidek szignifikdns valtozast okoztak az életképes/
elpusztult sejtek ardanyaban. A vizsgalatok soran a
polioxietilén glikol alapszerkezet(i tenzidek maga-
sabb toxicitdst mutattak, mint a propilén glikol
szarmazékok. A legmagasabb sejtkarosito hatast a
poliszorbat vegyiiletek esetében mértiik mind a
két citotoxicitasi vizsgalat soran. A propilén glikol
észter csoport tagjai koziil a Capryol 90 bizonyult
a legtoxikusabbnak. MTT citotoxicitasi teszttel
vizsgalva a Capryol PGMC, Lauroglycol 90 és
Lauroglycol FCC esetében gyakorlatilag nem volt
kimutathatd sejtkarosit6 hatas a Caco-2 sejteken (2.
dbra). A laktat dehidrogenaz (LDH) enzim extra-
cellularis szintjének mérésekor az egyes tenzidek
bélhamsejtekre gyakorolt hatasa korrelalt az MTT
teszt eredményeivel (3. dbra). Az LDH teszt kiérté-
kelésekor azonban minden tenzidnél egyértelmd-
en megallapithaté volt a koncentraciofiiggd sejtka-
rositd hatas. A sejtek citoplazma membranjanak
karosodasa ugyanis sok esetben hamarabb jelzi a
sejt karosodasat, mint a mitokondrialis aktivitas
csokkenése. Ezzel magyarazhaté az, hogy a sejt-
életképesség valtozast a koncentracio fiiggvényé-
ben abrazolva az LDH teszt esetében jobban meg-

hatdrozhaté az egyes koncentracio értékeknél je-
lentkezd sejtéletképesség valtozas. A sejt életké-
pességi vizsgalatok alapjan a tenzideket az MTT
és LDH vizsgalat alapjan szamitott IC, értékekkel
jellemeztiik. A tovabbi kisérleteinkhez a tenzidek
nem toxikus koncentracidit illetve azok nem toxi-
kus koncentracié tartalmu keverékeit hasznaltuk.
A tenzidek konfluens Caco-2 sejtréteg épségére
gyakorolt hatdsat a membran két oldala kozotti
elektromos ellendlldas mérésével vizsgaltuk. A
TEER mérésekor azt tapasztaltuk, hogy szignifi-
kansan csak a polietilén glikol észterek (Poli-
szorbat 20, 60, 80) és a Labrasol csokkentették a
TEER értékeit. A 0,001% Poliszorbat (20, 60,80) és
0,05% Labrasol tartalmu keverék is szignifikansan
csokkentették a TEER értékét a kezeletlen mono-
layeren mért ellenallashoz képest. Ezen adatok is-
meretében megvizsgaltuk a Labrasol és a Poliszor-
bat vegyiiletek, Lucifer yellow fluoreszcens festék-
anyag paracelluldris transzportjara gyakorolt ha-
tasat. A Lucifer yellow atjutasi modell a nemzetko-
zi irodalomban elfogadott indikatora a Caco-2
membranon torténd paracellularis transzportnak
[13]. Segitségével informaciét kaphatunk a bél-
hamsejtek kozotti junkcionalis fehérjék jelenlétérdl
illetve elrendezésiik megvaltozasarol. A transz-
port kisérletek soran a propilén glikol észter szar-
mazékok nem valtoztattak meg a Lucifer yellow
atjutasi kinetikajat, azonban a Poliszorbat vegyii-
letek és a Labrasol is szignifikansan novelték a flu-
oreszcens festék transzportjat (4. dbra). A TEER ér-
tékek 24 oran at tart6é utan kovetésével bizonyitot-
tuk, hogy a modellvegyiilet atjutdsanak ilyen mér-
tékl fokozodasanak hatterében, nem azok memb-
rankdrosito hatdsa all. A TEER monitorozasa soran
megfigyeltiik, hogy a kezelés kozben és utan mért
alacsony rezisztencia értékek a vizsgalati minta
kimosasat kovetden emelkedni kezdtek és a keze-
lést kovet6 24. 6ra mulva a kiindulasi értékre visz-
szaalltak (5. dbra). Az immunohisztokémiai vizsga-
latokban harom junkcionadlis fehérje, a ZO-l,
Claudin-1 valamint a (B-catenin elhelyezkedését
vizsgaltuk. Az elkészitett immunfluoreszcens fel-
vételen a Labrasol hatdsa szembetiind a ZO-1,
Claudin-1 és kis mértékben megfigyelhetd a
[-catenin esetében is. A Poliszorbat vegyiiletek
esetében meggyb6zden csak a Claudin-1 junkci-
onalis fehérje atrendezddése igazolhatd. Minden
felvételen a sejtek konturjai élesek, igy egyértel-
muen kizarhaté a Caco-2 monolayer sériilése. A
tenzidek keverékét vizsgalva a Poliszorbat vegyii-
letekre jellemz6é immunohisztokémiai képet kap-
tunk (6. dbra).
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tasvaltozast illetve az extra-
cellularis LDH aktivitasvalto-
zast mértiik [15, 16]. Eredmé-
nyeink alapjan megallapithatd,
hogy a feliiletaktiv anyagok
koncentraciofiiggéen befolya-
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--¥-- Lauroglycol FCC
—O— Poliszorbat 20
---O-- Poliszorbat 60

O Poliszorbat 80

Feliileti fesziiltség y, dynes/cm

0

solni képesek az €16 sejtek ara-
nyat Caco-2 sejtvonalon vég-
zett in vitro kisérletekben [17].
A vegydiiletek kémiai szerkeze-
tét figyelembe véve megalla-
pithatjuk, hogy a nem-ionos
hidrofil rész nagysaga noveli a
citotoxicitast. Abban az eset-
ben, ha a hidrofil rész azonos,
akkor a szénlanc novelésével a
CMC és a citotoxicitas is csok-

T
0,2

0,0 0,1

. ken. A poliszorbatok esetén a

1. dbra: A feliiletaktiv anyagok feliileti fesziiltség viltozdsra gyakorolt hatdsa a
koncentrdcio fiigguényében. (+ szords feltiintetve; pdrhuzamos mintaszdm = 3)

szorbit komponens jelenléte
csOkkenti az IC,, értékét, tehat
noveli a toxikus tulajdonsagot.

A Labrasol esetén, tekintettel

arra, hogy mono-, di-, és trigli-
cerid komponenseket egy-
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Soe aranya hatarozza meg a cito-
0 e e : - toxicitast. A szénlanc noveke-
0.0 0.5 1.0 désével a CMC és a cito-
Koncentracio (V/V%) toxicitds is csokken. Fontos

feltiintetve; pdrhuzamos mintaszdm =

2. dbra: A feliiletaktiv anyagok Caco-2 sejtéletképességre gyakorolt hatdsa a
koncentricio fiigguényében MTT cytotoxicitdsi vizsgdlat alapjdn. (+ szérds

megallapitani, hogy a tenzid
keverékek nem bizonyultak

3) toxikusabbnak, mint azonos

Kovetkeztetések

Kisérletsorozatunkban két kiilonboz8 kémiai
szerkezeti és HLB értékkel jellemezhet6 tenzid
csoportot vizsgaltunk. Ezen feliiletaktiv anyagok
annak ellenére, hogy hasonlé amfifil tulajdonsag-
gal rendelkeznek, hidrofil alkotéjukban és a zsir-
sav komponenseik szénatom szamaban is kiilon-
boznek (I. tabldzat). A Labrasol esetében pedig a
molekula észterezettség foka is eltérd. A sejtkaro-
sito hatas megallapitdsara a mitokondrialis aktivi-

koncentracidju alkotdik 6nma-
gukban. A Buyukozturk és munkatarsai altal ko-
rabban végzett vizsgalatokkal ellentétben kisérle-
teinkben nem talaltuk additivnak a toxikus tulaj-
donsagot [18]. A hidrofil karakterti (HLB: 14-16,7),
rendkiviil jo szolubilizaléd képességii Poliszorbat
vegydiletek és a Labrasol sokkal alacsonyabb kriti-
kus micellaképzési koncentraciéval (CMC) jelle-
mezhetéek, mint a lipofil karakterti (HLB: 4-6)
propilénglikol észterek, azaz a Capryol 90, Cap-
ryol PGMC, Lauroglycol 90 és a Lauroglycol FCC.
A Poliszorbatok-CMC értékiik alatt- monomerként
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3. dbra: A feliiletaktiv anyagok Caco-2 sejtéletképességre gyakorolt hatdsa a
koncentrdcio fiigguényében LDH cytotoxicitdsi vizsgalat alapjan. (+ szords
feltiintetve; pdrhuzamos mintaszdm = 3)
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4. dbra: A nem toxikus koncentrdcidban vizsgalt feliiletaktiv anyagok
anszepithelidlis elektromos ellendllds vdltozdsra (TEER) gyakorolt hatdsa az idd
fiigguényében. (+ szérds feltiintetve; parhuzamos mintaszdm = 3)

A Labrasol bélhamsejtre gya-
korolt hatasa CMC értéke alatt
nem volt kimutathat6. Az ala-
csony koncentraciéban képzo-
d6 micelldi miatt (mivel a
Labrasolnak a legalacsonyabb
a CMGCje), a Labrasol szolu-
bilizalé képessége jobb, magas
IC,, értékiik miatt pedig alkal-
mazasuk is biztonsagosabb,
mint a Poliszorbat vegydiilete-
ké. Kisérletsorozatunkban két
kompartmentes ~ modellben
vizsgaltuk a tenzidek transz-
epithelialis elektromos ellenal-
lasra (TEER-re) gyakorolt hata-
sat [22]. A TEER meghatdroza-
sat korabbi kisérletekben hasz-
naltdk a tenzidek membran-
funkcié valtozasra gyakorolt
hatdsanak vizsgalatara [23, 24,
25]. Eredményeink alapjan a
propilénglikol észterek kivéte-
lével, nem toxikus koncentra-
cioban vizsgalt tenzidek és
azok keverékei csokkentették a
két kompartment kozotti el-
lenallast, ami a membran-
struktira megvaltozasat iga-
zolja [13]. Ezen vizsgalati min-
tdk a Lucifer yellowCaco-2
monolayeren vald atjutdsanak
kinetikdjat is megvaltozattak.
Transzport kisérleteink ered-
ményei alapjan a nem toxikus
koncentracioju Labrasol és a
nem toxikus koncentraciéban
alkalmazott Poliszorbat ve-
gytiletek fokoztak a fluoresz-
cens festék atjutasi sebességét.
A 0,001% -ban hasznalt Poli-
szorbatot (20, 60, 80) és 0,05%-

lépnek kapcsolatba a bélhamsejtek membranjaval,
megvaltoztatva annak fiziologias tulajdonsagait
[19]. A koncentracié novelésével a CMC eléréséig
nod a jelen 1évo tenzid monomerek reakcid készsé-
ge, ami a sejtek permeabilitas valtozasahoz és ka-
rosodasahoz is vezethet [20, 21]. A kritikus micel-
laképzési koncentracio feletti tenzid tartalma min-
ta micellak és monomerek keverékének tekinthetd
[19]. Ez a rendszer a membran foszfolipid kettdsré-
tege mellett mas membranalkotd, igy példaul
membranfehérjék szolubilizalasara is képes [6, 19].

ban Labrasolt tartalmazé keverékek paracellularis
transzport fokozd hatdsa nagyobb mértékii volt,
mint az Onalldan vizsgalt komponenseké. A
transzport fokozddas hatterében all6 membran-
funkcié valtozas felderitése érdekében, immuno-
hisztokémiai festéssel jel6ltiik a Caco-2 monolayer
sejtkapcsolo struktuarai koziil a ZO-1, Claudin-1 és
a [-catenin junkciondlis fehérjéket [26]. Az
immunohisztokémiai felvételek igazoltak, hogy a
vizsgalt tenzid mintdk a junkcionalis fehérjék at-
rendezddését, Caco-2 sejtek altali ujrafelvételét
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5. dbra: A nem toxikus koncentrdcidban vizsgdlt feliiletaktiv anyagok Lucifer
Yellow dtjutdsdra gyakorolt hatdsa. A tenzid kezelés sordn Caco-2 membrdnon
dtjutott fluoreszcens festék mennyisége az idd fiiggvényében. (+ szdrds feltiintetve;

nem toxikus koncentraciéban
is képesek reverzibilisen meg-
valtoztatni a membran barrier
funkciodjat. Ezen vegyiileteket
kombinaciokban alkalmazva
sejtpusztito hatas nélkiil képe-
sek még jelentésebb membran
integritasvaltozast okozni. Ki-
sérleteink gyakorlati hasznat
abban latjuk, hogy eredmé-
nyeink hozzdjarulhatnak job-
ban toleralhat6 és magasabb
biolégiai hatas kifejtésére ké-
pes Onemulgeald rendszerek
kifejlesztéséhez a megfeleld
citotoxikus tulajdonsagu ten-
zidek kivalasztdsa alapjan.

pdrhuzamos mintaszdm = 3)

Koszonetnyilvanitas

A szerzOk koszonetiiket feje-
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Labrasol + Poliszorbdt 20

vannak megfestve. A jelolés 20 um.

6. dbra: ZO-1, clauidin-1, p-catenin junkciondlis fehérjék immunfluoreszcens
festése Caco-2 sejtrétegen. 1 ords kezelés 0,05 % Labrasol-al és 0,001 %
Polysorbatum 20-al illetve ezek keverékével. A sejtmagok bis-benzimiddel
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Summary

Déczy, V., Mészaros, A : Adherence, methodology
and studies in Hungary

Adherence to therapies is a primary determinant of treatment suc-
cess. Poor adherence has a negative impact on clinical benefits and
therefore reduces the overall effectiveness of health care systems.

Numerous methods have been used in attempts to adequately
assess patient adherence. The choice of a method for measuring
adherence should be based on the usefulness and reliability of the
method in light of the researcher’s or clinician’s goals, taking into
account the advantages and disadvantages of the method.

The current paper aims to summarize the available measurement
methods with their strengths and weaknesses and to present the
published studies on adherence within the Hungarian population.

The evaluated survey results suggest the importance to improve
patient adherence in Hungary.

Health care professionals, especially pharmacists have potential
influence on adherence and patient’s behaviour. It is hoped that
this review will lead to help policy development and action to en-
hance adherence.

Keywords: adherence, compliance, methodology.

Osszefoglalis

A terdpidk sikerességének egyik elsddleges meghatdrozd tényezdje
a beteg-egyiittmiikodés. A nem megfeleld adherencia csokkentheti
a terdpidk eredményességét, rontva eziltal a egészségiigyi rend-
szerek hatékonysdagat.

A beteg-eqyiittmiikodés tobb fajta mddszerrel is mérhetd. A
megfelel6 mérési technika kivdlasztdsdra — a vizsgdlat céljanak
megfelelden — kivinatos figyelembe venni, hogy melyik a leghasz-
nosabb és legmegbizhatobb; az alkalmazhatésdgot tdmogato és
korldtozé jellemzdk alapjin.

Jelen dttekintd kozlemény célja a kiilonbozé mdodszerek dsszefog-
lalé ismertetése, tovdbbd a hazai lakossdg korében végzett beteg-
eqyiittmitkodést vizsgdld publikdcidk bemutatisa.

A vizsgilatok eredményeit értékelve megdllapithatd, hogy Ma-
gyarorszdgon sziikséges a beteg-egyiittmiikodés javitdsa.

Az egészségiiqyi dolgozdk, kiilondsen a gyogyszerészek jelen-
tds szerepet jdatszhatnak az adherencia, a betegek magatartdsdinak
befolydsoldsaban. Az dsszefoglalé eqyben szeretne hozzdjarulni a
beteg-egyiittmiikodést érintdé modszertani és gyakorlati kérdések
teriiletén a hazai egészségiigyi rendszer hatékonysdgdnak novelé-
séhez.

Kulcesszavak: beteg-egyiittmiikodés, compliance, modszertan.

Bevezetés

A kronikus betegségek elleni kiizdelemben egyre
nagyobb szerepet tulajdonitanak a beteg-egyditt-
miikodés (adherencia) mértékének. A World
Health Organization (WHO) éppen tiz éve, 2003-
ban adott kozre egy tanulmanyt [1], melyben fel-
hivja a figyelmet a helyes terdpia alkalmazasanak
fontossagara.

Hazankban azota is novekvd szamban jelennek
meg publikaciok, melyek a beteg-egytittmtikodés
definialasaval, egészség-gazdasagtani kapcsolata-
val foglalkoznak. Egyre tobb olyan vizsgalat lat
napvilagot, ahol a beteg-egyiittmiikddés kiilonbo-
z8 mérdszamai keriilnek meghatdrozasra egy-egy
terapia kapcsan.

A beteg-egylittm(ikodés fogalmanak multjara,
fokozodo jelentéségére visszatekintve iddszerti-
nek tinik az eddigi tapasztalatok dsszegzése. Jelen

Osszefoglald kozlemény célja tehat a beteg-egyiitt-
miikodés mérésének nemzetkozileg is elismert
modszereinek bemutatdsa magyarorszagi vizsga-
latokon keresztiil.

Fogalmak

A beteg-egyiittmiikodés, vagy adherencia kifeje-
zéssel rokonsagot mutatnak a compliance, a per-
zisztencia, vagy a konkordancia kifejezések. Az
egyes kutatocsoportok, iskolak definicioi ezen te-
riileten nem egységesek, a kozleményben a WHO
meghatarozasat kovetjiik az adherencia tekinteté-
ben. Ezek alapjan az adherencia (beteg-egytittm-
kodés, angolul adherence) az , egyén egészségiigyi
szakemberrel egyeztetett ajanlasoknak megfelel6
viselkedése a gyogyszerszedés, diéta és az élet-
modvaltozas teriiletén” [2, 3]. A beteg az egészség-
tigyi dolgozokkal egyiitt, a gydgyitas folyamata-
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nak aktiv részesévé kell, hogy valjon. A hatékony
klinikai gyakorlat feltétele a szakemberek és a pa-
ciensek kozotti megfelel6 kommunikacio.

A compliance és a perzisztencia esetében az
ISPOR (The International Society for Pharmaco-
economics and Outcomes Research) megfogalma-
zasat kovetjiik. Kordbban az adherencia helyett
hazankban is gyakrabban a compliance fogalmat
haszndltdk, melynek jelentése engedelmesség,
megfelelés. A WHO kiemeli a két fogalom kozti
kiilonbséget: a betegek egytittmiikodéséhez sziik-
séges, hogy a beteg egyetértsen azokkal az ajanla-

sokkal, javaslatokkal, melyeket a kezelés soran
sziikséges kovetnie. Az ISPOR szerinti meghataro-
zasokban [4] a compliance (és a szinonimajaként
hasznalt adherencia) azt fejezi ki, mennyire tartja
be a beteg a gyogyszerszedési eldirdsokat az ada-
golas ideje és gyakorisaga, illetve a dozirozas te-
kintetében. A terdpiahtiség (compliance) egy adott
id6szakban vizsgalhato, mértékét szazalékban ad-
jak meg. Leggyakrabban hasznalt mérészama az
MPR (Medication Possession Ratio), mely a na-
pokban kifejezett, vényre felirt gydgyszeradagok,
és a két egymast kovetd vénykivaltas kozott eltelt

L tdbldzat

A beteg-egyiittmiikodés modszertani lehetdségei (Forrds: Osterberg tanulmdnya alapjdn [7] sajidt készitésii tabldzat)

moédszer atz - alkalnla'zhatosa;’;ot az alkalmazhaté6sagot korlatoz6 jellemzok
amogato jellemz6k
1. direkt
a beteg viselkedésével megtéveszheti a vizs-
1.1 kozvetlen megfigyelés pontos gdlét, nem mindig kivitelezhets a napi gya-
korlatban
1.2. ?r?e?tgl}olgiiet;—zi\;?tgriérése abszoltt objektiv az egyéni metabolizmust jellemz6 varidcidok
C s p abszolut objektiv, klinikai
biol6giai markerek vér- I . . ] Trk N
1.3. szint mérése vizsgdlatokban a placebo is | mintagydijtés, koltséges vizsgalatok
mérhetd
2. indirekt
betegek megkérdezése, |egyszert, nem koltséges, kli- | hibds adatok veszélye né a megkérdezések
2.1. onkitoltés kérddives fel- | nikai gyakorlatban az egyik |kozti id6 novekedésével, a betegek erésen
mérés leghasznosabb torzithatjdk az eredményeket
2.2. gg};ﬁfgﬁgﬁé‘fgszesen egyszertien kivitelezhetd az orvos becslése torzithatja az eredményeket
2.3. tablettaszdamldlds ff.latlv by bjektiy, mer}let,o’ a beteg konnyen médosithatja az adatokat
onnyt kivitelezhet8ség
kivaltot receptek alapjan relativ objektiy, egyszerre a recept kivaltdsa nem feltétlendil jelenti a
2.4. P < sok beteg adatai vizsgélha- 2 P
torténd elemzés tok gyogyszer bevételét is
egyéb, adherencidn kiviili zavaré
25 a klinikai véalasz értéke- | egyszert, konnyen kivite- tényez6k hatdsai (a farmakokinetikai és
o lése lezhetd farmakod