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Absztrakt

A lagyszoveti meszesedés tarsadalmunk jelentds részét érintd egészségiigyi probléma. A
kalcifikaci6 egy fiziologiai folyamat, amely kulcsfontossagli a csont - és fogképzddés soran,
azonban a lagy szoveteket érintd ektdpids meszesedés egy patologias folyamat., Az ektdpias
meszesedés leggyakrabban a boéron, vesékben, iziiletekben, valamint a kardiovaszkularis
szovetekben jelentkezik. Kialakulhat oregedéskor, cukorbetegség esetén, illetve egyes
genetikai betegségek kovetkeztében. Utdbbiak, mint modellbetegségek lehetdséget nytjtanak a
jelenség vizsgalatara. A kalcifikacidé természetes gatloszere a pirofoszfat (PPi), amelynek
szintje szamos meszesedési tiinetekkel jard betegségben csokken. Kutatocsoportunk az utdbbi
években kiilonbozd pirofoszfat sok felszivodasat és funkcionalis hatasat vizsgalta egy

meszesedési betegség egér modelljében.

Dolgozatomban négyféle PPi so farmakokinetikai sajatossagait és az Abcc6-/- egér modellen
végzett in vivo funkcionalis teszteket mutatok be, amelyek soran jobban megismertiik a PPj sok
tulajdonsagait, valamint eredményeink eldsegithetik human klinikai vizsgalatok és terdpias

kezelések inditasat is



Igazolas

Alulirott Kutds Adriana igazolom, és a biintet6jogi felelésségem tudataban kijelentem, hogy a
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amely szakmai tartalma alapjan beadhato.
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Bevezetés
A meszesedés soran egy olyan fizioldgiai folyamatrdl beszéliink, amely kulcsfontossdgu a

gerincesek megfeleld fejlédéséhez. A folyamat elengedhetetlen a csont- és fogképzodésnél. A
kalcifikéacios jelenségek legfobb alkotdi a kalcium és foszfat kristalyok, amelyek leginkabb
hidroxiapatit [Cas(PO4)3OH] formaban fordulnak el6. Amennyiben a kalcifikacio a lagy
szoveteket érinti, egy patologias folyamat all fent, amelyet ektopikus meszesedésnek hivunk.
Ennek harom fajtajat kiilonboztethetjiik meg (metasztatikus, disztrofias, kalcindzis). Az alabbi
dolgozat a disztrofids megjelenési format dolgozza fel, amely az igénybe vett, nekrotikus
szovetek esetében jellemzO. A legérintettebb teriiletek a bor, vese, iziiletek, kardiovaszkularis
szovetek. Tiinetei k6z¢ tartozik a fajdalom, funkciovesztés és sulyos esetben akar halalhoz is
vezethet. Kivaltoja lehet az oregedés, cukorbetegség, illetve genetikai betegségek (pl: PXE,
GACI). Ezeket az ektopias meszesedés modellbetegségeinek is tekintik.

A Pseudoxanthoma elasticum (PXE; OMIM 264800) egy olyan ritka, 6rokletes rendellenesség,
amely a bor, szem ¢és a sziv- és érrendszer rugalmas rostjait érinté ektopikus mineralizacidval
jellemezhetd. A PXE-t az ABC- transzporter csaladba tartozo ABCC6 gén mutacioi okozzak[1],
[2]. Az ABCC6 fehérje egy transzmembran transzporter, amely elsdsorban a hepatocitakban

(specialis sejtek, melyek a majat alkotjak) expresszalodik.[3]

A csecsemOkori generalizalt artérids meszesedés (GACI; OMIM 208000) szintén egy ritka
genetikai betegség, amely a lagy szovetek sulyos meszesedésével jar, az érintett betegek

sokszor csak néhany honapos korukig élnek. A betegséget az ENPP1 gén mutacioi okozzak [4].

Az ABCC6 fehérje egy transzmembran transzporter, amely megkOnnyiti az ATP
felszabadulasat[5].Az ENPP1 pedig egy olyan membranhoz kotott ektonukleotid
pirofoszfatdz/foszfodiészteraz, amely hatékonyan hidrolizalja az ATP-t a keringésben
megjelend PP;j eldallitasdhoz. Mindkét betegség esetén az ABCC6, illetve az ENPP1 fehérjéket
kodold gének mutacioi miatt kevesebb PP termelddik, és ezért kalcifikacio jelenik meg a
szovetekben. Adodik a hipotézis, hogy a pirofoszfat potlasaval megeldzhetd lehet a kalcifikacio
megjelenése azon betegségek esetében, melyeknél a meszesedés kialakuldsa az alacsonyabb
PP -szinthez kothetd. Jelen dolgozatban négyféle PPi soval végzett preklinikai vizsgalataink
eredményeit mutatom be, amelyek sordn PP; meszesedést megel6zd hatdsat tanulmanyoztuk

egér modellben.
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Irodalmi attekintés

Lagyszoveti meszesedés molekularis mechanizmusa
A pirofoszfat az ektopias meszesedés ismert szabalyozoja. A szervezet PPi szintjét befolyasolja

egyrészt a PPi keletkezése, mésrészt a PPi lebontdsa. A PPj keletkezésében két f6 mechanizmust
azonositottak. Megallapitottak, hogy az ABCC6 fehérje miikodésének kovetkeztében az ATP
felszabadulasa a majbol a PP; f6 forrasa a keringésben. [6] Amennyiben az ABCC6 gén
meghibasodik, kevesebb ATP jut ki a hepatocitdkbodl, csokken a PPi mennyisége. Ennek a
csOkkenésnek a mértéke kozel 60%. Kérdéses, hogy az érintett szovetekben (pl fibroblaszt /
érrendszer simaizom sejtjei) van- e lokalis hatasa is az ABCC6-nak. Egyes eredmények arra

utalnak, hogy a PXE patogenezisében helyi sejtek is részt vehetnek.

A keringésben 1évo ATP-bdl az ENPP1 enzim PPj -t hasit (1. dbra), ezzel biztositva a sziikséges
pirofoszfat szintet. Az ENPP1 gén mutécioi felelések a generalizalt artérids meszesedésért
(GACI), amely egy sulyosabb rendellenesség. Ennek oka, hogy ez az egyetlen PP; -t hasitd
enzimet kodold gén, meghibasodasakor tehat egyaltalan nem keletkezik PP; a szervezetben. A

két rendellenesség kozt megfigyelhetok atfedd fenotipusok [7], [8].

hMeszesedes /\
ATF; — AMP + PP;
ABCCEH Y \‘/

=—*ATP

\ .
Hepatoct AMP + PPi

WPFi L,

1. abra PP; eloallitasa, bomldsa, hianyanak kovetkezményei
A szervezetben 1évd PPi-t az alkalikus foszfatdz (ALP) enzimek hasitjak, amely reakcio soran
két szervetlen foszfat molekula keletkezik. Az alkalikus foszfatdzok a sejtmembran kiilsé
rétegén elhelyezkedd izoenzimek egy csoportja. Az extracellularis térben talalhatod szerves
foszfatészterek hidrolizisét katalizaljdk. Az ALP csokkend koncentracidban megtalalhato
kiilonbozd szervekben, példaul a placentdban, a bélnyalkahartydban, a vesében, a csontban és

a majban. A szérumban 1évé ALP tbb mint 80%-a a majbol és a csontbdl szarmazik, kisebb

mértékben a bélbol [9].
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Egér modellek
A human betegségek kutatasanal allatmodellek segitik az adott betegség jobb megismerését €s

az esetleges gyogymodok tesztelését. Az egerek az egyik leggyakrabban hasznalt
modellszervezetek az orvosbiologiai kutatasokban, és alapvetd betekintést nyujtanak az emberi
betegségek megértéséhez. Az egerek és az emberek kozotti genetikai, fiziologiai €s anatomiai
hasonlosagoknak koszonhetden az egérmodellek nagyon hasznos eszkozei a kiilonféle human

betegségek vizsgalatanak.

Abcc6-/-

Abcc6 knockout (KO) egérmodell: A génmodositott Abcc6-/- egerek a human PXE betegekhez
hasonl6 tiineteket mutatnak. Kalcifikacios elvaltozasokat produkalnak a bérben és az artériak
elasztikus rostjaiban, vesében. Az elsé tiinetek 5-6 hetes korban jelentkeznek, a bajusz
sz6rtiisz6k meszesedésével[10], [11]. A PXE betegekhez hasonldan, az Abcc6-/- egerekben is
jelentkezik bizonyos gyulladasi citokinek (IL-6, IL-12, IL-17A) emelkedett szintje[12].
Tovabba egerekben is kimutattak a PXE betegekre jellemzo alacsony pirofoszfat szintet [13].
Az Abcc6 KO egerek idedlis modellallatok a PXE-ben kialakuldé spontan (krénikus)
meszesedési folyamatok vizsgalatara. Ezen kiviil leirtdk, hogy a viszonylag lassan (honapok)
alatt kialakuld kronikus meszesedés mellett bizonyos szoveti sériilés hatasara is kivalthato egy
akut meszesedés ebben az egértdrzsben. Ilyen akut meszesedést eredményez példaul a
fagyasztasos sériilés[14](2. abra). A kutatocsoportban rutinszertien alkalmazzak ezt a modszert,
amikor az egerek szivének rovid és részleges megfagyasztisaval indukaljadk a szivizom
meszesedését. Ezzel az eljarassal mar 3-4 napon beliil lathat6 az indukalt meszesedés, tehat ez
egy gyors ¢és hat¢kony modja a meszesedés vizsgalatanak, és akar esetleges meszesedést gatlo

gyogyszerek tesztelésének[15], [16].

S pr—

Abcc6 transzporter

kalcifikacio

2. abra Meszesedés kialakuldsa
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Enppl-/-

Enppl knockout egérmodell: Létezik egy olyan egértorzs, amelyben az Enppl fehérjét kodolod
gén pontmutécioja kovetkeztében egy rovidebb, igy az ATP hasitasara képtelen fehérje jon létre
[17] Ezeknél az egereknél a GACI betegekhez hasonléan mar nagyon hamar jelentkeznek az
ektopikus meszesedési tiinetek. Az iziiletekben is erdteljes mészlerakodas figyelhetd meg, par
honapos korukra az allatok ujjainak iziiletei annyira meszesek, hogy nem tudjdk rendesen
behajlitani az ujjaikat, ezért “tiptoe walking” (ttw), azaz labujjhegyen jar6 egereknek is szoktak
6ket nevezni [18] A plazma pirofoszfat szintje az Enppl-/- egerekben is nagyon alacsony,

ugyantgy, mint GACI betegekben [15].

Pirofoszfat felszivodasa
Az 1960-as években allapitottdk meg eldszor a PP ektopikus mineralizaciot gatlo hatdsat,

amely a képzOd6 hidroxiapatit kristalyok novekedését blokkolja[19]. A kutatas célja a kalcium-
foszfat kristalyok jellemzéinek vizsgalata volt. Az egyik fontos felfedezés az volt, hogy a
plazma ¢és vizelet kis mennyiségben szervetlen pirofoszfatot tartalmaz, ami jelentdsen gatolja a
kalcium-foszfat kristalyok kicsapodasat in vitro. Ez azt sugallta, hogy a pirofoszfat fontos
¢lettani szabalyozoja lehet a meszesedésnek [20]. Ezt kdvetden kiilonbozo allatkisérletekben
kimutattdk, hogy a PP;i hatékonyan ellensulyozza a kalcifikdciot, miutan intraperitonealis
injekci6 formdjaban rendszeresen kezelték az allatokat: patkdnyokon végzett kisérleteknél
sikeriilt megakadalyozni az érelmeszesedést, Abcc6-/- egereknél pedig a PXE kalcifikacios
jelenségeit gatoltak [21], [22] Az injekcids kezelés azonban hosszii tavon nem optimalis,
eldnydsebb a szajon at torténd alkalmazas. A pirofosztatrol sokdig azt gondoltak, hogy szajon
at alkalmazva sajnos nem szivodik fel, mert a belekben 1évé mikrébak alkalikus foszfataz
aktivitasanak kovetkeztében még a bélrendszerben lebomlik, és foszfat formajaban kitirtil. Az
utdbbi években azonban sikeriilt kidolgozni egy olyan moddszert, amely a keringésben 1évd
pirofoszfat sokkal érzékenyebb és precizebb mérését teszi lehetové [5] Ezt a modszert
alkalmazva a TTK kutatécsoportja igazolta, hogy a szajon at bejuttatott PP; kis mértékben

ugyan (<1%), de felszivodik mind egér, mind human szervezetben. [15].

Ezt kdvetden egereken teszteltek az emésztérendszer kiilonbozo teriiletein torténd felszivodas
mértékét. Ehhez a PPj -t kozvetleniil a szjiiregbe, gyomorba, valamint a vékonybélbe juttattak.
A PPi minden vizsgalt teriiletrdl felszivodott (3. abra). A vizsgalatokat Abcc6-/-, illetve
Enppl-/- egér modelleken is sikeresen elvégezték [23]. Az Abcc6-/- egerek a PXE betegek, mig
az Enppl-/- egerek a GACI betegek tiineteit rekonstrualjak. Az egér kisérleteket kdvetéen

egeészséges Onkéntesek bevondsaval a szajon at beadott tetrasodium-pirofosztat (NasPPi) so
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emberekben torténd felszivodasat is igazoltdk. Az elfogyasztott NasPP; mennyisége az
egészségligyi Vilagszervezet (WHO) altal kozzétett maximalisan toleralhaté napi bevitel 13-
33%-a volt. Ez a dézis jelentésen megemelte a plazma PP; szintet, karos mellékhatasok
megjelenése nélkiil. Ezek az eredmények lehetové teszik a tovabbi vizsgalatokat az oralisan

alkalmazott PP; terapias kezelés felé.

Belek

2

ICtrI.I
0

Felszivédas helye

\
Plazma PPi koncentracio [uM]
B

Gyomor 'I
Szajureg

3. abra PPi felszivoddsa egerekben

Az elsé kisérletekben alkalmazott NasP20O7 elég magas ion terhelést jelent a szervezetnek, a ttl
sok natrium rizikofaktor tobbek kdzott a magas vérnyomas €s szivelégtelenség kialakulasahoz.
Ezért a natrium mennyiségének csokkentése érdekében a tovabbi vizsgdlatokat NaoH2P.O7
vegylilettel végeztiik, ezzel felére csokkentve a natrium terhelést. A mellékhatdsok
minimalizaldsa miatt célszerli lenne natrium mentes alternativdk bevonésa is. Egy olyan
s6forma, amely stabilabb, tovabb marad a keringésben, és/vagy jobban felszivodik, lehetdvé

tenné a kisebb dozis alkalmazasat.
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Pirofoszfatsok bemutatasa
Vizsgélataink soran 4 pirofoszfat soforma hatékonysagat teszteltiik. A kereskedelmi

forgalomban kaphat6 Na2H2PPi mellett a Pyrogenyx cég eldallitott tovabbi harom pirofoszfat
soformat, amelyet egy egyiittmikodés keretében a rendelkezésiinkre bocsatott, és mi

elvégeztiik a PP; sok felszivodasi és in vivo funkcionalis vizsgalatat.

NaxH2P207

A dinatrium-pirofoszfat vagy natriumsav-pirofoszfat egy szervetlen vegyiilet, amelynek kémiai
képlete NapH,P>07. Natrium-kationokbol (Na*) és dihidrogén-pirofoszfat anionokbol
(H2P207%) 4ll. Fehér, vizben 0ldodo, szilard anyag, amely puffer- és kelatképzd anyagként
szolgal, szamos alkalmazasa van az élelmiszeriparban. Vizbdl kristalyositva hexahidratot
képez, de szobahdmérséklet felett dehidratalédik. A pirofoszfat egy tobbértékii anion, amely
tobbértékli Lewis-bazisként miikddik, ezért nagy affinitdssal rendelkezik a tobbértéki

kationokhoz (pl. a Ca®*).[24], [25]

Fizikai tulajdonsagok

Na;H,PPi

0 o}

I I

HO——P—0—P—0OH

o cl)e

0
Na® Na®
Olvadaspont: >600°C
Molekula tomeg 221,94 g/mol
Stiriség: 1,1-1,3 g/cm3
Megjelenés: fehér por
Szag: szagtalan

Na-ion és a kalcifikacio kapcsolata

A natrium alapvetd tapanyag, amely részt vesz a normal sejthomeosztazis fenntartasaban, a

folyadék- és elektrolit-egyensuly, valamint a vérnyomas szabalyozasaban [26].

A natriumion létfontossdgli szerepet jatszik a csontok mineralizaciojdban ¢€s a sejtek

tapadasaban, és 0,5-1 tomegszazalékban van jelen a biologiai apatitokban. [27]
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K2H2P207

A csokkent étrendi kaliumbevitelt Osszefiiggésbe hoztak olyan sziv- ¢és érrendszeri
betegségekkel, mint a magas vérnyomas ¢és a véletlen stroke, bar a mogottes molekuléris
mechanizmusok még mindig nagyrészt ismeretlenek. Egereken kimutattak, hogy a csokkentett
étrendi  kalium (0,3%) elOsegiti az érelmeszesedést €és noveli az aorta merevségét,
Osszehasonlitva a normal (0,7%) kaliummal taplalt egerekkel. Ezzel szemben a megnovelt
étrendi kalium (2,1%) mérsékelte az érelmeszesedést és az aorta merevségét. Ezek alapjan a
K2H2PPi soforma - a pirofoszfat elonyds hatasai mellett - a kdlium tartalom miatt kiilondsen

igéretes terapias szer lehet[28].

Fizikai tulajdonsagok

K,H,PPi

O

0
I I

HO—P—0—P—0CH

bk

K ® K ®
Molekula tomeg 254,1558 g/mol
Megjelenés: fehér por
Szag: szagtalan

Monolizin-H2P207

Ezen so6forma esetében egy aminosavval helyettesitjiik a natriumot. A kdzpontban ebben az
esetben is a PP; van, viszont dnmagaban az L-Lizin is rendelkezik meszesedés gatld hatéssal,
amely fokozhatja a vegyiilet hatékonysagat. A lizint az emlds6k nem tudjdk szintetizalni. A
lizin {6 szerepe a fehérjeszintézisben vald részvétel. A katabolizmusa elsésorban a méjban
zajlik. Az L-lizin egy bazikus aminosav, amelyet egy aminocsoport jelenléte jellemez a 4
szénatomos alifas oldallanc [-(CH2)*NH3"] végén. Ez a szerkezet a lizint viszonylag reaktiv

komponenssé teszi kiilonb6z6 kémiai reakciokban. [29]

A BioMed Research International az étrendi lizin és az artérids meszesedés kapcsolatat vizsgéalo
nemzetkdzi tanulmanyéaban kimutatta, hogy az L-lizin javitja a vaszkularis meszesedést adenin-
indukalt urémias patkanyokban. Az étrendi L-lizin megemelte a plazma alanint, prolint, arginint

¢s homoarginint [29].
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Fizikai tulajdonsagok
Monolisin-H,PPi
(e]
[¢] (e]
I I &
HO—T—O—FI’—OH HaN OH
06 06 NH;
®
Molekula tomeg 323,15 g/mol
Megjelenés: fehér por
Szag: szagtalan

Monoarginin-H2P207

Az L-arginin egy aminosav, amely természetesen megtalalhato a vorés hisban, baromfiban,
halban ¢és tejtermékekben. A fehérjék eldallitasahoz sziikséges. Az L-arginin fontos szerepet
jatszik a szervezet anyagcseréjében. A fehérjék és mas nagy biologiai jelentdségli molekulak,
koztiik a nitrogén-monoxid, az ornitin, a poliaminok, az agmatin, a prolin, a glutamat, a kreatin,
a dimetil-arginin és a karbamid szintézisének prekurzora A nitrogén-monoxid hatasara az erek
szélesebbre nyilnak a jobb véraramlés érdekében. Emellett serkenti a novekedési hormon, az

inzulin és mas anyagok felszabadulasat is a szervezetben[30], [31]

A nitrogén-monoxid (NO) egy tobbfunkcios hirvivé molekula, L-argininbdl a nitrogén-
monoxid szintdzoknak (NOS) nevezett enzimek csoportja szintetizalja. A NO szerepet jatszik
tobbek kozt az értagulat, a gyulladds €és a csontanyagcsere szabalyozasdban. Az alkalikus
foszfataz (ALP) sziikséges a csontok és porcok mineralizaciojahoz. Korabban egy in vivo
patkdnymodellben beszamoltak arrdl, hogy az NO a patkdny csonttorések gyogyuldsanak
fontos szabalyozdja. Ez a tanulmany az NO-nak az alkalikus foszfataz (ALP) aktivitasara
gyakorolt hatasat vizsgalta. A patkdny combcsonttorés soran NOS-t expresszaltak szinkronban
az ALP aktivitassal. A NOS szisztémas gatlasa rontotta a torések gyogyulasat, mig a NO-val
torténd kiegészités fokozta a torések gyogyulasat. Ez a tanulmany elsé alkalommal szolgéltat
szolgaltatott bizonyitékot arra vonatkozdéan, hogy az NO részben az ALP-aktivitas
szabalyozasaval modulalhatja a torések gyogyulasat. Ebbdl adodoan az arginin jelenléte mellett
a NO révén NOS szintetizalodik, amely csokkenti az ALP aktivitasat Mivel az ALP bontja a
meszesedés gatlasaért felelés PPi-t, az arginin indirekt mdédon az ALP aktivitas csokkentése

révén hozzajarulhat a meszesedés gatlasahoz is [32]
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Az in vitro elemzések kimutattak, hogy az alanin és a prolin gatolja a tenyésztett vaszkularis
simaizomsejtek apoptozisat, és hogy az arginin és a homoarginin gyengiti az asvanyi

kicsapodasokat tultelitett kalcium/foszfat oldatban [33]

Fizikai tulajdonsagok
Monoarginin-H,PPi
NH (o}
TR §
I I B
HO—P—0O—P—O0H HiN ” OH
o° 0© NH;
®
Molekula tomeg 350,16 g/mol
Megjelenés: fehér por
Szag: szagtalan
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Célkitiizés
Kutatocsoportunk meszesedési rendellenességek egér modelljeivel foglalkozik, és egyik

kutatasi teriiletiink az ektopikus meszesedés molekularis hatterének vizsgalata, ezen beliil a

pirofoszfat kezelés, mint esetleges meszesedést gatld terapia preklinikai tesztelése.

Korabbi kisérleti eredmények alapjan a dinatrium-pirofoszfat s6forma hatékonyan megeldzte
az ektopikus meszesedés kialakulasat egérben, €s a csoport tesztelte tovabbi harom pirofosztat

soforma felszivodasat szajon at térténd beadas utan.

Dolgozatomban ezeknek a soforméaknak az in vivo meszesedést gatldo hatasat vizsgaltam

egerekben.
Célkitiizéseim az alabbiak voltak:
e A szdjon at torténd kezeléshez hasznalhatd hatékony dozis meghatarozasa

e A négyféle pirofoszfat séforma meszesedést megeldzd hatdsanak megallapitasa

10
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Modszertan

Pirofoszforsav-sok szintézise
A vizsgélataink soran négy kiilonbozé pirofoszfat séformat hasznaltunk: a kereskedelmi

forgalomban kaphat6 NaxH:P,O7 sét (Sigma Aldrich, 71501-100G), illetve harom masik
PPi- szarmazékot, amelyeket a Pyrogenyx amerikai partnercégiink allitott eld az alabbiak

szerint:

A soképzési reakcidkhoz a Sigma Aldrich cégtdl szarmazd technikai minéségii pirofoszforsav
lett felhaszndlva. A szilard pirofoszforsavat viszkézus folyadékréteg boritotta, amelyet
kozvetleniil a reakcidlombikba helyezés el6tt egy Kimwipe-pal eltavolitottak. A sok tisztasaga
a NMR segitségével keriilt meghatarozasra. Az egyetlen kimutathatd szennyezddés a foszfat
volt. Magasabb polifoszfat szennyezddés nem volt észlelhetd jelentés mennyiségben a sokban.
A Karl Fischer titralast, az elemi mikroanalizist és az ICP-OES méréseket a Robertson Microlit

analitikai labor végezte (Ledgewood, NJ).
A szintézisek menete az alabbi protokoll szerint ment végbe:

K2H2P207
A pirofoszforsavat tartalmaz6 lombikot jégfiirdén hiitotték, majd eldhitott IN KOH- al

kezelték. Az elegyet 20 percig kevertették, amig a szilard pirofoszforsav feloldodott. Ezt
kdvetden lassan metanolt adtak hozza, amig csapadék nem képzddott. A lombikot egy éjszakan
at 4°C-on taroltdk. A kapott szildrd anyagot vakuumsziiréssel egy iivegfrites szlir6n
Osszegyljtotték, majd hideg metanol(70%-0s)/DI vizzel, majd acetonnal atmostdk. Ezt
kovetéen nagyvakuumban széaritottak. fgy fehér, szilard végterméket (98,6 %-os tisztasag)
kaptak [34].

Mono(L)-lizin-pirofoszfat

A pirofoszforsavat tartalmazé lombikot jégfiirdon hiitéttek, majd (L)-lizin oldataval kezelték
DI vizben. Az elegyet 20 percig kevertették, amig a szilard pirofoszforsav feloldodott. Ezt
kovetden KoH2P207 vegyiilethez hasonldan jartak el. A szintézis soran fehér, szilard végtermék

(97,1 %-os tisztasag) képzodott[34].

11
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Mono(L)-arginin-pirofoszfat
A pirofoszforsavat tartalmazé lombikot ebben az esetben is jégfiirdon hiitotték, ezt (L)-lizin

oldataval valo kezelés kdvette DI vizben. Az elegyet a pirofoszforsav feloldodasaig kevertették,
majd acetont adtak hozza csapadékképzodésig. Ezt vakuumsziirés és atmosas kovette. Az
eloallitott szilard anyagot ismét hutotték, majd metanollal ujra elvégezték az emlitett

eljarasokat. A folyamatok végén fehér szilard anyag keletkezett (99,6%-0s tisztasag)[34].

Egérkisérletek
Az egérkisérletek elvégzéséhez sziikséges engedélyt az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai

Tanacs megadta. (Engedély szama: PE/EA/748-2/2021.)

Hatoanyag szervezetbe juttatasa
A gyobgyszereket leginkabb per 0s formaban alkalmazzdk human betegek esetén. Ez egy

egyszerl és kényelmes moddszer. A felszivodas viszont fiigg a tdpcsatorna aktudlis allapotatol

¢s miikodésétol, valamint az emésztonedvek pH-jatol.

Allatkisérleteknél a hatbanyag oralis Giton torténd szervezetbe juttatasa torténhet ivovizhez vagy
taplalékba keveréssel, vagy gyomorszondaval (gavage). Az utobbi technika egy Un. gavage ti
segitségével valdsithatdo meg, melyet a 4. abra szemléltet. A modszer lehetdvé teszi a hatbanyag
pontos mennyiségének beadasat, kozvetleniil a gyomorba. A gyomorban a lipidoldékony, nem

ionizalt molekulék felszivodasa valosul meg. A hatdéanyag a gyomorbdl a vékonybélbe aramlik.

Egy masik beadasi modszer a hatéanyag hasiiregbe (intraperitonealis lireg) injektalasa. A fizikai
kellemetlenség miatt human alkalmazasra kevésbé preferdlt, azonban altalaban sokkal
hatékonyabb felszivodast eredményez. En a kisérletek soran a gavage és az intraperitonedlis

injekci6 technikakat alkalmaztam.

4. abra Hatoanyag beaddsdanak modszerei

12
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Meszesedés indukalasa fagyasztasos sériiléssel
Korabbi TDK kutatasom soran vizsgaltam, hogy az Abcc6-/- egerek neme és életkora

befolydsolja-e az akut meszesedés mértékét. Eredményeim azt mutattdk, hogy nincs
szignifikans kiilonbség a him és ndstény, illetve a fiatal és idds egerek akut meszesedése kozott,
de érdekes médon megfigyelhetd volt a modell optimalizalasakor, hogy a néstényeknél a szoras
mértéke lényegesek magasabb volt, mint a himeknél[35]. Ezen eredményekre alapozva

jelenlegi vizsgalataimat him egereken végeztem.

6. . ﬁ
. . &

= @A

S. abra Szivfagyasztdsos eljards folymata

Az 5. abra altal szemléltetett szivfagyasztasos mitét elvégzéséhez az Abcc6-/- egereket
elaltattuk (30 mg/kg tiletamin/zolazepam, 12,5 mg/kg xilazin és 3 mg/kg butorfanol). Elézetes
felszivodasi eredményeink alapjan a pirofoszfattal kezelt egerek a hatdanyagot 10 perccel a
fagyasztasos sériilés elvégzése eldtt kaptak. A beavatkozas részletes leirasa a BSc
szakdolgozatomban olvashatdo [35]. Az eljaraskor az altatott allat hasa kozépvonalban
felnyitasra kertilt. A maj bal lebenyét 6vatosan oldalra toltuk, hogy a dobogo sziv lathatova
valjon a rekeszizmon keresztiil. Egy tompa, folyékony nitrogénben el6hiitott acélrudat 10
masodpercig a rekeszizomra nyomtunk, ezzel megfagyasztva a szivizom egy kis teriiletét.
Ezutan a hasiireget 0sszezartuk. A szivizomsériilést kovetden tovabbi harom napon 4t az egerek
napi egyszer PPi-sot kaptak gavage formajaban. A szivfagyasztast kovetd 5. napon az egereket
nyaki diszlokacioval (cervical dislocation) terminaltuk Feltaras utan a sziveket eltavolitottuk,

majd a tovabbi vizsgalat tipusatol fiiggden vagy eldhiitott 2-metil-butan oldatban fagyasztottuk
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le és a metszetek készitéséig -80 °C-on taroltuk, vagy atmostuk foszfat-pufferelt sooldattal és
sulyuk lemérése utan a kalcium tartalom meghatarozasaig -20 °C-on taroltuk.
A szivizom meszesedésének meghatarozasa
A) A meszesedés detektalasa immunhisztokémiai (IHC) médszerrel

A szivizom sériilésének és az esetlegesen kialakuld meszesedés vizsgalatanak céljabol a

fagyasztott szivmintakbol metszeteket készitettiink, azokat Alizarin Red S festékkel

megfestettiik és mikroszkoppal analizéltuk az aldbbiak szerint:
= =

6. abra IHC mérések folyamata

A 6. abra szerint elsd [épésben a -23 °C-ra allitott cryomicrotom késziilékben 10 um vastagsaga

metszeteket készitettiink a fagyasztott szivmintdk azon részébdl, ahol a sériilést okoztuk. A

metszeteket targylemezre helyeztiik, majd 5 percig hideg metanolban fixaltuk. Az 5 perc letelte

utan szobahdmérsékleten PBS-ben mostuk a mintakat.

Masodik 1épésben megfestettiik a mintakat Alizarin Red S festékkel, amely a szovetekben 1évo
kalciumhoz kotddve vorosre festi a meszes teriileteket. Az Alizarin Red S festék oldatanak
elkészitéséhez 4 g Alizarin Red S festékport mértiink ki. Ezt felhigitottuk 200 ml desztillalt
vizzel, majd homogenizéltuk. Ahhoz, hogy a szovet megfestése megfeleld legyen, az oldat pH-
jat 4,1-4,3 kozé sziikséges beallitani. Kezdetben 2,22 volt a téglavords szinti oldat pH-ja, majd
0,5%-0s ammonium-hidroxid fokozatos adagolasaval 4,11-re allitottuk. Ekkor az oldat szine
mocsarzoldre valtozott. Alizarin alkalmazasakor a targylemezeket 0,5-5 perc kozotti
id6tartamra sziikséges a festékbe helyezni. Esetiinkben ez 3 percig tartott, ez 1d6 alatt a mintak

erdteljes lila szint vettek fel. Majd mintdimat addig mostam desztillalt vizben, amig a viz
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attetszové nem valt. Ez 3x-os atmosast jelentett. Az egyes aztatasok soran bekovetkezett

valtozasokat a 7. abra szemlélteti.

1. abra Szovetmintik megfestése, és dtmosdsa

A harmadik 1épésben leitattuk a fentmaradt folyadékot a targylemezekrdl, hogy feliiletiik
teljesen szaraz legyen a lefedéskor. A feddlemezre DPX bedgyazé médiumot pipettaztunk

(Sigma Aldrich, 06522-100ML), majd lefedtiik a sz6vetmintakat.

Utolsé 1épésben mikroszkdpos képalkotast végeztiink. A metszetekr6l C PLAN 4x/0.1
objektivvel ellatott Leica DMLS mikroszkdppal készitettiink képeket. A felvételek CCD
kameraval lettek elkészitve NIS (Nikon, Imaging source) program (5.21.02 verzid)
hasznalatdval. Ez a modszer azonban nem teszi lehetové a kalcium mértékének pontos

meghatarozasat, emiatt kvantitativ vizsgéalatokat is végeztiink.
B) A szivizom kalcium tartalmanak kvantifikalasa kolorimetrias modszerrel

Az akut meszesedés soran kialakult hidroxiapatit kristily Ca?" tartalmanak kvantitativ
méréséhez a szivekhez 200 ul 0,15 N HCI oldatot pipettaztunk, a szovetet sebészeti olld
segitségével felapritottuk, majd 48 6ran keresztiil 25 °C-on inkubaltuk a kalcium kioldddasa
céljabol. 48 ora elteltével a Stanbio Calcium Liquicolor kit segitségével hataroztuk meg a
mintak Ca2+ tartalmat: mixer oldatot készitettiink Total Calcium Base Reagent (Cat.No.0152)
¢s Total Calcium Color Reagent (Cat.No.0151) reagensekbdl, 1:1 aranyban. Elkészitettiik a
kalibréacios sort (0; 2,5; 5; 10; 20 ul) Total Calcium Standard (10mg/dl) (Cat.No.0153)
hozz4adésaval az 1 ml reagenshez. A szivizom mintakat 1300g-n 10 percig centrifugaltuk majd
a feliiluszokbol 10-10 pl -t mértiink 1-1 mi mixeroldathoz. Az oldatok OCDC indikatort
tartalmaznak. Ez egy olyan kalcium kelator, amely a karbonsav oldallancaval koti meg a
kalciumot komplexképzés kozben. A reakcidt lila szin jelzi, a szin intenzitdsa egyenesen
aranyos a minta kalcium tartalméaval. A mintael6készitést kovetden spektrometrids mérést

végeztiink, ahol a mintdk abszorbancidjat a lila szinbdl adéddan 550 nm-en kvantifikaltuk. A
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kalibracidés sorozat tagjaira egyenest illesztettem, amely alapjan meghataroztam mintaim
pontos kalcium tartalmat. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéshez a Prism 6 programot hasznaltam. A mintdkon kétmintds t-probat
végeztem. A diagramokon feltlintetett hibasdvok a standard szorast, a csillagok pedig

szignifikanciat és annak megbizhatosagi fokat jelolik: p <0,05: *,
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Szerz6i hozzajarulas
Alulirott Kutas Adridna nyilatkozom, hogy a benyujtott ,, Pirofoszfit sok, mint lehetséges

meszesedést megelozo gyogyszerek in vivo tesztelése” cimi dolgozatomban leirtak esetében

az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

o Az egerek farkan 1évo jelolést én készitettem, sulyukat lemértem, majd
dokumentéltam

e Az altatasi folyamatokban részben vettem részt

e A PPi-sokat én adtam be gavage modszerrel az egereknek

e A szivfagyasztisi miitétnél részben vettem részt, ugyanis magat a fagyasztast csak
erre képzett operator végezheti el, aki tudasarol és pszicholdgiai allapotarol
rendszeresen vizsgat tesz.

e A sebvarrasi folyamatokat én végeztem.

e A feltarési folyamatokat, és a szivek eltavolitasat sajat keziileg lattam el

e A kalciumméréshez sziikséges eljarasokat magam végeztem, majd a
spektrofotometrias mérést és az ehhez tartozo6 oldatok elkészitését is én lattam el

e Az IHC méréshez a mintakat én készitettem elo, illetve az alizarin festéket is

e Minden dokumentacids folyamat és a kiértékelések teljes mértékben hozzam

kothetdek
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El6zetes eredmények
A natrium, kalium, monolizin és monoarginin mind a szervezetiinkben el6fordul6 természetes

molekuldk, ezért fiziologias tartomanyban alkalmazva valosziniitlen a toxikus hatés fellépése.
Viszont fontos kérdés, hogy képesek-e megfelelden felszivodni a szervezetben. A TTK
kutatocsoportja 2022-ben tesztelte, hogy ezek a soformak milyen kinetikdval szivodnak fel és
tiriilnek ki a szervezetbdl [34]. Ehhez elészor egereken tesztelték az uj PP -sok felszivodasat
oralis beadas mellett. Az allatokat 4 6ran keresztiil ¢heztették, majd 39 mg/kg PPi ekvivalens
dozisban kaptak meg az egerek az adott soformat. Vért vettek 10, 30 és 60 perc elteltével, és a
mintakbdl megmérték a plazma PP;j tartalmat. Az eredmények azt mutattak, hogy a KoH2P207
forma ugyanolyan jo felszivodast eredményezett, mint a kordbban mar alkalmazott
NazH2P-07, a monoarginin-H2P207 és a monolizin-H2P207 pedig még magasabb plazma PPi
koncentraciot és elnytjtottabb felszivodast eredményezett, mint a NaoHoP207. (8. abra) A
vizsgalatokat a NayH,P.07 és KoHoP,07 vegyiiletekkel embereken is elvégezték, a felszivodas

hasonl6 eredményeket adott.

PPi sok felszivodasa

20+ )
= water
=
5 — NaszPPi
a KaHoPP;
o .
© — Monolysine-PP;
E — Monoarginine-H,PP;
‘_‘5
o

1dd (min)

8. dbra PPi sok felszivodasa egerekben

A kutatas konkluzioja, hogy mivel mindharom s6forma legalabb olyan jol felszivodik, mint a
NaxH2PP;, alkalmasak lehetnek a Na>H2PP; helyettesitésére. Jelen kutatasomban tovabb
vizsgaltam ezeket a PPi sokat, hogy milyen mértékben képesek megakadalyozni az ektopikus

meszesedés kialakulasat.
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Eredmények

A szajon at beadhato hatékony dozis meghatarozasa
Kisérleteimet Abcc6-/- him egereken végeztem, az ektopikus meszesedést a szivizom részleges

fagyasztasaval indukaltam.
Az akut meszesedést az alabbi kisérleti csoportokban vizsgaltam:
1. Pozitiv kontroll: Szivfagyasztas elvégzése, nem kap PPj kezelést
2. Negativ kontroll: Nem torténik szivfagyasztas, nem kap PPi kezelést

3. IP csoport: Szivfagyasztds elvégése, NaxH2PPi kezelés intraperitonealis injekcio

forméjaban, 0,25 umol/g dozisban

4. Alacsony gavage csoport: Szivfagyasztas elvégése, NaxH:PP; kezelés gavage

forméjaban, 0,25 umol/g dozisban

5. Magas gavage csoport: Szivfagyasztas elvégése, NaxH2PPj kezelés gavage forméjaban,

2,5 umol/g dézisban

A csoport korabbi munkdja alapjan az mar ismert volt, hogy a 0,25 umol/g dézisban, IP
formaban bejuttatott NaoH>PP; hatékonyan gatolja a meszesedést. A szdjon at alkalmazhato
dozisndl is ezt vettem alapul, azonban mivel a PP; felszivodasa a tapcsatornabol alacsonyabb,

mint a hasliregbdl, ezért egy magasabb (10-szeres) dozist is alkalmaztam.
Eredményeimet az 1. tablazat és az 9. abra mutatja.

1. tablazat Kontroll csoport és Na2PPi-vel kezelt ( gavage, IP) egerek mérési eredményei

Kezelési
mod

0,25 umol/g NazPPi 0,25 umol/g

Poz kontroll Neg kontroll gavage NasPPi IP

2561 28,6236 2565 1,8158 2566 22,4250 2631 1,3894

Ca?* 2562 29,7537 2564 2,1478 2567 29,3486 2632 1,4320

Egérszam | tartalom 2563 11,7244 3155 1,0196 2511 10,6705 2931 1,1457

mg/ml 5301 12,4100 3156 1,0478 1343 16,2817 2932 1,0574

5341 59,5100 5342 2,1340 - - - -

Szoras 19,3873 0,5631 8,0361 0,1829

Atlag 28,4043 1,6330 19,6815 1,2561
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9. abra Kvantitativ mérések eredményei (1. rész)

Az alacsonyabb dézisban alkalmazott, szdjon at bejuttatott pirofoszfat valoban nem volt
elegendd a meszesedés megakadalyozasahoz, azonban a magasabb dézis hatékonyan megeldzte
az akut meszesedés kialakuldsat, mellékhatasok megjelenése nélkiil. Ezért a tovabbiakban a

tobbi pirofoszfat soformat is ebben a dézisban alkalmaztam.

Kiilonb6z6 pirofoszfat sok meszesedést gatlé hatasanak vizsgalata in vivo
Az eldz0 kisérlethez hasonloan vizsgaltam az akut meszesedést tovabbi 3 csoportban:

1. KoH2PPi csoport: Szivfagyasztas elvégése, KoH2PPi kezelés gavage formdjaban, 2,5

umol/g dozisban

2. Liz- HoPP; csoport: Szivfagyasztas elvégése, Liz-HoPPi kezelés gavage formajaban, 2,5

umol/g d6zisban

3. Arg-H2PPi csoport: Szivfagyasztas elvégése, Arg-HoPPi kezelés gavage forméajaban, 2,5

umol/g dozisban
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Eredményeimet a 2. tablazat és a 10. abra mutatja.

2. tablazat Hatoanyaggal kezelt (gavage) egerek mérési eredményei

Kezelési 2,5 umol/g 2,5 umol/g 2,5 umol/g 2,5 umol/g
mod Na2H2PPigavage Kz2H2PPi gavage LizH2PP; gavage ArgH2PP; gavage

2641 4,1076 1341 33,5470 3152 6,3900 4014 4,9200

Ca?t 2642 4,3118 1342 9,9050 4011 3,0100 4015 1,9100

Egérszam | tartalom | 2644 7,6163 3158 10,3508 4012 17,1100 5403 2,3900

mg/ml 5151 1,3638 3153 24,9100 5402 2,3000 5404 4,4000

- - 3983 13,2700 - - - -

Szoras 2,5591 10,4293 6,8418 14777

Atlag 1,2561 18,3966 7,2025 3,4050

= 80—
E £

o ns

E 604

&

S

= 40- —L

- —I:

= T

= 20+ .

g |- —
N EIT e
w 0 T T T T T

- P0z. kontroll

2,5 pmol/g K;H;PP;
- 2.5 pmol/g Monolizin-H>PP;
- 2.5 pumol/g Monoarg.-H-PP;
= 2,9 pmol/g Na-H->PP;

10. dbra Kvantitativ mérések eredményei (2. rész)

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy az Arg-H>PP;j a Na;H2PPi s6formahoz hasonldan
hatékonyan gatolta meszesedés kialakulasat. A K2H2PPiés a Lizin-H2PP; esetében is lathato
csokkenés a meszesedés mértékében a pozitiv kontrollhoz képest, azonban ez a valtozas nem

szignifikéns.
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A szivizomban kialakuldé meszesedést Alizarin Red S festéssel is megvizsgaltuk (11. dbra).

MESZESEDES!

11. abra Szivmetszetek mikroszkopos képe

A pozitiv kontroll mintan egyértelmiien latszik a mészlerakddas (voros foltok), azonban a kezelt
egerekbdl kivett szivmintakban az altalunk vizsgalt metszeteken nem lathaté meszesedés. A
vizsgalat soran az egyes szivekrdl nagysagrendileg 50-70 metszet késziilt, melyek mindegyikét
megfestettiink, majd mikroszkop alatt vizsgaltuk. A pozitiv kontroll esetében minden metszet
meszesedést mutatott, mig a kezelt egerek szovetmintai egyikében sem volt megfigyelhetd az
erre utald vords szin. Ez a mérési modszer nagyon latvanyos, viszont pontos informacidt nem
kapunk a kalcium tartalomrdl. A spektrofotometrids mérések viszont lehetdvé tették az IHC

mérések kiegészitését.
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Konklizio

A kisérletek soran kapott eredményekbdl az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

A NayH2PP;js6forma az IP beadas melett 0,25 umol/g dozisban hatékonyan megakadalyozza az
akut meszesedés kialakuldsat, azonban szijon at torténd alkalmazas esetén ennél nagyobb

dozisra (2,5 umol/g) van sziikség a gatlo hatés eléréséhez.

A szdjon at beadott NapH:PPi ¢s az ArgH,PPi hatékonyan gatolta az akut meszesedés
kialakulasat. A KoH:PPi¢s LizH2PPi so6formék, annak ellenére, hogy kordbbi eredmények
alapjan jo felszivodast mutattak szdjon at valdé alkalmazaskor, nem csokkentették

szignifikdnsan a meszesedés mértékét.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok sordn a pozitiv kontroll minta esetében varakozasainknak
megfelelden talaltunk mészlerakodasokat. A pirofoszfittal kezelt szivmetszeteken nem lattunk
meszesedést, azonban elképzelhetd, hogy a sziv més teriiletein eléfordult mészlerakodés. Az
IHC technika hatranya, hogy nem alkalmas a meszesedés kvantitativ meghatarozésara, ezért

végeztiink kvantitativ meghatarozast is.

Osszességében az in vivo meszesedési eredmények alapjan a NaHoPP;i és az ArgH,PP; igéretes

terapias szernek bizonyult.

2024. januarjaban elindult egy klinikai kiprobalas Franciaorszdgban PXE betegek bevonasaval,
akik Na2H2PP; terapiat kapnak (NCT04868578). Dolgozatom eredményei alapjan az ArgH2PP;
soforma is igéretesnek tlinik, €és esetleg a jovoben szintén alkalmas lehet klinikai kiprébalas

inditasara, hiszen elénye, hogy ki tudnank kiiszobolni a szervezet felesleges natrium terhelését.
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Jovobeli tervek
Tervezzilk ndovelni a kisérleti elemszamot, ezaltal kisebb szords mellett egyértelmiibb

eredményeket kaphatunk.

Tervezem elvégezni a négyféle pirofoszfat séforma kémiai karakterizaldsat, amely

magyarazatot adhat a felszivodasban €s a funkciondlis hatdsban tapasztalt kiilonbozdségére.

A 12. abra egy ok- okozati, un. halszalka diagramot szemléltet. Ez a modszer segitséget ny;t
az elérni kivant célt befolyasold tényezdk rendszerezésében és attekinthetové tételében.
Osszefoglalja azon paramétereket, amelyek egyértelmilen befolydsoljak a mérések
végeredményét. Az abra 6 6 szegmenst emel ki, amelyek optimalizalasa elengedhetetlen a
késobbi klinikai alkalmazdsokhoz. A kozel jovOben a felszivodas és a beadds modjaval

kapcsolatok paramétereket kivanjuk meghatarozni a kémiai karakterizalas keretein beliil.

Biohasznosulas
Felszivodas ideje

Egér
Beadasi g
\dh paraméterek
z _>atc':5ég Eletkor
Felszivodasi Alcai
Beadas madja para_imetere Nem "
) ENPPI-[- 3
MESZESEDES
- : ) . GATLAS
Lipidoldékonysag Savi jelleg T'pfjs . Na;H,PP;
el — Komplt_exkepzes K.H.PP;
Savi jelleg FEISZNO.:SSI k LI, Monalizin-H,PP;
aramétere
e '-""'_") Monoarginin-H,PP;
Hatoanyag
Felszivodas helye e
Y Beadas médja

12. abra Ok- okozati diagram
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