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In vitro bőrmodellek, mint a hatékony gyógyszerformulálás eszközei

BAKONYI MÓNIKA1, BERKÓ SZILVIA1, BUDAI-SZŰCS MÁRIA1, KOVÁCS ANITA1, 
SPAITS TAMÁS2, SAMU GYÖNGYI2, CSÁNYI ERZSÉBET1

1Szegedi Tudományegyetem, Gyógyszertechnológiai és Gyógyszerfelügyeleti Intézet, Eötvös utca 6., 6720 Szeged,
2Egis Gyógyszergyár Zrt. Körmendi Gyáregység, Mátyás kir. u. 65., 9900 Körmend

Summary

Bakonyi, M., BerkÓ, S., Budai-SzŰcs, M., Kovács, A., 
Spaits, T., Samu, G., Csányi, 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 artifi cial models. However, 
the limited availability of human skin and the increasing 
restrictions in connection with animal testing encouraged the 
search for suitable artifi cial skin models.

Method: For the review, we have searched the databases 
of scientifi c 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 vitro skin models have advantages like 
reproducibility, relatively low cost, easy storage, uncomplicated 
handling, and they off er a possibility for rapid screening and 
faster optimization of skin formulations. Furthermore, their 
composition can be easily modifi ed 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 att empts 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

Összefoglaló

Bevezetés: A hatóanyag vivőanyagból való felszabadulásának, 
bőrbe jutásának, illetve a bőr, mint biológiai membránon ke-
resztüli diff úziójának modellezése a topikális készítmények fej-
lesztéséhez nélkülözhetetlen. Az utóbbi években komoly törek-
vések folynak különféle alternatív modellek kidolgozására. Ez 
alapvető fontosságú a humán bőr nehéz elérhetősége és a világ-
szerte növekvő állatkísérletek elleni tiltakozások miatt . Ezért 
célul tűztük ki a bőrpenetrációt modellező vizsgáló módszerek 
szakirodalmi kutatását. 

Módszerek: Az összefoglaló közlemény megírásához átt e-
kintett ük a rendelkezésre álló tudományos adatbázisok témá-
ban megjelent publikációit, továbbá az Európai Bizott ság kere-
tében működő Közös Kutatóközpont által elfogadott , publikus, 
tényeken és jogi követelményeken alapuló DataBase service on 
ALternative Methods to animal experimentation (DB-ALM) 
módszerleírásait és a Gazdasági Együtt működési és Fejlesz-
tési Szervezet (Organisation for Economic Co-operation and 
Development, OECD) irányelveit.

Eredmények: Általánosságban az in vitro vizsgálatokhoz 
használt modellek nagy előnye, hogy reprodukálható eredmé-
nyeket biztosítanak szemben a humán bőrön keresztül végzett  
kísérletekkel, melyeknél igen nagy intra- és interindividuális 
eltéréseket kaphatunk. Emellett  a mérési körülmények köny-
nyen standardizálhatók, így nő a reprodukálhatóság. Továb-
bá könnyű kezelhetőségük miatt  gyors vizsgálatokat tesznek 
lehetővé, így alkalmasak nagy áteresztőképességű vizsgálatok 
elvégzéséhez a gyógyszerfejlesztés korai szakaszában. Előállí-
tásuk viszonylag egyszerű, és tulajdonságaik változtatásával 
az egy adott  készítmény fejlesztését szolgáló paraméter hatását 
külön vizsgálhatjuk, vagy akár bizonyos patológiás állapotok-
ra jellemző tulajdonságokat hozhatunk létre. Mindezek mellett  
a mesterséges membránok tárolása egyszerű, nem igényel hű-
tést vagy tároló oldatot. Hátrányuk azonban, hogy még gon-
dos tervezés esetén sem tudják biztosítani az in vivo körülmé-
nyeket. 

Összegzés: Ezen összefoglalóban bemutatjuk a hatóanyag 
bevitel vizsgálatára alkalmas modelleket, beleértve a modellek 
főbb jellemzőit, előnyeiket és korlátaikat, továbbá néhány nem-
zetközi irányelv ismertetését.

Kulcszavak: in vitro modell, bőrmodell, transzdermális 
hatóanyagbevitel, szövett enyészet, topikális készítmény
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1. Bevezetés

A penetrációs vizsgálatok tervezésében és kivite-
lezésében irányadó lehet az Európai Bizott ság ke-
retében működő Közös Kutatóközpont (Joint Rese-
arch Centre – JRC) által működtetett  DB-ALM 
adatbázis (DataBase service on ALternative 
Methods to animal experimentation), amely olyan 
jól defi niált állatkísérleteket helyett esítő módsze-
reket ír le, amelyek felhasználhatók mind a 
biomedicina területén, mind a hatósági biztonsá-
gosság értékelésben.

Emellett , az in vitro kísérletek tervezéséhez tá-
maszt adhat az OECD TG 428 protokoll [1], míg 
az in vivo módszerekre az OECD TG 427 irányelv 
[2] ad iránymutatást. Az úgynevezett  hármas 
adatcsomag megközelítés” (Triple Pack approach) 
szerint, a humán kísérletek kiválthatók egy 1) in 
vivo állat; 2) in vitro állat; és 3) in vitro humán bőr-
abszorpciós vizsgálat eredményéből számolt kor-
relációval, így a humán kísérletek elvégzése nem 
szükséges (1. egyenlet) [3].

humán in vivo abszorpció = 
in vitro patkány abszorpció)

in vivo patkány abszorpció × in vitro humán abszorpció
(1)

A bőrpenetrációs modelleket csoportosítva, elő-
ször a rekonstruált humán bőr ekvivalenseket, 
azaz szövett enyészeteket mutatjuk be, majd az ál-
lati bőrmodelleket, végül pedig a mesterséges 
membránokat, azokon belül is az egyes kutatócso-
portok által szintetizált modelleket és a kereske-
delmi forgalomban elérhető membránokat ( 1. 
ábra).

2. Rekonstruált humán bőr ekvivalensek

A rekonstruált humán bőr ekvivalenseket 3 cso-
portra oszthatjuk: egyikük a rekonstruált humán 
epidermisz (RHE), amely csak egyfajta sejtt ípust 
tartalmaz, a humán epidermiszt is felépítő 
keratinocitát, így szerkezete nem komplex. Másik 
fajtájuk, a teljes bőrmodell (FT = full thickness), 
mely elhalt- és élő epidermiszt, ill. dermiszt, vala-
mint már fi broblasztokat is tartalmaz [4]. Szerke-
zetük összetett ebb, de a bőrfüggelékek még ebből 
a típusból is hiányoznak [5]. Ezek mellett  előállít-
hatók komplex három dimenziós szövett enyésze-
tek, amelyeket még egyéb sejtt ípusokkal is kiegé-
szített ek, így szerkezetük jobban közelít a humán 
bőréhez [4].

Az  I. táblázat a különböző sejtt ípusokat tartal-
mazó szövett enyészetek alkalmazását, előnyét és 
hátrányát foglalja össze [6]

A rekonstruált humán epidermiszt használják a 
legszélesebb körben: alkalmazható bőrirritáció, 
bőrroncsolódás, fototoxicitás, epidermális geno-
toxicitás, transzdermális hatóanyagbevitel, bőr ér-
zékenység és metabolizmus tesztekhez. Előnye, 
hogy számos elérhető, validált típusa ismert, me-
lyek paraméterei sztenderdizáltak. Hátránya, hogy 
barrier funkciója szinte elhanyagolható a humán 
bőrhöz viszonyítva [7, 8], emellett  csak egyfajta 
sejtt ípust tartalmaz, így szerkezete nem komplex 
és validálása főleg biztonságossági tesztekhez tör-
tént meg, nem penetráció vizsgálatokhoz.

A melanocitákat, azaz festéksejteket is tartalma-
zó RHE-t fényérzékenység és pigmentáció vizsgá-
latára használják főleg a kozmetikai iparban, a 

gyógyszerfejlesztésben nem 
elterjedt modell.

A teljes bőr modelleket a 
bőrön keresztüli penetráció, 
illetve sebgyógyulás vizsgá-
latára, emellett  bakteriális ad-
hézió tanulmányozására 
használják. Előnye, hogy tu-
lajdonságai meghatározott ak, 
a kereskedelmi forgalomban 
több modell is elérhető példá-
ul GraftSkin®, EpiDermFT® és 
Pheninon®. Hátránya, hogy 
előállítása költséges és rövid 
a sejtek életideje.

A teljes bőr modelleket is 
ki lehet egészíteni melano-
citákkal, így vizsgálható se-
gítségükkel a melanocita sti-1. ábra: A bőrmodellek csoportosítása
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I. táblázat 
Szövett enyészetek fajtái 

Típus Alkalmazhatóság Előnyök Hátrányok
RHE - bőrirritáció teszt

- bőrroncsolódás teszt
- fototoxicitás
- epidermális genotoxicitás
- transzdermális hatóanyag 
bevitel
- bőr érzékenység
- metabolizmus

- számos elérhető, validált 
modell
- sztenderdizált paraméterek

- barrier funkció hiányos
alacsony komplexitás, nincs 
sejtek között i kommunikáció
- csak biztonságossági 
tesztekhez optimalizáltak

RHE + melanociták - fényérzékenység
- pigmentáció vizsgálata

- bőr pigmentáció 
tanulmányozására 
sztenderdizálva

- gyógyszerfejlesztésben 
nem meghatározó (inkább 
kozmetológiai iparban)

FT modellek - perkután abszorpció
- sebgyógyulás
- bakteriális adhézió 
vizsgálata

- sztenderdizált, 
kereskedelmi forgalomban 
elérhető modellek
- jól használható a 
sebgyógyulás modellezésére

- drága
- sejtek rövid életidővel 
rendelkeznek

FT+ melanociták - melanocita stimuláló fehér-
jék tanulmányozása
- vitiligo patogenezisében 
szerepet játszó faktorok 
felderítése

- vitiligo kezelésére fejlesz-
tett  gyógyszerek tesztelése 
lehetséges
- melanogenezis kutatásokra 
alkalmas

- nincsenek elfogadott  szab-
ványok

FT+ Langerhans - allergének meghatározása
- epidermális Langerhans 
sejtek érésének és mi-
grációjának vizsgálata

- immunokompetens modell 
a szenzitizációs potenciál 
meghatározására

- nem sztenderdizált modell
- sejtvonalat használ (bon-
yolult tenyészés)

FT+ endoteliális 
sejtek+ szubkutisz

- angiosztatikus terápiák 
vizsgálata
- zsír metabolizmus vizs-
gálata

- meghatározható a gyó-
gyszerek zsírszövetre és 
angiogenezisre gyakorolt 
hatása
- hosszú használat lehetséges

- nem sztenderdizált modell
- kevésbé kidogozott  tech-
nika

FT+ őssejtek - epidermális fejlődés 
vizsgálata
- sebgyógyulás
- pigmentációs zavarok
- autológ transzplantáció 
vizsgálata

- betegség modellek széles 
spektrumának tenyésztésére 
használható

- előállítása, felhasználása 
összetett  technológiát 
igényel

FT+ szőrtüszők - hatóanyag penetráció 
vizsgálata

- szőrtüszők hatása a 
penetrációra vizsgálható

- alacsony 
áteresztőképességű módszer
- más bőrfüggelékek 
hiányoznak

Explantáció - epiteliális migráció, 
antigén prezentáló sejtek 
aktivációjának megfi gyelése
- mikrobiom hatása a 
bőrgyulladásra
- idegi kapcsolatok és 
hatások

- minden sejtt ípus jelen van
- beteg bőr is használható 
speciális gyógyszer 
vizsgálatokhoz

- kevés mennyiségű bőr 
elérhető
- donorok közti különbségek

Explantáció+ 
szőrtüszők

- szőrtüsző fejlődés mole-
kuláris folyamatainak vizs-
gálata

- de novo szőrtüsző képződés 
vizsgálata
- hasonló a fi ziológiás bőr 
környezethez

- nincsenek meghatározott  
fázisai a szőrtüsző növeke-
désnek
- kifejlődött  szőrtüszők növe-
kedése nem vizsgálható
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muláló fehérjék hatása és a vitiligo patogenezise. 
Hátránya, hogy nem léteznek belőle elfogadott  
sztenderdek.

A Langerhans sejteket is tartalmazó teljes bőr 
szövett enyészetek használhatók allergének felde-
rítésére és a Langerhans sejtek vizsgálatára. Hát-
rányuk, hogy nincsenek a kereskedelmi forgalom-
ban kapható kész modellek.

A teljes vastagságú szövett enyészetek endoteli-
ális sejtekkel és zsírsejtekkel kiegészítve alkalmaz-
hatók az erekre és zsírra való hatás vizsgálatára is, 
azonban ebből sincsenek forgalomban kész mo-
dellek.

Az őssejteket is tartalmazó modellek lehetősé-
get nyújtanak az epidermális fejlődés tanulmá-
nyozására, emellett  a sebgyógyulás, pigmentációs 
zavarok és autológ transzplantáció (saját szövet 
átültetése más helyre) elemzésére és az őssejtek 
széles körű diff erenciálódásának következtében 
sok féle vizsgálathoz használhatók. Tenyésztésük 
azonban rendkívül összetett  technológiát igényel.

A szőrtüszőkkel kiegészített  teljes vastagságú bőr-
modelleket a hatóanyag penetráció vizsgálatához 
használják, mivel ebben a folyamatban fontos lehet a 
szőrtüszők szerepe [6]. Hátrányuk, hogy bonyolult 
előállításuk miatt  időigényes a felhasználásuk.

Az explantáció, azaz kimetszett  élő szövetnek 
mesterséges táptalajra való kiültetése és továbbte-
nyésztése, széles körben alkalmazható az alapku-
tatásban, azonban elérhetősége korlátozott  és a 
donorok között  nagy különbségek lehetnek.

A szőrtüszőkkel kiegészített  explantációk a 
szőrtüszőben zajló folyamatok modellezésére ad-
nak lehetőséget. 

Az RHE előállítása emberi keratinociták vala-
milyen inert szűrőn (pl. polikarbonát) való te-

nyésztésével történik, körülbelül 14 nap alatt . Te-
nyésztésük során OECD (Organisation for 
Economic Co-operation and Development) irány-
elvek sokaságának kell megfelelniük, amely ma-
gában foglalja többek között  az életképesség, a 
barrier funkció, a morfológia, a reprodukálható-
ság és a minőség ellenőrzés követelményeit [9].

A  II. táblázatban három kereskedelmi forga-
lomban kapható RHE modell SkinEthic® (Skin-
Ethic Laboratories, Nice, France), EpiDerm® 
(MatTekCorporation, Ashland, MA, USA) és Epi-
Skin® (L’Oréal,Paris, France) tulajdonságait foglal-
tuk össze [10].

Az EpiDerm® emberi eredetű epidermális 
keratinocitákat tartalmaz. A modellt vegyi anya-
gok, gyógyszerek és bőrápolási termékek tesztelé-
sére alkalmazzák az OECD Test Guideline (TG) 
439 iránymutatásai alapján [9]. A GMP követelmé-
nyeknek megfelelően állítják elő in vitro – in vivo 
korreláció vizsgálathoz. Több típusa és továbbfej-
lesztett  változata létezik: EpiDerm®TM, Epi-
Derm®FT, EpiDerm®SIT. A különböző típusok 
lipid összetétele kicsit változik, és vannak köztük 
metabolikusan és mitotikusan is aktívak, melyek 
pontosabban szemléltetik az emberi bőr viselke-
dését a nem élő vagy állati bőr modelleket haszná-
ló kutatások eredményeinél. A SkinEthic® modell 
fi atal férfi  donor elsődleges keratinocita sejtjeit 
tartalmazza. Méretét tekintve 0,5 cm2 felületű mo-
dell, bőrirritációs vizsgálatokra használják. Az 
EpiSkin® modell felnőtt  női keratinocita sejtekből 
áll. Méretét tekintve 1,07cm2 felületű. Használható 
az OECD TG 431 guideline szerinti bőr korróziós 
és TG 439 bőr irritációs vizsgálatra [9, 11]. Az Eu-
rópai Közösségek Bizott sága 761/2009/EK rendele-
tének III. mellékletének értelmében mind az 

II. táblázat
Kereskedelmi forgalomban kapható szövett enyészetek összehasonlítása 

EpiDerm® SkinEthic® EpiSkin®

Morfológia

H
as

on
ló

sá
g minden humán epidermisz 

réteg megtalálható benne
hasonló struktúra a humán 

epidermiszhez
dezmoszómák, keratohialin és 

lamelláris granulák

minden epidermisz réteg 
megtalálható

K
ül

ön
bs

ég eltérő sejt alakok lipid cseppek minden 
rétegben jelen vannak (humán 

bőrben nem)

stratum corneum vastagabb, 
mint a humán bőrben

bazális sejtek, granuláris 
sejtek eltérő alakúak

Lipid összetétel foszfolipid és di/triglicerid 
tartalom hasonló

több ceramid
koleszterin és szabad 

zsírsav kevesebb

kevesebb foszfolipid és 
szfi ngomielin

több di- és triglicerid, 
lényegesen több ceramid

több ceramid, di- és triglicerid

ACTA-1701.indb   6 2017. 04. 07.   11:11



 2017/1. Acta Pharmaceutica Hungarica 7

EpiSkin®, mind az EpiDerm® modellek alkalmasak 
in vitro bőrirritációs vizsgálatok kivitelezésére.

A II. táblázatból leolvasható, hogy morfológiá-
juk, bár nagyrészt megegyezik a humán epidermi-
szével, kisebb eltérések mégis találhatók a sejtek 
alakjában vagy méretében. Minden modellről el-
mondható, hogy bennük a lipidek mennyisége el-
tér a humán epidermiszétől: kevesebb szabad zsír-
savat és foszfolipidet tartalmaznak, míg a 
ceramidokból több található bennük és a lipidek 
szerkezete is különbözik. Ezek az eltérések ma-
gyarázatot adhatnak a szövett enyészetek csekély 
barrier funkciójára [10].

Flaten és mtsai. fl ufenaminsav tartalmú kenőcs 
penetrációját vizsgálták humán stratum corne-
umon (SC), epidermiszen, teljes vastagságú bőrön 
és az EpiDerm® RHE szövett enyészeten. Kísérlete-
ik eredményei alapján jóval magasabb volt a penet-
ráció a szövett enyészeten keresztül, illetve az 
EpiDerm® esetén nem tapasztaltak késleltetési időt 
a penetráció során, ami a barrier hiányára utal [12].

Schmook mtsai.-val a Graftskin® (élő bőr ekviva-
lens) és a Skinethic® (RHE) modelleken keresztüli 
penetrációt hasonlított a össze a humán és sertés 
bőrrel négy dermatológiában használatos ható-
anyag segítségével: szalicilsavval, hidrokortizon-
nal, klotrimazollal és terbinafi nnal. A vizsgált 
komponensek tulajdonságaitól függően különbö-
ző korrelációt kaptak. A hidrofób klotrimazolt 
Graftskin® modellel vizsgálva 900-szoros fl ux érté-
ket, míg a szalicilsavra a Skinethic® szövett enyé-
szett el hétszeres értéket mértek a humán bőrhöz 
viszonyítva [13].

Dumont és munkatársai által publikált összefog-
laló cikk, a bőrön keresztüli biohasznosulás vizs-
gálatára alkalmazható jelentősebb in vitro és in 
silico módszereket foglalja össze. Leírja, hogy a 
bőrmodell áteresztőképessége kb. 10-szer maga-
sabb a rekonstruált humán epidermisz esetén, és 
3-4-szor magasabb a teljes vastagságú modelleken 
keresztül, mint a kadaver bőrön, melyet koff ein, 
tamoxifen, és hidrokortizon hatóanyagok vizsgá-
latával tanulmányoztak [14].

Összefoglalva, a szövett enyészetek előnyei, 
hogy a tenyésztés után azonnal felhasználhatók, 
így gyors vizsgálatokat tesznek lehetővé, eredmé-
nyeik reprodukálhatók, emellett  mivel a penetrá-
ció során a késleltetési idő elhanyagolható, néhány 
óra is elég egy kísérlet elvégzéséhez. Továbbá 
vizsgálható velük a bőr metabolizmusa is, illetve a 
vivőanyagok penetrációra való hatásának tanul-
mányozása is lehetséges [6]. 

Hátrányuk, hogy rendkívül magas permeabi-

litási értékek jellemzőek rájuk, emellett  előállítá-
suk és felhasználásuk bonyolult és költséges, spe-
ciális tárolási körülményeket és speciális tápoldat 
alkalmazását igényelik, valamint az életképessé-
gük rövid [4, 15, 16].

Szerepük azonban vitathatatlan, főleg a kozme-
tikai iparban az irritációs tesztek vonatkozásában, 
az állatkísérletek betiltása óta. 

3. Ex vivo modellek

A transzdermális hatóanyag penetráció vizsgála-
tára széleskörűen használtak az ex vivo modellek, 
azaz élő szervezetből kimetszett  szövetek.

Azt, hogy az egyes fajok bőre között i korreláció 
milyen mértékű, azaz mennyire helyett esíthetők 
egymással, főleg a szövetben található szabad zsír-
savak és trigliceridek mennyisége, illetve a szőrtü-
szők sűrűsége határozza meg. 

A leginkább releváns modellnek a sertés bőr te-
kinthető, mivel a stratum corneum és az epider-
misz vastagsága nagyon hasonló a humán bőré-
hez. Tanulmányok alapján, a stratum corneum 
vastagsága a sertésbőrben 21-26 μm, az epider-
misz pedig 66-72 μm, amely hasonló a humán bőr 
paramétereivel (stratum corneum 6-19 μm, epider-
misz 70 μm) [17]. Legmegfelelőbb a sertés fülről 
vett  bőr, mivel a szőrtüszők mennyisége itt  közelít 
leginkább az emberéhez: négyzetcentiméterenként 
20 darab található belőlük, míg az embernél 14-32 
darab. Emellett  az érhálózat és a kollagén elrende-
ződés, illetve a glikoszfi ngolipid és ceramid tarta-
lom is hasonló [18, 19].

A másik igen gyakran használt szövet, a rágcsá-
lókból vett  bőr (egér, patkány, tengerimalac), mivel 
ezen állatok tenyésztése a legegyszerűbb kis mére-
tük, egyszerű gondozásuk és alacsony költségeik 
miatt . Ezek közül is jobban preferáltak a szőrtelen 
fajok, mivel ezek jobban hasonlítanak a humán bőr 
tulajdonságaira. Összességében azonban a rágcsá-
lók, főleg az egerek bőrén keresztül jóval magasabb 
abszorpciós értékeket mérhetünk, mivel bőrük vas-
tagsága nagyjából ¼ része a humán bőrének [18, 20]. 

Fontos megjegyezni, hogy ezek a szövetek kö-
rültekintő kezelést igényelnek, mivel tulajdonsá-
gaikat megváltoztathatják a nem megfelelő tárolá-
si körülmények, a minta előkészítés során szenve-
dett  sérülések vagy a rosszul megválasztott  kísér-
leti módszerből eredő változások, így hamis ered-
ményekhez vezethetnek [10]. Ezért a stratum 
corneum épségét, integritását minden vizsgálat 
előtt  ellenőrizni szükséges. Első lépésként mindig 
vizuális vizsgálatt al kell kezdeni, nincsenek-e lát-
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ható sérülések. Ezt követően a bőrt a mérőcellába 
rögzíteni kell, és az egyensúly beálltára várni, mi-
vel a sejtek hidratációjával egyes apró rések esetle-
gesen bezáródnak (pl. szőrtüszők). Az integritás 
vizsgálatára alkalmazható a bőr elektromos ellen-
állásának vagy transzepidermális vízvesztésének 
mérése, továbbá referens anyag penetrációjának 
vizsgálata (pl. trícium tartalmú víz) [21, 22].

4. Mesterséges membránok

A mesterséges membránok egyszerű és reprodu-
kálható alternatívát nyújtanak a hatóanyag penet-
ráció alapvető fi zikai-kémiai mechanizmusainak 
tanulmányozására, beleértve a vivőanyag és 
membrán között i kölcsönhatásokat. Alkalmasak a 
gyógyszer fejlesztés korai szakaszában a nagy át-
eresztőképességű vizsgálatokhoz: iránymutatást 
adnak arra vonatkozóan, hogy a kutatás további 
szakaszaiban mely formulációk érdemesek a bio-
lógiai membránokon történő penetrációs vizsgá-
lat validálására is, és segítenek az összetételek 
gyors és hatékony optimalizálásában [10, 23, 24].

4. 1. Kutatócsoportok által szintetizált membránok

4. 1. 1. Szilikon alapú membránok

A modellek között  igen elterjedtek a szilikon 
membránok, amelyek anyaga a poli(dimetil-szi-
loxán) (PDMS). A szilikon membránokat már az 
1970-es években használták a különböző készít-
ményalapokból történő hatóanyag felszabadulás 
vizsgálatára [25]. Előnyük, hogy nem reakcióképe-
sek, stabilak, azonban hátrányuk, hogy lipofi l ka-
rakterük miatt  nem alkalmasak hidrofi l kompo-
nensek vizsgálatára [26, 27]. 

A problémára megoldásaként Miki és mtsai. egy 
polietilénglikol (PEG) 6000- PDMS kopolimert ál-
lított ak elő, és ezzel impregnáltak egy poli-
(tetrafl uoretilén) szűrőt. Az így kapott  modellben 
igazolták PEG 6000 tartalmú mikrodomének jelen-
létét, amely lehetőséget biztosít a hidrofi l kompo-
nensek diff úziójára is. A diff úziós cellákon végzett  
kísérletek során jó korrelációt kaptak a humán 
bőrrel. A membrán PAMPA (parallel artifi cial 
membrane permeability assay, ld. később) modell-
ben is alkalmazható, így használatával hasznos 
következtetéseket vonhatunk le a perkután ab-
szorpcióra vonatkozóan [28]. 

Másik fajtája a szilikon membránoknak egy poli-
karbonát- PDMS kopolimer, amely a humán bőr-
höz hasonlóan több fázisú és váltakozó polaritású. 

Segítségével kvantitatív módon következtethetünk 
az in vivo hatóanyag penetráció mértékére [29]. 

Karadzovska és mtsai. szilikon olaj és izopropil-
mirisztát elegyével vonták be egy polivinilidén-
fl uorid szűrő felszínét, és így bőrrel jól korreláló 
modellt kaptak, amely a bőrpenetráció modellezé-
se mellett  a stratum corneumban raktárt képző ha-
tóanyagok elkülönítésére is alkalmas [30]. 

4. 1. 2. Lipid alapú membránok

 – PAMPA 

A PAMPA modellben található membrán egy hid-
rofi l szűrőt tartalmaz, ami n-dodekánban oldott  
foszfatidilkolinnal van borítva [31]. Előnyét az adja, 
hogy gyorsabb, könnyebb és jelentősen olcsóbb, 
mint a sejtvonalakon illetve biológiai membráno-
kon végzett  vizsgálatok. Azonban mivel csak pasz-
szív folyamatokat képes modellezni, ezért az olyan 
molekulák viselkedéséről, melyek transzportja va-
lamilyen aktív folyamat által érintett , nem ad reális 
képet. Hátránya továbbá, hogy szerkezete nem 
adja vissza a bőr kett ős lipid szerkezetét [32].

A skin-PAMPA modell a bőrben található 
ceramidok analógiájára, szintetikus certramidokat 
tartalmaz és a teljes vastagságú bőrrel hasonló pe-
netrációs tulajdonságokat mutat, emellett  a szinte-
tikus lipidek tárolása egyszerűbb és stabilitásuk is 
kedvezőbb [10, 33, 34]. A kialakított  biomimetikus 
modell a tesztek alapján képes az ex vivo humán 
bőrön kapott  adatok becslésére, így jó alternatívá-
ja lehet a bőrön keresztüli permeábilitás vizsgála-
tának [35, 36].

 – Foszfolipid vezikulum alapú permeációs próba 
(Phospholipid Vesicle-based Permeation Assay , PVPA)

A PVPA teszteket foszfolipid vezikulák rétegei épí-
tik fel, amelyek cellulóz észter szűrővel vannak alá-
támasztva, illetve annak pórusaiba inkor po rálva. 

Előállításuk során a liposzómákhoz tojás fosz-
fatidilkolint használnak, melyet etanol tartalmú 
foszfát puff erben oldanak, az elkészült diszperziót 
0,8 illetve 0,4 μm pórusátmérőjű mebránszűrőkön 
extrudálják és a cellulóz észter szűrő pórusaiba 
jutt atják centrifugálással.

Az elkészült membránt 21 hatóanyagra vizsgál-
ták egy saját tervezésű cellával. A donor fázist az 
adott  hatóanyag telített  oldata alkott a, míg az ak-
ceptor fázis foszfát puff er volt. Adott  időpontok-
ban az akceptor fázis teljes mennyiségét új puff er-
re cserélték, és a lecserélt oldatban spektrofoto-
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metriásan mérték a penetrálódott  hatóanyag 
mennyiségét. A kapott  eredményeket a humán 
bőrön keresztüli penetrációra vonatkozó irodalmi 
értékekkel vetett ék össze, és jó egyezést találtak. 

A PVPA modellnek további 2 változata is elké-
szíthető: a PVPAc membránban a liposzómákat ko-
leszterin és tojás foszfatidilkolin építi fel, míg a 
PVPAs  membrán liposzómáit pedig a bőrben meg-
található lipidekből állítják elő (ceramidból, ko-
leszterinből, szabad zsírsavakból, koleszteril-
szulfátból és foszfatidilkolinból) [37]. 

Kitt ayanond és mtsai. is kísérleteztek lipo szó-
mákból készült membrán előállításával és vizsgá-
latával. A liposzómák előállításához szintetikus 
lipideket használtak fel: ceramidot, koleszterint, 
zsírsavakat, és koleszterin-szulfátot 37,7: 28,3: 
17,0: 17,0 arányban.

Az előállítás során a lipideket membránszűrőn 
(2 μm pórusméretű Nucleopore) extrudálták a fá-
zisátalakulási hőmérséklet alatt . Feltehetően a 
membránszűrő pórusaiban liposzómák rakódtak 
le, amelyet megszárított ak és kalcium-kloriddal 
kezeltek, hogy a lipid kett ősréteg redős szerkeze-
tet vegyen fel, majd ismét megszárított ák, és ez-
után penetrációs vizsgálatokat végeztek az elké-
szült modellel. 

Az elkészült membránt elektronmikroszkópos 
és diff úziós vizsgálatoknak vetett ék alá, illetve 
vizsgálták a vízpára áteresztő képességét is, és ki-
elégítő eredményeket kaptak [38].

 – Stratum corneum helyett esítő membrán (Stratum 
Corneum Subtitute, SCS)

Egy másik lipid alapú membrán az SCS, amely 
porózus anyagból épül fel és a stratum corneum-
ban található lipidekhez hasonló szintetikus 
lipidekkel van borítva [39, 40].

Előnye, hogy a lipid összetétel könnyen változ-
tatható, így vizsgálható az egyes lipidek befolyása 
a barrier funkcióra, illetve létrehozható bizonyos 
patológiás állapotokra jellemző lipid összetételű 
membrán is [41]. 

A membrán előállítása során meghatározott  tö-
megarányú szintetikus ceramid, szabad zsírsav és 
koleszterin keverékét oldják kloroform és metanol 
elegyében, majd az oldószert elpárologtatják, és 
újra oldják hexán és etanol elegyében. Ezután az 
oldatot egy 50 nm pórusátmérőjű polikarbonát 
szűrőlemezre porlasztják. 

A membránt diff úziós kísérletekben vizsgálták. 
A vizsgált hatóanyagok a para-amino-benzoesav 
(PABA) illetve az etil- és butil- paraamino-
benzoesav voltak, amelyeknél a lipofi litás a szén-
lánc hosszával nő. A kísérletek során vizsgálták a 
rétegvastagságnak, a hatóanyagok lipofi litásának 
és a membrán lipid összetételének hatását a penet-
rációra.

Az eredmények alapján, az optimális rétegvas-
tagság a 12 μm- ez felelt meg leginkább a humán 
stratum corneumon keresztül mért penetrációs ér-
tékeknek. Észrevett ék továbbá, hogy a késleltetési 
idő annál kisebb, minél lipofi lebb a vizsgált ható-
anyag. A legmagasabb penetrációs értéket a köze-
pes lipofi litású etil-PABA-nál mérték, a szénlánc 
hosszának csökkentése vagy növelése esetén is 
csökkent a membránon keresztüli penetrációs ér-
ték. Emellett  az eredmények azt mutatt ák, hogy a 
membrán lipid összetételének változtatása jelen-
tős befolyással van a permeabilitásra [42].

4. 2. Kereskedelmi forgalomban elérhető membránok

A szintetikus membránok általában polimer mak-
romolekulák vékony rétegeiből állnak, amelyek 
meghatározzák a rajtuk keresztül történő ható-

III. táblázat
Kereskedelmi forgalomban elérhető mesterséges membránok jellemzői
Gyártó Anyag Pórusméret Felhasználás

Silastic® 500-1 Dow Corning 
Corporation, MI

szilikon és műanyag 
keveréke

nem meghatározott orvostudomány

Supor® Gelman Sciences, MI poliéterszulfon 0,45 μm biológia, 
gyógyszerészet, 

sterilezés
Cuprophan® 150M Akzo Nobel Faser, 

Germany
cellulóz nem meghatározott hemodialízis

Millipore HAWP® Millipore, MA cellulóz acetát ftalát 0,45 μm analitika, kutatás
TF-PTFE® Gelman Sciences, MI politetrafl uoroetilén 

(PTFE) membrán 
polipropilén 

alátámasztással

0,45 μm sterilezés
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anyag diff úziót. Általánosságban ezek a membrá-
nok a diff úziós kísérletek során 2 funkciót láthat-
nak el: a bőr struktúrájának modellezése és/vagy 
minőségi kontroll a hatóanyagok diff úziós tulaj-
donságai között . A minőség ellenőrzésre használt 

membránokkal szemben, mint például a cellulóz 
észter vagy poliszulfon, gyakran inkább az az el-
várás, hogy csupán alátámasztásként működje-
nek, mintsem barrierként [43].

Egy kísérletben több, kereskedelemben kapható, 

 IV. táblázat 
Nitroglicerin penetrációja különböző membránokon keresztül 

Flux
(μg cm-2 h-1)

24 óra alatt  penetrálódott  nitroglicerin 
mennyiség (μg cm-2)

Friss humán bőr 22,1 ± 2 520 ± 54
Szőrtelen egér bőr 30,5 ±6 716 ± 152

Fagyasztott  humán bőr 33,2 ±8 781 ± 185
A sejtkultúra 299,4 ± 28 2553 ±167
B sejtkultúra 235,2 ± 39 2248 ±288
C sejtkultúra 178,9 ±19 1833 ± 159
D sejtkultúra 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

V . táblázat 
Bőrmodellek előnyei és hátrányai

Modell Előnyök Korlátok
Szilikon reprodukálható eredmények

alacsony költség
tárolás egyszerű

nem lipid alapú
kis hasonlóság a SC-mal

nem biológiai eredetű
PAMPA reprodukálható

alacsony költség
hosszú eltartási idő

szintetikus lipidek/ nem lipid alapú
lipid szerkezet nem meghatározott / kis 

hasonlóság a SC-mal
nem biológiai eredetű

PVPA reprodukálható
lipid összetétel könnyen változtatható

relatíve alacsony költségek
tárolás egyszerű

lipid szerkezet nem meghatározott 
nem biológiai eredetű

SCS SC lipid összetételével megegyezik
reprodukálható

lipid összetétel könnyen változtatható
relatíve alacsony költségek

egyelőre nem használják a formuláció 
optimalizáláshoz

nem biológiai eredetű

Rekonstruált humán 
bőr ekvivalens

állandó permeabilitás összevetve a 
humán bőrrel

nagyobb permeabilitás
kérdéses barrier funkció

magas költség
Sertés fül könnyen beszerezhető (vágóhídi 

szemét)
állat kora befolyásolja a bőr vastagságát
szőr eltávolítása szükséges- bőr sérülhet

tárolás nehézkes
Rágcsáló bőr kis méret, egyszerű tenyésztés, 

szőrtelen fajok elérhetőek
etikai engedély szükséges

nagyon vékony, nagy permeabilitású bőr
szőrtüszők nagy mennyiségben

Humán bőr leginkább releváns modell etikai engedély szükséges
magasabb inter- és intaindividuális különbségek
különböző források: kor, nem, rassz, plasztikai 

sebészet, amputáció
különböző anatómiai részek: has, mell, hát stb.

tárolás nehézkes
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különböző célokra használt membránon keresztül 
vizsgálták a nitroglicerin diff úzióját [44]. A memb-
ránok jellemzőit a  III. táblázat foglalja össze.

További kísérletek során a nitroglicerin penet-
rációját vizsgálták humán bőrszöveten, szőrtelen 
egérbőrön és különböző szövett enyészeten ke-
resztül is. A kapott  fl ux (felületegységen 1 óra alatt  
penetrálódott  mennyiség) és 24 óra alatt  
penetrálódott  mennyiségek nagy eltéréseket mu-
tatt ak a különböző membránokon keresztül (IV. 
táblázat).

A IV. táblázatból leolvasható, hogy a szinteti-
kus membránokon keresztül többszörös fl ux érté-
ket mértek a humán és állati bőrrel összehasonlít-
va, egyedül a TF-PTFE® membránon mért érték 
közelített e meg azt. A szövett enyészetekkel össze-
hasonlítva azonban nagyságrendileg hasonló érté-
keket kaptak.

Egy másik piacon lévő membrán a Folioxane®, 
amely egy többrétegű szilikon membrán, lipofi l 
karakterrel. Az orvostudományban harmadfokú 
égések terápiája során a bőr helyett esítésére hasz-
nálják, de számos kutatócsoport használta bőrpe-
netrációs vizsgálatok modellezésére [45-47]. A 
Folioxane® membrán validálásához a 17β-öszt-
radiol penetrációját vizsgálták 24 órán keresztül a 
membránon, humán bőrön és patkány bőrön ke-
resztül. A 6. óráig a penetráció kinetikája meg-
egyezett  mindhárom membrán esetén, azonban ez 
után a patkány bőrön keresztül magasabb értéke-
ket mértek, míg a szilikon membrán és a humán 
bőr szinte azonos értékeket mutatott  [45]. 

A 2012-ben Merck Millipore cég, kimondott an a 
bőrpenetráció modellezésére fejlesztett e ki az úgy-

nevezett  Strat-M® membránt, melyet 2 poli éter-
szulfon réteg épít fel. A rétegek szintetikus lipidek 
keverékével impregnáltak és alatt uk egy poliolefi n 
réteg található. A membrán rétegeiben lefelé ha-
ladva a pórusok mérete nő [46]  (2. ábra).

A poliéterszulfon polimert membránszűrőkben 
alkalmazzák gyakran, oldatok, szemcseppek steri-
lezésére használják.

A Strat-M® membrán segítségével vizsgálható 
hatóanyagok, kozmetológiai aktív anyagok, ké-
szítmények, tisztítószerek, peszticidek és kemiká-
liák transzdermális diff úziója és biztonsága.

Előnyei közé tartozik, hogy diff úziós tulajdon-
ságai nagyban korrelálnak a humán diff úziós 
vizsgálatokkal, minimális variabilitás jellemzi, 
hosszú időn keresztül eltartható, nincsenek speci-
ális tárolási igényei, emellett  nem igényel előkészí-
tést a használata, így a humán bőr gazdaságos al-
ternatívája.

A gyártó több Franz cellás diff úziós tesztt el 
vizsgálta a membránon keresztüli permeabilitást. 
A humán bőrön kapott  értékekhez viszonyítva, 
közel 1:1 korrelációt kaptak a legtöbb vizsgált ha-
tóanyagra.

Vizsgálták továbbá a Strat-M® membránon és 
humán bőrszöveten keresztül átáramlott  koff ein 
oldat mennyiségét 8 óra alatt , 5-5 különböző 
Franz-cellás mérésben. Míg a Strat-M® membrán 
esetén az értékek közel egyformák voltak, 8 %-os 
variációs koeffi  ciens mellett , addig humán bőrön 
mért értékek nagy eltéréseket mutatnak, a variabi-
litás 72 % volt. Ez azt mutatja, hogy a Strat-M® 
membránnal végzett  kísérletek reprodukálhatósá-
ga jóval nagyobb a humán bőrrel végzett ekkel 
szemben. 

Egy másik kísérletben a penetrációfokozók ha-
tását vizsgálták a Strat-M® membránon és humán 
bőrön keresztüli hatóanyag penetrációjára nézve. 
Megállapított ák, hogy a Strat-M® membrán alkal-
mas a penetrációfokozók hatásának modellezésé-
re is [46]. 

5. Összefoglalás

A jelen publikációban bemutatott  modelleket az V. 
táblázat foglalja össze. Minden membránnak 
megvannak a maga előnyei és hátrányai. Az ideá-
lis bőrmodell kiválasztása tehát nem könnyű fel-
adat, számos tényezőt kell fi gyelembe venni, pél-
dául a modell elérhetőségét, felhasználhatóságát 
az adott  kísérlethez, a költségeit és korlátait. Ezek 
együtt es mérlegelése nyújthat segítséget a válasz-
tásban. 

2. ábra: A Strat M® membrán keresztmetszeti 
elektronmikroszkópos képe
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Összehasonlító anxietásmérés humán megfi gyeléssel és EthoVision XT 
viselkedéselemző szoftverrel emelt labirintus teszten
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Marosvásárhelyi Orvosi és Gyógyszerészeti Egyetem, Gheorghe Marinescu u., 38, 540139, Marosvásárhely, Románia
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Bevezetés

A szorongásos zavar világszerte a gyakori pszichi-
átriai betegségek közé tartozik és gyakran társul 
más kórképekkel is [1]. A szorongást oldó vegyüle-

tek kutatása számos preklinikai és klinikai kísér-
let tárgya, melyek célja a meglévő vegyületekhez 
képest hatékonyabb és kedvezőbb mellékhatás-
profi llal rendelkező szerek kifejlesztése [2]. A 
preklinikai fázisban nagyobb számú hatóanyag 

Summary

Koncz S., Gáll Z, Kolcsár 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 eff ect. Some gold-standard tests, such as 
the elevated plus maze test, are always considered to be used 
as reference. However, many controversial results for diff erent 
anxiolytics were reported in elevated plus maze test. The anal-
ysis methods used by diff erent 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, specifi c 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 signifi cantly diff erent 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 signifi cant diff erence 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 diff erent 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.

Összefoglalás

Bevezető: Egy új szer anxiolítikus hatásának bizonyítására, la-
boratóriumi állatokon a szorongás reprodukálható modellezé-
sére van szükség, ami állandó kihívást jelent. Az emelt labirin-
tus teszt ma is referenciaként használt gold-standard-nak te-
kinthető. E teszt segítségével vizsgált különböző szorongásol-
dókkal kapcsolatban sok azoban az ellentmondásos eredmény, 
amelynek forrásai a különböző laboratóriumok eltérő elemzési 
módszereiben is keresendők. A humán analízisen alapuló szo-
rongásmérések voltak a 90-es évekig a leggyakrabban használ-
tak, amikor aztán a viselkedésmérés elemzésére szoftverek je-
lentek meg. Az egyes laboratóriumokban speciális eljárásokat 
vezett ek be az etofarmakológiai vizsgálatok hibalehetőségeinek 
kiküszöbölésére, mégis az emberi megfi gyelésen alapuló telje-
sítmény alig mérhető egy-egy szoftver segített e elemzés telje-
sítményéhez képest. 

Módszerek: Négy humán megfi gyelő, egyenként 24 vizs-
gálatban regisztrált nyolc paramétert elemzett . Minden vizs-
gálat paramétereit az EthoVision XT (Noldus IT, Hollandia) 
szoftver segítségével is elemeztünk. 

Eredmények: Számos esetben, között ük az emelt labirintus 
teszt kulcsfontosságú paraméterei is, szignifi káns különbséget 
(p<0,05) mutatt ak az egyes elemzők között . A humán megfi -
gyelők által regisztrált eredmények összegzése után összeha-
sonlított uk azokat a szoftver automatikus analízise során nyert 
eredményekkel és itt  is szignifi káns különbségek (p<0,001) vol-
tak a zárt kari belépések és a megtett  táv esetén. 

Következtetések: Minden elővigyázatossági intézkedés elle-
nére, aminek célja a humán megfi gyelők okozta hibalehetősé-
gek kizárása volt (egyének között i variabilitás a szubjektív ér-
tékelésben), a személyek által kapott  mérések eredményei je-
lentősen eltértek a viselkedést elemző szoftver eredményeitől. 
Mindebből az következik, hogy a viselkedéselemzési módsze-
rek kidolgozásánál szükség van valamilyen szabványosítás-
ra annak érdekében, hogy a különböző laboratóriumok ered-
ményei összehasonlíthatóak legyenek, azt is beleértve, hogy az 
egységes értelmezéshez célszerű lenne ugyanazt a szoftvert és 
ugyanazokat a beállításokat használni.

Kulcs-szavak: szorongás, emelt labirintus, viselkedés elem-
zés, etofarmakológia.
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kerül kipróbálásra, amely során következtetni le-
het az adott  vegyület hatásosságára az emberi 
szervezetben is. Ehhez elengedhetetlen a szoron-
gásos zavar állatkísérletben való oly mértékű rep-
rodukálása, amely a lehető legközelebb áll az em-
beri szorongásos állapothoz. Számos módszer kö-
zül a leggyakrabban használt az emelt keresztpal-
ló teszt (EPM) [2–4], amely a benzodiazepinek 
(BZD) és BZD-receptoron ható szerek anxietással 
kapcsolatos hatásainak felmérésére a legalkalma-
sabb [5]. Az apparátus a földtől megemelt két zárt 
és két nyílt karból áll, amelyet egy középső rész 
köt össze. A rágcsálók természetes viselkedésük-
nek megfelelően elkerülik a magas és nyílt helye-
ket, s a labirintus zárt részét részesítik előnyben, 
így a kísérleti állat viselkedését a tesztkörnyezet-
ben a terep felderítésének motiváló ereje és a vilá-
gos, nyitott  területek iránti averzió konfl iktusa ha-
tározza meg. Egy szorongásoldó hatóanyag alkal-
mazása esetén az állat explorációs tevékenysége a 
nyílt karon megnövekszik, illetve a magasság elle-
nére kitekintést is végezhet. A protokoll alapján 

egy hatóanyag anxio lítikumnak tekinthető, 
amennyiben növeli az állat nyílt-kari preferenciá-
ját [5, 6]. A nyílt kari aktivitáson kívül a teljes 
lokomotor aktivitásfokozódás és bizonyos testt ar-
tási formák képesek egy-egy szernek anti-
anxiogén jellegét kiemelni [9,10].

Az állat viselkedésének kvantifi kálása megtör-
ténhet humán megfi gyelésen alapuló elemzéssel 
és viselkedéselemző szoftverekkel ill. különböző 
hardverek segítségével is [7, 8, 11]. A viselkedés-
elemző szoftverek különböző képfeldolgozási al-
goritmusokat használnak és a kapott  eredménye-
ket egy idő-tér koordináta rendszerré alakítják. A 
nyers adatbázisból számos helyváltoztatással, 
testt artással és elhelyezkedéssel kapcsolatos visel-
kedésforma azonosítható és kiszámítható, így kije-
lenthető, hogy a szoftveres elemzés nyújtja a leg-
több információt időegység alatt . Az elemzés lebo-
nyolítható valós időben vagy utólag is, ami tovább 
egyszerűsíti a kísérletek kivitelezését, csökkenti a 
szükséges megfi gyelők számát. Ha az elemzés hu-
mán megfi gyelőkkel történik, főleg a teljes loko-

1. ábra: A szoftver számára defi niált zónák
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motor aktivitás felmérését (méretarányos számí-
tás) vagy egyes testt artási formákat illetően, jelen-
tős szubjektív eltérésekre lehet számítani (megtett  
táv mérése, kíváncsiskodó kitekintések, stb.). Bizo-
nyos szerek (pl. antiepileptikumok) esetén külön-
böző szorongás-teszteket használva eltérő ered-
ményekhez jutott ak a kutatók [12], amelynek akár 
a kiértékelés is lehet az oka. Ezért célkitűzéseink: a 
szorongásvizsgálatok eredményeinek objektív 
meg ítélése, felmérve a humán megfi gyelésből és 

az automata elemzésből származó adatok pontos-
ságát; az etogram egyes elemeinek helyes korrelá-
lása az indukált szorongással.

Kísérleti rész

A kísérletben huszonnégy felnőtt , hím Wistar pat-
kányt használtunk. Az állatokat a Marosvásárhe-
lyi Orvosi és Gyógyszerészeti Egyetem Biobázisa 
biztosított a. A kísérletek és az állatok eltartása az 

2. ábra: A nyílt kari belépések száma és az ott  eltöltött  idők összehasonlítása az egyes elemzők és elemzési módszerek között . 
Megjegyzések: a belépések számát medián (terjedelem), míg az időt az átlagérték ± SD értékkel ábrázoltuk; *** - p<0,001. A 

hőtérkép az állat tartózkodási helyét mutatja a megfi gyelés ideje alatt . A statisztikai elemzés alkalmával a nyílt kari belépések 
számát a Friedman próbával értékeltük, míg az nyílt karban eltöltött  időt ismételt varianciaanalízissel.
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etikai bizott ság jóváhagyásával, az Európai Parla-
ment és Tanács 2010/63/EU irányelvei szerint tör-
tént. A kísérlet előtt  az állatok semmilyen kezelést 
nem kaptak. A labirintus a földtől 60 cm-es ma-
gasságban lévő két zárt (50 cm x 10 cm) és két nyílt 
(50 cm x 10 cm) karból állt. A zárt karok félig átt et-
sző és fedetlen falakkal (40 cm) rendelkeztek. A 
patkányokat az előzőekben már leírt protokoll [5, 
6] alapján az emelt labirintus közepére helyeztük 
szembe az egyik nyílt karral, majd öt percig meg-
fi gyelés alatt  tartott uk, miközben a tevékenységü-
ket videofelvételre rögzített ük egy digitális video-
kamerával, melyet a labirintus középpontja fölé 
helyeztünk. 

A humán megfi gyeléseket négy elemző végez-
te, akik a kísérlet végén 24 videofelvételt értékel-
tek ki, külön-külön. Az értékelés alatt  8 paramé-
tert követt ek: a zárt és nyílt karokban, valamint a 
közép zónában eltöltött  idő és belépések száma, a 

„kitekintés”-zóna érintések, illetve becslés alapján 
az állat által megtett  távolság. Az automata elem-
zéseket az EthoVision XT 11 (Noldus Information 
Technology, Hollandia) viselkedéselemző szoftver 
segítségével végeztük. Az apparátus különböző 
részeit (zárt-, nyílt karok, közép-, „kitekintés”-zó-
na) először defi niáltuk a szoftver számára (1. 
ábra). A detekciós beállítások után a szoftver teljes 
egészében észlelve az állatot, három pontban ha-
tározta meg annak részeit (fej, test, farok). Ezeket 
a pontokat regisztrálva egy koordináta rendszer-
ben és az adatokat összevetve a defi niált zónákkal 
kiszámolta a különböző részeken eltöltött  időt és 
az ezekbe való belépések számát. A megtett  távot, 
az elemző által előzőleg meghatározott  méret-
arányhoz viszonyítva határozta meg. A szoftver 
segítségével 22 paramétert mértünk, az előbb fel-
soroltak mellett  további mozgással, testt artással és 
kitekintéssel kapcsolatos viselkedésformákat: se-

3. ábra: A megtett  táv valamint a zárt kari belépések számának elemzés-függő összehasonlításai
Megjegyzések: Az oszlopdiagramok az átlagértéket és a standard deviációt mutatják. A csoportok között i eltérések 

vizsgálatára ismételt méréses varianciaanalízist alkalmaztunk. ** - p<0,01; *** - p<0,001.
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besség, mozgás/mozdulatlanság frekvenciája és 
összideje, nyújtott /normális/összehúzott  testt artás 
kumulatív idejét, a mártó-zónák érintésének 
latencia idejét és összidejét, az egyes karokból tör-
ténő kitekintéseket (zárt-nyílt, zárt-közép, közép-
nyílt). A humán megfi gyelések során kapott  ered-
ményeket összehasonlított uk a szoftver által szol-
gáltatott  adatokkal. A statisztikai elemzést a 
GraphPad Prism 5 segítségével végeztük és szigni-
fi káns eltérésnek a p<0,05 alatt i értéket tekintett ük.

Eredmények

A nyílt karban eltöltött  időt illetően a humán érté-
kelések között  egyenként és összehasonlítva azo-
kat a szoftver értékeivel nem volt statisztikailag 
szignifi káns eltérés (p>0,05). A nyílt kari belépések 
száma sem különbözött  az egyes elemzők között , 
viszont azok összesítéséből származó adathalmaz 
jelentősen eltért a szoftver mérési eredményétől 
(p<0,001) (2. ábra).

A humán értékelések során kapott  adatok az 
egyes elemzők között  statisztikailag szignifi káns 
eltérést mutatt ak viszont a többi 7 paraméter ese-
tében (p<0,001). Ezek a következők voltak: zárt-ka-
ri belépések száma, zárt karban eltöltött  idő, nyílt-
kari belépések száma, közép zónába történő belé-
pések száma, közép zónában eltöltött  idő, megtett  
út hossza és „kitekintés”-zóna érintések száma.

A humán és a szoftver elemzések összehasonlí-
tása során az egyes állatok által megtett  táv 3 
elemző esetén is jelentősen eltért a szoftver által 
mért értéktől (p<0,001). Ugyancsak három elemző 
jutott  statisztikailag eltérő eredményre a zárt kari 
belépések számát tekintve (p<0,001) (3. ábra). A 
zárt-kari belépések számát és a zárt karban, cent-
rális zónában eltöltött  időt valamint a “kitekintés”-
zóna érintések számát illetően is két elemző min-
dig szignifi kánsan különböző eredményre jutott  
az automata értékeléshez képest. 

Megbeszélés

Régen a hagyományos elemzések a teremben je-
lenlevő két megfi gyelő pillanatnyi feljegyzésein 
alapultak [5]. A módszer legkézenfekvőbb hátrá-
nya, hogy a későbbiekben nincs lehetőség az érté-
kelések újbóli ellenőrzésére. A kísérletek videofel-
vételen való rögzítése, nemcsak az ellenőrzéseket 
tett e lehetővé, de az elemzés megbízhatóságát is 
növelte, a többszöri elemzések kivitelezhetősége 
által. A papír alapú lejegyzéseket felváltott ák kü-
lönböző szoftverek, amelyek segítségével bevezet-

hető volt számos paraméter, ezzel megalapozva a 
félautomata elemzési módszereket [13]. Ebben még 
mindig érvényesültek az emberi megfi gyelés kor-
látai, mint a fi gyelem terjedelme és az egyének kö-
zött i eltérések megléte. Ezzel szemben az automa-
ta elemzések fejlesztésével és optimalizálásával 
mindezek kiküszöbölése mellett , a laboratóriumok 
között i értékelési különbségek is jelentősen  csök-
kentek. Az automata elemzés alapja és feltétele az 
állat felismerése a videofelvételen, és végigköveté-
se az egész kísérlet alatt  a szoftver által. Egy elem-
zésre szánt videofelvétel általában 15-25 képkockát 
tartalmaz másodpercenként. Mindegyik képkocka 
több pixelből tevődik össze. A szoftver a képkoc-
kákat megvizsgálva, különbséget von pixelenként 
egy megadott  statikus hátt érkép (amelyen az appa-
rátus látható, az állat nélkül) és a felvételen megje-
lenő állat között , melynek a mozgását egy koordi-
náta rendszerben regisztrálja [7,11].

A nyílt karokban eltöltött  idő és belépések szá-
ma esetében a 4 megfi gyelő mérése azonosságot 
mutatott , szignifi káns különbség nélkül. Ezek a 
szorongásmérés szempontjából a legfontosabb pa-
raméterek, amelyből a nyílt-kari preferencia is 
származtatható [14]. A patkányok természetükből 
adódóan elkerülik az apparátus nyílt részeit [5], és 
ez a humán megfi gyelők értékei is igazolták jelen-
legi kísérletünkben. Mivel az állatok a teszt idejé-
nek kevesebb, mint 3%-át töltik a nyílt karokon, az 
itt eni tevékenységek mérése egyszerűbbé vált az 
emberi megfi gyelés számára és azonos. Érdemes 
azonban kiemelni, hogy a 4 elemző eredményeit 
összesítve a humán megfi gyelések eltérést mutat-
nak a szoftver által mért értékhez képest. Ez arra 
utal, hogy egy referenciasíkon való áthaladás (ki-
lépés a nyílt karra) egyáltalán nem egyértelmű az 
emberi szem számára. Ezt egyesek a négy végtag 
helyzetével mások az állat képzeletbeli közép-
pontjának áthaladásával mérik, ami lényegesen 
hozzájárul az elemzők közti variabilitáshoz.

A zárt karok esetén az elemzők értékelése há-
rom esetben tért el a szoftver értékeitől. Az állatok 
explorációs tevékenysége a kísérlet alatt  nagy-
részt, a közép zónán keresztül, a két zárt karra 
korlátozódott . Így a regisztrációs hiba lehetősége 
is megnőtt  ezen paraméterek esetén. Egy másik 
paraméter az állatok aktivitását leíró megtett  táv, 
amelynek mérését kevésbé írják elő a különböző 
protokollok, mivel a pontos meghatározása megfi -
gyelés alapján nehezen kivitelezhető [2, 5]. Az 
egyes megfi gyelők között  a mi kísérletünkben is 
különbségeket találtunk, amely nagyobb aktivitás 
esetén akár még számott evőbb lehet. Egyes szerek 
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az állat mozgással kapcsolatos tevékenységének 
növelése vagy csökkentése által, szignifi káns kü-
lönbségeket okozhatnak a nyílt-kari preferencia 
paraméterében, a kontroll csoporthoz viszonyítva 
[15]. Ennek a paraméternek az egységes mérése 
fontos, mivel általa kiküszöbölhető egyes szerek 
álpozitív vagy álnegatív hatása, amely valójában 
nem korrelál a szorongásra kifejtett  hatásokkal.  

A szoftver és humán elemzések során kapott  
eredmények átlagértékeit statisztikailag összeha-
sonlítva az egyes elemzők értékeihez képest ész-
leltünk lényeges eltéréseket, de a szoftver által 
mért értékek illeszkednek az összesített  mérési 
tartományba. A nyílt karban eltöltött  idő esetében 
a 4 megfi gyelő mérése nem mutatott  szignifi káns 
eltérést a szoftver értékeihez képest. A legnagyobb 
eltérés a megtett  táv esetén volt, amely mérése  
különböző beállításokkal tovább optimalizálható 
[16]. Lényeges előnye az automata elemzésnek 
még, az emberi elemzéssel szemben, hogy minden 
értékelés alkalmával azonos algoritmus alapján 
határozza meg ezeket az értékeket, így a nem va-
lós különbségek előfordulásának lehetőségét je-
lentősen csökkenti. 

Következtetések

A z anxietásmérésben az eredmények kiértékelé-
sét számos tényező befolyásolhatja, a humán 
elemzés még a szigorúan meghatározott  protokol-
lok esetében is jelentős egyéni eltéréseket mutatva. 
Ezzel szemben a viselkedést elemző szoftverek, 
azonos algoritmust követve, pontosabb adatokat 
szolgáltatnak és a különböző kutatólaboratóriu-
mok eredményeit összehasonlíthatóvá teszik.
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Summary

Varga, E., Domokos, E., Fogarasi, E., Ștefănesu, R., 
FÜlÖp, I., Croitoru, M. D., LaczkÓ-ZÖld, 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 fl ora of Europe. Marmalade, syrup, 
and alcoholic beverages have been prepared from fruits. In folk 
medicine they are used due to the astringent eff ect. 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 fl avonoids were 
determined by colorimetric methods. Individual polyphenols 
were identifi ed by a RP-HPLC-UV/VIS method. 

Results: The antioxidant activity decreased in the extracts 
as follows: methanol > methanol-water > water (IC50 = 1.33 
mg/ml for DPPH; 11.94 μmol AAE/ml for PCL > IC50 = 1.87 
mg/ml for DPPH; 10.35 μmol AAE/ml for PCL > IC50 = 15.29 
mg/ml for DPPH, 1.89 μmol 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 fl a-
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 o r 
methanol-water.
Key-words: Prunus spinosa L., polyphenols, antioxidant ac-
tivity

Összefoglaló

Bevezetés: Prunus spinosa L. (kökény) Európa fl órájában ho-
nos, igen elterjedt faj. Terméséből ízet, szirupot és kökénypá-
linkát készítenek. A népgyógyászatban asztringens hatásáért 
alkal mazzák. Kevés kutatás foglalkozik a hazai kökénytermé-
sekkel. Irodalmi adatok alapján tudjuk, hogy hatóanyagai a 
cserzőanyagok, az antociánok, cukrok, a C vitamin és más tar-
talmi anyagok. 

Módszerek: Célunk meghatározni az antioxidáns kapaci-
tást és annak összefüggését a fenolos vegyületekkel. Ennek ér-
dekében metanolos, metanol-vizes (1: 1) és vizes kivonatokat 
készített ünk. Az antioxidáns kapacitást DPPH módszerrel és 
fotokemilumineszcencián alapuló módszerrel (PCL) határoz-
tuk meg. Kolorimetriás módszert használtunk az összpoli-
fenol-antocián és -fl avonoid tartalom meghatározásra. A poli-
fenolos komponensek azonosítására az RP-HPLC-UV/VIS 
módszert alkalmaztuk. 

Eredmények: Az antioxidáns kapacitás a kivonatokban a 
következőképpen csökken: metanol > metanol-víz > víz (IC50 
= 1,33 mg/ml a DPPH-nál; 11,94 μmol AAE/ml a PCL-nél > 
IC50 = 1,87 mg/ml a DPPH; 10,35 μmol AAE/ml a PCL-nél 
> IC50 = 15,29 mg/ml DPPH-nál, 1,89 μmol AAE/ml a PCL-
nél) ami összefüggésben van az összpolifenol (369 mg/100g  
> 244 mg/100g  > 101 mg/100g) és összantocián tartalom-
mal (37,11 mg/100 g > 16,33 mg/100g > 7,76 mg/100g). A 
fl avonoid tartalom megközelítőleg ugyanazon koncentráció-
kat mutatja mindhárom kivonatban (35,82 – 37,32 mg/100 
g között i értékek). A HPLC analízis magas klorogénsav és 
neoklorogénsav tartalmat mutat, valamint jelentős mennyi-
ségben kvercetin glikozidokat. 

Következtetések: Vizsgálataink bizonyítják, hogy a kökény-
termés antioxidáns hatású polifenolokban gazdag, ezek legha-
tékonyabb kivonása metanol és metanol-víz elegyével érhető el.

Kulcsszavak: Prunus spinosa L., polifenolok, antioxidáns 
kapacitás.
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Bevezető

A Prunus spinosa L. (kökény) napsütött e dombol-
dalakon, köves sziklás helyeken, útszéleken, ka-
szálókon, legelőkön, erdőirtásokban és erdők szé-
lén igen elterjedt a Rosaceae családba tartozó 
igénytelen faj [1]. 1-2 m magasságra is megnövő 
cserje, március és áprilisban nyíló hófehér virá-
gokkal. Sötétkék termése 1-1,5 cm átmérőjű, ham-
vas felületű, késő őszig az ágakon marad [2].

A Kárpát-medence egész területén honos, igen 
elterjedt faj [1, 3]. Drogként a virágot – Pruni 
spinosae fl os – és a termést – Pruni spinosae 
fructus – gyűjtik [4]. 

A virágok enyhe hashajtó hatásúak, vizelethajtó 
és vértisztító teák összetételében szerepelnek [4, 5]. 
Vérnyomáscsökkentőként is használják a nép-
gyógyászatban [3]. A virágok fl avonoidokat: kemp-
ferol- és kvercetin glikozidokat tartalmaznak [6, 7]. 

Terméséből készítik a fanyar ízű kökénypálin-
kát. A gyógyászatban fogínyecsetelésre, valamint 
szirupnak elkészítve hashajtóként alkalmazzák 
[4]. Kémiai összetételére jellemző vegyületek a 
polifenolos anyagok: cserzőanyag, szerves savak, 
fl avonoidok, antociánok [4]. 

Guimaraes és munkatársai a Portugáliában gyűj-
tött  kökénytermést HPLC-DAD-ESI/MS-sel vizs-
gálva 21 fenolsavat és fl avonoidot azonosított ak: 
fő komponensként klorogénsavat írtak le, vala-
mint több kvercetin fl avonglikozidot. Ezen kívül 8 
antocián vegyületet azonosított ak: cianidin és 
peonidin glikozidokat [8]. Barros és munkatársai 
vizsgálták a liofi lizált kökénytermés fi tokémiai 
összetételét és antioxidáns aktivitását. 20 zsírsavat 
azonosított ak, fő komponens az oleinsav; meg-
mérték a tokoferol (9,25 mg/100 g), aszkorbinsav 
(15,6 mg/100 g), polifenol (83 mg/g) és fl avonoid 
(8,63 mg/g) tartalmat [9]. Pinacho és munkatársai a 
kökény termések, ágak és levelek fenolos vegyüle-
teit vizsgálták diklórmetános, etil acetátos, etano-
los és vizes kivonatokból. Mérték a kivonatok an-
tioxidáns kapacitását, összpolifenol, fl avonoid és 
antocián tartalmát. A fenolos komponensek 
HPLC-MS/MS azonosítását csak az ágakból nyert 
etanolos kivonatból végezték [10]. Marakoglu és 
munkatársai a törökországi Konya vidék kökény-
állományát mérték fel, értékelték a termés ásványi 
anyag tartalmát. Fő ásványi elemként Al, B, Ca, K, 
Mg, Na, P és S-t írtak le [11].

Korábbi munkánk során a kökénytermések 
VRK analízisénél klorogénsav és rutin jelenlétét 
mutatt uk ki, valamint meghatároztuk a C-vitamin 
tartalmát (30 mg/100 g drog) [12]. Romániai kuta-

tócsoportok közül Ursache és munkatársai a kö-
kénytermés antocián összetételének hő hatására 
történő változását tanulmányozták [13].

Munkánk során a Romániában gyűjtött  kökény-
termések (Pruni spinosae fructus) antioxidáns hatá-
sú komponenseinek minőségi és mennyiségi vizs-
gálatát végeztük. A mélyhűtött  termésekből meta-
nollal, metanol-víz elegyével (1:1 arányban) és 
vízzel készített  kivonatokat vizsgáltuk. Meghatá-
roztuk ezek összpolifenol, fl avonoid és antocián 
tartalmát, valamint antioxidáns hatását DPPH és 
PCL módszerekkel. Az egyes komponensek azo-
nosítására és kvantifi kálására RP-HPLC-UV/VIS 
módszert dolgoztunk ki. 

Anyag és módszer

Vizsgálati anyag

A Pruni spinosae fructust Marossárpatak község-
ben (Glodeni: Maros megye, Románia) előforduló 
természetes állományból gyűjtött ük, 2015 októbe-
rében. A begyűjtött  mintákat feldolgozásig mély-
hűtőben tároltuk -20 °C-on. Meghatározásainkat 
három párhuzamos mérésből végeztük.

Anyagok

A következő referencia anyagokat használtuk mé-
réseinkhez: cianidin-3-glukozid, delfi nidin klorid, 
malvidin-3-glukozid klorid (oenin klorid), pelar-
gonidin klorid, klorogénsav, kávésav, neokloro-
génsav (3-kávékínasav), kvercetin-3-ramnozid 
(kver  citrin), kvercetin 3-O-glukóz-6’’-acetát, kaem-
p ferol-3-glukozid, kvercetin-3-glukóz (izokvercit-
rin), kvercetin-3-galaktozid (hiperozid), kvercetin-
3-rutozid (rutin), vitexin és vitexin-2-O-ramnozid 
a Roth-tól (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Németor-
szág). A DPPH reagens (1,1-difenil-2-pikril hid-
razil) és az aszkorbinsav a Sigma-Aldrich-tól 
(Stein heim, Németország) származnak. A kivoná-
sokhoz és VRK-hoz használt oldószereket a Merck-
től (Darmstadt, Németország) vásároltuk. A két-
szeresen desztillált és tisztított  vizet Direct-Q 
system-mel nyertük (Millipore, Bedford, AEÁ). Az 
összpolifenol tartalom meghatározáshoz Folin-
Ciocalteu reagenst (Scharlau, Spanyolország), a 
nátrium karbonát-ot (Alfa Aesar, Karlsruhe, Né-
metország), a galluszsavat (Sigma-Aldrich) hasz-
náltuk. Az összfl avonoid tartalom meghatározás-
hoz a következő anyagokat használtuk: alumíni-
um hexa hidrát klorid (Chimopar, Románia) és 
nátrium acetát (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Né-
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metország). Az összantocián tartalomhoz sósavat 
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Németország) és a 
metanolt (Merck) használtunk. 

A kemilumineszcenciás módszerhez a szüksé-
ges reagenseket a gyártótól rendelhető kitt  tartal-
mazza (ACW kit, Analytic Jena, Németország). 

A HPLC elválasztás Nucleodur C 18 (150 mm x 
4,6 mm, 3 μm) oszlopon történt.

Extrakció

A kivonatokat metanollal, metanol-víz (1:1) és víz-
zel készített ük. A gyümölcsöket (5 g) mozsárban 
eldörzsöltük és 50 ml oldószerrel kivonatoltuk 
25 °C-on, 30 perces ultrahangos rázatással. Szűrés 
után 50 ml-es törzsoldatot készített ünk, melyet 
ampullákban elosztva mélyhűtőben tároltunk a to-
vábbi mérésekig. A HPLC vizsgálat előtt  nylon 
membrán szűrőn (0,2 μm, VWR International) át-
szűrtük a mintát. 

Összpolifenol tartalom meghatározása

Folin-Ciocalteu módszerrel dolgoztunk [14]. 40 μl 
előbb elkészített  mintához 3,16 ml desztillált vizet 
és 200 μl Folin-Ciocalteu reagenst adtunk, jól ösz-
szekevertük, 5 perc után 600 μl nátrium karboná-
tot (20% w/v) adtunk hozzá. Az így összekevert ol-
datok 2 órát szobahőmérsékleten (20 °C) álltak és 
vakkal (víz és reagens) szemben 765 nm-en leol-
vastuk az abszorbanciát. Az eredményeket mg 
galluszsav ekvivalensben 100 g fagyasztott  gyü-
mölcsre határoztuk meg [14]. 

Összfl avonoid tartalom meghatározása

A kivonatok összfl avonoid tartalmát kolorimetriás 
módszerrel határoztuk meg. 500 μl kivonathoz 1 
ml nátrium acetátot (10% w/v), 600 μl AlCl3 –ot 
(2.5%, w/v), 1,4 ml metanolt és 1,5 ml vizet adtunk. 
Az oldatokat jól összekevertük és 15 percig állni 
hagytuk szobahőmérsékleten (20 C°), majd 430 
nm-en leolvastuk az abszorbanciát vakkal szem-
ben (kivonat+metanol+víz). Az eredményeket mg 
kvercetin ekvivalensben fejeztük ki 100 g fagyasz-
tott  gyümölcsre vonatkoztatva [10, 15, 16].

Összantocián tartalom meghatározása

Az antocián tartalmat az Európai Gyógyszer-
könyv 7. kiadásában hivatalos kolorimetriás mód-
szerrel végeztük [15]. A kivonatokból tömény só-
sav metanollal készített  0,1% (V/V) töménységű ol-

datával ötszörös hígítást készített ünk. Az oldatok 
abszorbanciáját 528 nm-en határoztuk meg, kom-
penzáló folyadékként tömény sósav metanollal ké-
szített  0,1% (V/V) töménységű oldatát használtuk. 
Az eredményeket mg cianidin-3-glükozid-klorid-
ban fejeztük ki 100 g fagyasztott  gyümölcsre vo-
natkoztatva [15].

Antioxidáns kapacitás meghatározása 
DPPH módszerrel

A minták szabadgyökfogó képességét Brand-
Williams és munkatársai módosított  módszerével 
mértük [17]. DPPH reagens 1 mM-os metanolos ol-
datát frissen hígított uk 0,1 mM-ra. Az így kapott  
oldat abszorbanciáját 0,650 ± 0,020-re állított uk be 
517 nm-en. 200 μL mintát vagy standardot össze-
kevertünk 2800 μL DPPH oldatt al, erélyes összerá-
zást követően 6 perc után mértük az abszorbanciát 
517 nm-en. A vak oldat ugyanazt a DPPH mennyi-
séget tartalmazta és 200 μL metanolt. A DPPH % 
-os inhibicióját a következőképpen számoltuk ki: 

inhibició % = (Av-Am/Av) x 100
Ahol az Av a vak abszorbanciája, az Am a minta 

abszorbanciája. Pozitív kontrollként aszkorbinsa-
vat használtuk és minden mérést három párhuza-
mosból végeztünk. Kiszámoltuk az IC50 –et, ez azt 
az antioxidáns koncentrációt (kivonat) jelöli, 
amely a DPPH gyök mennyiségének 50%-os csök-
kenéséhez szükséges [17, 18].

Antioxidáns kapacitás meghatározása kemiluminesz-
cenciás (PCL) módszerrel

A Prunus spinosa kivonatok szuperoxid anion sza-
badgyök felfogó képességének vizsgálatára foto-
kemilumineszcencián alapuló módszert (PCL) al-
kalmaztunk, Photochem® készüléket használva 
(Analytic Jena, Németország). Ez a módszer magá-
ba foglalja a szuperoxid anion keletkezését egy 
fényérzékeny anyagból UV fény hatására, valamint 
ezen szabadgyök meghatározását egy kemilumin-
eszcenciás módszerrel. A próbák vízoldható anti-
oxidáns kapacitásának (ACW, Water soluble Anti-
oxidant Capacity) kiszámítását a PCL szoftver auto-
matikusan végzi a vak illetve a kalibrációs oldatok 
(aszkorbinsav) esetén mért szabadgyök felfogó ké-
pesség összefüggéséből. A munkaoldatok elkészíté-
se a gyártó által előírt munkamenet alapján történ-
tek [20, 21]. A lumineszcencia változását 4 percen át 
követt ük. Minden mérést háromszoros ismétlésben 
végeztünk. Az eredményeket μmol aszkorbinsav/
ml kivonatra adtuk meg [19, 20, 21, 22].
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RP-HPLC-UV/VIS módszer

A termések metanolos kivonatait nagyhatékony-
ságú folyadékkromatográfi ás technikával vizsgál-
tuk meg. Az antociánok stabilitása érdekében tö-
mény HCl-t adtunk a kivonathoz, 2%-os arányban 
[23]. A kromatográfi ás rendszer Merck Hitachi 
L-7100 pumpából, Merck Hitachi L-7612 gázmen-
tesítőből, Merck Hitachi L-7200 automata injektor-
ból és Merck Hitachi L-7455 DAD detektorból állt. 
Az elválasztásokat fordított  fázisú analitikai osz-
lopon (Nucleodur C 18, 150 mm x 4,6 mm, 3 μm) 
végeztük, gradiens elúcióval (foszfát puff er 
pH=2,5 95→76% és acetonitril 5→24%). Az eluens 
áramlási sebessége 0,55 ml/perc. A komponensek 
detektálását 280 nm (fenolkarbonsavak), 370 nm 
(fl avonoid glikozidok) és 520 nm (antociánok) hul-
lámhosszokon végeztük. A beinjektált minták tér-
fogata 100 μl, mérés időtartama 90 perc. Mérésein-
ket 3 párhuzamos injektálással végeztük [24, 25, 
26, 27]. 

Statisztikai elemzés

Az eredményeket három meghatározás átlagaként 
± SD adtuk meg. IC50 –et a DPPH módszernél a 
GraphPad Prism5 software-rel számoltuk. 

Eredmények

A mélyhűtött  kökénytermésekből metanollal, me-
tanol-víz 1:1 arányú elegyével és vízzel kivonatot 
készített ünk. Megmértük összpolifenol, fl avo noid 
és antocián tartalmukat. Az eredmények azt bizo-
nyítják, hogy a polifenolok és antociánok kivoná-
sa leghatékonyabban metanollal érhető el, ezt kö-
veti a metanol-víz (1:1) és legkevésbé hatékony a 
vizes kivonás (I. táblázat). Flavonoidok esetén 
nem találtunk jelentős különbséget az alkalma-
zott  kivonószerek hatékonyságában (I. táblázat).

A kivonatok antioxidáns aktivitásának mérésé-
re két módszert alkalmaztunk: DPPH szabadgyök 
megkötést és fotokemilumineszcencián alapuló 

I. táblázat 
Pruni spinosae fructus tartalmi anyagai

Kivonat Összpolifenol tartalom
mg GSE /100 g fgy

Összantocián tartalom
mg CGE /100g fgy

Összfl avonoid tartalom
mg KE /100 g fgy

Metanol 369 ± 66 37,11 ± 6,45 37,32 ± 9,32
Metanol-víz 1:1 244 ± 7,6 16,33 ± 3,91 35,82 ± 4,66
Víz 101 ± 6,7 7,76 ± 1,57 36,06 ± 3,81

Megj.: Az eredmények 3 mérés átlaga ± SD. GSE – galluszsav ekvivalens, CGE – cianidin-3-glükozid ekvivalens, 
KE – kvercetin ekvivalens, Fgy – fagyasztott  gyümölcs.

1. ábra: A Pruni spinosae fructus metanolos kivonatának HPLC kromatogramja 280 nm-en

▲

▲
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PCL módszert. A DPPH módszernél IC50 értékeket 
számoltunk, pozitív kontrollként pedig aszkorbin-
savat használtunk (IC50 = 0,0091 mM). A DPPH 
gyökmegkötő kapacitás a magas polifenol és 
antocián tartalmú metanolos és metanol-vizes ki-
vonatokban lényegesen jobbnak bizonyult, mint a 
vizes kivonatokban (II. táblázat). 

A PCL módszernél az eredményeket μmol asz-
korbinsav ekvivalensben fejeztük ki. Ez esetben is 
a metanol és a metanol-víz elegyével készített  ki-

vonat mutat erősebb antioxidáns aktivitást (II. 
táblázat). Az alacsony polifenol és antocián tartal-
mú vizes kivonatot gyenge antioxidáns aktivitás 
jellemzi. 

A kökénytermésben található polifenolos ve-
gyületek azonosítására RP-HPLC-DAD módszert 
dolgoztunk ki. Metanolos kivonatot vizsgáltunk. 
Az egyes komponensek azonosítása referencia 
anyagokkal való összehasonlítás alapján történt 
(retenciós idő, UV-VIS spektrum) (1. és 2. ábra). 

2. ábra: Referencia anyagok abszorbciós spektrumai: a = neoklorogénsav, b = klorogénsav, c = cianidin, d = delfi nidin, 
e = pelargonidin, f = rutin, g = hiperozid, h = izokvercitrin
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Mennyiségi meghatározáshoz a referencia anya-
gokkal 5 pontos kalibrációs egyenest készített ünk, 
az egyenes egyenletével számoltuk ki a koncentrá-
ciókat (III.táblázat). 

A RP-HPLC vizsgálat során fő komponensként 
klorogénsavat azonosított unk, ez összhangban van 
egyes irodalmi forrásokkal [8]. Ezen kívül jelentős 
mennyiségű neoklorogénsavat mutatt unk ki; egy 
Szerbiában végzett  mérés szerint ez a fő fenolos 
anyag [28]. Antocián vegyületek közül három 
komponenst sikerült azonosítani, mennyiségileg a 
cianidin-3-O-glükóz dominál. A fl avo noidok tekin-
tetében eredményeink részben összhangban van-
nak az irodalmi adatokkal, ugyanis a kvercetin 
glikozidjait találtuk. A portugál mérések szerint a 
fl avonoid elegy felét rutin teszi ki [8]. Az általunk 
vizsgált termésekben közel egyforma arányban ta-
lálható rutin, hiperozid és izokver citrin. Erre való-
színűleg a földrajzi elhelyezkedésből adódó eltérő 
pedoklimatikus tényezők jelentik a magyarázatot.

Következtetések

Eredményeink egyértelműen igazolják a kökény-
termés metanolos és metanol-vizes kivonatainak 
antioxidáns hatását DPPH és PCL módszerekkel, 
valamint ezeknek az összpolifenol és antocián tar-
talommal való összefüggését. A metanolos kivo-
nat HPLC vizsgálata során nagy mennyiségű 
klorogénsavat (270,16 μg/g) és neoklorogénsavat 
(142,68 μg/g) mutatt unk ki, valamint három 
kvercetin glikozidot (ezek együtt  120 μg/g). 

Köszönetnyílvánítás

Köszönetünket fejezzük ki a Magyar Tudományos 
Akadémia és a Studium Prospero Alapítványnak 
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Önemulgeáló hatóanyag-felszabadító rendszerek, mikroemulziók 
és nanoemulziók formulálási lehetőségei
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 Bevezetés

Napjainkban a gyógyszerfejlesztés egyik legna-
gyobb kihívása az alacsony orális biohasz no-
síthatóságú hatóanyagokat tartalmazó készítmé-
nyek formulálása [1, 2]. Az új hatóanyag-jelölt mo-
lekulák mintegy 30-40%-a a Biofarmáciai Osztá-
lyozási Rendszer (BCS) II. osztályába tartozik, 
azaz alacsony vízoldhatóságot és jó membrán 
perme ábi litást mutat, miközben szignifi káns és 
ígéretes farmakológiai hatásokkal rendelkezik mo-
lekuláris támadáspontján.

Az alacsony orális biohasznosíthatóság javítása 
céljából számos gyógyszertechnológiai megoldást 

alkalmaznak [3-5], pl. komplexképzést ciklo dext ri-
nekkel [6], szilárd diszperziókat [7], szilárd lipid 
nanorészecskéket [8], nanokristályokat [9]. A lipid 
alapú formulációk közül biofarmáciai és gyógy-
szertechnológiai előnyei következtében nagy jelen-
tőséggel bírnak az önemulgeálódó gyógyszerhor-
dozó rendszerek [10].

Önemulgeálódó gyógyszerhordozó rendszerek

Az önemulgeálódó gyógyszerhordozó rendszerek 
izotróp keverékek (prekoncentrátumok), melyek a 
hatóanyag mellett  természetes vagy szintetikus 
olajokból, hidrofi l vagy lipofi l emulgensekből, és 

Summary

Jakab G., FÜlÖp V., Sántha K., SzerŐczei 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 
classifi cation systems, the most common excipients, the quality 
att ributes depending on the ingredients, as well as the diff erences 
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 
eff ectiveness.

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

Összefoglalás

Célkitűzés
Az átt ekintés célja a vízben rosszul oldódó hatóanyagok per os 
biológiai hasznosíthatóságának növelése érdekében alkalmazható 
önemulgeáló gyógyszerhordozó rendszerek bemutatása. 

Módszerek
A közlemény feldolgozza az elmúlt két évtizedben előtérbe került 
lipid alapú gyógyszerkészítmények kutatásának legfontosabb 
eredményeit, különös tekintett el a mikro- és nanoemulziókra. 

Eredmények
A szakirodalmi források elemzése bemutatja a lipid alapú készít-
mények osztályozási rendszerét, a leggyakrabban alkalmazott  se-
gédanyagokat, az összetevőktől függő minőségi tulajdonságokat, a 
mikro- és nanoemulziók közötti jellemző eltéréseket.

Következtetések
Az átt ekintés rávilágít a lipid alapú készítmények, illetve az öne-
mulgeáló hatóanyag-felszabadító rendszerek alkalmazhatóságot 
megkönnyítő formulálási lehetőségeire, amelyek a terápiás haté-
konyság növelése érdekében ígéretesek.

Kulcsszavak: 
rossz vízoldhatóságú hatóanyagok, lipid alapú készítmények, ön-
emulgeálódás, kolloid hatóanyaghordozó rendszer
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esetenként hidrofi l koszolvensekből (koemulgen-
sekből) állnak. A gyomor enyhe keverő funkciójá-
nak következtében a gyomornedvben felhígult ke-
verék nagy diszperzitásfokú o/v típusú emulziót 
képez (1. ábra). A keletkezett  cseppek méretétől és 
termodinamikai stabilitásától, valamint a kiindu-
lási prekoncentrátum összetételétől függően meg-
különböztetünk önemulgeálódó (SEDDS), ön-
mikro emulgeálódó (SMEDDS) és ön na noemul-
geálódó (SNEDDS) gyógyszerhordozó rendszere-
ket [11]. Felépítésükből adódóan a lipid alapú 
formulációkhoz soroljuk őket. A felhasználásra 
szánt adagolási formában kialakított  fi zikai álla-
pot szerint megkülönböztethetünk folyékony 
(„Liquid”, L-SEDDS), pasztaszerű félszilárd 
(„Semi Solid”, SS-SEDDS) és szilárd („Solid”, 
S-SEDDS) hordozórendszereket.

A lipid alapú készítmények egyik legfőbb 
biofarmáciai előnye, hogy a vízben rosszul oldó-
dó, lipofi l hatóanyag – olajfázisban – oldott  álla-
potban található a gasztrointesztinális traktusban 
(GIT) történő áthaladása során. Az abszorpció ja-
vulása várható egy olyan kolloid diszperz rend-
szertől, amely a hatóanyagot oldott  állapotban tar-
talmazza, mivel így a kioldódás – mint sebesség-
meghatározó lépés – elkerülhető.

Lipid formulációk osztályozási rendszere

A 2000-ben bevezetett  osztályozási rendszer lipid 
alapú formulációk számára Pouton nevéhez fűző-
dik [12]. Az elgondolás alapvető szempontjaként 
szolgált, hogy a lipid készítményeket az összetétel 
az olaj, emulgens, segédemulgens arányok szerint 

I. táblázat 
Lipid alapú hordozórendszerek osztályozási rendszere

I. típus II. típus III/A. típus III/B típus IV. típus
Rendszer 
jellege

olajfázis önemulgeálódó 
olajfázis 

vízoldható 
segédanyag 

nélkül

önemulgeálódó 
olajfázis 

vízoldható 
segédanyaggal 

önemulgeálódó 
olajfázis 

vízoldható 
segédanyaggal, 

alacsony 
olajtartalommal

olajfázis nélkül,
micellaképző 
felületaktív és 

koszolvens segéd-
anyagokkal 

Emésztési 
folyamat 

követelmény nem feltétel nem feltétel nem feltétel nem feltétel

Diszperzió mé-
rett artománya

durva kolloid
(<250 nm)

kolloid
(<250 nm)

kolloid
(<100 nm)

kolloid
(<50 nm)

Oldószerhatás 
vízben hígu-
láskor 

korlátozott  
jelentőségű

nem változik csökkenhet valószínűen csök-
ken

csökken, 
fáziátalakulás

Összetétel
Olaj (m/m%) 100 40–80 40–80 <20 –
Hidrofób 
(HLB<12) felü-
letaktív anyag
(m/m%) 

– 20–60 – – 0–20

Hidrofi l 
(HLB>12) felü-
letaktív anyag 
(m/m%)

– – 20–40 20–50 30–80

Hidrofi l 
koszolvens
(m/m%)

– – 0–40 20–50 0–50

1. ábra: Hatóanyag-felszabadító önemulgeálódó rendszerek
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csoportosítsák (I. táblázat), és az egyes típusok-
hoz rendeljék hozzá a jellemző tulajdonságokat, 
így pl. a várható hatását a gasztrointesztinális 
traktusban történő hígulásnak. Az I-es típusú ösz-
szetételek csak olajat tartalmaznak, nem disz-
pergálódnak a GIT-ben, és a kívánt hatás elérésé-
hez esszenciális az olaj enzimek által történő bon-
tása. A II-es típus tagjai olajat és vízzel nem ele-
gyedő, HLB<12 emulgenst tartalmaznak [13], ezek 
önemulgeálódás révén már o/v típusú emulziót 
képeznek a gyomor-bél rendszerben. Az osztályo-
zási rendszer III. típusához soroljuk az ön mikro-
emulgeálódó rendszereket, melyek víz oldékony 
emulgenseket és/vagy koemulgenseket tartalmaz-
nak, és képeznek fi nom diszperziókat a fi ziológi-
ás kioldó közegben. A III/A típusba tartozó keve-
rékek kisebb, míg a III/B típushoz sorolt for-
mulációk jelentős arányú hidrofi l emulgenst és 
koemul geátort tartalmaznak, azonban hígulás ha-
tására a rendszer szolubilizáló képessége csök-
kenhet, és a hatóanyag csapadék formájában ki-
válhat. A lipid alapú formulációk döntő része a 
III. típus képviselője, közülük példa az immun-
szupp resszáns ciklo sporint tartalmazó Neoral® és 
a HIV-terápiában alkalmazott  ritonavir/lopinavir 
kombinációs készítmény, a Kaletra® [30]. A gyógy-
szerfejlesztés egyik új irányvonala olajmentes 
formulációk előállítása, Pouton ezeket az összeté-
teleket a IV. típusba sorolja. Egy az Egyesült Álla-
mokban végzett  kutatás szerint a hidrofi l emul-
gens és segédemulgens együtt es alkalmazása 
szignifi kánsan nagyobb szolubilizáló képességgel 
bír a kizárólag koemul geátort tartalmazó prekon-
centrátumokhoz képest [11]. A lipidmentes össze-
tételek hátránya közé tartozik a szolubilizáló ké-

pesség jelentős mértékű csökkenése in vivo. A IV. 
típus szerinti formu lációk abban az esetben nyer-
nek alkalmazást, ha a hatóanyag hidrofób, de nem 
lipofi l karakterű. Nem szabad azonban megfeled-
keznünk krónikus alkalmazás során a magas 
emulgens és segéd emulgens arány következtében 
fellépő toxicitásról. Erre nagyon jó példa a IV. tí-
pus szerint készült lágy zselatin kapszula gyógy-
szerforma a HIV-proteáz gátló amprenavirból, az 
adott   klinikai indikációban az előnyök egyértel-
műen túlsúlyban vannak a kockázatokkal szem-
ben [14].

Mikroemulziók és nanoemulziók

Biofarmáciai és gyógyszerterápiás előnyeik követ-
keztében a leggyakrabban előállított  kolloidális 
diszperz rendszerek a mikroemulziók és nano-
emulziók (II. táblázat). Számos hasonlóság van a 
két kolloid struktúra között , ám néhány fontos kü-
lönbség egyértelmű határt szab köztük [15]. A 
szakirodalom szerint amennyiben a diszpergált 
cseppek átmérője 200-300 nm alatt  van, akkor 
mikroemulzióról vagy nanoemulzióról beszélünk 
[16]. 

Önmagában a cseppméret alapján a két rendszer 
között  nem tudunk különbséget tenni, azonban a fi -
zikai-kémiai, kolloidikai tulajdonságaik alapján 
egyértelműen megállapítható, hogy mikro vagy 
nanoemulzió. Ezeknél a rendszereknél a terminoló-
gia, illetve méret szerinti megkülönböztetés önma-
gában félrevezető. A „nano” 10-9, míg a „mikro” 10-6 
dimenziót jelent, így azt a következtetést vonhat-
nánk le, hogy a nanoemulziók cseppmérete szá-
mott evően kisebb a mikroemul ziók cseppméreté-

II. táblázat 
Önemulgeáló rendszerek fontosabb jellemzői

Tulajdonság Mikroemulzió Nanoemulzió
Termodinamikai stabilitás stabil instabil

Kinetikai stabilitás instabil, de kompenzált sztérikus és elektrosztatikus gátből 
következő metastabil állapot

Morfológia változatos (pl. szférikus, 
lamelláris, cilinder) kizárólag szférikus

Összetétel, lehetséges 
stabilizátorok

nagyobb emulgens/olaj arány, 
kis molekulasúlyú emulgensek.

kisebb emulgens/olaj arány, fehérjék, po-
limerek, kis molekulasúlyú emulgensek

Optikai tulajdonságok 200 nm alatt  a kolloid diszperzió elkezd feltisztulni, 
60 nm alatt  transzparenssé válik.

Részecskeméret-eloszlás szűk tartomány, egy csúcs, ala-
csonyabb polidiszperzitás.

széles tartomány, több csúcs, magasabb 
polidiszperzitás.
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hez képest. A gyakorlatban 
azonban általában fordítva, a 
mikroemulziók mutatnak ki-
sebb cseppméretet [17].

A legmeghatározóbb kü-
lönbség a mikro emulziók és a 
nanoemulziók között  a termodi-
namikai stabilitás kérdésköre (2. 
ábra). A mikroemulziók termo-
dinamikailag stabil kolloid 
diszperziók, míg a nano emul-
ziók termodinamikailag nem 
stabil rendszerek. Mikroemul-
ziók esetén a kolloid diszper-
zió (cseppek vízben eloszlatva) 
szabadentalpiája (ΔGkoll.diszp) 
alacsonyabb, mint a különálló 
fázisok (olaj és víz) szabaden-
talpiája (Gov), ezért a mikro-
emulziók képződése termodi-
namikailag kedvezményezett  
folyamat (ΔGkoll.diszp. <ΔGov ).  Nanoemulziók esetén 
a helyzet fordított : a kolloid diszperzió szabaden-
talpiája magasabb, mint a különálló fázisok sza-
badentalpiája, ezért a nanoemulziók termodina-
mikailag instabil rendszerek (ΔGkoll.diszp.>ΔGov) [17]. 

A nanoemulziók termodinamikai instabilitásuk 
ellenére képesek akár hónapokon vagy akár éve-
ken át megtartani cseppállandóságukat, ellenáll-
nak az aggregatív erőknek [20]. A metastabil álla-
potban levő kolloidális diszperz rendszer termo-
dinamikailag instabil, ám kinetikailag stabilizált 
állapotban lehet jelen [20]. Bár a termodinamikai-
lag instabil rendszer az energiaminimum elvének 
megfelelően az alacsonyabb szabadentalpiát biz-
tosító, szeparált fázisokba törekszik visszaalakul-
ni, ám ezt a folyamatot különböző energiagátak 
(sztérikus és elektrosztatikus) kialakításával lassít-
hatjuk, azaz kinetikailag stabilizáljuk a rendszert 
[16]. Minél nagyobb az energiagát, annál tovább 
marad metastabil állapotban a nanoemulzió, an-
nál kevésbé képesek az egyes cseppek megközelí-
teni egymást és aggregálódni. Mind az amfi pa ti-
kus, mind a részlegesen nedvesedő szilárd ré-
szecskék felhalmozódása a határfelületen kedvez-
ményezett . Az emulzió időbeli stabilitását elősegí-
ti egy erős és rugalmas határfelületi fi lm 
ki alaku lása, valamint elektromos töltéssel rendel-
kező emulgeátorok alkalmazása esetén az elektro-
mos kett ősréteg taszítása [18]. A mikroemulziók 
kinetikailag instabilak, ám a méretükből kifolyó-
lag az aggregációs hajlam energetikai gátaknak 
köszönhetően kompenzált [23].

Az összetételt vizsgálva mindkét típus a lipid 
osztályozási rendszer III. típusába tartozik, azaz 
olaj, emulgens és koemulgeátor is szükséges a 
mikro/nanoemulzió előállításához. A különbség az 
emulgens/olaj arányban és a felhasznált emul-
gensek minőségében van. Mikroemulzió esetén na-
gyobb mennyiségű felületaktív anyag szükségelte-
tik, és kizárólag kis molekulasúlyú emul gensek al-
kalmasak a termodinamikailag stabil rendszer lét-
rehozásához [18]. Ezzel szemben nano emulziók 
képzéséhez kisebb emulgens/olaj arány is megfele-
lő, valamint a kis molekulasúlyú emulgenseken kí-
vül különböző fehérjék és polimerek is alkalmasak 
[19]. Cseppméretben nincs különbség a 
mikroemulzió és nanoemulzió között , amennyiben 
a lipid alapú kolloidális diszperz rendszer csepp-
mérete 200 nm alatt i, akkor defi níció szerint mikro/
nanoemulzióról beszélhetünk [16]. Optikai tulaj-
donságok a cseppméret tükrében értelmezhetők: a 
rendszer 200 nm-nél elkezd kitisztulni, 60 nm alatt  
transzparenssé válik [21]. Nanoemulziók esetén a 
cseppek gömb alakúak. Ebben a mérett artomány-
ban a cseppek határfelületi feszültsége (γ: N/m) re-
latíve nagy, míg a sugara (r: m) kicsi, ezért több at-
moszféra nagyságú Laplace-nyomás ( ) de-
tektálható. A disz per gált csepp a legkisebb határfe-
lületet igyekszik kialakítani: gömb alakot vesz fel 
[16]. Mikro emul ziók morfológiai elemzése össze-
tett ebb képet tár elénk. A kolloid mérett artomány 
alsó felének termodinamikailag stabil képviselője 
gömb, pálca, cilinder vagy lamelláris struktúrákat 
is felvehet [22]. 

2. ábra: Mikroemulzió és nanoemulzió termodinamikai stabilitása
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A fentiek alapján látható, hogy a mikro-, és 
nanoemulziók precíz elkülönítése komoly kihívást 
jelent a kutató számára. A két kolloid diszperzió 
termodinamikai stabilitásában eltérést mutat, 
ezért mikroemulziók esetén a hosszú távú eltart-
hatóság, a gyenge aggregációs hajlam döntő lehet, 
de nem szabad megfeledkeznünk a nano emulziók 
esetleges metastabil állapotáról. Támpont lehet a 
részecskeméret-eloszlás, polidisz perzitás, Zeta-po-
tenciál szignifi káns változása az idő függvényé-
ben, a cseppmorfológia módosulása [17]. Láthat-
tuk, hogy a nanoemulziókra kizárólag a gömb 
alak jellemző, míg mikroemulziók esetén többféle 
struktúra lehetséges. Megfelelő képalkotó eljárá-
sok (atomerő mikroszkópia, pásztázó elektron-
mikroszkópia, röntgen) segítségével jellemezni 
tudjuk az előállított  emulziót [15]. Elengedhetetlen 
a cseppméreteloszlás vizsgálata is, a mikro emul-
ziók szűk mérett artományt, a nanoemulziók széle-
sebb, esetenként több csúccsal jellemezhető csepp-
méreteloszlást mutatnak [22].

Önemulgeálódó rendszerek segédanyagai

Az önemulgeálódó gyógyszerhordozó rendszerek 
olajokból, emulgensekből és koemulgeátorokból 
épülnek fel. Az önemulgeálódás folyamatát döntő 
módon befolyásolják az alkalmazott  segédanya-
gok (III. táblázat). Az olaj és emulgens kémiai 
szerkezete, koncentrációja, az olaj/emulgens arány, 

az alkalmazott  segédemulgens minősége és meny-
nyisége, az emulgens/segédemulgens arány, illetve 
az egyes segédanyagok bemérési sorrendje mind 
hatással vannak a kolloid diszperzió minőségére 
[24]. A sikeres formuláláshoz számos paramétert 
kell fi gyelembe venni, önemulgeált cseppek kép-
ződésére csak meghatározott  segédanyag-kombi-
nációk esetén van lehetőség. A komponensek ki-
választásának főbb szempontjai a következők [25]: 
 − a hatóanyag oldhatósága a lehető legjobb legyen 

az adott  segédanyagban,
 − az önemulgeálás sebessége a legnagyobb, a ke-

letkezett  cseppek mérete a legkisebb legyen a 
sikeres abszorpció érdekében,

 − a gyomor-bél traktusban tapasztalható pH és 
ionkoncentráció hatására ne változzon meg a 
cseppméret és a stabilitás,

 − minimalizálja a hatóanyag bomlását és meta-
bolizációját a fi ziológiás környezetben, 

 − a segédanyagok toxicitása, tisztasága, stabilitása 
és kedvező ára is lényeges kritériumok.

Olajok

Az olajok a SEDDS legfontosabb alkotórészei. Ol-
dott  állapotban tartják a hatóanyagot, elősegítik az 
önemulgeálódás folyamatát, facilitálják a ható-
anyag intesztinális abszorpcióját [26]. Az olajokat 
többféle szempont szerint csoportosíthatjuk. Ere-
detük szerint lehetnek természetesek, félszinteti-

III. táblázat 
Önemulgeáló rendszerek fontosabb segédanyagai

Anyag HLB-érték Tulajdonságok
Olívaolaj - természetes olaj, 85%> telítetlen zsírsav aránnyal [41]
Szezámolaj - természetes olaj, 80%> telítetlen zsírsav arány, allergizálhat [42]
Glicerin-monooleát 
(Peceol®)

3 félszintetikus, hosszú szénláncú származék, lipofi l hatóanyagok 
kiváló oldószere [43,44]

Kaprilsav trigliceridek
(Labrafac® Lipophile WL 
1349)

2 félszintetikus származék, közepes szénláncú triglicerid,
parenterálisan is alkalmazható [45]

Polioxilezett  ricinusolaj 
35:1
(Cremophor® EL)

12
nemionos emulgens, vízoldható, félszilárd [46]

Polioxilezett  ricinusolaj 
40:1
(Cremophor® RH 40)

15 nemionos emulgens, íz- és szagmentes, orális készítmények esetén 
előnyös [47]

Makrogolglicerin-oleát
(Labrafi l® M 1944 CS)

10 nemionos emulgens, vízben jól diszpergálódik, egyik legjobban 
tolerált felületaktív anyag [48]

Polioxtilén(20)-szorbitán-
monooleát (Tween 80)

15 nemionos emulgens, gasztroirritatív-potenciál [49]

Dietilén-glikol-monoetil-
éter (Transcutol® HP)

- hidrofi l koemulgens, vízzel kiválóan elegyedik, szinergista eff ek-
tus jellemző az emulgenssel [50]

polietilén-glikol 400 - színtelen, viszkózus folyadék, alacsony toxicitás [51]
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kusak, szintetikusak. Szerkezetüket tekintve trigli-
ceridek vagy kevert gliceridek (mono-, di-, és trigli-
ceridek keveréke) közepes és/vagy hosszú szénlán-
cú zsírsavakkal, melyek telített ek és egyszeresen 
vagy többszörösen telítetlenek lehetnek [27]. 

A természetes olajok változatos szénlánchosszú-
ságú és telített ségű trigliceridek keverékei, leg-
gyakrabban használt a szezámolaj, napraforgóolaj, 
olívaolaj, mogyoróolaj, kókuszolaj és pálmaolaj.  
Olvadáspontjuk a szénlánc hosszának valamint 
telí tetlenségének növekedésével növekszik, az oxi-
dációra való hajlamuk pedig csökken [24]. Számos 
olaj áll rendelkezésre tisztított  állapotban SEDDS 
formulálásához. Előnyös tulajdonságaik közé tar-
tozik, hogy a GIT-ben található enzimek révén tö-
kéletesen lebomlanak, epesavak közvetítésével fel-
szívódnak. Alapvetően biztonságosnak tekintjük 
őket [28]. Hátrányaik közé tartozik, hogy általában 
kevesebb hatóanyagot képesek oldatban tartani 
félszintetikus társaikhoz képest, valamint az ön-
emulgeálódás is nehezebben megy végbe [29]. 

Természetes olajok részleges hidrolízisével, ké-
miai módosításával félszintetikus olajokat, emul-
genseket, segédemulgenseket állíthatunk elő. 
Ezek a segédanyagok lágy és kemény zselatinkap-
szulába probléma nélkül tölthetők, szobahőmér-
sékleten folyadék vagy félszilárd állapotban kerül-
nek felhasználásra [30]. 

Félszintetikus olajok a parciális gliceridek, me-
lyeket trigliceridből állítanak elő transzészterezés 
útján alkáli katalízis és melegítés mellett  glicerin 
segítségével. Parciális gliceridek nyerhetők a fenti 
reakción kívül a glicerin közvetlen észterezésével 
megfelelő zsírsavakkal [24]. A kémiai módosítá-
son átesett  parciális gliceridek a természetes ola-
jokhoz viszonyítva hidrofi lebb karakterrel jelle-
mezhetők, eredményesebben képesek a vízben 
rosszul oldódó hatóanyagot szolubilizálni [31]. 
Nagyszámú képviselője van a félszintetikus ola-
joknak a piacon: glicerin-monokaprilokaprát 
(Capmul® MCM); glicerin-monosztearát (Geleol®, 
Imwitor® 191, Cutina® GMS®, Tegin™); glicerin-
disztearát (Precirol® ATO 5); glicerin-monooleát 
(Peceol®); glicerin-monolinolát (Maisine® 35-1); 
glicerin-dibehenát (Compritol® 888 ATO). 

Több kutatócsoport is vizsgálta az egyes olajok 
szerkezete és a hatóanyag oldhatósága valamint 
biohasznosíthatósága között i összefüggéseket. Grove 
és munkatársai egy D3 vitamin analóg molekula, a 
seocalcitol viselkedését tanulmányozták közepes 
(MCT) vagy hosszú (LCT) szénláncú trigliceridet 
tartalmazó mikroemulziókban. Emulgen s nek mind-
két esetben Cremophor® RH40-et, koemulgeátornak 

Transcutol® HP-t választott ak azonos tömegará-
nyok mellett . Az abszorpció és biohasznosít ha-
tóság tekintetében szignifi káns különbséget nem 
tapasztaltak a MCT és LCT tartalmú mikro-
emulziók között . Megállapított ák, hogy MCT ese-
tén az önemulgeálódáshoz szükséges idő rövi-
debb volt, valamint a terner fázisdiagramok össze-
hasonlítása során nagyobb volt MCT esetén az 
önmikroemulgeálódó tartomány [32]. Porter és 
munkatársai az alábbi három danazol tartalmú 
lipid formulációt vizsgálták: LCT-oldat, LCT-
SMEDDS és MCT-SMEDDS. Az oldatot illetve a 
prekoncetrátumokat mikronizált danazollal szem-
ben hasonlított ák össze kiéheztetett  beagle ku-
tyákban. Az LCT-oldat és LCT-SMEDDS szignifi -
kánsan növelte a biohasznosíthatóságot, míg az 
MCT-SMEDDS minimális növekedést produkált. 
Az in vivo eredményeket alátámasztja, hogy in 
vitro az MCT-SMEDDS formuláció szignifi káns 
hatóanyag-kiválást mutatott , míg az LCT formu-
lációk esetében hatóanyag-kiválást egyáltalán 
nem tapasztaltak [33]. Egy nemzetközi kutatócso-
port ugyancsak az LCT típusú formulációk elő-
nyeit fedte fel az MCT tartalmú formulációkkal 
szemben. In vitro modellezték a különböző for-
mulációk emészthetőségét a felszabaduló zsírsa-
vak visszatitrálásával, valamint vizsgálták a kivált 
hatóanyag (danazol) mennyiségét. Azt találták, 
hogy a MCT tartalmú formulációk nagyon gyor-
san elveszített ék szolubilizációs kapacitásukat, 
míg az LCT tartalmúak esetén elhanyagolható 
mennyiségű hatóanyag-kiválást mértek. Megjegy-
zik, hogy kapcsolat van az egyes lipidek emészt-
hetősége valamint a szolubilizáló-képesség között , 
de a pontos jellemzéshez további vizsgálatok 
szükségesek [34]. 

A bemutatott  vizsgálatok tükrében látható, 
hogy nem egyértelmű az MCT és LCT alapú 
formulációk hatása a vízben rosszul oldódó ható-
anyagok biohasznosíthatóságát és szolubilizációs 
kapacitását tekintve. Emellett  meghatározó szere-
pet kap a hatóanyag, az alkalmazott  segédanyag, 
illetve a hatóanyag-segédanyag kölcsönhatás is. 

Emulgensek

Az önemulgeálódó gyógyszerhordozó rendsze-
reknek nélkülözhetetlen építőkövei az emulgen-
sek. Növelik a lipidnek az intesztinális membrán-
hoz való affi  nitását, valamint képesek fokozni a 
biológiai membránok permeábilitását [35]. Hidro-
fób láncaik között  a lipofi l tulajdonságú hatóanya-
gok oldódhatnak. SMEDDS/SNEDDS formulálá-
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sához 30-70 m/m% emulgens szükséges, így hosz-
szú távon stabil, 200 nm alatt i, szűk cseppméret-
eloszlással jellemezhető kolloid diszperz rendszer 
képezhető [36]. Önemulgeálódás szempontjából a 
HLB>12 értékű, nemionos emulgensek preferáltak. 
A nemionos emulgensek klinikai előnye az ionos 
felületaktív anyagokkal szemben, hogy a relatív 
toxicitásuk alacsonyabb, jobb tolerálhatósággal 
rendelkeznek [37]. A nemionos emulgensek jel-
lemzői, hogy hidrofi l csoportjai nem rendelkez-
nek töltéssel, vízoldhatóak, amit a nagy polaritás-
sal rendelkező hidrofi l és polioxetilén csoportjai-
nak köszönhetik [38]. Több kutatás is igazolta, 
hogy a SEDDS formulációkban alkalmazott  
emulgens tulajonságú komponensek képesek gá-
tolni a P-glikoprotein mediálta hatóanyag effl  uxot 
[39]. Ugyancsak fi gyelemfelkeltő eredmény, hogy 
az intesztinális sejtekben található fázis I. 
metabolizációban szerepet játszó CYP450 enzim-
rendszer aktivitása is szignifi kánsan csökkenthető 
nemionos tenzidek segítségével [40]. SEDDS 
formulációk esetén néhány gyakran alkalmazott  

nemionos felületaktív anyag: 
makrogolglicerin-ricinoleát 
(Cremophor® EL), makro gol-
gli cerin-oleát (Labrafi l® M 
1944 CS), kaprilokaproil mak-
ro gol-8-glicerid (Labrasol®), 
propilén-glikol-monokaprilát 
(Capryol® 90).

Koemulgeátorok, koszolvensek

A koemulgeátorok  segítik az 
önemulgeálódás folyamatát, 
csökkentik a határfelületi-fe-
szültséget és növelik a határ-
felület fl exibilitását [52]. Nagy 
mennyiségű hatóanyagot ké-
pesek tartósan oldatban tarta-
ni. Általában 20-50 m/m%-ban 
alkalmazzuk őket SEDDS for-
mulációkban [53]. A segéd-
emul gensek kiválasztása alap-
vetően két tényező függvénye: 
milyen mértékben képesek ol-
dani a hatóanyagot és az adott  
olaj:emul gens:segéd emul gens 
összetételben a koemulgeátor 
mennyiben járul hozzá az ön-
emulgeálás fokozásához. Gyak-
rabban alkalmazott  segédemul-
gens a dietilén-glikol-monoetil-

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

Formulálási lehetőségek

A 3. ábra napraforgóolajból készült önemulgeáló-
dó nanoemulzió makroszkópos megjelenését és 
Malvern Zetasizer készülékkel meghatározott  
cseppméret-eloszlását szemlélteti. Az alkalmazha-
tóság szempontjából ígéretes, hogy az önemulgeá-
lódó rendszer szilárd hordozóra felvihető, és tab-
lett a vagy kapszula adagolási formában is előállít-
ható (4. ábra). A gyógyszerformából a nano-
emulzió a felhasználás során, rekonstitúció révén 
képződik újra.

Következtetések

Figyelembe véve a rossz vízoldhatósággal rendel-
kező hatóanyagok jelentős számát, a lipid alapú 
készítmények, illetve az önemulgeáló hatóanyag-
felszabadító rendszerek számos előnnyel rendel-

3. ábra: Nanoemulzió és részecskeméret-eloszlása

4. ábra: Szilárd hatóanyag-felszabadító önemulgeálódó rendszer formulálási lehetőségei
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keznek és ígéretesnek mutatkoznak a hatóanyag 
szervezetbe jutt atása, illetve a terápiás hatékony-
ság javítása céljából.
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Az Acta Pharmaceutica Hungarica a gyógyszerészeti tudomá-
nyok területéről közöl eredeti, kísérletes kutatómunka ered-
ményeit bemutató közleményeket, de fórumot biztosít össze-
foglaló és nem kísérletes (történeti, szervezési) tanulmányok, 
valamint Ph.D. és D.Sc. értekezések téziseinek közlésére is.
Hazai kutatóhelyek vagy olyan szerzői kollektívák magyar 
nyelvű kéziratait közöljük, ahol az első szerző magyar. Lehe-
tőség van külföldi folyóiratban már megjelent, kiemelkedő je-
lentőségű közlemények magyar nyelvű változatának közlésére 
is, az első megjelenés időpontjától számított  egy éven belül, az 
első közlés bibliográfi ai adatainak megjelölésével.
Közlésre elfogadunk:
1. Összefoglaló közleményeket, legfeljebb 25 gépelt oldal terje-

delemben. Ezek megírására általában a szer kesztőbizott ság 
felkérésére kerülhet sor, illetve az erre irányuló szándékot 
célszerű előzetesen egyeztetni a szerkesztőbizott sággal.

2. Közleményeket, legfeljebb 12 gépelt oldal terjedelemben. Az 
ábrák és táblázatok együtt es száma maximálisan 10 lehet.

3. Rövid közleményeket, legfeljebb 4 gépelt oldal terjedelemben 
(összesen legfeljebb 4 ábra és táblázat). A közlemények 
megjelenési sorrendjében a rövid közlemények előnyt él-
veznek.

4. Ph.D. értekezések összefoglaló közleményét, legfeljebb 25 oldal 
terjedelemben.

Feleslegesen nagy terjedelmű dolgozatok esetében a szerkesz-
tőbizott ság fenntartja magának a jogot arra, hogy a lektori ja-
vaslatok alapján a szerzőt felkérje dolgozatának rövid közle-
ménnyé való átdolgozására.
A kézirat elkészítésének módja:
a) Általános szempontok
A kéziratot elektronikusan, csatolt fi le-ként kell a felelős szer-
kesztő e-mail címére elküldeni: zelrom@gytk.sote.hu
A táblázatokat külön fi le-ként, címmel és római sorszámmal el-
látva készítsük. 
Az ábrák és egyéb illusztrációk olyan színvonalon készüljenek, 
hogy azok nyomdai szerkesztésre alkalmasak legyenek. Az áb-
rákat külön fi le-ként kell csatolni, az elnevezésben az ábraszá-
mokat fel kell tüntetni. Javasolt formátum: jpg, tiff . 
Az irodalmi hivatkozásokat külön, a hivatkozások sorrendjében 
közöljük. A hivatkozási számot a szövegben tegyük szögletes 
zárójelbe.
A hivatkozások módja:
Folyóiratcikk:
Teljes URL cím a keresőablakból kimásolva és az elérés dátu-
ma, az alábbiak szerint:
1. Revelle, L. K., Musser, S. M., Rowe, B. J., Feldmann, I. C.: 
J. Pharm. Sci. 86, 631-634 (1997)
Szakkönyv:
2. Gyarmati L., Rácz I., Plachy J., Csontos A.: A gyógyszer-tech-
nológia és biofarmácia kémiai ellenőrző módszerei. Medicina, 
Budapest, 1982. 147-152. old.
Könyvfejezet:
3. Ariens, E. J.: 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-előadás:
5.  Duncan, R.: Polymer therapeutics: Targeting drugs and 
genes to tumours. 6th European Congress of Pharmaceutical 
Sciences. Eur. J. Pharm. Sci. 11, (2000) S1-S2.
Internetes hivatkozás: teljes URL-cím a keresőablakból kimásol-
va és az elérés dátuma az alábbiak szerint:
6. htt p://www.eum.hu/main.php?folderID=3746&object ID= 
6000268  [2008. 08. 05.] Az Egészségügyi Minisztérium szakmai 
protokollja - Gyógyszeres fájdalomcsillapítás és gyulladásgát-
lás a reumatológiai betegségekben.
Az idegen orvosi kifejezések helyesírásában Fábián P. és Magasi 
P.: Orvosi helyesírási szótár. Akadémiai Kiadó, 1992. legyen az 
irányadó, a kémiai kifejezések nevezéktanára és helyesírására 
vonatkozóan pedig Erdey-Grúz T. és Csányi P.: A kémiai elneve-
zés és helyesírás szabályai. Akadémiai Kiadó, 1972.; F. Csányi 
P., Fábián P. és Hőnyi E.: Kémiai helyesírási szótár. Műszaki 
Kiadó, 1982.; valamint F. Csányi P. és Simándi L.: Szervetlen ké-
miai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyesülete, 1995. 
A mértékegységek megjelölésében az SI-mértékrendszer sza-
bályai az irányadóak.
b) A kézirat felépítése
A kézirat szerkesztéséhez a következő beosztást kérjük:
A dolgozat címe (esetleg alcíme).
A szerző(k) teljes neve (tudományos fokozatok nélkül), a szer-
kesztőséggel kapcsolatot tartó szerző neve csillaggal megjelölve.
A szerző(k) munkahelye teljes postai címekkel, valamint a le-
velező szerző e-mail címe.
A dolgozat magyar nyelvű összefoglalása. 
Strukturált (Bevezetés, Célkitűzés és Módszerek, Eredmények, Kö-
vetkeztetések) A magyar nyelvű összefoglalás terjedelme a 
dolgozat hosszától függően 10-20 sor legyen és az általános 
megfogalmazások kerülésével tartalmazza a dolgozat legfon-
tosabb, konkrét megállapításait.
Kulcsszavak: A dolgozat tartalmára utaló, maximum 5 kulcs-
szó megadása.
A dolgozat címe angol nyelven, a szerző(k) neve (keresztnevek 
rövidítve).
Angol nyelvű összefoglalás.
Strukturált (Introduction, Purpose and Methods, Results, 
Conclusions)
Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkitűzéseit, valamint 
a vizsgálatok előzményeiből és irodalmi hátt eréből annyit, 
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez szükséges.
Key-words: A dolgozat tartalmára utaló, maximum 5 kulcsszó 
angol nyelvű fordítása.
Kísérleti rész, amely tartalmazza a felhasznált eszközök és 
anyagok, valamint a kidolgozott  módszerek pontos leírását.
Eredmények.
A dolgozatok csak a leírt módszerek teljesítőképességét megfe-
lelően dokumentáló adatokkal fogadhatók el. Ezek megadásá-
nál használjuk a matematikai statisztika korszerű módszereit. 
Az eredmények értékelése.
Ábracímek.
Következtetések. Az utóbbi két fejezet összevonható az Ered-
mények c. fejezett el.
Az esetleges köszönetnyilvánítások.
Irodalomjegyzék.
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