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1. Bevezetés

Az antibiotikum-rezisztencia, amely tébbek kdzott Osszefiiggésben van a baktériumok biofilmképzd
sajatossagaval, napjainkban rendkivil sok probléméat okoz az egészségiigyben. Ennek kikiiszobolése
érdekében szlikség van Uj, hatékony szerek kutatasara. Az ill6olajok antibakterialis hatasa régéta ismert,
am ahhoz, hogy kell6 biztonsaggal alkalmazhassuk dket, elengedhetetlen hatasmechanizmusuk alapos
vizsgalata, az antibakterialis hatdshoz szilkséges dozisuk pontos meghatarozasa, és ezek igazolasa
megfeleld mikrobioldgiai vizsgalatokkal. Fontos megemliteni, hogy az eddig megjelent publikaciok
tobbségében nem léguti patogének ellen vizsgaltdk az illéolajok és komponenseik antibakterialis
hatasat. A bakterialis 1éguti megbetegedések jelentGs térhoditasat leginkabb az antibiotikum-
rezisztencia terjedése, valamint a bakterialis biofilmek kialakulasa eredményezi. A baktériumok
biofilmbe rendezédve sokkal ellenallobbak a kedvezitlen kdrnyezeti tényezdkkel szemben, pl. a
fert6tlenitdszerekkel, antibiotikumokkal szemben, a pH kedvezétlen valtozasat és a homérsékleti
tényezok szélsdséges ingadozasat is jobban ,,kivédik™ ily modon. A biofilm egy olyan védelmi struktara,
amely a baktériumsejteket koriilvéve olyan mechanikus és funkcionalis barriert képez, amely nehezen
erradikalhato a jelenleg alkalmazott terapias lehetéségekkel (pl. antibiotikum adasaval). Mindemellett a
biofilm-képz6dés az antibiotikum-rezisztencia kialakulasat nagymértékben segiti, hiszen a biofilmet
attoro antibakterialis szerek mindGssze arra elegenddk, hogy rezisztenciat alakitson ki vele szemben az
adott torzs. A tények azt mutatjak, hogy a krénikus betegségek kialakulasanak hatterében a fent emlitett
tényezOk allnak (Singh et al., 2017). Ebbdl kovetkezden elengedhetetleniil fontos a szintetikus
hatéanyagok mellett a természetes anyagokat is vizsgalni, amelyek lehet6vé teszik a bakterialis
biofilmek képzédésének megelzését és/vagy visszaszoritasat. A novényi illoolajok alkalmazésa nem
ujkeletti, hiszen mar a kozépkor Ota széles korben hasznaljak Oket. Ezért alkalmasnak bizonyultak
jarvanyok elleni védekezésben, hasznaltak Oket laz, fejfajas és kohogés csillapitasara, s6t a vallasi
¢letben is fontos szerepet toltdttek be (Burt, 2004). Napjainkban az ill6olajok iranti érdeklddés jra
reneszanszat éli, hiszen egyre tébben fordulnak a természetes anyagok hasznalata felé. Azonban ahhoz,
hogy az illoolajokat kello hatékonysaggal és biztonsaggal lehessen hasznalni, nélkiil6zhetetlen az €16
sejtre, szervezetre gyakorolt hatdsuknak alapos megismerése.

A fenti tények alapjan vizsgalataink soran a borsmenta, a fahéjkéreg, a kakukkfii és a szegfliszeg
illoolajok antibakterialis, valamint biofilm képzddésre gyakorolt hatasara fokuszaltunk in vitro
mikrobiol6giai modszerek segitségével. Az ill6olajokat egyrészt gyakori hasznalatuk miatt, masrészt a
PTE GYTK Farmakognoziai Intézet I1l6olaj Kutatocsoportjanak el6zetes vizsgalati eredményei alapjan
valasztottuk ki (Acs et al., 2018). Mivel az illdolajok lipofil karaktertiek, ezért olyan technologiai
fejlesztéseket is végeztink, amelyekkel az illdolajok biohasznosulasa, bioldgiai hatasa javithato. A
mikrobioldgiai vizsgalatokba leguti baktériumokat vontunk be. Kisérleti eredményeink megfelel6 alapot

biztosithatnak az illdolajok antibakterialis szerként val6 alkalmazdsahoz.



2.

Célkitiizések

Munkank elején az alabbi célok keriiltek megfogalmazésra:

3.

Az altalunk vizsgalt illoolaj mintak (borsmenta, fahéjkéreg, kakukkfli, szegfiiszeg)
Osszetételének meghatarozasa GC-MS (gazkromatografia-tomegspektrometria), GC-FID
(langionizécids detektorral kapcsolt gazkromatografia) technikakkal.

Az ill6olajok és komponenseik (mentol, fahéjaldehid, timol, eugenol) antibakterialis hatdsanak
vizsgalata direkt bioautografias rendszerben. Mivel kiilonleges tapanyagigény( baktériumok is
részét képezték a kutatasunknak, igy ennek a mddszernek az optimalizalasara is sziikség volt.
Preparativ rétegkromatogréfia kivitelezése annak érdekében, hogy pontosan meghatarozzuk,
mely illéolaj komponensek tehet6k feleldssé az antibakterialis hatasért.

A vizsgalt ill6olaj mintdk minimalis gatl6 koncentracijanak (MIC) meghatarozasa
mikrodilGcios rendszerben a vizsgalatokba bevont tesztbaktériumok ellen.

A négy leggyakrabban alkalmazott és vizsgalatainkba bevont illoolaj biofilm képzddésre
gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa.

Mivel az illéolajok lipofil karakteriiek, vizes bazisti bakterialis rendszerekben vizsgalatuk
nehézségbe (tkozik. Ezért a jobb biohasznosulas érdekében, az ill6olaj mintaink
nanotechnoldgiai formulalasa is célunk volt.

A nanotechnologiai mddszerrel becsomagolt (Pickering-emulzids) és az alkoholos valamint
Tween segédanyaggal késziilt illoolaj mintak biofilm képzodésre kifejtett hatasanak
Osszehasonlitésa.

A baktériumok guorum sensing rendszereken keresztll képesek kommunikalni egymassal, igy
segitve el6 az ellenalloképessegik fokozasat. Céljaink kozt szerepelt az illoolajaink anti-
guorum sensing hatasanak tesztelése.

Scanning elektromikroszkopos felvételek készitése, annak érdekében, hogy egyértelmiien

megallapithatd legyen az illoolaj mintak biofilm képz6désre gyakorolt hatésa.

Anyag és modszer

3.1. lll6olajok kémiai 6sszetételének meghatarozasa

Az illéolajok kémiai Osszetevoinek vizsglatara a VIII. Magyar Gyogyszerkdnyv gazkromatografias

vizsgalatot ir el6. A gazkromatografias méréseket Dr. Boszorményi Andrea, a Semmelweis Egyetem

GYTK Farmakognoéziai Intézetének munkatarsa végezte el szamunkra. GC-MS (gazkromatografia

tdmegspektrométerrel kapcsolva) és GC-FID (gazkromatografia langionizacios detektorral kapcsolva)

késziilekekkel dolgoztunk. Az dsszetétel meghatarozasahoz a komponensenként kapott retencios idoket

és a tdmegspektrumokat vettilk figyelembe, amelyeket standardok értékeivel, valamint a NIST 2.0

kényvtar adataival hasonlitottunk dssze. A szazalékos értékek meghatarozasahoz teriiletnormalizaciot



alkalmaztunk (Adams, 2001). A GC-MS és GC-FID méresek paramétereit a 1. tdblazatban foglaltuk

0ssze.

1. tdblazat A GC-MS és GC-FID analizisek paraméterei

GC-MS GC-FID
KészUlék: Agilent 6890N Fisons 8000
30 mx 0,25 mm i.d, 30 m x 0,25 mm Rt-B-
Oszlop: Agilent SLB-5MS DEXm (film
(film vastagsag 0,25 um) vastagsag 0,25Hm)
60°C 3 perc, 8°C/perc 60-230°C,

Program: 8°C/perc 60-250°C, 250°C 1 perc 230°C 5 perc

nagy tisztasagu hélium 6.0, 1.0

nitrogén,
Vivégdz: ml/perc, (37 cm/s), constant flow g
mode 6,8 ml/perc
Injektor: 250°C 210°C
0,
Injektalas: Split arany 1:50 0,2 ml, 0.’1 % oldat,
splitless
Detektor: 5973N (MS) FID, 240°C

3.2. Mikrobioldgiai vizsgalatok

Vizsgalatainkba bevont 1éguti baktériumok: Haemophilus influenzae (DSM 4690), H. parainfluenzae
(DSM 8978), Streptococcus pneumoniae (DSM 20566), S. mutans (DSM 20533), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853).

A baktériumok tenyésztése az alabbi korilmények kozott zajlott: H. influenzae és H. parainfluenzae
torzsek esetén specialis tApoldatot hasznaltunk. 3750 pl Mueller-Hinton Il Broth (Reanal Laborvegyszer
Kereskedelmi Kft.) taptalajhoz 500 pl Haemophilus supplement B-t (Diagon Kft.) és 750 pl (1 mg/ml)
NAD oldatot adtunk. A S. pneumoniae (DSM 20566), S. mutans (DSM 20533) és P. aeruginosa (ATCC
27853) esetében Brain Heart Infusion Broth (Sigma-Aldricht Kft.) taptalajt alkalmaztunk (Balazs et al.,
2019).

3.2.1. Bioautograéfias vizsgalatok

Vizsgalatunk soradn direkt bioautografias modszer segitségével detektaltuk az ill6olajok és
fokomponenseik baktériumokra kifejtett gatlasat. A rétegen kialakult gatlasi zona megfelel az altalunk
vizsgalt anyag antibakterialis hatasanak. Els6 1épésként a vizsgalando anyagot (antibiotikum, illdolaj,

illéolaj komponens) juttattuk fel Finnpipette tipusd pipetta segitségével a méretre vagott (10 x 5 cm)



szilikagél rétegekre (Merck TLC Silica gel 60 Fzs4). Az illéolaj torzsoldata 200 mg/ml volt, abszolut
etanolban oldva, amelybdl 0,5 és 1 pl-t juttattunk a rétegre. Az illdolajok fékomponenseit (eugenol-
szegfliszeg, fahéjaldehid-fahéjkéreg, mentol-borsmenta, timol-kakukkfii; Sigma Aldricht Kft.) 20
mg/ml-es torzsoldatbdl vittlik fel a rétegekre, mindegyik standard esetén 0,5 pl-t. Pozitiv kontrollként
amikacint alkalmaztunk (Likacin 250 mg/ml oldatos injekci6, Lisapharma S.p.A.), a Streptococcus,
valamint a Pseudomonas torzsek esetén, amelybdl 0,4 ul keriilt a rétegekre. Haemophilus torzsek
gatlasanak érdekében pozitiv kontrollként gentamicint hasznaltunk (Sandoz 40 mg/ml oldatos injekcid,
Sandoz), amelybdl 2,5 pl-t vittink fel a rétegre. Az oldoszer aktivitasanak kizarasa erdekében 0,5 pl
abszolut etanolt vittiink fel a rétegekre.

Az 0sszillbolaj vizsgalat (amikor nem tortént meg a réteglapok kifejlesztése) mellett kivancsiak voltunk
arra, hogy az illéolajok komponensei kozil melyek rendelkeznek antibakterialis hatassal. Ennek
érdekében kifejlesztést végeztiink (kifejlesztGszer: borsmenta, kakukkfii, szegfiiszeg illdolaj esetén:
toluol:etil-acetat 95:5 (v/v); fahéjkéreg ill6olaj esetén: diklérmetan). A mikrobiol6giai vizsgalatnak ala
nem vetett rétegeket 256 nm-en detektaltuk (Camag UV lampa), valamint vanillin-kénsav el6hivo
segitségével (Wagner & Blandt, 1996), 105°C-on torténd inkubalast (5 perc) kovetéen lathato fényben
is értékeltiik. A mikrobiologiai vizsgalatokat az el6 nem hivott rétegekkel végeztiik el.

A mikrobiologiai vizsgalatok elsd 1épése a csiraszam (4 x 10”7 CFU/mI) pontos beéallitasa optikai
denzitdsmérés segitségevel 600 nm-en. Ezt kdveten a rétegeket a baktérium szuszpenzidba martottuk,
majd szaradas utan parakamraban inkubaltuk 6ket (37°C, 3 h). Ezt kévetéen MTT festék vizes oldatat
[3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid] (MTT, 0,05 ¢g/90 ml) (Sigma-Aldricht
Kft.) alkalmaztunk a gatlasi zénak lathatdva tételének érdekében. Az adatok tovabbi elemzéséhez Excel
programot hasznaltunk. Annak érdekében, hogy pontos képet kapjunk arrél, hogy mely komponensek
eredményeznek mikrobiologiai hatast, a gatlasi zonakat képez6é komponenst / komponenseket preparativ
kromatografids vizsgalatnak vetettik ald. A gatlasi zondkat eredményezett sdvokat Rf értékek és
vanillin-kénsavval adott szinreakcio alapjan azonositottuk. Ezutan az ill6olaj mintakat 10 pl (térzsoldat:
200 mg/ml) mennyiségben felvittiik a vékonyrétegre, kifejlesztést kovetden a szilika réteget megfeleld
z6nakban ,,lekapartuk” (el6z6leg meghatarozott Rf értékek alapjan), majd a frakciokat kiilon tivegbe

gytjtottik és GC vizsgalatra kuldtik.
3.2.2. Minimélis gatlé koncentracié (MIC) meghatarozasa

A minimalis gatlé koncentraciok (MIC) meghatarozasa mikrodilliciés mddszer segitségével
tortént 96 cellas mikrotiter lemezeken (Kerekes et al., 2013). Minimalis gatl6 koncentracidként
kontrollhoz viszonyitva >90%-ban volt képes a baktérium szaporodasat gatolni.

A megfeleld csiraszam (10° CFU/ml) beallitisat kdvetéen mind a baktériumszuszpenziobol, mind pedig
a vizsgalt illéolajbdl 100-100 pl mennyiséget mértink a mikroplate lyukaiba. A vizsgélati anyag

tapoldatban oldva keriilt hozzdadasra. Az illoolaj mintdkat harom féle modszerrel készitettiik eld. A
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vizes bazist baktériumszuszpenzidba torténé oldashoz Tween80 emulgenst (1%), abszollt etanolt,
valamint Pickering-emulzi6t hasznaltuk. igy minden ill6olaj minta esetében mindharom tipust oldattal
hat ismétléssel végeztiik el a vizsgalatokat. A vizsgalati minta hozzaadasat kovetden, inkubalas utan (24
ora, 37°C) 600 nm-en abszorbanciat mértink (BMG Labtech, Bio-Tek Kft.). Az illdolajokat nem
tartalmazo sejtszuszpenzids tapoldat szolgélt pozitiv kontrollként, és a sejtmentes, ill6olaj-tartalmd
tapoldat negativ kontrollként. A széli hatas kikiszobolése érdekében a mikroplate keretét alkoto
legsz€lsé lukakat nem hasznaltuk. A hat parhuzamosbdl atlagot szamoltunk, majd a negativ kontroll
atlagat kivontuk a kapott értékbol. Azt a koncentraciot tekintettilk MIC értéknek, ahol a pozitiv kontroll
abszorbancidjahoz képest + 10%-ra csokkent értékeket mertiink. Vizsgélataink soran pozitiv
kontrollként antibiotikumokat alkalmaztunk. P. aeruginosa esetében gentamicin (Gentamicin Sandoz
80 mg/ 2ml injekcid, Sandoz), S. pneumoniae esetén imipenem (Imipenem/Cilastatin Kabi 500 mg/500
mg por oldatos infuziéhoz; térzsoldat: 0,4 mg/ml), S. mutans esetén amoxicillin/klavulansav (Aktil 1000
mg/200 mg por oldatos infuziéhoz, Richter Gedeon) és a Haemophilus térzsek esetén amikacin (Likacin

250 mg/ml oldatos injekcid, Lisapharma S.p.A.) antibiotikumokat alkalmaztunk.
3.2.3. Pickering emulziok eloallitasa

A szilika nanorészecskék altal stabilizalt, ill6olaj tartalmd O/W (Qil/Water, azaz olaj a vizben)
tipust Pickering emulzidk elkészitését a PTE GYTK Gydgyszertechnol6dgiai és Biofarméciai Intézet
munkatarsai készitették el szamunkra a kovetkezo leiras alapjan (Horvath, 2021). Elsé 1épésben 20 nm
nagysagu, hidrofil szilika nanorészecskéket allitottak elé Stober szintézissel. A megfelel6 stabilitas
eléréséhez eldzetes kisérleti munka alapjan, etil funkcios csoportokkal végezték el a szilika
nanorészecskék feliileti modositasat (20ET). Az emulzidk formulalasahoz elészor elkészitették a 20ET
nanorészecskék vizes szuszpenziojat, majd hozzdadtak a megfeleld mennyiségii illdolajat. 2 perc
ultrahangos el6emulgeélast kovetden, UltraTurrax (IKA Werke) késziilékkel 13500 1/min sebességgel
homogenizaltdk az emulzidkat. Az igy elkészllt Pickering emulziok cseppméretét DLS méréssel
(Malvern Zetasizer NanoS) hataroztak meg, stabilitisuk megallapitasahoz idoben kovették a cseppméret
valtozasat. A biofilm gatlashoz hasznalt Pickering emulziok mindegyike legalabb 1 hétig stabil volt.
Konvenciondlis emulzidkat is készitettek a fentiekkel anal6g mddon, amelyeknek szintén vizsgaltak a
cseppméretét és stabilitasat. Ez esetben az emulzidk stabilizalé adgense Tween80 (Polysorbate80)
fellletaktiv anyag volt. Negativ kontroll vizsgalatuk részét képezte az abszolut etanolos, Tween 80-as
és Pickering emulziok illdolaj nélkili, 6nall6 alkalmazasa. Minden mérésbol hat parhuzamost végeztiink

el.

3.2.4. lll6olajok és komponenseik biofilm-képzdodésre kifejtett hatasanak vizsgalata

A bakteridlis biofilmeket 96 cellas polisztirol mikrotiter lemezeken (VWR, International Kift.,

Debrecen, Hungary) alakitottuk ki. Egy cellaba 200 pl 108 CFU/mI sejtszamu sejtszuszpenzidt mértink.



Inkubaciét (4 h, 37°C) kovetden a le nem tapadt sejteket fiziologias sooldattal (9 g NaCl, 1000 ml
desztillalt viz) kimostuk, és a letapadt sejtekhez hozzdadtuk a vizsgélni kivant mintat. Inkubalast
kovetben (24 h, 37°C) fiziologias sdoldatos mosas utan minden mintahelyre 200 pl 99'/,%-0s metanolt
mértiink. 15 perc varakozas utdn 200 ul 0,1%-0s kristalyibolya oldatot mértiink a cellakba. 20 perc
elteltével a biofilmekhez kotodott festéket 33%-0s ecetsav-oldattal kioldottuk és 595 nm-en
abszorbanciat mértink (BMG Labtech, Bio-Tek Kft.) plate reader segitségével. A kristalyibolya
kapcsolodik a biofilmek extracellularis matrixan beliili negativ toltésti feliileti molekulakhoz és
poliszacharidokhoz, igy lehetové teszi a biofilm teljes biomasszajanak mérését a mikrotiter lap

cellajaban (Peeters et al., 2008). Az illdolajokat MIC/2 koncentréacidban alkalmaztuk.

3.2.5. Biofilmek vizsgalata pasztazo elektronmikroszkop (SEM) segitségével

A SEM vizsgalatok eldkészitése soran a biofilmeket zsirtalanitott feddlemezeken alakitottuk ki.
A 10® CFU/ ml sejtszamil szuszpenzioban a fedélemezeket 4 oran at inkubaltuk (37°C). Négyoras
tapadast kovetden a lemezeket atmostuk fiziologias sooldattal, majd az el6z6 kisérletekben hatasosnak
bizonyuld illéolajokat alkalmaztuk gatlészerként MIC/2 koncentraciéban. Pozitiv kontrollként
kezeletlen mintakat hasznaltunk, ahol tapoldattal fedtiik be a targylemezeket. 24 drat kovetéen a
tapoldatokat eltavolitottuk, a le nem tapadt sejteket fizioldgids soOoldattal eltavolitottuk, majd
elokészitettiik a mintakat a SEM protokollnak megfeleléen. A mintakat a biofilm rogzitése céljabol 2,5%
glutaraldehidben szobahémérsékleten 2 o6rat inkubaltuk, majd 50%, 70%, 80%, 90% és abszolit
etanollal 2x15 perces idotartamokban viztelenitettiink. A fed6lemezeket ezutan tercier butil alkohol:
abszolut etanol 1:2, 1:1, 2:1 aranyu keverékébe, majd abszolut tercier-butil-alkoholba helyeztik 1-1
orara, szobah6mérsékleten. A mintakat végul abszoldt tercier-butil-alkoholban 4°C-on fagyasztottuk, és
egy éjszakan at fagyasztva szaritottuk. A mintakat rogzitettiik, majd a sziikséges aranyréteg felvitelét
kovetéen (Quorum Technologies SC 7620 ’Mini’) a mintdkat Hitachi S4700 pasztazo
elektronmikroszkdp segitségével vizsgaltuk (Kerekes et al., 2013). A vizsgalat a SZTE Alkalmazott és

Kornyezeti Kémiai Tanszékében zajlott.

3.2.6. A quorum sensing (QS) mechanizmus vizsgalata

Az anti-quorum sensing (anti-QS) hatas kimutatasa érdekében papirkorong difflziés modszert
alkalmaztunk. A quorum sensing mechanizmus gatlasa jol szemléltethetd a pigmentet termeld
baktériumokkal, ezért Chromobacterium violaceum (SZMC 6269) modellbaktériummal végeztiik el a
vizsgalatainkat. A QS gatlas kimutatasa érdekében kordbban C. violaceum 85 WT torzzsel leoltott és
beszaritott BHI taptalajt tartalmazd Petri csészékre 6 mm atmérdjii steril sziirdpapir korongokat
helyeztiink. Ezekre 2 pl tomény illoolajat (borsmenta, fahéjkéreg, kakukkfili, szegfliszeg) vittiink fel,
emellett 2,5 és 10 mg/ml-es higitasokat is készitettiink, amelyb6l szintén 2 ul keriilt a korongokra.

Tovabba kivancsiak voltunk az illoolajok fokomponenseinek aktivitasara is, ezért 10 mg/ml-es



torzsoldatokat készitettuink mind a négy illoolaj legnagyobb mennyiségben detektalt fékomponensébdl,
(amelyekbol 2 pl keriilt a korongokra (Kerekes et al., 2013; Kerekes, 2017). Mind a higitott illoolajok,
valamit a fékomponensek esetében is az oldoszer abszolut etanol (Molar Chemicals Kft.) volt, igy
negativ kontrollként abszolut etanollal atitatott papirkorongokat alkalmaztunk. A papirkorongok korl
két korkoros zona kialakulasat figyelhettiik meg mind a négy vizsgalati anyag esetében. A bels teriilet
egy teljes feltisztulasi zonanak mondhatd, hiszen nem detektalhattunk baktériumsejteket az adott
teriileten, mig a kiils6 zénaban a baktérium ndvekszik, de a pigment termelés gatlast mutat. A
depigmentaltsag okozta szintelen zonakat mértiik (mm), ugyanis a baktérium szinanyag termelése QS

szabalyozas alatt all. A kezeléseket hat pArhuzamos méréssel végeztik (Kerekes, 2017).

4. Eredmények és kdvetkeztetések
4.1. A vizsgélt illéolajok kémiai analizise

Az illéolajok komponenseit és az MS detektoral tértént mérés szazalékos aranyait a 2. tablazat foglaljak

Ossze, amelyekben az 1% feletti komponenseket tintettiik fel.

2. tablazat A vizsgalatba bevont illoolajok analitikai elemzése folyadékbol torténd injektalas esetén

(GC-MS)

Komponensek szazalékos értéke GC-MS mérés esetén (%)

Komponens RI borsmenta fahéjkeéreg kakukkfii szegfiiszeg
a-pinén 939 1,1 51 - -
kamfén 951 - - 2,0 -

R-mircén 992 - - 1,0 -
a-terpinén 1017 - - 3,2 -
p-cimol 1026 - 1,9 19,2 -
limonén 1044 1,4 1,8 - 0,5
1,8-cineol 1046 55 2,8 4,6 -
y-terpinén 1060 - - 6,7 -
linalool 1104 - 4.0 5,6 -
izopulegon 1150 1,0 - - -
menton 1156 19,8 - - -
izomenton 1159 7,0 - - -
mentol 1172 50,4 - - -
izomentol 1183 43 - - -
a-terpineol 1190 - 2,2 - -
transz-fahéjaldehid 1266 - 64,7 - -
borneol 1289 - - 1,0 -
timol 1297 - - 39,8 -
karvakrol 1300 - - 59 -
izomentil-acetat 1305 55 - - -
eugenol 1373 - 4.6 - 78,8



R-kariofillén 1417 - 4,2 4,2 13,5

cinnamil-acetat 1446 - 9,4 - .
a-humulén 1452 - - - 4,6
R-kadinén 1473 - - - 1,1
Total 98,1 99,7 93,2 98,5

4.2. Bioautograéfias vizsgalatok eredményei

Bioautografias vizsgalataink alapjan elmondhat6, hogy az illdolajok koziil a kakukkfii és a fahéjkéreg
illéolaja eredményezte a legnagyobb gatlasi z6nakat, a borsmenta volt a legkevésbé effektiv. A
borsmenta illdolajara legérzékenyebben a H. influenzae reagalt, hiszen ennél a baktériumnal
detektalhattuk a legnagyobb gatlasi zéndkat (3. tablazat). Ezt kdvette a S. mutans, amely szintén
jelentésebb gatlast mutatott. A szegfiiszeg illoolaja a hatasossagot tekintve koveti a borsmenta
aktivitasat. A legnagyobb gatlasi zonat a S. pneumoniae esetében észleltlink, amelyet a S. mutans kovet,
igy arra kdvetkeztethetiink, hogy a Streptococcus fajok nagyobb érzékenységet mutatnak a szegfiiszeg
ill6olajaval szemben a Haemophilus torzsekhez és a P. aeruginosahoz képest. Az altalunk vizsgalt
baktériumtorzsek kozil a H. parainfluenzae szaporodasat gatolta legkevésbé a szegfliszeg illoolaja. A
kakukkfii illéolaj esetében megfigyelheté, hogy az illéolajos kezelés valamennyi tesztbaktérium
szaporodasat gatolni tudta. A S. mutans volt a legérzékenyebb a kakukkfii illoolajjal szemben, ezt kveti
a S. pneumoniae. Hasonldan a szegfiiszeg illéolajahoz, megallapithatd, hogy a Streptococcus fajok
szaporodasat kakukkfii illoolajjal eredményesebben lehet gatolni, Osszehasonlitva a Haemophilus
torzsekkel. A két Haemophilus faj kdzil a H. influenzae bizonyult érzékenyebbnek. Fontos megemliteni,
hogy a vizsgalatunkban résztvevé négy illoolaj koziil, a Haemophilus fajok kivételével, mind a két
Streptococcus és a P. aeruginosa is a kakukkfiivel szemben mutatta a legnagyobb gatlo hatast.
Haemophilus fajok esetében mi alkalmaztuk eldszor ezt a modszert az illoolajok hatasossaganak

vizsgalata érdekében (Balazs et al., 2019).

3. tablazat Osszilloolaj mintak antibakterialis hatasa direkt bioautografias tesztrendszerben, a gatlasi

z0nak mm-ben értenddek

Baktériumtorzsek

lll6olaj minta
koncentraciodja H. inf. H. parainf. P. aerug. S. mutans S. pneu.
01mg 4,26+0,6 2,99 +0,6 3,17+£0,5 4,12+£0,5 3,02+0,7
borsmenta ’ ’
0,2mg 5,07+0,5 3,61+0,9 4,71+0,4 491+04 4,25+0,5
mentol 2,14+0,9 1,03+0,5 1,69+0,2 2,07+0,2 1,14+0,4
s 01mg 955+0,5 8,26 +0,7 7,43 +0,6 6,97 £ 0,7 6,13+0,7
fahéjkéreg ’ ’
0,2mg 10,98+0,7 9,06 £0,9 7,53+0,8 6,01+£0,8 6,51+£0,5
fahéjaldehid 4,06 +0,7 4,92+0,4 351104 3,07+£0,8 2,99+0,8
kakukkfii 0lmg 4,6+0,6 4,39+£0,5 7,73+0,3 10,08+0,9 9,49+0,9



02mg 8,13+0,4 4,95+0,2 8,18 +0,9 11,23+0,7 9,63+0,7

timol 22+ 0,6 21+05 3,52+0,8 5,36 £0,2 4,66+0,9
y 01mg 7,39+0,9 4,26+0,5 5,52+0,5 8,71+05 8,06 +£0,3
szegfliszeg
02mg 84+ 0,7 4,39+0,7 6,36 £ 0,4 8,97 +£0,8 9,37+0,8
eugenol 351+ 05 2,19+0,6 2,58+0,2 463+0,9 4,15+0,5
antibiotikum 0,1 mg 24,61 +0,9 2455 +0,9 19,45 +0,8 21,22+0,7 19,05+0,9
absz. etanol 0 0 0 0 0

Jelmagyarazat: H. inf.: Haemophilus influenzae, H. parainf.: Haemophilus parainfluenzae, P. aerug.:
Pseudomonas aeruginosa, S. mutans: Streptococcus mutans, S.pneu.: Streptococcus pneumoniae

Annak érdekében, hogy a komponensek aktivitasat alatdmasszuk, vizsgalatunk részét képezte a
komponensekre valasztott ill6olajmintak tesztelése.

Mindegyik baktériumtorzs esetében a borsmenta tébb komponense is gatlé hatast eredményezett. A
mentol (Rf=0,31) mindegyik baktériumtorzset gatolta. Emellett az 1,8-cineol (Rf=0,4), az izomenton
(Rf=0,51) valamint a menton (Rf=0,68) mutatott gatl6 hatast. A Haemophilus nemzetség tagjai reagaltak
a legérzékenyebben, hiszen itt detektaltuk a legjobban kivehet6 feltisztulasi zonakat. A P. aeruginosa-t
a fékomponensen kiviil kis mértékben az 1,8-cineol és az izomenton gatolta. A S. mutans esetében
halvanyabb zdnakat figyelhettiink meg, a legintenzivebb komponensnek a mentol (Rf=0,31) bizonyult.
A S. pneumoniae szintén tobb komponens esetén eredményezett feltisztuldsi zonat. A fahéjkéreg
ill6olajanak komponensei kozul a legaktivabb a fahéjaldehid (Rf=0,62) volt, tovabba az a-terpineol
(Rf=0,35) eredményezett kismértékii gatlast mindegyik baktériumtorzs esetén. Az eugenol (Rf=0,76)
hatdsa is megmutatkozott a Haemophilus fajoknal. A kakukkfi ill6olajanal kifejezett gatlast a
fokomponensnél (timol: Rf=0,56) figyelhettiink meg, tovabba a linalool (Rf=0,33) mutatott jelentds
baktériumnovekedést gatlo hatast. A szegfiiszeg illdolaja esetén a legeredményesebb gatlast az eugenol
(Rf=0,51) eredményezte, de nem elhanyagolhaté a limonén hatasa sem (Rf=0,42), amely a S. mutans
esetében mutatkozott meg a legkevéshé. Az eddigi irodalmi adatok alapjan megallapitottuk, hogy
munkank ujdonsaga az, hogy elsoként optimalizaltuk a bioautografids rendszert léguti patogénekre,
amelyek kozil a Haemophilus spp. tagjai kiilon kiemelenddk, hiszen kiilonleges tapanyagigényi
baktériumok csoportjat képviselik. Tovabba els6ként detektaltuk a borsmenta, és fokomponense, a
mentol antibakterialis hatasat ebben a tesztrendszerben léguti patogénekkel szemben. A legtébb
tanulmany az illdolajok fékomponensének tulajdonitja baktériumellenes hatasat, azonban vizsgalataink
alatamasztottak, hogy a minor komponensek is rendkiviil fontos szerepet jatszanak az antibakterialis
hatas kifejtésében (Balazs et al., 2019).

4.3. MIC értékek meghatarozasanak eredményei

Eredményeinkb6l (4. tablazat) megallapitottuk, hogy a Haemophilus fajok kodzott nem

detektaltunk szamottevé kiilonbséget. Mind a H. influenzae, mind pedig a H. parainfluenzae a
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fahéjkéreg illdolajara reagalt a legérzékenyebben (MIC: 0,06-0,08 mg/ml). A pozitiv kontrollként

alkalmazott antibiotikumok hatékonyabbnak bizonyultak az ill6olaj mintadkkal 6sszehasonlitva.

4. tablazat A vizsgalt illoolajok és antibiotikumoka MIC értékei (ill6olajok esetén: mg/ml;
antibiotikumok esetén: pug/ml)

lI6olaj Baktériumtorzsek

mintak  H.influenzae  H. parainfluenaze  P. aeruginosa S. mutans S. pneumoniae
borsmenta 0,21 0,21 1,5 1,96 0,35
fahéjkéreg 0,06 0,06 0,4 0,78 0,06
kakukkfii 0,11 0,11 1,4 0,46 0,12
szegfliszeg 0,25 0,25 1,6 1,02 0,25
amikacin 0,8 0,8 - - -
gentamicin - - 2 - -
amoxicillin - - - 0,3 -
imipenem - - - - 0,4

4.4. Az illdolajok biofilm gatlé vizsgalatainak eredményei

Az eredményeinket a kontrolltol valo eltérés formajaban szemléltetjik gatlasi rata szazalékos aranyanak
megjelolésével (Yanwei et al., 2018). Eredményeink alapjan szembetind, hogy minden baktérium
esetén a Pickering emulzié eredményezte a legkisebb mértékii kontrolltol (kezeletlen baktérium) valo
eltérést (1,35-1,81%). Az abszolit etanol sem eredményezett 6nmagiban jelentés gatlo hatast (3,12-
4,52%), azonban a Tween80 emulgens gatld hatasa bizonyult a legerésebbnek a harom kontroll koziil
(6,35-11,8%). Ezzel szemben nem a Tween80 emulgenssel eléallitott illoolaj mintak eredményezték a
legeffektivebb gatlast, hanem a nanotechnoldgiailag formulalt mintak. Vizsgalataink aldtamasztottak,
hogy mind a négy illéolaj rendelkezik biofilm degradal6 hatéssal a vizsgélatba bevont baktériumtorzsek
esetén. Megallapitottuk, hogy a nanotechnoldgiailag formulalt ill6olaj sokkal hatékonyabban képes

kifejteni hatasat a hagyomanyos modszerekkel szemben.

A H. influenzae esetében a leghatasosabb illoolajnak a kakukkfli (73,64%) bizonyult, amelyet a
szegfiiszeg (69,59%) kovet. Mindkét illoolaj esetében a mnanotechnoldgiailag formulalt mintdk
eredményezték a legintenzivebb gatld hatast (etanolos kivonat kakukkfii esetén: 42,31%; Tween80-nal
emulgealt kivonat kakukkii esetén: 54,08%; etanolos kivonat szegfliszeg esetén: 36,92%; Tween80-nal
emulgedlt kivonat szegfliszeg esetén: 39,79%). A kakukkfi illoolajanak effektivitasat nagymértékben
befolyasoltak a kiilonb6zo formulalasi technikdk. Megfigyelhetd, hogy az etanolos kivonathoz képest
masfélszeres gatld hatas novekedést eredményezett a nanotechnologiailag formulalt kakukkfii illoolaj.
Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a H. influenzae baktériummal szemben mind a négy
ill6olaj hatasosnak bizonyult, leginkabb hatdsosnak a nanotechnoldgiailag formulalt mintak tekinthetok.
A H. parainfluenzae esetében hasonl6 dsszefliggéseket figyeltlink meg, hiszen a nanotechnologiailag

formulalt illdolajok kiemelkedéen aktivnak bizonyultak. A H. parainfluenzae esetében a fahéjkéreg
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fejtette ki a legjelent6sebb gatld hatést (etanolos oldat: 46,92%, Tween80 emulgessel készilt emulzio:
43,87%, fahéjkéreg illdolaj tartalmi Pickering-emulzié: 76,35%). A nanotechnologiailag formulalt
kakukkfii és a szegfliszeg illoolajanak hatasa sem elhanyagolhatd, hiszen 60-65%-0s eltérést
eredményeztek a kontroll biofilmképzédéshez képest. A P. aeruginosa baktériumnal megfigyelhetd,
hogy a fahéjkéreg mutatta a legjelentdsebb biofilm degradalo hatast. Az abszolut etanolos oldattal tortént
kezelés soran a fahéjkéreg illbolaja 62,11%-0s gatlast eredményezett a kontrollhoz képest. A Tween80
emulgens alkalmazésakor ez az érték majdnem 10%-al emelkedett (70,17%), ami a Tween80 hatasanak
tulajdonithatd, a fahéjkéreg ill6olaj tartalmi Pickering-emulzié pedig 80,22%-o0s biofilm képzodést
gatlé hatast eredményezett. A S. mutans esetében szintén a leghatékonyabbnak a fahéjkéreg ill6olaja
(85,96%) bizonyult, viszont szaimottevd gatlo hatast detektaltunk a szegfliszeg ill6olajanak esetében is
(73,06). A S. pneumoniae esetén szintén a fahéjkéreg ill6olaja volt képes a leghatékonyabban
degradalni a baktérium altal képzett biofilmet (gatlasi rata etanolos oldat: 57,21%, Tween80 emulgens
alkalmazasaval eléallitott emulzid: 69,62%, Pickering-emulzio: 78,22%), de a kakukkfii illdolajanak
hatasa sem elhanyagolhat6 (Pickering-emulzid: 73,31). A S. pneumoniae esetében megfigyelhetd, hogy
a tobbi baktériumhoz képest, sokkal érzékenyebben reagalt a borsmenta illoolajaval torténd kezelésre
(42,83-63,11%). A biofilm degradacids vizsgalat soran az oldoszereknél megfigyelhetd, hogy mig a
Tween80 6nmagaban is eredményez gatld hatast a taptalajos kontrollhoz képest, addig a Pickering-
emulzid, valamint az abszolut etanol hatdsa elhanyagolhatd. A Pickering-emulzié alkalmazasa
igéretesnek bizonyul ill6olajok formulalasara, hiszen a legnagyobb biofilm degradacids hatassal

jellemezhet6, 6nmagaban (illdolaj nélkiil) viszont nem fejt ki gatl hatast.

4.5. A SEM vizsgalat eredményei

Scanning elektromikroszképos (SEM) felvételeket P. aeruginosa, valamint S. mutans esetében
nyilt lehetéségilink késziteni. A SEM felvételekkel sikeriilt szemléltetni az illoolajok biofilmre kifejtett
hatasat. A valasztasunk azért esett a fent emlitett két baktériumra, mert igy mind Gram-negativ, mind

pedig Gram-pozitiv baktérium biofilm vizsgalataba is betekintést nyerhettlink.

A P. aeruginosa esetében a borsmenta eredményezte a legkisebb biofilm képz6dést gatlo hatast, a
baktériumsejtek épek maradtak, amelyek viszont mar Osszetapadni nem voltak olyan mértékben
képesek, mint ahogyan a kezeletlen kontroll esetén megfigyelhet6. A fahéjkéreg illdolajaval torténd
kezelés hatdsara a baktériumok sejtszerkezete teljesen deformalddott, feltételezhetd, hogy
funkcionalisan inaktivak. A P. aeruginosa esetében a fahéjkéreg illdolajat kdvetve a leginkabb aktiv
olajnak a szegfiiszeget emlithetjilk. A borsmenta utan a kakukkfii bizonyult a legkevéshé effektivnek,
ugyan biofilm képzddés nem valosult meg, ezzel szemben megfeleld strukturaval rendelkezd sejteket

figyeltink meg az alginat nyak kordil.
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A S. mutans a borsmenta ill6olajjal szemben mutatta a legintenzivebb ellenallast, mivel ebben az esetben
egy kisebb S. mutans biofilm is felépilt. A fahéjkéreg illdolajanak kezelése kdvetkeztében lecsdkkent a
sejtek szama, a szegfiiszeg és a kakukkfii illoolaja szintén gatolni tudta a biofilm kialakuldsat. A sejtek
letapadtak és mikrokoloniak is képzddtek, de nem volt megfigyelhetd Osszefiiggd, haromdimenzios

biofilm.
4.6. A QS mechanizmus vizsgalatanak eredményei

A Chromobacterium violaceum WT85 baktériumtorzs, egy indikatortorzs, amely a vizsgélati
anyag quorum sensing (QS) gatl6 hatasat depigmentaltsag révén mutatja meg. A depigmentaltsag okozta
szintelen zénakat mértik (mm), ugyanis a baktérium szinanyag termelése QS szabalyozas alatt all. A
gatlasi zonak méretét (mm) az 5. tablazat foglalja dssze.

A vizsgalt illéolajok kozil a borsmenta ill6olaja eredményezte a legnagyobb gatlasi zonat
tomény és higitott formaban egyarant. Ezt kovette a kakukkfii valamint a fahéjkéreg illoolaja. A
fékomponensek esetében hasonld tendencia volt megfigyelhetd, legnagyobb gatlasi zénat a mentol
eredményezte, amelyet a timol, a fahéjaldehid és az eugenol kovetett. Fontos megemliteni, hogy az
ill6olaj aktivitdsa mindig hatasosabbnak bizonyult a komponenshez képest. A leggyengébb aktivitast a
szegfliszeg illoolaja mutatta. A negativ kontroll alkalmazasa esetén a baktériumtelep teljesen bendtte a
Petri-csészét, a pigmentaltsag megjelenésével, mivel nem eredmeényezett gatld hatast, igy a tdblazatban
nem kerdlt feltintetésre. A biofilm vizsgalatok esetén megfigyeltik, hogy az altalunk vizsgalt
baktériumoknal a borsmenta illoolaja bizonyult legkevésbé eredményesnek. Ezzel szemben a quorum
sensing mechanizmus gatlasnal a legeredményesebbnek mondhato. A jelenség hatterében az allhat, hogy
mig a tobbi olaj a biofilm strukturalis felépitését képes gatolni, addig a borsmenta illdolajanak aktivitasa

a QS mechanizmus (kommunikacid) gatlasaban rejlik.

5. tdblazat A QS vizsgalatban részt vevd illoolajok altal eredményezett gatlasi zonak mm-ben kifejezve.

(Az eredmények atlag + SD formaban kertltek feltlintetésre.)

Alkalmazott koncentracio

Mintak

2,5 mg/ml 10 mg/ml tomény
borsmenta 8,32+0,5 23,12+0,7 39,28+0,6
mentol - 4,2+0,3 -
fahéjkéreg 5,12+0,6 18,3+0,4 33,39+0,5
fahéjaldehid - 2,610,2 -
kakukkf(i 6,95+0,6 20,2+0,5 36,32+0,9
timol - 1,54+0,2 -
szegfliszeg 2,21+0,3 15,97+0,2 26,47+0,3
eugenol - 1,28+0,5 -
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Eredményeinkbdl megallapithatd, hogy a tomény illoolaj eredményezte a legnagyobb gatlasi zonakat,
majd a koncentracid csokkenésével a gatlasi zondk mérete is csokkent, igy egy koncentraciéfiiggés
kialakulasat figyelhettiik meg. A fékomponensek lényegesen kisebb gatlast eredményeztek az ill6olajok
aktivitasahoz képest, igy elmondhatd, hogy a quorum sensing gatlas soran az illéolaj komplexitasa
rendkivill fontos tényez6. Mindemellett megallapitottuk, hogy mind a négy illdolaj és fékomponenseik

is rendelkeznek QS gatl6 hatéssal.
5. Uj eredmények, Osszefoglalas

Uj tudomanyos eredményeinket az alabbiakban foglaljuk dssze:

1. Sikeresen meghataroztuk ill6olaj mintaink dsszetételét GC-MS és GC-FID technikat alkalmazva.

2. Direkt bioautografia modszerét alkalmazva els6ként bizonyitottuk be a fahéjkéreg, a kakukkfii, a
borsmenta ¢és a szegfliszeg illoolajanak és azok komponenseinek gatld hatasat Haemophilus spp.
ellen. Osszilloolaj vizsgalatok esetén megfigyeltiik, hogy a legérzékenyebben a fahéjkéreg és a
kakukkfli illoolajaval torténé kezelésre reagaltak a baktériumok. Kiemelend6 a Haemophilus
influenzae, amely a fahéjkéreg illoolajjal torténé kezelés esetén 10,98 mm-es gatlasi zonat mutatott.
Mindemellett a kakukkfii illoolajaval torténd kezelés esetén 11,23 mm-es gatlasi zonat mérhettiink
S. mutans esetén. Megallapitottuk, hogy a borsmenta esetén a mentol, az 1,8-cineol, az izomenton,
a menton és a mentil-acetat is gatlo hatast fejt ki Haemophilus spp. térzsek esetén. A modszer
sikeres optimalizalasdnak koszonhetéen detektalasra keriilt tovabba, hogy a fahéjkéreg illoolaj
esetén az eugenol, a fahéjaldehid, valamint az a-terpineol fejt ki gatlo hatast. Kakukkfli esetén a
timol és linalool, szegfiiszeg illdolaja esetén pedig az eugenol mellett a limonén gatlo hatasa volt
kimutathatd bioautografids rendszerben. Mindemellett a Pseudomonas aeruginosa, valamint
Streptococcus torzsek esetén is alatAmasztottuk mind a négy vizsgalt illdolaj komponenseinek gatlo
hatdsat bioautografids tesztrendszert alkalmazva. A modszer kiegészilve a preparativ
kromatografias eljarassal részletes képet mutat arrél, hogy mely illéolaj komponesek mondhatok
aktivnak az egyes baktériumtdrzsek esetén.

3. Sikeresen alkalmaztuk a mikrodiltcidés modszert minimalis gatlé koncentraciok meghatarozasanak
tekintetében. Megallapitottuk, hogy a borsmenta illéolaja bizonyult a legkevéshé hatasosnak a
vizsgalt illéolajok koziil. Leghatékonyabbnak a fehéjkéreg illbolaja bizonyult, amelynél 0,06
mg/ml-es gatlé koncentraciét detektaltunk a Haemophilus spp. és a S. pneumoniae esetén.

4. Vizsgalataink Kkitértek az illéolajok Pickering-emulzi6 formaban torténd alkalmazasara.
Megallapitottuk, hogy az illéolajok Pickering-emulziés formulacidja a leghatékonyabb az
ill6olajok biofilm gatlasa soran, szemben az ill6olajok etanolos és Tween térzsoldataival szemben.
Eddigi irodalmi adatok nem allnak rendelkezésunkre, amelyek kitérnek a Pickering-emulzioval

formulalt ill6olajok biofilm képzddést gatlo hatdsara 1éghti patogének esetén.
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5. Elséként irtuk le, hogy a biofilm gatlas tekintetében a Haemophilus spp. esetén a kakukkfti illoolaja
mondhaté a legaktivabbnak (gatlasi ratak: 76,64% és 76,35%) a vizsgalatunkba bevont ill6olajak
kozl.

6. Meghataroztuk, hogy a fahéjkéreg illdolaj a Streptococcus sp. képvisel6i esetén (gatlasi ratak:
85,96%, 78,22%), valamint a Pseudomonas aeruginosa (gatlasi rata: 80,22%) esetén
hatasosabbnak bizonyult a kisérletbe bevont illéolajokhoz képest.

7. Elséként bizonyitottuk a mentol és a szegfiiszeg illdolaj anti-QS hatasat.

6. Kdszonetnyilvanitas

Ezuton is szeretném megkdszonni mindazok segitségét, akik munkam feltételeit biztositottak, és

egyiittmikodésiikkel hozzajarultak a kutatas célkitlizéseinek megvaldsitasahoz.

Els6ként szeretném megkoszonni témavezetdmnek, Dr. Horvath Gyorgyinek a messzemeno tdmogatast,

aki hatartalan tiirelemmel, segitékészséggel vezette munkamat és hasznos szakmai tanacsokkal latott el.

Kdszonetemet fejezem ki konzulensemnek, Dr. Krisch Juditnak, aki munkamat szakmai tapasztalatainak

megosztasaval segitette.

Koszonettel tartozom Dr. VoOr0s-Horvath Barbaranak, és témavezet6jének Dr. Széchenyi
Aleksandarnak, hogy emelték munkam Gjdonsagerejét a nanotechnoldgiailag formuldlt mintak

elkészitésével.

Megkdszondm Dr. Kocsis Bélanak és dr. Varga Adorjannak, hogy a mikrobioldgiai vizsgalatok

el6készitésében mindig szamithattam rajuk.

Szeretném megkdszonni Dr. Kerekes Erikanak, hogy a biofilm képzddés gatlas vizsgélatanak
rejtelmeibe bevezetett, igy a mddszer -elsajatitasat kovetéen a Pécsi Tudomanyegyetemen

optimalizalhattuk ezt a vizsgalati modszert.
Koszonettel tartozom Petkovits Tamasnak, aki a SEM felvételek elkészitésében volt a segitségemre.

Koszonettel tartozom Dr. Acs Kamillanak, aki nehézségek esetén is mindig biztatd hozzaallasaval

segitette munkamat.

Kodszéndm tovabba a Pécsi Tudomanyegyetem GYTK Farmakogndziai Intézet 6sszes munkatarsanak,

akik tlrelmiikkel, tandcsaikkal hozzajarultak munkam végzéséhez.
Szeretném megkdszonni Dr. Farkasné Papp Agnesnek, hogy gimnaziumi tanulméanyaim soran elinditott

ezen a palyan. Végul koszonettel tartozom csaladomnak és barataimnak, akiknek biztaté szavai nélkil

nem val6sulhatott volna meg kutatasom.
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