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Jegyzokonyv
a Ganoderma lucidum (pecsétviaszgomba, PV.20.trzs) gombébol kés.
vitro, humin tumoros sejtvonalakra gyakorolt, élettani hatésnak elokise

It kivonatok in
leteirdl

Az clokiscrleteket Vigh Andris (sz(lL: Nyircgyhiza, 1964.09.16, lakeim: 4400. Nyiregyhiza,
Bessenye tér 34 sz.) és Auny Szaboles (sziil.: Nyiregyhaza, 1965.11.07, lakeim: 4400.
kérésére végeztik, 2012. 10. 01-12.
kozott az AMKSZI Humin Scj(blologla Laboratoriumdban. (Nyiregyhdzi Foiskola, Kétaji it
9-11, 4400 Nyiregyhaza)
Az elokisérletek targya: a hazai megrendelok dltal termesztett Ganoderma lucidum (PV.20.
torz5) gomba in vitro élettani hatésinak vizsgélata.
A tavlati cél olyan sej litikai-kémiai és termékfejlesztési kisérletek elvégzése,
melyek _alitimaszjdk a hazai megrendelok dlial termesziett Ganoderma _lucidum
az javitasiban, a  kemoterdpia
ékhatdsai egyes il égek  Kiegészitd A
pecsétviaszgomba fent emlitett hatasairol a nemzetkozi szakirodalomban sok adat talilhatd
(pl. Sufen Zhao, Gang Ye, Guodong Fu, Jian-Xin Cheng, Burton B.Yang, Chun Peng,
Ganoderma lucidum exerts anti-tumor effects on ovarian cancer cells and enhances their
sensitivity to cisplatin, 1JO 38: 1319-1427, 2011).

Anyagok és médszerek
A i a kezelé oldatok elk

A sejtvonalakon tesztelt szerves oldoszeres kivonatot a gomba vegyes (termdtest-+szir)
sziritott 6rleményébdl keészitettik. A széritott Grleményt a megrendeld biztostotta

Szerves oldészeres kivonat:
Sg Grleményt 200 ml 80 %-0s etil oldottunk és 24 Grén dt rizogépen
rizattuk 40 C°-on. Ezutdn a kapott oldatot sziirépapiron étsziirtik és rotici6s vikuumbepdrlon
az oldészert elpérologtattuk. Egy szdraz filmbevonatot kaptunk, melyet 5 ml tapoldatal
(RPMI1640) oldottunk le a lombik falérdl. Ezt haszniltuk a tovibbiakban a szerves kivonat
torzsoldataként, ebbél készitettik el a kisérlet soran haszndlt feles higitasi sort (10%, 5%,
2,5%, 125%, 0,62%, 031%), mely koncentricioju oldatokkal a scjteket kezeltik.
Oldészerként a sejtek tipoldatit hasznaltuk.

Hasznilt sejtvonalak (biologiai modellrendszerek):

A ésiinkre all6 sej 6 iien valasztottuk ki az aldbbiakat:

[K-SSZ (ATCC-CCL-243): krénikus meduldris leukémia

[T—47D (ATCC-HTB133): duktalis eml8karcinoma




alkot$ sejtek letke &s proliferaci6jénak vizsgilata a
gombakivonattal tbrténd kezelés hatsira

Az adherens sejteket (T-47D) a megfeleld tapoldatban 37 C°-on, 5 % CO; atmoszfériban
tenyésztetii, figyelve a konfluencidt, melynek idedlis esetben 70-80 %osna.k Kell lennie a
sejteknek ~ kisé valo

feloldottuk a plazma.hxda.kal melyekkel a scjtck a tenyésztoedény aljahoz kapcsolodnak
(kivétel K-562, mely levé sejtvonal), vittik Sket, majd
ledllitottuk az enzim tevékenységét Ca*™t tartalmazo tdpoldatial. 10l sejtszuszpenziot
megfestettiink 10 pl Trypan-kékkel, majd Biirker — kamra és mikroszkép segitségével
megszémoltuk a sejteket, a kisérletbe vit sejtek sziménak meghatérozdsa céljabol (10 000
sejt/well). Ezutén a sejteket 96 lyuki wellplate-ben tenyésztettiik RPMI1640 tapoldatban 37
C°-on, 5% CO; atmoszférdban. A letapadasi idd (kivétel K-562) 24 h volt, majd a tapoldatot a
gombakivonatkillonbz6 koncentrécio; ldataira cseréltik és 48 orén dt
inkubdltuk a sejteket a fenti tenyésztési

A sejtek életképességének és proliferaciojinak vltozdsét a kivonat hatdsdra, egy kezeletlen
kontrollhoz képest (K). MTT kolorimetrids médszerrel hatdroztuk meg. (kivétel K-562,
melynél az MTT médszer egy ujabb véltozatat, a WST-1 modszert haszniltuk)

A Kiilonboszd koncentréciéj Ganoderma lucidum (PV.20. torzs) kivonattal 48 érdig kezelt
sejttenyészetekhez hozzéadott tetraz6lium s6 az €16 sejt mitokondriuméban redukalédik bordo
formasdnni. A formazin mennyiscge (abszorbanca abszolit éréke S00-600 nm-en/490 nm.
en a WST1-nél) egyenes ardnyban van az ¢16 sejtek mennyiségével. A kisérletet héromszor
ismételtik.

Eredmények

A Ganoderma lucidum (PV.20. torzs) dltalunk haszndlt médszerrel készitett szerves kivonata
koncentrici6fliged hatiist fejt ki in vitro, a kezelt humén tumoros sejtek ¢letképességére és
proliferécidjéra.

A 10%-0s és az 5%-0s oldat gétl6 hatdssal van a K-562, krénikus meduliris leukémia (CML)
és a T-47D emldadenokarcinéma sejtek proliferécidjéra.

A K-562 leukémia sejtvonalndl az alacsonyabb koncentriciji oldatok hatdsiban mutatkozo
szbris tiszizisa tovibbi kxscrlclckcl tesz szikségessé. Feltételezhets, hogy a kivonat készités
e kkenw hatds konoemmm tartoménya

szélesithets. A T-47D emlé
koncentrécijii gombakivonat oldatok vagy nem hefolyésol}ak (2.50%) vagy senkenti 2
kontroll kezeletlen sejtekhez képest (1.25%, 0.60%).




lucidum (PV.20. hatdsa a K-562 CML

leukérma sejtek életképességére és proliferacijéra

K-562 - WST-1

K 031% 062% 125% 250% 5%  10%
Kivonat koncentrécié

Abszorbancia (absz. érték)

b. A Ganoderma lucidum (PV.20. térzs) szerves kivonaténak hatésa a T-47D eml§
sejtek és prolif &

T-47D - MTT

6E16

Abszorbancia (absz. érték)

K 0§0%  125%  250% 5% 10%
Kivonat koncentracié

01

Az eldkisérletek eredményei szerint, a megrendeldk dltal termesztett Ganoderma lucidum
(PV.20. torzs) gombabol készitett szerves oldoszeres kivonatnak koncentrécio-fliggd hatdsa
van a vizsgilt tumoros sejtek életképességére és proliferdciojira. (lisd az a. és b. pontok

Oy : s : . ka
kisérletek megismétiését, esetleg mas sejtvonalak, modszerek bevondsival. A természetes
eredeti novényi kivonatokban lev bioaktiv (kemopreventiv) hatdanyagok ugyanis
specifikusan hatnak a kiilonbozo tumoros sejtvonalak életképességére és szaporodisi
képességére. A kivonatok elkészitésének technikdja tovabbi fejlesziést igényel a
rendelkezésre 4llo hazai és nemzetkdzi irodalom adatait felhaszndlva, mint kiindulépont,




hiszen a kivonatban fellelhetd

fligg a kivonatkészités modjatol és dsszefligg az élenam ‘hatés mértékével.
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