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. Bevezetés

Az Eurdépai Parlament és Tanacs 1333/2008/EK rendeletének definicioja szerint a
tartositoszerek ,,olyan anyagok, amelyek a mikroorganizmusok okozta romlas
megakadalyozasaval meghosszabbitjdk az élelmiszerek -eltarthatésagat, és/vagy védelmet
biztositanak a korokozé mikroorganizmusokkal szemben”. Alapvet6 tény, hogy a vizes kdzeg
kedvez a kiilonb6z0 mikroorganizmusok ndvekedésének, ezért az élelmiszerek mellett
tobbadagos, akar izjavitoként cukrokat is tartalmazo gydgyszerkészitményeket,
étrendkiegészitoként forgalmazott termékeket is sziikséges tartositani. Ma Magyarorszagon a
torzskonyvezett készitményekben a parabének, a benzoatok és a szorbatok fordulnak eld
leggyakrabban, mint mikrobioldgiai tartositoszerek.

A para-hidroxi-benzoesav észterei a parabének, melyek antimikrobialis hatasa és
tartositoszerként valo alkalmazasa mar az 1950-es évek oOta ismert. Ekkortdl terjedtek el széles
korben, mint tartositoszerek az élelmiszer-, gyogyszer- és kozmetikai iparban hiszen a
mikrobiologiailag hatékony koncentracion iztelenek, szagtalanok, kémiailag alapvetden
stabilak. Jellemz6, hogy kombinaciéban alkalmazzak Oket. A parabének antimikrobialis
hatasarol elmondhatd, hogy fajonként kell meghatarozni a MIC értéket, nem lehet altaldnosan
lefedni a vegyiiletcsalad spektrumat, mivel egyforman talalunk rezisztens és érzékeny fajokat a
gombak, a Gram pozitiv és a Gram negativ baktériumok korébdl is.

A parabének karos hatésai alapvetden két nagy csoportra bonthatdak, egyrészt allergizalo,
kontakt dermatitiszt okoz6 boron kifejtett hatasukra, masrészt a human endokrin rendszerre
gyakorolt kiilonboz6 hatasaikra. Elobbivel kapcsolatban szakirodalom arra jutott, hogy a
parabén allergia sokkal ritkdbb, mint azt gondoltuk, egyes kutatok mar felvetik annak a
lehetéségét is, hogy elhagyjak a bérgyogyaszati allergén tesztelés vegyiiletei koziil ezeket az
észtereket. Ennek oka az érzékenyebb modszerek, a betegek tobbszori, alaposabb tesztelése és
hogy kozmetikai termékekben limitalt a parabének koncentracidja csokkentve az allergia
kialakulasanak esélyét. 1997-98-ban jelentek meg az elsé tudomanyos tanulmanyok, melyek in
vitro receptorkotédési és in vivo allatkisérletek alapjan kimutattak a vegyiiletcsoport gyenge
kotédeési készségét Osztrogén receptorokhoz. Mind human, mind éllatkisérletes eredmények
bizonyitjak, hogy a vizeletbdl mérhetd parabén szint (a vizelet az elsddleges exkrécios ut)
korrelal a menstrudcios ciklus zavaraival, pajzsmirigyhormon szinttel, de sziiletendé utodok
anatomiai paramétereivel, viselkedésével. Ugyanakkor leszogezendd, hogy a szakirodalmi

adatok dontd tobbsége retrospektiv, nem pedig tervezett klinikai tanulmany, igy nem lehet
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Kizarni mas tényezOk oki szerepét a felsorolt és a tovabbi megfigyelt bioldgiai hatasok
tekintetében.

A szorbatok, a 2,4-hexadiénsav, azaz a szorbinsav soi, észterei. Az anyamolekula nevét
a madarberkenye (Sorbus aucuparia) latin neve utan kapta, miutan a fa gytimolcse gazdag a
vegyiiletben és innen izolaltdk el8szor azonban tobb fajbél is kimutathatd. Elelmiszer és
gyogyszeripari felhasznalasarodl tartdsitoszerként mar 1945-t61 kezdve talalhatoak publikéciok,
eredményei évtizedek oOta a szorbinsav és a kalium-szorbat biztonsagossagat bizonyitjak
segédanyagként, komolyabb felmeriilé aggaly nélkiil. Allergizaldé hatasuk szintén
elhanyagolhatd, mérgezéses tiineteket csak a napi maximadlisan engedélyezett mennyiség
kronikus, sokszoros tullépésével sikeriilt produkdlni. Antimikrobidlis hatisukat tekintve
els@sorban gombak és Gram pozitiv baktériumokra hatnak.

Napjainkban erds politikai és kozéleti nyomas van a kutatokon, hogy lehetdség szerint
mérsékeljék a kutatasok soran az allatkisérletek mértékét. Mar az 6tvenes évek végén megjelent
a 3R, mint vezérelv, mely a helyettesités (replace), csokkentés (reduce) és a tokéletesités
(refine) harmasaval kivéanta csokkenteni a tudomanyos célra felhasznalt allatok szamat és azok
szenvedéseit. Ezen torekvésekkel dsszhangban, kisérleteimben Caco-2 sejtvonalon végeztem
citotoxicitasi vizsgalatokat MTT és NR tesztek segitségével, mely modszerek illetve sejtvonal
kiilonboz6 EU-s jovahagyassal birnak in vitro vizsgalatok (Eurdpai Bizottsag 440/2008 és
2017/735 rendeletei)

Az MTT-teszt egy enzimatikusan katalizalt redox reakcid, mely a tetrazolium gytriit
tartalmazo festék (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid, MTT) redukalt
¢és az oxidalt formajanak eltér6é szinén alapszik. Mosmann fejlesztette ki proliferacio és
citotoxicitas mérésre 1983-ban. Az MTT-teszt a kozvélekedéssel ellentétben nem a sejtek
mitokondrialis aktivitasatol fiigg direkt modon. Pozitiv toltése miatt a molekula atjut a
sejtmembranon ¢és a sejten beliill barhol lokalizalt NAD(P)H fiiggé oxidoreduktaz és
dehidrogenaz enzimek katalizaljdk a reakciot, ami soran a tetrazélium gytirti felnyilik és toltését
elveszti a vegylilet. A NAD(P)H mellett egyéb elektrondonorok is szerepet jatszanak a
folyamatban, igy példaul a szukcinat vagy a piruvat. A reakcioban keletkez6 formazan sé
oldhatatlansaga miatt végpont jelzéses az MTT-teszt. Gyors, egyszerlien kivitelezhetd, hiszen
a képz0dd formazan so6 koncentracidja spektrofotometriasan mérhetd. Téves eredményeket
olyan esetekben kaphatunk, amikor az adott vegyiilet nem kozvetlen nekrdzist vagy apoptozist

okoz, hanem tartésan befolydsolja a sejt oxidoredukcids potencidljat, akar novelve, akar
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csokkentve azt. Tovabbi hatrany, hogy maga a vegyiilet toxikus, bor-, szem- és tiiddirritalo
hatasu ¢és feltehetéen genetikai karosodast képes okozni.

A neutralvoros (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid, NR) egy fenazin
szarmazék, melyet a sejtek fagocitozis Utjan vesznek fel a sejtmédiumbol, 1985-ben
Borenfreund és Puerner hasznaltdk eldszor citotoxicitds mérésére. A modszer alapja, hogy a
festétk semleges pH-n nem vagy csak gyengén tOltott, emiatt a negativ potenciala
sejtmembranon konnyen atjut, a lizoszomak erdsen savanyt kozegében toltotté valik és mivel
a lizoszomak bels6 membranja semleges t6ltésii igy mar nem tud Kijutni. A lizoszomak savas
kémhatasanak fenntartdsa ATP miikodtette protonpumpakat igényel. A sejtek altal leadott vagy
felvett festék mennyisége spektrofotométerrel mérhet6. A modszer pontossagat rontja, ha a
lizoszoma membranokat vagy az ATP szintet befolyasolo vegyiiletekkel kezeljiik a sejteket,
mivel ekkor nem nekrotikus/apoptotikus sejtek is alacsony életképességet mutatnak. Jol
kvantifikalhatd, gyors, egyszerii, olcso, stabil, nem toxikus maga a festék és valtozatos
kortilmények kozott, sokféle sejtvonalon alkalmazhato.

A Caco-2 egy 72 éves kaukazusi rasszu férfi els6dleges vastagbél daganatabdl izolalt,
epithelidlis, adherens, hipertetraploid, sejtvonal. Differencidcié soran konfluens monolayert
alakitanak ki és a sejtek morfologidjukat és funkcionalitdsukat tekintve a vékonybél
enterocitainak feleltethetéek meg, polarizaltak. A rengeteg specifikus transzporter fehérje
illetve az in vivo koriilményekhez hasonlo sejt-sejt kozotti kapesolat miatt altalanosan elterjedt
modellrendszer sejttenyésztd inzertekre szélesztve a kiilonb6zé hatéanyagok, vegyiiletek
felszivodasanak vizsgalatara. Citotoxicitds mérésére is széleskorben elterjedt a legkiilonbdzdbb
vegyliletek, mikrobialis toxinok esetén. A sejtvonal hatranya, hogy a valos vékonybél hdm tobb,
egymassal interakcioban allo sejttipusbol épiil fel, igy pontos modellezésre nem képes és nem
termel a vékonybélre jellemzd nyalka polimereket.

A mikrobiologia az elmult évtizedben kezdte el alkalmazni Galleria mellonella, a nagy
viaszmoly larvajat, az azonos faji, de kiilonb6zd torzsbe tartozd korokozok virulencidjanak
Osszehasonlitasara. A larva mind sejtes, mind humoralis immunvalasszal is rendelkezik, melyek
alapvetd hasonlosagot mutatnak az emlds6k immunrendszerének bizonyos elemeivel. Az
immunrendszer kilonds ismertetdjegye még a melanizacid, mely helyi immunreakciot,
tokképzddést, szoveti karosodast jelent. In vivo terapiak, antimikrobialis szerek hatasossaganak
mérésére is hasznaltak, egyuttal ezen vegyiiletek toleralhatosagat is mérték. Azonban kidertilt,
hogy a larva altal mutatott relativ toxicitas aranyosan hasonl6 az egereken vagy patkanyokon
megfigyelthez. Azéta alkalmaztadk mar kiilonb6z6 szénlanc hosszlisagi ionos 1-alkil-3-

metilimidazol kloridok lipid nanokapszuldk, fém nanorészecskék biokompatibilitadsanak
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megallapitdsara. Népszeriisége mint toxikologiai modellszervezet folyamatosan né az elmult
években. A gyakorlatban a kisérletek befecskendezéssel torténnek altalaban a bal utolso labba
egy vékony tiivel, de lehetséges még az etetés és az erdltetett etetés is. A faj, mint
modellszervezet legnagyobb hatranya ugyanakkor, hogy jelenleg még nem allnak
rendelkezésre allandosult torzsek ismert fenotipusokkal (genotipusokkal) ellendrzott
keresked6knél, amik mindig ugyanolyan larvakat eredményeznek, csak egyes kistermel6ktol

lehet Oket beszerezni.
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I1. Célkitiizés

Doktori kutatdmunkam kezdeti célja az volt, hogy a Gyogyszertechnologiai Tanszéken

rendelkezésre allo, rutinszeriien végzett citotoxicitasi vizsgalatok segitségével atfogobb képet

kapjak a folyékony gyogyszerformakban gyakran hasznalt tartdsitdoszerek sejtkarositd

hatasanak természetérol, modosithatdsagardl. Kérdésfeltevéseink az aldbbiak voltak:

1.

Modositjak-e mas technolégiai segédanyagok a tartositoszerek citotoxicitasat? Metil-
parabén ¢és benzalkonium-klorid esetén Caco-2 sejteken, MTT-teszttel vizsgaltuk, hogy
tapasztalhato-e emelkedett vagy csokkent sejtkarosodas tenzid és viszkozitdsnoveld
polimer oldat hozzaadasa esetén.

Moddositjak-e adott technolégiai segédanyag-kombinaciok a tartésitoszerek
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 mikrodilucios modszerrel.
Tartésitoszerként alkalmazott karbonsavak Kkiilonb6z6 sé6i azonos mértékben
csokkentik-e a sejtéletképességet? Szorbinsav, benzoesav €s propionsav natrium, kalium
¢s kalcium s¢jat hasonlitottunk 0ssze Caco-2 sejteken NR és MTT-teszttel, hogy a kisérd
ionok citotoxicitast befolyasol6 hatasat vizsgaljuk.

Miben kiilonb6z6 a sejtkarosito hatasa a szorbat-észtereknek a szorbinsavhoz képest?
Szorbinsavat, kalium-szorbatot, etil-szorbatot €s izopropil-szorbatot hasonlitottunk dssze,
hogy megvizsgaljuk, a szorbat-észterek toxicitasa és gatlo/616 hatasa, hogyan viszonyul az
anyamolekuldahoz 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 id6-61és teszttel vizsgaltuk.

Milyen biokompatibilitasi interakciok lépnek fel illoolajok és tartositoszerek kozott?
Citrom, rozmaring és borsmenta illoolajat formulaltuk emulzioként, 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 moddszerrel. Az emulzidkat 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
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vizsgaltunk Caco-2 sejteken MTT- és NR-teszttel, valamint E. coli, S. aureus, C. albicans
fajokon mikrodilucioval, hogy az eldgazd és nem eldgazd szénlancu észterek kozotti

szerkezet-hatas 0sszefiiggéseket feltarjuk.
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I1l. Anyagok és modszerek

A kisérletsorozatokban felhasznalt tartdsitoszereket a Magyarorszagon kereskedelmi
forgalomban elérhetd legfinomabb mindségben szereztiik be.

A Gattefossé bocsajtotta nagylelkiien rendelkezésiinkre a Labrasol® és a Capryol® PGMC
termékeket.

A Kkisérletekhez hasznalt Caco-2 sejtek az ECACC-t6l szarmaztak, kiegészitett DMEM
médiumban lettek tenyésztve. A sejteket passzalas utan 96 lyuka mikroplate-ekre szélesztettiik.
1 hét utan a hasznalt médium eltavolitasra keriilt és a tesztoldatokat a plate-ekre pipettaztuk. A
sejteket egységesen, 30 percig inkubdltuk a tesztoldatokkal, majd ezeket eltavolitottuk és a
reagensek higitott oldatait pipettaztuk a sejtekre. Ezutan 37 °C-on tartottuk a plate-eket, MTT-
teszt esetén 3, NR-teszt esetén 2 ora idOtartamig. A reagensek eltavolitasa utan alapos mosassal
¢és megfeleld eldhivo szerrel roncsoltuk a sejteket és alakitottunk ki homogén oldatokat a plate
lyukjaiban, amiket spektrofotometriasan mértiink.

A hatodik fejlédési stadiumban 1évé G. mellonella larvakat érkezésiik utan
megtisztitottuk és kb. 10 °C-on, sotét helyen taroltuk 1-2 napig, majd felmelegitettiik fel ket
szobahdmérsékletre a kisérletekhez. Az elpusztult vagy til kicsi példanyokat kiszelektaltuk. A
befecskendezésre az utolsé labacska utani farki teriileten keriilt sor. Eletképességiiket a
megadott idépontokban, finom fizikai kontaktussal ellendriztiik.

Az antimikrobidlis vizsgéalatokra az Orvosi Mikrobioldgiai Intézetében kertilt sor, az
Intézet munkatarsai, dr. Kovacs Renatd Laszlo egyetemi tanarsegéd, Nagy Fruzsina és Toth
Zoltan PhD hallgatok végezték a kisérleteket €és a kiértékelést. Az abszorbancia mérését a
Gyogyszertechnologiai Tanszéken végeztem.

Az dramlasi citometrids mérések miiszeres részére a Altalanos Orvostudomanyi Karanak
Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetében keriilt sor, Rebenku Istvan segitségével, a kiértékelést is
0 végezte.

A kiilonbo6z6 nyilt és elagazo alkil lanca parabéneket etanolos torzsoldataikbol higitva
vizsgaltuk. Minden vizsgalathoz ezen PBS-sel torténé oldatok higitasaval, centrifugalasaval és
a feliiluszo 0,2 um pérustt membranszirésével tortént. A HPLC mérésekhez a 0,1 M/\/%-ra
higitott oldatokat egy Merck-Hitachi ELITE LaCrom késziilékkel és Agilent HC-C18(2)
(150x4,6 mm) oszloppal vizsgaltuk. A mozgé fazis metanol volt. A vizoldékonysagot a 256
nm-en korabban felvett kalibracids gorbe segitségével hatdroztuk meg.

A mérésekre a Gyogyszertechnologiai Tanszékén keriilt sor, a méréseket Dr. Haimhoffer

Adam PhD hallgat6 végezte.
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V. Eredmények

IV./1. Egyszerii segédanyag-tartésitoszer 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 metil-parabént poliszorbat 20-szal, mig a benzalkonium-kloridot a
Labrasol®-lal egyiitt vizsgaltam.

A poliszorbat 20 hozzdadasa utan minden vizsgalt koncentracion rendkiviil alacsony,
20% korili sejtéletképességet mértiink, mig a 2-hidroxietil-cellulézt tartalmazoé Mucilago
hydroxyethylcellulosi képes a metil-parabén és a poliszorbat 20 sejtkarosito hatasat jelentésen
tompitani, még pedig koncentraciofiiggd modon.

A benzalkénum-klorid és a Labrasol® szintén potenciroztak egymads hatasat, azonban a
polimer semmilyen védd hatast nem tudott mutatni. Kisérleteinket elvégeztiik metil-parabén -
Labrasol® és benzalkénium-klorid — poliszorbat 20 parositisokkal is, azonban hasonld

eredményt kaptunk — a nyak nem tudta novelni a sejtéletképességet.

o e 7 o

komplex koszolvens rendszerekkel.

Tovabbra is a folyékony, bevételre szant gydgyszerformak témateriiletén kutatva
dontottiink ugy, hogy komplex koszolvens rendszereket képziink, melyek egyrészt egy vizzel
jol elegyedd oldoszerbdl, masrészt egy tenzidbol és parabénekbdl allnak. Rendszereinket az
egyes komponensek egyedi ICsg értékeinél alacsonyabb koncentraciokbol allitottuk dssze, hogy
a segédanyagok egyiittes hatasat tudjuk megfigyelni és ne egy adott segédanyag citotoxicitisa
fedje el az esetleges interakciot:

1. rendszer: 30 /% glicerin, 0,002 ¥/\% poliszorbat 20, 0,2 ™/\/% parabén, PBS oldoszer

2. rendszer: 1,4 V/\% etanol, 0,5 Y/\% Capryol® PGMC, 0,2 ™A/% parabén, PBS olddszer

A rendszereket higitottuk, 0,2; 0,02; 0,002 és 0,0002 /% parabén tartalomra, igy
természetesen az oldoszerek €s a tenzidek is azonos mértékben higultak.

Kontrollként az egyes tartositoszerek alkoholos torzsoldatait is vizsgaltuk, hogy milyen
sejtkarositd hatdssal birnak dnmagukban, a rendszerekben 1€v6 egyéb gyogyszertechnologiai
segédanyagok nélkiil. Ezek az eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy a szénlanc hossz
noveli a citotoxicitast, a n-butil-parabén fejti ki a legnagyobb sejtkarosito hatast, ezt a n-propil-
parabén koveti, majd az etil- és a metil-parabén. A n-butil-n-propil és a metil-etil parosok a
vizsgalt koncentraciokon egymastdl nem voltak szignifikdnsan kiilonbozden, a két tandem

viszont nagyobb koncentracion egymastol szignifikdnsan kiilonbozott.
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Az els6 rendszerben formulalt parabének, a vizes-etanolos oldatokhoz nagyon hasonld
eredményeket mutattak, a citotoxicitasi sorrend azonos volt.

A masodik rendszerben az el6zoktl lényegesen eltéré eredményt kaptunk. A
legtoményebb koncentracion a n-butil-parabén kevésbé volt toxikus, mint a masik harom
szarmazék, amik kozel teljes sejtpusztulast okoztak. A masodik legmagasabb koncentracion 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 elhanyagolhato volt a
legnagyobb koncentracio kivételével.

Az antimikrobidlis vizsgalatok soran eltérd koncentracidokat alkalmaztunk, mivel
szakirodalmi adatok alapjan a nagyon alacsony koncentracidkon mar biztosan nem
tapasztaltunk volna gatlo hatast. Valasztott parabén koncentracioink ezért a 0,1; 0,15; 0,25 mh,%
értékek voltak, igy az alkoholos oldatok és a masodik rendszer etanol tartalma rendre 0,7, 1,05
és 1,75 V% volt. A mikrodiltcios kisérleteket az Orvosi Mikrobiologiai Intézet munkatarsai,
dr. Kovacs Renato Laszlo és Nagy Fruzsina végezték.

A C. albicans gombafaj vizsgalata soran minden esetben alacsony életképességet
tapasztaltunk. C. parapsilosis. esetén megfigyelhettiik, hogy mig a parabének alkoholos oldatai
teljesen elpusztitottak a gomba sejteket, addig a formuléaciok rontottdk a parabének hatdsossagat
¢és a ndvekvo koncentracid novelte a sejtéletképességet tobb esetben is, akar 50%-ot meghalado
mértékben is. A C. glabrata a korabbiakhoz képest eltérd érzékenységet mutatott, hiszen az
elsd rendszerben formulalt parabének kevésbé voltak hatékonyak, mint az alkoholos oldatok
vagy a masodik rendszerben formulélt parabének.

A Gram pozitiv coccus S. aureus az alkoholos oldatoknak ellenallt, egyediil a n-butil
parabén tudott gatld hatast kifejteni. Mind az els6 rendszer, mind a masodik rendszer kontroll
oldalatai, parabének nélkiil teljes sejtpusztulast okoztak.

A Gram negativ palca E. coli vizsgalata soran az etanolos oldatok esetén a hosszabb
szénlancu szarmazékok kevésbé voltak hatékonyak, az elsé rendszer teljes sejthalalt okozott,
mig a masodik rendszer esetén szintén megfigyelhetd volt, hogy a formulacié 6nmagaban
hatékonyabb, mint az n-propil- és n-butil-parabénnel egyiitt.

A P. aeruginosa esetén az els6 rendszer ismét teljes sejthalalt okozott, mig a tobbi esetben
a metil-parabén bizonyult a leghatékonyabb tartositdoszernek. A masodik rendszer hatékonyan
novelte mind 6nmagahoz, mind az alkoholos oldatokhoz képest az etil- és a n-butil-parabén
hatasat.

Osszességében kijelentheté az eredmények alapjan, hogy a vizsglt négy, leggyakrabban

alkalmazott p-hidroxi-benzoesav alkil észter citotoxicitasa, illetve antimikrobialis hatasa
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nagymértékben modosul a jelenlévd egyéb, gydgyszertechnologiai segédanyagok altal, illetve
nem allithat6 fel univerzalis, minden koriilményre illetve fajra érvényes hatasossagi sorrend a

szarmazékok kozott.

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

A szorbinsav, benzoesav illetve a propionsav és soik elterjedt tartositoszerek és
kivancsiak voltunk arra, hogy azonos savmaradékion koncentracié esetén az egyes sok oldatai
eltérd citotoxicitasi profillal birnak-e, van-e a kiséré ionnak valamilyen sejtéletképességet
befolyasold tulajdonsaga. Uj citotoxicitasi modszerként a Neutral Red (NR) tesztet vezettiik be
az MTT-teszt mellett. Méréseinket Caco-2 sejteken végeztiik.

Az eredményeken az latszott, hogy az MTT-teszt esetén jelentds, 50%-0s ¢€letképesség
csokkenés csak a kalcium sok esetén volt megfigyelhetd, ellenben az NR-teszt semmilyen
¢letképesség csokkenést nem mutatott. Parhuzamosan mikrodiliicidos antimikrobialis
vizsgalatokat is végeztiink, melyek nem mutattak jelentds eltérést az egyes sok eredményei

kozott a kiillonbozo alkali-, alkalifoldfém ionok tekintetében.

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

Kisérletsorozatunk alapjat egy 2007-es kozlemény adta, melyben kiilonb6zd
oldallancokkal rendelkez6 szorbinsav észtereket vizsgaltak antimikrobidlis szempontbol, hogy
a szerkezet-hatas kozott korrelaciot talaljanak. Két egyszeri alkil-lanct vegyliletet
valasztottunk ki a kdzleményben ismertetettek koziil, az etil-szorbatot és az izopropil-szorbatot
¢és Osszehasonlitottuk 6ket a szorbinsavval és kalium-szorbattal. Az etil-szorbat kereskedelmi
forgalomban elérhetdé volt, mig az izopropil-szorbat szintetizalasaban €s tisztitdsaban a
Gyogyszerészi 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. A sejtéletképességet Caco-2 sejteken MTT- és NR-
teszttel vizsgaltunk. Uj modszerként in vivo toxicitast is vizsgaltunk, Galleria mellonella
citométerrel is vizsgaltuk, hogy a négy anyag nekrotikus vagy apoptotikus hatast-e. Az eredeti
kozlemény toxicitasi adatokkal egyaltalan nem szolgalt igy ezekkel a modszerekkel
igyekeztlink minél pontosabb leirast adni a molekuldkrol.

Az MTT-teszt és az NR-teszt eredményei azt mutattak, hogy a vizsgalt szorbinsav

szarmazekok legtobbje koncentraciofiiggd modon csokkenti a sejtéletképességet. A két észter
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a szorbinsav ¢és a kalium-szorbat kozott helyezkedik el toxicitast tekintve, elobbi a
legtoxikusabb, mig utdbbi a legkevésbé toxikus.

Az egyes vegyiiletek eltérd citotoxikus hatdsat a Biofizikai €s Sejtbioldgiai Intézetben
Rebenku Istvan segitségével mértiik &ramlasi citometriat alkalmazva, annexin V és propidium-
jodid festéssel. A kezeletlen sejtek 80%-a €16 volt, csupan 20%-uk volt vagy nekrotikus vagy
apoptotikus. A kezelések az etil-, kalium-szorbat €s a szorbinsav esetén atlagosan 64-68%-ra
csokkentették a t0léld sejtek aranyat és 28-29%-ra ndtt az apoptotikus sejtek aranya. Az
izopropil-szorbat jelentésen eltéré viselkedést mutatott, mivel a detektalt sejtek 68%-a
apoptotikus volt és csupan 27%-uk élt tul.

Az in vitro kisérletek kiegészitéseképpen alkalmaztunk Galleria mellonella larvakat. A
mérésekre Dr. Pfliegler Valter Péter betanitasaval, a Molekularis Biotechnoldgiai és
Mikrobiologiai Tanszéken keriilt sor. Habar a kisérlet vége felé tobb allat is elpusztult az
észterrel kezelt csoportbol, a Kaplan-Meier gorbék statisztikai elemzése a kisérlet egész
id6tartamat vizsgalva nem mutatott szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott.

Az eddigiektdl eltéréen nem mikrodilucids, hanem érzékenyebb, Un id3-61és (time-kill)
kisérlettel vizsgaltuk az antimikrobialis hatast. Az antifungalis kisérletek azt mutatjak, hogy az
izopropil-szorbat a C. albicans ellen tobb koncentracion is fungicid hatast mutatott, mig a tobbi
vegylilet legfeljebb gyenge sztatikus hatast mutatott a kisérlet feléig. E. coli esetén azonos

eredményeket kaptunk.

Az S. aureus baktérium nagyon ellenallénak bizonyult a kiillonb6zd kezelésekkel
szemben, még bakteriosztatikus hatast sem lehetett megfigyelni a legtobb esetben.

Osszességében megallapithatd volt a szorbinsav alkil észterek, ezeken beliil is az
izopropil-szorbat jelent6sen eltérd biokompatibilitdsa és antimikrobialis hatasa a kiindulasi

vegyiilethez és annak kalium sdjahoz képest.

IV./5. Kiilonb6z6 illéolaj tartalmi emulziok formulacioja és biokompatibilitasi vizsgalata
és interakcioja kalium-szorbattal.

A szakirodalomban ismert, hogy a kiilonb6z6 novényi illdolajok jelentds antimikrobialis
hatassal birnak akar rezisztens kérokozdkkal szemben is. Azonban ezt a hatdst nem csak révid
ideig, terapiasan vagy fertdtlenitési céllal lehet hasznalni, hanem hosszl tdvon, akar tartdsitas
céljara is alkalmazhatoak. Emiatt gondoltuk 1gy, hogy a Gattefoss¢ cég modern
gyogyszertechnologiai segédanyagait alkalmazva emulziés rendszereket formuldlunk. A
hatéanyag standardizalasa miatt, gyogyszerkonyi minéségii borsmenta, citrom €s rozmaring

ill6olajat hasznaltunk. Habar az ismert, hogy emulzidként hatékonyabbak az illbolajok, arra is
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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 mikrodiluciés moddszerrel
vizsgaltuk.

Tobb segédanyagot és formulaciot probaltunk végig, a legstabilabb, végso receptirak az
alabbiak voltak:

1. 4 V% borsmenta illdolaj, 2 VA% Labrasol ALF®, 30 VA% glicerin, 64 VA% viz, 2 mg/ml
xantan gumi
2. 4 V% rozmaring illoolaj, 2 VA% Labrasol ALF®, 30 VA/% glicerin, 64 V% 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 emulziot vizsgaltuk 6nmagaban és 2 mg/ml kalium-szorbattal kiegészitve.
Az invitro és in vivo vizsgalatokhoz a mintakat PBS-el higitottuk 50%, 10%, 5% és 1% emulzi6
tartalomra, igy az eredeti ill6olaj és kalium-szorbat koncentracio aranyosan higult.

Mind az MTT-, mind az NR-teszt és a G. mellonella befecskendezési vizsgalatok
ugyanazt az eredményt mutattak. A legtoxikusabb a borsmenta illoolaj tartalmi emulziok, ezt
kovetik a rozmaring és végiil a citrom illdolajjal képzett formulaciok. A kalium-szorbat minden
esetben jelentdsen novelte a sejtkarosodast illetve az egyedek mortalitasat.

Miutan megallapitottuk, hogy egyes emulziok mar 5 V% koncentracion is citotoxikusak,
valamint, hogy a borsmenta esetén jelentds in vivo toxicitasra kell szamitani, a mikrobialis
kisérleteket 2,5 V% koncentracion kezdtiik el, felezd higitasokkal.

A C. albicans sejtek kiilonosen érzékenyek voltak az illdolajokkal szemben, még
alacsony koncentraciok is jelentds gatlast eredményeztek. Az emulzios kdzegek koziil az els6
semmilyen hatast nem fejtett ki és a masodik sem volt képes 50% ala szoritani a kezelést tuléld
gomba sejtek optikai denzitdsat. Az illdolajok kozott a toxicitasi vizsgalatok soran latott
er6sorrend alakult ki hatas tekintetében, igy a leggyengébb antifungalis tulajdonsaga a citrom
illoolaj tartalmi emulzidknak volt, ezeket kovették a rozmaring tartalmuak végiil pedig a
borsmenta illoolaj tartalmtak. A kalium-szorbat hozzaad4sa minden illdolaj esetén jelentdsen
novelte a gatlo hatast, a kalium-szorbat hatasat pedig mar nagyon kevés illdolaj is novelni tudta.

Az S. aureus és az E. coli eredményei valtozatos képet mutatnak, azonban 6sszességében
az altalunk célul kitlizott szinergista hatdst nem tudtuk egy esetben sem kimutatni, csupan

additiv hatést tapasztaltunk az illéolajok és a kalium-szorbat kozott.

15 / 24



IV./6. Kiilonb6z6 parabének citotoxicitasi és antimikrobialis vizsgalata.

A szorbatok esetén elvégzett 6sszehasonlitod vizsgalatot alapul véve, kivancsiak voltunk,
hogy ha a ritkan alkalmazott parabéneket vizsgalunk, milyen kiilonbségeket talalunk. Azért,
hogy valoban a kémiai szerkezet kiilonbozdségét tudjuk megfigyelni, a szénlanc elagazasat
valasztottuk, mint szerkezeti tényezo €s az egyes szarmazékokat azonos koncentracion akartuk
vizsgalni. Az alkil lancban 3, 4 és 5 szénatommal rendelkez6 nyilt és elagazo észtereket parba
rendeztiik és vizes kdzegben vizsgaltuk citotoxicitasukat és antimikrobialis hatasukat. Irodalmi
adatok hijan azonban eldszor a vizes kozegben mért maximalis vizoldékonysag
meghatarozasara volt sziikkség HPLC segitségével, mely vizsgalatokban Dr. Haimhoffer Adam
tanszéki kollégam segitett.

Az eredmények szerint a 3 és 5 szénatomos észtereknél az elagazo forma kozel kétszer
jobb vizoldékonysaggal bir, mint a nyilt lancu forma, mig a 4 szénatomos észtereknél kozel
azonosak az értékek. A parabéneket ezutdn szénatom szdm alapjan parosadval azonos
koncentraciokon vizsgaltuk, az alacsonyabb vizoldékonysagu észter maximalis vizben oldhatd
koncentracidjan. Ez n-propil- és izopropil-parabén esetén 0,025 ™/\/%-ot, n-butil és izobutil-
parabén esetén 0,023 M/\/%-o0t, mig n-pentil- és izopentil-parabén esetén 0,01 ™/\/%-ot jelentett.

Az MTT- és az NR-teszt szerint a paratlan szénatomot tartalmazé szarmazékok esetén
szignifikans volt a sejtéletképességbeli kiilonbség, mégpedig tgy, hogy a nyilt lanctuak voltak
mindig citotoxikusabbak. A n-butil és az izobutil szarmazékok kdzott azonos koncentracion
nem volt kiilonbség, azonban ezek toxikusabbnak bizonyultak a masik két parosnal.

Mikrodilucios modszert alkalmazva, az el6zéekben is alkalmazott harom fajon vizsgaltuk
az észter parok antimikrobialis hatasat, felez6 koncentraciokon. A C. albicans ellenes hatas a
szénlanc hossz novekedésével csokken és a nyilt lanct forma kevésbé hatékony. Ez aldl a n-
pentil-parabén-izopentil-parabén paros képez kivételt, ahol a n-pentil-parabén volt
hatékonyabb, ugyanakkor ezek a vegyiiletek a legalacsonyabb koncentracion mar nem tudtak
legalabb 50%-os gatlast biztositani, a tobbi vegyiilettel ellentétben.

Gram pozitiv referencia torzsiink (S. aureus) viszonylag ellenallonak bizonyult a
parabénekkel szemben. Az izopropil- és izobutil-parabén hatékonyabb volt nem eldgazé
parjanal, ugyanakkor az izopentil nagyobb koncentracion kisebb gatlo hatast fejtett ki, mint a
n-pentil-parabén, ellenben alacsony koncentracion kozel azonos eredményt mutatott a két szer.

Az E. coli szinte teljesen érzéketlen volt a vizsgalt koncentraciokon, azonban az el6z6 két
fajnal megfigyelt tendencidk az elagazd és nem eldgazd szarmazékok hatdsara vonatkozdan

ennél a fajnal is megismétlddtek.

16 / 24



V. 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.

Modositjak-e adott technologiai segédanyag-kombinaciok a tartositoszerek
sejtkarosité hatasat human és mikrobialis sejteken? Az elsd kisérletsorozat eredményei azt
mutatjak, hogy a tenzidek és tartdsitdszerek jelentdsen ndvelik egymas citotoxicitasat, azonban
ezek az eredmények nem meglepéek. Magyarazatot igényel viszont a 2-hidroxietil-celluloz
nyak protektiv hatdsa. A megfeleld biopolimerrel boritott Caco-2 sejtkultirds modell jobban
ellenall a citotoxikus hatasoknak. A benzalkonium-kloridrdl azt is leirtak, hogy képes oldani a
Caco-2 sejtekre rétegzett nyalkaréteget.

Moddositjak-e adott technologiai segédanyag-kombinaciok a tartdsitoszerek
sejtkarosité hatasat human és mikrobialis sejteken? A masodik kisérletsorozat egyik
legérdekesebb jelensége, a parabének két rendszerben mért eltérd citotoxicitasa. Szakirodalomi
példak azt mutatjak, hogy a hosszabb szénlanct szdrmazékok toxikusabbak a rovidebb
szénlanctiaknal. Mi magyarazza a masodik rendszerben a butil-parabén kiugrd értékét a
legnagyobb koncentracion? Kutatasok 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 enzimeknek jobb aktivitasa van a rovidebb szénlancl, mint a hosszabbak
szénlancu szarmazékok felé, és az etanol nagyobb koncentracidja eldsegiti miikddésiiket, ezért
a masodik rendszer magasabb etanol tartalma feltehetden elésegitette a metil-parabén etil-
parabénné torténd atalakulasat. Utobbi toxikusabb szarmazek, ezért ronthatta a metil-parabén
altal mutatott sejtéletképességet, mig a butil-parabén esetén a kevésbé toxikus etil-parabén
képzddott. 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. Minden baktérium faj nagyobb mértékben
érzékeny volt a glicerint és Labrasolt® tartalmazé elsé rendszerre, mint az alkoholos oldatokra
vagy a masodik rendszerre. A szakirodalomban ismeretes, hogy a Labrasol® j6 antimikrobialis

hatassal bir, példaul Mycobacterium tubercolosis ellen, ahol teljes sejtfal dezintegraciot
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okozott. Feltételezziik, hogy ez a segédanyag magyarazza a formulacié kiemelkedd
antimikrobidlis eredményeit. Ugyanakkor ismert negativ kdlcsonhatés is tenzidek és parabének
kozott, példaul kationos feliiletaktiv anyagok csokkentették butil-parabén felvételét és gatld
hatasat E. coli esetén. Osszességében megallapithatd, hogy rendszereink komplex dsszetétele
miatt, a megfigyelt kiugro értékeket, jelenségeket tovabbi elemzésnek kellene alavetni, hogy
megértsiik az eredmények mogott 4lld pontos folyamatokat.

Ez a két kisérletsorozat ravilagit arra, hogy a kiilonb6z0, folyékony gyogyszerformakban
hasznalatos segédanyagok képesek egymads citotoxicitasat, antimikrobialis hatasat modositani.
Az ehhez hasonld interakciok  kutatdsaval a  készitmények irritdlé  hatasa
(borfeliileten/nyalkahartyan) mérsékelhetd, mikrobiologiai védelmiik novelhetd lenne. Utdbbi
esetben az egyéb, potencirozd segédanyagok kedvezd hatasa miatt a sziikséges tartositoszer
mennyis€ég lecsokken, ami természetszeriileg kisebb mértékli és ritkdbban elfordulo
mellékhatasokat eredményezne.

Tartositoszerként alkalmazott karbonsavak Kiilonb6zé s6i azonos mértékben
csokkentik-e a sejtéletképességet? A kiilonboz6 sok vizsgalata esetén az NR-teszttel nem
lattunk citotoxicitast, ugyanakkor az MTT-teszt esetén igen. A jelenség pontosabb
tanulmanyozasahoz mas vegyiiletek esetén is sziikséges elvégezni a kisérleteket, amelyek
szintén csak a kiséré ion mindségében térnek el (kloridok, szulfatok, egyszerii karbon savak
so1). 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 aramldsi citometria) nem, akkor kalciumot tartalmazo
vegyliletek esetén az MTT-teszt a vizsgalatokban nem alkalmazhato.

Miben Kkiilonb6zo a sejtkarosité hatasa a szorbat-észtereknek a szorbinsavhoz
képest? A szorbat-észterekkel kapcsolatos kutatdsunkat elinditdé tanulmany a szorbinsavnal
nagyobb antimikrobidlis potencialrol szamolt be, mind az etil-, mind az izopropil-szorbat
esetén, azonban minket is meglepett az id6-61¢és kisérletek eredménye. A kimagaslo aktivitas és
az aramlasi citometrids mérések sordn tapasztalt fokozott sejtkarositdé hatds magyarazata
feltételezésilink szerint az izopropil-szorbat pont megfeleld logP értéke. A membranon vald
atjutashoz sziikséges lipofilitdis és a megfeleld koncentracid eléréséhez sziikséges
vizoldékonysag épp ennél a vegyiiletnél van a legjobb ardnyban, viszonylag rovid szénlanca
miatt. Feltételezésiink alatamasztasahoz hosszabb szénlanct szarmazékok vizsgalatara is
szikkség van, mivel a rovidebb szarmazéknal, az etil-szorbatnal mar latjuk, hogy nincs
megnovekedett aktivitas. Egy masik lehetséges valasz, a mind a Caco-2 mind a mikrobialis

sejtek esetén jelenlévd valamilyen efflux pumpa vagy enzim (pl dekarboxildz) csokkent
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hatékonysaga az észter ellen, annak eltéré szerkezete miatt. Az eredeti tanulmanybol hianyzo
toxicitasi adatokat sajat méréseinkkel potoltuk. A szorbinsav, az etil-szorbat és az izopropil-
szorbat esetén nem tudjuk eredményeinket meglévd publikaciokkal dsszehasonlitani, mivel
ezeket a vegylileteket ezekkel a modszerrel még nem vizsgaltak. A meglévo adatok birtokaban
érdemes lenne tovabbi szdrmazékokkal felderiteni az egyszerti alkil lanccal bir6 szorbat-
¢észterek tovabbi antimikrobidlis és biokompatibilitasi profiljat, a jelenleginél hatékonyabb
vegyiiletek utan kutatva és/vagy az izopropil-szorbatot tovabbi, nagyobb bizonyitd erejii
vizsgélatoknak aldvetni.

Milyen biokompatibilitasi interakciok 1épnek fel illéolajok és tartésitoszerek kozott?
Az illdolajok tartdsitdszerként vald hasznalata nehézkes a hobomlasra, illékonysagra ezaltal
hatéanyag csokkenésre vald hajlamuk miatt. Ezt tudja athidalni az emulzidként torténd
formulédldsuk, mely megfeleld stabilitast biztosit az antimikrobialis hatasért felelds
vegylileteknek. A harom illoolaj eltérd kémiai Gsszetétellel bir, mely jol latszik a toxicitast
bemutat6é eredményken. Az ill6olajok komplex fitokémiai Osszetétele miatt, csak magukat az
illoolajokat érdemes toxicitasi szempontbol Osszehasonlitani, nem pedig egyes
komponenseiket. A harom illoolajat eddig egy tanulmény 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 os LDsg 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 emulzios
kozegben 1év6 anyagoknak és azok illdolajonként kiilonbozd dsszetételében érdemes keresni.
Ugyanakkor, mivel a harom hasznalt toxicitasi modszer ugyanazt a sorrendet mutatta, ismétlés
helyett magasabb bizonyitd ereji modellen lenne érdemes tovabbi toxicitast vizsgélni.
Antimikrobidlis szempontbdl 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. A kisérlet esetleges folytatasdban mas szerrel (pl.
natrium-benzoat) lenne érdemes probalkozni, illetve ha a szinergizmus megtalalhato, akkor
feltétleniil érdemes hosszutavu stabilitasi vizsgalatot gazkromatografias mérésekkel végezni,
mindekdzben figyelni az illoolaj komponensek bomlasat, parolgasat. A szinergizmus lehetévé
ennek hidnyaban mikrobioldgiai, toxicitasi elényei nincsenek.

Mennyiben eltéré a konstituciés izomer parabének sejtkarositéo hatasa? Utolso
kisérletsorozatunkban ritkan alkalmazott, elagazé lancu parabéneket hasonlitottunk &ssze. A

kiilonb6z6 publikaciok altalaban csak a metil-, etil-, propil-, butil-parabén négyesét vizsgaljak,
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elhanyagolva a tovabbi elagazo6 lanct, aromas vagy hosszabb alkil ldanct szarmazékokat, ezért
rendkiviil kevés tanulmany elérhetd az altalunk vizsgalt vegyiiletekrdl. Megfigyelhetd az
eredményeken, hogy a 3 és az 5 szénatomot tartalmazé szarmazékok mind vizoldékonyséagukat,
mind citotoxicitasukat tekintve hasonldan viselkednek, az eldgazd szadrmazékok jobb
vizoldékonysaggal és alacsonyabb toxicitassal birnak. Ellenben a 4 szénatomos észterek
nagyon hasonlé eredményeket mutattak. Ismert a szakirodalomban az ilyen paros-paratlan
szénlancti szadrmazékok kozotti eltérés, mely masodlagos kotderdk eltéréd hatasaval
magyarazhatd. Az ilyen homolog sorokban megfigyelhetd a vegyiiletek fizikai
tulajdonsagainak eltérése, ezaltal biologiai hatasuk is kiilonboz6. Ezt a hatast azonban csak a
vizoldékonysag és a human citotoxicitas kapcsan talaltuk meg, a mikrébak inkabb az elagazé
vagy a nyilt szarmazékok vonatkozasdban mutattak kiilonbozé eredményeket. Eredményeinket
magyarazhatjak a kiilonb6z6 human és mikrobialis észterazok eltéré affinitasai (melyek
genetikai polimorfizmusbol adodnak) az eltéré szerkezetli észterekhez. Human mikroszoma
frakciok esetén bizonyitottak az eltérd bontasi képességet a nyilt és eldgazd lanct parabének
esetén. Bakteridlis észterazokrdl is kimutattak hasonlod variabilitast és specifikus parabén
lebontd enzimek jelenlétét. Mindezek azonban tovabbi enzimkinetikai, molekularis biologiai

vizsgalatokat igényelnek.
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V1. Osszefoglalas

Doktori tanulmanyaim soran folyékony, bevételre szant tartositoszerek 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 antimikrobialis hatas 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

¢és mikrobialis gatlasra gyakorolt hatasait leirni, az eddigieknél tobb konstiticios

izomer bevonasaval.
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Anyagi tamogatas és Koszonetnyilvanitas

Doktori tanulmanyaimat a Richter Gedeon Talentum Alapitvanya (1103 Budapest,
Gyomroéi ut 19-21.) tamogatta és ezuton szeretném megkdszonni az  Alapitvany
Kuratoriumanak, hogy doktori tanulméanyokra valod jelentkezésemkor kutatdsi tervemet
tamogatasra alkalmasnak talalta. A kisérletekhez sziikséges anyagok, eszkdzok beszerzését az
Alapitvany nagylelkii kutatasi kerete tette lehetové, 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 Technologiai 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 valosult meg.

Oszinte halaval tartozom témavezetémnek, Dr. Kovacsné Prof. Dr. Bacskay Ildiko
Katalinnak. Neki, az altala teremtett munkakoriilményeknek és 1égkdrnek, a szakmai és emberi

segitségének kdszonhetd a disszertacio 1étrejotte.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Imre tanszékvezetdé dékannak a
folyamatos tamogatasért. Az 6 munkajanak is koszonhetd, hogy a Gyodgyszertechnoldgiai

Tansz€ék egy olyan hely, ahol értékes kutatdbmunka folyik, folyhat.

Doktori tanulméanyaim egyik legnagyobb ajandékanak azokat a hallgatokat tartom,
akikkel egylitt dolgozhattam, konzulensiik lehettem. A veliik t61t6tt munka mindig energiaval
toltott fel €s tide szinfolt volt a sziirke hétkoznapokban. 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 sz6 nélkiil a Gyogyszertechnologiai Tanszék, a Gyogyszerésztudomanyi
Kar dolgozo6i, szerz6tarsaim munkdja mellett, akik mindvégig segitettek a doktori

tanulmanyokhoz kapcsolodo kisérletek soran, nélkiiliik nem sikeriilhetett volna ez az 6t év.

Végiil, de nem utols6 sorban, oriasi hdlaval tartozok paromnak, Vojtonovszki Melindanak
amiért végig velem volt ezen a hosszu tGton. K&szondm barataimnak, csaladomnak, hogy

tamogattak és segitettek.
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