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Roviditések jegyzéke:

MTT - 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélium-bromid, CAS: 298-93-1

NR — 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid, Neutralvoros festék, CAS: 553-24-
2

Caco-2 — Cancer-coli 2, human colorectalis immortalizalt adenocarcindma sejtvonal

parabén — p-hidroxi-benzoesav (CAS: 99-96-7) alkil észterei

PBS — phosphate buffered saline, fiziologias s6oldat foszfat pufferel

Ph. Eur. — Pharmacopoeia Europaea, Eurdpai Gyogyszerkonyv.

FoNo — Formulae Normales, Szabvanyos Vénymintak

Ph. Hg. — Pharmacopoeia Hungarica, Magyar Gyogyszerkonyv

OGYEI — Orszagos Gyogyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi Intézet

MIC — minimum inhibitory concentration, minimum gatlé koncentracio

OECD - Organisation for Economic Co-operation and Development, Gazdasagi
Egyiittmikddési és Fejlesztési Szervezet

NAD(P)H — nikotinamid-adenin-dinukleotid-(foszfat)

MTS - 5-[3-(karboximetoxi)fenil]-3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazolium
s0, CAS: 138169-43-4

XTT — 2,3-bisz(2-metoxi-4-nitro-5-szulfofenil)-5-[(fenilamino)-karbonil]-2H-tetrazélium so,
CAS: 111072-31-2

WST — Water Soluble Tetrazolium, vizoldhat6 tetrazolium

NRU — neutral red uptake, neutralvords felvétel

NRR — neutral red release, neutralvoros leadas

ATP — adenozin-trifoszfat, CAS: 56-65-5

LDH — laktat-dehidrogenaz

DMSO - dimetil-szulfoxid, CAS: 67-68-5

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Dulbecco altal modositott Eagle féle
tapkozeg

MEM — Minimal Essential Medium, minimalis esszencialis tapkozeg

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav, CAS: 60-00-4

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Antimikrobialis
Erzékenység Tesztelésével

PES — poli(éter-szulfon)

SEM - standard error of the mean, az atlag standard hibaja
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ANOVA —analysis of variance, varianciaanalizis

HLB — hydrophilic-lipophilic balance, hidrofil-lipofil egyenstly

CFU - colony forming unit, telepképzd egység

RPM - rotation per minute, masodpercenkénti fordulatszam

DLS — dynamic light scattering, dinamikus fényszoras

HPLC — high-performance liquid chromatography, nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
ICs0 — inhibitory concentration 50, inhibitorikus koncentracié 50

SEDDS - self-emulsifying drug delivery systems, dnemulgeald gyogyszerhordozo rendszer
LDso — lethal dose 50, halalos dozis 50

N.sz. — nem szignifikans
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1. Bevezetés

Mi is a tartositas? Maga a fogalom sokféleképpen értelmezheté. ElsGsorban szerves, de
akar szervetlen anyagok mikrobiologiai vagy kémiai bomldsanak megeldzésére tett 1épéseket
jelent, hiszen ugyanugy tartdsitasnak hivjuk az egyszerli bef6ttkészitést, mint a mumifikalast,
de akér egy festmény allagmegovasat is. Doktori értekezésem témdja ugyanakkor egy ennél
joval sziikebb teriiletet, az antimikrobialis tartdsitoszerekét foglalja magaba, azon beliil is a
bevételre szant, folyékony gyogyszerformakban (és étrendkiegészitokben) el6forduld
vegyiileteket. Ezen szerek pontos funkcidjat konnyebb megérteni, ha a latin nyelvhez nytalunk
vissza. A tartositoszereket angol ,,preservative”-nek hivja, magara a tartdsitasra, mint miiveletre
pedig ,,preservation/conservation”-ként talalhatunk ra a nemzetk6zi szakirodalomban. Ezen
szavak a latin ,,servo” azaz ,tartani, figyelni, 6rizni” ige és a ,,con-" azaz ,.egyiitt”, illetve a
,pre-” azaz ,.elétt, elé” elétagok dsszetételébdl keletkeztek.

Ez az etimologiai hattér megvilagitja, hogy mik a legfobb kiilonbségek egy tartositoszer
¢és egy antibiotikum, fertdtlenitészer vagy egyéb gyogyaszatban alkalmazott antimikrobialis
szer kozott. Amig a felsorolt szerek f6 célja, hogy adott mennyiségben, adott id6 alatt
elpusztitsanak minden elérhetd vagy arra érzékeny koérokozot (legyen az egy miitéti borfeliilet
vagy egy fungalis eredetli agyhartyagyulladas), addig a tartositoszereknél megkovetelt a széles
hatasspektrum (eldre fedjen le minden lehetséges mikrébat), a stabilitas (a termék folyamatos
drzése), ugyanakkor elegend6 -cid hatas helyett, a -sztatikus is (egyiitt tartani a készitményt a
kezdeti csiraszammal).? Egy gyogyszer fejlesztése sordn kiemelt figyelmet forditunk a
hatdanyag sajatossagaira (hidrolizis, fotolizis, termolizis, oldékonysag stb.). Ugyanakkor a
tartositoszereknek valtozatos koriilmények (pH, egyéb segédanyagok stb.) kozott is
hatékonynak kell lenniiik, nem nehezithetik a termék fejlesztését sajatos tulajdonsagaikkal és
nem léphetnek nem kivanatos interakcioba a termék mas Osszetevdivel.>* Szandékosan
valasztottam a termék kifejezést, hiszen a kisérleteim soran hasznalt anyagok (parabének,
szorbatok, benzoatok, propionatok) nemcsak a gyogyszeriparban, hanem az élelmiszer- és
kozmetikai iparban is elterjedtek, mindennap érintkezésbe keriiliink veliik a reggeli fogmosastol
kezdve az esti hidratalo arckrém hasznalataig.

Habér tobb évtizede hasznalatban vannak ugyanazok a vegyiiletek, mégsem mondhatjuk
azt, hogy a veliik kapcsolatos tudomanyos szakirodalom konyvtarakat tolthetne meg. A
tartositoszerek nem allnak a tudoményos érdeklddés kozéppontjdban, a veliik foglalkozd
publikaciok altalaban alacsony idézettséggel birnak. Azonban, ahogyan az késobb olvashato, a

legtobb tartositoszer esetén nem ismert a pontos antimikrobialis hatdismechanizmus €s egyes
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tanulmanyok mind a mai napig 0j (a&ltalaban nem kivanatos) bioldgiai hatasokra tudnak
ravilagitani.> Mikdzben a hagyomanyos szintetikus kémia az antibiotikumok teriiletén egyre
lassabban tud uj vegylileteket felmutatni és lazasan folyik a keresés 1j, természetes eredetii
antibiotikum csoportok utan, az ismert és alkalmazott tartositoszerek kovalens modositasara, 0j
tartositoszerek fejlesztésére rendkiviil kevés példat talalunk &7 A szemészeti tartositoszerek
kivételt képeznek, azonban a benzalkonium-alternativdjaként mind a mai napig uj vegyiiletként
hirdetett polyquad vagy SofZia® is mult szazadbeli illetve 2007/2008-as felfedezéstiek.® 1

Az aktiv szintetikus kémiai fejlesztések elmaradésa és a tudomanyos érdeklddés hianya
miatt rengeteg felderitetlen szerkezet-hatas 6sszefiiggés és segédanyag-segédanyag interakcio
var még leirasra a tartdsitoszerek témateriiletén beliil. Emiatt doktori munkam soran
tartositoszerek kdlcsonhatésait (parabének-nyakok/tenzidek; parabének-
koszolvensek/tenzidek; tartdsitdszerek-illoolajok) és kémiai struktarajat (szorbatok-szorbat
észterek; elagazo-nyilt lancti parabének, szorbatok/propionatok/benzodtok s6 hatdsa)
vizsgéltam a Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai Tanszékén gydgyszertechnoldgiai
formulacio, in vitro/in vivo toxicitas és kiilsé segitséggel végzett antimikrobialis vizsgalatok

révén.
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1. Irodalmi attekintés

11./1. Folyékony, oralis gyogyszerformak tartésitoszerei
Az Eurdépai Parlament és Tanacs 1333/2008/EK rendeletének definicioja szerint a
tartositoszerek ,,olyan anyagok, amelyek a mikroorganizmusok okozta romlés
megakadalyozasaval meghosszabbitjdk az élelmiszerek eltarthatosagat, €s/vagy védelmet
biztositanak a kérokozoé mikroorganizmusokkal szemben”.!! Alapvetd tény, hogy a vizes kdzeg
kedvez a kiilonb6z0 mikroorganizmusok ndvekedésének, ezért az ¢lelmiszerek mellett
tobbadagos, akar izjavitoként cukrokat is tartalmazd gyogyszerkészitményeket,
étrendkiegészitoként forgalmazott termékeket is sziikséges tartositani. Torténetileg
visszatekintve, a FONo. 1. kiadasaban az egyetlen tartositott, bevételre szant készitmény a
Mixtura sedativa compositus volt, mely natrium-benzoatot tartalmazott.!?> A FoNo. III.
kiadasaban lehet eldszor talalkozni a metil-parabénnel, mint a Solutio ophtalmica zinci sulfurici
komponense.® Az 1954-es Ph. Hg. V-ben jelent meg a ma is ismert Solutio conservans, mely
20 "/m% metil-parabént tartalmazott, ez csokkent a késébbiekben a jelenleg is hivatalos 10
szazalékra.!* Ezek utan az addig tulnyomorészt tartdsitdszer nélkiili vagy egyéb szerrel
tartositott FONo.-ban illetve gydgyszerkdonyvekben hivatalos készitmények egyre szélesebb
korének receptirajaban jelent meg a tartdsité oldat, nem csak a folyadékok, hanem a kendcsok
kozott is. A ma érvényes eldiratok szinte mind a metil-parabén tartalmu Solutio conservans-t
tartalmazzak, kivételt jelent a 2/2013 MAG kozlemény 3. része altal érvényben 1év6 Sirupus
simplex, ami szorbinsavat tartalmaz illetve a szemészeti felhasznalasra szant készitmények
melyek tiomerzalt vagy benzalkonium-kloridot (ideértve az allatorvosi FONO.-ban szemészeti
indikaciéval rendelkezé FoNo. VII.-es Solutio acidi borici 2%-ot).1>
601

50+

40-

304

1. abra: Toérzskonyvi engedéllyel rendelkezé gyégyszerek tartésitoszerei gyakorisag alapjan, az OGYEI
gyogyszeradatbazisaban talalhato alkalmazasi eldiratok alapjan. A keresésbe bevont gyogyszerformak: belséleges
emulzid, belséleges emulzids csepp, belsdleges oldat, belsdleges oldatos csepp, belsdleges szuszpenzid, granulatum,
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granulatum bels6leges szuszpenzidhoz, koncentratum belséleges szuszpenzidhoz, szajnyalkahartyan alkalmazott oldatos
spray, szirup, por belsdleges szuszpenzidhoz, pezsgodtabletta, por belséleges oldathoz, lagy kapszula. Az egyes
gyogyszerformakhoz tartozé készitmények alkalmazasi eldirata egyesével lett atnézve. A kiilonboz6 kategoéridkban
Osszesen 164 készitményben volt tartositdszer, és a szerek a kiilonb6z6 kombinaciok miatt 6sszesen 230-szor fordultak
elé. Egy készitmény tobb hatasersségii valtozatat kiilon szamoltam. Sajat gyiijtés, mely a 2021. marciusi allapotokat
tiikrozi.

A ma, Magyarorszagon torzskonyvezett készitményekben eléfordulé mikrobiologiai
tartositoszerekrdl készitett sajat gytlijtésemet mutatja be az 1. abra, amin lathato, hogy négy
nagy csoportba sorolhatoak a torzskonyvezett gyogyszerek tartositoszerei. A leggyakoribbak
valamilyen p-hidroxi-benzosav alkil észter vagy ezek natrium séi. A 230 tartdsitoszer
eléfordulas 58,2%-at 135-6t adtak (metil-parabén: 63, etil-parabén: 1, propil-parabén: 41,
natrium-metil-parabén: 12, natrium-etil-parabén: 10, natrium-propil-parabén: 8) a parabének.
Maésodik legnagyobb csoport a benzoatoké 70 el6fordulassal, 30,2%-o0s arannyal (benzoesav:
13, natrium-benzoat: 57). Ezutan kovetkezik husz alkalommal valamilyen szorbat (8,6%;
szorbinsav: 8 kalium-szorbat: 12), mig a kationos feliiletaktiv anyagokat a domifen-bromid
képviseli egy termékcsalad tobb hataserdsségében, négy illetve egy masik készitményben egy

alkalommal.

1 szorbinsav + natrium-benzoat

2 benzoesav + szorbinsav + metil-parabén + propil-parabén

3 szorbinsav + benzoesav + natrium-benzoat

2 natrium-benzoat + metil-parabén

2 kalium-szorbat + metil-parabén

2 kalium-szorbat + natrium-metil-parabén + natrium-etil-parabén
1 kalium-szorbat + natrium-metil-parabén + natrium-propil-parabén
39 metil-parabén + propil-parabén

1 natrium-metil-parabén + etil-parabén

2 natrium-metil-parabén + natrium-etil-parabén

2 natrium-metil-parabén + natrium-propil-parabén

4 natrium-etil-parabén + natrium-propil-parabén

gooooecoonnnn

1 natrium-metil-parabén + natrium-etil-parabén + natrium-propil-parabén

Osszesen=62

2. 4bra: Torzskonyvi engedéllyel rendelkezé gyégyszerek tartésitészer kombinaciéi az OGYEI
gyogyszeradatbazisaban talalhato alkalmazasi eloiratok alapjan. A keresésbe bevont gyogyszerformak: belséleges
emulzid, belséleges emulzids csepp, belsdleges oldat, belsdleges oldatos csepp, belsdleges szuszpenzid, granulatum,
granulatum belséleges szuszpenzidhoz, koncentratum belsbleges szuszpenziohoz, szajnyalkahartyan alkalmazott oldatos
spray, szirup, por belsdleges szuszpenzidhoz, pezsgdtabletta, por belséleges oldathoz, lagy kapszula. Az egyes
gyogyszerformakhoz tartozo készitmények alkalmazasi elGirata egyesével lett atnézve. A kiilonboz6é kategoriakban
Osszesen 164 készitményben volt tartositoszer, ebbdl 62 tartalmazott legalabb 2 tartdsitoszert. Egy készitmény tobb
hataser6sségli valtozatat kiilon szamoltam. Sajat gy{ijtés, mely a 2021. marciusi allapotokat tiikrozi.

Ahogy az a 2. abran is lathato, ha tobb tartositoszer is része egy készitménynek, akkor az
az esetek dontd tobbségében két vagy tobb parabént jelent. Nagyon alacsony a parabént nem
tartalmazo variaciok szama és szintén ritka valamilyen parabén egyiittes jelenléte mas
vegyiiletcsaladdal, illetve feliiletaktiv szer sehol sem szerepel.

Az alabbiakban a disszertaciomban tobb kisérletben is vizsgalt p-hidroxi-benzoesav

észterek és a szorbatok szakirodalmi attekintése kovetkezik, a jelenleg hatalyos eurdpai
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jogszabalyok ¢s tudomanyos publikdciok alapjan, a felhasznélas, biztonsagossag ¢&s
mellékhatasok tekintetében.

11./2. Parabének

o]

/@’)LOR
HO

para-hidroxi-benzocsav-
észterek altalanos képlete
CH3;

g

metil-parabén elil-parabén n-propil-parabén izopropil-parabén

o oy e

#-butil-parabén izobutil-parabén n-pentil-parabén izopentil-parabén

3. abra: A disszertacioban vizsgalt parabének szerkezeti képletei és a vegyiiletcsoport altalanos képlete. Az abrat
ChemDraw Professional 17.0 szoftverrel szerkesztette dr. Kelemen Viktor kollégam.

A para-hidroxi-benzoesav ¢észterei a parabének, melyek antimikrobialis hatasa és
tartositoszerként valo alkalmazasa mar az 1950-es évek ota ismert.!81° Rengeteg kiilonbdzo
szerkezetii funkcioscsoport észteresitheti a kiindulasi vegyiiletet, de 1éteznek kalium sok vagy
deuterizalt vegyiiletek is.?® Habar manapsag fSleg szintetikus uton allitjak elé Oket, tobb
kiilonb6z6 fajban taldltak mar parabéneket, igy novényekbdl vagy baktériumokbol is izolaltak
oket.?1?? Viszonylag egyszerii szerkezetiik miatt rengeteg faj metabolitjanak szamitanak, sot
természetes forrasokbol még uj modosulatokat is azonositottak az elmult években.”® Ahogy azt
a hazai példakon keresztiil is bemutattam, a mult szdzad kozepén terjedtek el széles korben,
mint tartositoszerek, hiszen a mikrobioldgiailag hatékony koncentracio tartomanyban iztelenek,
szagtalanok, kémiailag alapvetSen stabilak.'® Elényds tulajdonsigaik mellett minden
felhasznalasi teriiletiikon (gyogyszerek, élelmiszerek kozmetikai termékek) jellemz6, hogy

kombinacioban alkalmazzak 6ket.?

A parabének antimikrobialis hatdsar6l elmondhato, hogy
fajonként kell meghatarozni a MIC értéket, nem lehet altalanosan lefedni a vegyiiletcsalad
spektrumat, mivel egyforman talalunk rezisztens és érzékeny fajokat a gombak, a Gram pozitiv
és a Gram negativ baktériumok korébdl is.?® Toxikologiai szempontbol relevéans, hogy az
Eurdpai Parlament és Tanacs kozmetikai termékekrél szolo 1223/2009/EK rendeletének
parabénekrdl sz616 részét az utdbbi évtizedben kétszer is szigoritottak.?® A két szigoritas tordlte
a felhasznalhat6 szarmazékok koziil az izobutil-, izopropil-, fenil-, benzil- és pentil-parabént és

ezek soit valamint csokkentette megmaradt Vegyﬁletek maximalisan alkalmazhat6

crer
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ezek natrium séi alkalmazhatoak.!* Minek koszonhetd az eltérd szabalyozas és a 2014-ben
bekovetkezett szigoritas?

A parabének karos hatasai alapvetden két nagy csoportra bonthatoak, egyrészt allergizalo,
kontakt dermatitiszt okoz6 boéron kifejtett hatasukra, masrészt a human endokrin rendszerre
gyakorolt kiilonb6z6 hatasaikra. 2019-ben az Amerikai Kontakt Dermatitisz Tarsasag az év
»(non)allergene” vegyiiletének valasztotta a parabéneket és részletes szakirodalmi attekintd
cikket készitett a vegyiiletek allergizalo, bérproblémdakat okozo hatasairol.?’ A parabének ilyen
jellegli  veszélyei valoszinlileg mindannyiunk 4ltal ismertek, hiszen a kiilonbozo
kozmetikumok, tisztalkodoszerek mar évek oOta hirdetik magukat parabén mentesnek, mint
egyfajta marketing szlogen. A szerzok a rendelkezésre allo publikaciok részletes attekintése
utan arra jutottak, hogy az el6z0 szazadban felfedezett és veszélyessége miatt azota
monitorozott parabén allergia sokkal ritkdbb, mint azt gondoltuk.? Eurdpai kutatok mar
felvetik annak a lehetdségét is, hogy elhagyjdk a normal bérgyogyaszati allergén tesztelés
vegyiiletei koziil ezeket az észtereket (a tesztelés altalaban tobb, kiilonbozo szerkezetli parabén

keverékével torténik).%

Ezen folyamatok mogott azonban kiilonbozo hatasok allnak. Egyfeldl
az érzékenyebb modszerek, a betegek tobbszori, alaposabb tesztelése miatt, ma mar
pontosabban meg lehet allapitani, hogy valaki valdban allergias tiineteket produkal-e.
Ugyanakkor a kezdeti tudomanyos eredmények miatt a kiilonboz6 kozmetikai (és egyéb)
termékekben szabdlyozva lett a parabének maximalis koncentracidja €s napjainkban valdéban
alacsonyabb az a mennyiségli érzékenyitd anyag, amivel kapcsolatba keriiliink, igy ez is
okozhatja a javulé statisztikai eredményeket. Fontos tudni azonban, hogy ezzel parhuzamosan
mas, alternativ kozmetikai tartositoszerek allergids incidencidja nétt, igy a parabének
negligalasaval veszélyesebb vegyiiletek hasznalata felé terelhetik az ipart a jogalkotok és a
kozvélemény.?%® Ugyanakkor az érzékeny, sériilt bérfeliiletek, nyilt sebek kezelésére hasznalt
termékekben 1év6 parabének konnyebben felszivodnak, valtanak ki allergids reakciot.>!

A parabének biztonsdgossagat az endokrin rendszerre gyakorolt hatdsuk kérddjelezi meg

igazan. Az elobb emlitett szakirodalmi Osszefoglald szerz6i egy masik, parabének

crer

kutatasi eredményeket.?

1997-98-ban jelentek meg az elsé tudomanyos tanulmanyok, melyek
in vitro receptorkdt6dési €s in vivo allatkisérletek alapjan kimutattak a vegytiletcsoport gyenge
kotddési készségét Osztrogén receptorokhoz.®3! A szerkezet-hatds kapcsolatot gyorsan
kimutattak és egyértelmii Osszefiiggést talaltak a hidrofob jelleg és a receptoraffinitas kozott,
de a leggyakrabban alkalmazott révid, nyilt lanch szarmazékok aktivitasat minimalisnak

talaltik.3>3® Ennek ellenére viszonylag sok tanulmény kezdett el foglalkozni a parabének és az
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Sikeriilt parabéneket visszamérni gyogyszerek hasznalata utdn a vizeletbdl, anyatejbdl,
gyermek zoknikrol, élelmiszerekbél és a szennyvizbdl is.3*! Allatkisérletekben bizonyitottak,
hogy az anyanak beadott parabének az utod patkanyok szocialis viselkedését, a himivarszervek
fejlédését is befolyasoljak.#>*® Emberek esetén kimutattak, hogy parabének féként a vizelettel
tirtilnek, azonban a parabént tartalmazo termékek elhagyasa utan még 3 napig kimutathatok a
parabének, tovabba Osszefiiggés van a nék vizeletének parabén tartalma és a menstruacios
ciklusuk zavarai, a pajzsmirigyhormon szintjiikk és a gyermekeik sziiletéskor varhato stlya és
fejkormérete illetve gyermekek esetén az asztma prevalencidja kozott.** Masztektomiabol
szarmazo szévetmintak 99%-bol kimutathaté volt legaldbb 1 és 60%-bol legalabb 5 észter.*
Ugyanakkor leszogezendd, hogy a szakirodalmi adatok dont6 tobbsége retrospektiv, nem pedig
tervezett klinikai tanulmany, igy nem lehet kizdrni més tényezdk oki szerepét a felsorolt és a
tovabbi megfigyelt biologiai hatasok tekintetében. Megjegyzendd, hogy a receptor affinitasi,
aktivitasi tanulmanyok tovabbra is sokkal kevésbé potens szernek jegyzik a parabéneket, mint
mas, ismert karcinogenitasu anyagokat, példaul a biszfenol A-t.32°0 Az 4tlag ember széleskorii
vegyliletek ipari felhasznalasat addig, amig elegendé szamu megbizhaté tanulmany nem
bizonyitja a direkt Osszefiiggést a feltételezett hatasokkal. A jelenlegi eurdpai szabalyozas
(Eurdpai  Gyogyszeriigynokség EMA/CHMP/SWP/272921/2012 vitairata, az Europai
Bizottsag SANTE-2017-11668 iranyelve) szerint a parabéneket minden gyogyszer
betegtajékoztatojaban lehetséges allergénekként kell feltiintetni, illetve a metil-parabén esetén

0,2%, propil-parabén esetén 2 mg/ttkg/nap az elfogadhaté maximalis koncentracio/dézis.>1>?

11./3. Szorbatok
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szorbinsav-észterek etil-szorbat izopropil-szorbat

altalanos képlete
4. abra: A disszertacioban vizsgalt szorbatok szerkezeti képletei. Az abrat ChemDraw Professional 17.0 szoftverrel
szerkesztette dr. Kelemen Viktor kollégam.
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A szorbatok, a 2,4-hexadiénsav, azaz a szorbinsav soi, €szterei. Az anyamolekula nevét
a madarberkenye (Sorbus aucuparia) latin neve utan kapta, miutan a fa gylimolcse gazdag a
vegyiiletben és innen izolaltdk eldszor.>>** Egyszerii szerkezete miatt ez is egy, az élovilag
széles korében elterjedt antimikrobialis és antioxidans tulajdonsagu vegyiilet.> %" Elelmiszer
és gyogyszeripari felhaszndlasardl tartositoszerként mar 1945-t61 kezdve talalhatdak
vizsgélatok eredményei évtizedek Ota a szorbinsav és a kalium-szorbat biztonsdgossagat
bizonyitjak segédanyagként, komolyabb felmeriilé aggaly nélkiil.>**%? Mas segédanyagokkal
osszehasonlitva alacsony kockazati a vegyiiletcsalad.®® Egy, a napi maximalis dozis
tizszeresével patkdnyokat kezeld tanulmany csak viszonylag kis mértékli maj és vese
karosodast, valamint genotoxicitast tapasztalt.®* Szintén patkanyokon kisérletezve, apoptotikus
¢s gyulladdsos mediator gének expresszigjat vizsgalva csak kifejezetten magas, az
engedélyezett adagokat joval meghaladd dozisok esetén tudtak szignifikans kiilonbséget talalni

£.%

a kontrollhoz képest.® Kisérletes koriilmények kozott minimalisan gatolta nyul tracheélis

1. Osszességében kijelenthetd, hogy

ciliumainak mozgasat benzalkonium-kloridhoz képes
csak a hosszu tavon, nagy mennyiségben bevitt szorbatok tudnak esetleges karosodast okozni,
melynek esélye minimalis.” Allergizalo hatdsuk szintén elhanyagolhato, féleg mas
tartositoszerekkel dsszehasonlitva.%® A parabénekhez hasonldan azonban jellemzd, hogy férfiak
gyakrabban mutatnak bérreakciot mindkét csoportra, mint a nék.%® Antimikrobiélis hatasukat
tekintve elsésorban gombdk és Gram pozitiv baktériumokra hatnak.” A savi format és kalium
sOjat engedélyezte kozmetikumok, élelmiszerek valamint allati takarmanyok segédanyagaként

az EU 11,26,71

11./4. Parabének, szorbatok mikrobialis vonatkozasai

Mindkét vegyiiletcsoport pontos antimikrobidlis mechanizmusa ismeretlen. Altalanos
magyarazattal szolgél az in. gyenge sav elmélet, ami szerint a tartositoszerként hasznalt gyenge
karbonsavak (citromsav, tejsav, benzoesav stb. és ezek soi, észterei) a sejtmembranon pH fliggd
moédon atjutnak, a citoszol semleges kémhatisan disszocidlnak és elsavanyitjdk azt.’
Sejtkéarositd hatasuk egyrészt az intracellularis pH csokkentése, masrészt a savmaradék ion
kiilonbozé hatdsai miatt kovetkezik be.® ™ Alatamasztja az elméletet, hogy mindkét
vegyiiletcsoport esetén mértek pH fiiggést, mely valdsziniileg a membranon valo atjutast
akadalyozza, azonban mindenképpen mutatja a protonaltsagi foknak és az antimikrobialis

hatasnak a kapcsolatat.”®’” Ugyanakkor parabének esetén leirtak tobb, kiilonbozé hatast, igy a

légzési lanc és kiilonbozé ioncsatornak gatlasat és membran karositast is.”8 80 Szorbinsav esetén
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is allapitottak meg a gyenge sav elméletnek ellenmondé hatdsokat.8182 Osszességében
kijelenthetd, hogy a kiilonb6zé eredmények nem adnak Osszefogd képet a vegyiiletek
hatasmechanizmusar6l, mely konzisztens szerkezetben leirna, mik azok a molekularis
tamadaspontok, ahol kifejtik hatdsukat. Sokkal inkébb ,,pillanatfelvételeknek’ tekintenddk ezek
a publikaciok, amik egy-egy aspektusat vilagitjdk meg a tartdsitoszerek antimikrobialis
hatasanak, melyet remélhetdleg egy vagy tobb késobbi tanulmany fog egységes keretek kozott
rendszerezni.

Parabénekkel szembeni lehetséges rezisztencia tutvonal a hidrolizis, majd a
dekarboxilacio utjan fenoll4 alakitas.8384 Léteznek emellett specialis és altalanos transzporterek
i5.8986 Szorbatok esetén is leirtak specifikus dekarboxilazokat, melyek 1,3-pentadiénné
alakitjdAk a szorbinsavat de kiilonbozo, szorbinsavra specifikus efflux pumpakat is.1:82
Laboratériumi evolucié sordn megfigyelték, hogy egyes fajok mikozben adaptalodtak a
folyamatos benzoat jelenléthez, elvesztették antibiotikum rezisztencidjukat, valamint tobb
tanulmany leirta a gyenge sav rezisztencia és a specifikus antibiotikum rezisztencia
kapcsolatat.89°!

Erdemes még megjegyezni a parabének és a szorbatok huméan mikrobiomra gyakorolt
hatasait hiszen képesek befolyasolni egyes fajok relativ gyakorisagat, illetve genetikai valtozast
eldidézni benniik.%?** Allatkisérletek esetén is bizonyitott, hogy a sziiletést6] tartd, alacsony,

hatarértékek alatti metil-parabén bevitel modositja a kontroll allatokhoz képest a bélrendszer

metagenomikai dsszetételét.®

11./5. Citotoxicitasi vizsgalatok, az MTT-teszt
Napjainkban erds politikai és kozéleti nyomas van a kutatokon, hogy lehetéség szerint

mérsékeljék a kutatdsok soran az allatkisérletek mértékét.%

Mar az Gtvenes évek végén
megjelent a 3R, mint vezérelv, mely a helyettesités (replace), csokkentés (reduce) és a
tokéletesités (refine) harmasaval kivanta mérsékelni a tudomanyos célra felhasznalt allatok
szamat és azok szenvedéseit. Ugyanakkor ezzel parhuzamosan az in vitro technikak tovabbra
sem ¢€lveznek teljes korti elfogadottsagot, aktiv munka folyik olyan eljarasok kifejlesztésére,
validalasara, melyek az in vivo vizsgalatok szamat csdkkenthetik.* % A probléma gydkere,
hogy az alapkutatdsokban hasznalt modszerek megbizhatosaga és az ellendrzd hatdsagok altal
vart megbizhatdsag nem egyezik, ezért mar évtizedek ota igyekeznek harmonizalni a kiilonb6z6

elvarasokat a kutatok.’® Az OECD és az Eurdpai Unié kozremiikodésével ezen munka

eredményeként sziilettek meg 2005-ben az in vitro toxikologiai technikak validalasanak
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feltételeit el6ird iranyelvek!®1%2 Azota tobb eljarasrend is kidolgozasra keriilt, melyek az j
szemléletet képviselé szamitogépes modellezés validalasara iranyulnak.1%3

A disszertacioban alkalmazott MTT és NR tesztek az Eurdpai Bizottsag 440/2008/EK
rendelete alapjan vegyi anyagok biztonsagossaganak értékelésekor alkalmazhatoak.'® A Caco-
2 sejtvonal mikronukleusz vizsgalattal, megfelel6 validalassal az Eurdpai Bizottsag 2017/735
rendelete szerint alkalmazhaté genotoxicitas meghatarozasara.1%%1%

Az MTT-teszt egy enzimatikusan katalizalt redox reakcid, mely a tetrazélium gyuriit
tartalmazoé festék redukalt és oxidalt formajanak eltéré szinén alapszik. Mosmann fejlesztette

ki proliferacié és citotoxicitas mérésre 1983-ban.1%’

CHa

.
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e

5. abra: Az MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélium-bromid) szerkezeti képlete. Forras:
https://www.sigmaaldrich.com
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Az MTT-teszt a kdzvélekedéssel ellentétben direkt mddon nem a sejtek mitokondrialis
aktivitasatol fiigg. Gyenge pozitiv toltése és hidrofob karaktere miatt a molekula atjut a
sejtmembranon ¢és a sejten beliil barhol lokalizadlt NAD(P)H fiiggd oxidoreduktdz és
dehidrogenaz enzimek katalizaljak a reakciot, ami soran a tetrazolium gyurt felnyilik és toltését
elveszti a vegyiilet.1®819 A NAD(P)H mellett egyéb elektrondonorok is szerepet jatszanak a
folyamatban, igy példaul a szukcinat vagy a piruvat. Az oldhatatlan formazan s6 elssorban a
sejten beliil raktarozodik, azonban a kiilénbozo sejtvonalak esetén exocitozisa is lehetséges. 1
Az oldhatatlansdga miatt végpont jelzéses az MTT-teszt, az ebbdl fejlesztett tovabbi
tetrazolium szarmazékok (MTS, XTT, WST-k) a sejtbe negativ vagy semleges mivoltuk miatt
nem vagy csak kis mértékben jutnak be, ezért valamilyen intermedier elektron akceptorra van
sziikségiik, ami a membran kiilsé oldalan 1évé redukcidra képes enzimek teljesitményét
megsokszorozza.!%® Elényiik, hogy a redukélt termék vizoldhatd. A mddszer citotoxicitas és
sejtproliferacio valamint egyéb moddszerekkel kombinalva a 1égzési lanc és a sejt
oxidoredukcids kapacitdsanak mérésére alkalmazhato. Gyors, egyszeriien kivitelezhetd, hiszen
a képz6do formazan s koncentracioja spektrofotometriasan mérhetd. Fals eredményeket olyan
esetekben kaphatunk, amikor az adott vegyiilet nem kozvetlen nekrozist vagy apoptozist okoz,
hanem tartdsan befolyasolja a sejt oxidoredukcids potencialjat, akar névelve, akar csokkentve
azt.1'*112 Azonban mivel t5bb tton is képes redukalni a sejt az MTT-t, specialis enzimatikus

gatloszerek esetén is mérhetiink minimalis atalakulast, ami arra utal, hogy a sejtek a kezelést
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tulélték.*® Tovabbi hatrany, hogy maga a vegyiilet toxikus, bér-, szem- és tiid@irritalé hatast
és feltehetSen genetikai karosodast képes okozni .1

A 440/2008/EK rendelet B.40A. része alapjan (mely egyenértékii az OECD TG 431
modszerével) in vitro bérkorr6zio (,,bor irreverzibilis karosodasa, nevezetesen vizsgalati anyag
négy oran at tartd alkalmazéasat kovetOen lathaté szovetelhalds az epidermiszen at és a
dermiszben”) megallapitasara alkalmas az MTT-teszt. A protokoll szerint 3D-s funkcionalis
stratum corneum-mal rendelkezd rekonstrualt epidermiszt tartalmazo emberi bérmodellre van
sziikség, mely feltétleniil emberi keratinocitakbol all. A kiilonb6z6 modellek egyedi validalast
¢s finomhangolast igényelnek. K6zos pont, hogy legalabb 2 parhuzamos mérést kell elvégezni
minden csoport esetén, pozitiv kontrollként erésen savas vagy lagos oldatok, a negativ
kontrollként fiziologias sooldat vagy viz elfogadhatok. A 0,3-1 mg/ml-es MTT oldatban 3 o6rat
tolt a bérminta, majd izopropanollal oldjak és 540 és 595 nm ko6zott mérik abszorbancigjat. A
sejtéletképességet a negativ kontroll szazalékos aranyaban kell megadni (mely 100%-nak
tekintendd). Egy tipikus bérmodellen, az EpiDerm' -en az alabbi kimeneteli eredmények
lehetségesek: korroziv az anyag, ha 3 perces expozicio elteltével 50%-nal kisebb az
¢letképesség vagy egy oOra expozicid utan kisebb, mint 15%. Minden més esetben az anyag nem
korroziv. A kiilonb6z6é bérmodelleken egyesével kell beallitani a kiiszob értékeket a korroziv
hatas eldontésére minta vegyszerek segitségével, melyek besorolasa mar ismert. Az Eurépai
Bizottsag 2017/735 rendelete ujabb felhasznalasra validalta az MTT-tesztet, in vitro
bdrszenzibilizaci6 tanulméanyozésa esetén sejtéletképesség mérésére (B.60. rész; egyenértékil
az OECD 442D protokollal). Ezesetben a modszer kiegésziti a luciferaz-aktivitas mérést,
kontrollként szolgal, hogy a transzfektalt HaCaT keratinocita sejtek elszenvednek-e
sejtéletképesség csokkenést a vegyszeres kezelések hatasara. A rendelet 4 6ras inkubaciot ir eld
a festékkel és a sejtek lizalasa utan 600 nm-en méreti az abszorbanciat. Az MTT-teszteket a

borkorrdzids vizsgalatban eldirt protokollhoz hasonléan végeztem Caco-2 sejteken.

11./6. A Neutral Red-teszt
A neutralvoros egy fenazin szarmazék, melyet a sejtek fagocitozis Utjan vesznek fel a

sejtmédiumbol, 1985-ben Borenfreund és Puerner hasznaltak el6szor —citotoxicitas

HsC N CI”
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6. abra: A Neutral Red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) szerkezeti képlete. Forras:
https://www.sigmaaldrich.com

mérésére.!1°
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Citotoxicitas mérésére kétféleképpen hasznalhatd. Egyrészt tigy, hogy a sejteket a karos
behatds utan kezeljiikk a tdpfolyadékkal, melyben neutralvords reagenst oldottak és a felvett
festék mennyiségét mérjiik, a sejtek szolubilizalasa utan spektrofotometriasan (NRU — Neutral
Red Uptake assay).!'® Masrészt tigy, hogy a sejtekkel a médiumbol eldzetesen felvetetjiik a
festéket és a behatds utan vizsgaljuk, hogy mennyi festéket adnak le membran/lizoszéma
karosodas kovetkeztében egy kioldd kozegben, majd ezt spektrofotometriasan mérjiik (NRR —
Neutral Red Release assay).!!” A modszer alapja, hogy a festék semleges pH-n nem vagy csak
gyengén toltott, emiatt a negativ potencialil sejtmembranon konnyen atjut, a lizoszoémak erdsen
savanyu koézegében toltotté valik és mivel a lizoszomék bels6 membranja toltésii igy mar nem
tud  kijutni. 819 A lizoszomék savas kémhatdsanak fenntartisa ATP mikddtette
protonpumpakat igényel. Ezek miatt alacsonyabb sejtéletképességet NR teszt esetén az alabbiak
miatt tapasztalhatunk: 1. a sejt nekrdzisa, apoptdzisa, 2. sejtmembran/lizoszoma membran
kérosodasa, 3. az ATP szint csokkenése vagy a protonpumpak gatlasa.'®® A modszer jol
kvantifikalhatd, gyors, egyszer(i, olcso, stabil és nem toxikus maga a festék ¢s valtozatos
koriilmények kozott, sokféle sejtvonalon alkalmazhat6.'?212®  Akut oralis toxicités
meghatarozasara jo érzékenységgel, de alacsony specificitassal hasznalhato, igy a toxikus
anyagok monitorozasara alkalmas jobban.?* Kevésbé informativ olyan anyagok esetén, melyek
nem nekrozist vagy apoptdzis okoznak, hanem specifikusan a lizoszomak membranjat
tamadjak, ilyenkor hamis eredmények adhat a teszt.12>1%7

A 440/2008/EK rendelet B.41. része alapjan (mely egyenértékii az OECD TG 432
modszerével) in vitro fototoxicitas mérésére (,,olyan akut toxikus reakcio, amelyet a bér elobb
bizonyos vegyi anyagoknak, majd azutan fénynek vald expozicidja idéz eld, vagy amelyet
hasonloan, valamely vegyi anyag szisztematikus alkalmazasa utdn a bor besugarzasa idézi eld”)
a neutralvords felvételi teszt alkalmazhato. A kisérleteket 96 lyuku plate-en nem konfluens egér
fibroblaszt Balb/c 3T3 sejteken kell végezni, melyek fotoszenzitivitasat folyamatosan
figyelemmel kell kovetni. A két parhuzamos plate-en elvégzett 8 kiilonb6zd koncentracio
értéken vizsgalt vegyszer esetén tigyelni kell rd, hogy a hasznalt pufferek, oldoszerek ne
legyenek citotoxikusak, ne lépjenek interakcidba a vizsgalt szerrel, a fényelnyelést ne zavarjak.
A besugarzashoz hasznélt normal és sziirt napfényszimulatorokat doziméterrel kell ellendrizni.
A sejteket sotétben eldszor 60 percig kell inkubalni a minta oldatokkal, majd 50 percig
sugarzasnak kitéve, a kontroll plate ekkor is sotétben marad. 24 6raval késébb 50 pg/ml
neutralvoros reagenst tartalmazé médiummal 3 oraig kell inkubalni a plate-eket, majd
savanyitott viz és etanol elegyével kell eléhivni, és a rendeletben részletezett képletek

segitségével kell megadni a fototoxicitas mértékét. Doktori tanulméanyaim alatt az 4ltalanosan
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elterjedt NR protokoll Caco-2 sejtekhez modositott verzidjat alkalmaztam.'?® 2 6rara
roviditettem az inkubécios i1d6t, mivel ezek a sejtek harom oOra utdn nagymértékii
festékfelvételilk miatt csak a legextrémebb behatasokra mutattak sejtéletképesség csokkenést.

Az MTT- és az NR-tesztek szakirodalmi Gsszevetésébdl latszik, hogy sok kiilonb6zo
vegyiilet és sejtvonal esetén is képesek hasonld értékeket mutatni, igy novényvédo szerek, e-
cigaretta folyadékok, novényi kivonatok, fenolos vegyiiletek valamint vegyszerek széles
spektrumi sziiré vizsgalata soran.'?212%13% Ugyanakkor nem egy tanulmany szadmol be a két
teszt eltér6 eredményeir6l azonos vizsgalati elrendezésben. Klorokin endothelialis
toxicitasanak vizsgéalata soran a neutralvords reagenst eleve csak lizoszoma festéknek
hasznaltak, mivel a szerrdl ismert a lizoszomakat befolyasol6 hatésa, mig a citotoxicitast MTT-
vel mérték.?3* Glikolizis inhibitorokat (2-dezoxigliikoz, 3-brémpiruvat, lonidamin) vizsgalva
megallapitottak, hogy az MTT-teszt hamis eredményt ad mas modszerekkel Gsszehasonlitva,
tobbek kozott a neutralvordssel, mely pontosan mérte a citotoxicitast.*? Rézkomplexeket
vizsgdlva szintén az NR-teszt bizonyult jobb pontossagunak.’®®  Nemszteroid
gyulladascsokkentoket human vékonybél epithél sejtvonalon vizsgalva ugyanakkor, az MTT-
tesztet talaltik érzékenyebbnek.!®® Ugyancsak érzékenyebb volt az MTT-teszt kobalt-klorid
agyi eredetii sejtvonalakon torténd vizsgalata soran az NR-hez képest.!*” Elektromos ellenallast
monitoroz6 sejtéletképesség méré modszerekkel szemben mindkét technika rosszabb
eredményeket mutatott.’®® A sejtekrdl nem tokéletesen eltavolithatd nanopartikulomok esetén
a spektrofotometrias mérések soran lehet hibas eredményekre szamitani, az abszorbancia
novekedése miatt.’*® Ugyanakkor kadmium-klorid méjsejtvonalakon végzett dsszehasonlitd
citotoxicitasi vizsgalatdban az MTT és az NR bizonyult pontosabbnak az LDH ¢és a totalprotein
médszereknél.}*® Mivel a legtdbb vizsgalt vegyiilet biologiai hatasa a sejtekre nem meriil ki a
nekroézisban vagy az apoptdzisban, mely a sejtek egyértelmll pusztuldsat jelentik, ezért a
kiilonb6z6 vizsgalt koncentracid tartomanyokban eltérd mértékben befolyasoljak a kezelt sejtek
homeosztazisat. Le kell szogezni, hogy a két, eltéré mechanizmussal miikodo sejtéletképességi
teszt eltérd gyenge pontokkal (és erdsségekkel) bir, igy konnyen eléfordulhat, hogy egy adott
molekula vizsgalata esetén az egyik modszer hamis eredményt mutat. Ezért rendkiviil fontos a
tesztek OsszekoOtése, parhuzamos alkalmazisa, mivel igy kikiiszobolhetd, hogy téves
kovetkeztetést vonjunk le, csak egy modszerre alapozva hipotézisiinket.

Mind a parabének, mind a szorbatok esetén kevés publikacio all rendelkezésre, mely az
elébb emlitett modszereket alkalmazta volna sejtéletképesség mérésére. Wong-Kilbourne
human konjunktivalis epithél és immortalizalt 10.014 pRSV-T cornedlis epithél sejteken a
metil-parabén MTT-teszttel mérve viszonylag alacsony, 0,005-0,0075% illetve 0,0075-0,01%
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kozotti ICso értékeket mutatott a két sejtvonalon, mely alacsonyabb volt a benzalkonium-klorid
értékeinél is.2*! Ugyanakkor azonos médszerrel mérve, a HUGU huméan gingivalis fibroblaszt
sejtvonalon 0,2%-o0s koncentracid sem okozott 50%-ot elérd sejtkarosodast.1*? Vérbdl izolalt
neutrofil granulocitdkon szintén MTT-teszt szerint a 0,3%-0s metil-parabén sem csokkentette
20%-nal jobban a sejtéletképességet.1*> HUVEC sejtvonalon pedig 48 6raval az inkubéci utan
allapitottak meg MTT-teszttel 7 pg/ml ICso értéket.}* Fontos megemliteni, hogy az egyes
kisérletek eltérd protokoll szerint alkalmaztak a tetrazélium gyiri felnyilasaval jard reakciot,

igy az eredmények 0sszehasonlithatdsaga korlatozott.

11./7. A Caco-2 sejtvonal
A Caco-2 egy 72 éves kaukézusi rasszu férfi els6dleges vastagbél daganatibodl izolalt,

1145147 Differenciacid soran konfluens

epithelidlis, adherens, hipertetraploid sejtvona
monolayert alakitanak ki és a sejtek morfologiajukat és funkcionalitasukat tekintve, a
vékonybél enterocitdinak feleltethetéek meg, polarizaltak.1*34® A rengeteg specifikus
transzporter fehérje illetve az in vivo koriilményekhez hasonld sejt-sejt kozotti kapcsolat miatt
altalanosan elterjedt modellrendszer sejttenyésztd inzertekre szélesztve a kiilonbozo
hatéanyagok, vegyiiletek felszivodasanak vizsgalatara.'®%152 A transzporton kiviil a kiilénboz6
hatéanyagok Caco-2 sejteken beliili metabolizmusanak, valamint maganak a Caco-2 sejteknek,
mint farmakologiai célpontnak a tanulmanyozasa is gyakori.l>* 1% A sejtvonalat alkalmazza a
mikrobiologia is, a monolayer és kiilonb6z0 bélrendszeri patogén vagy probiotikus fajok
kozotti interakceid vizsgalatara, ahol a mikrobak tapadasat vagy a monolayeren vald atjutasat,
vegyiiletek, mikrobialis toxinok esetén.'0-162 A sejtvonal hatranya, hogy a valos vékonybél
ham t6bb, egymassal interakcioban allo sejttipusbodl épiil fel, igy pontos modellezésre nem
képes, nem termel a vékonybélre jellemzé nyalka polimereket, illetve nem tokéletesen
azonosan képezi le az in vivo megtalalhato transzportereket és enzimeket és szorosabbak a sejt-

sejt tight junction kapcsolatok, mint in vivo.1®3

11./8. Galleria mellonella, mint modellszervezet:

Az in vitro kisérleteknél er6sebb bizonyitd erével birnak az in vivo, €16 szervezeteken
elvégzett vizsgalatok, melyek szabalyozasa az Eurdopai Unidban az Eurépai Parlament és
Tanacs 2010/63/EU iranyelvén alapszik. Az iranyelv kiterjed a gerinces allatokra és a
labasfejliekre és rendkiviil szigoru eldirasokat fogalmaz meg az érintett fajokkal kapcsolatban.
A tudomanyos korokben a toxikoldgiai vagy farmakoldgiai tesztek legjobban elfogadott

modellszervezete a ragcsalé modell, ezen belill is a patkany vagy egér modell. Gyakorlati
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alkalmazasuk azonban szdmos korlatba {itkdzik az emlitett irdnyelv altal megszabott keretek
miatt. Hasznalatuk etikai engedélyhez kotott, mely csokkenti a kutatd mozgasterét, ha a kisérlet
lefolyésa kozben szeretne a kezeléseken valtoztatni, tovabba jelentds adminisztrativ teherrel jar
mar maganak az engedélynek a megszerzése is. Az allatok életkoriilményeinek biztositasa
szintén specialis allathazat igényel megfeleld személyzettel és eszkozokkel, tappal, alommal és
maguk az allatok is koltségesek (Sprague-Dawley him patkanyok, 250-300 g: netto kb. 11.000
Ft, 2021. februari piaci helyzet alapjan) rdadasul a sajat tenyészet fenntartdsa is nehézkes az

emlOsOk aranylag hosszii vemhessége ¢és alacsony szaporulata miatt.
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7. abra: Taldlatok szama az adott kifejezésekre a PubMed (National Library of Medicine, Amerikai Egyesiilt
Allamok) keresd feliiletén. A keresés 2021.03.12-én tortént, minden dokumentum tipusban.

A mikrobiologia mar régota alkalmazza az azonos faju, de kiilonboz6 torzsbe tartozo
korokozok virulenciajanak Osszehasonlitasara a Caenorhabditis elegans fonalférget illetve a
Drosophila melanogaster ecetmuslicat.!®#1% Azonban ezen fajoknal eldnydsebb a Galleria
mellonella, a nagy viaszmoly larvaja (hernyoja), mely az el6bb emlitett fajokkal szemben akar
37 °C-on is életképes, ezért a hdmérsekletfliggd bakterialis virulencia faktorok kifejezddését is
meg lehet vele figyelni.l®® Ez egy novekvd népszeriiségnek &rvendd mikrobiologiai
modellrendszer, melyet az elmult években kezdtek el toxikoldgiai vizsgalatokra alkalmazni.

A larva mind sejtes, mind humoralis immunvélasszal is rendelkezik, melyek alapvetd
hasonlosdgot mutatnak az emldsdk immunrendszerének bizonyos elemeivel.!®’ Elobbi
csoportba tartoznak a hemocitak, melyek kiilonb6z6 tipusai részt vesznek a fagocitozisban, a
tokképzésben és a rogképzodésben, valamint homolog fehérjéik vannak a human neutrofil
granulocitdkkal, mig utdbbi csoportba kiilonbozd opszoninok és antibakterialis fehérjék
tartoznak (lizozim, defenzinek stb.).®” Az immunrendszer kiilonds ismertetdjegye még a
melanizacio, mely a lokalisan aktivalodo fenoloxidaz enzimek miikodésének eredményeként
melanint termel, amitdl a larvan az érintett teriiletek barna foltként jelennek meg. A foltok

megjelenése helyi immunreakciot, tokképzddést, szdveti karosodast jelent. 1%
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8. abra: A: Egészséges G. mellonella larvak Petri-csészében. B: G. mellonella larvak befecskendezése kisérleti
anyaggal a bal utolsé labnal. C: Egészséges larva. D: Teljes testfeliileten melanizalt, elhullott vagy hamarosan
elhull6 larva. Forras: 16

A mikrobiologidban azonban nemcsak a kiilonb6z6 patogének kozotti kiillonbségtételre,
hanem in vivo terapidk, antimikrobialis szerek hatasanak tesztelésére is hasznaljak, melybdl
egyenesen kovetkezik a kiilonbozo vegytiletek toxicitas mérésének lehetésége. Jellemzéen csak
antibiotikumok, antifungalis szerek tesztelésével foglalkoztak kezdetben, azonban hamar
kideriilt, hogy a larva altal mutatott relativ toxicitds aranyosan hasonld az egereken vagy
patkanyokon megfigyelthez.1’® Azonban mar mas vegyiiletek, példaul kiilonbozdé szénlanc
hosszusagu ionos 1-alkil-3-metilimidazol kloridok esetén is mas modellszervezetekkel
osszehasonlithatd eredményeket kaptak.!’* A faj ugyanakkor érzékeny a kiilonbozo
oldoszerekre, mint példaul a DMSO ezért fontos mindig az olddszerrel, formulacios kozeggel
is kontroll mérést végezni.!’> A legujabb tanulmanyok mar kiilonbozé feliiletii lipid
nanokapszulakat illetve fém nanorészecskéket vizsgéltak a larvakban és alkalmasnak talaltak
oket tovabbi gyodgyszertechnologiai formulaciok tesztelésére.l”> 1> Az egyszerii mortalitas
megfigyelése mellett ugyanakkor lehetdség van tovabbi informacid kinyerésére az allatokbol,
lehet vizsgélni mozgasukat, hemocita szdmukat vagy szoveti 1ézidjukat a befecskendezett
anyagok hatasara.l’#1’® Loh és munkatarsai egy komplexebb kiértékelési rendszert dolgozott
Ki a mortalitasi vizsgalatokhoz, ahol az egyes csoportokat pontozni lehet mozgasi
hajlandosaguk (nem mozdul, stimuldciora megmozdul, stimuldcidora mozog, stimulacié nélkiil
mo0zog), a babozodas mértéke (nincs gubo, részleges gubd, teljes gubd képzddés) és a
melanizacio (teljesen fekete a larva, fekete és barna foltok szdma, nincs melanizacié) alapjan.t’’

A gyakorlatban a kisérletek befecskendezéssel torténnek altalaban a bal utolso labba egy
vékony tlivel. Lehetséges még az etetés €s az erdltetett etetés is, mint vegylilet bejuttatasi mod,
azonban eldbbi nem garantal biztos térfogatot, mig utobbi munkaigényesebb. A larvékat a

kiilonb6z6 befolyasold faktorok hatasanak csokkentése érdekben érdemes legalabb 1 napig
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éheztetni, illetve kb. 10-15 °C-os hOmérsékleten hiiteni. Inkubacidé soran keriilni kell a
kozvetlen fényt, mely zavarolag hat rajuk.

A faj, mint modellszervezet ugyanakkor tobb hatrannyal is bir. A legfontosabb, a nem
teljes genom szekvenaltsag és a fenotipusos variacio. Jelenleg még nem allnak rendelkezésre
allandosult torzsek ismert fenotipusokkal (genotipusokkal) ellenérzott kereskedéknél, amik
mindig ugyanolyan larvakat eredményeznek, csak egyes kistermeldktdl lehet Oket beszerezni,
akik elsésorban eleségallatnak tenyésztik dket. Befolyasoljak a larvak reakciojat a kezelés elotti
koriilmények, igy a hdmérséklet és az éhezés.!’®1"® Ugyanakkor ezek a tényezdk jobban érintik
a mikrobiologiai vizsgalatokat, mivel a két ¢éldszervezet (a patogén és a larva) interakcidjat
jobban moédositjak az egyedenként eltéré gének és immunrendszer, mint az egyedek reakcidjat
egy-egy vegyiiletre. Osszességében a G. mellonella egy 1j, a ragesalé modellnél olcsobb és
egyszerlibben hasznalhaté modellszervezet toxicitdsi vizsgalatokra, azonban jelenleg még nem
érdemes kozvetleniil mg/ttkg-ban kifejezett LDso értékek meghatarozasara hasznalni. Ehelyett
az in vitro toxicitasi adatok kiegészitésére és az in vivo toxicitas eldrejelzésére tudjuk hasznalni,
valamint a kiilonb6z6 vegyiiletek, formulaciok egymashoz képest mért toxicitasat lehet
konnyen, olcson (20 db 2-3 cm-es larva kb. 500 Ft, 2021. februari piaci helyzet alapjan)

meghatarozni.
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1. Célkitiizés

Doktori kutatomunkam kezdeti célja az volt, hogy a Gyodgyszertechnoldgiai Tanszéken
rendelkezésre allo, rutinszeriien végzett citotoxicitasi vizsgalatok segitségével atfogobb képet
kapjak a folyékony gyogyszerformakban gyakran hasznalt tartdsitdszerek sejtkarositd
hatasanak természetérél, modosithatosagarol. A szakirodalom ugyanis kevéssé foglalkozik
ezen vegyiiletek sejtéletképességre gyakorolt hatdsaval, kiilonésen kevés a human
sejtvonalakon végzett kisérlet és a technologiai segédanyagokkal valé interakcio keresése. Az
évek soran a kezdetben alkalmazott Caco-2 sejtvonal és MTT-teszt, a késGbbiekben NR-
teszttel, G. mellonella befecskendezéssel, aramlasi citometriaval valamint antimikrobialis
tesztekkel egésziilt ki, melyek segitségével a citotoxicitason tulmenden, mar komplex képet
lehet kapni a vizsgalt vegyiiletek biokompatibilitasar6l. Mivel a téma teljes kibontasahoz
molekularis biologiai és mikrobioldgiai mdodszerek intenziv alkalmazéaséra lenne sziikség, mely
tilmutat a gydgyszertechnoldgia témateriiletén, az elvégzett kisérletsorozatok kiilonbozo
témakorokben, mas-mas kérdésfelvetéssel indultak, nem épiiltek szorosan egymasra, hanem a
rendelkezésre 4ll6 metodikakkal, a gydgyszerformulaciohoz kapcsolododan igyekeztek egyes
anyagokat, jelenségeket vizsgalni. Kérdésfeltevéseink az aldbbiak voltak:

1. Modositjak-e mas technoldgiai segédanyagok a tartdsitészerek citotoxicitasat?
Korabbi TDK munkamra épiiléen, metil-parabén és benzalkonium-klorid esetén Caco-2
sejteken, MTT-teszttel vizsgaltuk, hogy tapasztalhat6-e emelkedett vagy csokkent
sejtkarosodas tenzid és viszkozitasnovel6 polimer oldat hozzaadasa esetén.

2. Moédositjak-e adott technologiai segédanyag-kombiniciok a tartositészerek
sejtkarosité hatasat human és mikrobialis sejteken? Metil-, etil-, n-propil- és n-butil-
parabént formulaltunk két komplex koszolvens rendszerben, melyek kiilonb6z6
citotoxicitasu oldoszereket és tenzideket tartalmaztak. Caco-2 sejteken MTT-teszttel
vizsgaltuk a citotoxicitast és P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, C. albicans, C. parapsilosis,
C. glabrata fajokon az antimikrobialis hatast mikrodilicios modszerrel.

3. Tartoésitészerként alkalmazott karbonsavak Kkiilonb6zé sé6i azonos mértékben
csokkentik-e a sejtéletképességet? Szorbinsav, benzoesav és propionsav natrium, kalium
¢és kalcium s¢jat hasonlitottunk 6ssze Caco-2 sejteken NR és MTT-teszttel, hogy a kisérd
ionok citotoxicitast befolyasolo hatasat vizsgaljuk.

4. Miben kiilonboz6 a sejtkarosité hatasa a szorbat-észtereknek a szorbinsavhoz képest?
Szorbinsavat, kalium-szorbatot, etil-szorbatot és izopropil-szorbatot hasonlitottunk &ssze,

hogy megvizsgaljuk, a szorbat-észterek toxicitasa és gatl6/616 hatasa, hogyan viszonyul az
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anyamolekuldhoz képest. A biokompatibilitast Caco-2 sejteken MTT- és NR-teszttel és
aramlasi citometriaval, G. mellonella larvakon befecskendezéssel, az antimikrobialis hatast
pedig E. coli, S. aureus, C. albicans fajokon id6-61¢és teszttel vizsgaltuk.

Milyen biokompatibilitasi interakciok 1épnek fel illdolajok és tartositoszerek kozott?
Citrom, rozmaring és borsmenta illoolajat formulaltuk emulzidként, mint lehetséges
tartositoszereket és ezek hatasat vizsgaltuk Caco-2 sejteken MTT- és NR-teszttel, G.
mellonella larvakon befecskendezéssel, valamint E. coli, S. aureus, C. albicans fajokon
mikrodilucios moédszerrel. Az emulziokat kalium-szorbattal is kiegészitettiik, hogy
szinergizmusokat talaljunk.

Mennyiben eltéré a konstiticios izomer parabének sejtkarosito hatasa? n-Propil-,
izopropil-, n-butil-, izobutil-, n-pentil-, izopentil-parabén vizoldékonysagat, citotoxicitasat
vizsgaltunk Caco-2 sejteken MTT- és NR-teszttel, valamint E. coli, S. aureus, C. albicans
fajokon mikrodilticioval, hogy az elagazd és nem elagazo szénlancu észterek kozotti

szerkezet-hatas Osszefiiggéseket feltarjuk.
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V. Anyagok és modszerek

IV/1. Kisérletek soran felhasznalt anyagok

A kisérletsorozatokban felhasznalt tartdsitoszereket a Magyarorszagon kereskedelmi
forgalomban elérhetd legfinomabb mindségben szereztikk be (ahol lehetséges volt,
gyogyszerkonyvi mindségben).

Alfa Aesar (Kandel, Németorszag) gyartmany volt a kalium-szorbat (CAS szam: 24634-
61-5 tisztasag: 99%), kalium-benzoat (582-25-2, 99%), kalcium-benzoat-hidrat (2090-05-3,
98%), a n-propil-para-hidroxibenzoat (94-13-3, 99+%), az izopropil-para-hidroxibenzoat
(4191-73-5, 98%), az izobutil-para-hidroxibenzoat (4247-02-3, 98%), a n-pentil-para-
hidroxibenzoat (6521-29-5, 98%), a benzalkonium-klorid (68424-85-1) és a 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid (Neutralvoros festék, NR, 553-24-2, 100%).

Az Acros (Geel, Belgium) terméke volt az etil-para-hidroxibenzoat (120-47-8, 99%).

TCI (Zwijndrecht, Hollandia) gyartmany volt a kalcium-szorbat (7492-55-9, 95+%), a
natrium-szorbat (7757-81-5, 98+%), a natrium-propionat (137-40-6, 98+%), a kalium-
propionat (327-62-8, 98+%), a kalcium-propionat (4075-81-4, 98+%), a n-butil-para-
hidroxibenzoat (94-26-8, 99+%), az etil-szorbat (2396-84-1, 98+%) és az izopentil-para-
hidroxibenzoat (6521-30-8, 98+%).

Sigma-Aldrich gyartmany volt a 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-
bromid (MTT, 298-93-1, 97.5+%) és a xantan gumi (11138-66-2).

A Molar Chemicals Kft.-t6l (Halasztelek, Magyarorszag) szereztilk be a szorbinsavat
(110-44-1, Ph. Eur. 9.), a natrium-benzoatot (532-32-1, Ph. Eur. 10.), a glicerint (56-81-5, Ph.
Eur. 9.), a poliszorbat 20-at (9005-64-5, Ph. Eur. 9.), a metil-para-hidroxibenzoatot (99-76-3,
Ph. Eur. 9.), a rozmaring illoolajat (84604-14-8, Ph. Eur. 9.), a citrom illoolajat (8008-56-8, Ph.
Eur. 9.), a borsmenta illdolajat (8006-90-4, Ph. Eur. 9.) és az etanolt (64-17-5, 96%, Ph. Eur.
9.). Szintén a Molar Chemicals-t6l szarmazott a 2-hidroxietil-cellul6z (9004-62-0, Ph. Eur. 9.),
amelybdl a Mucilago hydroxyethylcellulosi (2/2013 MAG kozlemény 3. rész) késziilt a
Gyogyszertechnologiai Tanszék gyakorlati laboratoriumaban.®®

A Gattefossé (Lyon, Franciaorszdg) bocséjtotta nagylelkiien rendelkezésiinkre a
Labrasol® és a Capryol® PGMC termékeket.

1V./2. Sejttenyésztés modszertana, anyagai
A kisérletekhez hasznalt 86010202 katalogusszamti Caco-2 sejtek az ECACC-tol
(Salisbury, Egyesiilt Kirdlysag) szarmaztak. A sejttenyésztd tapoldat dsszetétele az alabbi volt:

Sigma-Aldrich D5648 katalogusszamia DMEM médium, mely 4,5 g/L D-gliikozt, fenolvords
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indikatort, 0,584 g/L L-glutamint tartalmazott, melyet 3,7 g/L molekularis biologiai mindségii
natrium-hidrogén-karbonattal (Sigma-Aldrich), 10 V/\% F9665 katalogusszamu dél-amerikai
eredetii foetalis szarvasmarha szérummal (Sigma-Aldrich), 1 VA% 13-114E katalégusszamu
Lonza (Bézel, Svdjc) MEM nem esszencialis aminosav oldattal és 1 VA% 17-602E
katalogusszamu Lonza penicillin (10,000 NE/ml) — streptomycin (10,000 pg/ml) oldattal
egészitettlink ki és szlrtiink sterilre. A médium elkészités utdn két héttel 35050061
katalogusszamii GlutaMAX™ (Thermo-Fisher, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok)
stabilizalt L-alanin-L-glutamin dipeptid tartalmu oldattal keriilt kiegészitésre 1:100 aranyban.
Pontos Osszetétel az 1. fliggelékben olvashatd. A sejtvonalak hetenként egyszer keriiltek
passzalasra; tripszin-EDTA emésztést kovetden 75 cm? teriiletdi feliiltkezelt flaskakba
szélesztettiik 6ket majd 5% COz tartalmu atmoszféraban, 37 °C-on ndttek a passzalasok kozott.
Minimum 20 és maximum 40 passzdzsszamu sejtek keriiltek felhasznalasra a kisérletekben.
Minden sejtekkel kapcsolatos miiveletet elézetesen fertdtlenitett laminaris aramlasa flilkében
végeztiink. A PBS oldat a Tanszéken keriilt eldallitasra, Sigma-Aldrich D5652 katalogusszamu
PBS porbol tovabbi 1,85 gramm/L dinatrium-hidrogén-foszfat hozzaadasaval, sterilre
sziiréssel. A sejttenyészetek fenntartasa a Gyodgyszertechnologiai Tanszék sejtlaborjaban folyt,

TDK hallgat6éim segitségével.

IV./3. Sejtéletképességi vizsgalatok

A sejteket passzalas utan 96 lyuktl mikroplate-ekre szélesztettiik ~1 millio sejt/plate
koncentracioban, 100 pl médiumos sejtszuszpenzid/lyuk mennyiséggel. 1 hét utan a hasznalt
médium eltavolitasra Keriilt és a tesztoldatokat valamint a kontrollként hasznalt PBS oldatot
100 ul térfogatban a plate-ekre pipettaztuk, a kisérletekben megadott, valtozo lyuk/csoport
szamban. Csak a 96 lyuku plate bels6, 60 lyukjat hasznaltuk, a kiilsé oldalon 1évé lyukakat
nem. A sejteket egységesen, 30 percig inkubaltuk a tesztoldatokkal, majd ezeket eltavolitottuk
torzsoldat PBS torténd tizszeres higitasat, mig NR esetén a 33,3 mg/ml térzsoldat sejttenyésztd
médiummal térténd azonos aranyu higitasat jelentette. Ezutan 37 °C-on tartottuk a plate-eket,
elébbi teszt esetén 3, utdbbi esetén 2 oOra iddtartamig. Az eldhivas és a kiértékelés azonos
protokoll szerint tortént, a reagensek eltavolitasa utan 25:1 aranyu izopropil-alkohol (67-63-0,
Ph. Eur. 9. Molar Chemicals) — 1 M sésav (7647-01-0, Ph. Eur. 10. Molar Chemicals) oldattal
€s osztott pipettaval torténd alapos mosassal roncsoltuk a sejteket és alakitottunk ki homogén
oldatokat a plate lyukjaiban. Az elsd kisérletsorozat soran egy FLUOstar OPTIMA (BMG

Labtech, Ortenberg, Németorszag) késziilékkel mértiik az abszorbanciat, 570 nm majd 690 nm
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hullamhosszon, elobbi értékekbdl az utdbbit kivonva, a plate-eket razatva. Az Osszes tobbi
vizsgalatnal egy id6kdzben a Gyogyszerésztudomanyi Kar altal beszerzett Multiskan Go
(Thermo-Fisher, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziiléket alkalmaztunk. Ezen a
késziiléken 565 nm és 540 nm hullimhosszon mértiik az abszorbanciat MTT-teszt, illetve az
NR-teszt esetén és a plate-ek négy sarkaban 1év0 tires lyukakat hasznaltuk a hattér felvételéhez.
Ezen lyukak kezelést nem kaptak, a kezelt plate-ekkel azonos modon kertiltek eldhivasra igy
csak a plate sajat elnyelését mérhettiik veliik, atlagos elnyelésiiket kivontunk a kezelt lyukak
mért abszorbancia értékeibdl. A vizsgalatok a Gydgyszertechnologiai Tanszék laborjaban

keriiltek elvégzésre, TDK hallgatoim segitségével.

IVV./4. Galleria mellonella larva befecskendezéses kisérletek

A hatodik fejlédési stadiumban 1évé G. mellonella larvakat a Bugs World Kft.-t6l
(Budapest, Magyarorszag) szereztilk be. A larvakat érkezésiik utan megtisztitottuk és uj,
szell6z6 edényekbe helyeztik és kb. 10 °C-on, sotét helyen taroltuk 1-2 napig majd
felmelegitettiilk Oket szobahdémérsékletre a kisérletekhez. Mind az elsé, mind a masodik
atvalogatas soran kiszelektaltuk az elpusztult vagy tal kicsi példanyokat igy csak egészséges 2-
3 cm kozotti egyedeket hasznaltunk, melyek melanizacié jelét nem mutattak. Kontrollként
minden alkalommal PBS-t alkalmaztunk, a befecskendezett mennyiség 20 pl volt minden oldat
esetén. A befecskendezésre az utolsod labacska utani farki tertileten keriilt sor egy 29G-s tiivel
¢és egy inzulin tollal. A larvakat ezutan kezelési csoportonként szell6zo edényekbe tettiik és
sotét, 30 °C-os helyre helyeztiik. Eletképességiiket a megadott iddpontokban, finom fizikai
kontaktussal ellendriztiik.

A kiilonboz6é szorbat szarmazékok vizsgalata sordn Dr. Pfliegler Valter Péter, a
Molekularis Biotechnoldgiai €s Mikrobiologiai Tanszék munkatarsa segitett, a kisérletet is a
Tanszék laboratoriumaban végeztik, mig a késdbbi in vivo vizsgalatokat mar a
Gyogyszertechnologiai Tanszéken végeztem, TDK hallgatéim segitségével. A moddszer

betanulasara is Dr. Pfliegler Valter Péter segitségével keriilt sor az elobb emlitett kisérlet soran.

IVV./5. Antimikrobialis vizsgalatok.

A tartdsitoszerek mikrobakra gyakorolt hatasat Pseudomonas aeruginosa (ATCC®
27853™), Escherichia coli (ATCC® 25922™)_ Staphylococcus aureus (ATCC® 43300™),
Candida albicans (ATCC® 10231™), C. parapsilosis (ATCC® 22019™) ¢és C. glabrata
(ATCC® 90030™) referencia torzseken vizsgaltuk. A bakterialis sejteket Mueller-Hinton, mig
a gomba sejteket RPMI-1640 médiumban ndvesztettiik, szélesztettiik. Kisérleteink vagy az
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EUCAST E.Dis 5.1 és E.Def 7.3.2. mikrodilticios modszerei szerint végeztiik vagy id6-61és
teszteket hajtottunk végre, 180181

A mikrodilucios modszer esetén egy 96 lyuku mikroplate-re 100 pl bakterialis vagy
fungalis inokulumot pipettaztunk, elébbick esetén 5*10° sejt/ml, utdbbiak esetén 2*10° sejt/ml
koncentracioban. Ehhez 100 pul tesztoldatot (adott vegyszer/formulacié a megfelelé mikrobialis
médiumban oldva) adtunk lyukanként és 24 6rara 37 °C-on inkubdltuk a sejteket. Ezutan az
egyes lyukak abszorbancigjat Multiskan Go spektrofotométerrel mértilk, 492 nm
hullamhosszon a fungalis, 600 nm hullamhosszon a bakterialis sejtek esetén. Akkor itéltiik
jelentds gatlo hatastnak a tesztelt anyagot, ha a kontrollhoz képest legalabb 50%-os turbiditas
csokkenést észleltiink.’® A turbiditds mértéket az abszorbancia alapjan szdmoltuk:
100%™ (Alyuk-Anater)! (Akezeletlen-Anater) . A Kezeletlen, csak inokulumot és plusz 100 ul médiumot
tartalmazd lyukak mellett a hattérként hasznalt lyukakba 200 pl médium/optikai denzitast
mutatd higitott formulacié keriilt. A vizsgalt anyagokat mindig az adott torzsnek megfeleld
médiumba oldottuk torzsoldatként, olyan koncentracioban, hogy a 200 pl-re torténd
kiegészitést kovetden kialakuljon a vizsgalni kivant koncentracio.

k183 esetén 5 ml térfogati tenyészté csdvekben, a gomba sejtek 1*10°

Az 1d6-01¢és kisérlete
sejt/ml, mig a bakterialis sejtek 1*10°-107 koncentracioban keriiltek szélesztésre, 7-es pH-ra
beallitott RPMI-1640 illetve Mueller-Hinton tapfolyadékokban. C. albicans esetén 100 pl
feliiluszot tavolitottunk el adott id6kozonként, amiket tizszeres higitas utan 4*30 pl
mennyiségben Sabouraud dextréz agar taptalajra szélesztettiink és inkubaltunk 35 °C-on 48
oOran at. E. coli és S. aureus esetén az azonos modon higitott feliiliszokat azonos mennyiségben
Mueller—Hinton taptalajra szélesztettiik ¢s inkubaltuk azonos méodon.

Az antimikrobialis vizsgalatokat mindegyikére a Debreceni Egyetem Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében keriilt sor, az Intézet munkatarsai, dr. Kovacs Rendtdo Laszlo
egyetemi tanarsegéd, Nagy Fruzsina és Toth Zoltan PhD hallgatok végezték a kisérleteket és a

kiértékelést. Az abszorbancia mérését a mar kordbban emlitett Multiskan Go készilékkel én

végeztem.

I1V./6. 1zopropil-szorbat szintézise, tisztitasa

Kisérleteinkhez mi magunk szintetizaltuk a kereskedelmi forgalomban realis aron nem
beszerezhetd izopropil-szorbatot. 11,7 ml, 0,15 mmol izopropil-alkoholhoz 100 ml széaraz
diklor-metant adtunk argon atmoszféra alatt és 0 °C-ra hitottik. 2 ekvivalens (24,2 ml, 0,3
mmol) szaraz piridinhez 1 ekvivalens (20 ml, 0,15 mmol) szorbinsavat adtunk. A

reakcioelegyet egy éjszakat at szobahdn kevertettiik. Ezutan 2 ml vizet adtunk hozza és tovabbi
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1 6rén at kevertiik majd 300 ml diklér-metannal higitottuk €s telitett natrium-hidrogén-szulfattal
¢s natrium-karbonattal kétszer-kétszer atmostuk. A szerves fazisokat egyesitettiik és
magnézium-szulfaton szaritottuk, majd a szaritoszert kiszlrtiik, az oldoszert leparoltuk, a
nyersterméket vakuum alatt desztillaltuk. A desztillalast kdvetden flash oszlopkromatografidval
(eluens: n-hexan:etil-acetat 99:1) tisztitottuk a nyersterméket, igy nyerve a sarga, gyiimolcsos
illatd izopropil-szorbatot (9 g, 40% Osszhozam).

A reakcidt és az azt kovetd tisztitasokat Kelemen Viktor PhD hallgatoval végeztiik a
Debreceni Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Tanszékén, a reakcid tervezésében ¢és a sziikséges
miiveletekben segitségiinkre voltak Prof. Dr. Herczegh Pal, Prof. Dr. Borbas Aniko, R6th

Jozsetné, Bodza Marta és a Szerves Kémiai Tanszék munkatarsa Balla Sara.

IV./7. Aramlasi citometrias mérések

Méréseinkhez egy BD FACSArray (BD Biosciences, Németorszag) aramlasi citométert
hasznaltunk. 5*3 milli6 Caco-2 sejtet gylijtottiink kozvetleniil a passzalas folyamata soran, a
tripszines emésztést és centrifugalast kovetden. A sejtek adott mennyiségli szuszpenzidit fél
oraig kezeltiik a tesztelt anyagaink 0,75 ™/\/%-os oldataival, amiket sejttenyészté médiumban
oldottunk. Ezutén a sejteket centrifugéltuk, eltdvolitottuk a mintakat tartalmaz6é médiumot és
ovatosan hideg PBS-ben mostuk 6ket, majd jra centrifugéltuk. A feliiliszo eltavolitasa utan
alakitottunk ki. A szuszpenziot 100 pul mennyiségben Uj centrifugacsovekbe mértiik és 5 pl
Alexa Fluor™ 647 festékkel jel6lt annexin V-6t (Thermo-Fisher, A13201 katalogusszam) és 1
festés 15 percig tortént jég fiirdoben majd ezutdn azonnal sor keriilt az aramlési citometrias
mérésekre. A propidium-jodid gerjesztése 532 nm hulldmhossz 1ézernyalabbal tortént,
detektalasa 564 és 606 nm kozotti tartomanyban tortént (Yellow-A, sarga csatorna az abrakon).
Az annexin V AlexaFluor™ 647 esetén 635 nm és 653-669 nm voltak a megfeleld értékek
(Red-A, vords csatorna az abrakon). A kiértékelésre FCS Express 6 (De Novo Software,
Amerikai Egyesiilt Allamok) szoftverrel keriilt sor. Az FSC-SSC diagramon a nem sejtes
elemek kertiltek szelektalasra mig a FSC-A-FSC-W diagramon a duplikalt elemek. A
megmaradd 8000-10.000 talalatot a propidium-jodid — annexin diagramon elemeztiik és
abrazoltuk kvadrans kapuk felallitasaval.

Az 4ramlasi citometrias mérések miiszeres részére a Debreceni Egyetem Altaldnos
Orvostudomanyi Karanak Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetében Rebenku Istvan segitségével

keriilt sor, a kiértékelést is 6 végezte.
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IV./8. Kromatografias mérések

A kiilonboz0 nyilt és elagazo alkil ldncu parabéneket az el6z0 kisérletekhez hasonldan 96
VI\%-0s etil-alkoholban oldottuk ugy, hogy 10 M\/%-os torzsoldatokat készitsiink. Mind az
oldékonysag meghatarozas, mind a citotoxicitasi és antimikrobialis kisérletek ezen oldatok
higitasaval, centrifugalasaval ¢és a feliilasz6 0,2 pm poérusat (PES anyagu hidrofil
fecskendésziird) membransziirésével tortént. A HPLC mérésekhez a PBS-sel 0,1 M/v%-ra
higitott oldatok 0.864 V/\% etanolt tartalmaztak, melyeket egy Merck-Hitachi ELITE LaCrom
késziilékkel (Hitachi, Tokio, Japan) vizsgaltunk, ami L-2130 pumpaval, gazmentesitével,
automata injektorral és L-2300-as kolonna fiitével valamint fotodiodas detektorral volt
felszerelve. Az Agilent HC-C18(2) (150x4,6 mm) tipust oszlopot 25°C-ra termosztaltuk, a
detektalasi tartomany 200-400 nm kozott volt. A mozgd fazis kromatografias tisztasagu
metanol volt 1 ml/perc aramlasi sebességgel. Az eredmények analizisét a késziilék szoftverével
elemeztiik. Az injektalt mintak 10 pl térfogatiak voltak, 1:9 aranyban tartalmaztak a higitott
etanolos oldatokat €s a mozgd fazist. A vizoldékonysagot a 256 nm-en korabban felvett
kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg, a mintadk abszorbancia csticsait hasonlitottuk
Ossze a kalibracios gorbével.

A mérésekre a Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai Tanszékén keriilt sor, a

méréseket Dr. Haimhoffer Adam PhD hallgato végezte.

IVV./9. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokhoz és a diagramok abrazolasahoz GraphPad Prism 6 (GrapPad
Software, San Diego, Amerikai Egyesiilt Allamok) szoftver alkalmaztam. Az abrakon a kezelt
csoportok atlagat, valamint az atlag standard hibajat (SEM) abrazoltam. A programban nem
lehetséges az x és y tengelyek feliratai esetén a tizedes elvalasztod pontrol vesszdore valtoztatasa,
igy ezek angolszasz szokas szerint pontként keriiltek feltiintetésre. Statisztikai vizsgalatok
elvégzése eltt az egyes adatsorokat Shapiro-Wilk illetve Kolmogorov-Smirnov tesztnek
vetettem ala az adatsorokat a normalis eloszlas vizsgalata végett. Ha valamely teszt
megfeleldnek itélte az adott adatsort, azt normalis eloszlasunak tekintettem. Ha nem,
nemparametrikus tesztet alkalmaztam a tovabbiakban; két adatsornal Mann-Whitney-probat,
tobb adatsornal Kruskal-Wallis-probat. Ezutan a normalis eloszlasu adatsorok varianciajat
Bartlett-probaval hasonlitottam Ossze, ha ezen teszten kiilonboz6é varianciat tapasztaltam 2
mintds Welsch-probat vagy tobb adatsor esetén Kruskal-Wallis probat alkalmaztam. Azonos
variancia esetén keriilt sor 2 mintds t-probara vagy tobb adatsor esetén egyszempontos

varianciaanalizisre (ANOVA). Utélagos analizisként Tukey-Kramer teszt keriilt elvégzésre. Az
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adott abranal a vonatkozo proba feltiintetésre keriil. Minden tesztiink esetén az alfa 0.05 volt és
kétoldalu probakat végeztem. A szamolt p-értékek egységes jelolése a kisérletek eredményeit
bemutato abrak alatti statisztikai elemzésben: n.sz. = nem szignifikans; * = p < 0.05; ** =p <
0.01; *** = p < 0.001; **** = p < 0.0001. A G. mellonella larvak talélést abrazoldo Kaplan-
Meier gorbe esetén az egyes csoportokat Mantel-Cox probaval és Gehan—Breslow—Wilcoxon

probaval elemeztem.
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V. Eredmények

V./1. Segédanyag-tartositoszer interakciok vizsgalata.

Az els6 kisérletsorozat folyaman Caco-2 sejteken vizsgaltam két, magisztralis
gyogyszerkészitésben alkalmazott tartdsitoszert, a metil-parabént és a benzalkonium-kloridot
MTT-teszt segitségével. A feliiletaktiv anyagokkal valé keverékek vizsgalata a
Gyogyszertechnologiai Tanszéken korabban elvégzett kutatobmunka alapjan 6tl1ott fel benniink,
mivel korabbi kutatasok révén szamos tenzidrél rendelkezésre all citotoxicitasi adat ezen a
sejtvonalon®®. Korabbi TDK munkdmhoz kapcsolodé kisérleteimben azt tapasztaltam, hogy a
tartositoszerek sejtkarositdo hatdsa jelentésen nd, ha elébbi vegyiiletcsoporttal kombinalva
vizsgaljuk 6ket. Doktori munkdm kezdetén azonban arra is kivancsiak voltunk, hogy mas
segédanyagok, melyek a folyékony gydgyszerformakban jelen lehetnek, vajon tudnak-e
citoprotektiv hatast kifejteni. Mivel el akartuk keriilni, hogy csak a tenzidek toxikus hatasa
elnyomja a tartositoszerekét, a korabbi kutatasok soran megallapitott 1Cso értékek feleként
hataroztuk meg a tenzidek koncentracigjat. A metil-parabént poliszorbat 20-szal, mig a
benzalkénium-kloridot a Labrasol®-lal egyiitt vizsgaltam. Habar a benzalkénium-klorid nem
oralisan alkalmazott tartdsitoszer, kisérletes vizsgélatat az indokolta, hogy a metil-parabéntdl
teljesen eltérd, feliilaktiv, szolubilizald6 mechanizmussal fejti ki citotoxikus aktivitasat, igy a

segédanyag-interakciokat szélesebb korben tudtuk vizsgalni.l®

Ugyanigy az egyes
Osszetételek, kombinaciok kivalasztasanal célunk nem a valos, torzskonyvezett készitmények
pontos szimulacidja volt, hanem az esetleges sejtkarositd hatast erdsitd vagy tompitd

kolcsonhatasok megtalalasa, vizsgalata.

- A
X
o -~ B
‘O
N
3 -+ C
Q.
2 - D
K
2
)
(/2]
0 T T L] L] L] L]
olo olo olo olo olo olo olo
) Qﬂ'g g?’" ‘Q 02’6 Q‘b‘ QP:\

Metil-parabén koncentracio ™/\,%

9. abra: A metil-parabén citotoxicitasa poliszorbat 20-szal és polimerrel kombinalva Caco-2 sejteken MTT-
teszttel mérve. Az egyes mérési pontok hat lyuk abszorbancidjanak atlagat és = SEM-et jelzik. A sejtéletképesség
szazalékos értéke a csak PBS pufferrel kezelt kontroll sejtek abszorbanciajanak atlaga alapjan keriilt kiszamitasra. A
kezelés: metil-parabén és 0,004 Y/,% poliszorbat 20; B kezelés: metil-parabén; C kezelés: metil-parabén és 0,004 V/,%
poliszorbat 20 és 30 V/\% 2-hidroxietil-celluléz nyak; D kezelés: metil-parabén és 0,004 V/,% poliszorbat 20 és 40 V/,%
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2-hidroxietil-celluloz nyak. A metil-parabén Solutio conservans (2/2013 MAG koézlemény 3. rész), mig a polimer
Mucilago hydroxyethylcellulosi (2/2013 MAG kézlemény 3. rész) formajaban keriilt a sejtekre.

A, B, C, D kezelések esetén abrazolt értékek:

0 ™\%: 100%, £2,4%; 100,0% +4,5%; 100,0% +10,1%; 100,0% =£3,2%

0,20 ™N\%: 23,1%, £2,7%; 98,7% +2,8%; 69,4% +4,0%; 87,9% +4,7%

0,25 ™\v%0: 18,7% +2,6%; 78,8% +3,8%; 50,1% =+3,7%); 86,4% +9,8%

0,30 ™\%: 19,6% +3,0%; 60,8% +2,3%; 56,9% +7,6%; 94,6% +4,1%

0,35™%: 20,0% +3,3%; 32,6% +8,8%; 48,9% +2,5%; 81,9 +4,9%

0,4™v%: 23,5% +3,0%; 49,7% +9,3%; 50,0% +4,1%; 82,6% +4,9%

0,47 "Iv%: 22,0% +3,0%; 3,4% +4,3%; 64,0% +7,2%; 86,0% +1,6%

A9. abran a poliszorbat 20 hozzaadéasa utan egyértelmiien latszott a tenzid citotoxicitast
potenciroz6 hatdsa. Minden vizsgalt koncentracio esetén rendkiviil alacsony, 20% koriili
sejtéletképességet mértiink, mig a csak metil-parabénnel kezelt sejtek esetén magasabb
életképességrol indulva, fokozatosan csokkend tendencia figyelheté meg. A 3 "\% 2-
hidroxietil-cellulozt tartalmazé Mucilago hydroxyethylcellulosi képes a két masik vegyiilet

sejtkarositod hatasat jelentésen tompitani, még pedig koncentraciofiiggd modon.

- A
-~ B

-+ C

Sejtéletképesség %
[4)]
i

0% 0.03% 0.09% 0.15% 0.21%

Benzalkénium-klorid koncentracio ™/ %

10. abra: A benzalkénium-klorid citotoxicitasa Labrasol®-lal és polimerrel kombinalva Caco-2 sejteken MTT-
teszttel mérve. Az egyes mérési pontok hat lyuk abszorbancidjanak atlagat és + SEM-et jelzik. A sejtéletképesség
szazalékos értéke a csak PBS pufferrel kezelt kontroll sejtek abszorbancigja alapjan Keriilt kiszamitasra. A kezelés:
benzalkonium-klorid; B kezelés: benzalkénium-klorid és 0,17 V/,% Labrasol®; C kezelés: benzalkénium-klorid és 0,17
V/\% Labrasol® és 30 VA% 2-hidroxietil-celluloz nyak; A polimer Mucilago hydroxyethylcellulosi (2/2013 MAG
kozlemény 3. rész) formajaban keriilt a sejtekre.

A, B, C kezelések esetén abrazolt értékek:

0 ™/\v%: 100,0% +3,9%; 63,8% +10,2%; 60,0 £5,4% 0,03 "A\%0: 14,3% £1,1%; 9,6% +2,2%; 17,8 +2,3%
0,09 "\%: 14,4% +1,6%; 9,9% +2,0%; 3,6 +0,7% 0,15 ™N\%: 17,4% +1,9%; 1,5% £0,5%; 3,4 +0,6%
0,21 "N%: 24,0% +3,7%; 2,6% +1,1%; 3,6 +0,5%

A 10. abran lathatd, hogy a benzalkonum-klorid és a Labrasol® szintén potenciroztak
egymas hatasat, azonban a polimer semmilyen véd6 hatast nem tudott mutatni. Kisérleteinket
elvégeztiik metil-parabén - Labrasol® és benzalkonium-klorid — poliszorbat 20 parositdsokkal
is, azonban hasonlé eredményt kaptunk — a nyak nem tudta novelni a sejtéletképességet. Ezek
alapjan az additiv citotoxikus hatds a tartositoszerek és a tenzidek kozott altalanosnak

tekinthetd, azonban a viszkozitasnovelként alkalmazott polimerek védo hatdsa csak esetleges.
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V./2. Tartésitészer-segédanyag citotoxicitasi és antimikrobialis interakciok vizsgalata
komplex koszolvens rendszerekkel.

V./2.1. Tartositoszer-segédanyag citotoxicitasi interakciok vizsgalata komplex koszolvens
rendszerekkel.

Az el6z0 kisérletsorozat mutatta, hogy lehetséges a tartdsitoszerek citotoxicitasat
mérsékld és noveld interakcidkat is taldlni, ha mas, gyogyszertechnologidban alkalmazott
segédanyagokkal egyiitt vizsgaljuk Oket. Tovabbra is a folyékony, bevételre szant
gyogyszerformak témateriiletén kutatva dontottiink ugy, hogy komplex koszolvens
rendszereket képziink, melyek egyrészt egy vizzel jol elegyedd oldoszerbdl, masrészt egy
modern tenzidbdl allnak. Az egyes rendszerek 0sszeallitdsanal ismét a korabbi kutatasokhoz
nyultunk vissza, és egy nagy HLB értékii és nagy citotoxicitasu (poliszorbat 20: HLB: 16,7;
ICs0: 0,004 V/,%) valamint egy alacsony HLB értékii és citotoxicitasti (Capryol® PGMC: HLB:
5, ICso: >1 Y/\%) feliiletaktiv anyagot valasztottunk. Ezekhez kerestiink koszolvenseket, a
szakirodalmi adatok alapjan nagyobb sejtkarositd hatassal bird etanolt és a kevésbé sejtkarositd
glicerint. El6szor a Caco-2 sejteken MTT-teszttel vettem fel a két vegyiilet citotoxicitasi

profiljat (11. abra). A kiilonbozd sejtes mérésekben Petd Agota gyogyszerészhallgatod segitett.

Glicerin citotoxicitasa Etanol citotoxicitasa
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11. abra: Glicerin és etanol citotoxicitisa Caco-2 sejteken MTT-teszttel mérve. Az egyes mérési pontok esetén
tizenkét lyuk abszorbanciajanak atlagat és £ SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak PBS pufferrel
kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra.

A glicerin és az etanol esetén abrazolt értékek koncentracié szerinti névekvé sorrendben:

glicerin: 100% +0,5%; 100% +1,1%; 95,1 +2,5%; 89,7% +2,5%; 83,2% +3,4%; 74% £3,6%); 60,1 +2,5%; 50,1% =+1,7%;
42,3% +2%; 35,1% +0,4%

etanol: 100% +0,2%; 100% £1,8%; 100 £3,1%; 100% +2%; 95,4% +1,7%; 87,2% +0,5%; 80,5 £1,1%; 72,2% +0,9%;
66,4% +1%

Ezek alapjan rendszereinket az egyes komponensek egyedi ICso értékeinél alacsonyabb
koncentraciokbdl allitottuk 6ssze, hogy a segédanyagok egyiittes hatasat tudjuk megfigyelni €s

ne egy adott segédanyag citotoxicitasa fedje el az esetleges interakciot:

35/100



1. rendszer: 30 Y% glicerin, 0,002 V/\% poliszorbat 20, 0,2 ™/\v% parabén, PBS olddszer
2. rendszer: 1,4 V/\% etanol, 0,5 Y/\% Capryol® PGMC, 0,2 ™A% parabén, PBS olddszer

1. rendszer | 2. rendszer
Parabének 0,2 ™/v%, fokozatosan higitva
Glicerin 30 VA%, fokozatosan higitva -
Poliszorbat 20 0,002 /%, fokozatosan higitva -
Capryol PGMC™ - 0,5 "%, fokozatosan higitva
Etanol - 1,4 V1%, fokozatosan higitva
PBS oldoszer a tizszeres, szazszoros és ezerszeres higitashoz

1. tablazat: Citotoxicitasi vizsgalatokhoz hasznalt oldatok pontos dsszetétele.

A rendszerekben metil-, etil-, n-propil- és n-butil-parabént oldottunk és Caco-2
sejtvonalon figyeltik meg MTT-teszttel a citotoxicitds valtozasat. Ehhez a rendszereket
higitottuk, 0,2; 0,02; 0,002 és 0,0002 "/\/% parabén tartalomra, igy természetesen az oldoszerek
¢és a tenzidek is azonos mértékben higultak. A rendszerekben vizsgalt kombinalt parabének
mellett azonban kontrollként arra is Kivancsiak voltunk, hogy az egyes vegyiiletek alkoholos
torzsoldatai milyen sejtkérositd hatdssal birnak 6nmagukban, a rendszerekben 1évé egyéb

gyogyszertechnologiai segédanyagok nélkiil.

n-Butil-parabén
n-Propil-parabén
Etil-parabén
Metil-parabén

LI R |

Sejtéletképesség %

Parabének koncentracioja "\%

12. abra: Parabének citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT-teszttel mérve. Az egyes mérési pontok tizenkét lyuk
abszorbanciajanak atlagat és = SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak PBS pufferrel kezelt kontroll
sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. A parabéneket 96 ¥/\,%-0s etil-alkoholban oldottuk Gigy, hogy 10 ™A/%-
os torzsoldatokat alkossunk, majd ezekbdl higitottuk PBS-sel a mintaoldatokat, melyekkel a sejteket kezeltiik.

A metil-, etil-, n-propil-, és n-butil-parabén esetén abrazolt értékek:

0,0002 ™/v %: 100,0% +2%; 100% +2,5%; 100% +2,7%; 99% +2,5%

0,002™/v %: 99% =+3,1%; 100% +3,1%; 97,1 +2,7%; 94% +2,9%

0,02™/v %: 89,4% +1,5%; 88,2% +2,3%; 78,4 +3,1%; 80,7% +1,9%

0,2™/v %: 80,5% +1,8%; 82,8% £2,7%; 52,7 +2,5%; 41,2% +1,9%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

0,2% metil vs etil: n.sz. 0,2% metil vs. propil: ** 0,2% metil vs. n-butil; ****
0,2% etil vs. propil: ** 0,2% etil vs. n-butil; **** 0,2% propil vs. n-butil: n.sz.
0,02% metil vs. etil: n.sz. 0,02% metil vs. propil: ** 0,02% metil vs. n-butil: *
0,02% etil vs. propil: * 0,02% etil vs. n-butil: n.sz.

0,02% propil vs. n-butil: n.sz.
Az alacsonyabb koncentraciok esetén a kezelt csoportok kozott nem szignifikansak a kiilonbségek.

A 12. abran lathato eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy a szénlanc hossz noveli a
citotoxicitast, a n-butil-parabén fejti ki a legnagyobb sejtkarositd hatast, ezt a n-propil-parabén
koveti, majd az etil- és a metil-parabén. A n-butil-n-propil és a metil-etil parosok egymastol
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nem voltak szignifikansan kiilonb6zéek, a két tandem viszont nagyobb koncentracid

tartoméanyban egymastol szignifikansan kiilonbozott.

100:‘;’ - Formulalt n-butil-parabén
R :g- - Formulalt n-propil-parabén
‘g 70 =+ Formulalt etil-parabén
g_ 60- = Formulalt metil-parabén
$ 501 Formulalt kontroll
=
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Parabének koncentracidja "/\,%

13. abra: Parabének citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT-teszttel mérve az 1. rendszerben formulalva. Az egyes
mérési pontok tizenkét lyuk abszorbancidjanak atlagat és = SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak
PBS pufterrel kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszamitasra.

A metil-, etil-, n-propil-, és n-butil-parabén és a formulalt kontroll esetén abrazolt értékek:

0,0002 ™/v %: 100,0% +2,1%; 100% +4,6%; 99,4% +4,6%; 100% +2,3%; 99,3% +1,8%

0,002™/v %: 95,7% +2,9%; 91,7% +2%; 100 +4,9%; 97,3% +2,6%; 100% +4,0%

0,02™/v %: 88,2% +4,1%; 55,7% +4,8%; 35,3 +4,5%; 30,3% £2,9%; 100% +2,7%

0,2™v %: 35,7% +1,9%; 4,8% +0,3%); 6,2 +1,3%; 8,1% £1,1%; 48,1% £1,1%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

0,2% formulalt kontroll vs. metil: * 0,2% formulalt kontroll vs. etil; ****
0,2% formulalt kontroll vs. n-propil: **** 0,2% formulalt kontroll vs. n-butil: ****
0,2% metil vs. etil; **** 0,2% metil vs. n-propil; ****

0,2% metil vs. n-butil: **** 0,2% etil vs. n-propil: n.sz.

0,2% etil vs. n-butil: n.sz. 0,2% n-propil vs. n-butil: n.sz.

0,02% formulalt kontroll vs. metil: * 0,02% formulalt kontroll vs. etil; ****
0,02% formulalt kontroll vs. n-propil; **** 0,02% formulalt kontroll vs. n-butil; ****
0,02% metil vs. etil: **** 0,02% metil vs. n-propil: ****

0,02% metil vs. n-butil; **** 0,02% etil vs. n-propil: ***

0,02% etil vs. n-butil: *** 0,02% n-propil vs. n-butil: n.sz.

Az alacsonyabb koncentraciok esetén a kezelt csoportok kdzott nem szignifikansak a kiilonbségek.

Az els6 rendszerben formulalt parabének, a vizes-etanolos oldatokhoz nagyon hasonlo
gorbéket mutatnak. (13. abra) A két legmagasabb koncentracion a metil- illetve az egyik esetén
az etil-parabén is kevésbé toxikus, mint a n-butil- és a n-propil-parabén, amely vegyiiletek
egymastol szignifikdnsan nem elkiilonithetd sejtéletképességi adatokat produkaltak. A

formulalt kontroll nem fejtett ki toxikus hatast a legnagyobb koncentracié kivételével.
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14. abra: Parabének citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT-teszttel mérve a 2. rendszerben formulalva. Az egyes
mérési pontok tizenkét lyuk abszorbancidjanak atlagat és + SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak
PBS pufferrel kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra.

A metil-, etil-, n-propil-, és n-butil-parabén és a formulalt kontroll esetén abrazolt értékek:

0,0002 ™ %: 99,1% £2%; 100% +2,5%; 100% +2,7%; 91,4% +2,5%; 98,4% +3,4%

0,002™/v %: 97% £3,1%; 100 +3,1%; 100% =£2,7%; 94% £2,9%; 100% +2,5%

0,02™/v %: 90,1% +1,8%; 100 £2,9%; 100% +3,2%; 81,3% +2,6%; 100% +2,5%

0,2™v %: 2% +0,2%; 3,7 +0,7%; 4,9% +0,6%; 24,1% +1,2%; 63,2% £2,8%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

0,2% formulalt kontroll vs. metil: **** 0,2% formulalt kontroll vs. etil: ****
0,2% formulalt kontroll vs. n-propil: **** 0,2% formulalt kontroll vs. n-butil; ****
0,2% metil vs. etil: n.sz. 0,2% metil vs. n-propil: n.sz.

0,2% metil vs. n-butil: ** 0,2% etil vs. n-propil: n.sz.

0,2% etil vs. n-butil: ** 0,2% n-propil vs. n-butil: **

0,02% formulalt kontroll vs. metil: * 0,02% formulalt kontroll vs. etil: n.sz.
0,02% formulalt kontroll vs. n-propil: n.sz. 0,02% formulalt kontroll vs. n-butil; **
0,02% metil vs. etil: * 0,02% metil vs. n-propil: *

0,02% metil vs. n-butil: * 0,02% etil vs. n-propil: n.sz.

0,02% etil vs. n-butil: * 0,02% n-propil vs. n-butil: *

Az alacsonyabb koncentraciok esetén a kezelt csoportok kdzott nem szignifikansak a kiillonbségek.

A masodik rendszerben az el6z6ktdl 1ényegesen eltéré eredményt kaptunk. (14. abra) A
legtoményebb koncentracion a n-butil-parabén kevésbé volt toxikus, ellenben a masik harom
szarmazék kozel teljes sejtpusztulast okozott. A masodik legmagasabb koncentracio értéken a
metil- és a n-butil-parabén bizonyultak kis mértékben toxikusnak, mig az etil- és a n-propil-
parabén nem voltak toxikusak. A formulalt kontroll hatdsa itt is elhanyagolhaté volt a

legnagyobb koncentracio kivételével.

V.[2.2. Tartésitoszer-segédanyag antimikrobialis interakciok vizsgalata komplex
koszolvens rendszerekkel.

Az antimikrobidlis vizsgélatok soran a citotoxicitési vizsgalatoktol eltérd koncentracidkat
alkalmaztunk, mivel szakirodalmi adatok alapjan a nagyon alacsony koncentraciok esetén mar
biztosan nem tapasztaltunk volna gatld hatast. Valasztott parabén koncentracioink ezért a 0,1;
0,15:; 0,25 ™\/% értékek voltak, igy az alkoholos oldatok és a masodik rendszer etanol tartalma

rendre 0,7, 1,05 és 1,75 V\/% volt. Az abrak zsufoltsaganak elkeriilése érdekében a rendszerek
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R1 és R2 roviditéssel szerepelnek az dbrakon, MP a metil-parabén, EP az etil-parabén, PP a n-
propil-parabén, mig BP a n-butil-parabén tartalmt mintakat jeloli.

A mikrobialis kisérleteket a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézetének
munkatarsai, dr. Kovacs Renatd Laszlo és Nagy Fruzsina végezték. Ha a kezdeti sejtszamhoz
képest legalabb 50%-o0s csokkenés figyelhetd meg egy szer esetén, akkor jelentds gatld hatés
feltételezheto az adott faj ellen. Ezt a kiiszob értéket jelen abran és minden tovabbi esetben
szaggatott vonal jelzi. Az EUCAST E.Dis 5.1 és E.Def 7.3.2. protokollok szerinti mikrodilucios
modszer egyszertien kivitelezhetd, a mikrobialis inokulum ¢és a megfeleld tapfolyadékban oldott
antimikrobialis szer Osszekeverésén alapul. Az esetlegesen bekovetkezé gatld hatis a
kontrollhoz mért alacsonyabb turbiditdson, sejtkoncentracion keresztiil mérhet6. A modszer

végpontjelzéses, idébeli lefutdst nem mértiink.

1. rendszer (R1-MP, R1- 2. rendszer (R2-MP, R2-EP, Alkoholos kontroll
EP, R1-PP, R1-BP) R2-PP, R2-BP) (MP, EP, PP, BP)
Parabén 0 ™% (csak R1-K és R2-K), 0,1 ™\/%, 0,15 ™/\%, 0,25 ™/\%
L 30 V/\%, fokozatosan -
Glicerin o _
higitva
v/ 0, -
Poliszorbat 20 0,002 /M;, fokozatosan .
higitva
Capryol PGMC™ - 0,5 Y%, fokozatosan higitva -
v/ 0,
Etanol - 1,4 YI\%, fokozatosan higitva 14 /M)’,fc,’kozatosan
higitva
RPMI-1640 médium olddszer az antifungalis tesztekhez
Mueller-Hinton médium oldoszer az antibakterialis tesztekhez

2. tablazat: Antimikrobialis vizsgalatokhoz hasznailt oldatok pontos dsszetétele.

C. albicans
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15. abra: Parabének alkoholos oldatainak (MP-BP) és a formulazott rendszereiknek (R1-K-R1-BP; R2-K-R2-
BP) antimikrobialis hatasa C. albicans referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak médiummal
kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. A pontok két lyuk abszorbanciajanak atlagat és + SEM-

et jelzik. A vizsgalt koncentraciok egymas mellett, kezelésenként csoportositva keriiltek feltiintetésre, balrél jobbra: 0,1
™\%; 0,15 ™\,%; 0,25 ™\%.
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A C. albicans gombafaj a leggyakoribb patogén Candida faj, melyet nagyon gyakran
alkalmaznak antimikrobidlis hatds vizsgalatara, igy kézenfekvd volt szamunkra, hogy ezen faj
ellen vizsgaljuk a formuldlt rendszereket. Minden esetben alacsony életképességet
tapasztaltunk, azonban a formulacié enyhén, de novelte a fungalis sejtek tulélését. (15. abra)

Tobb esetben megfigyeltiik, hogy a sejtéletképesség a koncentracio novekedésével forditottan

aranyos.

C. parapsilosis
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16. abra: Parabének alkoholos oldatainak (MP-BP) és a formulazott rendszereiknek (R1-K-R1-BP; R2-K-R2-
BP) antimikrobialis hatasa C. parapsilosis referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak
médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. A pontok két lyuk abszorbancidjanak

atlagat és = SEM-et jelzik. A vizsgalt koncentraciok egymas mellett, kezelésenként csoportositva keriiltek feltiintetésre,
balrél jobbra: 0,1 ™%; 0,15 ™\%; 0,25 ™\%.

A C. parapsilosis a tobbi Candida fajtol eltérd, egyedi sejtfal szerkezettel rendelkezik,
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Sejtéletképesség %
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emiatt altalanossiagban nagyobb rezisztenciat mutat antifungilis szerekkel szemben'®®
Esetiinkben megfigyelhetjiik, hogy mig a parabének alkoholos oldatai teljesen elpusztitottak a
gomba sejteket, addig a formulaciok rontottdk a parabének hatdsossagat és a novekvod
koncentraci6 novelte a sejtéletképességet tobb esetben is, akar 50%-ot meghaladé mértékben

is. (16. abra)
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C. glabrata
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17. abra: Parabének alkoholos oldatainak (MP-BP) és a formulazott rendszereiknek (R1-K-R1-BP; R2-K-R2-
BP) antimikrobialis hatasa C. glabrata referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak médiummal
kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. A pontok két lyuk abszorbanciajanak atlagat és + SEM-

et jelzik. A vizsgalt koncentraciok egymas mellett, kezelésenként csoportositva keriiltek feltiintetésre, balrol jobbra: 0,1
™\%; 0,15 ™\%; 0,25 ™\%.

C. glabrata a C. albicans-nal kevésbé elterjedt, de igy is gyakori opportunista patogén
faj. A korabbiakhoz képest eltérd érzékenységet tapasztalunk, hiszen az elsd rendszerben
formulalt parabének kevésbé voltak hatékonyak, mint az alkoholos oldatok vagy a masodik
rendszerben formulalt parabének. (17. abra)

S. aureus
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18. abra: Parabének alkoholos oldatainak (MP-BP) és a formulazott rendszereiknek (R1-K-R1-BP; R2-K-R2-
BP) antimikrobialis hatasa S. aureus referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak médiummal
kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. A pontok két lyuk abszorbanciajanak atlagat és + SEM-

et jelzik. A vizsgalt koncentraciok egymas mellett, kezelésenként csoportositva keriiltek feltiintetésre, balrél jobbra: 0,1
™\%; 0,15 ™\,%; 0,25 ™\%.

Sejtéletképesség %
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A Gram pozitiv coccus S. aureus egy antibakterialis szerek tesztelésére gyakran
alkalmazott modell, raadasul elterjedt patogén, ezért dontottiink mi is a hasznalata mellett. Az
alkoholos oldatok esetén egyediil a n-butil parabén tudott gatlo hatast kifejteni. Mind az elsd
rendszerben 1év0 glicerin és poliszorbat 20 dnmagaban is teljes sejtpusztulast okozott, akarcsak
amasodik rendszer esetén a Capryol® PGMC és az etanol keveréke. (18. abra) Ellenben negativ
interakcidt tapasztalhatunk a legalacsonyabb koncentracidju metil-parabén esetén, ami a

masodik rendszerben formuléalva kevésbé volt hatdsos, mint a formulacié kdzege d6nmagaban.

E. coli
100+
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19. abra: Parabének alkoholos oldatainak (MP-BP) és a formulazott rendszereiknek (R1-K-R1-BP; R2-K-R2-
BP) antimikrobialis hatasa E. coli referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak médiummal
kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. A pontok két lyuk abszorbanciajanak atlagat és + SEM-
et jelzik. A vizsgalt koncentraciok egymas mellett, kezelésenként csoportositva keriiltek feltiintetésre, balrdl jobbra: 0,1
™\%; 0,15 ™\%; 0,25 ™\%.

A Gram negativ palca E. coli szintén altalanosan elterjedt kiilonb6z6 mikrobiologiai
kisérletek esetén, mint modellszervezet, rdadasul korokozoként, szennyezdként is gyakran
eléfordul. A 19. abran lathat6, hogy az etanolos oldatok esetén a hosszabb szénlancu
szarmazeékok kevésbé voltak hatékonyak, az elsé rendszer teljes sejthalalt okozott, mig a
masodik rendszer esetén szintén megfigyelhetjiik, hogy a formulacié 6nmagaban hatékonyabb,

mint a n-propil- és n-butil-parabénnel egyiitt.
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P. aeruginosa
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20. abra: Parabének alkoholos oldatainak (MP-BP) és a formulazott rendszereiknek (R1-K-R1-BP; R2-K-R2-
BP) antimikrobialis hatiasa P. aeruginosa referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak
médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. A pontok két lyuk abszorbancidjanak

atlagat és = SEM-et jelzik. A vizsgalt koncentraciok egymas mellett, kezelésenként csoportositva keriiltek feltiintetésre,
balrél jobbra: 0,1 ™%; 0,15 ™\%; 0,25 ™%

Sejtéletképesség %

A P. aeruginosa koztudottan kiilondsen ellenalldo az antibiotikumokkal szemben, igy
kivancsiak voltunk, hogy a formulaciok tudnak-e javitani a parabének hatékonysagan ezen faj
ellenében. A 20. abran lathatd, hogy egyes kezelések esetén még a kontrollnal is nagyobb
abszorbancia volt mérhetd, mely stressz indukalta szaporodasnak felel meg.*®” Az elsé rendszer
ismét teljes sejthalalt okozott, mig a tobbi esetben a metil-parabén bizonyult a leghatékonyabb
tartositoszernek. A masodik rendszer hatékonyan ndvelte mind 6nmagéhoz, mind az alkoholos
oldatokhoz képest az etil- és a n-butil-parabén hatasat.

Osszességében kijelenthetd az eredmények alapjan, hogy a vizsgalt négy, leggyakrabban
alkalmazott p-hidroxi-benzoesav alkil észter citotoxicitasa, illetve antimikrobialis hatasa
nagymértékben modosul a jelenlévd egyéb, gydgyszertechnoldgiai segédanyagok altal, illetve
nem allithato fel univerzalis, minden koriilményre, illetve fajra érvényes hatasossagi sorrend a

szarmazékok kozott.

V./3. Szorbat, benzoat és propionat sok citotoxicitasi vizsgalata.

A szorbinsav, benzoesav, illetve a propionsav elterjedt tartositoszerek, azonban a
vegyliletek vizoldhatosaga korlatozott, ezért nagy mennyiségli vizet tartalmazo, vagy a vizet
oldészerként hasznald termékek esetén soikat részesitik elényben (1. abra). Ez els6sorban a
kalium-szorbatot, a natrium-benzoatot €s a kalium- illetve natrium-propionatot jelenti a
mindennapi gyakorlatban. Azonban kivancsiak voltunk arra, hogy azonos savmaradékion

rom

koncentracio esetén az egyes sok oldatai eltérd citotoxicitasi profillal birnak-e, van-e a kisérd
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ionnak valamilyen sejtéletképességet befolyasolo tulajdonsaga. Az Eurdpai Unid engedélyezési
gyakorlata is mutatja, hogy az egyes sok kiilon vegyiiletnek tekintend6k, minden egyes
szarmazékra egyedi vizsgalatok sziikségesek.'®® A hivatkozott rendelet torli az engedélyezett
¢lelmiszeripari segédanyagok koziil a kalcium-szorbatot a szorbinsav €s kalium-szorbat melldl,
mivel nem all rendelkezésre megfeleld genotoxicitdsi adat ¢és a felhivas ellenére egy
forgalmazo/elallitd sem nyujtotta be a hianyzo kisérletes eredményeket. Uj citotoxicitasi
modszerként a Neutral Red (NR) tesztet vezettiik be, mely azt méri, hogy mennyi festéket
vesznek fel a sejtek a médiumbol, a tartositdszeres kezelés utan €s eltérd miikodésébol adodoan
kiegésziti az MTT-tesztet. Méréseinket Caco-2 sejteken végeztiikk. A mérések kivitelezésében

Mez6 Mirtill gyogyszerészhallgato segitett.
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21. A, B, C abra: Benzoatok, (A) szorbatok (B) és propionatok (C) citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT és NR-
teszttel mérve, 0,1 ™% savmaradékion koncentricié értéken séoldatban oldva. Az egyes mérési pontok tizenkét
lyuk abszorbanciajanak atlagat és = SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak a fiziologias sooldattal
kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra.

A natrium-benzoat, kalium-benzoat és kalcium-benzoat esetén abrazolt értékek (21. A abra):

MTT-teszt: 103,6% £4,3%; 105,8% £2,5%; 46,9% +1,3% NR-teszt: 102,4% £0,2%; 101,5 +£0,5%; 101,1% £0,5%
A natrium-szorbat, kalium-szorbat és kalcium-szorbat esetén abrazolt értékek (21. B abra):

MTT-teszt: 102,4% £4,4%; 103,8% £2,9%; 47,3% +1,9% NR-teszt: 101,4% +0,5%; 100,4 £0,6%; 99,7% +1%

A natrium-propionat, kalium-propionat és kalcium-propionat esetén abrazolt értékek (21. C abra):

MTT-teszt: 104% +2,9%; 98,5% £3,5%; 40,2% +1,5% NR-teszt: 100,3% +0,5%; 101,5 £0,5%; 100,3% +0,7%
A statisztikai analizis eredménye két mintas t-préba alapjan:
minden egyéb propionat vs. kalcium-propionat: **** minden egyéb szorbat vs. kalcium-szorbat: ****

A statisztikai analizis eredménye Mann-Whitney teszt alapjan:
minden egyéb benzoat vs. kalcium-benzoat: ****
Egyéb esetekben a kezelt csoportok k6zott nem voltak szignifikansak a kiilonbségek.
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Az eredményeken latszik, hogy az MTT-teszt esetén jelentds életképesség csokkenés
csak a kalcium sok esetén volt megfigyelhetd, mig az NR-teszt semmilyen életképesség
csOkkenést nem mutatott. (21. A, B, C abra) Parhuzamosan mikrodiltcios antimikrobialis
vizsgalatokat is végeztiink, melyek nem mutattak jelentds eltérést az egyes sok eredményei

kozott a kiillonbozo alkali-, alkalifoldfém ionok tekintetében.

V./4. Kiilonb6z6 szorbinsav szarmazékok biokompatibilitasi és antimikrobialis vizsgalata.

Kisérletsorozatunk alapjat egy 2007-es kozlemény adta, melyben kiilonb6zd
oldallancokkal rendelkez6 szorbinsav észtereket vizsgaltak antimikrobialis szempontbdl, hogy
a szerkezet-hatas kozott korrelaciot talaljanak, mely matematikailag is leirhatd a kiilonb6z6
szerkezeti csoportok és a gatlas mértéke tekintetében.'® A tartositoszerek kovalens médositasa,
ezaltal az aktiv vegyiiletfejlesztés kiilonosen ritka, ezért sajat modszereinkkel szerettiik volna
megvizsgalni a toxicitasat ¢és antimikrobidlis hatdsat néhany, a publikdcidban szerepld
vegyliletnek. A kdzleményben leirt tobb mint negyven szorbinsav-észter koziil a felhasznalast
figyelembe véve csak a jobb vizoldékonysagu szarmazékokkal akartunk foglalkozni, valamint
az aromas, illetve nitrogén tartalmu észtereket is kizartuk az esetleges nagyobb toxicitas miatt.
fgy két egyszerii alkil-lancu vegyiiletet, az etil-szorbatot és az izopropil-szorbatot hasonlitottuk
Ossze szorbinsavval és kalium-szorbattal. Az etil-szorbat kereskedelmi forgalomban elérhetd
volt, mig az izopropil-szorbat szintetizalasaban és tisztitasaban a Debreceni Egyetem
Gyodgyszerészi Kémia Tanszékének munkatarsai segitettek, prof. dr. Herczegh Pal, prof dr.
Borbas Aniko, dr. Kelemen Viktor, dr. Sziics Zsolt, R6th Jozsefné, Bodza Marta és a Szerves

Kémiai Tanszék munkatarsa Balla Sara.

V./4.1. Kiilonb6z6 szorbinsav szarmazékok biokompatibilitasi vizsgalata.
A sejtéletképességet Caco-2 sejteken MTT- és NR-teszttel mértiik. Uj modszerként in
Vivo toxicitast is vizsgaltunk, Galleria mellonella larvakon, melyekbe a kiilonb6z6

crer

a négy anyag nekrotikus vagy apoptotikus hatasu-e.
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22. abra: Szorbinsav szarmazékok citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT-teszttel mérve. Az egyes mérési pontok
tizenkét lyuk abszorbanciajanak atlagat és £ SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak PBS pufferrel
kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszamitasra.

A szorbinsav, kilium-szorbat, etil-szorbit és izopropil-szorbat esetén abrazolt értékek:

0,045 ™%: 3,6% +0,2%; 99,8% +1,5%; 17% +2,2%; 59,1% +1,7%

0,09 ™v%: 4,3% +0,1%; 96,6 £2,1%; 22,5% +3,3%; 62,1% +3,7%

0,18 ™/v%: 3,8% +0,1%; 91,9 £2%; 19,9% +4,3%; 57,4% £3,5%

0,375 ™%: 5,1% +0,3%; 89,3 £2%; 10,7% +4,3%; 47,2% +2,6%

0,75™v%: 4% +0,3%; 54,7 £2,2%; 4,8% +1,2%; 3,8% +1,6%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

0,045 M/v% szorbinsav vs. kalium-szorbat: ****
0,045 ™% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: ***
0,045 "/v% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,09 "/v% szorbinsav vs. kalium-szorbat: ****

0,09 "v% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: ***
0,09 "/v% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,18 M/v% szorbinsav vs. kalium-szorbat: ****

0,18 "/v% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: ***
0,18 "v% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,375 ™/v% szorbinsav vs. kalium-szorbat: ****
0,375 ™% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: **
0,375 "% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,75 ™% szorbinsav vs. kalium-szorbat: ***

0,75 ™% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: n.sz.
0,75 ™% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat; ****

0,045 ™% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.
0,045 ™/v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: ***
0,045 "% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,09 ™/v% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.

0,09 ™/v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: ***
0,09 "% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,18 M/v% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.

0,18 "v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: ****
0,18 "% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,375 ™/v% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.
0,375 M/v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: ****
0,375 "% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: **
0,75™/v% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.

0,75 "v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat; **
0,75 ™% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: n.sz.

A 22. abran lathat6 MTT-teszt eredményei azt mutatjdk, hogy a vizsgalt szorbinsav

szarmazékok legtobbje koncentraciofiiggd modon csokkenti a sejtéletképességet, ellenben a
szorbinsav esetén minden vizsgalt koncentracido értéken rendkiviil alacsony citotoxicitas
lathatd. Az észterek értékei a szorbinsav €s a kalium-szorbat kozott helyezkednek, mely utobbi

vegyiilet még a legnagyobb vizsgalt koncentracion is 50% feletti sejtéletképességet mutatott.

100 - Szorbinsav
S - Kalium-szorbat
804 _ '
3 — Etil-szorbat
(7]
E;:_ 60+ - |zopropil-szorbat
‘o
=
T 401
2
» 201
04— T . .
OO ) o
GO RN A A
Qo7 o o o

Koncentracié ™%

23. abra: Szorbinsav szarmazékok citotoxicitisa Caco-2 sejteken NR-teszttel mérve. Az egyes mérési pontok
tizenkét lyuk abszorbanciajanak atlagat és + SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak PBS pufferrel
kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan kertilt kiszamitasra.

A szorbinsav, kalium-szorbat, etil-szorbat és izopropil-szorbat esetén abrazolt értékek:

0,045™/v%: 100% +1%; 100% +1,1%; 99,6% +0,4%; 96,7% +2,1%

0,09 ™/v%: 100% +0,1%; 100 £1,6%; 95% =+0,7%; 95,5% +£2%

0,18 "/v%: 100% +0,1%; 100 £1,9%; 91,7% +0,9%; 93% +1%

0,375™%: 79,7% £2,9%; 100 +0,5%; 89,9% +0,9%; 91,6% +1%

0,75™/v%: 40,8% £3,4%; 98,2 £2%; 59,8% +3,3%; 55,3% +2,5%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

0,045 "/v% szorbinsav vs. kalium-szorbat: n.sz.
0,045 ™% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: n.sz.

0,045 "% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: n.sz.

0,09 ™/v% szorbinsav vs. kilium-szorbat: n.sz.

0,045 ™% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.

0,045 ™/v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: n.sz.
0,045 "% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: n.sz.
0,09 "/v% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.
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0,09 "/v% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: * 0,09 "/v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: *

0,09 "v% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: * 0,09 "v% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: n.sz.
0,18 ™v% szorbinsav vs. kdlium-szorbat: n.sz. 0,18 ™/v% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.

0,18 ™/v% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: * 0,18 "v% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: *

0,18 "v% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: * 0,18 ™v% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: n.sz.
0,375 ™% szorbinsav vs. kalium-szorbat: **** 0,375 ™% szorbinsav vs. etil-szorbat: n.sz.

0,375 ™% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: n.sz. 0,375 ™% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: ***
0,375 ™% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: ** 0,375 ™v% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: n.sz.
0,75 ™% szorbinsav vs. kalium-szorbat: **** 0,75 ™% szorbinsav vs. etil-szorbat: ***

0,75 ™% szorbinsav vs. izopropil-szorbat: ** 0,75 ™% kalium-szorbat vs. etil-szorbat: ****
0,75 ™% kalium-szorbat vs. izopropil-szorbat: **** 0,75 ™% etil-szorbat vs. izopropil-szorbat: n.sz.

Az NR-teszt PBS oldatban mért enzimatikus atalakulas helyett sejt tapfolyadékbol torténd
festék felvételét méri, ezért joggal feltételeztiik, hogy az MTT-teszttdl eltérd citotoxicitast
tapasztalunk. A mérések visszaigazoltak ezt, sokkal kisebb citotoxicitas volt megfigyelhetd
minden koncentracio esetén. (23. abra) A leghigabb oldatok nem mutattak egyaltalan
sejtkarositd hatdst, mig a toményebbek esetén ugyanaz a relativ toxicitasi sorrend alakult ki,
mint az MTT-teszt esetén. A szorbinsav volt a legtoxikusabb, mig a kalium-szorbat a

legkevésbé toxikus és a két észter ezen anyagok kozott helyezkedett el.
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24, abra: Szorbinsav szarmazékok hatasa G. mellonella larvakra. Az egyes kezelt csoportok 20 larvat tartalmaztak
és 20 pl oldattal lettek befecskendezve. Az egyes egyedek elpusztulasanak ideje:

24 ¢6ra: 0; 48 ora: 0; 72 6ra: 1 db — 0,18 "/v% izopropil-szorbat; 1 db — 0,018 "/v% izopropil-szorbat

96 ora: 2 db — 0,018 "/v% szorbinsav; 1 db — 0,018 ™/v% etil-szorbat; 2 — 0,18 "/v% izopropil-szorbat; 2 — 0,018% "/v%
izopropil-szorbat

Az egyes csoportok tulélési gorbéi sem Mantel-Cox probaval, sem Gehan—Breslow—Wilcoxon probaval nem voltak
szignifikansan kiilonbozéek.

Az in vitro kisérletek kiegészitéseképpen alkalmaztunk Galleria mellonella larvakat. A
mérésekre Dr. Pfliegler Valter Péter betanitdsaval, a Debreceni Egyetem Molekularis
Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszékén kertilt sor. Habar a kisérlet vége felé tobb allat is
elpusztult az észterrel kezelt csoportbol, a Kaplan-Meier gorbék statisztikai elemzése a kisérlet

egész idGtartamat vizsgalva nem mutat szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott. (24. abra)
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25. abra: Kezeletlen Caco-2 sejtek aramlasi citometrias analizise propidium-jodiddal és annexin V-el festve. A
haromszori ismétlés alapjan szamolt atlagos sejt megoszlas a bal fels6 (PI+, AV -), jobb felsé (PI+, AV+) a bal also (PI-
, AV-) és a jobb alsé (PI-, AV+) kvadransok kozott +£SEM: 1,4% £0,1%; 18,1% £1,2%; 80,3% +1,3%; 0,3% +0,0%
Az egyes vegyiiletek eltérd citotoxikus hatdsit a Debreceni Egyetem Biofizikai és
Sejtbioldgiai Intézetében Rebenku Istvan segitségével mértiik aramlasi citometriat alkalmazva,
annexin V és propidium-jodid festéssel. A propidium-jodid egy DNS-hez k6t6d6, membranon
atpenetralni nem képes festék, ezért az elpusztult sejteket jeloli meg. Az annexin V képes az
apoptotizalo sejtek membranjan feldusuld foszfatidilszerinhez kotddni. A nem fest6do sejtek
az ¢lo sejtek (bal alsé kvadransok az abrakon), a csak propidium-jodiddal festédd sejtek a
nekrotikus sejtek (bal fels6 kvadrans), a mindkét festékkel fest6do sejtek az apoptotikus sejtek
(jobb fels6 kvadrans), a csak annexinnel jelzett sejtek pedig elvétve fordultak csak eld (jobb

also kvadrans). A 25. abran lathato, hogy a kezeletlen sejtek 80%-a €16 volt, csupan 20%-uk

volt vagy nekrotikus vagy apoptotikus.

Szorbinsav Kalium-szorbat
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26. A, B, C, D abra: 0,75 V/v%-os oldatokkal kezelt Caco-2 sejtek aramlasi citometrias analizise propidium-
jodiddal és annexin V-el festve. A haromszori ismétlés alapjan szamolt atlagos sejt megoszlas a bal felsé (PI+, AV -),
jobb felsé (PI+, AV+) a bal alsé (PI-, AV-) és a jobb also (PI-, AV+) kvadransok kozott £SEM:
26. A. szorbinsav: 1,9% =+ 0,1%, 29,3% =+ 0,4%, 68,2% =+ 0,4%, 0,5% = 0,0%.
26. B. kalium-szorbat: 4% + 0,2%, 27,9% =+ 2,1%, 67,5% + 2,2%, 0,5% + 0,1%.
26. C. etil-szorbat: 6,5% + 0,1%, 28,5% =+ 0,3%, 64,3% + 0,5%, 0,6% =+ 0,0%.
26 D. izopropil-szorbat: 1,9% + 0,1%, 67,8% =+ 0,4%, 27,3% + 0,4%, 3% + 0,1%.

A 26. A, B, C abrakon lathatd, hogy a kezelések az szorbinsav, a kdlium- és az etil-
szorbat esetén atlagosan 64-68%-ra csokkentették a taléld sejtek aranyat és 28-29%-ra nétt az
apoptotikus sejtek aranya. Az izopropil-szorbat jelentdsen eltérd viselkedést mutatott, mivel a

detektalt sejtek 68%-a apoptotikus volt és csupan 27%-uk élt tal. (29. B abra)

V./4.2. Kiilonb6z6 szorbinsav szarmazékok antimikrobialis vizsgalata.

A mikrobidlis kisérleteket a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézetének
munkatarsai, dr. Kovacs Renatd Laszlo, Nagy Fruzsina és Toth Zoltan végezték. Ezeket az
eddigiektdl eltéréen nem mikrodilucids, hanem 1d6-6lés (time-kill) kisérlettel vizsgaltuk, a
kevesebb vizsgdlandd anyagnak kdszonhetden. Ez a modszer sokkal munkaigényesebb,
ugyanakkor pontos képet ad a vizsgélt anyagok antimikrobidlis hatdsanak iddbeli lefutasarol,
mivel az adott iddpillanatokban kioltas torténik és egyedileg meghatarozasra keriil az aktuélis
telepképzo egység (CFU) szam. A korabbiaktol eltérden csupan harom fajra csokkentettiik a
felhasznalt referencia torzsek szamat, egy gombat (C. albicans), egy Gram pozitiv (S. aureus)
¢s egy Gram negativ (E. coli) baktériumot alkalmaztunk. Az 50%-os telepképzé egység

csokkenést ezen dbrakon is szaggatott vonal jelzi.
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27. A, B, C, D abrak: Szorbinsav szarmazékok hatasa C. albicans referencia torzs ellen.

Az antifungalis kisérletek azt mutatjak, hogy a szorbinsav ¢s a kalium-szorbat csupan a

legmagasabb, 0,75 ™/v%-o0s koncentracion tudott gyenge sztatikus hatast mutatni. (27. A, B.

abrak) Ezzel szemben az etil-szorbat a 0,375 V/v% és a 0,75 V/v% koncentraciok esetén is Kis

mértékii 6lést mutatott a 8. éraig. (27. C abra) Az izopropil-szorbat 0,18 V/v% koncentracio

alatt a 12. oraig fungisztatikus, e folott minden esetben fungicid hatassal birt (27. D abra)
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28. A, B, C, D abrak: Szorbinsav szarmazékok hatasa S. aureus referencia torzs ellen.
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A Gram pozitiv baktérium nagyon ellenallonak bizonyult a kiilonb6z6 kezelésekkel
szemben, a kezdeti CFU szam novekedett a kiilonb6zo vegyiiletek jelenléte mellett is. (28. A,
B, C abra) Csupan az izopropil-szorbat volt képes a mikroorganizmus szaporodasat a kisérlet

végéig gatolni, de csak a 0,18 V/v% és e feletti koncentraciok esetén. (28. B abra)
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29. A, B, C, D abrak: Szorbinsav szarmazékok hatasa E. coli referencia torzs ellen.

Az utolso vizsgalt fajon hasonlo eredményeket kaptunk, mint korabban. A 29. D abran
lathato, hogy mig az izopropil-szorbat a két legnagyobb koncentracio esetén baktericid hatasu,
az ezeket kovetd 0,18 V/v% koncentracion pedig bakteriosztatikus, addig a tobbi szer csupan a
legnagyobb toménységben volt sztatikus és ott sem 24 Oran at tartott a hatas. (29. A, B, C abra)

Osszességében megallapithatd volt a szorbinsav alkil észterek, ezeken beliil is az
izopropil-szorbat jelentésen eltéré biokompatibilitdsa és antimikrobialis hatasa a kiindulasi

vegyiilethez és annak kéalium sdjahoz képest.

V./5. Kiilonboz6 illoolaj tartalmu emulziok formulacioja, biokompatibilitasi vizsgalata és
interakcidja kalium-szorbattal.

A szakirodalomban ismert, hogy a kiilonb6z6 névényi illoolajok jelentds antimikrobialis
hatassal birnak akar rezisztens korokozokkal szemben is.'®® Azonban ezt a hatast nem csak
rovid ideig, terdpiasan vagy fertdtlenitési céllal lehet haszndlni, hanem hosszu tdvon, akar
tartositas céljara is alkalmazhat6.'%%1% Emiatt gondoltuk ugy, hogy a Gattefossé cég modern
gyogyszertechnoldgiai segédanyagait felhasznalva (melyek biokompatibilitasat korabban

vizsgaltuk a Gydgyszertechnoldgiai Tanszéken) emulzids rendszereket formuldlunk. A
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hatéanyag standardizalasa miatt, gyogyszerkonyvi (Ph. Eur. 9.) minéségii borsmenta (Menthae
piperitae aetheroleum), citrom (Limonis aetheroleum) és rozmaring (Rosmarini aetheroleum)
ill6olajat haszndltunk. Habar az ismert, hogy emulzidként hatékonyabbak az illdolajok, arra is
kivancsiak voltunk, hogy egy hagyomanyos tartositoszerrel, a kalium-szorbattal kiegészitve,
hogyan moddosulnak a készitmény antimikrobidlis és biokompatibilitasi paraméterei. A
sejtéletképességi vizsgalatokat Caco-2 sejteken MTT- és NR-teszttel, az in vivo toxicitast G.
mellonella larvakon, mig a korokozok elleni hatékonysagot mikrodiliicios modszerrel
vizsgaltuk. Az illoolajok miibizonylat szerinti 0sszetétele a 2. Fiiggelékben olvashato.

Az emulziok Osszeallitasaban Fekete Helga és Gyulai Renata gyogyszerészhallgatok
segitettek. Szakirodalmi adatok alapjan 4% olaj tartalommal kezdtiink kisérletezni, melyet 3:1
aranyban osztottunk meg az illdolaj és a semleges lenolaj kozott, melyet a hivatkozott
publikacié az Ostwald-féle érés csokkentésére javasolt.!®* A gyakorlatban azonban azt
tapasztaltuk, hogy nem befolyéasolja kedvezden a lenolaj alkalmazisa az emulzi6 stabilitasat.
Emulgealoszerként Labrasol ALF®-t, poliszorbat 20 és 80 tenzideket hasonlitottunk &ssze,
melyek koziil egyértelmiien az elsé bizonyult a leghatékonyabbnak, utdbbiak esetén az emulzid
szinte azonnal szétvalt. Azonban a Labrasol ALF® énmagéban nem bizonyult elegendének egy
stabil emulzi6 kialakitasara, ezért egyrészt koszolvensként glicerint és propilén-glikolt,
valamint viszkozitasnovelOként xantan gumit €s tragakantat probaltunk ki. Végiil, tobb, hasonlo
stabilitdst mutaté dsszetételt formulaltunk, melyek 10 VA% vagy 30 VA% glicerint, 2 mg/ml
xantdn gumit és 0,5/1/1,5/2 V% Labrasol ALF®-t tartalmaztak. A kiilonbdz8 emulziokban
centrifugalassal probaltuk a fazis szeparaciot eldsegiteni 2000-4000 RPM-en, 4-6 percen
keresztiil. Az azonos illoolaj tartalmu emulziokat egyre novekvé fordulaton, egyre hosszabb
ideig centrifugaltuk, egészen addig, amig az 6sszes formulécio koziil csak egy maradt stabil. A
végso receptirdk az aldbbiak voltak:

1. 4 V% borsmenta illoolaj, 2 V% Labrasol ALF®, 30 VA% glicerin, 64 VA% viz, 2 mg/ml
xantan gumi
2. 4 V% rozmaring illéolaj, 2 VA% Labrasol ALF®, 30 VA% glicerin, 64 VA% viz, 2 mg/ml
xantan gumi
3. 4 VIv% citrom illoolaj, 1,5 VA% Labrasol ALF®, 10 VA% glicerin, 84,5 V% viz, 2 mg/ml
xantan gumi

Mind a harom emulziét vizsgaltuk 6nmagéban €s 2 mg/ml kalium-szorbattal kiegészitve.
Minden kisérlet el6tt frissen készitettiik el a mintakat, jeges fiirddbe martott centrifuga csdben
mértiik dssze a xantan gumi kivételével a komponenseket és egy IKA T25 ULTRA-TURRAX®
(IKA-Werke Staufen, Németorszag) homogenizaloval 11.000 RPM fordulaton Gt percig, egy
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S25D-10G-KS homogenizal6 szerszdmmal kevertiik a mintakat, mikézben a csovek kupakkal
voltak lezarva, amin csak a szerszamnak megfelelé nagysagu lyuk volt, igy minimalizalva a
hatéanyag elparolgasat, hobomlasat. A homogenizalas utan hozzdadtuk a mintdkhoz a
megfeleld mennyiségli xantan gumit és razassal oldottuk. A xantan gumi hozziadésaval a
mintak optikai denzitdsa megnott, ezért a Tanszéken 1€vo Zetasizer Nano DLS késziilékkel nem
tudtuk a részecskeméretet és annak idébeli valtozasat megmérni.

V./5.1. Kiilonb6z6 illoolaj tartalmu emulziok biokompatibilitasi vizsgalata és interakcidja

kalium-szorbattal.

Az in vitro és in vivo vizsgalatokhoz a mintakat PBS-el higitottuk 50%, 10%, 5% ¢és 1%

emulzio tartalomra, igy az eredeti illdolaj és kalium-szorbat koncentracié aranyosan higult.
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30. A, B abra: Rozmaring illéolaj tartalmi emulziék citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT és NR-teszttel mérve.
Az egyes mérési pontok tizenkét lyuk abszorbancidjanak atlagat és + SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke
a csak PBS pufferrel kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszdmitasra.

Az emulzios kiozeg, a rozmaring illoolaj, valamint a kalium-szorbattal kiegészitett emulziok MTT-teszt esetén

esetén abrazolt értékei (30. A abra):
1YIV%: 100% +1,2%; 96,9% +2,9%; 48,9% +1,6%
10Y%: 86,2% +1,2%; 9,3% +13,3%; 7,6% +5,7%

5Viv%: 100% +0,7%:; 62,6% +2,9%; 20,7% +1,7%
50 VIv%: 58,1% +3,2%; 3,5% +1,3%; 6,6% +3,7%

Az emulzids kézeg, a rozmaring ill6olaj, valamint a kalium-szorbattal kiegészitett emulziok NR-teszt esetén esetén

abrazolt értékei (30. B abra):
1YIN%: 100% +1,2%; 100% +4,2%; 39,4% +£2,1%
10VIv%: 76,8% +1,5%; 25,6% +6,9%; 16,9% +1,4%

5VIN%: 100% +2%; 71% +3,6%; 34,3% +0,5%
50 VV%: 46,2% +3,4%; 24,1 £1%; 12,1% +1%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

MTT-teszt (30. A abra):

1V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring: Nn.Sz.

1V/v% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: ***x*
5V/v% emulzios kozeg vs. rozmaring + K.-szorbat: *#**
10V/v% emulzids kozeg vs. rozmaring: **%*

10 Y% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: n.sz.
50V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring + K.-szorbat: **#*
NR-teszt (30. B abra):

1V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring: Nn.Sz.

1VIv% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: ****
5V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring + K.-szorbat: ****
10 V/v% emulzids kozeg vs. rozmaring: **%*

10V/v% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: n.sz.

50 V/v% emulzi6s kozeg vs. rozmaring + K.-szorbat: *#**

1V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring + K.-szorbat: ****
5V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring: ***%*

5VIv% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: ****
10V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring + K.-szorbat: *#**
50 V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring: ****

50 V/v% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: n.sz.

1V/v% emulzids kozeg vs. rozmaring + K.-szorbat: **#%*
5V/v% emulzids kdzeg vs. rozmaring: ****

5V/v% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: ****
10V/v% emulziés kdzeg vs. rozmaring + K.-szorbat: ****
50 V/v% emulziés kozeg vs. rozmaring: ****

50 V/v% rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: **

A rozmaring ill6olaj tartalmt emulziok vizsgélata soran latszik, hogy az MTT- és a NR-

teszt eredményei nagyon hasonloak. (30. A, B abra) Az emulzios kozeg még rendkiviil nagy

koncentracio esetén is csak alacsony foku citotoxicitast okoz, 5 V/v% koncentracion és alatta
b
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pedig a rozmaring illoolajjal kezelt sejtek tobb, mint a fele ¢letben maradt. Ellenben a kalium-

szorbat jelentdsen csokkentette minden koncentracio esetén a sejtéletképességet.

llidolaj emulzidk citotoxicitaisa NR-teszt alapjan lll6olaj emulzidk citotoxicitasa MTT-teszt alapjan
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31. A, B abra: Borsmenta illgolaj tartalma emulziok citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT és NR-teszttel mérve.
Az egyes mérési pontok tizenkét lyuk abszorbancidjanak atlagat és + SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke
a csak PBS pufferrel kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszdmitasra.

Az emulzios kozeg, a borsmenta illéolaj, valamint a kalium-szorbattal kiegészitett emulziok MTT-teszt esetén

esetén abrazolt értékei (31. A abra):
1YIV%: 100% +1,2%; 93,6% +3%); 32,8% +2,1%
10Viv%: 86,2% +1,2%; 7,5% £7%; 6,2% +4,5%

5VIv%: 100% +0,7%; 8% +5,8%); 6% +4,4%
50 VIv%: 58,1% +3,2%; 4,4% +1,3%; 5,5% £2,6%

Az emulziés kozeg, a borsmenta illéolaj, valamint a kalium-szorbattal kiegészitett emulziok NR-teszt esetén

esetén abrazolt értékei (31. B abra):
1VIN%: 100% +1,2%; 88,7% +2,6%; 38% +3,4%
10VIv%: 76,8% +1,5%; 18% +5,3%; 14,4% +0,9%

5YIN%: 100% +2%; 12,6% +3,5%); 11,5% +0,6%
50 Vv%: 46,2% +3,4%); 24,1% +5,5%; 12,5% +0,9%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

MTT-teszt (31. A abra):
1V/v% emulziés kdzeg vs. borsmenta: *

1VIv% borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbat: ****
5V/v% emulzios kdzeg vs. borsmenta + K.-szorbat: ****
10V/v% emulzids kozeg vs. borsmenta; ****

10V/v% borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbit: n.sz.

50 V/v% emulzids kozeg vs. borsmenta + K.-szorbat: ****
NR-teszt (31. B abra):

1V/v% emulzids kozeg vs. borsmenta; **

1V/v% borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbat: ****
5V/v% emulzios kdzeg vs. borsmenta + K.-szorbat: **#*
10 V/v% emulzids kdzeg vs. borsmenta; ****

10 V/v% borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbat: n.sz.

50 V/v% emulzids kozeg vs. borsmenta + k.-szorbat: ****

1V/v% emulziés kozeg vs. borsmenta + k.-szorbat: ****
5V/v% emulzids kdzeg vs. borsmenta; ****

5V/v% borsmenta vs. borsmenta + K.-szorbét: n.sz.
10V/v% emulzids kozeg vs. borsmenta + K.-szorbat: ****
50 V/v% emulziés kdzeg vs. borsmenta: ****

50 Y/v% borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbat: n.sz.

1V/v% emulzids kozeg vs. borsmenta + k.-szorbat: ***x*
5V/v% emulzids kizeg vs. borsmenta: ****

5VIv% borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbat: n.sz.
10V/v% emulzids kdzeg vs. borsmenta + K.-szorbat: *##*
50 V/v% emulzids kdzeg vs. borsmenta; ****

50 V/v% borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbat: *

A borsmenta illdolaj tartalmi emulzidknal a rozmaring illoolajat tartalmazokhoz hasonlo
tendencidk voltak megfigyelhetdk, azonban Osszességében alacsonyabb sejtéletképességi
értekeket mértiink, foleg a kalium-szorbatot is tartalmazd emulziok esetén és a két kiilonbozo
Osszetételll, illoolajat tartalmazod emulzido kozott nem volt szignifikans kiilonbség a legtobb

koncentracio esetén. (31. A, B abra)

llléolaj emulzidk citotoxicitisa MTT-teszt alapjan lldolaj emulzidk citotoxicitisa NR-teszt alapjan
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Tulélési szazalék

32. A, B abra: Citrom illolaj tartalmu emulziok citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT és NR-teszttel mérve. Az
egyes mérési pontok tizenkét lyuk abszorbanciajanak atlagat és + SEM-et jelzik. A sejtéletképesség szazalékos értéke a
csak PBS pufferrel kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszdmitasra.

Az emulziés kozeg, a citrom illdolaj, valamint a kalium-szorbattal kiegészitett emulziok MTT-teszt esetén esetén
abrazolt értékei (32. A abra):

1VN%: 100% *1%; 101,1% +4,3%; 65,8% +0,7% 5VIV%: 100% +0,9%; 95,2% +3,1%; 24,3% +1%

10 Viv%o: 88,7% +2,2%; 83,7% +2,3%; 16,6% =2,6% 50 VIv%: 74,9% +2,2%; 15,8% +6,3%; 9,3% +4,4%
Az emulziés kozeg, a citrom illéolaj, valamint a kalium-szorbattal kiegészitett emulziok NR-teszt esetén esetén
abrazolt értékei (32. B abra):

1VN%: 100% *1%; 99,6% +£2,5%; 31,1% +1,8% 5VV%: 100% +1,4%; 66,6% +6,6%; 22,1% +1,1%

10 Viv%o: 98,7% +2,2%; 63,5% +5,5%; 12,6% =1,8% 50 VIv%: 86% +2,8%); 14,8% +1,5%; 11,6% +0,6%

A statisztikai analizis eredménye ANOVA ¢és Tukey-Kramer teszt alapjan:

MTT-teszt (32. A 4bra):

1V/v% emulziés kdzeg vs. citrom: n.sz. 1V/v% emulzids kdzeg vs. citrom + K.-szorbat: *#**
1VIv% citrom vs. citrom + K.-szorb4t: **#%* 5V/v% emulzios kdzeg vs. citrom: n.sz.

5V/v% emulzids kdzeg vs. Citrom + K.-szorbdt: **** 5V/v% citrom vs. citrom + k.-szorbat; ****

10V/v% emulzids kozeg vs. citrom: n.sz. 10V/v% emulzids kozeg vs. Citrom + K.-szorbat: ****
10 Viv% citrom vs. citrom + K.-szorbat: **** 50V/v% emulzids kdzeg vs. citrom: ****

50 V/v% emulzids kdzeg vs. Citrom + K.-szorbat; *#** 50 VIv% citrom vs. citrom + K.-szorbat: n.sz.
NR-teszt (32. B abra):

1V/v% emulzids kdzeg vs. citrom: n.sz. 1V/v% emulzids kdzeg vs. Citrom + K.-szorbat: ****
1VYIV% citrom vs. citrom + K.-szorbét: **** 5V/v% emulzios kdzeg vs. Citrom: ****

5V/v% emulzids kdzeg vs. citrom + K.-szorbat: *#** 5VIv% citrom vs. citrom + K.-szorbat: ****

10V/v% emulzids kdzeg vs. citrom: **** 10V/v% emulzids kozeg vs. Citrom + K.-szorbat: ****
10VIV% citrom vs. citrom + K.-szorbét: **** 50V/v% emulzids kdzeg vs. citrom; ****

50 V/v% emulzids kdzeg vs. Citrom + K.-szorbat: ***x* 50 VIV% citrom vs. citrom + k.-szorbat: n.sz.

A harom ill6olaj koziil, mind az emulzios rendszert, mind az illdolaj tartalmi emulziot
tekintetbe véve, a citrom illdolaj produkalta a legkisebb citotoxicitast mindkét teszt esetében.
(32. A, B abra) A kalium-szorbat hozzaadasa azonban ez esetben is jelentGsen novelte a
sejtkarosodas mértékét.
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33. A, B, C abra: Ill6olaj tartalmi emulziok hatasa G. mellonella larvakra. Az egyes kezelt csoportok 15 larvat
tartalmaztak és 20 ul oldattal lettek befecskendezve. Kontrollként a két emulzids kozeget és PBS-t is vizsgaltunk,
azonban mivel egyik csoport esetén sem tortént elhaldlozas, ezeket egységesen ,,Kontroll”-ként abrazoltam. Az egyes
elhalalozasok ideje:
6 ora: 2 db — rozmaring illoolaj; 9 db — borsmenta illoolaj, 5 db — rozmaring + k.-szorbat; 10 db — borsmenta + k.-szorbat
24 ¢6ra: 1 db — citrom illdolaj; 6 db rozmaring illoolaj, 5 db borsmenta illoolaj, 3 db — citrom illdolaj + k.-szorbat; 7 db
rozmaring + K.-szorbat; 5 db — borsmenta + k.-szorbat
30 o6ra: 1 db rozmaring illdolaj; 3 db — citrom ill6olaj + K.-szorbat; 1 db rozmaring + K.-szorbat;
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Statisztikai analizis eredménye Mantel-Cox (elsé érték) és Gehan—Breslow—Wilcoxon (masodik érték) préba
eredményei alapjan:

33. A 4bra:

emulzios kozeg vs. citrom: n.sz./n.sz. emulzios kozeg vs. citrom + K.-szorbat: */*

citrom vs. citrom + K.-szorbat: */*

33. B abra:

emulzios kozeg vs. borsmenta + K.-szorbat: ****/****  emulzids k6zeg vS. borsmenta; **x*/****

borsmenta vs. borsmenta + k.-szorbat: n.sz./n.sz.

33. C abra:

emulzids kdzeg vs. rozmaring: *#*/*** emulzios kozeg vs. rozmaring + K.-szorbat: *###/##**
rozmaring vs. rozmaring + k.-szorbat: n.sz./n.sz.

Abrik dsszehasonlité elemzése:

citrom vs. rozmaring: **/** citrom vs. rozmaring + K.-szorbat; ****/***x*

citrom vs. borsborsmenta: ****/**** citrom vs. borshorsmenta + K.-szorbat: ****/[****

citrom + k.-szorbat vs. rozmaring: n.sz./n.sz. citrom + K.-szorbat vs. rozmaring + K.-szorbat: **/***
citrom + k.-szorbat vs. borshorsmenta: ****/**** citrom + k.-szorbat vs. borsmenta + K.-szorbat: ****[****
rozmaring vs. borsmenta: **/** rozmaring vs. borsmenta + K.-szorbat; ***/***

rozmaring + k.-szorbat vs. borsmenta: n.sz./n.sz. rozmaring + k.-szorbat vs. borsmenta + k.-szorbat: */*

Az in vivo eredmények alapjan nagyon jol elkiiloniil a legtoxikusabb borsmenta, az alig
toxikus citrom ¢és a kettd kozott elhelyezkedd rozmaring illdolajat tartalmazé formulacio. A
kalium-szorbat minden esetben novelte az elhalalozott allatok mennyiségét és/vagy korabbi

halalozashoz vezetett.

V./5.2. Kiilonboz6é illoolaj tartalmi emulziok antimikrobialis vizsgalata és interakcidja

kalium-szorbattal.

Miutdn megéllapitottuk, hogy egyes emulziok mar 5 VA% koncentracid esetén is
citotoxikusak, valamint, hogy a borsmenta esetén jelent6s in vivo toxicitasra kell szamitani, a
mikrobialis kisérleteket 2,5 V/v% koncentracion kezdtiik el, felezd higitdsokkal, mikrodilucids
modszert alkalmazva. A formuldciok optikai denzitdsa miatt, a csak emulziot tartalmazéd
higitasi sort vettiik hattérnek az abszorbancia mérésnél. Un. checkerboard tesztet szerettiink
volna végrehajtani, mely két antimikrobialis szer szinergiajat hivatott feltérképezni gy, hogy
két higitasi sort képziink, ahol az egyik szer alland6 koncentracioja mellett a masik szer
koncentracidja higul és forditva.!® A nagy mennyiségli minta és a haromszori ismétlésszam
miatt csak egy higitasi sort vettiink fel, igy minden kisérletiink esetén a kalium-szorbat eredeti,
2 mg/ml-es koncentracioja mellett volt kihigitva az adott emulzio. A Debreceni Egyetem Orvosi
Mikrobiologiai Intézetének munkatéarsai, dr. Kovacs Rendtd Laszld, Nagy Fruzsina és Toth

Zoltan veégezték a vizsgalatokat.

Emulzio | 25 Y% | 1,25Vi\% 0,625 0,313 0,156 0,078 0,039
koncentracié Viv% VIiv% Viv% Viv% Viv9%
Formuléci6
Emulziés kozeg 1 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(1,5 V% Labrasol +3,8% +5,6% +5,8% +9,3% +1,1% +6,8% +5,9%
ALF, 10V/\,% glicerin)
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Emulziés kozeg 2 51,6% 70,4% 81,8% 95,2% 96,9% 96,5% 97,8%
(2 VA% Labrasol |  +0,3% +0,5% +1,6% +4,3% +2,5% +3,1% +3,7%
ALF, 30V/\% glicerin)
Citrom 41,5% 52% 60,6% 69,7% 70,5% 74,3% 87%
+0,8% +0,2% +2,7% +4,1% +4,6% +4,7% +2,2%
Citrom + Kalium- 15,6% 16,4% 18,9% 21,7% 22,4% 24,4% 36,9%
szorbat +1,1% +0,5% +0,5% +1% +2,1% +2% +2,6%
Rozmaring 21,7% 35,9% 47,8% 55,2% 65,4% 2% 90,8%
+1,7% +1% +4% +3,4% +1,3% +2,8% +3,3%
Rozmaring + 8,5% 10,5% 16% 20,8% 23,9% 26,8% 40,9%
kalium-szorbat +0,4% +0,4% +0,6% +1,2% +1,8% +3,1% +0,8%
Borsmenta 0% +1,3% 0,7% 0,9% 0% | 7% +0,2% 18,3% 32,4% 63,5%
+0,5% +2,2% +2,2% +3,7%
Borsmenta + 3,3% 2,1% -0,7% 0,3% 3,2% 7,9% 26,5%
kalium-szorbat +1,8% +0,9% +0,3% +0,1% +0,2% +0,7% +0,7%
Kalium-szorbat 2
mgimi 42,5% +1,3%

3. tablazat: Illolaj tartalmi emulziok hatasa C. albicans referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke
a csak médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszamitasra. Az értékek harom lyuk
abszorbanciajanak atlagat és £ SEM-et jelzik. A tovabbi, felez6 koncentraciokban vizsgalva nem volt tapasztalhatd
antimikrobialis hatas. A kalium-szorbat koncentracidja az azzal kiegészitett emulziok esetén mindig 2 mg/ml.

A gomba sejtek kiilondsen érzékenyek voltak az illoolajokkal szemben, még alacsony
koncentraciok is jelentOs gatlast eredményeztek. (1. tablazat) Az emulzids kozegek koziil az
els6 semmilyen hatast nem fejtett ki és a masodik sem volt képes 50% ala szoritani a kezelést
tuléld gomba sejtek optikai denzitasat. Az illdolajok kozott a toxicitasi vizsgéalatok soran latott
er6sorrend alakult ki hatas tekintetében, igy a leggyengébb antifungalis tulajdonsaga a citrom
ill6olaj tartalmu emulzidknak volt, ezeket kovették a rozmaring tartalmtak végiil pedig a
borsmenta illoolaj tartalmtak. A kalium-szorbat hozzdadasa minden illdolaj esetén jelentdsen

novelte a gatlo hatast, a kalium-szorbat hatasat pedig mar nagyon kevés illdolaj is ndvelni tudta.

Emulzié koncentracié 2,5 VIv% 1,25 VIv% 0,625 VIv%
Formulacié
Emulzios kozeg 1 (1,5 V% 26,9% +2,2% 65,6% £5,7% 94,6% +2,6%
Labrasol ALF, 10V/\% glicerin)
Emulziés koézeg 2 (2 VA% 13,3% +1,8% 64,7% +7% 84,2% +1,7%
Labrasol ALF, 30 VA% glicerin)
Citrom 40,3% +1,6% 80,3% +7% 99% +2,1%
Citrom + kalium-szorbat 59% +8,1% 78,3% £7% 86,7% +£2,2%
Rozmaring 4,4% £2,2% 21,9% +6,8% 80,1% +3,9%
Rozmaring + kalium- 5,2% +2,1% 35,8% +4,4% 99,3% +9,2%
szorbat
Borsmenta 0% +1,6% 22,2% +7,7% 91,6% +9,6%
Borsmenta + kalium-szorbat 2,2% +0,6% 21,5% +4,3% 70,5% +1,3%

Kélium-szorbat 2 mg/ml

82,8% +8,7%
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4. tablazat: Ill6olaj tartalmi emulzidk hatasa S. aureus referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke
a csak médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszamitisra. Az értékek harom lyuk
abszorbanciajanak atlagat és = SEM-et jelzik. A tovabbi, felez6 koncentraciokban vizsgalva nem volt tapasztalhatd
antimikrobialis hatds. A kalium-szorbat koncentracidja az azzal kiegészitett emulzidk esetén mindig 2 mg/ml.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy mar maguk az emulzids kozegek is jelentds
antimikrobialis hatassal birtak ezen faj ellen a legnagyobb koncentracioban. (2. tablazat) Ehhez
képest a citrom ill6olaj ennél gyengébb eredményt produkalt és a kalium-szorbat hozzaadasa is
csak rontotta a novényi komponens hatasat. A rozmaring illoolaj és a borsmenta illoolaj
egymashoz hasonlo értékeket produkaltak, azonban mig a borsmenta kalium-szorbattal
kiegészitve enyhén hatékonyabb volt, a rozmaring esetén csokkent a kalium-szorbatot is
tartalmazé emulzi6 hatdsa a normal emulzidhoz képest. A higitasok hatdsara gyorsan csokkent

minden emulzi6 gatlo képessége.

Emulzi6 | 25 VA% | 1,25Vi% 0,625 0,313 0,156 0,078 0,039
koncentracio Viv% Viv% Viv% Viv% Viv%
Formulacio
Emulziés kozeg 1 | 66,8% 65,6% 73,5% 74,5% 79,8% 81,3% 84,3%
(1,5 YA% Labrasol +3,8% +5,6% +5,8% +9,3% +1,1% +6,8% +5,9%
ALF, 10V/\% glicerin)
Emulziés kozeg 2 86% 74,3% 68,2% 65,6% 64,4% 71,4% 81,8%
(2 VYN% Labrasol +0,3% +0,5% +1,6% +4,3% +2,5% +3,1% £3,7%
ALF, 30V/\% glicerin)
Citrom 87,6% 82,5% 79,9% 84,6% 85,4% 92,3% 91,1%
+1,5% +0,6% +2,7% +2,4% +1% +3,2% +1,5%
Citrom + kalium- 28,9% 20,5% 19,1% 19,3% 20,5% 19,2% 18,8%
szorbat +0,1% +0,8% +1% +2,1% +2,4% +2,1% +1,8%
Rozmaring 80,3% 75,6% 79,1% 70,1% 74,3% 79,6% 75,7%
+1% +0,1% +2% +0,2% +2,6% +2,7% +1%
Rozmaring + 21% 20,1% 18,1% 18,1% 18,1% 19,2% 18,1%
kalium-szorbat +0,4% +0,3% +0,9% +1,6% +0,9% +1,2% +0,6%
Borsmenta 0,2% 80,1% 82,4% 71,8% 71,5% 68,9% 80,5%
+0,3% +1,6% +2,7% +0,2% +1,2% +0,7% +0,1%
Borsmenta + 0,1% 11,7% 12,6% 16% 15,8% 14,7% 16,9%
kalium-szorbat +0,3% +0% +0,6% +0,7% +0,5% +0,3% +0,5%
Kalium-szorbat 2
22,7% +0,7%
mg/ml

5. tablazat: Tlléolaj tartalmu emulzidk hatasa E. coli referencia torzs ellen. A sejtéletképesség szazalékos értéke a
csak médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszamitasra. Az értékek harom lyuk
abszorbanciajanak atlagat és £ SEM-et jelzik. A tovabbi, felez6 koncentraciokban vizsgalva nem volt tapasztalhato
antimikrobialis hatas. A kalium-szorbat koncentracidja az azzal kiegészitett emulziok esetén mindig 2 mg/ml.

A Gram negativ E. coli vizsgalatai azt mutattak, hogy a legtobb esetben nincs, vagy csak
minimalis koncentracio fliggés tapasztalhato a kezelések soran. (3. tablazat) Az illéolajok nem

tudtak az emulzids kdzegnél 1ényegesen nagyobb gatlast elérni és csupan a borsmenta illoolaj
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tudott a legmagasabb koncentracion gatlast biztositani, valamint a kalium-szorbattal additiv
hatast eredményezni.

Osszességében megallapithatd volt, hogy az illdolajok jelentésen eltérd toxicitast és
antimikrobialis hatast mutatnak, ugyanakkor alacsony koncentracio tartomanyban toxicitasuk
minimalis. Bizonyos osszetételek ilyenkor is gatlo hatassal birtak adott fajokon és kalium-

szorbattal keverve hatasuk megnétt, de nem volt tapasztalhato szinergizmus.

V./6. Kiilonb6zo parabének citotoxicitasi és antimikrobialis vizsgalata.

A parabének vegyiiletcsaladjabol az élelmiszer-, gyogyszer- és kozmetikai ipar
leggyakrabban a metil-, az etil-, a n-propil- és a n-butil-parabént vagy ezek kombinacioit
alkalmazza tartdsitoszerként. Egyuttal ezeket a vegyiileteket gyakran vonjak be kiilonb6zo
kutatasokba, mig a kevésbé gyakran hasznalt parabénekrél szolo tanulmanyokkal adds a
szakirodalom. Ugyanakkor, a szorbatok esetén elvégzett 6sszehasonlito vizsgalatot alapul véve,
kivancsiak voltunk, hogyha a ritkan alkalmazott vegyiileteket is teszteljiik, milyen
kiilonbségeket talalunk. Azért, hogy valéban a kémiai szerkezet kiilonbozoségét tudjuk
megfigyelni, a szénlanc elagazasat valasztottuk, mint szerkezeti tényezOt és az egyes
szarmazékokat azonos koncentracid értéken akartuk vizsgalni. Az alkil lancban 3, 4 és 5
szénatommal rendelkezé nyilt és elagazd észtereket parba rendeztiik és vizes kozegben
vizsgaltuk citotoxicitasukat és antimikrobialis hatdsukat. Irodalmi adatok hijan azonban el6szor
a vizes kozegben mért maximalis vizoldékonysdg meghatarozasara volt sziikkség HPLC

segitségével, mely vizsgalatokban Dr. Haimhoffer Adam tanszéki kollégam segitett.

Név Koncentracio =SEM (™/\/%) tR (perc) logP
n-Propil-parabén 0,02495 +0,0002 2,147 2,29
Izopropil-parabén 0,04838 +0,0006 2,1 2,12

n-Butil-parabén 0,02319 +0,00001 2,198 2,71
I1zobutil-parabén 0,02365 +0,00002 2,186 2,69
n-Pentil-parabén 0,01002 +0,00008 2,298 3,12
Izopentil-parabén 0,01932 +0,00009 2,271 3,04

6. tablazat: Parabének vizoldékonysaga, retencios ideje és kalkulalt logP értéke. A koncentracio €s retencios id6
értékek harom parhuzamos mérés atlagat jelzik. A logP értékeket ChemDraw Professional 17.0 szoftverrel kalkulalta dr.
Kelemen Viktor kollégam.

A 4. tablazat eredményein latszik, hogy a 3 és 5 szénatomos észtereknél az elagazo forma
kozel kétszer jobb vizoldékonysaggal bir, mint a nyilt lanct forma, mig a 4 szénatomos
észtereknél kozel azonosak az értékek. A retencids idOk és a kalkulalt logP értékek alapjan
feltételezhetd a magasabb lipofilitds a nyilt lancu észtereknek esetén, azonban ennek teljes

mértékil bizonyitasa tovabbi fizikai-kémiai meghatarozéasokat igényel.
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V./6.1. Kiilonb6z6 parabének citotoxicitasi vizsgalata.

A parabéneket ezutdn szénatom szam alapjan parosaval azonos koncentracidkon
vizsgaltuk, az alacsonyabb vizoldékonysagl észter maximalis vizben oldhatd koncentracidjan.
Ez n-propil- és izopropil-parabén esetén 0,025 M/\/%-o0t, n-butil és izobutil-parabén esetén 0,023
M/\v%-ot, mig n-pentil- és izopentil-parabén esetén 0,01 M/\/%-ot jelentett. G. mellonella larvakat
is vizsgaltunk, az etanol tartalom miatt azonban minden esetben teljes mortalitdst mutattak. A
sejtéletképességi eredményeket az egyes csoportok kozotti differencia jobb lathatosaga végett
,dobozok és bajszok” diagramon abrazoltam, ahol a doboz a két kdzépso kvartilist jeloli, a
kereszt az atlagot, a dobozon beliili vonal a mediant, mig a dobozon tul nyul6é bajszok a
minimélis és a maximalis értéket. A sejtes kisérletekben Tari Akos gyogyszerészhallgatd

segitett.
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34. abra: Nyilt és elagazo lanch parabének citotoxicitasa Caco-2 sejteken MTT-teszttel mérve. A parabéneket 96
V1\%-0s etil-alkoholban oldottuk gy, hogy 10 ™/v%-os torzsoldatokat alkossunk, majd ezekbdl higitottuk PBS-sel a
mintaoldatokat. Az eredmények 6 parhuzamos lyukat jeldlnek.

Atlagos abszorbancia +SEM értékek és kontrollhoz viszonyitott szdzalékos sejtéletképességi értékek +SEM:

PBS-el kezelt kontroll: 1,483 +0,1 0,025 ™% n-propil-parabén: 1,252 +0,06; 84,4% +3,7%
0,025 ™/v% izopropil-parabén: 1,464 +0,1; 98,8%; +3,4%

0,023 ™/v% n-butil-parabén: 0,242 +0,01; 16,3% +0,9%

0,023™/v % izobutil-parabén: 0,257 +0,01; 17,3% +0,6%

0,010 /v % n-pentil-parabén: 0,979 +0,04; 66,1% +2,5%

0,010 "/v % izopentil-parabén: 1,264 +£0,05; 85,2% +3,2%

A statisztikai analizis eredménye 2 mintas t-préba alapjan:

n-propil-parabén vs. izopropil-parabén: * n-butil-parabén vs. izobutil-parabén: n.sz.

n-pentil-parabén vs. izopentil: **

Az eredményeken latszik, hogy a pératlan szénatomot tartalmazd szdrmazékok esetén
szignifikans volt a sejtéletképességbeli kiilonbség, mégpedig gy, hogy a nyilt lanctiak voltak
mindig citotoxikusabbak. (34. abra) A n-butil és az izobutil szarmazékok ko6zott azonos
koncentréacio6 esetén nem volt kiilonbség, azonban ezek toxikusabbnak bizonyultak a masik két

parosnal.
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35. abra: Nyilt és elagazo lanch parabének citotoxicitasa Caco-2 sejteken NR-teszttel mérve. A parabéneket 96
V1\%-0s etil-alkoholban oldottuk gy, hogy 10 ™/v%-os torzsoldatokat alkossunk, majd ezekbdl higitottuk PBS-sel a
mintaoldatokat. Az eredmények 6 parhuzamos lyukat jeldlnek.

Atlagos abszorbancia £SEM értékek és kontrollhoz viszonyitott szédzalékos sejtéletképességi értékek £SEM:

PBS-el kezelt kontroll: 1,561 +0,07 0,025 "% n-propil-parabén: 0,841 £0,07; 53,9% +4,5%
0,025 ™/\/% izopropil-parabén: 1,195 +0,09; 76,5%; +5,8%

0,023 ™% n-butil-parabén: 0,466 +0,02; 29,9% +1,1%

0,023™/v % izobutil-parabén: 0,449 +0,03; 28,8% +1,6%

0,010 /v % n-pentil-parabén: 0,435 +0,05; 27,8% +3,1%

0,010 /v % izopentil-parabén: 1,134 +£0,08; 72,6% +5,4%

A statisztikai analizis eredménye 2 mintas t-préba alapjan:

n-propil-parabén vs. izopropil-parabén: **** n-butil-parabén vs. izobutil-parabén: n.sz.

n-pentil-parabén vs. izopentil: *

A 35. abran lathato, hogy az NR-teszt az MTT-hez nagyon hasonl6 eredményt mutatott,

az egyetlen lényeges kiilonbség, a n-pentil-parabén nagyobb citotoxicitasa volt.

V./6.2. Kiilonb6z6 parabének antimikrobialis vizsgalata.

Mikrodilucios mddszert alkalmazva, az el6z6ekben is alkalmazott harom fajon vizsgaltuk
az észter parok antimikrobialis hatasat, felez6 koncentraciokban. A Debreceni Egyetem Orvosi
Mikrobiologiai Intézetének munkatarsai, dr. Kovacs Rendté Laszlo, Nagy Fruzsina és Toth

Zoltan veégezték a vizsgalatokat.
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36. A, B, C abra: Nyilt és elagazé lanci parabének hatasa C. albicans referencia torzs ellen. A sejtéletképesség
sz4zalékos értéke a csak médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszdmitasra. Az értékek harom
lyuk abszorbanciajanak atlagat és = SEM-et jelzik.

Az antifungalis hatas tekintetében az lathatd, hogy a szénldnc hossz ndvekedésével
csokken a vegyiiletek hatasa és hogy a nyilt lancu forma kevésbé hatékony. (36. abra A, B) Ez
alol a n-pentil-parabén-izopentil-parabén paros képez kivételt, ahol a n-pentil-parabén volt
hatékonyabb, ugyanakkor ezek a vegyliletek a legalacsonyabb koncentracioban mar nem tudtak

legalabb 50%-os gatlast biztositani, a tobbi vegyiilettel ellentétben. (36. abra C)
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37. A, B, C abra: Nyilt és elagazo lancu parabének hatasa S. aureus referencia torzs ellen. A sejtéletképesség
szazalékos értéke a csak médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbancidja alapjan keriilt kiszamitasra. Az értékek harom
lyuk abszorbanciajanak atlagat és + SEM-et jelzik.

Gram pozitiv referencia torzsiink viszonylag ellenadllonak bizonyult a parabénekkel
szemben. Az izopropil- és izobutil-parabén hatékonyabb volt nem elagazé parjanal, (37. abra
A, B) ugyanakkor az izopentil nagyobb koncentracioé esetén kisebb gatld hatast fejtett ki, mint
a n-pentil-parabén, (37. abra C) ellenben alacsony koncentracioban kozel azonos eredményt

mutatott a két szer.
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38. A, B, C abra: Nyilt és elagazé lanca parabének hatisa E. coli referencia torzs ellen. A sejtéletképesség
szazalékos értéke a csak médiummal kezelt kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. Az értékek harom
lyuk abszorbancijanak atlagat és = SEM-et jelzik.

Az E. coli szinte teljesen érzéketlen volt a vizsgalt koncentracié tartomanyban, azonban
az eldzd két fajnal megfigyelt tendencidk az eldgazd és nem eldgazd szarmazékok hatasara
vonatkozoan ennél a fajnal is megismétlodtek. (38. abra A, B, C)

Osszességében megallapithatd, hogy azonos koncentracion mérve eltéré biologiai
aktivitast mutatnak az eldgazé és nem elagazo parabének, mely tulajdonsagokat érdemes a

termékfejlesztésénél figyelembe venni.
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V1. Megbeszélés

Doktori tanulmanyaim végére sikeriilt rutinszerti alkalmazasban egymashoz kapcsolni két
in vitro és egy in vivo toxicitast méré technikat. A G. mellonella modell szervezet mellett az
MTT- ¢és NR-tesztek alkalmazasa harom gyorsan, olcson, egyszeriien, parhuzamosan
elvégezheté metodikat egyesit egy protokollban, az eltérd erdsségek és gyengeségek jol
kiegészitik egymas. Ezaltal jobb szenzitivitas és specificitas érhet6 el, mint a rendszerek kiilon-
kiilon torténd hasznalataval, valamint a citotoxicitdson tallépve, mar biokompatibilitast lehet
vizsgalni. A szakirodalomban jelenleg csupan egy példa talalhatd MTT-teszt ¢s Galleria larva
egyiittes alkalmazasara kiilonbozé toxicitasi vizsgalatok soran.%

Caco-2 sejtvonalon MTT- és NR-teszttel egyszerre dolgozva a korabbi kutatasok az
alabbi eredményekre jutottak. Réz-oxid nanopartikulomok esetén nagyon jo kozelitéssel,
minddssze 2 pg/ml kiilonbséggel mértek 1Cso értéket.” Magnézium-oxid nanopartikulumok és
mikotoxin keverékek esetén szintén nagyon hasonld eredményeket kaptak kutatok a két
médszerrel. %819 Novényi kivonatok esetén a kivonat dsszetételétdl fiiggden valtozott, hogy az
MTT vagy az NR mutatott-e alacsonyabb ¢életképességet, ugyanakkor nagysagrendbeli eltérés
nem volt az eredmények kozott.?®® Reaktiv oxigén gyokoket képzd apoptotikus gomba
metabolitok is egyedileg mutattak kisebb vagy nagyobb citotoxicitdst a két moddszerrel,
altalanos minta nélkiil.>! Biguanid szarmazékok vizsgalata soran azt talaltak, hogy a
vegyiiletek membran karositd hatds miatt az NR volt érzékenyebb, ezt LDH-teszttel igazoltdk
vissza.?2 Ahogy az a szakirodalom attekintése alapjan lathato, a Caco-2 sejtek esetén minden
vizsgalt anyagnal egyedileg kell az eredményeket kiértékelni és a két teszt eredményeit
Osszevetni, mivel nem jelenthetd ki, hogy citotoxicitds mérésére a sejtvonalon csak az MTT
vagy csak az NR modszer fogadhato-e el.

Modositjak-e mas technologiai segédanyagok a tartositoszerek citotoxicitasat? Az
elsé kisérletsorozat eredményei azt mutatjak, hogy a tenzidek ¢€s tartositoszerek jelentdsen
novelik egymads citotoxicitasat, azonban ezek az eredmények nem meglepdek. Magyarazatot
igényel viszont a 2-hidroxietil-cellul6z nyak protektiv hatiasa. A Caco-2 sejtek kiilondsen
érzékenyek benzalkonium-kloridra, annak membrankdrosito hatdsa miatt, valamint a
Labrasol®-rol is ismert, hogy toxikusabb vegyiilet, mint a poliszorbat 20184203 A
benzalkonium-klorid és SEDDS komponensek, emulgensek szinergista citotoxicitasa is ismert
a szakirodalomban.?®* A metil-parabén és a poliszorbat ICso értékei magasabbak, mint a masik
vizsgalt vegyiilet parnak, igy a polimer védéhatast tudott kifejteni, mely az irodalomban nem

példa nélkiili.’® A benzalkénium-kloridrél azt is leirtdk, hogy ugyanolyan proteinazzal

64 /100



kombinalva, Gsszehasonlitva mas feliiletaktiv anyagokkal képes oldani a Caco-2 sejtekre
rétegzett nyalkaréteget.?®® Ugyanez a kisérlet azt is bebizonyitotta, hogy a Caco-2 sejtek a védé
polimer réteg eltavolitdsa utan érzékenyebbek voltak a citotoxikus behatasokra. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy mas feliiletaktiv tartositoszer (pl. cetrimid) és mas gyenge
karbonsav tipusu tartésitoszer (parabének, szorbatok, benzoatok) esetén is igazolhato-e ez a
trend, hogy a sejtekre rétegzett polimerek védd hatasat eldbbi vegyliletcsoport képes
csokkenteni, mig utobbiak esetén a védé hatds megfigyelhetd marad. Osszességében sikeriilt
egy egyedi segédanyag-segédanyag interakciot talalni, amit azonban tovabbi kisérleteknek kell
kovetnie, hogy hasonlo, citoprotektiv klcsonhatasokat talalhassunk.

Modositjak-e adott technologiai segédanyag-kombinaciok a tartositoszerek
sejtkarosité hatasat human és mikrobialis sejteken? A masodik kisérletsorozat egyik
legérdekesebb jelensége, a parabének két rendszerben mért eltérd citotoxicitasa. Szakirodalomi
példak azt mutatjdk, hogy a hosszabb szénldncti szarmazékok toxikusabbak a rovidebb
szénlanctiaknal. MTT-teszttel vizsgalva Caco-2 sejteken a parabének interakciojat triklozannal,
azt talaljuk, hogy a butil-parabénnel nagyobb sejtkarosodast okoz a triklozan, mint a metil-
parabénnel 2" MCF7 humén emlddaganat sejtvonalon MTT-teszttel mérve szintén azt talaltak,
hogy a metil-parabén kevésbé toxikus.?® Mi magyarazza a masodik rendszerben a butil-
parabén kiugro értékét a legnagyobb koncentracio esetén? Lakeram és munkatarsai azt
talaltak, hogy ha Caco-2 sejtekkel bendtt sejttenyészté inzertekre metanolos-pufferes
torzsoldatot pipettaznak etil-, propil-, vagy butil-parabén tartalommal, akkor az akceptor
fazisban nem p-hidroxi-benzoesav, hanem metil-parabén talalhat6.?%° Hasonlot allatkisérletes
bérmodellen is kimutattak.?’? Lakeram és munkatarsainak tovabbi kutatasai kimutattak,
hogy a Caco-2 sejtek specialis transzészteraz aktivitassal rendelkeznek, etanol jelenlétében a
metil-, a propil- és a butil-parabén is etil-parabénné alakul. Az enzimek hatékonyabban alakitjak
at a rovidebb szénlancu, mint a hosszabbak szénlanci szarmazékokat és az etanol nagyobb
koncentracioja el6segiti miikodésiiket, ezért a masodik rendszer magasabb etanol tartalma
feltehetden eldsegitette a metil-parabén etil-parabénné torténd atalakulasat. Utobbi toxikusabb
szarmazék, ezért ronthatta a metil-parabén altal mutatott sejtéletképességet, mig a butil-parabén
esetén a kevésbé toxikus etil-parabén képzodott. Ugyanakkor egyéb hatasokat kell
feltételezniink, mivel a transz-észterifikacio csak a metil-parabén alacsonyabb sejtéletképességi
értékét magyarazza, a butil-parabénét nem, mivel az a tovabbra is toxikus etil-parabénné alakul.
Tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy a Capryol® PGMC jelenléte esetlegesen, hogyan
befolyasolta a sejtek metabolizmusat. Az antimikrobidlis eredmények esetén kevés esetben

lehet megfigyelni szénlanc hossztol fiiggd gatlast, mely azonban mikrobak esetén nem
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feltétleniil példa nélkiili.*! Propil- és etil-parabén hosszitavi eltarthatosagi vizsgalatot végeztek
C. albicans, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa bevonasaval és nem talaltak tobb hét utan sem
szignifikans kiilonbséget a két szarmazék esetén, mely megerdsiti eredményeinket.?! Minden
baktérium faj nagyobb mértékben érzékeny volt a glicerint és Labrasolt® tartalmazo elsd
rendszerre, mint az alkoholos oldatokra vagy a masodik rendszerre. A szakirodalomban
ismeretes, hogy a Labrasol® jo antimikrobialis hatassal bir, példaul Mycobacterium
tubercolosis ellen, ahol teljes sejtfal dezintegracidt okozott.?!? Feltételezziik, hogy ez a
segédanyag magyarazza a formulacio kiemelked6 antimikrobialis eredményeit. Ugyanakkor
ismert negativ kolcsonhatas is tenzidek €s parabének kozott, példaul kationos feliiletaktiv
anyagok csokkentették butil-parabén felvételét és gatlo hatasat E. coli esetén.?™® Osszességében
megallapithatd, hogy rendszereink komplex Osszetétele miatt, a megfigyelt kiugrd értékeket,
jelenségeket tovabbi elemzésnek kellene alavetni, hogy megértsiik az eredmények mogott allo
pontos folyamatokat.

Ez a két kisérletsorozat ravilagit arra, hogy a kiilonb6z0, folyékony gyogyszerformakban
hasznalatos segédanyagok képesek egymas citotoxicitasat, antimikrobidlis hatdsat modositani.
Az ehhez hasonld interakciok  kutatdsdval a  készitmények irritdlé6  hatdsa
(borfeliileten/nyalkahartyan) mérsékelhetd, mikrobiologiai védelmiik ndvelhetd lenne. Utdbbi
esetben az egyéb, potencirozd segédanyagok kedvezd hatasa miatt a sziikséges tartositoszer
mennyiség lecsokken, ami természetszeriileg kisebb mértékii és ritkabban elforduld
mellékhatasokat eredményezne.

Tartositoszerként alkalmazott karbonsavak kiilonb6z6é s0i azonos mértékben
csokkentik-e a sejtéletképességet? A kiilonboz6 sok vizsgalata esetén az NR-teszttel nem
lattunk citotoxicitast, ugyanakkor az MTT-teszt esetén igen. Ennek egyik magyarazata a sok
melletti kisér6 kalcium ion jelenléte, annak a kalcium haztartast befolyasold hatasa. Ismert,
hogy a kiils6 kalcium ion aram (12 perces hossziisagban monitorozva) noveli az intracellularis
kalcium szintet Caco-2 sejteken, a mitokondriumbél mobilizalva az ionokat.?** Leirtak azt is,
hogy a kiils6 pufferben 1évé kalcium ion szint befolyasolja a Caco-2 sejtek antioxidans
kapacitasat, ami igy attételesen befolydsolhatta a sejtek formazan eldallitasi képességeit.?®> A
jelenség pontosabb tanulményozdsdhoz mas vegyliletek esetén is sziikséges elvégezni a
kisérleteket, amelyek szintén csak a kiséré ion mindségében térnek el (kloridok, szulfatok,
egyszerl karbon savak soi). Ha minden esetben azt tapasztaljuk, hogy az MTT-teszt a kalcium
sokat a natrium és kalium sokkal Osszehasonlitva, azonos savmaradékion koncentracion
hibasan, toxikusnak mutat, mig az NR-teszt (és/vagy aramlasi citometria) nem, akkor kalciumot

tartalmaz6 vegyiiletek esetén az MTT-teszt a vizsgalatokban nem alkalmazhatd. A jelenség
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pontos okanak kideritéséhez tovabbi molekuléris biologiai mérések lennének sziikségesek.
Ugyanakkor elsé hasznalata soran az NR-teszt jol vizsgazott, hiszen nem adott fals eredményt,
hanem helyesen jelezte a sejtek talélését.

Miben Kkiilonb6zé a sejtkarosité hatasa a szorbat-észtereknek a szorbinsavhoz
képest? A szorbat-észterekkel kapcsolatos kutatasunkat elinditdé tanulmény a szorbinsavnal
nagyobb antimikrobialis potencialrol szamolt be, mind az etil-, mind az izopropil-szorbat
esetén, azonban minket is meglepett az idé-61és kisérletek eredménye.'®® A kimagaslo aktivitas
¢s az aramlasi citometrids mérések soran tapasztalt fokozott sejtkarositd hatds magyarazata
feltételezésiink szerint az izopropil-szorbat pont megfeleld logP értéke. A membranon valo
atjutashoz sziikséges lipofilitdis ¢és a megfeleld koncentracid eléréséhez sziikséges
vizoldékonysag épp ennél a vegyiiletnél van a legjobb aranyban, viszonylag rovid szénlanca
miatt. Szalicilsav szarmazékok esetén kimutattdk, hogy a szénlanc két atommal torténd
megnyujtasaval mar egy nagysagrendbeli kiilonbség is elérhetd enzimatikus gatlas esetén, igy
mi is feltételezziik, hogy a szerkezet okozza a jelentdsen nagyobb hatast.?® Feltételezésiink
alatamasztasahoz hosszabb szénlancu szarmazékok vizsgalatara is sziikség van, mivel a
rovidebb szarmazéknal, az etil-szorbatnal mar latjuk, hogy nincs megndvekedett aktivitas. Egy
masik lehetséges valasz, a mind a Caco-2 mind a mikrobialis sejtek esetén jelenlévo valamilyen
efflux pumpa vagy enzim (pl dekarboxilaz) csokkent hatékonysaga az észter ellen, annak eltérd
szerkezete miatt.” Az eredeti tanulmanybol hidnyzé toxicitdsi adatokat sajat méréseinkkel
potoltuk. Eltérd sejtvonalak esetén ismert, hogy a szorbatok NR-teszttel mérve, az altalunk
vizsgalthoz hasonl6 koncentracio esetén alacsony citotoxicitast mutatnak.?!” Kisérleteinkben a
kalium-szorbat az MTT-teszt soran a szakirodalmi adatokhoz hasonlo sejtéletképességi
értékeket mutatott.}’® A szorbinsav, az etil-szorbat és az izopropil-szorbat esetén nem tudjuk
eredményeinket meglévo publikaciokkal 6sszehasonlitani, mivel ezeket a vegyiileteket ezekkel
a modszerrel még nem vizsgaltak. A G. mellonella befecskendezés eredményei a neutralvords
¢letképességi vizsgalattal mutatnak atfedést, hiszen az adott koncentracido esetén nem
tapasztaltunk sem jelentds mortalitast, sem jelentds citotoxicitast. A szakirodalomban fellelhetd
publikaciok, melyek tartdsitoszereket vizsgaltak, azt mutatjak, hogy a sejtes vizsgalatok
eredményei jol korreldlnak a larva eredményeivel, amit igy mi is meg tudunk erdsiteni.?1%220
Azonban mig ezen tanulmanyokban csak egy sejtes modszert vetettek Ossze az in Vivo
adatokkal, mi a hiba csokkentésére két modszerrel dolgoztunk, melyek jol kiegészitették
egymast. A meglévo adatok birtokaban érdemes lenne az izopropil-szorbatot tovabbi, nagyobb

bizonyito erejii vizsgalatoknak alavetni.
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Az ilyen szorbat-észterek a jelenleginél hatékonyabb szarmazékokat eredményezhetnek,
amik oldékonysaguk szerint mind hidrofil, mind lipofil kozegben alkalmazhatdak lennének. A
parabének endokrin rendszerre gyakorolt tisztazatlan hatdsok miatt kevésbé allergizald és
irritalo, ugyanakkor hatékony, zsiroldékony tartositoszer(ek)re van sziiksége a kiilonboz6
iparagaknak. A  legegyszeriibb megoldas parabének ¢és a hozzajuk hasonld
(imidazolidinil/diazolidinil-karbamid, metil-izotiazolinon stb.) vegyiiletek veszélyességének
csOkkentésére 1) generacids, biztonsdgos, modern vegyiiletek bevezetése. Erre kinal
lehetdséget a szorbat-észterek aktiv kutatasa, XXI. szdzadi valaszt nytjtva a mult szazadbol
0rokolt problémakra.

Milyen biokompatibilitasi interakciok lépnek fel illoolajok és tartositoszerek kozott?
Az illdolajok tartdsitdszerként vald hasznalata nehézkes a h6bomlasra, illékonysagra ezaltal
hatéanyag csokkenésre vald hajlamuk miatt. Ezt tudja athidalni az emulzidként torténd
formulédldsuk, mely megfeleld stabilitast biztosit az antimikrobidlis hatdsért felelds
vegyiileteknek.??! Sikeresen alkalmazott egy spanyol kutatdcsoport ilyen vegyiileteket eper
lekvérok tartositasara kiilonbozé gombakkal szemben.!®* A kutatok egy tovabbi publikacioja
alapjan gondoltunk arra, hogy mi magunk is olyan illoolaj tartalmu emulziokat formulalunk,
melyeket egyéb, gyengén antimikrobidlis szerekkel egészitiink ki.??? Vélasztasunk ekkor esett
a kalium-szorbatra, mint engedélyezett tartositoszerre, illdolajként pedig gyogyszerkonyvi
mindségben elérhetd citrom, borsmenta és rozmaring illdolajakat valasztottunk. A harom
illoolaj eltérd kémiai Osszetétellel bir, mely jol latszik a toxicitast bemutatd abrakon. Az
illoolajok komplex fitokémiai Gsszetétele (2. Fiiggelék) miatt, csak magukat az illoolajokat
érdemes toxicitasi szempontbol dsszehasonlitani, nem pedig egyes komponenseiket. A harom
illoolajat eddig egy tanulmany sem alkalmazta olyan kisérletekben, ahol toxicitast mértek
volna. A biztonsagi adatlapokon szerepld értékek pontosan az ellentétét mutatjak a sejtes
kisérletekben mért toxicitasi sorrendnek, hiszen a patkany per 0s LDsp citrom illoolaj esetén
2460 mg/ttkg, rozmaring esetén 6600 mg/ttkg, borsmentanal, pedig nincs feltiintetve a faj és az
adagolasi ut (12438 mg/ttkg). Az eltérés okat mindenképpen az emulzids kozegben 1évé
anyagoknak és azok illoolajonként kiilonb6z6 Osszetételében érdemes keresni. Ugyanakkor,
mivel a harom hasznalt toxicitdsi mddszer ugyanazt a sorrendet mutatta, ismétlés helyett
magasabb bizonyito erejii modellen lenne érdemes tovabbi toxicitast vizsgalni. Antimikrobialis
szempontbol nem talaltunk szinergista hatast, amikor is a kalium-szorbattal kiegészitett
emulziok legalabb egy nagysagrend kiilonbséggel hatékonyabbak lettek volna, mint a kalium-
szorbat és az emulzi6 kiilon-kiilon. Kivételt képez a borsmenta tartalmi emulzi6 és a kalium-

szorbat az E.coli esetén a legnagyobb koncentracioban, azonban a higabb keverékek esetén is
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csak additiv hatas latszik. Tanulmanyokban a citrom illoolaj és a kalium-szorbat additiv
hatasara van példa Alicyclobacillus acidoterrestris ellenében, a két szer egyiittesen minden
vizsgalt esetben teljes mértékben gatolta a faj germinacidjat, azonban pontos antimikrobialis
értékelést a szerzék nem készitettek.??3 Egy masik tanulmanyban ugyanolyan fajokon vizsgalva
a két szert, szinte azonos spektrumot és hatékonysagot figyelhetiink meg.??* Azonban mivel
nem taldltunk szinergizmusra utalo jeleket, a kisérlet esetleges folytatdsaban mas szerrel (pl.
natrium-benzoat) lenne érdemes probalkozni, illetve ha a szinergizmus megtalalhato, akkor
feltétleniil érdemes hosszutavu stabilitasi vizsgalatot gazkromatografias mérésekkel végezni,
mindekodzben figyelni az illdolaj komponensek bomlasat, parolgasat. A szinergizmus lehetévé
ennek hidnyaban mikrobiologiai, toxicitasi elonyei nincsenek.

A tartositoszerek az elébbiekben targyaltakhoz hasonldan kedvezé antimikrobialis
kolesonhatasokat alakithatnak ki mas segédanyagokkal, hatdéanyagokkal, azonban a pontos
parositasok megallapitdsahoz tovabbi kisérletek sziikségesek. Az illdolajok ugyanakkor jo
alapot biztositanak ilyen vizsgalatokhoz, mivel jelentds inhibitorikos potenciallal birnak, ezért
megfeleléen formulalva, bizonyos teriileteken (ahol jellegzetes illatuk és iziik nem zavard vagy
épp elonyds) alternativat nydjthatnak a manapsag alkalmazott tartositoszerek helyett.

Mennyiben eltéré a konstitiicios izomer parabének sejtkarosité hatasa? Utolso
kisérletsorozatunkban ritkan alkalmazott, elagazo lanct parabéneket hasonlitottunk 6ssze. A
kiilonb6z6 publikaciok altalaban csak a metil-, etil-, propil-, butil-parabén négyesét vizsgaljak,
elhanyagolva a tovabbi elagazo lancl, aromas vagy hosszabb alkil lanct szarmazékokat, ezért
rendkiviil kevés tanulmény elérhetd az altalunk vizsgalt vegytiletekrdl. Megtigyelhetd az
eredményeken, hogy a 3 és az 5 szénatomot tartalmazo szarmazékok mind vizoldékonysagukat,
mind citotoxicitasukat tekintve hasonléan viselkednek, az eldgazd szarmazékok jobb
vizoldékonysaggal és alacsonyabb toxicitassal birnak. Ellenben a 4 szénatomos észterek
nagyon hasonld eredményeket mutattak. Ismert a szakirodalomban az ilyen paros-paratlan
szénlanci szarmazékok kozotti eltérés, mely maésodlagos kotderdk eltéréd hatasaval
magyarazhat6.’® Az ilyen homoldég sorokban megfigyelhetd a vegyiiletek fizikai
tulajdonsagainak eltérése, ezaltal biologiai hatasuk is kiilonb6z6.2262%” Ezt a hatast azonban
csak a vizoldékonysag és a human citotoxicitds kapcsan talaltuk meg, a mikrobak inkabb az
elagazd vagy a nyilt szarmazékok vonatkozisaban mutattak kiillonb6zd eredményeket.
Kiilonbozo toxikoldgiai és sejtes eredményeken az latszik, hogy vizsgéalati modszerenként
valtozik az eltéré szénlanc hosszlisagu €s szerkezetli parabének bioldgiai hatasa, legyen szd

genotoxicitasrol, vizi fajokrél vagy enzimatikus gatlasr6l.?22%°  Eredményeinket
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magyarazhatjak a kiilonb6zé human és mikrobialis észterazok eltéré affinitasai (melyek
genetikai polimorfizmusbol adodnak) az eltérd szerkezetli észterekhez. Human mikroszoma
frakciok esetén bizonyitottak az eltérd bontasi képességet a nyilt és eldgazd lanct parabének
esetén.?3! Bakterialis észterazokrol is kimutattak hasonld variabilitast és specifikus parabén
lebontd enzimek jelenlétét.?®22*2 Mindezek azonban tovabbi enzimkinetikai, molekularis
biologiai vizsgalatokat igényelnek.

Ezen vizsgalatok azért is fontosak, mivel a parabének, a Bevezetésben emlitett karos
hatasainak kikiiszobolésére az egyik lehetséges Ut a vegyiiletcsoport teljes lecserélése, a masik
viszont a kovalens moédositas. Ismert ugyanis, hogy példaul a halogénezés képes a p-hidroxi-
benzoesav szarmazékok 6sztrogén receptor agonista hatasat erdsiteni, de akar antagonista hatast
is okozhat a szerkezet megfelelé modositasa.?®*?% Ezért feltételezhetd, hogy aktiv
szerkezetmoddositasokkal lehetséges kevesebb mellékhatdssal bird, &m mikrobidlisan hatékony
vegylileteket szintetizalni, ezért minél inkdbb megismerjiik a vegyiiletcsoport szerkezet-hatas

Osszefiiggéseit, annal hatékonyabban tudunk megfelelé modositasokat végezni rajtuk.
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VII. Osszefoglalas

Doktori tanulmanyaim soran folyékony, bevételre szant tartdsitoszerek citotoxicitasi,
illetve késébb biokompatibilitasi elemzését végeztem, segédanyag-segédanyag interakciokat
keresve, tartositoszerek biokompatibilitasat szerkezetiikkel osszefliggden vizsgalva. Az elért,
Uj tudomanyos eredmények az alabbiak:

1. Az MTT és az NR citotoxicitasi teszteket és a G. mellonella larva toxikoldgiai

vizsgalatat Osszekapcsolva egy gyorsan, parhuzamosan, egyszerlien és olcson

elvégezhetd, biokompatibilitdst mérd, tovabbi kisérletek szempontjabol prediktiv
értékkel bird vizsgalati protokollt alkottam.

2. Sikeriilt koszolvens-tenzid rendszerek, valamint tenzid-nyak rendszerek és

parabének vonatkozasaban segédanyag-segédanyag interakciokat felfedezni, amik

citoprotektiv, valamint antimikrobidlis hatds szempontjabol tovabbi kutatasokra,
potencirozasra adnak lehetdséget.

3. A szorbinsavnak és kalium so6janak kiilonb6zd szorbat észterekkel torténd elséd

Osszehasonlito toxicitasi és antimikrobialis vizsgalatat végeztem el. Az izopropil-

szorbat kiemelkedd baktericid és fungicid hatast mutatott, ami tovabbi kisérletek

elvégzésére ad okot. Megfeleld kiindulasi alapot jelentenck eredményeink ezen,

tobb fajon elvégzendd antimikrobialis vizsgalatokhoz és gerincesek bevonasaval

lefolytatandé toxicitasi tanulmanyokhoz is.

4. Elsoként sikeriilt kiilonboz6 para-hidroxi-benzoesav észterek esetén a paros

Iparatlan és az elagazd/nyilt alkillancnak a vizoldékonysagra, human citotoxicitasra

¢s mikrobialis gatlasra gyakorolt hatdsait leirni, az eddigieknél tobb konstiticids

izomer bevonasaval.
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VI1IIl. Conclusion

During my PhD studies, I carried out the cytotoxicity and later biocompatibility analysis
of liquid preservatives intended for oral application, looking for excipient-excipient
interactions, examining the biocompatibility of preservatives related to their structure. The new
scientific results are as follows:

1. Combining the MTT and NR cytotoxicity tests and the toxicological assessment

of G. mellonella larvae, a rapid, parallelly executable, simple and inexpensive

biocompatibility test protocol was created with predictive role for further

experiments.

2. Excipient-excipient cytoprotective and antimicrobial interactions were

discovered between parabens and cosolvent-surfactant systems/surfactant-mucus

systems and parabens of which provide opportunities for further research relating

their advantageous utilization.

3. First biocompatibility and antimicrobial activity comparison of sorbic acid and

its potassium salt with different sorbate esters. Isopropyl sorbate showed

outstanding bactericidal and fungicidal activity, which can lead to further studies.

Our results provide a firm basis for these new experiments involving multiple

species of pathogens and toxicity studies with vertebrates.

4. For the first time, the effects of even/odd and branched/open alkyl chains on

different para-hydroxybenzoic acid esters were described regarding their respective

water solubility, human cytotoxicity and antimicrobial activity, involving more

constitutional isomers as previously seen.
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Anyagi tAmogatas

Doktori tanulmanyaimat a Richter Gedeon Talentum Alapitvanya (1103 Budapest,
Gyomroéi ut 19-21.) tamogatta és ezuton szeretném megkOoszonni az Alapitvany
Kuratoriumanak, hogy doktori tanulméanyokra vald jelentkezésemkor kutatdsi tervemet
tamogatasra alkalmasnak talalta. A kisérletekhez sziikséges anyagok, eszkdzok beszerzését az
Alapitvany nagylelkii kutatasi kerete tette lehet6vé, melyért végteleniil halas vagyok. Doktori
munkamat tdmogattak tovabba az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 ¢és az 3.6.3-VEKOP-16-2017-
00009 projektek 0sztondijai, valamint a GINOP-2.3.2-15-2016-00043 projekt. A disszertaciod
alapjaul szolgald kutatast az Innovacios és Technoldgiai Minisztérium altal meghirdetett
Tématertileti Kivalosagi Program (TKP2020-1KA-04) tamogatta. A disszertacio elkészitését a
GINOP-2.3.4-15-2020-00008 szamt projekt tamogatta. A projekt az Eurdopai Unid

tdmogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valdsult meg.

94 /100



Koszonetnyilvanitas

Oszinte halaval tartozom témavezetdmnek, Dr. Kovacsné Prof. Dr. Bacskay Ildiko
Katalinnak, aki azota tdmogatta kutatomunkamat, hogy 2014. egy 0szi napjan besétaltam az
irodajaba és kijelentettem, hogy szeretnék tartositoszerekkel foglalkozni TDK munka keretein
beliil. Neki, az altala teremtett munkakoriilményeknek és légkdrnek, a szakmai és emberi
segitségének koszonhetd a disszertacid létrejotte. Barmilyen kutatdsi otletemet, (j modszer
hasznalatéra tett javaslatomat elfogadta €s batoritott a mindennapok soran, és kiallt mellettem,

mikor arra sziikség volt.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Imre tanszékvezetd dékannak a
folyamatos tamogatasért. Az 6 munkdjanak is koszonhetd, hogy a Gyogyszertechnologiai

Tanszék egy olyan hely, ahol értékes kutatomunka folyik, folyhat.

Doktori tanulméanyaim egyik legnagyobb ajandékénak azokat a hallgatokat tartom,
akikkel egylitt dolgozhattam, konzulensiik lehettem. A veliik t61tott munka mindig energiaval
toltott fel és ide szinfolt volt a sziirke hétkdznapokban. Halas vagyok, hogy tobbiiket ma mar
baratomnak nevezhetem. Ok Dr. Petd Agota, Dr. Mez6 Mirtill, Dr. Poczok Nikolett, Dr. Nagy
Olivia Gréta, Fekete Helga, Gyulai Renata, Tari Akos voltak.

Nem mehetek el szé nélkiil a Gyogyszertechnoldgiai Tanszék és a Gydgyszerész
Tudomanyi Kar Dékani Hivataldnak munkatarsai mellett, akikkel naponta taldlkoztam és
munkdjukkal hozzdjarultak az elmult négy évem sikereihez, a kisérltek lefolytatdsanak
gordiilekénységéhez. Koszondm Nagyné Vaszily Maridnak, Lakatos Szilvianak és Antalné
Sipos Szilvianak, hogy tdmogattak munkamat €s barmikor hozzajuk fordulhattam segitségért.
Kiilon készondm a galenusi gyakorlatok soran a segitséget Szilagyi Erikanak és a sejtlaborral
kapcsolatos teenddkben Horanyiné Korei Maridnak. Lehetetlen szdmba venni, hogy a Tanszék
tovabbi tagjai szakmai segitségiikkel vagy egy-két jo szoval hanyszor konnyitettek aktualis
terheimen. Ok név szerint Dr. Ujhelyi Zoltan, Dr. Siposné Dr. Fehér Palma Eszter, Dr. Vasvari
Gabor, Dr. Arany Petra, Dr. Kosa Dora, Dr. Jozsa Liza, Dr. Fenyvesi Ferenc, Dr. Varadi Judit,
Dr. Rusznydk Agnes, Pardiné Komoczi Aniké, Batoriné Pataki Brigitta. Kiilon koszonetet

szeretnék mondani a HPLC mérésekért és barati timogatéasért Dr. Haimhoffer Addamnak.

Tartositoszerekrdl szol6 tudoményos értekezés csonka lenne mikrobiologiai kisérletek
nélkiil, ezért végtelen halaval adozom az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatérsainak, Dr.
Kovacs Renato Laszlo adjunktusnak, Nagy Fruzsina és Toth Zoltan PhD hallgatoknak, amiért

idejiiket és energidjukat nem kimélve segitették tudomanyos munkamat.
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Az izopropil-szorbat szintézisével és tisztitasaval kapcsolatban koszonettel tartozom a
Gyodgyszerészi Kémia Tanszék munkatarsainak Dr. Herczegh Palnak, Dr. Borbas Anikénak,
Dr. Sziics Zsoltnak, R6th Jozsefnének és Bodza Martanak és a Szerves Kémial Tanszék
munkatéarsanak Balla Saranak. Kiilon k6szondom a munkat és az éveken at tartd tamogatast

baratomnak, Dr. Kelemen Viktornak.

A szorbatokkal kapcsolatos aramlasi citometriai mérések miatt koszonettel tartozok
Rebenku Istvan tudomdanyos segédmunkatarsnak, a Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
munkatéarsanak ¢s Hajdu Péter Béla adjunktusnak, a Fogorvosi Biokémiai nem 6nall6 Tanszék

munkatarsanak.

A G. mellonella modellszervezet bemutatasa miatt és az els6, larvakkal lefolytatott
kisérletben nyujtott segitségért kdszonettel tartozok Dr. Pfliegler Valter Péter adjunktusnak, a

Molekularis Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék munkatarsénak.

A Gyodgyszerésztudomanyi Kar jelenlegi és volt dolgozoi koziil rengetegen segitettek
szakmai tudasukkal, hozzaallasukkal vagy baratsagukkal az elmult évek alatt, tobbek kozott,
Dr. Csavas Magdolna, Dr. Gyongy0si Alexandra, Dr. Zilinyi Rita, Dr. Czeglédi Andras, Dr.
Bak Istvan, Dr. Lekli Istvan, Dr. Széke Kitti, Dr. Czompa Attila, Prof. Dr. Halmos Gabor, Dr.
Olah Gabor, Dr. Harda Kristof Maté, Serban Sandorné, Dr. Horvath Laszlo, Zagonyiné Szabd

Henrietta Alexandra és Dr. Sziics Zsolt.

Dr. Csoma Eszternek, Dr. Tésaki Arpadnak és Dr. Gergely Lajosnak koszondm a

faradthatatlan munkat melyet a Doktori Iskolankért végeznek.

Végiil, de nem utols6 sorban, oriasi halaval tartozok paromnak, Vojtonovszki Melindanak
amiért végig velem volt ezen a hossz uton. Koszondm barataimnak, csalddomnak, hogy

tamogattak ¢és segitettek.

A Gyodgyszertechnoldgiai Tanszéken eltoltott bé négy évem nem csupan az egyetemi
doktori disszertaciohoz kapcsol6dd kutatomunkaval telt. Végteleniil halas vagyok az Urnak,
hogy olyan lehetdségekkel, feladatokkal ajdndékozott meg, amik altal mind emberileg, mind
szakmailag tapasztalhattam, fejlddhettem. Ezeket az ¢lményeket semmiért sem cserélném el és

egy pillanatig sem banom, hogy belevagtam doktori tanulmanyaimba.
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1. Fiiggelék: Sejttenyésztd médium ¢és oldatok pontos formulécidja:

Sejttenyészté| PBS | MEM nem | Antibiotikum | Glutamax™
médium esszecialis mix
aminosav

oldat
Komponens/Koncentracio g/L
CaCl; 0,2
Fe(NOz3)3 » 9H.0 0,0001
MgSQO, 0,09767
KCI 0,4 0,2
NaHCO; +3,7
NaCl 6,4 8
NaH>PO. 0,109 1,15+1,85
KH,PO, 0,2
L-Alanil-L-Glutamin — 43,444
L-Alanin 0,89
L-Aszparagin 1,321
L-Aszparaginsav 1,33
L-Arginin *« HCI1 0,084
L-Cisztin « 2HCI 0,0626
L-Glutamin 0,584 1,47
Glicin 0,03 0,75
L-Hisztidin « HC1 « H,O 0,042
L-Izoleucin 0,105
L-Leucin 0,105
L-Lizin « HC1 0,146
L-Metionin 0,03
L-Fenilalanin 0,066
L-Prolin 1,15
L-Szerin 0,042 1,05
L-Treonin 0,095
L-Triptofan 0,016
L-Tirozin « 2Na « 2H,0 0,10379
L-Valin 0,094
Kolin-klorid 0,004
Folsav 0,004
Inozit 0,0072
Niacinamid 0,004
D-Pantoténsav ¢ 2Ca 0,004
Piridoxal « HCI 0,004
Riboflavin 0,0004
Tiamine « HCI 0,004
D-Gliikkoz 45
IFenol vords ¢ Na 0,0159
Penicillin « K 107 IU
Streptomycin SO4 10
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2. Fiiggelék: Ph. Eur. 9. mindségli Limonis, Menthae piperitac é¢s Rosmarini aetheroleum

miibizonylat szerinti §sszetétele:

Menthae piperitae aetheroleum|  Rosmarini aetheroleum

Limonis aetheroleum
B-pinén 14,1% Savszam 0,3 Savszam 0,072
szabinén 1,8% limonén 2,3% a-pinén 11,6%
limonén 67,5% 1,8-cineol 4,7% kamfén 4,9%
B-karioffilén 0,1% menton 24,9% B-pinén 8,3%
a-terpineol 0,1% mentofuran 2,7% B-mircén 1,4%
neral 0,9% izo-menton 4,1% limonén 2,5%
neril-acetat 0,2% mentil-acetat 5,2% cineol 44,6%
geranial 1,4% izo-pulegol 0,1% p-cimol 1,3%
geranil-acetat 0,2% mentol 40,8% kamfor 10,7%
beparlasi maradék 1,8% karvon <1% bornil-acetat 1,1%
a-terpineol 1,8%

1,8-cineol:limonén 2%

0sszes borneol 2,3%
verbenon <0,4%
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