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1. BEVEZETES

A lagyszoveti meszesedés meghatarozd szerepet tolt be a tarsadalmunkat érintd egészségiigyi
problémak terén. A meszesedés legérintettebb teriiletei a bor, vese, valamint a kardiovaszkularis
szovetek. Oregedéskor, cukorbetegség esetén és egyes genetikai betegségek jelenlétekor Iépnek
fel ezen kalcifikaciok. Ilyen genetikai betegség kivaltoi példaul az ABCC6 gén mutacioi.
ABCC6 hianya esetén lagyszoveti meszesedés alakul ki, mely a Pseudoxanthoma elasticum
(PXE) kivaltoja. Idealis lenne egy olyan készitmény fejlesztése, mely képes meggatolni a
meszesedést toxikus mellékhatasok nélkiil. Kisérleteim sordn egy csalan extraktumot €s annak
toményebb koncentratumat készitettem el, mely tobb hatéanyagot tartalmaz. Az oldat
megbizhatosagat €s hatdsossagat in vivo Abcc6 knockout egérmodelleken tervezem elvégezni.
Ezen egyedek olyan génmodositott allatok, amelyek nem rendelkeznek Abcc6 génnel, ennek
kovetkeztében tokéletesek rekonstrualjdk a human betegek tlineteit. Kutatdsom kereteiben
vizsgaltam, hogy milyen egércsoport lenne a legmegfeleldbb a meszesedést gatlo hatas
preklinikai vizsgalatara. A TTK Enzimologiai Intézet egyik f6 profilja az ektopikus meszesedés
vizsgalata, igy az egerekre vonatkoztatott kisérleteimet ezen intézményben sajatitottam el €s
valositottam meg. A kutatocsoport biztositotta ezen kiviil szdmomra szakmai hattértudast,
lehetséges kezelési modok megvalositasat. E kisérleti tapasztalataim €és a laborban valo
munkalataim jelentették a legnagyobb motivaciét egy olyan készitmény lehetséges ¢és 1j
teriileten torténd bevonasara is, mely gyogyndvény alapu €s régota is ismert. Ennek érdekében
egy csalan alapu kivonatot készitettem, ahol menstruum alkohol. A kivonat elkészitési
paramétereit, illetve Osszetételét dolgozatomban részletesen ismertetem. A csalan széles kdrben
alkalmazott novény. Az egyes részekbdl szarmazo kivonatok ismert jotékony hatéssal birnak
fertozések, gyulladasok, magas vérnyomas és iziileti problémak esetén. Korabban szamos
allatkisérletet végeztek ezen hatdsok preklinikai igazolasa érdekében, melynek sikerességeit
dolgozatomban 0Osszefoglalom, viszont kalcifikdcios jelenségek tesztelésére végzett
allatkisérletekrdl jelenleg nincs szakmai adat/ publikécio, igy ez mindenképpen uj teriilet. Az
optimalasi vizsgalatok arra terjedtek ki, hogy az egerek kora és neme befolydsold tényezd-€ a
meszesedés indukélasakor. Az eredmények meghatarozok voltak mind a kutatécsoport mind a

kivonat késobbi tesztelésének szempontjabol.

Célkitlizéseim kozt szerepel az egerek szdmara idealis (hatékony) dozis meghatarozasa, majd a
hatékonysag vizsgéalata az optimalizalds mechanizmusa szerint eljarva, kontroll mintdk
Osszevetésével. A novényi kivonattal parhuzamosan egy specidlis gélformulacios eljarast

hoztam létre, mely a hatéanyagok sikeressége esetén, human fogyasztasra is alkalmas lehet.
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2. IRODALMI OSSZEFUGGESEK

2.1. Lagyszoveti meszesedés

Az ektopikus (lagyszoveti) meszesedés okozta megbetegedés lehet metasztatikus kalcifikacio,
disztrofias kalcifikacio vagy kalcindzis. Metasztatikus kalcifikacio az ép szoveteket érinti. A
kivalto ok a keringésben 1évo kalcium és egyéb sok szintemelkedése. A disztrofias kalcifikacid
az igénybe vett, sériilt, nekrotikus szovetek esetén jellemzo6. A legérintettebb teriiletek a bor,
vese, valamint a kardiovaszkularis szdvetek. Oregedéskor, cukorbetegség esetén és egyes
genetikai betegségek jelenlétekor 1épnek fel ezen kalcifikaciok. Ilyen genetikai betegség
kivaltoi példaul az ABCC6 gén mutacioi. ABCC6 hidnya esetén lagyszoveti meszesedés alakul

ki, mely a Pseudoxanthoma elasticum (PXE) kivaltoja. [1]

2.1.1. Pseudoxanthoma elastikum
A Pseudoxanthoma elasticum (PXE) egy olyan meszesedési betegség, amelyet autoszomalis
recessziv 6roklodés jellemez. (OMIM # 264800) Ezt a kifejezés human szervezetre nézve,
Osszefliggésbe. Maga a megbetegedés akkor valik autoszomalis recessziv jellegiivé, ha az
érintett gént a 22 autoszoma egyike hordozza. [2] A recessziv jelzo arra utal, hogy a mutacio
okozta tiinetek akkor jelentkeznek, ha mindkét allélon megfigyelheté a mutaci6. Amennyiben
csak az egyik allél mutans, a masik pedig egészséges, az illeté hordozo6 potencialisan tovabb
orokitheti a betegséget, viszont 6 maga nem beteg. Az autoszéma nem-szexualis kromoszoma.
Szervezetiinket 23 par kromoszoma épiti fel, ezek koziil megkiilonboztetiink 22 par homolog
autoszémat, illetve a nemi kromoszémat a gonoszomat. Egy ndstény két homolog X

kromoszomaval rendelkezik. Egy him pedig egy X ¢és egy Y kromoszoémat birtokol.

Mivel a PXE-t okozoé ABCC6 mutaciok autoszoman helyezkednek el, igy a betegség kialakulasa
nemtdl fliggetlen. Az 1. dbrdn a normalis (vad tipusu) allél ivarsejtjei kék szinnel keriilnek

feltlintetésre. A rendellenes allélt hordozo ivarsejtek piros szinnel vannak ellatva.
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A PXE egy régota ismert velesziiletett hiba, mely gyakorisaga 1:50 000. Ez nagyjabol
vilagszerte 150.000 PXE-ben szenvedd beteget jelent. 2000-ben megallapitottak, hogy a PXE-
t az ABC- transzporter Multidrug Resistance Protein 6 (MRP6), mai nevén ABCC6 gén

mutacioi okozza. [3][4]

A PXE tiinetei az amorf kalcium-foszfat kicsapddasabol erednek, amely fokozatosan
hidroxiapatittd alakul at. Az altalanos meszesedés leginkdbb a bort, az ereket és a szemet
érinti. a PXE betegekben a meszesedési tiineteken kiviil magasabb IL-6 szintet mértek, ami
gyulladasi folyamatokra utal. A klinikai lefolyas és az érintettek ¢letkora nagyon eltérd. Egyes
betegeknél akar 60 éves korukig csak kisebb szimptomak (latashiba, kisebb sziv-érrendszeri
problémak) jelentkeznek. Bizonyos esetekben, mar csecsemdkorban meszesedés és sziv

infarktus I¢ép fel.

2 abra PXE megjelenése human bor teriiletén

[A Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikortani és Béronkoldgiai Klinika

képanyaga.]
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2.1.2. Csecsemdkori generalizalt artérias meszesedés (GACI)
A GACI eléfordulési gyakorisaga a becslések szerint 1: 391 000. Bar a csecsemdkori halalozas
magas, a betegek egy része megéli a 30-40 éves kort. A betegség altalaban mar a magzati
fejlodés soran jelentkezik. A GACI és a PXE hatterében a vérben 1év6 alacsony pirofoszfat
szintje all. A pirofoszfat egy olyan szervetlen anion, amely feltehetéen megakadalyozza a
kalciumlerakodésok felhalmozodasat a lagy szovetekben. Elegendé mennyiség hianyaban a
kalcium ¢és foszfat elkezd felhalmozddni a szoveti felszinen (ezt nevezziik meszesedésnek),
ezaltal az erek elveszitik rugalmassagukat, és korlatozotta valik a véraramlas. A GACI-ban
szenvedo ujsziilottek sziiletéskor a magas vérnyomas, a szivbetegség és a vesebetegség klinikai
tlineteit mutatjak. A betegségben szenvedd csecsemOk életiik korai szakaszaban a stroke, a

szivroham ¢€s a veseelégtelenség kockazatanak is ki vannak téve. [5]

¥
»
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3. abra GACI mgjelenése csecsemd szervezetbe[S]
Ezeknél a csecsemOknél szivelégtelenség is kialakulhat. Nagy az esély a kovetkezd tiinetekre:

o [ ¢égzési nehézség
e Folyadék felhalmozddasa (6déma) a végtagokban.
e A bdr vagy az ajkak kékes szinlivé valasa (ciandzis).

e Megnagyobbodott sziv (kardiomegalia)
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2.2, Abccb6 knockout egérmodell

A human betegségek kutatasanal allatmodellek segitik az adott betegség jobb megismerését s
az esetleges gyogymodok tesztelését. A génmodositott Abcc6-/- egerek a human PXE
betegekhez hasonld tiineteket mutatnak. Kalcifikacids elvaltozasokat produkalnak a borben,
retindban és az artériak elasztikus rostjaiban, vesében. Az elsd tiinetek 5-6 hetes korban
jelentkeznek, a bajusz szértiisz0k meszesedésével. A PXE betegekhez hasonloan, az Abcc6-/-
egerekben is jelentkezik bizonyos gyulladasi citokinek (IL-6, IL-12, IL-17A) emelkedett

szintje. Az Abcc6 gén hibas miikodése génmodositassal valosul meg ezen csoportok esetében.

Hatranya, hogy a jelentds elvaltozasok viszonylag késon jelentkeznek. Az Abcc6-hidnyos
egerek esetén a meszesedés nem csak spontan jellegii (kronikus meszesedés), hanem bizonyos
sériilések 1is kivaltjak azt (akut meszesedés). Ilyen indukalt meszesedést eredményez a
fagyasztasos sériilés [6]. A kutatdcsoportban rutinszerien alkalmazzdk ezt a modszert, amikor
az egerek szivének rovid €s részleges megfagyasztasaval indukaljdk a szivizom meszesedését.
Ezzel az eljarassal mar 3-4 napon beliil lathaté az indukalt meszesedés, tehat ez egy gyors és
hatékony mddja a meszesedés vizsgalatanak, és akar esetleges meszesedést gatld gyogyszerek

tesztelésének. [7]
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2.3. Urtica dioica

A természetes  hatdanyagok keveréke, vagy tiszta komponense, akar standardizalt novényi
kivonatok formajaban, korlatlanul kinalnak lehetdségeket mas, szintetikus hatéanyagforrasok
helyettesitésére. A novényi hatéanyagok hatdsa legtobb esetben viszont tapasztalaton és
feltételezésen alapul, nem kotheté hozza direkt gyogyszerkutatasi kisérlet. A csalan (Urtica
dioica) egy egyediilallo lagyszaru éveld viragos novény, amelynek szurds szorszalai vannak. A
csalanméreg elsdsorban hisztamint tartalmaz, tovabba hangyasavat, kovasavat és acetilkolint.
A levelének kivonata széles korben alkalmazott, hagyomdnyosan a sziv- és érrendszeri

rendellenességekre tesztelték, kiilondsen a magas vérnyomas kezelésére. [§]

2.3.1. Hatas a sziv- és érrendszerre
Testai és munkatarsai (2002) a kivonatok kardiovaszkularis hatasait vizsgaltak. A kovetkezo
készitményeket az aldbbi koriilmények kozt végezték: endotheliummal, illetve anélkiil. A
gyokerek vizes és metanolos kivonatai keriiltek tesztelésre. [9] A készitmény endothelium

jelenlétében értagitd hatdst mutatott, viszont nélkiile nem volt megtigyelhetd.

Ugyanez a frakcio tengerimalacok esetében is hatdsosnak bizonyult. Ezek az eredmények
alatdmasztottak, hogy a csalan képes csokkenteni a vérnyomast értagitd hatasok révén. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az Urtica dioica trombocitaellenes hatassal rendelkezik,
amelyben altaldban a flavonoidok jatszanak szerepet. A csaldn nem gyakorolt valtozast a
vérnyomasra egerekben, mig macskakban kifejezett vérnyomascsdkkentd volt és bradycardiat

okozott.

Tahri és munkatarsai tovabbi teszteket végeztek patkdnyok bevonasaval. Csalanlevél kivonatot
dioica akut vérnyomascsokkentést mutattak, azonban reverzibilis volt. A beadds utdn 1 6ra
elteltével az alacsony koncentracio esetén megsziint, mig a magas hataskoncentracié esetében

fennmaradt, ami egy lehetséges toxikus hatasra utal. [11]

Wagner a csalan gyokér vizes extraktumaval végzett vizsgalatokat. Amely gatld hatést fejtett
ki patkanymancsodéma ellen. [12] A dozirozast oralis modon oldottdk meg, majd 5 ora
elteltével a gyulladascsokkent6hatds hasonld volt, mint az indometacin alkalmazasakor. Az
indometacin szteroidot nem tartalmaz6 gyulladascsokkentd. Laz, gyulladéds, izommerevség,
duzzanatok és gyulladasok kezelésére alkalmas. A csalan gyulladdscsokkentd aktivitdsa a

ciklooxigenézzal, lipoxigenazzal és a citokintermeléssel hozhat6 osszefiiggésbe.

10
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2.4, Célkitlizés
TTK Enzimoldgiai Intézet kutatocsoportjaban lehetdségem nyilt a lagyszovetek meszesedését
¢s ezek kezelésének lehetdségeit vizsgalni. Fokozott érdeklédést mutattam mindig a
gyogyszeripar és a termékfejlesztések felé. Sokat olvastam gyogynévényekrdl és arrdl, hogy
egyes személyekre milyen hatast gyakoroltak, viszont valami kézzelfoghatdé magyardzatot
szerettem volna kapni. Vialasztasom azért a csalanra esett, mert az egyik legsokoldalubb
novény. Gyomnovényként emlitik legtobb esetben ¢€s korlatlan mennyiségben megtalalhatéd
lakohelyem kozelében, emiatt idedlisnak tlint kutatdsaimat erre alapozni. A névény tomérdek
készitményben megtalalhaté mind kozmetikai termékek esetén mind élelmiszeripari termékek
szinezdjeként. Leggyakrabban mégis teaként fogyasztjak, de megtalalhatd a piacon tablettés
készitmény i1s. Célom egy olyan csalan hatéanyagot tartalmaz¢d készitmény fejlesztése volt,
mely magéba foglalja a human szervezet szamdara ajanlott napi bevitelt. Emellett biztositja a
maximalis felszivodast, amellett, hogy a szervezet szamara konnyen lebonthat6. Nem utolso
sorban pedig kellemes élményt nyajt fogyasztdja szamdéra. Mivel ez a készitmény
étrendkiegészitonek mindsiil, jelentds mennyiségli szempontot figyelembe kell venni ahhoz,
hogy egy tényleges termékké valhasson. Fontosnak tartom, hogy a fogyasztok szdmara 100 %-
ban azt nyujthassa késébb, amit a készitd garantdl. A jelenlegi piacon tulsagosan nagy a
valaszték az étrendkiegészitok terén, viszont legtobbje nem teljesiti az elvart hatasokat. A
gyartdo feleldsséget vallal a toxikus hatdsokkal szemben, viszont nem koteles direkt
kisérletekkel alatimasztani terméke haté¢konysagat. Ennek elkeriilése érdekében készitményem
in vivo Abcc6 knockout egérmodelleken kivanom tesztelni, viszont ezt a kisérletet szamos
eldmunkalat el6zi meg. Dolgozatom témaja egyrészt a csalan hatdéanyagot tartalmazo extraktum
eldallitasanak optimalizaldsa, valamint az in vivo vizsgdlatokhoz sziikséges lagyszoveti
meszesedésre alkalmas egérmodell optimalizalasa. Ez azért fontos, hogy késébb tudjam azt,
hogy melyik egércsoportokat sziikséges bevonnom a hatéanyag hatasanak kutatasara.
Késdbbiekben szeretném meghatarozni az egerek szdmara megfeleld dozist az dltalam készitett
kivonatbol, hogy preklinikai vizsgalatokat végezhessek. Vizsgalataim pedig egy képet adnanak
arrol, hogy a csalan képes-e csokkenteni vagy gatolni a lagyszoveti meszesedést. Amennyiben

hatékonynak bizonyul egérkisérletekben, szeretném human fogyasztésra is eldterjeszteni.

11
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3. TEMA KIDOLGOZASA

3.1. Csalannovény hatéanyagainak kinyerése

A gyogynovényeket legtobb esetben extraktumként, tea formdjaban fogyasztjuk. Fontos
megemliteni, hogy ezen készitményekbdl napi tobbszori bevitel ajanlott a hatds elérése
érdekében. Gyogynovények esetén nehéz allando hatast elérni, ugyanis tobb tényezotol fiigg a
mindsége. Meghatarozo a szdrmazasi hely, a kor, illetve a leszedésének datuma. A csaldn esetén
célszerli kozvetleniil a virdgzas elott leszedni, esetlegesen roviddel azutan. A levelek
tartalmazzéak a legnagyobb koncentracidban az aktiv hatdanyagokat, a friss hajtasok alkalmasak
a fogyasztasra. Ezen levelek mélyzold szinliek, még az id6sebb hajtasok vilagosabbak, ezekben
megnd a nitrogéntartalom, ezért alkalmazasa nem ajanlott. Az 4ltalam készitett extraktumhoz
¢s kivonathoz Borsod Abatj Zemplén Varmegye térségébdl szarmazo ndovényt gytlijtottem be,
junius honapban. Mindkét kivitelezés esetében azonos napon ¢és helyen szedett anyagot
dolgoztam fel a hatéanyagtartalom szorasanak minimalizalasa céljabol. A csalant Alségagyban

szedtem forgalomtdl mentes, félarnyékos teriileten.

Amennyiben extraktumként kivanjuk fogyasztani a csaldnt, mint mar emlitettem napi tobbszor
célszerli ezt megejteniink. Izesités nélkiili fogyasztisa az ajanlott, alapize viszont nem tal
kellemes. A piacon megtaldlhatoak tablettds készitmények, ezek viszont adalékanyagokat,
térfogatnoveldket tartalmaznak, melyek a szervezetiink szdmara nehezen lebonthatok. Ezaltal
a felszivodasi mechanizmus is lassabb és gyengébb. Ekkor fogalmazodott meg bennem a
kérdés: Hogyan lehetne egy olyan készitményt 1étrehozni, amely lefedi egy kapszuldban a napi
sziikségletet, mindemellett kellemes izii és nem tartalmaz mesterséges adalékanyagot?
Kérdésem valaszaként egy specidlis gélformuléaciot kezdtem kifejleszteni. Fontos szempont
volt szdmomra, hogy a gélképzés soran a hatéanyagot képzd komponens extraktumként vagy
egy koncentraltabb kivonatként keriiljon be a rendszerbe. Ezen vizsgdlatokhoz a szedett
csalanok leveleit eltdvolitottam a szarrél, majd napon kiszaritottam Oket. A szaradast kdvetden
minél kisebb részekre apritottam, ennek célja a fajlagos feliilet ndvelése volt. Minél nagyobb
feliilet érintkezik az extrakcid soran a vizzel vagy az alkohollal annal koncentraltabb oldatot

kaphatok.
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3.1.1. Csalannovénybdl készitett hatéanyagextraktum
Extrakcio soran, olyan szétvalasztasi miveletet hajtottam végre, amely segitségével szilard
anyagbol a megfeleld oldoszer alkalmazasaval, a kinyerni kivant komponenseket nyertem Ki.
Az extrakcidhoz eldszor forro vizet alkalmaztam oldoszerként. Forralas hatasara a levelekbdl a
hatdéanyagok kioldédnak, azonban a hével extrahalt gyogyndvény szarmazékok extraktumai
csak 24 oran beliil fogyaszthatok. Ennek oka, hogy a sporaképzo fajok a forralasi hdmérsékleten

benne maradnak a kinyert mixtirdban és mindségromlast okoznak.

A drogériakban kaphat6 szaritott csalanlevelek csomagolasan feltiintetik a hasznalati javaslatot.
Ezek alapjan 3 g teat 250 ml vizzel sziikséges leforrazni. Els6-sorban megvizsgaltam, hogy a
feltiintetett vizmennyiség meddig redukdlhatd, azaz mekkora minimélis mennyiségli viz
sziikséges, mivel igy joval toményebb oldathoz jutok. Ez alapjan 3 tivegpoharba kimértem 3-3
g altalam szaritott és apritott levelet, majd leforraztam 250, 150 és 50 ml vizzel. A mérések

soran a kovetkezd szinskalat kaptam.
(1) (2)

4.abra Extraktumok szine az adagolt viz mennyiségének fiiggvényében

(3)

(1): 3 g csalanlevél és 50 ml viz
(2): 3g csalanlevél és 150 ml viz

(3): 3g csalanlevél és 250 ml viz

Az els6 mintan (1) latszik, hogy lényegesen mélyebb barna szin tapasztalhatd. Ebben az esetben
egy koncentraltabb oldatot kaptam, viszont a csokkentett viz térfogat miatt nehezen sziirhetd.
A levelek viszonylag nagy mennyiségli vizet szivnak fel, igy célszerli volt egy olyan modszer
bevonasa is, amely csokkenti a szilard komponensek mennyiségét az oldatban, de minél

koncentraltabb extraktumot eredményez.

Ennek érdekében az extrahdlast kotyogds kavéfozo segitségével készitettem, igy értem el a

leheté legmagasabb forralasi hdmérsékletet is. Mechanizmusat tekintve a gézzé atalakul6 viz
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athatol a kavétartorészbe helyezett csalan 6rleményen, a fesziterd hatasara. Majd lecsapodik,
a feliil elhelyezked¢ tartalyban 0sszegytilik. Ekkor a g6z nyomasa alig haladja meg az 1 bart,

minél kisebb langon f6zziik annal jobban oldhat6 a szdrazanyagtartalom.

A gélképzés elott a sporaképzok eltavolitasa miatt az oldatot 100°C, 150°C és 200°C- 0s
kozegben hevitettem el6szor 10, 15 majd 20 percig. A 100 °C-on végzett kisérlet soran 3-4 nap
elteltével minden esetben penészedés volt tapasztalhato a gélen. 150 °C-on ez az iddintervallum
7-9 nap kozé esett, majd 200 °C- on 20 percig kezelt gél, amely 2023.04.20.- an késziilt, azota
még mindig fogyaszthatd mindségli. Tesztelés szempontjabol a gélkockdkat egy miianyag
dobozban tarolom, melyet rendszeresen kinyitok és levegd éri. Ezzel a modszerrel vizsgalni
tudom a gél steril kozegének megszakitasakor fellépd esetleges reakciokat a levegd hatasara.
Hétranya, hogy egy kapszula nem tartalmazza a napi sziikségletre vonatkozd mennyiséget. A
beoldott hatdanyagtartalmi extraktum térfogata beparlassal csokkenthetd lenne, viszont

tulsagosan koltséges €s iddigényes lenne meglatisom szerint.

A vizes és alkoholos extraxumokat HPLC-MS vizsgalatoknak is alavetettiik. Vizsgaltuk a

crcr

A HPLC vizsgalatok sordn az extraktumot vizzel 10x-ére higitottam, majd a kapott oldatbol
5 ul-t injektaltam a HPLC-rendszerbe. A kapott kromatogram alapjan igen komplex elegyet
kaptam, melyben szamos komponens taladlhato. Balr6l az els6¢ két csucs igen vizoldhatd
molekula, de az ezt kdvetd vegyiiletek sajnos egy kupacban, jelentds csucsatfedéssel elualodtak,
ami arra utal, hogy ezek rokon vegyiiletek is lehetnek. Az UV-VIS spektrumuk nem jellemzo.
Sajnos a tomegspektrometrids mérés soran nem kaptam értelmezhetd adatot, igy az egyes

komponensek azonositasa nem tértént meg.

A jellemzé HPLC kromatogram a kdvetkezd oldalon keriilt beszarasra.
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Tray#

Vail#
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Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Report Filename
Date Acquired
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Kutas Adridna, TDK dolgozat, 2023

Sample Information
: System Administrator
:KA003 csalan 1x Sul ATS

01

138

:SulL
:KAO003 csalan 1x_5Sul AT8.led
:Coll_TFA 8min.lem
:120230428.1ch

: DEFAULT Isr

:5/5/2023 4:09:08 PM

: 023 4:16:53 PM

Chromatogram
KAQ003 csalan_lx_5ul ATS C:\LabSolutions\Data'Project]'\ MZ\KA\KA003 _csalan_1x_5ul ATS8.led
uAlU
3000077 5 5 52 PDA Multi 1
1 iz = T
1 1€ . &7 (
— H || q \ = __7-"'{_x
25000 || \ M -
1 11 ‘I b t i, = —
7 | \ | I| : I| \ = _— L
110 ‘. A NS " \
4 ’EE-\J\_ k_l_\ "\_ Z o __“T'L\Lr‘————*""’ \
[ - e ]
T T T ‘ T T T | T T T T | T T T T | T T T | T T | T T T | T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
min
1 PDA Multi 1/ 254nm.4nm
PeakTable C:\LabSolutions\Data'\Project ] \MZ\KA\KA003_csalan_1x_5ul ATR8.led
PDA Chl 254nm
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 0.224 290755 46993 17.342 23.552
2 1.027 145857 35195 8.699 17.639
3 2.155 43026 8692 2.566 4,356
4 2.735 130842 24585 7.804 12.321
5 2.851 163003 36796 9,722 18.441
6 3,015 874870 42632 52,180 21.366
7 3,776 28284 4639 1.687 2,325
Total 1676637 199533 100.000 100.000
Peak# 01
Retention Time 10,224 min
Compound Name :
Spectrum Operation : None
mATU
400320333
350 ‘.' \
3004 ||
2504 |
2009 [
1503 [\
1004 | A\
504 R m 495.61 ‘33&61@0 655|,60
= i | 1 H
I L L L e R L B L
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nm

5. dabra Csalan extraktum HPLC kromatogram
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3.1.2. Csalannovénybdl készitett hatéanyagkivonat
A forrd vizes extraktum hibajanak kikiiszobolése céljabol valasztottam uj megoldasi modot,
mely soran a novényi részeket szobahdmérsékleten adott ideig alkoholban aztattam. Az
alkoholos kivonat elénye, hogy csokkenti a mikroorganizmusok szamat a rendszerben, kisebb
az esély a penészedésre. Annyi alkoholt adtam a rendszerhez, még az el nem lepte a szilard
fazist. Uveg edényben taroltam 6 héten keresztiil szobahdmérsékleten, fénytd] elzart helyen. Az
edényt lezartam, hogy megakadalyozzam az alkoholveszteséget. A kioldddasi id6 elteltével, a
szilard fazis eltavolitasa céljabdl lesziirtem az oldatot. Ezt kovetden 1 napig allni hagytam, hogy
a fennmaradt por leiilepedjen, majd a tiszta feliiliszot atontdttem egy masik taroloba. A fenti
eljarasokkal a vizes extraktumhoz képest egy lényegesen koncentraltabb oldatot kaptam
eredményiil. A piacon megtaldlhatoak novényi tinktura néven ehhez hasonld készitmények.
Adagolasuk napi 2x 1,4 ml, ami nagyjabol 35 cseppnek felel meg. Ebben az esetben olyan
térfogati mintatartot valasztottam melybe belefér a megfeleld mennyiségli kivonat, gélképzo,
illetve az izesités jellegét ado oldat. A pontos mennyiséget a kivonat adagolasakor steril pasteur
pipetta segitségével mértem ki. Ezt kovetden a korabbiakban leirt elkészitési mod szerint jartam
el. Az elkésziilt gél esetén tgy itéltem meg, hogy az alkoholos iz sziamomra még kellemetlentil
érzodik, ezt szerettem volna korrigalni. Normal koriilmények kozt a viz 100°C-on forr mig az
etilalkohol 78,3 °C-on. Mivel a két komponens korlatlanul elegyedik egymassal, a képzett elegy
forraspontja a két komponens forraspont értéke kdzé esik. Befolyasold az alkotok elegyedési
aranya. Esetemben a hatoanyagok kioldasakor nem kivantam csokkenteni a szeszfokot, viszont
ugy itéltem meg fogyasztaskor alkalmasabbnak bizonyulhat az alacsonyabb alkohol tartalom.
Emiatt a leszlrt kivonatot elkezdtem forralni mig az le nem csokkent. A gélformulacios eljarast

elvégeztem a ndvényi kivonatbdl, mely ismételten sikeresnek bizonyult.
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Kovetkezd 1€pés a kifejtett hatas tesztelésének megtervezése volt. A gyogyndvény kivonatot in
vivo egérmodelleken kivanom késébbiekben tesztelni. Elengedhetetlen a hatéanyagok
aktivitasanak vizsgalatara az egércsoport optimalizalasa. Mivel a készitményt ektopikus
meszesedés gatlasara tervezem alkalmazni, Abcc6 knockout egereket hasznaltam az optimalas
soran. Ez a csoport esetén szivfagyasztassal indukalhatdak a kalcifikacios jelenségek, ezaltal
ami human szervezetben akar tobb évtized is lehet, egérkisérleteinkben ez az iddintervallum
lényegesen lerovidithetd. Az optimalasi vizsgdlat modszereit és kivitelezését szeretném a

kovetkezd pontokban ismertetni.

A kapott alkoholos kivonatot HPLC-MS vizsgalatoknak vetettiik ald. Vizsgaltuk a hatbanyag

ey

A HPLC vizsgalatok sordn az alkoholos kivonatot 10x-ére higitottam, majd a kapott oldatbol
5 ul-t injektaltam a HPLC-rendszerbe. Jelen esetben szintén arra kovetkeztethettem, hogy a
kapott kromatogram alapjan igen komplex elegyet kaptam, melyben szdmos komponens
talalhatd. Az el6z6 extraktummal szemben, azonban ez a kromatogram lényegesen kevesebb
komponenst tartalmaz €s a csticsok jobban el is kiiloniiltek. Az UV-VIS spektrumuk alapjan a
kivonatban mas anyagi Osszetétel taldlhato, mint az extraktumban. Sajnos a
tomegspektrometrias mérés sordn itt sem kaptam értelmezhetd adatot, igy az egyes

komponensek azonositasa nem tértént meg.

A jellemzé HPLC kromatogram a kovetkez6 oldalon kertilt besztrasra.
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Date Acquired
Data Processed
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Sample Information
: System Adnunistrator
:KA006_csalan_EtOH_1x 5ul ATS

o1
143
:5ul
:KA006_csalan EtOH_1x Sul ATS.led
:Coll TFA 8min.lem
:20230428.1cb
: DEFAULT Isr
1 5/5/2023 5:00:23 PM
©11/14/2023 11:59:22 PM
Chromatogram

KA006_csalan_EtOH_1x_5ul_ATS C:\LabSolutions\Data'\Project] ' WIZ\KA'\KA006_csalan_EtOH_1x_5ul_ATS.led

1AU
42 PDA Multi 1
500000~ | <
- ‘l o 2
250000 ‘l fl R
7 -] *I "
1\ g 2 4
] =] = RN r A
ol Lo S L S S
T T T T ‘ T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

1 PDA Multi 1/ 254nm.4nm

PeakTable C:\LabSelutions'\Data\Project] \MZ\KAKA006_csalan EtOH_1x_5ul ATS8.led
PDA Chl 254nm

Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 0.205 1799453 558075 34.585 52245
2 0.448 264033 34659 5.075 3.245
3 0.934 197696 34839 3.800 3262
4 2.634 165682 25705 3.184 2.406
5 2,753 879617 179588 16,906 16,812
6 2.976 1699208 191562 32.658 17,933
7 3.785 130472 26886 2.508 2517
8 4.439 66816 16867 1,284 1,579
Totall 5202976 1068182 100.000 100,000
Peak# 01
Retention Time : 0,205 min
Compound Name :
Spectrum Operation : None
mAU
1 21 45)1
1500 .ﬂ‘
1000—: 'III I‘I\'
1] \ 288,
] ll \®§é7|334:.70
s00] | T
V | e 57
0 —t—+
T T T T T T T T T T L L R
200 300 400 500 600 700

6. abra Csalan kivonat HPLC kromatogram
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3.2. Allatkisérlet soran hasznositott anyagok, eszkdzék

3.2.1. Anyagok és reagensek

Szivfagyasztas és feltdiré mutétek:

30,0 mg/kg tiletamin/zolazepam
12,5 mg/kg xilazin

3,0 mg/kg butorfanol)

foszfat pufferelt sooldat

Kalcium mennyiségének meghatarozasa:

Alizarin Red S festék (Sigma-Aldrich)
NHsOH (Reanal)

0,15 M HCI (Reanal)

StanBioTotal Calcium Liquicolor kit segitségével (StanBio Laboratory, TX):

Pirofoszfat mérése vérplazmabol:

10 U/ ml ATPS (R&D Systems)

1 mM MgCI2 (Reanal)

2 mM APS (Santa Cruz)

0,5 M Hepes pH 7,4 (Sigma)

a kalibral6 sorhoz hasznalt standardek (Sigma)

Bactiter-Glo (Promega, USA)
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3.2.2. Felhasznalt eszk6zok és készulékek

e ollok, csipeszek (Eickemeyer)

M302 tipustt UV-VIS spektrofotométer

Seisystem Bio Centrifuga (Servintern), 24 eppendorf-lyukt rotorral (Heraeus
Sepatech)

2720 Thermal Cycler tipusiu PCR késziilék (Applied Biosystems)
Enspire Multimode Plate Reader (PerkinElmer)

HPLC-mérésekhez egy Shimadzu LC-40D XR UPLC-MS rendszert alkalmaztam, mely
SIL-40C XR automata mintaadagoléval, SPD-M40 fotodidodasoros detektorral, RF-20A
XS fluoreszcens detektorral, valamint negativ és pozitiv ionizacids tizemmodban
mikodé6 LCMS-2020 DUIS tomegspektrométerrel rendelkezett. Az elvalasztas
Ascentis® Express C18, 2 um UHPLC oszlopon (L x I.D. 5 cm x 2.1 mm) tortént, 50
°C-on, amelyet egy CTO-40s oszlopkemence biztositott. Gradiens eluciot hasznaltam
0,1 VIV% TFA-t tartalmazo vizben (A) és 0,1 V/V% TFA-t tartalmazé MeCN ben (B).

3.3. Abccb egereken végzett eljarasok és vizsgalatok
3.3.1. Labor etikett

Mint minden labormunka esetében, a TTK-n is szigora eldirasok vonatkoznak a dolgozokra.

Kotelezo a gumikesztyli viselete a laborba 1€pés pillanatatol. Az egerekkel végzett vizsgalatok

soran kopeny és véddmaszk hasznélata elengedhetetlen, higiéniai szempontokbol és a fertdzés

minimalizdldsa miatt. Az Enzimologiai Intézet folyosdjan tekinthetjilk meg az egerek tartdsara

kijelolt helységet. Az allatok rendszeresen kapnak enni, inni, megvonds nélkiil, ketreciik

cédulakkal van ellatva. A cédulakra feltiintetésre keriil a ketrecszam, sziiletési ido, nem, illetve,

hogy melyik ketrectdl lettek elvalasztva. A himek és ndstények csak tenyésztéskor keriilnek

egy ketrecbe. Egérrel vald kisérletek soran fontos az egyedek megjeldlése. Ez a farkukon

vonalak feltiintetésével valosul meg. Az egyes vonalak szamokat takarnak, amiket a ketrecszam

moge irva jelziink a jegyzokdnyvben. Ezt a 7. dbra (Farokjeloléssel ellatott egerek) szemlélteti.
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7. abra Farokjeloléssel ellatott egerek

[sajat kép]

3.3.2. Cryo fagyasztas
Az Abcc6-/- egerekben a dystrophids szivmeszesedés indukalasahoz fagyasztasos sériilést
okoztunk a szivizomnak. Az allatokat az eljaras teljes idotartama alatt altalanos altatasban és
érzéstelenitésben tartottuk. Az altatdé Osszetétele 30 mg/kg tiletamin/zolazepam, 12,5 mg/kg
xilazin és 3 mg/kg butorfanol. Fontos, hogy altatés el6tt megjeldljiik az egeret €s dokumentaljuk

a sulyat, mivel az altatd mennyiségének beadasa stlyra vonatkoztatott.

Az altatd beadédsa utan 10 perccel altalaban az allatok mar alszanak, a nyugalmi allapotot
viszont minden esetben ellendrizziik! Ehhez egy sebészi csipeszt alkalmazunk, mellyen
hatarozott mozdulattal megcsipjiik az egerek labujjkozét. Amennyiben az mozgast mutat,
rangani kezd, még tovabbi 5 percet varunk. A megfeleld nyugalmi allapot elérése utan
folytathattuk az eljaras tovabbi 1épéseit. A hasi teriiletet alkohollal fertdtlenitettiik. Lehetéveé
teszi, hogy a sz6r konnyebben eltavolithatd legyen a borotvalas soran. A leborotvalast kovetéen
a bort és a hashartyat egy ~ 2 cm-es kdzépvonalbeli bemetszéssel megnyitottuk, felfedve a
majat és a beleket. Egy milianyag félcsovet helyeztiink be a hasiiregbe, amely a miitét kovetkezd
szakaszara biztonsagos tdvolsdgban tartotta a belsd szerveket. A cs6 végén a rekeszizmon
keresztiil lathatova valik a dobogo sziv. A csovon keresztiil egy folyékony nitrogénben lehiitott
tompa acélrudat vezettiink be, és a rekeszizmon keresztiil 10 masodpercig megérintettiik az allat
szivét. A rud és a milanyag cs6 eltavolitasra keriil ezutan. A hasznalatban 1év6 rudat két kisérlet
kozott fertétlenités céljabol mindig forrd viz ald helyezziik, majd szdrazra toroljik, ezzel

eltavolitjuk az esetleges szennyezoket.
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A hashartyan és a boron 1évo sebet a fagyasztast kovetéen felszivodd varratokkal zartuk.
Varraskor az izmot 5 6ltéssel, majd a bort folytonosan varrtuk 0ssze (6. abra). Az allatokat
visszahelyeztiik a ketreclikbe. Szemiikbe foszfat pufferelt sdoldatot csepegtettiink, a nedvesség
fenntartasa érdekében. Hagytuk, hogy megfigyelés mellett felépiiljeneck. A fagyasztas

folyamatat szakképzett operator végzi, az eljaras talélési aranya >90%.
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8. abra Altatott egér sziv fagyasztas utdn Osszezarva

[sajat kép]

A fagyasztds utan négy nappal a miitéten atesett egyedeket feltartam. A folyamat elott altatast
végeztiink, a mellkas teriiletét €s a has teriiletének feliiletét alkohollal befjtam. Elsé korben
eltavolitottam a mellkasi részrél a bort €s a hozzatartozd szort egy sebészi ollo és csipesz
segitségével. Egy steril fecskend6t a megfeleld szogben a bordak kozott beleszurtam a még
dobogo szivbe, majd vért vettem. A mintat CTAD alvadasgatloval ellatott Eppendorfcsobe
helyeztem, majd jégre tettem. A vér levétele utan legtobb esetben a 1égzés dsszeomlik, A
kovetkezd 1épésben feltartam a hasi részt, bemetszést ejtve a bordak alatti teriileten eldszor a
boér majd az izomszdvetbe. Kétoldalt felfelé a bordakat és a felette 1évo bort atvagva szabadda
tettem a mellkasiireget, majd eltavolitottam a szivet. A sziveket foszfat pufferelt séoldatban
atmostam, hogy a szovetmintat (amennyire lehet) megtisztitsam a vértl (7-8. &bra).
Eltavolitottam fentmaradt aorta maradvanyokat és mas esetleges szoveteket is, majd a

megtisztitott szivet egy feliratozott Eppendorf csébe helyeztem.
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9. dabra Feltart egér, meszesedést mutato sziv

[sajat kép]

3.3.3. Ca? mérés el6készitése
Taramérleggel a szivmintdk stlyat dokumentaltam. Az allatoktol vett filtralt plazma és
szovetmintakat felhaszndlasig fagyasztva taroljuk. Ca?* mérés eldkészitésekor minden
mintahoz 200-200 ul 0,15 N HCI oldatot adtam. A sdsav a szovetekbdl kioldja a kalciumot,
mely megfeleld reagens alkalmazasaval 550 nm-en spektofotométerrel mérhet6. A HCL
kipipettazasat kovetden sebészeti ollo segitségével feldaraboltam a mintdkat, majd 48 oran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubalni hagytam. Az apritassal novelhetd a fajlagos feliilet,

ezzel a kioldodés folyamata gyorsithato.

10. abra Kiillonb6z6 mértékben meszesedd szivek

[sajat kép]
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3.3.4. Ca? mérés
A Ca?* méréshez az elézéleg elkészitett mintakat 13000g-n 10 percig centrifugaltam, mely
kovetkeztében a szilard szovetallomany ¢€s a folyadék fazis elkiiloniilt egymastol. A mérés soran
sziikséges egy Calcium Liquicolor mixture oldat készitése. Ehhez 1:1 ardnyban mértem ki a
Total Calcium Base Reagent (Cat.No.0152) és Total Calcium Color Reagent (Cat.No.0151)
reagensekbdl. Elokészitettem a mintakkal megegyezé szamu Eppendorf csdvet, melyekbe a
mix oldatbdl 1-1 ml mennyiséget pipettaztam. A mix oldathoz 10-10 pl-t szuszpendaltam a
szivpreparatumok mintainak feliiluszoibol. OCPC indikétort hasznalunk ennél a mérésnél, mely
lila szinreakciot ad alkalikus kozegben. Ennek oka a kalciummal valé komplexképzés. Ebbol
kovetkezik, hogy a szin erdteljessége egyenesen ardnyos a szovetallomany kalciumtartalmanak

mennyiségével.

A mintak mellett elengedhetetlen egy kalibracios sor készitése, mely 5 tagbdl all: vak (az
iires reagens mix, hozzaadott kalcium nélkiil), 2,5 pl 5 pl, 10 pl, 20 pl kalcium tartalom. A
kalibraciés sorhoz Total Calcium Standard (10mg/dl) (Cat.No.0153) oldatot hasznaltam.

3.3.5. StanbioTotal Calcium LiquiColor (No. 0150) reagensek hatasmechanizmusa
Vizeletben, plazméaban ¢s szérum mintdkban 1évé 6ssz kalcium kvantitativ kolorimetrids
meghatarozasara hasznalt vegyiiletek. A kalcium disszocidl a proteinsavas oldatban, majd
kozvetlen reakcioba 1ép az OCPC indikatorral. Igy lugos kozegben Ca-OCPC komplex

képzddik, amely lila szinii.

- Color Reagent: o-cresolphtalein complexone (0,10 mmol/L), 8-hidroxiquinoline (17,2
mmol/L), hidroklorid oldatban
- Base Reagent: 2-amino-2methyl-1-propanol (970 mmol/L) vizes oldata

- Standard: 10 mg/dl kalcium In vitro diagnosztikai vizsgalatra

A szin és bazis reagens keveredés sordn valik munkareagenssé. A mérést megeldézden a reagens
hémeérsékletének 25 °C- nak kell lennie. A reagensek és a minta adagolasa soran fokozottan
figyelni kell arra, hogy ne keriiljon szennyez6 egyik mintatartoba sem. Amennyiben a minta
koncentrécidja a kalibracios sor altal meghatarozott tartomany f6lé esik, a mintat higitani kell,
mivel magasabb koncentracional mar nem linedris az abszorbancia ndvekedése. A mintdkhoz

mindig késziil egy kalibracios sor.
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11. abra OCPC indikator komplexképz6 fokozatai

Az é&bra olyan egerek HCL-ban kioldott szovetmintainak oldatat mutatja, melyek kozt jelentds
eltérés figyelhetd meg. Az elsd képen alig tlinik fel a lila szin, ez a mérsékelt kalcium tartalomra
utal. A kozépso képen egy koncentraltabb minta lathatd, viszont a jellegzetes lila szin még
mindig nem teljesedik ki. A harmadik képen jellegzetes szinjelenség tapasztalhato, ami jelentds

kalcifikacios jelenségre hivja fel a figyelmet.

A spektrofotometrias mérés soran el0szor a vak mintaval 0- ra kalibraltam a fotométert.. Ezt
kovetden a mintdk és standardek abszorbancidjat 550 nm-en kvantifikéltam. Célszerti két
mérést végezni, az értékek pontossaga miatt. Az utolso tag utan dtmostam a kiivettat a vakkal.
A mintdkat a lila szin intenzitds ndvekedésének sorrendjében mértem. Szintén végeztem
parhozamos mérést. A mért értékeket lementettem, majd Prism6 segitségével kiértékelést
végeztem. Az adatokat Excel tdbldzatba is dokumentdltam, majd kalibracids egyenest
készitettem. Linedris regresszioval a program kiszamolta az egyenes egyenletét, amely
segitségével ki tudtam szamolni a mintak kalciumtartamat mg/ml mennyiségben. Ezt kvetden

normalizatam a tényleges sziv tomegre nézve (mg/ml/g).

Az ismertetett folyamatokat és méréseket 4 egércsoporton végeztem el, melyek a kdvetkezok

voltak:

- 3 honapos ndstények
- 3 honapos himek
- 9-12 hoénapos ndstények

- 9-12 hoénapos himek
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A vizsgalatok altal kapott képet komplexitdsdban, illetve kiilonb6z6 paraméterek
szempontjabdl is elemeztem. Ezeket szeretném bemutatni, illetve részletezni az eredmények

pontjaban.

3.3.6. PPi mérés vérplazmabol
A korabbiakban mar targyalt vérvétel sordn levett ~1 ml vérmintakat jégen taroljuk. Majd
centrifuga segitségével a vorosvérsejtek elvalasztasra keriilnek. A centrifugézast 1000 g-n, 4
°C- on, 10 percig végeztem. Késdbbiekben a felsd frakcidt (plazmat) dsszegytiijtdttem €s 300
kD-s sziir6n (Satorius) centrifugalas soran szétvalasztottam az esetlegesen a plazmaban maradt
sejtes elemektdl és vérlemezektdl. (Tiszta feliiliszot szeretnénk ilyenkor kapni, ugyanis a
sejtekbdl és vérlemezkékbdl tovabbi intracellularis PPi szabadulhat fel, amely megzavarja az
extracellularis PPi-re vonatkoz6 mérésiinket.)) A centrifugdlds ebben az esetben 2200 g-n, 4
°C- on, 30 percig zajlott. A filtralt vérplazméat -20°C -on taroltam PPi koncentracio

meghatarozasanak idépontjaig.

A PPi mennyiségek meghatirozasat egy biolumineszcens vizsgalati modszerrel végeztem. Az
elézetesen levett mintakat mérés eldtt kiolvasztjuk. A kiolvadt mintdk pontos PPi tartalméanak
enzimatikus meghatarozasahoz egy 96 lyuku plate-et hasznaltam, azonban a szélsé well-ek
hasznalata nélkiil (kordbbi méréseink alapjan a plate szélein nem pontos a mérés). A Jansen €s

mtsi altal publikalt aranyok felhaszndldsaval szamitottam ki, a 70 wellhez sziikséges

térfogataranyokat.
L.tablazat. 70 well-re jutd PPi assay-Mix kiszamitasa
Végleges 70
Torzsoldat koncentracio 1 mintdhoz | mintdhoz
MgCl12 1mM 80 uM 6.4 ul 448 ul
ATPS 10 U/ml 32 mU/ml 0.256 ul 17.92 ul
APS 2 mM 16 uM 0.64 ul 44.8 pl
Hepes pH
7.4 0.5M 50 mM 8 ul 560 ul
Minta 10 pl 10 pl
MQ viz 54.704 pl | 3829.3 ul

Miutén a falcon csébe Osszemértem a mixet, multichanel pipettat alkalmazva kimértem a
meghatérozott 70 pl oldatot. E16z6 mérések tapasztalatai alapjan a vizsgalatot gy végeztem

el, hogy a kiils6 wellekbe a mintdiimmal megegyezd térfogatli vizet mértem. Ennek oka az
értékek kozti szoras csokkentése volt. Igy 60 db well keriilt felhasznalasra a 96 bol. Ezt

kovetden 10-10 pl mintat szuszpendaltam, ezzel az dssztérfogat 80 pl-re emelkedett. Célszerii
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ezen folyamatokat jégen tartva elvégezni, az enzimreakciok minimalizalasa végett. A mintakkal
ellatott plate-re ezt kovetden egy atlatszo zarofolia keriil, a szennyezddések kizarasa érdekében.
Vortexelés utan 300 g-n 30 masodpercig centrifugaltam. A PCR késziilékben az oldathoz adott
ATP szulfulrilaz enzim (ATPs) adenozin 5° foszfoszulfat (APS) jelenlétében az oldatban 1évo
PPi-b6l ATP-t allit el6. A mintakat 37 °C-on inkubaltam, 30 percen keresztiil az enzim
optimalis miikddésének eléréséhez. 30 perc utan a hdmérséklet 90 °C-ra emelkedik, melyen 10
percig iizemel, ekkor torténik a ATPs enzim inaktivalasa. Az ATP meghatarozasa a luciferaz
reakcionak koszonhetd, mely biolumineszcenciat valt ki. A Bactiter-Glo (BTG) (Promega,
USA) egy fényérzékeny reagens, amely termostabil luciferaz enzim segitségével az ATP-vel
aranyos, lumineszcens jelet ad. A BTG kiolvasztdsa utan multichanel pipettdval 20 pl oldat
pipettazasa kovetkezett egy specialis fehér plate welljébe, melyhez 20 pl mintat adtam hozz4 a
mintakbol. Az 6sszemérést kovetden 300g-n 30 mésodpercig centrifugaltam. 12 perc utéan,
amelyet stopperral kovettem a plate- et behelyeztem az EnSpire Multimode Plate Reader
miiszerbe ¢és megmértem a mintdk lumineszcencidjat. Az értékek EnsPire program
hasznalataval valtak elérhetdvé. Az adatokat Excelben dokumentaltam, majd kiértékeltem ¢€s a

6. fejezetben foglaltam Gssze.
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SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Kutds Adridna nyilatkozom, hogy a benyujtott , Lagyszoveti meszesedés egér
modelljének optimalizalasa egy uj lehetséges kezelési mod tesztelésének érdekében” cimii
dolgozatomban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

A feldolgozasra szant csalant 6nalldan gyljtottem be, szaritottam ki, majd dolgoztam
fel. Ezen kiviil 6nalléan végeztem az extraktumokkal valo vizsgalatokat és modszerek
fejlesztését, valamint a kivonattal kapcsolatos eljarasokat.

Onélléan végeztem a gélformulacios eljarast és annak optimalasat

HPLC- MS mérések

Az egerek farkan 1év0 jelolést én készitettem, sulyukat lemértem, majd
dokumentaltam

Az altatasi folyamatokban részben vettem részt

A szivfagyasztasi miitétnél részben vettem részt, ugyanis magat a fagyasztast csak
erre képzett operator végezheti el, aki tudasarol és pszichologiai allapotarol
rendszeresen vizsgat tesz. A varrasi folyamatokat viszont én végeztem.

A feltarési folyamatokat, a vérvételt, €s a szivek eltavolitasat sajat keziileg lattam el
A kalciummeéréshez sziikséges eljarasokat magam végeztem, majd a
spektrofotometrias mérést €s az ehhez tartoz6 oldatok elkészitését is én lattam el

PPi mérés vérplazmabol

Minden dokumentacios folyamat és a kiértékelések teljes mértékben hozzam

kothetdek
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5. MERT ES MEGHATAROZOTT EREDMENYEK

5.1. Adatok ismertetése

Ebben a fejezetben az altalam megvizsgalt egyedek eredményeit szeretném ismertetni. A
korabbiakban emlitett 4 csoportot (id6s him és ndstény egerek, fiatal him €s néstény egerek)
vizsgaltam.

A jegyzOkonyveben a kdvetkezd adatok keriilnek dokumentalésra:

- az egerek ketrec szama + farkukon jeldlt szam
- pontos sziiletési datum

- hem

- testsuly

- szivfagyasztds ddtuma

- eltavolitott sziv sulya

- 550 nm-en mért abszorbancia értéke

- adott abszorbancidhoz tartozo kalcium érték

- szivre normalizalt kalcium érték
- PPi szint a vérplazmabol

Az eltavolitott szivmintakon a meszesedés sok esetben szemmel is jol lathatd. Amennyiben
jelentds eltérést tapasztalunk a meszesedés mértékében a varthoz képest, dokumentaljuk a
jegyzokonyvben. Ritkabb esetekben el6fordulhat, hogy az allat a miitétet kovetéen a seben
keresztiil fertézést kap, nem ébred fel az altatasbol vagy egyéb indokbol meghal. Ezt minden
esetben fel kell tlintetni az altalunk vezetett vizsgalati papirokon. (A mi kisérleteink soran ilyen

nem fordult el0)
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2. tablazat 3 honapos egerek adatai

Abccb/-cryo 2023.07.03(2023.07.07
Mice from Inst Enzymology
cryo and colorimetry from hearts b days after
ayo
...
Szlv Abs Sily
egér Sziil.idé nem sily (g) cryo silya (g) Megj. ('550) (muzlc:l) ((r:nag):'illj) normalizilt Ca |Vér PPi &tlag (uM)
atlag (mg/mlfg)

2741 | 2023.03.10 fm 22,6 2023.07.03| 0,108 - 0,1109 61 1221 1101,63

2742 | 2023.03.10 fm 237 2023.07.03 | 0,0969 - 0,1406 76| 152 156881

2743 [ 20230310 fm 22,6 20230703 | 01103 kicsi folt 0,0945 528| 1055 356,66 045

2744 | 2023.03.10 fm 22,7 20230703 90,1169 - 0,1056 6,04 120,7 1032,93 0,75

2745 | 2023.03.10 fm 239 2023.07.03| 0,1419 - 0,2867 14,97 2694 2109,78

2746 [ 20230310 fm 21,6 20230703 | 0,0844 - 0,5623 28,87 5774 6116,04 -

2747 | 2023.03.10 fm 20,7 2023.07.03| 0,087 kicsi folt 0,1163 6,38 1275 1465,61 0,85
... |

A o . ey . Abs ugCa | Cax20 Sl]lly' 3 .
egér Sziil.idé nem sily (g) cryo silya (g) Megj. ('550) (mg/mi)| (mg/mi) normalizélt Ca |Vér PPi &tlag (M)
atlag (mag/mlig)

2731 | 20230315 m 32,84 | 20230723 01628 - 0,4557 23,49 469,48 2885,96 0,23

2732 | 20230315 m 37,42 20230703 | 01416 - 0,6504 33,31 6662 47049 0456

2733 | 20230315 m 3559 | 20230703 0122 - 0,1546 8,31 1661 1361,79 0,29

2734 | 2023.03.15 m 34,27 | 2023.07.03 | 01477 | djraélesztés | 0,621 31,83) 63606 4309,82 038

2735 | 20230315 m 34,8 202307031 0,1404 - 0,4726 24,34) 4869 346781 0,44

2736 | 20230315 m 34,7 20230703 | 01434 - 0,4777 246 492 343113 047

Az 2. tablazat a fiatal egerek adatait mutatja. A vizsgalatokhoz két ketrec allatait hasznaltuk. Ez
7 db nOstény egeret és 6 db himet foglal magaba. Jelentds kiilonbség figyelhetd meg a testsulyok
tekintetében. A ndstények joval kisebb sullyal rendelkeznek. A ndstényeknél két egyednél, az
eltavolitott szivmintan csak minimalis folt volt lathat6. A folt, a fagyasztas utan fennmarad,
tulajdonsagaibol kovetkeztethetiink a meszesedés mértékére. A himeknél nem talaltunk ilyen
mintat, viszont ebben a csoportban egy allatot ujra kellet éleszteni. Néhdny esetben az allatok
tul sokkos allapotba keriilnek a sziv fagyasztasat kovetden, ekkor a 1égzés 6sszeomlik, a sziv
megsziinik dobogni. Amint ezt észleljiik megkezdjiik az ujraélesztés folyamatat, amit egy ujjal
végziink a szegycsonton. Ritmikus nyomasokat merlink a mellkasra, nagyon ritka az az eset
amikor az Gjraélesztés utan az allat ismételten 0sszeomlik, vagy nem sikeriil a miivelet. Az
abszorbancia mérést kovetden a standardek egyenesének egyenletébdl szamitjuk a pontos

kalcium mennyiségét. Ennek szamitdsat a fiatal egerek csoportjanal ismertetem a

késébbiekben.
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3. tablazat 9 -12 honapos egerek adatai

Abcc6+/-cryo

| 2023.06.22 ‘ 2023.06.26

Mice frem InstEnzym clagy

aycaand colorimetry fram hearts 5 days after
cryo

_ Abs Suly
& Sziilidé aly (g) sav Megj (550) ug Ca Cax 20 lizélt Ca| Vér PPi atlag (uM
egér idé nem sul cryc egj. normalizilt Ca| Vér PPi atla
i ¥ Y ) skl (ma/mi} | (mg/mi) 9 (M)
stlya (g) atlag (mg/ml/g)
1711 2022.0%.12 m 43 2023.06.22 0,16 kicsi folt 0,84 45,43 908,60 5666,5
1712 2022.09.12 m 39,6 2023.06.22 0,13 kicsi folt 0,08 4,31 86,1 662,80
1713 2022.09.12 m 38,6 2023.06.22 0,15 - 017 G,48 189,60 1232,50 0,34
1714 | 2022.09.12 m 41,5 2023.06.22 0,13 - 0,60 32,14 642,90 4830,00 0,31
) & Abs z B G Suly
egér r.AY ugCa a X
2 Szilids nem suly (g) cryc Meg. | (s50) | "¢ normalizalt Ca| Vér PRI atlag (uM)
. i (mg/ml} | (mg/ml}
stlya (g} atlag (ma/mlig)
1921 2022.10.09 fm 20,18 2023.06.23 0,09 - 0,95 51,18 |1023,60 10889,80 0,52
1922 2022.10.09 fm 20,3 2023.06.23 0,06 kicsi folt 0,07 4,01 80,2 G05,20 0,73
1923 2022.10.09 fm 22,6 2023.06.23 0,11 nagy falt 0,45 24,20 454,00 4388,40 -
Ab sul
= Szillidé aly (g) sav Megj (55;) ug Ca Cax 20 I.IJ'y'ItC Vér PPi atlag (uM)
egér idé nem sul cryc egj. normalizélt Ca| Vér PPi &tla
g Vi v stlya (@) & i (mgfml) | (mg/ml) i
atlag (mg/mlfg)
1561 2022.06.15 fm 31,8 2023.06.23 0,11 - 1,09 58,60 | 117590 10333,30 1,02
1562 2022.06.15 fm 27,3 2023.06.23 0,11 - 0,86 46,29 925,50 §784,40 0,54
1563 2022.06.15 fm 27,7 2023.06.23 0,11 kicsi folt 0,25 13,41 268,10 2548,60 0,96
Ab sal
) e A Szv | s ugCa | Cax 20 u.y ; , s
egér Szillidé nem suly (g) cryo . Megj. (550) noermalizét Ca | Vér PPi &tlag (uM)
sulya (g) . (mg/ml} | (mg/ml}
aflag (mg/ml/g)
1421 2022.08.24 m 32,7 2023.06.23 0,12 - 0,03 1,7¢ 35,80 289,80 0,36
1422 2022.08.24 m 29,8 2023.06.23 0,12 - 0,05 2,70 53,90 444,40 0,38

Az 1d6s egereknél 4 ketrec tette ki a vizsgalt allatok szamat. Ebben az esetben 6 ndstény és 5db

him egeret alkalmaztunk. A 171- es ketrecben a himek kifejezetten nagy sullyal rendelkeztek.

A tobbi ketreceknél ez az érték egymashoz kozeli volt.
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5.2. Mérésekhez tartozé szamitasok

Az fiatal egerek esetében szeretném levezetni a kalciummérés meghatirozasanak Iépéseit. A
mérés soran a kordbbiakban emlitett médon a mintdkon kiviil 5 kalibralé oldatot készitettem.
A spektrofotometrids mérés soran a vakkal kezdtem, majd 0- ra allitottam. Ezt kovetden
lemértem a kalibracios sor tovabbi tagjait, célszeri két mérést végezni, az értékek pontossaga
miatt. Az utolsé tag utan adtmostam a kiivettat a vakkal. A mintakat a lila szin intenzivitas
novekedésének sorrendjében mértem, annak érdekében, hogy a mintdk ne zavarjak a masik
minta értékét. Szintén végeztem parhozamos mérést. A mért értékeket lementettem, majd
Prism6 segitségével kiértékelést végeztem. Felvettem a standardek abszorbancia értékeit €s

abrazoltam &ket. A pontokra trendvonalat illesztettem, kiiratva az egyenletet és R? értékét.

4. tablazar Kalibracios sor adatai

standard 2023.06.30
Ca Abs (550 nm) 0.5
(mg/ml) atlag Y = 0.01864*X - 0.003830
0.4
0 0 = 0.9974 F
@
2,5 0,0433 E
2
5 0,0923 g—
10 0,1695 <
20 0,3746

"0 5 10 15 20 25

Kalcium koncentracié (mg/ml)

12. dbra Kalibracios egyenes

A téblazat szerinti 2741-es egér adatain keresztiil szeretném levezetni a kalcium mérés
kiértékelését. Ezen egyed szovetmintdjanak oldatara az abszorbancia 550 nm-en 0,11. A 4bra
kalibracios egyenes megadta a szamomra sziikséges egyenletet. Y tengely értékei az

abszorbancia adatai, igy els6 1épésben sziikséges az egyenletet X ismeretlenre rendezni.
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A rendezett egyenlet:

_ Y +0,00383 [@]

0,01864 Lml

A 2741-es egyed adataival behelyettesitve:

_ 0,11 + 0,00383 [@]

0,01864 ml

myg
X =61 [W]
X érteke a szovetmintdk oldatanak méréshez felhasznalt térfogatdban (10 ul) 1évé pontos

kalcium tartalmat jeloli. Ezt az értéket a szdmitas utan 20-szal szorozzuk, ugyanis a mintaink

teljes kiindulasi térfogata 200 ul.

Jelen esetben:

20X = 20Ca [%]

20 % 6,1 = 20Cayy4, [%]

20Cay 4, = 122 [%]

Megallapithat6, hogy a 2741-es egér szivizom szdvetében 122 mg/ml kalcium volt jelen. Az
igy kapott adatot sziikséges még normalizadlnunk a sziv mért stlyara. Ez annyit tesz, hogy a

szamitott értéket elosztjuk a mért értékkel.

myg
20Ca |71
Canorm = g
Sziv g
m
122 W?
Canorma741 = G708 9
mg
Canorm2741 = 1101,63 mTZ

Tehat a 2741- es egér esetében a szivre normalizalt 6ssz kalciumtartalom 1101,63 [mg/ml/g].
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6. EREDMENYEK ERTEKELESE

6.1. Meszesedés mértéke a lagyszovetben

A 13. abrdan a komplex mérés lathatd, minden csoport kiilon- kiilon keriilt feltiintetésre. Az
egyes csoportok adatai keriiltek x tengelyen feltiintetésre, mig y tengelyen a szdmolt kalcium
érték szivre normalizalt értéke.

13. dabra A szivizom meszesedésének mértéke fagyasztassal indukalt sériilés utdn a négy

Szivizom meszesedése

g 15000
ﬁ ns
o -
%: 10000 ns -
g -
= sooo- 4
E I _ﬂ-_ —
= _ . 2
ﬁ o - ': : -l -
> = = = =
=] (=] S
P & & &
<& P o e
ks = L el

e = & <

o= = 2
- Q\b‘}

kiilonb6z6 kort €s nemii csoportban

A 13. dabra jol szemlélteti, hogy nemre €s korra lebontva a vizsgélt csoportok nem mutatnak
szignifikans eltérést a sziv meszesedésében. Azonban minden csoportban nagy egyedi

kiilonbségek figyelhetok meg.

A kovetkezo esetekben felbontottam 2 csoportra méréseimet.

= Szivizom meszesedése = Szivizom meszesedése
% 15000- ® 15000-
N ns w ns
w w
210000 . 210000 -
E . E .
2 ] 2
-~ 5000- _4.._.; E 5000+ »l
E L ] L ] :
= o o
O - . _ ™
— ™ _,Er._ r . 'h
2 0 . 2 ° & <&

& & ) o & (2)

* <& T
™ A
o™
14. dabra

(1) A szivizom meszesedésének mértéke fagyasztassal indukalt sériilés utan nemekre bontva
(2) A szivizom meszesedésének mértéke fagyasztassal indukalt sériilés utan az életkor

szempontjat tekintve
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A 14. (1) abrdn a szorés jelentds az egyedek kozt. A fiatal csoportnal kisebb szoras figyelhetd
meg. Viszont a legalacsonyabb minta értéke is magasabban helyezkedik el, mint az idds
egyedek Osszetartobb értékei. Eletkor szempontjabél sem allapithaté meg Osszefiiggés a

meszesedéssel parhuzamba vonva.

Amennyiben az dsszehasonlitast csak nemre nézziik a 14.(2) dbrdn, szintén nem szignifikans a
kiilonbség. A ndstény egyedek tekintetében 2 magasan kiugro értéket figyelhetiink meg. A

himek mérsékeltebb szorast mutatnak.

6.2. PPi mérés eredmények

PPi - kalcifikacié korrelacié

1.5+
s r=0,235
= p =0,3479
E 1.04 .
o ‘l
£
£ 0.5_ _‘,_1—;/!———-.
) |* 3 .o
o .

0.0 T T 1

0 5000 10000 15000

Kalcium (mg/ml/g szovet)
15. abra Kalcifikacio a plazma PPi fiiggvényében

Kivancsiak voltunk arra, hogy a meszesedés mogott milyen pirofoszfat szintek mutatkoznak az
egerek szervezetében, és hogy ez milyen hatassal lehet a méréseinkre. Azt feltételeztiik, hogy a
szoras mértéke a kiilonbozo pirofoszfat szintek kozotti eltérésekbdl adodik. A mérési
eredmények azonban nem mutatnak korreldciot a plazma PPi szint és a meszesedés mértéke

kozo6tt, nem nydjtanak magyarazatot a meszesedési értékek magas szordsara.
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Plazma PPi Plazma PPi
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16. dbra.

(1): Plazma pirofoszfat szint a 4 kiilonbdz6 koru és nemii csoportban.

(2): Plazma pirofoszfat szint életkor szempontjat tekintve.

Az 16.(1) abra kivaloan szemlélteti, hogy a ndstény egerek szervezetében szignifikansan
magasabb a pirofoszfat szint, mint a him egyedeknél. Ez az adat vizualisan érzékelteti a nemek
kozotti jelentds kémiai eltéréseket, amelyek kihatassal vannak az egerek biokémiai profiljara.
A kutatocsoport a jovoben mindenképpen részletesen vizsgéalni fogja ezt a jelenséget.
Az 16.(2) abra ravilagit arra, hogy életkor szempontjabol nem figyelhetd meg szamottevo
kiilonbség a vizsgalt egerek kozott. Ez azt jelzi, hogy a kor nem jatszik meghatarozo szerepet

az altalunk vizsgalt paraméterek valtozatossagaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Kutatési téméamban tobb cél is megfogalmazodott. A dolgozatom egyik célja az altalam
készitett novényi extraktumok és kivonatok elemzése és formulacidja, majd a kapcsolatos
eredmények és tervek bemutatasa, kiilonds hangsulyt fektetve a koncentracioval kapcsolatos
kihivasokra és azok lehetséges megoldéasaira. Az altalam eldallitott novényi extraktumok
esetében megfigyeltem, hogy a koncentraciojuk kevésbé bizonyultak alkalmasnak a tervezett
célokhoz. Ez tovabbi kisérletek tervezését inspirdlta és az alkoholban oldott gy6gyndévény
kivonatok iranyaba indultam. A moédszerek sikeres eredményeket mutattak a gélformulacios

eljarasok soran.

Kutatasom kozéppontjaban elsdsorban a kapcsolodd allatkisérletek eredményeinek részletes
elemzése all, kiilonds tekintettel az érintett egércsoport nemére €s életkorara. Az adatok
elemzése soran azt allapitottam meg, hogy a lagyszoveti meszesedés mértékében a felsorolt
paraméterek kozotti kapcsolatok nem mutatnak szignifikans 6sszefiiggést. Ez a munka szamara

hasznos ¢€s eldny0s informacio.

Az egyes allatok kalcifikaci6 mértéke alapjan megfigyelhetd, hogy az eredmények nagy szorast
mutatnak. Tobbféle tényezd befolydsolhatja ezen értékeket. Az allatkisérletek nagyon O0sszetett
folyamatok. Az ektopikus meszesedés egyik kivalto tényezdje a pirofoszfat szint csokkenése.
Ez az egerek szervezetében is megtalalhato jelenség. Ezen kiviil a sziv fagyasztas hatékonysaga

is nagy szerepet jatszhat a meszesedés mértékében.

Bar nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a kiilonb6z0 koru és nemii csoportok kozott,
észrevettiik, hogy a kalcifikacios értékek szorasa alacsonyabb volt a himek kozott. Emellett
megfigyeltiik, hogy a himek plazma pirofoszfat (PPi) szintje is alacsonyabb, és bar a mi
meéréseinknél nem mutatott korrelaciot a meszesedéssel, az irodalmi adatok szerint er6sebb
meszesedést okozhat. Ennek fényében talan érdemes lenne a szivfagyasztasos kisérleteket him
egerekkel végezni. Ez az informacié a lagyszoveti meszesedéssel foglalkozo kutatdcsoport
szamara is hasznosnak bizonyul, ugyanis azonos eljarast alkalmaznak, mint amilyet én is

tervezek a késébbiekben.

A késobbi kisérleteim fokusza a csalan hatdanyag hatékonysagara tervezett allatkisérlet lesz,
melyeket a kordbban ismertetett modszerek alapjan fogok megvalositani. Az allatkisérletek
segitenek megérteni a gyogyndvény kivonatok biologiai hatdsait, valamint az alkoholban oldott

kivonatok potencialis eldnyeit és kockazatait az €16 szervezetekben.
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném kifejezni halas koszonetem kiilsé témavezetdmnek, Pomozi Violanak, aki végtelen
kedvességével, segitokészségével és kivald szakértelmével mindvégig mellettem allt. Nagyra
értékelem azt a tirelmet, amellyel valaszolt minden kérdésemre, amellett, hogy mindig
szamithattam rd, barmilyen helyzetben. A rendszeres konzultacidink soran elkotelezetten
foglalkozott velem, hasznos tandcsokkal latott el, és id6t nem kimélve segitette az
elérehaladasomat. Betekintést kaptam, olyan teriiletekre, amelyekrél korabban csak

almodoztam. Hélas vagyok neki, az elsajatitott modszerekért és eljarasokeért.

Kiilon koszonettel tartozom belso témavezetdomnek, Mucsi Zoltannak, aki hosszl
konzultaciokon keresztiil mindig tdAmogatott €s motivalt a céljaim elérésében. Nagyra becsiilom
a szakmai tudasat, illetve mindazt, amit t6le tanulhattam. Az O tandrai ébresztették fel az
érdeklddésemet ezen szakteriilet iranydba, amelyen most lelkesen ¢€s teljes odaadassal

tevékenykedem.

Halaval tartozom mindkét témavezetomnek, hogy mindig figyelemmel fogadtak az Gtleteimet,
¢s a konstruktiv visszajelzéseikkel segitettek javitani a kutatdsom mindségét. Halas vagyok

nekik, hogy nemcsak mint t¢émavezetd, hanem mint mentor is irdnyitottak és 6sztonzottek.
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