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1. Irodalmi bevezetés

Osi elgondolds szerint a novényeknek gyogyité erejilk van. Az emberek az Gsszes
kontinensen hosszu ideje alkalmaznak lenmaglisztes borogatdst €s bennsziilott novényi
kivonatok szédzaival - ha nem ezreivel - inhalédlnak, az dstorténet alapjan. Bizonyitott, hogy
a Neandervolgyiek 60.000 évvel ezelott mar haszndltdk a maélyvardzsat; ezeket a
novényeket még mindig széles korben hasznéljak a népgydgydszatban az egész vilagon. A
terdpidk eredménye nagyon kiilonbozd, gyakran teljes gyogyuldst vagy a tiinetek

enyhiilését figyelték meg, de magas ardanyban mérgezések is elofordultak.

Egyes becslések szerint 250.000-500.000 novényfaj van a Foldon. Ezeknek csak
relative kis szdzalékat (1-10%) hasznédljak mind emberi é€s mind éllati taplalékként. Sokkal
tobbet haszndlnak azonban gydgyaszati céllal. Hippocrates (i.e. 5. szdazad) 300-400
gyogynovényt emlitett. Dioscorides az elsd szdzadban megirta De Materia Medica ciml
gyogynovény katalégusat, amelyet a modern gydgyszerész konyvek prototipusdnak
tekintenek. A Biblia megkozelitdleg 30 gyégynovény leirdsét tartalmazza. A tomjén és a
mirha koszonhetéen a gyogyaszati elényeiknek oridsi értéket képviseltek. Fertdzés gatld
tulajdonsagaik miatt szdjvizként is alkalmaztik Oket. A kozépkorban az arab és azsiai
kultirdkban is djra kozponti téma lett a novények haszndlata a gydgyitdsban. Nyugat-
Eurépdban a reneszdnsz évei alatt az 6kori gyégymédok meguijuldsa zajlik le, amely

nagymértékben épiilt a novényi gydgyszerekre.

Az 1800-as években Oliver Wendell Holmes felismerte, hogy egyes gyogyité
készitmények hatdstalanok, de akdr veszélyesek is lehetnek. Példdul a higany-fiirdé a
szifilisz, és a veszélyes hallucinogének a tuberkul6zis kezelésére. 1861-ben ezt irta
Holmes: ,,Ha az 0Osszes jelenleg haszndlt gydgyszert a tenger fenekére siillyesztenénk,
amennyire jO lenne az emberiségnek, annyira lenne rossz a halaknak.” (HOLMES, 1861).
Természetgydgydszok 1887-ben 0Osszedllitottdk sajat kataldgusukat Homeopathic
Pharmacopoeia of the United States cimmel. A hivatalos orvostudomany egyre inkdbb
fogékony a mikrobaellenes és mads, novényekbdl szarmazd gydgyszerek haszndlatara,
mivel a hagyomanyos antibiotikumok hatdstalanna valnak, fo6leg a virusos
megbetegedésekkel szemben. Egy masik fontos oka a névényi mikrobaellenes anyagok
irdnti megujult érdeklédésnek, hogy az elmult 20 évben nagy szamban haltak ki

novényfajok.



Jelenleg az Egyesiilt Allamokban az 6sszes elkészitett gyégyszereknek minddssze a
negyede vagy fele tartalmaz nagyobb mennyiségli novényi eredetli anyagot, midta
megbiznak a bakteridlis és gomba eredetli készitmények hatdsaban. 1950-es években, az
antibiotikumok megjelenése Ota, a novényi szarmazékok haszndlata antimikrobidlis
anyagként tulajdonképpen megsziint. A 1990-es években tortént hanyatlds utdn a kutatok
rajottek, hogy a mikroorganizmusokbodl szarmazé antibiotikumok szdma limitalt. Emellett
egyre tobb probléma keriilt nyilvdnossdgra a hagyomdnyos antibiotikumokkal val6
visszaélésekrdl. 1996-ban arrdl szamoltak be, hogy a novényi gydgyszerek eladdsa 37%-
kal nott 1995 6ta. Azt remélik, hogy a tarsadalom is reagdl a recepteken felirt olykor
mérgezd gyogyszerekre, €s probal attérni a novényi szarmazékok gydgyaszati

alkalmazasara (COWAN, 1999).

Aromds novényeket sok évszdzadon at széles korben alkalmaztdk a népi
gyogyészatban. A rézsafat és cédrusfat hasznaljdk a parfiimgyartasban, italok izesitésére a
lime-ot, édeskdményt és a boréka bogy6 olajat, s a tarolt ételek konzervaldsara a citromfli
olajat. A novényi olajok és kivonatok antimikrobidlis aktivitdsa szamos alkalmazds alapjat
képezi, beleértve a nyers és feldolgozott élelmiszerek konzervaldsat, a gyogyszerészetet, az
alternativ gydgydszatot és a természetes terapidkat (HAMMER ES MTSAL, 1999). Az ut6bbi
évtizedekben kiilonosen sok in-vitro tanulmdnyt végeztek a mikrobaellenes és

gombaellenes aktivitasukrdl (PINTO ES MTSAL, 2006).

A gombdk egyre inkdbb fontosak az akut vagy krénikus mélyen gyokerezd humén
fertozések miatt, kiillonosen a visszatérd nyalkahdrtya-, bor-, vagy korom fert6zéseknél,
amely komoly betegséggé vilhat a legyengiilt immunrendszerli egyéneknél. A
gombaellenes vegyiiletekkel szemben felmeriild rezisztencia novekedése és a
rendelkezésre all6 gyogyszerek szamanak csokkenése, valamint, hogy a legtobb szer csak
gombanovekedést gatlo, arra vezetett, hogy alacsony koltségli és alacsony toxicitdsu
hagyomanyos gyogymodok és természetes termékek kozott keresgéljiink, olyan
gyOgyészati alternativdkat az aromds ndvények és az esszencidlis olajaik kozott, amiket
eddig empirikusan hasznéltak gombaellenes tulajdonsdgaik miatt (CAVALEIRO ES MTSAL,
2005).

Az esszencidlis olajok illékony, természetes, komplex Osszetevok, erds illat jellemzi
dket, az aromds novények termékei, mint mdsodlagos metabolitok. Eldszor a kdzépkorban

az arabok fedezték ezt fel. Az antiszeptikus, azaz baktericid, virucid és fungicid,



gyogyszerészeti elOnyeikrdl és kellemes illatukrdl ismertek, haszndljak illatositoként,
élelmiszertartdsitdsban, antimikrobidlis, fajdalomcsillapitd, altatd, gyulladds gatlo,
gorcsoldd és helyi érzéstelenité szerként. Az esszencidlis olajokat kiilonféle aromads
novényekbdl vonjak ki, dltaldban a mérsékelttdl a meleg vidékekig fordulnak eld, mint a
mediterran és trépusi teriiletek. Altaldban gdzoléssel vagy vizdesztilldciéval lehet hozza
jutni. A természetben az esszencidlis olajok fontos szerepet jatszanak a ndvények
védekezésében, mint antibakteridlis, antivirdlis, antifungdlis anyagok és inszekticidek, a
novényevokkel szemben is védelmet nytjtanak, mivel néhdny novény esetén csokkentik az
étvagyat. Minden novényi szervben szintetizdlodhatnak. Az aromds novények kiilonféle
illékony molekuldkat tartalmaznak, mint a terpének €s terpenoidok, fenolbdl szarmaztatott
aromds és alipatikus komponensek. In vitro fizikokémiai elemzések antioxidansként
jellemezték Oket. Néhany esetben az esszencidlis olajok 4ltal indukdlt intracelluléris
redoxpotencidlban torténd valtozasok és a mitokondrium muiikodési zavarai kapcsolatban
lehetnek a kifejtett antigenotoxikus hatassal. A felfedezések azt sugalltdk, legalabb részben
hogy az esszencidlis olajok elényos tulajdonsidgai a prooxiddns hatdsnak koszonhetdek

sejtszinten (BAKKALI ES MTSAL, 2008).

Tehat, az esszencidlis olaj termékek kémiailag nem csak a molekuldk szamadban,
hanem a kivont molekula sztereokémiai tipusaban is kiilonbéznek az extrakcid tipusatol
fiiggden. A kivont termék kiilonbozhet mindségben, mennyiségben és az dsszetételében a
klimatol, a talaj 0sszetételétdl, a novényi szervtdl, kortdl és a vegetativ ciklus szakaszatol
(MASOTTI ES MTSAL, 2003). A legtobb kereskedelmi forgalomba hozott esszencidlis olajat
gazkromatografia és tomeg spektroszkdpia vizsgalatokkal elemzik (BAKKALI ES MTSAL,
2008).

Jelenleg megkozelitéleg 3000 esszencidlis olaj ismert, koziilik 300 kereskedelmi
jelentdségli, foleg a gydgyszerészeti, mezdgazdasagi, élelmiszer, egészségiigyi, kozmetikai
és parfim iparban. A természetes termékek, mint az esszencidlis olajok bioldgiai
aktivitdsdnak moddjat fontos megérteni a humédn egészségiigyben, mezdgazdasidgban és
természetben valé alkalmazdsa miatt. Néhany koziilik hatdsos alternativat jelent vagy
szintetikus vegyiileteket potol a kémiai iparban, anélkiil, hogy ugyanolyan masodlagos

hatasokat mutatna (BAKKALI ES MTSAL, 2008).



1.1. A novényi antimikrobialis 6sszetevok fobb csoportjai

A novények tobbnyire korldtlan mennyiségben képesek aromds vegyiiletek
szintézisére, melyek leginkdabb fenolok vagy ezek oxigenizalt szdrmazékai. A legtobb
madsodlagos metabolit, melyekbdl legaldbb mar 12000-t izolaltak, de ez is még csak 10%-a
a becsiilt értéknek. Sok esetben ezek az anyagok védekezési mechanizmusként szolgdlnak
a kértevd mikroorganizmusok és rovarok ellen. Néhanyuk, példdul a terpenoidok, adjak a
novények illatat, masok, a kinonok és tanninok a noévényi pigmentekért feleldsek. Szamos
vegyiilet a ndvény izét hatdrozza meg, mint a kapszaicin a paprika csipSsségét. Es

néhanyat gyogyszer vegyiiletként is hasznositanak.

Szdmos emberi élettani tevékenységet, mint példdaul a fagocita sejtek stimuldlédsat,
gazda-kozvetitett tumor tevékenységeket, és a széleskorii fert6zés-gatld aktivitast, a
tanninoknak tulajdonitottdk. A ndvényekben 1évo tanninok gatoljak a rovarok novekedését,
€s a bendds dallatokndl emésztési zavarokat okoznak. Antimikrobidlis aktivitisa annak
koszonhetd, hogy inaktivalni képes a mikrobidlis kotéseket, enzimeket, a sejtburok
transzport fehérjéit. A tanulmanyok szerint a tanninok toxikusak lehetnek fonalas

gombadkra, élesztokre és baktériumokra (COWAN, 1999).

A novények illatit adjak az tgynevezett quinta essential, vagy illoolaj-frakciok. Ezek
az olajok masodlagos metabolitok, melyek izoprén védzra épiild erdsen dusitott vegyiiletek.
Ezeknek az ugynevezett terpéneknek az éltaldnos kémiai szerkezete CioHis, Amikor a
vegyiiletek tovabbi elemeket tartalmaznak, &ltaldban oxigént akkor nevezik Oket
terpenoidoknak. A terpének vagy terpenoidok hatdsosak a baktériumok, gombdk, virusok
€és a protozonok ellen. 1997-ben azt irtdk, hogy az illoolaj-szarmazékok vizsgélata alapjan
a gombdk 60%-at és a baktériumok 30%-at gitoljadk (CHAURASIA ES MTSAL, 1977). A
terpének hatdsmechanizmusa nem teljesen ismert, de elképzelések vannak, hogy a

membran szétszakitasaért a lipofil vegyiiletek felelosek (COWAN, 1999).

1.2.  Esszencialis olajok és mas novényi Kivonatok antimikrobialis hatasa

altalanosan

Hammer és munkatdrsai hatalmas szdmu esszencidlis olajat és novényi kivonatot
teszteltek kiilonb6z6 mikroorganizmusok ellen, beleértve a Gram-pozitiv €s Gram-negativ

baktériumokat és az élesztd gombdkat. 52 novényi olaj és kivonat antibakteridlis €és



antifungdlis aktivitdsat vizsgaltdk, agar diffiziés modszert haszndlva, C. albicans, Staph.
aureus és E. coli ellen. A citromfli, az oregdné és a babér az 6sszes organizmust gatolta <
2,0% (v/v) koncentriciondl. Osszességében ez a tanulmény aldtdmasztja, hogy sok
esszencidlis olaj és novényi kivonat mutat in vitro antibakteridlis €s antifungdlis aktivitast

(HAMMER ES MTSAL, 1999).

Hammer ¢és munkatirsai a M. alternifolia esszencidlis olajat haszndltdk és
megfigyelték a csiratomlé képzodésének reverzibilis gatlasat a Candida albicans-ban, ami
az élesztonek egy patogén faktora. Az olaj magas koncentraciondl teljesen megallitotta a
gombandvekedést, mig alacsonyabb koncentriciondl megengedte a bimbdzdst. A
sejtmembran befolydsoldsa latszott a f0 hatdsnak, val6szinlileg a monoterpének olajban
mutatott lipofil tulajdonsdgédnak van fontos szerepe. Szamos tanulmany igazolja a
Melaleuca alternifolia esszencidlis olaj gombaellenes aktivitdsat, alacsony mérgezo
képességgel bir a gazdaszervezetre nézve, még akkor is, ha nem mutat jelentOsen erds

aktivitast (HAMMER ES MTSAL, 2000).

Paola és munkatarsai 2005-ben az esszencidlis olajok és azok fé6bb komponenseinek
Candida albicansal szembeni gatldsat vizsgélta. 16 kereskedelmi esszenciélis olajat és 42
tiszta Osszetevot (alkoholok, aldehidek, ketonok, fenolok és szénhidratok) teszteltek. A
tesztelt olajok vizsgélatdt gdzkromatografia/tbmeg spektroszképia mdédszerével végezték
el. A f6 komponenseket mindegyik esszencidlis olajban kimutattdk és a legtobbet koziilitk
teszteltek Candida albicans-al szemben. Harom aktiv vegyiilet mutatta a legmagasabb
aktivitdst az élesztOvel szemben, MIC=50 ppm-mel. Az aldehidek koziil a trans-
cinnamaldehyde, a ciklikus monoterpén szénhidratok koziil a f-phellandrene, az alkolok
koziil pedig a 1-dekanol. A vizsgdlatok alapjan a ciklikus monoterpén alkoholok gyenge
aktivitast mutattak, az aciklusos monoterpén alkoholok erdsebbet, a legaktivabb a vizsgélt
alkoholok koziil a 10-szénatomos nyitott lanci 1-dekanol volt. Szamos esszenciélis olaj
aktiv a C. albicans-al szemben és szamitidsba veszik a gydgydszatban vald lehetséges

alkalmazasuk miatt (PAOLA ES MTSAL, 2005).



2. A majoranna (Origanum majorana) jellemzése, antimikrobialis

hatasai

2.1. Rendszertani besorolasa:

Orszag: Novények (Plantae)

Torzs: ZarvatermOk (Magnoliophyta)
Osztaly: Kétszikliek (Magnoliopsida)
Rend: Ajakosvirdgiak (Lamiales)

Csalad: Arvacsalanfélék (Lamiaceae)

Nemzetség: Origanum

Faj: O. majorana

(http://hu.wikipedia.org/wiki/Majoranna) £l Origasum valgare

2.2. A novény altalanos jellemzoi

Népies neve: majorana, kerti majordnna, majoranna, pecsenyevirdg. A majordnna az
arvacsalanfélék csalddjdba tartozo, kivdlé aromdju, erdsen jellegzetes, kellemes illatd és
hiisits, fiiszer- és gyégyndvény. A Foldkozi-tenger partvidékérsl, Eszak-Afrikdbol
szarmaz6 novényt az Okorban a boldogsdg jelképeként tartottdk  szdmon.

(http://drimmun.com/fuszerek/majoranna.html).

Aromds, szoros levelei vannak és kuszo, legyokerezO hajtdsai. Lila vagy fehér
virdgai késé nydron alorvokben nyilnak. A virdgzaskor gyljtott levelébdl késziil maga az
édeskés, csipds fliszer. Tedja nyugtatd, emésztésjavité hatdsd, szélszoruldsra, fejfdjasra,
megfazasra, menstrudcios gorcsokre, herpeszre is ajanlott. A levelei és virdgai leparlasabol
nyert illéolaj virusolé antioxiddns, gorcsoldd, javitja a vérkeringést, késlelteti a bor
oregedését. Kozmetikumokba, illatszerekbe teszik

(http://www kert.co/egynyari_kerti_novenyek/majoranna).

0,5-1,3% ill6olajat tartalmaz, melynek f6 komponensei: terpinén, pinén, szabinén, 9-
10% cseranyag (els6sorban rozmaringsav), keserlanyag és gyanta. Hatdanyagai
konnyebben emészthetové teszik az ételt. A népi gydgydszatban hasmenés esetén
alkalmaztak, vérnyomdasemeld hatdsa is ismert

(http://drimmun.com/fuszerek/majoranna.html).



2.3.  Origanum majorana komponensei

Parveen és munkatdrsai a Saccharomyces cerevisiae egy monoterpénre adott
valaszdval foglalkozott. Monoterpenoidokat tartalmazé novényi esszencidlis olajokat
Osidok ota haszndljak antifungdlis gyoégyszerekként, de a hatdsmodjukat molekuléris
szinten nem ismerjiik. Eleszté-alapi DNS microarrayt hasznaltak, hogy megfigyeljék a
kornyezeti stresszre €s kémiai anyagok varidcidira adott globdlis valaszokat. Azzal a céllal,
hogy megértsék az o—terpinén (egy ciklikus monoterpén) toxicitdsanak mechanizmusat
molekuléris szinten, eldszor, optimalizdltdk a terpinénnek azt a koncentraciéjat, ami a
novekedést gatolta, koriilbeliill 50%-ndl, mert az er0s vagy gyenge gitlds észrevehetetlen
reakcidkat okozhat. Ugy taldltik, hogy 0,02% terpinén koncentricié elég ahhoz, hogy
hozzavetdlegesen fél-maximaélis novekedési gatlast fejtsen ki (ICsp). Az élesztd sejteket 2
ordig 0,02% terpinénnel kezelték és mind a terpinén-kezelt, mind a kezeletlen sejtekbdl

RNS-t készitettek el6 a microarrayhez.

a-Terpinén (1-izopropil-4-metil-1,3-ciklohexadién) egy monociklikus monoterpén a
citrom kellemes illatdval. Altaldnosan jelen van a hasznos aromds novények nagyon
valtozatos esszencidlis olajaiban, mint a kardamon (Elletaria cardamomum), majoranna
(Origanum majorana) és koriander (Coriandrum sativum), valamint a teafa olaja
(Melaleuca alternifolia) és a pdlmardzsa olaja (Cymbopogon martini). A népi
gyogyaszatban évszdzadok ota elismerik a novényeket €s esszencidlis olajokat, mint
antimikrobidlis hatéanyag. Ezeknek a vegyiileteknek az antimikrobidlis tulajdonsdga
nagyrészt a monoterpéneknek, szeszkviterpéneknek €és kapcsol6dé alkoholoknak vagy més
szénhidrogéneknek tulajdonithaté. A baktericid és bakteriosztatikus aktivitdson feliil a
monoterpének a gombds fertdzések kezelésében is haszndlatosak, kiillonosen genitdlis €s
ordlis kandididzisban, dermatofitzisban, stb. Ezek a tanulmdnyok mind kimutattdk, hogy a
monoterpéneket tartalmazo6 esszencidlis olajok aktivitdsa szaporoddsgatlé és gombadlo is.
A monoterpének (természetes szénhidrogének) és egyéb szintetikus szénhidrogének
antimikrobidlis aktivitdsa és toxicitdsa jol feljegyzett, de kdlcsonhatdsuk médja a sejtekkel
€s a toxicitds mechanizmusai nagyrészt ismeretlenek. Szamos tanulmany megéllapitotta,
hogy mint lipofil hatéanyagok a hatdsukat a membrdn és membranba dgyazott enzimek
szintjén fejtik ki (SIKKEMA ES MTSAL, 1994). Ujabb eredményeikben leirtdk, hogy a
Saccharomyces cerevisiae teljes gatldsa palmardzsa olajjal torténd kezelés utdn az élesztd

sejt membranjdban taldlhat6 zsirsavak Osszetételében tortént valtozdsnak koszonhetd. A
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membrén integritdsi és permedbilitdsi barrierjeinek bomlésat a teafa olaja okozta, amely
antimikrobidlis hatdssal volt a Candida albicansra és kiillonbozd baktériumokra. Azonban

az €10 sejtek vélasza ezekre a vegyiiletekre molekuldris szinten még nem ismert.

A fogékony gének funkciondlis kategoridi: ugy taldltdk, hogy az a-terpinén kezelés
olyan fehérjék és enzimek kifejezodését inditja el, ami kapcsolatban all a lipid €s zsirsav
anyagcserével, a serkentett transzportfolyamatokkal, az aminosav anyagcserével, stb.
Ahogy az A4ltaldnosan haszndlt antifungdlis gydégyszereknél, itt is a sejtfallal és
sejtmembrannal kapcsolatos géntermékek a terpinén fO célpontjai. A represszalt gének
funkciondlis vizsgélata azt mutatta, hogy a ,,fehérje szintézis”, ,,szénhidrit anyagcsere” és
wtranszkripci6” kategéridkba tartozd gének gyakoribbak a terpinén-kezelt sejtekben

represszal6do gének kozott.

Foszfolipid bioszintézis: Eltekintve az ergoszterol bioszintézis Ut szabdlyozdsatol
szamos mds inozitol és lipid bioszintézissel kapcsolatos gén kifejezodése valtozik terpinén
kezelés hatdsara. A legnagyobb mértékben az INOI gén expresszidja novekedett, az
inozitol a foszfatidilinozitol (PI) prekurzora, ami a S. cerevisiae egy esszencidlis membran
komponense, a celluléris szigndl transzdukcidban jatszik szerepet. A sejtek fel tudjak venni
az inozitolt a tdpkozegbdl két transzporter (ITRI és ITR2) expresszidja esetén. Tovabba
olyan gének expresszidja is megndtt, amelyek a foszfolipid bioszintézis ttban a metilacios

1épéseket katalizaljak.

Sejtfalszervezddéshez kapcsolodé gének: Olyan indukdlt gének csoportjat is
megtaldltdk a terpinén-kezelt sejtekben, amik a sejtfal biogenezishez kapcsolddnak. A
CRH1 expresszidja kiilonbozden szabalyozott a sejtciklus alatt, egy gliikozid4zt kédol, ami
fontos szerepet jatszik a sejtfal szervezOdésében és karbantartdsdban a gliikan atalakitasa
révén. Mar ismert, hogy a GSCI és a GSC2 gének fontos szerepet jatszanak a gliikdn
szintézisben. A két fehérje génjeinek kddoldsdban torténd muticid letdlis, ezért
val6szintsithetden esszencidlisak az €lesztd tuléléséhez. GSC2 és KREI transzkripcids
szintjének emelkedése azt sugallta, hogy a terpinén a sejtfal gliikkdn szintézisét célozza, és
ennek kovetkeztében megvéltoztatja a sejt morfoldgidjat €s integritasat. Taldltak szdmos
olyan sejtfal mannoprotein-expresszalé gént, ami jelentdsen vdlaszolt a terpinén-kezelt
sejtekben. Néhany a mannoproteinek koziil a kdrnyezeti stresszhez valé adaptiléddshoz
fejezddott ki. Az egyik legjobban kifejez6dd gén a terpinén-kezelt sejtekben a DANI

(delayed anaerobic), ami stresszre adott valasz esetén fejezddik ki, példaul az anaerobiozis.
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Eldzetes beszamolok alapjan a Cwpl (sejtfal f6 mannoproteinje) expresszidja alul-regulélt
lett az anaerob nodvekedési koriilmények miatt, valdsziniileg a terpinén valtotta ki. A
kutatds azt mutatja, hogy ezek a foszforilalt molekuldk intracellularisan felhalmozddnak S.
cerevisiaeben novekedés gatlaskor. Kedvezdtlen koriilmények kozott a sejt a foszfatiz

csalad tagjait kodolo gének expresszidjat indukélja.

A legtobb ciklikus szénhidrat nem polaros hidrofil vegyiilet. A sejt vélasztja ki az
anyagcsere sordn, ezeknek a vegyiileteknek oxidalédniuk kell poldrosabb vegyiiletté. Ez az
oxidécids reakcid elsddlegesen a citokrom P450-es szupercsaldd kozvetitésével torténik,
igy segit a xenobiotikumok metabolizmusdban. A masodik citokrém P450 gén, a CYP60,
€élesztdben a terpinénnel kezelt sejtekben nagymértékben indukalddott. Elképzelhetd, hogy
a CYP60 indukcidja a terpinénre, a xenobiotikum rezisztencia egy mechanizmusa.
Erdekességképpen, a dohdny az ozmotint expresszdlja, ami a gombandvekedést gitolja,
védelmi mechanizmusként. Kordbbi tanulmanyok azt mutattdk, hogy a gombak
rezisztenssé valtak az ozmotinra, egy gén csalad (PIR) indukdldsa miatt, ami a membranba
agyazott Hsp150 stressz fehérjét kodolja. Ezért a HSP150 expresszidjanak novekedése a
terpinén  citotoxicitdsdval szemben, xenobiotikum rezisztencia egy mddjaként
funkcionélhat S. cerevisiaeben. Ezen a megfigyelésen alapulva, feltételezhetd, hogy a
novények terpinént édllitanak eld, hogy megvédjék magukat a patogén gombdk ellen. Ezek
az eredmények azt sugalljak, hogy a terpinén vegyiileteket xenobiotikumnak tekinthetjiik,
€s valaszként a sejt drog metabolizmussal és detoxifikdcidval kapcsolatos gének

expresszigjat indukalja.

Amikor 0Osszehasonlitottdk ezen profilokat a kezeletlen kultdra transzkripcids
profiljaival, kideriilt, hogy 793 gén reagdlt a kezelésre, ebbdl 435 gén a terpinén kezelésre
transzkripciés szint novekedésével, és 358 gén az mRNS szint csokkenésével reagdlt. A
valogatott gének microarray eredményeit Northern-blottal ellendrizték. A S.cerevisiae
genom szekvencidja mar elkésziilt és a gének majdnem 70%-anak funkcidja mér ismert,
legaldbb részlegesen. 192 reguldtor gén funkciéi még ismeretlenek, de a jellemzésiik
varhatéan fényt fog deriteni a gydgyszer rezisztencia €s érzékenység mechanizmusdra

(PARVEEN ES MTSAL, 2004).
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1. abra: Az o-terpinénre érzékeny gének eloszlasa funkcié szerint csoportositva. Feliil: indukalt, alul:

represszalt gének

A reguldtor gének funkciondlis vizsgalata azt mutatta, hogy az a-terpinén hatassal
van az ergoszterin bioszintézisre és a szterol felvételre. Emellett a terpinén toxicitasdra
valaszul a gének transzkripciondlis indukciéja hatdssal van a lipid metabolizmusra, a sejtfal
struktdrdjara €s funkcidjara, a méregtelenitésre €s a cellularis transzportra. Egyiittvéve, ez a
tanulmany kimutatta, hogy az a-terpinén er0s antifungélis aktivitassal rendelkezik és a
hatdsdnak mdédja hasonlit a jelenleg haszndlatos antifungdlis gyégyszerekhez (PARVEEN ES

MUNKATARSALI 2004).
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Busatta és munkatdrsai a majoranna olaj hatdsit vizsgaltdk kolbdszban, mivel az
esszencidlis olajok napjainkban fokozott figyelmet kapnak mind ipari, mind tudoményos
korokbdl a bio fogyasztds irant valé novekvd érdeklddés, valamint a romlandd ételek
mindségének és biztonsdganak biztositdsa érdekében sziikséges alternativ technikdk miatt.
Az olaj hathatésagét friss kolbdszon tesztelték és érzékelési vizsgalatokat folytattak a
kiilonboz6 olajkoncentracidkkal kezelt terméken. Az esszencidlis olaj kromatogramja azt
mutatta, hogy a terpinén-4-ol a legfébb komponens, ezt koveti a y-terpinén, cisz-szabinén
hidrét, a-terpinén, szabinén €s a-terpineol. Ezt mas irodalmak is megerdsitik. Az Osszes
tesztelt baktérium érzékeny a majoranna esszencidlis olajra. Még a legkisebb
koncentracioban alkalmazott olaj esetén is jelent0s csokkenést figyeltek meg a mintéban.
Ez a gatl6 hatds valészinlileg a legfébb komponens, a tepinén-4-ol aktivitdsdnak
koszonhetd. A baktériumold hatds magasabb olaj koncentracidndl is megfigyelhetd volt,
habér, ebben az esetben vele jar az iz mddosuldsa. Taldn, a fliszer koncentracidjanak
csokkenése segithet, hogy kiegyenstlyozott terméket kapjanak, €s kielégitsék a fogyasztok

elvardsait antimikrobidlis és elfogadhatdsagi szempontbdl is (BUSATTA ES MTSAL, 2008).

Sellami és munkatdrsai meghataroztdk az O. majorana L. esszencidlis olajanak
optimdlis sziiretelési idejét a bioaktiv vegyiiletek legmagasabb tartalma alapjan. A kinyert
esszencidlis olajra hatdssal vannak belsd (pl. genetikai tényezdk, fejlodési szakasz) és
kiils6 paraméterek (pl. klimatikus tényezdk és a kinyerés modja). Az esszencidlis olaj
kémiai Osszetételére a sziiretelési id6 van a legjelentdsebb hatdssal. Az O. majoranna olaj
38 komponensét azonositottak a kiilonboz6 novekedési szakaszokban. A teljes virdgzasi
szakaszban 26 azonositott komponens elérte az 6sszes komponens 94.95%-4t. Terpinen-4-
ol (29.13%), cis-szabinén hidrat (24.66%), y-terpinene (6.18%), trans-szabinén hidrat
(5.04%), linalyl acetat (3.09%), bornil acetéat (1.97%) és linalool (1.39%). O. majoranna
esszencidlis olajnak két f6 kemotipusa létezik: az egyik foként monoterpén alkoholokat, a
masik fenolokat tartalmaz. Az els6 kemotipusba a terpinén-4-ol vagy onélléan, vagy mas
monoterpén alkoholokkal pl. cis- és trans-szabinén hidrattal egyiitt alkotjak a f6 illékony
komponenseket. A masodik kemotipus féleg timol és/vagy karvakrol vegyiileteket
tartalmaz. Osszehasonlitva ezeket az eredményeket az irodalomban szerepld adatokkal, a
fiziologiai szakasz szignifikdns hatdssal bir az esszencidlis olaj terméshozamara és
Osszetételére. Luckner szerint, ahogy a novény érése halad elOre egy rendezett expresszidja
mutatkozik a genomnak, bizonyos enzimek vagy enzim csoportok szintetizdlédnak vagy

aktivdlédnak a novény fejléddésének bizonyos stddiumaiban (LUCKNER, 1980). Az
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eredmények szerint, az O. majoranna f6ld feletti része a leggazdagabb fenolos savakban és
flavonoidokban, ha késé vegetativ, teljes virdgzasi szakaszban gyijtjiilk (SELLAMI ES
MTSAL, 2009).

Véagi és munkatdrsai megvizsgiltdk a majoranna kivonat antimikrobidlis
tulajdonsagait a szuperkritikus technika (SFE) és a hagyomdnyos extrakcios technikdk
Osszehasonlitdsdval. A majoranna esszencialis olaj {0 komponense a terpinén-4-ol volt az
alkoholos és a szuperkritikus kivonatban is. Megkozelitdleg ugyanolyan értéket figyeltek
meg vizdesztillicié és SFE (szuperkritikus folyadék extrakcid) alkalmazdsakor. A tobbi
jellegzetes vegyiiletet is meghatdroztak: y-terpinén, linalool, a-terpineol, a-terpinolén, a-
terpinén, f-kariofillén és spatulenol. cis-Szabinén hidrat csak a szuperkritikus kivonatban
volt megtaldlhaté kis mennyiségben (1,1%). Az etanolos és a szuperkritikus kivonatok is
hasonlé oOsszetételt mutattak, habar az SFE kivonatban a terpinén-4-ol koncentricidja
majdnem kétszer olyan magas volt, mint az etanolos kivonatban. Az SFE kivonatban kis
mennyiségli (1,1%) linaloolt mutattak ki, mig ennek a mennyisége kb. 6% volt az
oldészeres kivonatban és 12% az esszencidlis olajban. Altaldban az SFE kivonat
szignifikdnsan erdsebb gatlé aktivitdst mutat a tesztelt baktérium fajok ellen, mint a

Soxhlet-kivonat.

Az eredmények alapjdn a majoranna gyogyndvény majdnem Osszes bioldgiailag
aktiv vegyiilete hatékonyan kivonhaté SFE-vel. A kinyert kivonat tartalmazza a
gyogynovény jellemzd komponenseit, beleértve a 6 illékony vegyiileteit, amik az illatért
€s izért felelosek. A terpenoidok erds antimikrobidlis aktivitdssal birnak. Deans és Svoboda
feljegyezte, hogy a majoranna esszencidlis olajdnak erdsebb antifungélis aktivitdsa van,
mint antibakteridlis, az esszencidlis olaj 1ul/ml-es koncentraciéja gatolta az A. niger és T.
viridae tesztelt gombakat (DEANS ES SVOBODA, 1990). Kiilonb6z6 ételekbe, kozmetikai és
gyogyszerészeti termékekbe valé keverése igéretes természetes aromdja, szine é€s
antimikrobidlis tulajdonsdga miatt. A megvizsgalt kivonatoknak lehet, hogy szerepiik van a
fonalas gombdk és baktériumok elleni védekezésben, kiilondsen az SFE kivonatnak, ami
képes elnyomni a bakteridlis novekedést ételben vagy kozmetikumban. Tovabbi kisérletek
sziikségesek a szuperkritikus CO, kivonat élelmiszerekben, kozmetikumokban és/vagy

gyogyszerészeti termékekben val6 alkalmazdsanak bevezetéséhez (VAGI ES MTSAL, 2005).
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Osszetétel tg (min)* TIC tp (min)® Esszencialis olaj Soxh. Alkc SFE
a-Pinene 4.14 39 0.3

Camphene 4.58 58

B-Myrcene 4.91 0.3

B-Pinene 5.33 22 04

a-Terpinene 6.24 10.61 3.2 2.2 27
p-Cymol 6.59 9.8 0.6 1.8
y-Terpinene 7.18 12.44 14.0 4.1 53
Terpenyl-acetate 8.62 0.7

a-Terpinolene 8.77 13.52 1.8 2.5 1.1
Linalool 9.70 12.1 0 1.1
cis-Sabinene hydrate 9.91 18.86 1
Terpenyl-ester 10.54 21.08 1.5 0.9
Terpinen-4-ol 11:25 23.21 303 16.6 30.6
a-Terpineol 11.59 25.85 4.4 4.2 4.2
p-Caryophyllene 14.44 2341 1.8 2.0 22
Neophytadiene 18.29 32.21 1.2 1.9
Spathulenol 24.28 37:21 9.9 9.9
Not identified 27.68 47.61 294 254

1. Tablazat: majoranna esszencialis olaj dsszetétele, etanolos kivonat és szuperkritikus folyadék

*1r a retencids id6 a GC médszertdl fiiggden (VAGI ES MTSAL, 2005).

®TIC g a retencids id6 a GC-MS médszer teljes ion kromatogramjardl

kivonat (cstcs alatti teriilet %, GC és GC-MS médszerrel vizsgalva)
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3. Célkitizeés

A természetes gyogymodok iranti érdeklodés ujjaéledése, a gombaellenes
vegyiiletekkel szemben felmeriil rezisztencia novekedése és a fogyasztok novekvo igénye
a hatdsos, biztonsdgos, alacsony toxicitdsud, természetes termékek irdnt arra vezet, hogy
hagyomanyos gyogymédok és természetes termékek kozott keressiink gyogyaszati

alternativakat. Ez a novényi olajok és kivonatok nagy mennyiségi adatait igényli.

A novényi olajok és kivonatok antimikrobidlis aktivitdsa szdmos alkalmazds alapjat
képezi, beleértve a nyers és feldolgozott élelmiszerek konzervalésat, a gyogyszerészetet, az

alternativ gyogydszatot és a természetes terapidkat.

Az esszencidlis olajok vagy azok néhdny OsszetevOje hasznosak lehetnek a gombds
fertézések orvosi kezelésében, bioldgiai aktivitdsdnak modjat fontos megérteni a human

egészségligyben, mezdgazdasdgban és természetben vald alkalmazdsa miatt is.

Célul tiiztiik ki a majoranna olaj hatdsénak vizsgalatt a Candida albicans 33 erg"

torzsre nézve. Ennek érdekében a kovetkezd vizsgalatokat terveztiik elvégezni:

- A C. albicans 33 erg" torzs szaporoddsi gorbe felvétele, generdciés idd

meghatarozasa,
- A majoranna olaj hatdsa a C. albicans szaporodésara,
- A majoranna olaj hatdsa egy oras kezelés utdn az élesztd €10 sejtszamara,

- Minimélis gétlé koncentracié meghatdrozasa mikroplate mddszerrel a majoranna
olajra, és az olaj egyik fontos OsszetevOjére a terpinén-4-olra, valamint két fontos

antifungalis anyagra, az amphotericin B-vel és a flukonazollal szemben,

- Szinergista vagy antagonista kolcsonhatds kimutatdsa kombindlt kezeléssel a
majoranna olaj, ill. az amphotericin B, valamint a terpinén-4-ol és az amphotericin B

kozott mikrodilicios modszer segitségével,

- Kezelés hatdsara a sejtbdl kidramlé 260 nm-en abszorbedlé anyagok mérése

spektrofotométerrel,

- valamint a majoranna olaj teljes antioxiddns kapacitdsdnak mérése ABTS®*

gyokkel.
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4. Anyag és modszer

4.1. Mikroorganizmus

Candida albicans 33 erg” ATCC 44829

4.2. Anyagok
Név Molaris tomeg

ABTS 548,7
Adenin 135,13
Agar
Ammonium-szulfat (NH4),SO4 132,14
Amphotericin B
D-Biotin 244,32
Dimetil-szulfoxid (DMSO) 78,13
Eleszt6 kivonat
Etanol 46
Flukonazol 306,27
Gliik6z 180,16
Kalium-perszulfat (K,0sS,) 270,3
KH,PO,4 136,09
Magnézium-szulfat MgSO,*7H,0 74,56
Majoranna
MOPS 209,26
Na,HPO, x 2H,0 177,99
NaH,PO, x 2H,0 156,01
Natrium-klorid (NaCl) 58,44

RPMI-1640 medium

Terpinén-4-ol

Thiamine hydrochloride

Trolox 250,3

Gyarté/Forgalmazo
Sigma
Sigma
Fluka
Reanal
AppliChem
Reanal
Chemolab
Merck/Oxoid

Sigma

Sigma

Sigma
Reanal
Reanal
Aromax zRt.
Sigma
Chemolab
Reanal
Reanal/Interkémia Rt.
Sigma-Alrich
Sigma

Sigma

Calbiochem

2. tablazat: Felhasznalt anyagok a Kisérletek soran
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4.3. Taptalajok
YG komplett tiptalaj:
Elesztd kivonat (0,5%)
gliik6z (1%)

adenin (25 pg/ml)
agar (2%)

desztillalt viz

Minimadl tdpoldat (MM):
Gliiko6z (1%)

(NH4)2S04 (0,5%)
KH,PO, (0,1%)
MgSO4*7TH,0 (0,05%)
adenin (25 ug/ml)
biotin (2 ug/ml)

tiamin (400 pg/ml)
desztillalt viz

pH: 6,0

RPMI-1640 tépoldat:
RPMI-1640 (1,05%)
MOPS (3,45%)
gliikéz (1,8%)
adenin (0,0025%)
biotin (0,0002%)

tiamin (0,04%)

19

5¢
10¢g
0,025 g
20¢g

1000 ml

0,025 g
0,002 g
04¢g

1000 ml

10,5 g

345¢g

25 mg
2 mg

400 mg



desztillalt viz

pH: 7,0

44. Oldatok
Fiziolégias séoldat:
NaCl

Desztillalt viz

Sorensen foszfat puffer: pH 6,5

A oldat: 0,2 M dinétrium-hidrogén foszfat térzsoldat:

Na,HPO, x 2H,O

Desztillalt viz

B oldat: 0,2 M nétrium-dihidrogén foszfét térzsoldat:

NaH,PO, x 2H,0
Desztillalt viz

pH 6,5-6s pufferhez:
A oldat

B oldat

0,1 M natrium-foszfat puffer: pH 7,4 4°C
NazHPO4 X 2H20
NaH2PO4 X 2H20

Desztillalt viz

ABTS torzsoldat:

0,1 M natrium-foszfat puffer pufferben oldani
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1000 ml

85¢g

1000 ml

35,61 ¢

1000 ml

3121 g

1000 ml

15,75 ml

34,25 ml

8,98 g
7,8005 g

500 ml

7 ml



ABTS 19,5 mg
Kélium-perszulfat (K,03S,) 3,3 mg

Beoldds utdn szobahdmérsékleten sotétben tarolni 12-16 6rat, majd kiporcidézni 1 ml-es

adagokba és -20°C-on tarolni.

Trolox torzsoldat:

1 mM-os standard, mindig frissen késziteni, 96%-os etanolban oldani

Trolox 10 mM 2,503 mg
Etanol 1 ml

higitani 10x-re

4.5. Médszerek
4.5.1. Mikroorganizmusok fenntartasa

A Candida. albicans torzset YG taptalaj feliiletén ferde tenyészet formdjaban
tartottuk fenn, 7 naponta friss tenyészetet készitettiink. A razatas 30 °C fokon tortént, 150

fordulat/perc fordulatszamon. A tenyészeteket 2-8°C-os hiitében tartottuk.

4.5.2. Candida albicans 33erg" torzs szaporodasi gorbéjének felvétele

24 6ras éllétenyészetet készitettiink Candida albicans 33 erg® torzsbdl. Egy 100 ml-
es lombikba 20 ml MM tapoldatot Ontottiink €s annyit mértiink bele az 4ll6 tenyészetbdl,
hogy 595 nm-en a tenyészet optikai denzitdsa (OD) 0,05 legyen. Két parhuzamos lombikot
inditottunk. Sejtszamolast végeztiink Biirker-kamrdval, majd razégépbe tettiik, 30°C-on,
150 rpm-en razattuk. Meghatdrozott idOpontokban mintat vettiink a tenyészetbdl steril
pipettaval. Az 0Ossz-sejtszamot Biirker-kamraval szdmoltuk, ill. a tenyészetek optikai
denzitdsdnak valtozdsat vizsgdltuk spektrofotométer segitségével. A szaporoddsi gorbe

adataibdl kiszamitottuk a torzs generacios idejét a kovetkezé modon:

G _ log(zlz—ll)
logy/x
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G: generacios 1d6 (h)
y: sejtszam a t; idOpontban

X: sejtszam a t; idopontban

4.5.3. Candida albicans 33erg® torzs szaporodasgatlasanak vizsgilata majoranna

olajjal

24 6ras allotenyészetet készitettiink, 1 kacsnyi élesztot tettiink 10 ml tapoldatba, 24
Orara termosztitba helyeztilk. Mdasnap 250 ml-es lombikba 120 ml MM tdpoldatot
ontottiink, az OD-t 0,1-re allitottuk be. 10-10 ml-t atmértiink 12 db 25 ml-es lombikba. 5
ml tdpoldatban vortexeltik a kiilonb6z6 mennyiségli olajokat, hozzdadtuk a
tenyészetekhez, 5 ml tdpoldattal kisblitettiik a félkémcsoveket és ezt is hozzdadtuk. Igy
kaptunk 20 ml 0,05-6s optikai denzitdsu oldatokat. Az alkalmazott olaj koncentracidk 0,25;
0,375; 0,5; 0,75 és 1 pl/ml voltak. A lombikokat 30°C-on, 150 rpm-en razattuk.
Meghatarozott 1d0kozonként lemértiik a tenyészetek OD-jat. Az eredmények alapjan

diagramot készitettiink.

4.5.4. Candida albicans 33erg" torzs é16 sejtszamanak meghatarozasa

A kisérletet megel6z0 este felraktuk 100 ml 0,05 ODsgs-ra bedllitott tenyészetet
razatni. Ez madsnapra kozéplogaritmusos fézisba keriilt (OD=1,0-1,2). Az igy nyert
tenyészetet Ot percig 3000 fordulat/perc fordulatszdmon centrifugéltuk, fiziologias
s6oldatban mostuk, végiil 40 cm’ tdpoldatban felvettik a sejteket és 107 sejt/ml-re

allitottuk be a tenyészetet, ami 0,65-0s ODsgs-nek felel meg.

ElOkészitettiik a feliratozott YG tdptalajt tartalmaz6 Petri-csészéket €s a higitdsokhoz
sziikkséges 900 pl fiz. s6 oldatokat is bemértik a félkémcsovekbe. Az Erlenmeyer
lombikokba bemértiink 10 ml MM tdpoldatot, 4 félkémcsében 5 ml tdpoldatot és a
majoranna olajat alaposan vortexeltiik, a lombikokba ontottiik, 3 ml tapoldattal kioblitettiik
és ezt is hozzdadtuk. Igy kaptunk 0,25; 0,5; 0,75 és 1 pl/ml-es oldatokat az egyes
lombikokban. 0. percnél 2 ml sejtszuszpenziot pipettdztunk hozza, azonnal kivettiink 100
pl-t és a félkémcsovekben 100-szorosara higitottuk, a véghigitasbol pedig 50 pl-t

szélesztettiink 3-3 Petri-csészére, 2 napos inkubdlds utidn leszamoltuk a telepeket.
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4.5.5. Minimalis gatlé koncentracié meghatarozasa mikroplate médszerrel

A kisérlethez 3 napos Candida albicans 33 erg” torzs ferde tenyészetét hasznéltuk. 4
ml RPMI 1640-es tdpoldatba kacs segitségével annyi €lesztét helyeztiink, hogy az OD-ja
0,65-6s legyen, ez 10’ sejt/ml-nek felel meg elbzetes szdmitdsok alapjan. Ezt a

szuszpenziot 2%10° sejt/ml-re higitottuk.

Flukonazol higitasa: 3,2 mg flukonazolt 4 ml fiz. séban feloldottuk, egy tizszeres,
majd ebbdl 6 felezd higitast készitettiink Koncentraciok: 4; 2, 1; 0,5; 0,25; 0,125 és 0,0625
ug/ml.

Majoranna olaj higitasa: 400 pl olajat 600 ul DMSO-ban felvortexeltiink, ebbdl egy
tizszeres és egy Otszor0s higitast készitettiink, ez a legnagyobb koncentracié. A 400 pl/ml-
es oldatbol 6 felezd, majd ezekbdl 6 tizszeres €s 6 Otszords higitiast készitettiink. A

koncentraciok: 4; 2, 1; 0,5; 0,25; 0,125 és 0,0625 pl/ml.
Terpinén-4-ol higitdsa a majoranndéval egyezik meg.

Amphotericin B higitdsa: 2 mg amphotericin B-t feloldottuk 5 ml DMSO-ban és

ugyanugy higitottuk, mint a majorannat.

A DMSO-ban torténd higitasra a jobb oldédds €s pontosabb higitds érdekében volt
sziikkség. Amit Ugy oldottunk meg, hogy minden lyuk 1% DMSO-t tartalmazzon. A
kontrollba is 1% DMSO keriilt. A vak 200 pl RPMI-1640 tdpoldat volt. 100 pl
sejtszuszpenzid és 100 pl antifungélis szer keriilt a lyukakba. A vizsgalatok végzése 3

parhuzamosban tortént.

A microplateket 30°C-on inkubaltuk 2 napig és mikroplate leolvasdval értékeltiik ki,
atlagolas, ill. a hattér abszorbancia levondsa utdn az a koncentréci6 lett a MIC, aminek a

novekedése a kontrollhoz viszonyitva csak 20% alatt volt.

4.5.6. Majoranna olaj, terpinén-4-ol ill. timol és amphotericin B esetleges

szinergizmusanak kimutatasa mikrodiliciés modszer segitségével

A sejtszuszpenzid készitése, a majoranna, a terpinén-4-ol és az Amphotericin B
higitdsa a 4.5.5.-0s moédszer alapjan késziilt. Parhuzamosan 3 db 96 lyukd mikrotiter

lemezen végeztiik a kisérletet. A tenyésztokozeg szintén RPMI 1640 tapoldat (pH7) volt.
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A kombindlt kezelésnél 50 pl olajat ill. terpinén-4-olt, és 50 pul Ambhotericin-B-t
pipettaztunk a lyukakba és 100 pl sejtszuszpenzidt. A microplateket 30°C-on inkubéltuk 2
napig és mikroplate leolvasdval értékeltiik ki, dtlagolds, ill. a hattér abszorbancia levondsa
utdn a kapott abszorbancia viszonyitdsa a novekedési kontrollhoz (100%). A sztatinok és
az antifungdlis szerek kozotti interakcié (IR) kiszdmitdsa az Abbott formula alapjan

tortént: IR= Iopserved/Texpected
Lexpectea=X + Y — (XY/100), ahol X és Y a kiilon-kiilon okozott gatldsszdzalék
0,5 < IR < 1,5 additiv hatds
IR > 1,5 szinergizmus

IR < 0,5 antagonizmus

4.5.7. Az olaj hatasara a sejtekb6l kiaramléo 260 nm-en abszorbeilé anyagok

mérése spektrofotométerrel

Kozéplogaritmusos tenyészetet centrifugéltuk 5 percig 3000 g-n, fiz. sdval mostuk,
50 ml Sorensen foszfit pufferben felvettik és 2%107 sejt/ml sejtszdmd szuszpenzidt
készitettiink. Kiilonb6z6 mennyiségli majoranna olajat adtunk hozzd, igy kaptunk 20 ml
107 sejt/ml sejtszdmi szuszpenzidt. 30 percenként 1-1 ml mintdt vettink eppendorf
csovekbe, 10000 g-n centrifugdltuk, megmértiik a feliilliszé abszorbancidjat 260 nm-en,
igy megkaptuk a sejtmembrdnon atszivargd kis molekulasilyd anyagok mennyiségét. Az
tiledéket 100 °C-os desztillalt vizzel felszuszpendaltuk és fél 6raig 100 °C-on inkubdltuk,
majd ismét centrifugéltuk és mértiik a feliildsz6 abszorbancidjit. Igy a sejtben maradt 260

nm-en abszorbedl6dé anyagok mennyiségét kaptuk meg.

4.5.8. A majoranna olaj teljes antioxididns kapacitasinak mérése ABTS®*

modszerrel

0,1 M nétrium-foszfat pufferben ABTS®" torzsoldatot és 1 mM-os Trolox
torzsoldatot készitettiink. Méréskor a oldat készitéséhez 50 ml 0,1 M natrium-foszfat
pufferhez annyi ABTS torzsoldatot adunk, hogy az optikai denzitdsa 414 nm-en 1, 000-
1,03 kozott legyen. Ez lesz az Ay értéke. Trolox standard készitéséhez 5-10-15 pl trolox
torzsoldatot adunk 995-990-985 pl a oldathoz. Gyorsan dsszekeverjiik és 10 s utdn mérjiik

az OD-t, ez lesz A; érték. AA=Ay-A-et dbrazoljuk és kalibracids egyenest vesziink fel.
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Kiilonb6zd koncentraciéjd majoranna olajjal és etanollal is elvégezziik a mérést 10 s és 3
perc utidn. Majd a kapott egyenlet segitségével és higitds mértékével beszorozzuk az

abszorbancia valtozast.
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5. Eredmények

5.1.  Candida albicans 33erg" torzs szaporodasi gorbéjének felvétele
id6-OD id6-sejtszam
2 5,00E+07
1,8 4,50E+07 -
1,6 - /‘/_*—‘ — 4,00E+07 /_‘
1,4 7 E 3,50E+07 1 /
1,2 £ 3,00E+07
Sal S e /
,0 1 n +
0,6 > 1,50E+07 et
04 @ 1,00E+07 1
0.2 5,00E+06
0 : : : : : 0,00E+00 : : : : :
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
id6 (6ra) id6 (6ra)
sejtszam-0OD
2
1,8
1,6 "
1,4
2 4
o
8 1
0,8
0,6 7~
0,4
0,2 -
0 T T T T
0,00E+00 1,00E+07 2,00E+07 3,00E+07 4,00E+07 5,00E+07
sejtszam (sejt/ml)

2. abra: Candida albicans 33 erg” torzs szaporodasi gorbéi

Az Ossz-sejtszamot Biirker-kamra segitségével hatdroztuk meg, majd az igy kapott

sejtszdmot, 1ll. az optikai denzitdst dbrazoltuk grafikusan az id6 fiiggvényében. Majd

24 6ras megfigyelés

meghatdroztuk a tenyészet generdcids idejét, ami 2,69 ora.

A kozép logaritmikus idOnek a szaporoddsi gorbe alapjin a 14. 6rét vettiik.
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5.2. Candida albicans 33erg’ torzs szaporodasgatliasanak vizsgilata majoranna

olajjal

A mért adatokat a Fiiggelékben taldlhat6 9. tdblazat foglalja magéba.

szaporodasgatlas
2,500
2,000
—&— kontroll
1,500 —8— 0,25 pl/ml
a —&— 0,375 pl/ml
© ——0,5 pl/ml
1,000 —e— 0,75 pl/ml
—=—1 pl/ml
0,500
0,000 ; ‘ ‘ ; ; =
0 5 10 15 20 25 30 35 40
id6 (ora)

3. abra: Candida albicans 33 erg" torzs szaporodasgitlasanak vizsgialata majoranna olajjal, 36 6ras

kezelés

A diagramrdl jol lathaté, hogy a 0,25; 0,375 és 0,5 ul/ml-es olajkoncentracié a
kontrollhoz képest kis mértékben gétolta a Candida albicans szaporodasat, 0,75 és 1 ul/ml-

es pedig teljesen gétolta.
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5.3. Candida albicans 33 erg"' torzs é16 sejtszamanak meghatarozasa

A mért adatokat a Fliggelékben taldlhat6 10. és 11. tdblazat foglalja magaba.

Pusztitasi gérbe

120

100

80

9
©
>
C
i)
g —o— kontroll
% —8— 0,25 pi/ml
5 601 —A—0,5 y/ml
P —e— 0,75 pl/ml
X
% —a— 1 yl/ml
@ 40
©
p=]

20 1

0 ‘ |
0 30 60

ido6 (perc)

4. abra: Candida albicans 33 erg" torzs pusztitasi gorbéje, 1 6ras kezelés majoranna olajjal, 30

percenkénti mintavétel

A leszamolt Petri-csészéken 1€vo telepszamok nagy szordst mutatnak, ezért
atlagoltuk az adatokat. A 0. percél kapott telepszdmokat vettiik 100%-nak, a tobbi
idOpontban kapott telepszdmot elosztottuk a 0. perc értékével, igy azokat is
szazalékban kaptuk meg. A diagram azt mutatja, hogy minden alkalmazott
koncentracié telepszam csokkenést okozott a kontrollhoz képest. A 0,25 pl/ml-es
koncentracié 80% kozeli sejtpusztuldst okozott, ezt hatdroztuk meg szubinhibitori
koncentracionak a késobbi kisérletek elvégzéséhez. A legnagyobb, 1 pl/ml-es
koncentraci6 60 perc elteltével mar kevesebb, mint 20%-ra csokkentette az él6

sejtszamot.
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5.4. Minimalis gatlé koncentracié meghatarozasa mikroplate modszerrel
konc. (pl/ml) majoranna atlag | konc. (ul/ml) terpinén-4-ol atlag

K 0,881| 0,874| 0,880| 0,878 K 0,952| 0,921| 0,942| 0,938
0,125 0,733| 0,724| 0,781] 0,746 0,25 0,746| 0,683| 0,809| 0,746
0,25 0,629| 0,771 0,799| 0,733 0,5 0,709| 0,682| 0,730| 0,707

0,5 0,560| 0,657 0,719] 0,645 1 0,828 0,831| 0,818| 0,826

1 0,394| 0,468| 0,608] 0,490 2 0,116, 0,033| 0,267| 0,139

2 0,057| 0,050| 0,054| 0,054 4 0,000 0,000 0,000| 0,000

4 0,061| 0,057 0,054| 0,057 8 0,001| 0,002 0,001| 0,001

8l 0,047| 0,046| 0,045] 0,046 16 0,002| 0,009 0,011 0,007

s zez

A majoranna olajnak és a terpinén-4-olnak is 2 pl/ml a minimdlis gatlé

koncentracidja.

konc (pg/ml) amphotericin B atlag | konc (ug/ml) flukonazol atlag |
0,0625 0,755| 0,848| 0,883| 0,829 0,0625 0,862| 0,892| 0,905| 0,886
0,125 0,214| 0,402| 0,547| 0,388 0,125 0,813 0,806| 0,824| 0,814
0,25 0,008 0,011| 0,027| 0,015 0,25 0,813| 0,824| 0,829| 0,822

0,5 0,006 | 0,008| 0,006| 0,007 0,5 0,718| 0,737| 0,676| 0,710

1 0,001| 0,003| 0,004| 0,003 1 0,134| 0,136] 0,208 | 0,159

2 0,007 | 0,004| 0,002| 0,004 2 0,002 0,004 | 0,009 | 0,005

4 0,005| 0,005| 0,009| 0,006 4 0,008| 0,007| 0,008 | 0,008

4. tablazat: Amphotericin B és Flukonazol minimalis gatlé koncentraciéjanak meghatarozasa

Az amphotericin B-nek 0,25 pg/ml és a flukonazolnak 2 pg/ml a minimdlis gatlé

koncentricidja.
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5.5.

szinergizmusanak kimutatasa mikrodiliciéos modszer segitségével

Majoranna olaj, terpinén-4-ol ill. timol és az amphotericin B esetleges

Az optikai denzitds értékeket, amikbdl az interakcid értékek keriiltek meghatarozasra

a Fliggelékben taldlhat6 12., 13., és 14. tdbldzat tartalmazza.

Amphotericin B (ug/ml)
Majoranna (ul/ml) 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,063 | 0,031 | 0,016 | 0,008
8 0,013 | 0,091 | 0,036 | 0,038 | 0,005 | 0,023 | 0,002 | 0,016 | 0,020 | 0,027
4 0,007 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,003 | 0,015 | 0,092 | 0,132 | 0,146 | 0,286
2 0,011 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,023 | 0,078 | 0,217 | 0,345 | 0,486 | 0,586
1 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,032 | 0,079 | 0,253 | 0,506 | 0,741 | 0,770
0,5 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,018 | 0,062 | 0,233 | 0,634 | 0,916 | 0,861
0,25 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,027 | 0,181 | 0,643 | 0,989 | 1,000
0,125 0,003 | 0,008 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,022 | 0,173 | 0,685 | 1,021 | 1,022
5. tablazat: Majoranna olaj és Amphotericin B kombinalt kezelés eredményei, az Abott-formula
alapjan kiszamolt interakcio értékek
Amphotericin B (pg/ml)
Terpinén-4-ol (ul/ml) 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,063 | 0,031 | 0,016 | 0,008
8 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
4 0,196 | 0,000 | 0,448 | 0,000 | 0,448 | 0,014 | 0,034 | 0,006 | 0,002 | 0,002
2 0,017 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,014 | 0,002 | 0,029 | 0,074
1 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,102 | 0,256 | 0,302 | 0,409 | 0,472 | 0,728
0,5 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,073 | 0,414 | 0,579 | 0,836 | 0,873 | 0,903
0,25 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,338 | 0,310 | 0,456 [ 0,877 | 0,964 | 0,933
0,125 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,262 | 0,305 [ 0,946 | 0,949 | 0,979

6. tablazat: terpinén-4-ol és amphotericin B kombinalt kezelés eredményei, az Abott-formula alapjan

kiszamolt interakcio értékek

Amphotericin B (ug/ml)

Timol (pg/ml) 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,063 | 0,031 | 0,016 | 0,008
100 0,006 | 0,005 | 0,003 | 0,001 | 0,000 | 0,030 | 0,063 | 0,116 | 0,170 | 0,260

50 0,005 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,072 | 0,330 | 0,342 | 0,380 | 0,390 | 0,397

25 0,005 | 0,001 | 0,002 | 0,014 | 0,095 | 0,445 | 0,447 | 0,482 | 0,493 | 0,491

12,5 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,006 | 0,126 | 0,465 | 0,481 | 0,494 | 0,485 | 0,499

6,25 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,005 | 0,190 | 0,494 | 0,495 |1 0,522 | 0,507 | 0,518
3,125 0,034 | 0,000 | 0,000 | 0,017 | 0,242 | 0,494 | 0,494 | 0,501 | 0,508 | 0,500
1,5625 0,023 | 0,004 | 0,005 | 0,023 | 0,245 | 0,494 | 0,495 | 0,482 | 0,503 | 0,496

7. tablazat: Timol és Amphotericin B kombinalt kezelés eredményei, az Abott-formula alapjan

kiszamolt interakcio értékek
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A kékkel jelolt értékek additiv hatdst, a 0,5 alatti értékek antagonizmust jelentenek.

Szinergizmust nem tudtunk kimutatni.
0,5 < IR < 1,5 additiv hatds
IR > 1,5 szinergizmus

IR < 0,5 antagonizmus

5.6. A sejtb6l kiaraml6 260 nm-en abszorbealé anyagok mérése

spektrofotométerrel

A mért optikai denzitds értékek a Fiiggelékben taldlhaté 15. és 16. tdblazatban

talalhatok.
feliilisz6 OD-ja, inkubacioé nélkiil
0,450
0,400 // B 5 |
0,350
——K
0,300 4 —8— 0,25 p/ml
—A—0,5 plml
0,250 A Hm
g \A —a— 0,75 pml
0,200 —a— 1 pl/ml
0,100 —,
0,050
0,000 - ‘ ‘ ‘ : :
0 30 60 45 (perd) 120 150

5. abra: A pufferben megjelené kis molekulasilyi anyagcseretermékek mennyisége a kezelés hatasara

31



feliilusz6 OD-ja, inkubalast kovetéen

0,450
0,400
0,350
0,300 \\ ——K
025 \ —m—0,25 i/l
S 4200 AN —A—05 pl/lr;wll
0,150 \\\\ —A—=0.75 Wm

—m—1 pi/ml
0,100 -
0,050

0,000

0 30 60 90 120 150
id6 (perc)

6. abra: A pufferben megjelené kis molekulasiilyd anyagcseretermékek mennyisége az inkubalas

hatasara

Minél magasabb koncentracidju majoranna olajjal kezeltiik a sejteket, anndl magasabb volt
a kidramlé anyagcseretermékek mennyisége. Ez bizonyitja, hogy az olaj valdsziniileg

kolcsonhatdsba 1ép a plazmamembrannal €s részben atjarhatéva teszi azt.

5.7. Teljes antioxidans kapacitas mérése ABTS** gyokkel

TAC

Anyagok
ABTS** mddszer (mmol trolox Eq/L)

Orignanum majorana | TACsmin 367,168 + 27,2

8. tablazat: A majoranna olaj teljes antioxid4ans kapacitasanak mérése ABTS** modszerrel

A majoranna olaj teljes antioxiddns kapacitisa 367,168 + 27,2 mmol trolox/L
egyenértékli. Az olaj tehat annak ellenére, hogy toxikus hatdssal rendelkezik,
rendelkezik szabad gyok fogd képességgel is. Ez nem teljesen meglepd, mivel az
olajban sok alkohol tipusi molekula van, amelyek OH csoportja viszonylag konnyen

leadhatja az elektronjat egy szabad gyoknek.
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6. Osszefoglalas

Az eredmények aldtimasztjdk azt az elképzelést, hogy az esszencidlis olajok vagy
azok néhdny OsszetevOje hasznosak lehetnek a gombds fertdzések orvosi kezelésében.
Néhany koziiliikk hatdsos alternativat jelent vagy szintetikus vegyiileteket p6tol a kémiai
iparban, anélkiil, hogy madasodlagos hatdsokat mutatna. Az eredmények segitenek az

optimalis koncentracié meghatarozasiban klinikai alkalmazasokhoz.

A szaporodds gatlasdnak vizsgalata sordn kapott eredmények szerint a 0,25; 0,375 és
0,5 pl/ml-es koncentracidja a majoranna olajnak mar a kontrollhoz képest is gatolta kis
mértékben a Candida albicans szaporodasat, 0,75 és 1 pl/ml-es koncentracio teljes gatlast

mutatott.

ElS sejtszdm meghatdrozds sordn 1 pl/ml-es koncentricija az olajnak 60 perc
elteltével mar tobb mint 20%-os csokkenést idézett eld a sejtszdmban. A 0,25 pl/ml —es
koncentraci6 80% kozeli sejtpusztuldst okozott, ezt hatdroztuk meg szubinhibitori

koncentracionak a késébbi kisérletek elvégzéséhez.

Kisérleteink soran meghatarozasra keriiltek minimélis gatlé koncentraciok. A
majoranna olaj 2 ul/ml, a terpinén-4-ol szintén 2 pl/ml, a flukonazol 2 pg/ml és az
amphotericin B 0,25 pg/ml minimadlis gatlé koncentraciéval rendelkezik Candida albicans

33 erg" térzson vizsgélva.

Az eddigi kisérletek sordn sajnos szinergizmust nem tudtunk kimutatni az
amphotericin B, az olaj és a terpinén-4-ol kozott, de a kisérleteinket ez irdnyban tovabb

folytatjuk az olaj egyéb komponenseivel és antibiotikumokkal.

A majoranna olaj rendelkezik antioxiddns kapacitassal, a troloxndl természetesen

gyengébb a hatdsa és lasstibb is a folyamat.

Azt tapasztaltuk, hogy az olaj hatdsdra a membrin permeabilitdsa nd, ezt bizonyitja a
pufferben megjelend 260 nm-en abszorbedlé aminosavak és nukleinsavak mennyisége a
kezelést kovetden. A citoplazma membran &teresztd képességének a megvaltozdsa a
majoranna olaj altal kivaltott membranszerkezet valtozdsara enged kovetkeztetni. Ezért a
tovabbiakban vizsgdlni kivdnjuk a majoranna olajnak és a hatdsosnak bizonyul6
olajkomponenseknek elektron paramagneses rezonancia (EPR) spektroszképidval a C.

albicans 33erg” plazmamembranjdra kifejtett hatdsdt. Az EPR spektroszkdpia az egyik
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legjobb eszk6z a plazmamembrin fluiditdsvaltozdsdnak a tanulmédnyozdsiara, ennek
ellenére nem végeztek ilyen irdnyu kisérleteket.

A majoranna olaj pontos Osszetételének a vizsgdlata folyamatban van.

A leghatdsosabbnak kimutatott komponensekkel humdn sejtekkel terveziink
végrehajtani citotoxicitdsi és genotoxicitasi kisérletet, igy ellendrizve, hogy a komponens
hatdsos az élesztogombakkal szemben, de nem/vagy kevésbé toxikus a humdn sejtekre
nézve.

Megléatasunk szerint az olajkomponenseknek fontos szerepe lehet a késObbiekben, a
humén gydégydszatban az Candiddk okozta szisztémds mikozisok kezelésében, segitve az

antifungdlis antibiotikumokat a rezisztens élesztd torzsek elpusztitasaban.
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9. Fiiggelék

id6 (ora)
konc. (ul/ml) 0 10,5 14 17 20,25 36

K 0,050 0,615 1,467 1,765 1,910 1,978

0,25 0,050 0,415 1,126 1,584 1,803 1,878
0,375 0,050 0,225 0,733 1,167 1,512 1,753
0,5 0,050 0,361 1,031 1,473 1,736 1,848
0,75 0,050 0,022 0,064 0,077 0,098 0,099

1 0,050 0,039 0,078 0,091 0,112 0,115

9. tablazat: Candida albicans 33 erg” torzs szaporodasgatlasanak vizsgalata, OD értékek atlagolas utan

perc 0,25 (pl/ml) | 0,5 (ul/ml) | 0,75 (pl/ml) | 1 (pl/ml)
196 326 214 178 19
0 255 272 245 149 15
241 242 276 145 19
atlag 230,6667 280 245 147 17,66667
226 245 143 38 2
30 190 253 155 39 7
186 192 134 45 4
atlag 200,6667 230 144 40,66667 | 4,333333
200 186 133 50 4
60 213 230 117 46 2
227 272 103 55 3
atlag 213,3333 | 229,3333 117,6667 | 50,33333 3
10. tablazat: Petri-csészéken leszamolt telepszamok
perc K 0,25 (pl/ml) | 0,5 (ul/ml) | 0,75 (ul/ml) | 1 (pl/ml)
0 100 100 100 100 100
30 86,99422 82,14286 58,77551 27,6644 24,5283
60 92,48555 81,90476 48,02721 34,24036 16,98113
11. tablazat: pusztitasi gorbe készitéséhez sziikséges szazalékok
Amphotericin B (ug/ml)

Majoranna (ul/ml) 4 2 1 0,5 | 0,25 | 0,125 | 0,063 | 0,031 | 0,016 | 0,008 0
8 0,003 | 0,019 | 0,007 | 0,008 | 0,001 | 0,006 | 0,001 | 0,013 | 0,017 | 0,024 | 0,200
4 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,009 | 0,063 | 0,108 | 0,124 | 0,242 | 0,572
2 0,009 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,018 | 0,062 | 0,175 | 0,286 | 0,405 | 0,488 | 0,787
1 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,024 | 0,059 | 0,197 | 0,418 | 0,620 | 0,644 | 0,737
0,5 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,014 | 0,047 | 0,183 | 0,524 | 0,765 | 0,719
0,25 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,023 | 0,153 | 0,535 | 0,821 | 0,829
0,125 0,003 | 0,007 | 0,000 | 0,000 | 0,002 | 0,019 | 0,246 | 0,570 | 0,847 | 0,848
0 0,000 | 0,008 | 0,007 | 0,000 | 0,026 | 0,077 | 0,362 | 0,783 | 0,883 | 0,880

12. tablazat:

atlagai a hattér abszorbancia levonasa utan; kékkel jelolve a kontroll, sziirkén a vak
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Amphotericin B (ug/ml)

Terpinén-4-ol (pl/ml) 4 2 1 0,5 | 0,25 | 0,125 0,063 | 0,031 | 0,016 |0,008| O
8 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
0,004 | 0,002 | 0,009 | 0,000 | 0,001 | 0,003 | 0,005 | 0,005 | 0,001 | 0,002 | 0,002
2 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,005 | 0,002 | 0,026 | 0,068 | 0,242
1 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,076 | 0,202 | 0,235 | 0,373 | 0,434 | 0,675 | 0,751
0,5 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,062 | 0,357 | 0,497 | 0,769 | 0,806 | 0,837
0,25 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,301 ]0,278 0,408 | 0,810 | 0,891 | 0,864

0,125 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,237 | 0,276 | 0,875 | 0,878 | 0,907

0 0,001 | 0,000 ) 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,201 | 0,149 | 0,861 | 0,890 | 0,930

13. tablazat: Terpinén-4-ol és Amphotericin B kombinalt kezelés utan mért optikai denzitas értékek

atlagai a hattér abszorbancia levonasa utan; kékkel jelolve a kontroll, sziirkén a vak

Amphotericin B (pg/ml)
Timol (pg/ml) 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,063 | 0,031 | 0,016 | 0,008 0
100 0,004 | 0,003 | 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,044 | 0,092 | 0,173 | 0,249 | 0,380 | 0,588
50 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,090 | 0,529 | 0,558 | 0,628 | 0,635 | 0,646 | 0,750
25 0,004 | 0,001 | 0,002 | 0,011 | 0,120 | 0,720 | 0,736 | 0,803 | 0,810 | 0,804 | 0,764
12,5 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,005 | 0,169 | 0,789 | 0,830 | 0,862 | 0,835 | 0,858 | 0,844
6,25 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,257 | 0,843 | 0,859 | 0,916 | 0,877 | 0,896
3,125 0,029 | 0,000 | 0,000 | 0,015 | 0,330 | 0,848 | 0,863 | 0,885 | 0,886 | 0,870
1,5625 0,020 | 0,003 | 0,005 | 0,020 | 0,331 | 0,841 | 0,858 | 0,844 | 0,870 | 0,856
0 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,021 | 0,499 | 0,852 | 0,882 | 0,901 | 0,879 | 0,876

14. tablazat: Timol és Amphotericin B kombinalt kezelés utan mért optikai denzitas értékek atlagai a

hattér abszorbancia levonasa utin; kékkel jelolve a kontroll, sziirkén a vak

0 30 60 90 120 150
K 0,038 0,018 0,015 0,109 0,090 0,081
0,25 pl/ml 0,085 0,065 0,144 0,121 0,128 0,107
0,5 pl/ml 0,160 0,158 0,202 0,198 0,191 0,186
0,75 pl/ml 0,183 0,195 0,238 0,232 0,261 0,214
1 pl/ml 0,290 0,286 0,360 0,391 0,404 0,399

15. tablazat: 260 nm-en abszorbealo anyagok OD-ja, a sejtek lizisét megel6zéen

0 30 60 90 120 150
K 0,391 0,062 0,073 0,088 0,140 0,128
0,25 pl/ml 0,394 0,126 0,108 0,101 0,119 0,139
0,5 ul/ml 0,315 0,103 0,142 0,090 0,090 0,115
0,75 pl/ml 0,340 0,117 0,127 0,106 0,087 0,108
1 pl/ml 0,315 0,171 0,089 0,076 0,052 0,090

16. tablazat: 260 nm-en abszorbealo anyagok OD-ja, a sejtek lizisét kovetoen
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10. Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a palyamiiben leirt

eredményekhez

Alulirott Czuni Lilla a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:
- Candida albicans 33erg” térzs szaporoddsi gorbéjének felvétele,
- Candida albicans 33erg” térzs szaporoddsgatlasdnak vizsgdlata majoranna olajjal,
- Candida albicans 33erg” torzs €16 sejtszimanak meghatdrozasa,
- Minimélis gatl6 koncentraciok meghatarozdsa mikroplate médszerrel,

- Majoranna olaj, terpinén-4-ol ill. timol és az amphotericin B esetleges

szinergizmusanak kimutatdsa mikrodiliciés modszer segitségével,
- A sejtbdl kidraml6 260 nm-en abszorbedlé anyagok mérése spektrofotométerrel,
- Teljes antioxidédns kapacitds mérése ABTS®*" gyokkel

végeztem el.

alairas

Pécs, 2013.januér 09.
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