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Roviditések jegyzéke

ALP: alkalikus foszfataz

ATP: adenozin-trifoszfat

AV: alizarin voros

BMP-2: csont morfogenetikus fehérje 2
Ca: kalcium

CC: kobalt-klorid

CKD: kronikus veseelégtelenség

DFO: deferoxamin

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DPD: Daprodustat

ECM: extracellularis matrix

ESA: eritropoézis stimulalo dgens
FBS: f6talis borji szérum

Glut-1: gliik6z transzporter 1
HAo0SMC: human aorta simaizomsejt
HIF: hipoxia-indukalt faktor

LDL: alacsony denzitasu lipoprotein
Lp(a): lipoprotein(a)

NAC: N-acetil-cisztein

OCN: oszteokalcin

OM: oszteogén médium

PBS: foszfattal pufferolt sdoldat

PHI: prolil-hidroxilaz inhibitor

Pi: inorganikus foszfat

ROS: reaktiv oxigén gyokok

Runx2: runt-related transzkripcids faktor 2
SDS: natrium-dodecil-szulfat

So0x9: sry-box transzkripcios faktor 9



VEC: szivbillentyli endotélialis sejt
VEGF: vaszkularis endotélidlis novekedési faktor
VIC: szivbillentyli intersticialis sejt

VSMC: vaszkularis simaizomsejt



I. Bevezetés

Az aortabillentyli sziikiilet (aorta sztendzis) a fejlett orszagok leggyakoribb
kardiovaszkularis eredetli megbetegedése. Az ‘érintettek kezdetben gyengeségre,
faradékonysagra panaszkodnak, majd a betegség eldrehaladtaval egyre sulyosabb tiineteket
(szédiilés, eszméletvesztés) tapasztalnak, mely akar halalhoz is vezethet. A megfelel6 diagndzis
felallitasa kiilonb6zo képalkoto diagnosztikai modszerekkel torténik. A kialakult aorta sztenozis
egyetlen hatékony terdpiaja a problémat okoz6 aortabillentyli miibillentytire vagy allati eredetii
billentytire torténd cseréje.

Az aorta sztendzist évtizedeken keresztiil egy passziv, az Oregedéssel egyiitt jaro
folyamatnak tekintették, melyet a kalcium sok szivbillentylire torténd lerakodéasaval
magyaraztak. Mdara szamos kutatasi eredmény igazolta, hogy a billentyli elvéltozdsa egy
szabalyozott folyamat, mely a szivbillentylit alkoté endotél sejtek (VEC) és az intersticialis
sejtek (VIC) aktiv részvételével zajlik. Az elvaltozas kezdeti fazisat az endotél diszfunkcio, az
alacsony stiriiségii lipoprotein (LDL) retencid és az immunsejtek infiltracidja jellemzi, melyet
a VIC-ek fenotipus valtasa és a billentyli kalcifikacioja kovet.

Kialakulasaban és progresszidjaban szamos rizikofaktor jatszik szerepet. A betegséget
okozhatja velesziiletett genetikai rendellenesség, az aortabillentyliket érd tulzott mechanikai
stressz (pl. magas vérnyomads), tovabba kiilonbozé metabolikus rendellenességgel (pl.
diabétesz) és egyéb stlyos betegséggel (pl. kronikus veseelégtelenség) tarsulva is el6fordulhat.

A végstadiumu kronikus veseelégtelenségben (CKD) szenvedd betegek korében gyakori a
szivbillentyli  kalcifikacioja, amely az egyik leggyakoribb mortalitasért felelds
kardiovaszkuléris szovédmény. Szdmos kutatdsi eredmény bizonyitja, hogy a CKD betegben
jelenlevd hiperfoszfatémia és hiperkalcémia a vaszkularis kalcifikacion til, a szivbillentyli
kalcifikacio legfobb induktorai is, melyek a VIC-ek oszteogén iranyu differencialodasat €s
kalcifikaciojat indukaljak.

Kutatocsoportunk és mas kutatok munkdja ramutatott arra, hogy a szdveti hipoxia koroki
szereppel bir a vaszkularis kalcifikacio kialakulasa soran. A kalcifikalt billentyti jellemzdje a
szOveti hipoxia, mely teriiletileg nagyfoku atfedést mutat a kalcifikalédott régioval.
Ugyanakkor a hipoxia koéroki szerepe nem tisztazott szivbillentyli kalcifikacioban és a
hatterében 4ll6 sejtes mechanizmusban, a VIC-ek oszteogén irdnyu differencidloddsdban sem.
Ezért munkam célja a hipoxia és a HIF jelatviteli itvonal szerepének vizsgélata volt VIC-ek
oszteogén iranyu differencialodasaban, és a szivbillentyll kalcifikaciojadban CKD

egérmodellben.



I1. Irodalmi attekintés

I1.1. A kardiovaszkularis rendszer kalcifikacioja

Az érrendszert érint0 ektopids kalcifikaciot hosszi idon keresztiil az oregedéssel egylitt
jaro passziv, degenerativ folyamatnak tekintették. Mara viszont szamos kutatasi eredménynek
koszonhetden vildgossa valt, hogy a kalcifikacio kiilonbozo érfali sejtek altal aktivan
szabalyozott folyamat, mely foszfatban ¢és kalciumban gazdag hidroxiapatit kristalyok
lerakddasdhoz vezet az érfalban [1,2]. Jelenlegi ismereteink alapjan a kalcifikacio
kialakulasanak elsddleges oka a kalcifikaciot gatlo inhibitorok (pl. pirofoszfat, matrix Gla
protein, fetuin-A) és a kalcifikacioért felelds induktorok (pl. foszfat, kalcium, inflammatorikus
citokinek) kozotti egyensuly megbomlasa [2,3]. Megjelenési formdja szerint harom f6 tipust
kiilonboztetiink meg: az intima, a média és a billenty kalcifikéciot (1. abra) [1,4,5].

Intima kalcifikacio Meédia kalcifikacio Billentyu kalcifikacio

Adventitia

Ateroszklerotikus plakk

«oWn., Endotél sejtek ~ W~ Vaszkularis simaizomsejtek Habos sejtek * @ Kalcifikacio

1. abra: A kardiovaszkularis rendszerben kialakul6 kalcifikacio legfobb tipusai. Az intima kalcifikaci6 az
érfal intima rétegében ateroszklerotikus plakkal asszocidlva jelenik meg. Az média kalcifikacié az erek média
rétegét teljes keresztmetszetében érintd kalcifikacio. A billentyii kalcifikacio féként az aortabillentytit érintd

kalcifikacié [4].

I1.2. Intima kalcifikacio

Az intima kalcifikacié az érfal legbelsd rétegében az intimaban alakul ki, jellemzden
fokalisan, ateroszklerotikus plakkokkal asszocialva jelenik meg [6]. Az intima kalcifikacio
legfObb rizikofaktorai a plazma magas koleszterin €s LDL szintje [7,8]. Az ateroszklerozis egy
hosszu évek alatt kialakul6, komplex folyamat, melynek kezdeti fazisaban az endotél sejtek
aktivacioja, az LDL endotélidlis transzcitdzisa és szubendotélidlis retencidja, valamint az

immunsejtek (makrofagok, T-limfocitak) plakkba torténd infiltracidja kovetkezik be [7,8]. A
6



plakk progresszidja soran az érfali simaizomsejtek sokrétii szerepet jatszanak. Plaszticitasuk
révén kiilonbozo stimulusok hatasara kiilonbozé fenotipus valtozdson mennek keresztiil. Az
érfali simaizomsejtek a médosult LDL-ek hatasara habos sejtekké, szoveti sériilésre reagalva
szintetikus  sejtekké, oszteogén stimulusokra reagalva pedig csontsejt-szerti sejtekké
differencialédnak [9]. A szintetikus sejtek az extracellularis matrixot (ECM) felépitd fehérjék
(kollagén, proteoglikan, elasztin) fokozott expresszidja révén a plakkokat ruptiratodl védo
jatszanak szerepet [10]. Az intima kalcifikacid6 megjelenési formaja szerint lehet
mikrokalcifikaciod, vagy makrokalcifikacio, melyek eltér6 modon befolyasoljak a plakkok
stabilitasat [11]. A makrokalcifikdcid foként a vastag fibrozus sapkaval rendelkezd stabil
plakkok jellemzdje, ezzel szemben a mikrokalficikacié a vékony fibrozus sapkaval rendelkez6

instabil plakkokban figyelheté meg [11,12].

11.3. Média kalcifikacio

A masodik 0 tipus az erek média rétegét érintd kalcifikacio, az ugynevezett Monckeberg
szklerozis [13,14]. Ez a tipus jellemzden az erek média rétegének teljes keresztmetszetét érintd
diffuz kalcifikacioként van jelen, melynek kovetkeztében kialakulo érfalmerevség a bal kamrai
hipertréfian keresztiil szivelégtelenséghez vezet [14,15]. Foként kronikus veseelégtelenségben
szenvedd betegek korében gyakori, ahol a legfébb induktorok a vesefunkcié romlésa miatt
kialakult hiperfoszfatémia, illetve a kalcium anyagcserezavar, €s a kalcium tartalmt foszfat
kotok terapias alkalmazdsa miatt kialakuld hiperkalcémia. A CKD betegek fokozott
kalcifikacios hajlamahoz a kalcifikacios induktorok jelenléte mellett a kalcifik4cios inhibitorok
csokkent szintje is hozzajarulhat. Kimutattak, hogy CKD betegek plazmajaban alacsonyabb a
kalcifikacios inhibitorok, a pirofoszfat és a fetuin-A szintje [16,17]. A CKD betegek korai
halalozdsdnak hatterében tobbnyire kardiovaszkuldris szovédmények allnak, melyek

kialakulasaban a média kalcifikécio jelentds szerepet jatszik [18,19].

11.4. Aorta szivbillentyii kalcifikacio

11.4.1. A sziv anatémiaja és funkcidja

A sziv egy 0kolnyi nagysagu, lireges, izmos falu szerv, mely a mellkas kdzépvonalatol kissé
balra, a szegycsont mogott helyezkedik el. Legkiilsd rétege a szivburok (perikardium), amely
egy kettds rétegli hartya. A kozEépso rétege a szivizomzat (miokardium), a legbelsd réteget pedig
a szivbelhartya (endokardium) alkotja [20]. A sziv vérellatasat az aortabol eredd koszoruerek

biztositjak. Anatomiailag két £6 részbdl: jobb és bal szivfélbdl all, melyek tovabbi két részre:



pitvarokra és kamrakra oszlanak. A pitvarokat és a kamrakat a vitorlas mitralis és trikuszpidalis
billentyli, mig a kamrékat az aortaktol a zsebes aorta és pulmonalis billentyli valasztja el

egymastol (2. abra) [21].

Bal pitvar
Aorta billentyu

Pulmonalis billentyu
Jobb pitvar

Mitralis billentyu

Trikuszpidalis billentyu Bal kamra

Vér aramlasiiranya
Jobb kamra

2. abra: A sziv felépitésének sematikus abrazolasa. A sziv belsejében négy ilireg talalhatd, két pitvar és két
kamra. A jobb pitvarban és a jobb kamraban mindig szén-dioxidban gazdag, a bal oldali iiregekben pedig

oxigéndus vér aramlik. Az édramlds irdnyat az iiregek kozotti billentyiik teszik egyiranytva. Forras:

https://www.umcvc.org/conditions-treatments/comprehensive-heart-valve-program

A sziv a szervek és szovetek oxigéndus vérellatasat a pitvarok és kamrdk szigoruan
szabalyozott, ritmikus 6sszehuzodasa révén biztositja, mely soran a szivbillentyiik szelepszerti
miukodeésiik révén segitik eld a vér meghatarozott irdnyba torténd dramlasat. A szervezet altal
elhaszndlt, szén-dioxidban dis vér a jobb pitvaron keresztiil a jobb kamraba jut, majd a
tiiddartérian keresztiil a tiidébe, ahol megtorténik a gazcsere. Ezt kdvetden az oxigéndus vér a
bal pitvaron keresztiil a bal kamraba jut, mely a sziv pumpafunkciojanak koszonhetéen az

aortan keresztiil biztositja a kiilonboz6 szervek €s szovetek megfeleld vérellatasat [21].

11.4.2. Aortabillentyii

Az aortabillentyli avaszkularis, metabolikusan aktiv szovet, mely az aorta szdjadékaban
helyezkedik el, amit egy fibrozus gyiiri kapcsol a bal kamrahoz. A billentyli harom darab
félhold alaku zsebbdl all, és az egyes zsebek harom rétegbdl tevodnek Ossze. Ugyanakkor
eléfordulhat, hogy egy fejlddési rendellenesség kovetkeztében csak kétzsebes aortabillentyli
alakul ki [22,23]. Az elsO réteg a fibrozus, mely I-es €s I1l-as tipust kollagénben, a masodik

réteg a szivacsos, mely proteoglikdnokban, a harmadik ventrikularis réteg pedig elasztinban



gazdag. A billentyt kiviilr6l a szivbillentyli endotél sejtek boritjak, mig a belsé rétegeket a
szivbillentyll intersticialis sejtek alkotjak (3. abra)[22,23].

Billenty{i endotél sejtek

Aorta fala

- & Kollagén
Billentyi intersticialis sejtek \/

4
o |

Billenty{i endoteél sejtek

Proteoglikanok

Miokardium

3. abra: Az aortabillentyi felépitésének sematikus abrazolasa. Az aortabillentylt kiviilrél a VEC-ek

boritjak, mig a belsé réteget a VIC-ek alkotjak, mely kollagénben, proteoglikanban, és elasztinban gazdag

extracellularis matrixszal rendelkezik [22].

Az aortabillentyt {6 funkciodja a bal kamrabol az aortaba iranyuld véraramlas szabalyozasa.
A bal kamra 6sszehtizddasa soran (szisztolé) a nyomds nd, ami az aortabillentyll kinyilasat
eredményezi. Ez lehet6vé teszi az oxigéndus vér kipumpalasat a bal kamrabodl az aortaba, mely
a szisztémas keringés ellatasaért felels. A bal kamra ellazulasakor (diasztolé) az aortdban a
nyomas meghaladja a kamréban 1évOt, ami az aortabillentyli bezarodasat eredményezi, ezzel

megakadalyozva a vér visszadramlasat [22,23].

11.4.3. Aorta sztenoézis

Az aorta sztenozis, vagy masnéven az aortabillentyli szlikiilete az egyik leggyakoribb
szivbillentyli betegség a fejlett orszdgokban, melyet a szivbillentylik kalcifikécioja okoz (4.
abra) [24,25]. Kialakuldsanak valdszinlisége a kor elérehaladtaval nd, a 65 év feletti populacio
mintegy 25%-a érintett [26,27]. A szivbillentylik elégtelen miitkodésének kovetkeztében
kialakul6 nem megfeleld véraramlas enyhébb esetben faradékonysaghoz, gyengeséghez,
sulyosabb esetben eszméletvesztéshez és halalhoz is vezethet, a mortalitasi rata kozel 50% [28].
Jelenleg az egyetlen hatékony terdpia az aortabillentyiik cseréje, amely torténhet mélyaltatasban
nyitott szivmiitét utjan, vagy pedig helyi érzéstelenitésben végzett katéteres aortabillentyti-

betiltetéssel [29,30].



4. abra: Aortabillentyii kalcifikacié. Az aortabillentyl kalcifikdcié egy olyan patologias elvaltozas, ami a
billentyi funkcié romlésa révén kardiovaszkularis sz6védmények kialakulasahoz vezet. Bal oldalon egy

egészséges, a jobb oldalon pedig egy kalcifikalt aortabillentyli makroszkdpikus képe lathato [24].

11.4.4. A billentyii kalcifikacio patofiziologiaja

Az aorta sztendzist hosszu ideig keresztiil egy passziv folyamatnak tekintették, azonban
mara tobb kutatasi eredmény igazolta, hogy a billentyli kalcifikacié egy aktiv, sejtek altal
szabalyozott folyamat [31]. A billentyli kalcifikaci6 kezdetben az intima kalcifikacioval, mig
az eldrehaladott fazisban a média kalcifikaci6 folyamataval mutat hasonlosagot (5. abra).
Kialakuldsaban és progresszidjaban szamos rizikofaktor jatszik szerepet, példaul genetikai
rendellenesség, aortabillentylit érintd mechanikai stressz, tovabba ismert az is, hogy a
szivbillentyli kalcifikacié diszlipidémidval, magas lipoprotein (a) ((Lp(a)) szinttel, valamint
diabétesszel és egyéb metabolikus rendellenességekkel is tarsulhat [32,33].

Az aorta kalcifikacié kezdeti 1épése az endotél aktivacio, melyet a fentebb emlitett
rizikdfaktorok idézhetnek eld [34]. Ennek hatasara az aortabillentyli VEC-ek altal alkotott
rétegének az integritdsa sériil, ezaltal lehetové valik a lipoproteinek ((LDL), (Lp(a)) bejutésa €s
lerakddéasa a billentyli szubendotélidlis rétegébe, ami kronikus gyulladast indukal [35]. Az
endotél diszfunkcié kovetkeztében a protektiv endotélialis nitrogén-oxid szintaz (eNOS)
utvonal sériil, emelkedik a NADPH-oxidaz szintje és fokozddik a reaktiv oxigén gydkok (ROS)
képzddése. A ROS az infiltralodott lipidek oxidativ modosulasat (oxidalt LDL (oxLDL), oxidalt
foszfolipid (oxPL)) idézi el6 [36,37]. Az oxLDL a kiilonb6z6 sejtfelszini adhézidés molekuldk
T-sejtek) infiltracidja [38]. Az infiltralodott immunsejtek pro-inflammatorikus citokineket
(tumor nekrézis faktor (TNF), interleukin-1B (IL-1P), interleukin-6 (IL-6)) termelnek és
fokozodik a nukleéris faktor kappa-B ligandum (RANKL) szekrécidja [39,40]. Ennek hatasara
kialakul egy ROS-ban ¢s gyulladasos citokinekben gazdag mikrokérnyezet, mely a

/////

[41]. A gyulladdsos citokinek 4&ltal kivaltott miofibroblaszt iranya differencidlodas a
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kollagénben ¢és elasztinban gazdag extracellularis matrix Osszetételének megvaltozasat
eredményezi, mely fibrozishoz és a billentyli megvastagodashoz vezet [42]. Ezzel szemben
oszteogén differencialodas soran a gyulladdsos citokinek a runt-related transzkripcios faktor 2
(Runx2) és a sry-box transzkripcids faktor 9 (Sox9) indukcidja révén fokozzak az altaluk
szabalyzott csont-morfogenikus (BMP-2) ¢és az alkalikus foszfataz (ALP) fehérjék
expressziojat, mely a VIC-ek kalcifikacidjdhoz vezet. A mikrokalcifikacio tovabb fokozodik a
makrofagok és a VIC-ek altal foszfitban és kalciumban gazdag, hidroxiapatit tartalmt

kalcifikal6 mikrovezikulak és apopototikus testek szekrécidja révén, melyek a billentyt diffuz

crer
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5. abra: Az aorta szivbillentyii kalcifikacio patomechanizmusa. A folyamat az endotél diszfunkcidval

ey

ey

V4

AMP: adenozin-monofoszfat; BAV: kétzsebes aortabillentyli, ENPP1: ektonukleotid-pirofoszfataz 1, IL:
interleukin, NOTCH1: notch homoldg 1, PPi: inorganikus pirofoszfat, TGF: transzformal6 névekedési faktor

B, TNFa: tumor nekrézis faktor a [43].

11



11.5. A foszfat és kalcium szerepe CKD-asszocialt vaszkularis és

szivbillentyi kalcifikacoban

Elettani szempontbol a foszfat nélkiilozhetetlen a fogak és a csontok felépitésében [44]. A
foszfat emellett a genetikai allomanyért felelés DNS és RNS alkotorésze, és szamos egyéb
biokémiai folyamatban, mint példaul az energiatermelésben is fontos szerepet jatszik [45]. A
taplalékkal bevitt foszfat abszorpcioja a I11-as tipust natrium fiiggo foszfat ko-transzportereken
(PiT-1, PiT-2) keresztiil az enterocitdkban valdsul meg [45]. A plazma fiziologids foszfat
szintjének (0,81 — 1,45 mmol/l) fenntartasért a vesék feleldsek, melyek a szervezet szdmara
felesleges foszfatot vizeletiirités révén tavolitjak el [46].

A foszfat mellett a kalciumnak is fontos élettani szerepe van. Az emberi szervezetben
talalhaté kalcium nagy része (~99%) a csontokban és a fogakban taldlhat6. Ezen kiviil
masodlagos hirvivoként kulcsszerepet jatszik jelatviteli itvonalak szabalyozasaban, valamint a
véralvadéasban és az izomkontrakcioban [47]. Felszivodasa a duodénumban valdsul meg aktiv
transzport folyamatok révén. A kalcium normadl szintje a vérben 2,1-2,6 mmol/L, mely
szigoran szabalyozott a kalcitonin ¢€s paratireoid hormonok (PTH) altal, és normal
kortilmények kozott a kalcium a vese proximalis tubulusaiban reabszorbealodik [47,48].

A CKD-asszocialt vaszkularis kalcifikdcié hatterében a vesefunkcid romldsaval jaro
asvanyi- ¢és csont anyagcserezavar eredményeképpen kialakuld hiperfoszfatémia és
hiperkalcémia all [46]. A kalcifikacio legfobb induktora a magas foszfat szint, ami a vaszkularis
simaizomsejtek (VSMC-k) oszteogén iranyu differencialodasat indukalja, melyet a emelkedett
kalcium szint szinergista modon tovabb fokoz [49,50].

Az oszteogén iranyu differencialédas sordan a VSMC-k fenotipus valtdson mennek
keresztiil, mely a VSMC-k a kontraktilis markereinek (pl. a-simaizom aktin (a-SMA),
simaizom 22a (SM22a)) expresszidjanak csokkenésével jar, mig ezzel parhuzamosan az
oszteogén transzkripcids faktorok (Runx2, Sox9) és az altaluk szabalyozott ALP és oszteokalcin
[50,51]. A folyamat kozponti regulatora a Runx2, melynek szerepét bizonyitja, hogy
simaizomsejt-specifikus delécidja esetén a kalcifikacio elmarad [52].

A CKD betegek korében rendkiviil magas a kardiovaszkularis eredeti elhaldlozéas. A
hemodializalt végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd betegek esetén a szivbillentytli
kalcifikécio prevalencidja nyolcszor nagyobb, és 10-20 évvel kordbban jelenik meg az altalanos
populécidhoz viszonyitva [53]. A hiperfoszfatémia és a hiperkalcémia a vaszkularis kalcifikaciod

mellett a szivbillenty(i kalcifikacié induktorai is [54]. Szamos bizonyiték van arra, hogy a
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billentyl kalcifikacid egy aktiv, sejtek altal szabalyozott folyamat, mely soran a vaszkularis
kalcifikacidhoz hasonldan bekovetkezik a VIC-ek oszteogén iranyu fenotipus valtasa [32,54].
A VIC-ek oszteogén iranyu differencialddasa sordan megemelkedik a Runx2, a BMP-2, az ALP,
magas foszfat tartalmu diétaval indukalt kronikus vesebeteg patkany modellben kimutattak,
hogy a foszfat szint emelkedése az oszteogén markerek és gyulladasos citokinek fokozott

expresszioja révén aortabillentyti kalcifikaciot idéz el6 [57].

11.6. A ROS szerepe a vaszkularis és szivbillentyii kalcifikacioban

A reaktiv oxigén gyokok kiilonbozo redox reakcid soran képzddnek és szamos jelatviteli
utvonal aktivalasaban vesznek részt. Fiziologias szintjét a ROS képzddésért felelds oxidansok
¢s a ROS eliminalasért felelds antioxidansok kozotti egyensuly fenntartasa szabéalyozza [58].
Amennyiben ez az egyensuly felborul a ROS képzddés iranyaba, a talzott mennyiségben
képz6dd ROS oxidativ stressz kialakulasahoz vezet. Az oxidativ stressz pedig a kiillonb6zé
sejtalkotok (lipid, fehérje, DNS) strukturalis és funkcionalis karositasa révén szoveti karosodast
okoz [59,60]. Az oxidativ stressz szamos betegségben jatszik koroki szerepet, tobbek kozott a
CKD-asszocialt vaszkularis kalcifikacié is Osszefiiggésbe hozhatdé emelkedett ROS
képzodéssel [61]. A VSMC-k kalcifikacidja esetében a legfobb ROS forras a NADPH-oxidaz
¢s a sejtek energiatermeléséért felelds organelluma, a mitokondrium. Ismert, hogy kréonikus
veseelégtelenségben jelenlévd magas foszfat szint fokozott ROS termelddést indukal, mely
mitokondridlis diszfunkcion keresztiil tovabbi ROS termeléshez vezet, melyet szoros
Osszefliggésbe hoztak a kalcifikdcido progresszidjaval [3]. Tanulméanyok kimutattak, hogy
kiilonbozd antioxidansok alkalmazédsaval a ROS kalcifikaciot fokozd hatdsa eredményesen
gatolhato, amely jelentds bizonyiték a ROS képzddés vaszkularis kalcifikacioban betoltott
szerepeére [62,63].

A sziv sejtjei rendkiviil nagy energia igényliek, mely biztositdsdhoz nagy mennyiségii
mitokondriumra van sziikség. Az oxidativ stressz altal eldidézett mitokondrialis diszfunkcio
csokkent ATP termeléshez és fokozott mitokondrialis ROS képzddéshez vezet, mely kiilonb6zd
sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasat eredményezheti [23]. A szivbillentyl kalcifikacid
tanulmanyozasa sordn egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a fokozott ROS képzddésnek,
melynek oka az antioxidans rendszer sériilése [54,64]. Tanulmanyok igazoltak, hogy a tulzott
ROS képzddés a VIC-ek oszteogén iranyu differencialodéasat indukalja és ezaltal kitlintetett

szerepet jatszik az aortabillentyli kalcifikacio inicidcidjaban és progresszidjaban [43,54,65].
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Ezen tulmenden emelkedett ROS képzddést, valamint az oszteogén markerek megnovekedett

expressziojat detektaltak kalcifikalt human aortabillentytikben [55,56,66].

I1.7. A hipoxia szerepe a CKD-asszocialt vaszkularis és szivbillentyii
kalcifikacioban

A szervezet élettani miikddésének fenntartasahoz létfontossagii a szdvetek megfeleld
oxigénellatdsa. Az oxigén szint csokkenése érintheti az egész szervezetet vagy csak egyes
szoveteket [67]. Az emberi szervezet komplex adaptacios és talélési mechanizmusokat
fejlesztett ki a hipoxias allapot kivédésére, illetve a hipoxia 4&ltal okozott karosodas
csokkentésére. Tartds hipoxia esetén fokozodik a vorosvérsejtképzés és az 1j erek képzodése

(angiogenezis), melynek célja a hipoxias teriilet vérellatdsanak javitasa [68].
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6. abra: A HIF jelatviteli tvonal aktivaciéja. A HIF-a alegység normoxias korilmények kozott
hidroxilalédik, ubikvitinalodik majd ezt kdvetden proteoszomalisan degradalodik. Hipoxids kornyezetben a
HIF-a alegység hidroxilacidja elmarad, stabilizalodik és a sejtmagba transzlokalodik, ahol heterodimert képez
a HIF-p alegységgel. Az aktiv HIF a hipoxia valaszelemeket tartalmazoé gének promoter régioihoz kotddve

indukalja a hipoxia altal szabalyozott gének transzkripcidjat. Forrds: www.hegasy.de

A szervezetet érd hipoxidra adott valasz kialakitasat a HIF szabalyozza (6. abra). A HIF egy
heterodimer transzkripcids faktor, amely egy konstitutivan expresszalodo stabil béta (HIF-f),

€s egy oxigén érzékeny instabil alfa (HIF-o) alegységbdl all [69,70]. A HIF-a alegységnek
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harom izoformdja ismert, a HIF-loa, HIF-20 és a HIF-3a, melyek barmelyike képes
heterodimert képezni a hipoxia-indukalt faktor B (HIF-P) alegységgel. A HIF jelatviteli titvonal
szabalyzasaban kiemelt fontossaguak a vas és a-ketoglutarat fiiggd prolil-hidroxildz enzimek,
melyek molekularis oxigén jelenlétében a HIF-o alegységek hidroxilaciojat végzik. Ezt
kovetden a hidroxilalt HIF-a alegységek ubikvitindlodnak és proteoszomalisan degradalodnak,
ezaltal képesek megakadalyozni a HIF aktiv formdjanak kialakuldsat és a HIF jelatviteli itvonal
aktivalodasat [71,72].

Csokkent szoveti oxigén szint esetén a prolil-hidroxilaz enzimek inaktivalodnak, melynek
hatasara a HIF-a alegység hidroxilacidja elmarad. A citoplazmédban a nem hidroxilalt HIF-a
alegység szintje megemelkedik, majd a nukleuszba transzlokalodik, ahol a HIF-B alegységgel
heterodimert képezve kialakul az aktiv HIF forma, ami a hipoxia vélaszelemeket tartalmazé
hipoxia célgének transzkripciodjat [73,74].

A szoveti hipoxia szamos betegség esetén megfigyelhetd, jelenléte ismert kronikus
veseelégtelenségben is [75]. Kimutattak a HIF-1 jelenlétét CKD betegek veséjében, melyet a
CKD progresszigjaval hoztak 0Osszefiiggésbe [76]. A hipoxia CKD-asszocialt vaszkularis
kalcifikacioban betoltott szerepének tanulményozasa soran Mokas és munkatarsai kimutattak,
hogy a magas foszfat a HIF-1 jelatviteli utvonal aktivaciojan keresztiil fokozza a VSMC-k
HIF-1a expressziot mutattak ki kronikus veseelégtelen patkanyok aortdjaban [77]. A hipoxia
foszfat altal indukalt kalcifikdcioban betdltott szerepének tovabbi bizonyitéka, hogy a
simaizom-specifikus HIF-1a deficiens egerekbdl izolalt aorta simaizomsejtekben a kalcifikacio
elmarad [77].

Ismert, hogy a CKD gyakran tarsul anémidval, ami rendszeres korhazi kezelésekkel jar,
ezzel jelentdsen rontva a betegek életmindségét. A CKD-asszocidlt anémia elsddleges oka a
karosodott vesemiikddés miatt bekovetkezett csokkent eritropoetin termelés [78]. A CKD-hoz
tarsuld anémia kezelésére eritropoézis stimuldld agenseket (ESA) alkalmaztak, melyek
hasznélatakor jelentdsen megnétt a kardiovaszkuldris események eléfordulasi gyakorisaga [78].
Ez 1j, alternativ terapias lehetdségek kifejlesztését siirgette, mely a HIF-1 tvonal aktivalasat
célozta meg ugynevezett prolil-hidroxildz inhibitorok (PHI) segitségével [79]. Ezek az
inhibitorok a HIF-1 tutvonal aktivdldsan keresztiil fokozzak az eritropoézist és a vas
mobilizacidjat a csontvelobodl [79]. A legigéretesebb PHI a Daprodustat (DPD), melyet
torzskonyveztek és 2020 6ta alkalmaznak Japanban CKD-asszocidlt anémia kezelésére [80]. A

klinikai tanulmanyok nem vizsgaltdk a szer kardiovaszkularis rizikora gyakorolt hatdsat
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egészen 2021-1g, amikor Singh és tarsai az ASCEND-D tanulmanyban megallapitottdk, hogy a
DPD kezelés alatt all6 CKD betegek korében a kardiovaszkularis események bekovetkezése
hasonl6 aranyban volt megfigyelhetd, mint az ESA-k k6zé tartozd darbepoetin alfa kezelésben
részesiilo betegekben [81]. Kutatdcsoportunk korabban kimutatta, hogy a DPD fokozza a
Az aortabillentyli vérellatasat és oxigenizaciojat normadl esetben a szisztémas keringés
diffuzié révén biztositja. Aorta sztenodzis kovetkeztében megvastagszik az aortabillentyd,
melynek hatasara csokken a VIC-ek vér- és oxigén ellatdsa, ami a billentyli csokkent
funkcidjahoz vezet [83]. Szamos kutatasi eredmény bizonyitja neovaszkularizacio jelenlétét
megvastagodott aortabillentyiikben, mely pozitiv korrelaciot mutat az aortabillentyli
aktivacioja all, mely soran a HIF-1a, HIF-2a és a vaszkularis endotélidlis novekedési faktor
(VEGF) fokozott expresszidjat figyelték meg [87,88]. Tovabba, kimutattdk a HIF-1a és VEGF
emelkedett szintjét kalcifikalt human aortabillentytiben is [87].
Munkank soran a HIF jelatviteli utvonal hipoxia altali aktivacidjanak szerepét vizsgaltuk a

VIC-ek foszfat és kalcium altal indukalt oszteogén iranyu differencidlédasaban és

crer
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III. Célkitiizés

A rendelkezésiinkre allo legfrissebb szakirodalmi adatok alapjan az alabbi hipotéziseket

fogalmaztuk meg.

I. Hipotézis: A magas foszfat és kalcium, mint kettds oszteogén stimulus a HIF jelatviteli
utvonal aktivaciojan keresztiil indukalja a VIC-ek oszteogén iranya differencidlodasat és
kalcificikaciojat in vitro.
- Oszteogén stimulus hatdsanak vizsgalata a VIC-ek oszteogén irdnyu differencialodasara
- A HIF-1/2 jelatvitel utvonal gatlas hatdsanak vizsgalata VIC-ek oszteogén médium

(OM)-indukalt kalcifikaciojara.

I1. Hipotézis: A hipoxia a HIF jelatviteli itvonal aktivacidjan keresztiil fokozza a VIC-ek OM-
indukalt oszteogén iranyu differencidlodasat és kalcifikaciojat in vitro.
- A hipoxia (1% O2) hatasdnak vizsgalata VIC-ek OM-indukalt oszteogén
- A hipoxia és kiilonb6z6 hipoxia mimetikumok (Kobalt-klorid (CC), Deferoxamin
(DFO), Daprodustat (DPD)) hatdsanak vizsgdlata a VIC-ek HIF-la ¢és HIF-2a
aktivaciojara.
- A HIF-1/2 jelatvitel Utvonal gatlas hatasanak vizsgalata VIC-ek OM-indukalt

crer

crer

- Ahipoxia hatdsanak vizsgélata a VIC-ek ROS termelddésére.

- A ROS termelddés gatlas hatasanak vizsgalata VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciojara

hipoxias koriilmények kozott.

IV. Hipotézis: a CKD-asszocialt anémia kezelésére alkalmazott prolil-hidroxilaz inhibitor, a
DPD fokozza a szivbillentyi kalcifikaciot in vivo.

- A DPD hatasanak vizsgalata a CKD-asszocialt anémidra és a sziv kalcifikaciojara CKD

egérmodellben in vivo.

V. Hipotézis: A hipoxia szinergista moédon fokozza human aorta simaizomsejtek (HAoSMC)

crer

crer
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IV. Anyagok és modszerek

IV.1. Sejttenyésztes

Kisérleteink soran human szivbillentyli intersticialis sejtekkel (VIC, P10462, Innoprot,
Bizkaia, Spanyolorszag) ¢s human aorta simaizom sejtekkel (HAoSMC, 354-05A, Cell
Applications, San Diego, CA, Egyesiilt Allamok) dolgoztunk. A VIC-ek tenyésztéséhez 10%-
os fotalis borji szérumot (FBS, Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt
Allamok), 1% L-glutamint (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok), 1%
natrium-piruvatot (Sigma-Aldrich), 1% antimikotikus és antibiotikus reagenst (Sigma-Aldrich)
tartalmazo fibroblaszt tdpfolyadékot (Fibroblast Medium, Innoprot) hasznaltunk. A HAoSMC-
k tenyésztéséhez az eldzdekben leirt mennyiségli reagensekkel kiegészitett Dulbecco’s
Modified Eagle’s Mediumot (DMEM, Sigma-Aldrich) tapfolyadékot hasznaltunk. A sejteket
37°C-os hdmérsékletli inkubatorban tenyésztettiik, 5% CO; szint mellett. Mindkét sejttipust 4

¢s 8 passzazs szam kozott konfluens allapotban hasznaltuk.

IV.2. Kalcifikacio indukalasa

hasznéltunk, amely soran a 2% FBS tartalmi DMEM (Sigma-Aldrich) tapfolyadékot
kiilonb6z6 koncentracioju inorganikus foszfattal (Pi, 1,5-2,5 mmol/L, pH 7,4, Sigma-Aldrich)
¢és kalciummal (Ca, 0,3 mmol/L, Sigma-Aldrich) egészitettiik ki. A tdpfolyadékot 3 naponta

cseréltiik a kisérletek befejezéséig.

IVV.3. Hipoxias kezelés

A hipoxias koriilmény biztositdsdhoz modularis inkubator kamrakat alkalmaztunk,
amelyekbe a hipoxias gazelegyet (94% Na, 5% CO2, 5% O, Linde, Dublin, frorszag)
folyamatos, 0,1 L/perc aramlasi sebességgel vezettilk be. Néhany kisérletiinkben kiilonb6z6
hipoxia mimetikumot: Daprodustat (DPD 20 pmol/L, MedChemExpress, Monmouth Junction,
JC, Egyesiilt Allamok), deferoxamin (DFO 40 pmol/L, Sigma-Aldrich), és kobalt-klorid (CC,
200 pmol/L, Sigma-Aldrich), valamint a HIF-1 inhibitor chetomint (12 nmol/L, Tocris

Bioscience, Bristol, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztunk.
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IV.4. Alizarin voros festés

crcr

hasznaltuk. A folyamat soran a 96 lyuku sejttenyésztd lemezen kezelt sejtekrél Ovatosan
eltavolitottuk a médiumot, ezt kovetden foszfattal pufferolt sooldattal (PBS) mostuk dket, majd
szobahdmérsékleten 20 percig 4%-os paraformaldehid oldattal fixaltuk a sejteket. Ezt kdvetden
a sejteket ismét atmostuk PBS oldattal, utdna pedig 2%-os Alizarin voros oldattal (pH 4,2,
Sigma-Aldrich) szobahémérsékleten festettiik. Tiz perc utan, a nem kotddott festéket tobbszori
desztillalt vizes mosassal eltavolitottuk, majd fényképet készitettlink a lemezrol, és a bekotodott
festéket feloldottuk 100 ul hexadecilpiridinium-klorid oldatban (100 mmol/L, Sigma-Aldrich).
A mintakhoz tartoz6 abszorbancia értékeket mikrolemez olvasoval (TS 800, Biotek, Budapest,

Magyarorszag) 562 nm-es hullamhosszon mértiik.

IV.5. Kalcium depozitumok mennyiségi meghatarozasa

A kezeléseket 96 lyuku sejttenyésztd lemezen végeztilk, melynek végén a sejtekrol
Ovatosan eltavolitottuk a médiumot, majd PBS-sel mostuk. Ezt kovetden az extracellularis
matrixot 100 puL s6savval (0,6 mol/L), szobahdmérsékleten 30 percig dekalcinaltuk. A s6savas
feliiliszok kalcium tartalmanak kvantitativ meghatarozasat kolorimetrias modszerrel végeztiik
(QuantiChrom Calcium Assay Kit, Gentaur Molecular Products, Kampenhout, Belgium) a
gyartd altal javasolt protokoll szerint. A dekalcindlast kovetden a sejteket PBS-sel ismét
atmostuk, majd 0,1% natrium-dodecil-szulfat (SDS, Sigma-Aldrich) és 0,1% natrium-hidroxid
Scientific) hataroztuk meg. A sejtek kalcium tartalmat fehérjetartalomra normalizalva, mg Ca /

mg fehérje aranyban kifejezve adtuk meg.

IV.6. A sejtek életképességének meghatarozasa

A sejtek életképességének vizsgalatat 96 lyuku sejttenyésztd lemezen végeztiik. A kisérlet
végén a sejtekrdl Ovatosan eltdvolitottuk a médiumot €s a sejtekhez 100 pL 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid (MTT, 0,5 mg/ml, Sigma-Aldrich) reagenst adtunk,
¢és a lemezt 37 °C-on 4 6ran keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetden a sejtekhez adott MTT oldatot
eltavolitottuk, és az inkubécié soran képzddott formazéan kristdlyokat 100 pL dimetil-
szulfoxidban (Sigma-Aldrich) feloldottuk, majd meghataroztuk a mintak optikai denzitasat 570
nm-es hullamhosszon. A kezelt sejtek ¢életképességét a kezeletlen sejtek életképességéhez

viszonyitva, szazalékos aranyban kifejezve adtuk meg.
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IVV.7. Western blot analizis

A kezeléseket 6 lyuku sejttenyésztd lemezen végeztiik. A kezelés végén a sejtekrol
Ovatosan eltavolitottuk a médiumot, PBS-sel mostuk, majd 120 ul Laemmli lizis pufferrel
lizaltuk. A sejt lizdtumokat 95 °C-os hdmérsékleten 5 percig denaturaltuk, majd szonikaltuk
(Sonoplus, 3 x 10s, Bandelin Electronic GmbH, Berlin, Németorszag). A fehérjéket SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (7,5-10%) méret szerint elvalasztottuk (Mini Protean, 100V,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Egyesiilt Allamok), majd nitrocellul6z membranra (GE
HealthCare, Miinchen, Németorszag) blottoltuk (Trans-blot SD, 45 perc, 12 V, Bio-Rad
Laboratories,). Ezutdn szobahdmérsékleten egy oran keresztiil 6%-0s tejpor oldattal blokkoltuk
a membranokat. Kisérleteink soran a tablazatban felsorolt els6dleges antitesteket a megadott
koncentraciokban 5%-os tejpor oldatban adtuk a membranokhoz, és egy teljes éjszakéan
keresztiil inkubaltuk 4°C-on (1. tablazat). Az elsddleges antitestek bekotodése utan a
membranokat TBS-T-vel (Tris, 0,1% Tween 20) mostuk, majd torma peroxidazzal (HRP)
konjugalt anti-nyul, illetve anti-egér (NA934, NA931, Amersham Biosciences, Amersham,
Egyesiilt Kirdlysag) masodlagos antitesttel (0,5 pg/ml) inkubéltuk szobahdmérsékleten 1 6ran
keresztiil. Ezt kdvetden a membranokat ismét TBS-T-vel mostuk, majd a bekotédott HRP-vel
konjugélt mésodlagos antitestet Western ECL reagenssel (Bio-Rad Laboratories) detektaltuk. A
kemilumineszcens jelet hagyomanyos moddon, rontgenfilmen és digitalis C-Digit Blot
Scannerrel (LI-COR Bioscience, Lincoln, NE, Egyesiilt Allamok) is detektaltuk. Ezutan a
membranokat 1:2000 higitadsban alkalmazott anti-B-aktin antitesttel (sc-47778; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, Egyesiilt Allamok) ujra jeloltik és detektaltuk. A digitalisan
detektalt sdvok esetében az intenzitds meghatdrozdsa a szoftverbe beépitett analizalo
alkalmazassal tortént, mig a hagyomdnyos rontgen filmen detektalt savok intenzitdsanak

meghatarozasdhoz a GelQuant szoftvert alkalmaztunk.

Fehérje Cég, kataldgusszam Koncentracié
HIF-1a GeneTex (Irving, CA, USA), GTX127309 1 pg/ml
HIF-2a Cell Signaling (Danvers, Massachusetts, USA), #7096 | 3 pg/ml
Glut-1 GeneTex (Irvine, CA, USA), GTX15309 0,25 pg/ml
Runx2 Proteintech (Rosemont, IL, USA), 20700-1-AP 0,6 pg/ml
Sox9 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), PA5-81966 0,1 ug/ml
ALP Santa Cruz Biotechnolgy (Dallas, TX, USA), sc-365765 | 0,4 pg/ml

1. tablazat: Az alkalmazott fehérjékre vonatkozé adatok.
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IV.8. Géncsendesités

A 60-80%-0s konfluencia szintig felszaporitott sejtek géncsendesitéséhez negativ kontroll
(#4390843, ThermoFisher Scientific), targetalt HIF-1a (ID: 106498, ThermoFisher Scientific)
¢s targetalt HIF-2a (ID: 106446, ThermoFisher Scientific) siRNS-sel transzfektaltuk a sejteket
Lipofectamine® RNAIMAX reagenssel (Invitrogen, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) a
gyarto altal javasolt protokoll szerint. A sejtek kalcifikacioja 4-5 nap alatt torténik meg, és mivel
a géncsendesités a protokoll szerint 72 oraig mikodik, ezért ezen kisérleteink soran a

géncsendesitést a harmadik napon megismételtiik.

IV.9. Az intracellularis ROS képzodés mennyiségi meghatarozasa

A kezeléseket 96 lyuku sejttenyésztd lemezen végeztiink el. A kezelés végén a sejtekrdl
6vatosan eltavolitottuk a médiumot, majd PBS-sel mostuk. Ezt kdvetden az intracellularisan
képz6d6 ROS mennyiségét CM-H2DCFDA kittel (Life Technologies, Carlsbad, CA, Egyesiilt
Allamok) hataroztuk meg a gyart6 altal javasolt protokoll szerint. Egyes kisérletekben ROS
inhibitor N-acetil-ciszteint (NAC, 1 mmol/L, Sigma-Aldrich) is alkalmaztunk.

IV.10. Egér kisérletek

Az egerekkel végzett kisérleteinket a nemzetk6zi és egyetemi etikai szabalyzatban
foglaltak szerint, a Debreceni Egyetem Kutatasetikai Bizottsaga 4ltal kiadott érvényes engedély
(10/2021/DEMAB) birtokéban végeztiik. Vizsgalataink soran tizendt darab, 8-10 hetes him
C57BL/6 egeret véletlenszerlien harom csoportra: Ctrl, CKD, CKD+DPD osztottuk
(n=5/csoport).

A CKD indukalasdhoz kétfazist diétat hasznaltunk. Az elsé 6 hétben az egereket adenin
(0,2%) ¢és emelt foszfat (0,7%) tartalmu tappal etettiik, majd ezt kdvetden 3 héten keresztiil
adenin (0,2%) ¢és magas foszfat (1,8%) tartalmua tapot kaptak (ssnift-Spezialdidten GmbH,
Soest, Németorszdg). A DPD-t 1%-os metilcellulozban szuszpendaltuk, és naponta 15
mg/testsuly kg/nap dozisban ordlisan adagoltuk a kétfazisu diéta masodik szakaszaban a 7. és
9. hét kozott, mig ez 1d6 alatt a CKD egerek azonos mennyiségii vivéanyagot kaptak. Az egerek

¢letét CO: inhaldcioval oltottuk ki, majd sziv punkcioval vért vettiink elemzés céljabol.
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IV.11. A vesefunkcio és az anémia laboratoriumi paramétereinek
meghatarozasa egerekben

Az egerek vérébdl szarmazo mintdk foszfat, urea, kreatinin szintjeit Cobas® ¢502
késziilékkel (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) hatdroztuk meg, a citrattal
antikoagulalt vérmintak elemzése pedig Siemens Advia-2120i hematoldgiai analizatorral
(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, Egyesiilt Allamok) és a hozzatartozé Multi
Species szoftver 800 Mouse C57BL programmal tortént.

1IV.12. Kalcifikacioé detektalasa Osteosense festéssel

A lagyszovet kalcifikacio detektalasahoz Osteosense™ festéket (OsteoSense™ 680 EX,
PerkinElmer, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) alkalmaztunk. A kisérlet végén az egereket
izoflurannal (Baxter, Deerfield, IL, Egyesiilt Allamok) boditottuk, majd ezt kvetéen 100 puL
DPBS-ben oldott 2 nmol OsteoSense™ festéket injektaltunk az egerekbe retro-orbitalisan. 12
ora elteltével kioltottuk az egerek életét, majd 5 mL PBS-sel perfundaltuk és izolaltuk a
szerveket. Az OsteoSense™ festék szoveti jelenlétét ex vivo koriilmények kozott IVIS

Spectrum In Vivo Imaging miiszerrel vizsgaltuk (PerkinElmer).

IV.13. Hisztoldgia

Az Osteosense™ festéssel torténd képalkotast kovetden a szerveket 10%-os neutralis
formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk, és 4 um vastagsagi metszeteket készitettlink.
Deparaffinalds utan hematoxilin-eozin, von Kossa ¢€s alizarin vords festést végeztiink a gyartod

altal javasolt protokoll szerint (Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag).

IVV.14. Statisztikai analizis

A kisérletek eredményeit atlag + szorasban adtuk meg. A statisztikai analizisek
elvégzéséhez GraphPad Prism 8.01 szoftvert alkalmaztunk. A normal eloszlds meghatarozasat
Shapiro-Wilk teszttel, a p értékek meghatarozasat parametrikus tesztekkel végeztik. A két
csoport kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbségeket kétiranya Student-féle ¢-probaval, a
kettonél tobb csoport Osszehasonlitdisit ANOVA tesztet kovetd Tukey-féle tobbszords
Osszehasonlitdo analizissel, mig a szamos kezelési csoport egyetlen kontrollhoz torténd
vizsgalatat ANOVA tesztet kvetd Dunnett’s post-hoc teszttel elemeztiik. A p <0.05 értékeket

tekintettiik szignifikdnsnak.
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V. Eredmények

V.1. A szivbillentyi intersticialis sejtek OM-indukalt oszteogén iranyu

differencialodasa és extracellularis matrix kalcifikacioja

A szivbillentyll kalcifikécid in vitro modelljének létrehozasdhoz human VIC-eket
alkalmaztunk. A kisérlet soran a kalcifikaciot magas foszfat (2,5 mmol/L) €s magas kalcium
(0,3 mmol/L) tartalmu oszteogén médiummal indukaltuk. Megallapitottuk, hogy az OM kezelés
1d6fliggd modon ndvelte az oszteogén iranyu differencialodas markereinek (Runx2, ALP, Sox9)
fehérje expressziojat (7. abra, A-B). Ezen kiviil az OM indukalta a VIC-ek kalcifikacigjat,
melyet alizarin voros (AV) festéssel és az ECM kalcium tartalmanak mérésével mutattunk ki

(7. abra, C-D).
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7. abra: Az OM indukalja a VIC-ek oszteokondrogén iranyu differencidlodasat és kalcifikacidjat. 4
sejteket kontroll, illetve oszteogén koriilmények kozott tartottuk. (A) Runx2, ALP, Sox9 és [3-aktin fehérjék
expressziojat bemutato reprezentativ Western blotok. (B) Runx2, ALP, Sox9 fehérje expresszio szintjeinek [3-
aktin-ra normalizalt értékei (n=3), (24, 48, 72 éra). (C) Az ECM-ben felhalmozodo kalcium depozitumok AV
festésének reprezentativ képe és kvantifikalasa (n=>5), (5. nap). (D) Sésavval oldott ECM kalcium tartalmanak
mennyiségi meghatdrozdsa (n=>5), (5. nap). Az eredmények dtlag + szérasban vannak kifejezve. *p <0.05,

w0k <0.01, ***p <0.005, ***%p <0.0001.

V.2. A hipoxia jelatviteli ttvonal szerepe a szivbillentyii intersticialis sejtek
OM-indukalt kalcifikaciojaban

Mokas és munkatarsai kimutattdk, hogy a HIF-1 utvonal aktivacidja kulcsszerepet jatszik
a human aorta simaizomsejtek magas foszfattal indukalt kalcifikaciojaban [77]. Ezen
megallapitds alapjan megvizsgaltuk a HIF jelatviteli utvonal szerepét a VIC-ek oszteogén
tapfolyadékkal kezeltiik a sejteket majd meghataroztuk a hipoxia specifikus markerek fehérje
expressziojat. Az OM kezelés a HIF-1o0, HIF-2a, és a szabalyzasuk alatt all6 Glut-1 (gliikoz

transzporter 1) fehérjék fokozott expresszidjat eredményezte (8. abra, A-B). Ezt kdvetden a
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HIF jelatviteli utvonal kalcifikacioban betoltott szerepének bizonyitasara targetalt siHIF-1a és
siHIF-2a géncsendesitést alkalmaztunk (8. abra, C-D), ami a VIC-ek kalcifikacidjanak teljes
gatlasdhoz vezetett (8. abra, E-F). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az oszteogén

stimulus hatasara indukal6do HIF jelatvitel Gitvonal aktivan részt vesz a VIC-ek OM-indukalt
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8. abra: A HIF jelatviteli titvonal szerepe VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciéjaban. A sejteket kontroll, illetve
oszteogén koriilmenyek kozott tartottuk. (A) HIF-1a, HIF-2a, Glut-1 és 3-aktin fehérjék expressziojat bemutato
reprezentativ Western blotok. (B) HIF-la, HIF-2a, és Glut-1 fehérje expresszios szintjeinek [3-aktin-ra
normalizalt értékei (n=3), (24 ora). (C-D) HIF-la, HIF-2a és [3-aktin fehérjék expressziojat bemutato
reprezentativ Western blotok és a fehérjék expresszio szintjeinek f3-aktin-ra normalizalt értékei HIF-1a és HIF-
2a géncsendesitést kovetoen, kontroll (Scr) és HIF-1a, illetve HIF-2a siRNS hianyaban vagy jelenlétében (n=3),
(24 ora). (E-F) Az ECM-ben felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének reprezentativ képe és
kvantifikalasa (n=5), (4. nap). Az eredmények atlag + szorasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01,
**Ep <0.005, ****p <0.0001.

V.3. A hipoxia fokozza a szivbillentyii intersticialis sejtek OM-indukalt
oszteogén iranyu differencialodasat és extracellularis matrix kalcifikaciojat

A kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogy a hipoxia hogyan befolyasolja a VIC-ek OM-
hipoxidra adott valaszkészségét vizsgaltuk. A sejteket 24 Ordra normoxias illetve hipoxias
koriilmények kozott tartottuk, majd meghataroztuk a HIF-1o, HIF-2a, és Glut-1 fehérjék
expressziojat. Varakozasunknak megfeleléen, hipoxias koriilmények kozott a HIF utvonal

aktivalodott, mely a vizsgalt célfehérjék fokozott expresszidjat eredményezte (9. abra, A). Ezt
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kovetden a sejteket oszteogén médiummal kezeltiik normoxias €s hipoxias koriilmények kozott
24 és 48 oran keresztiil. Normoxidban a 48 o6rds id6épontban az OM hatdsara enyhén
megemelkedett Runx2 ¢és Sox9 fehérje expresszid lathatd, mig ezzel szemben hipoxidban a
kontroll dGnmagaban is emelkedett Runx2 expresszidt eredményezett, melynek mértékét az OM
kezelés nem tudta tovabb fokozni. A Sox9 esetén hipoxias koriilmények kozott minden egyes
vizsgalt kondici6 mellett magasabb fehérje expresszidt tapasztaltunk normoxids

koriilményekhez viszonyitva (9. abra, B).
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9. abra: A hipoxia fokozza a VIC-ek OM-indukalt oszteogén iranyu differencialodasat.
A sejteket kontroll, illetve oszteogén koriilmények kézott tartottuk normoxiaban és hipoxiaban. (A) HIF-1a,
HIF-2a, Glut-1, Runx2, Sox9, és [3-aktin fehérjék expresszidjat bemutato reprezentativ Western blotok (n=3),
(24 ora) (B) HIF-1a, HIF-2a, Glut-1, Runx2, és Sox9 fehérje expresszio szintjeinek f3-aktin-ra normalizalt
értekei (n=3), (24, 48 ora). Az eredmények datlag + szorasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01,
***p <0.005, ****p <0.0001.

Kovetkezo kisérletlinkben megvizsgaltuk a hipoxia VIC kalcifikaciora gyakorolt hatasat.
tartalmazé médiumot alkalmaztunk normoxias és hipoxids koriilmények kozott. A kisérletet
kovetden az AV festés és az ECM kalcium tartalmanak mérési eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy a hipoxia minden egyes vizsgalt foszfat koncentracio mellett fokozta a

VIC-ek kalcifikaciojat. (10. abra, A-B). A kalcifikacio idofiiggését 2,5 mmol/L foszfatot
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tartalmazo oszteogén médiumban vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy hipoxias koriilmények kozott
a kalcifikacié mar a masodik napon, ugyanakkor normoxids koriilmények kozott csak a hatodik
napon kezdddott el (10. abra, C). Az ECM kalcium tartalménak mérési eredményei megerdsitik
az AV festés eredményét, mely szerint a hipoxia fokozza a VIC-ek foszfattal indukalt

kalcifikaciojat (10. abra, D).
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10. abra: A hipoxia fokozza a VIC-ek magas foszfattal indukalt kalcifikacidjat. A sejteket normoxiaban
és hipoxiaban kezeltiik kiilonbozé koncentracioju foszfattal (1,5-2,5 mmol/L). (A és C) Az ECM-ban
felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének reprezentativ képe és kvantifikalasa (n=5), (6. nap). (B és
D) Sosavval oldott ECM kalcium tartalmanak mennyiségi meghatdrozdsa (n=>5), (6. nap). Az eredmények atlag
+ szorasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001.

V.4. A hipoxia HIF-1a és HIF-20 fiiggé modon fokozza a szivbillentyii

intersticialis sejtek OM-indukalt extracellularis matrix kalcifikaciojat

Annak megallapitdsara, hogy a HIF jelatviteli utvonal szerepet jatszik-e a hipoxia
kalcifikaciot fokozo hatasaban, elsoként a HIF-1 inhibitor chetomint alkalmaztunk.
Megéllapitottuk, hogy chetomin hatékonyan csokkentette a VIC-ek OM-indukalt
kalcifikaciojat, melyet a kisérletet kovetd AV festés és az ECM kalcium tartalom mérésének
eredményei tdmasztottak ala (11. abra, A-B). Ezt koveton targetalt HIF-1a, illetve HIF-2a
siRNS-eket alkalmaztunk kiilon-kiilon (11. abra, C-D), mely sordan a HIF-1a, illetve HIF-2a

expressziojanak csokkentése a kalcifikacio részleges gatlasat eredményezte (11. abra, E-F).
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11. abra: A hipoxia a HIF jelatviteli utvonal aktivicidjan keresztiil fokozza a VIC-ek OM iltal indukalt
kalcifikaciojat. A sejteket kontroll, illetve oszteogén kériilmények kézott tartottuk hipoxiaban chetomin (12
nmol/L) jelenlétében vagy hianyaban. (A) Az ECM-ban felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének
reprezentativ képe és kvantifikaldsa (n=35), (5. nap). (B) Sésavval oldott ECM kalcium tartalmanak mennyiségi
meghatarozdsa (n=35), (5. nap). (C-D) HIF-1a, HIF-2a és [3-aktin fehérjék expressziojat bemutato reprezentativ
Western blotok és a fehérjék expresszio szintjeinek [-aktin-ra normalizalt ertékei HIF-la és HIF-2a
géncsendesitést kovetben, kontroll (Scr) és HIF-1a, illetve HIF-2a siRNS hianyaban vagy jelenlétében (n=3),
(24 ora). (E) Az ECM-ban felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének reprezentativ képe és
kvantifikalasa (n=5), (4. nap). (F) Sosavval oldott ECM kalcium tartalmanak meghatdarozdsa (n=35), (4. nap).
Az eredmények adatok atlag + szordasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001.
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Tovabba megvizsgaltuk a targetalt HIF-1a, illetve HIF-2a siRNS-ek egyiittes
alkalmazaséanak hatasat is (12. abra, A-B), mely soran azt tapasztaltuk, hogy mindkét HIF-a
alegység expresszidjanak egyiittes csokkentése a kalcifikacié teljes gatlasat idézte eld, amit az
AV festés ¢s az ECM kalcium tartalmanak mérési eredményei tamasztanak ala (12. abra, C-
D). Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a hipoxia altal indukalt HIF jelatviteli
utvonal kulcsszerepet jatszik a VIC-ek OM-indukalt kalcifikdcidjanak hipoxia altali

fokozddasaban.
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12. abra: A hipoxia a HIF jelatviteli utvonal aktivacidéjan keresztiil fokozza a VIC-ek OM altal indukalt
kalcifikaciojat. A4 sejteket kontroll, illetve oszteogén koriilmények kozott tartottuk hipoxiaban.
(A-B) HIF-1a, HIF-2a és [3-aktin fehérjék expressziojat bemutato reprezentativ Western blotok és a fehérjek
expresszio szintjeinek [3-aktin-ra normalizalt értékei HIF-1a és HIF-2a géncsendesitést kovetéen, kontroll
(Scr) és HIF-la, illetve HIF-2a siRNS hidanydban vagy jelenlétében (n=3), (24 ora). (C) Az ECM-ban
felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének reprezentativ képe és kvantifikaldsa (n=>5), (4. nap). (D)
Sosavval oldott ECM kalcium tartalmanak meghatarozdsa (n=>5), (4. nap). Az eredmények adatok datlag +
szorasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001.

V.5. A hipoxia mimetikumok fokozzak a szivbillentyi intersticialis sejtek
OM-indukalt kalficikaciojat

A hipoxia mimetikumok a prolil hidroxildz enzim aktivitasat gatolva stabilizaljak a HIF-
lo-t normoxids koriilmények kozott. A kdvetkezd kisérletiinkben harom kiilonb6z6 hipoxia
mimetikum: CC, DFO, és a DPD hatasat vizsgaltuk VIC-ek oszteogén tapfolyadékkal indukalt
kalcifikacidjara. Megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt hipoxia mimetikumok mindegyike

jelentdsen fokozta a HIF-1a, és a HIF-2a fehérjék expressziojat (13. abra, A). Ezt kdveton

megvizsgaltuk a hipoxia mimetikumok OM-indukélt kalcifikdciéra gyakorolt hatasat és
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megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt hipoxia mimetikumok fokoztdk a VIC-ek
kalcifikaciojat (13. abra, B-C). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy nem csak a valdédi

hipoxia, hanem a hipoxia mimetikumok is képesek fokozni a VIC-ek OM-indukalt

kalcifikaciojat.
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13. abra: A hipoxia mimetikumok fokozzak a VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciojat. 4 sejteket kontroll
(Ctrl) illetve oszteogén (OM) kériilmények kozétt tartottuk kiilonbozé hipoxia mimetikumok: CC, 200 umol/L,
DFO, 40 umol/L és DPD, 20 umol/L jelenlétében vagy hianyaban. (A) HIF-1a, HIF-2a és [3-aktin fehérjék
expressziojdt bemutato reprezentativ Western blotok és a fehérjék expresszio szintjeinek [3-aktin-ra normalizalt
értékei (n=3), (24 ora). (B) Az ECM-ban felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének reprezentativ képe
és kvantifikalasa (n=5), (5. nap). (C) Sosavval oldott ECM kalcium tartalmanak mennyiségi meghatarozasa
(n=5), (5. nap). Az eredmények atlag + szorasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005,
*kkkn <0.0001.

Ezt kovetéen a DPD kalcifikaciot fokozé hatdsmechanizmusdban vizsgaltuk a HIF-1a és
HIF-2a szerepét. Géncsendesitést végeztiink, ¢s megallapitottuk, hogy a HIF-1a, illetve a HIF-

2a csokkent expresszidja a kalcifikacio részleges gatlasat eredményezte (14. abra, A-B).
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14. abra: A HIF-1a és HIF-2a géncsendesitése csokkenti a VIC-ek OM+DPD indukalt kalcifikacidgjat.
(A és B) Az ECM-ban felhalmozodo kalcium depozitumok festésének reprezentativ képe és kvantifikalasa
(n=5), (4. nap). Az eredmények datlag + szorasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005,
*EEED <0.0001.

V.6. A ROS szerepe a szivbillentyii intersticialis sejtek kalcifikacidjaban

Ismert, hogy a tilzott ROS képzddés, ¢és az altala eléidézett oxidativ stressz kulcsszerepet
jatszik a VIC-ek oszteogén iranyu differencialodasaban [43]. Ezért megvizsgaltuk a ROS
képzddés szerepét a VIC-ek OM, valamint OM-+hipoxia altal indukalt kalcifikdcigjaban. A
sejteket oszteogén médiummal kezeltiik normoxids és hipoxids koriilmények kozott, majd
megmértilk az intracellularisan képzddé ROS mennyiségét. Megallapitottuk, hogy az OM
fokozta a VIC-ek ROS termelését normoxias, illetve hipoxias koriilmények kozott is (15. abra,
A). Kimutattuk tovabba, hogy a hipoxia a normoxiahoz viszonyitva fokozta a ROS termelddést
mind kontroll, mind OM koériilmények kozott (15. abra, A). A glutation prekurzor NAC
hatékonyan csokkentette a ROS termelddés OM-mel indukalt, illetve hipoxia-altali fokozodasat
(15. abra, A).

Az apoptdzis €s az ezzel egyiitt jard apoptotikus sejtek felszabaduldsa szintén egy, a
kalcifikéacio kialakulasaban jelentds szerepet jatszé folyamat. Mivel a tilzott ROS képzddés
sejthalalhoz vezethet, ezért megvizsgaltuk a VIC-ek életképességét. Az oszteogén stimulus
normoxias koriilmények kozott enyhe, mig hipoxids korilmények kozott fokozottabb
sejtpusztulast idézett eld, melyet a NAC kezelés hatékonyan gatolt (15. abra, B). Ezt kovetden
azt tapasztaltuk, hogy a NAC a reaktiv oxigén gyokok képzddésének csokkentésén keresztiil

hatékonyan gatolja az OM-indukalt kalcifikéaciot (15. abra, C-D).
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15. abra: A ROS képzodés szerepe a VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciojaban. A sejteket kontroll (Ctrl)
illetve oszteogén (OM) kériilmények kézott tartottuk normoxiaban és hipoxiaban NAC (1 mmol/L) jelenlétében
vagy hianyaban. (A) Az intracellularisan képzodott ROS mennyiségi meghatarozasa (n=6), (4. nap). (B) A
sejtek életképessége (n=5), (4. nap). (C) Az ECM-ban felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének
reprezentativ képe és kvantifikalasa (n=5), (4. nap). (D) Sosavval oldott ECM kalcium tartalmanak
meghatarozdasa (n=35), (4. nap). Az eredmények dtlag + szorasban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01,
**Ep <0.005, ¥***p <0.0001.

V.7. A DPD fokozza a szivbillentyi Kkalcifikaciojat in vivo CKD

egérmodellben

A CKD betegek korében gyakori a szivbillentyti kalcifikéacioja, és a betegek leggyakoribb
haladlozasi oka valamilyen kardiovaszkularis esemény [53]. Tovabb4, a kronikus veseelégtelen
betegekben gyakran alakul ki anémia az elégtelen eritropoézis miatt. A DPD egy az eritropoézis
fokozasara kifejlesztett gyogyszer, melyet Japanban torzskonyveztek CKD-asszocidlt anémia
kezelésére. A DPD in vitro Kkisérleteinkben fokozta a VIC-ek kalcifikdciojat, igy a
kovetkezOkben a DPD szivbillentyli kalcifikaciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk in vivo CKD
egérmodellben. A kisérlet soran tizendt darab, 8-10 hetes him, C57BL/6 egeret véletlenszeriien
3 csoportba osztottunk: Ctrl, CKD, CKD+DPD (16. abra, A). A CKD indukalasat kétfazisu

diétaval valositottunk meg, melynek soran az elsé 6 hétben az egereket adenin (0,2%) és emelt
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foszfat (0,7%), mig az ezt kovetdn harom héten keresztiil adenin (0,2%) és magas foszfat (1,8%)
tartalmu tappal etettiik €s a diéta masodik fazisdban a DPD-t oralisan adagoltunk az egereknek
15 mg/testtdmeg kg napi dozisban (16. abra, A). A DPD 15 mg/testtomeg kg/nap dozisat
elokisérletekben hataroztuk meg; ez a legalacsonyabb DPD do6zis mely megeldzi az anémia
kialakulasat az altalunk alkalmazott CKD modellben. Varakozasunknak megfeleléen az
alkalmazott diéta CKD-asszocialt anémia kialakulasat eredményezte az egerekben, melyet a
csOkkent hemoglobin és hematokrit szint, valamint csokkent vordsvértest szam jellemez (2.
tablazat). A CKD Aaltal el6idézett anémiat a DPD kezelés hatékonyan korrigalta, melyet a
hematoldgiai adatokban lathatd normalizalt hemoglobin és hematokrit szint, illetve vorosvértest

szam mutat (2. tablazat).

f .y p érték
Hematoldgiai p érték
i Kontroll CKD CKD+DPD CKD vs
paraméter Ctrl vs CKD
CKD+DPD
Hemoglobin
117.4+ 3.6 80.2+8.9 119.2+3.3 <0.0001 <0.0001
(/L)
Vorosvértest-
8.014 +0.15 | 6.044 £0.561 | 8.046 +0.29 <0.0001 <0.0001
szam (T/L)
Hematokrit 0.439 +0.017 | 0.301+£0.031 | 0.432+0.014 <0.0001 <0.0001

2. tablazat: A kisérlet soran mért hematoldégiai paraméterek.

A CKD kialakulasa a szérum urea (16. abra, B), kreatinin (16. abra, C), és foszfat (16.
abra, D) szintek emelkedésével jart, melyet a DPD kezelés nem befolyasolt. A DPD sziv
festéket alkalmaztunk, melyet az analizis el6tt 12 6raval intravéndsan juttattunk az egerekbe. A
CKD-s egerek szivében magasabb fluoreszcencia intenzitast detektaltunk a kontroll egerekéhez
viszonyitva, mig a DPD-vel kezelt egerek szivének fluoreszcencia intenzitdsa meghaladta a
CKD-s egerekét is (16. abra, E). Tovabba a sziveken szdvettani vizsgalatként hematoxilin-
eozin festést, valamint a kalcifikacié kimutatasa céljabol von Kossa és AV festést végeztiink. A
von Kossa és AV festések alapjan megallapitottuk, hogy a CKD-+DPD csoportba tartozé egerek
sziv szovetein lathato a legerdsebb festddés, amely fokozott szivbillentyli kalcifikaciora utal,
mig a kontroll csoportba tartoz6 egerek szivében kalcifikacid egyaltalan nem volt detektalhato
(16. abra, F). Ezek az eredmények 0sszességében arra utalnak, hogy az éltalunk alkalmazott
DPD doézis bar hatékonyan korrigalja a CKD-asszocialt anémiat, de fokozza a sziv

kalcifikaciojat CKD egerekben.

32



A o .. " ‘ °
1.-6. hét / P 7.-9. hét 30+ KKK g 60 - P 2 5 - ,,‘,‘:*”‘
<€ € 5, KRKK g [] 3 Y °
Ctrl | Foszfat 0.3 % Foszfat 0.3 % 9 s ‘s 5 E 41
£ = £
£ 20 c 40 = 3-
© £ &
ckp| Adenin 0.2% Adenin 0.2 % o ® o 2]
Foszfat 0.7 % Foszfat 1.8 % E 10 ; 20 ]
£
= = £ 1
CKD| Adenin029% | Adenin02% | § g 5
DPD| Foszfat 0.7 % Foszfat 1.8% | & ] R & 0-
DPD 15 mg/kg/nap Ctrl CKDCKD @ Ctrl CKD CKD Ctrl CKD CKD
+ + +
E DPD DPD DPD
Brightfiela ~ Osteosense Overlay 0
fluoreszcencia o KKK
= 3x%10° S
K] s
3}
c
8 2x10°4 .
N
[’}
o
S 1x10°-
Ao
a
o -
o Ctrl CKD CKD
el +
DPD
F
H&E Von Kossa  Alizarin Voros - :
S ~ S bt
: < 0% 6- 2 5
r T 5 . e
. zE T §= 4
mﬂ ‘gmi E ; 4 - ‘§ :g
. 22 + 580 =
{ T S = o
¢ N, 0= T 2
/ 82 2 >3
100 ym 100 ym X5 < N 1-
i Lo c 3 @
%, o % > .an_’, 0 % 0
5 o o Ctrl CKD CKD £ Ctrl CKD CKD
v . ~ + +
mﬂ !"W!.wl DPD DPD

16. abra: A DPD fokozza a CKD egerek szivének Kalcifikaciéjat. (4) 4 kisérlet protokolljanak vaziata.
(B-D) Szérum urea, szérum kreatinin és szérum foszfat szintek. (E) Ctrl, CKD, CKD+DPD egerek sziv

crer

(F) Az egerek szivbillentyliinek szévettani elemzése H&E, von Kossa és AV festéssel. Nagyitdas: 400x. Az

eredmények atlag + szordsban vannak kifejezve (n=>5). *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001.

V.8. A hipoxia fokozza a human aorta simaizomsejtek magas foszfattal
indukalt kalcifikacidjat

Az el6zéekben bemutatott kisérleteink sordn bebizonyitottuk, hogy a hipoxia a HIF
jelatviteli utvonal aktivacidjan keresztiil fokozza a VIC-ek OM-indukalt oszteogén
differencialodasat és kalcifikaciojat. A vaszkularis simaizomsejtek intima és média kalcifikacio
soran is keriilhetnek hipoxias kdrnyezetbe, ezért utolsd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy

hogyan hat a hipoxia a HAoSMC-k OM-indukalt kalcifikaciojara. A HAoSMC-et kiilonb6z6
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hipoxias kortiilmények kozott. A kisérlet utdin a HAoSMC-k ECM kalcifikaciojat AV festéssel
detektaltuk, amely soran a hipoxias koriilmények kdzott az sszes vizsgalt foszfat koncentracio
esetén nagyobb intenzitast festddést detektaltunk normoxias koriilményekhez viszonyitva (17.
abra, A). Az ECM kalcium tartalmanak mérési eredményei is alatdmasztjadk az AV festés
eredményét, mivel hipoxids koriilmények kozott az ECM-ben tobb kalcium halmozoédott fel
normoxids korilményekhez képest (17. abra, B). Ezt kdvetden 2,5 mmol/L Pi alkalmazasa
mellett megvizsgaltuk HAoSMC-k kalcifikacidjanak idofiiggését. Megallapitottuk, hogy
hipoxias koriilmények kozott a kalcifikaciod sokkal gyorsabb, mar a méasodik napon elkezdddik,
ezzel szemben normoxids koriilmények kozott csak az negyedik napot kdvetden kezdett el
emelkedni az ECM kalcium tartalma (17. abra, C). Ezen eredmények egyiittesen megerdsitik

a hipoxia kalcifikaciot fokozo hatdsat human aorta simaizomsejtekben.
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Pi -15 2 25 -15 2 25 -
: —_ c 4 -
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17. abra: A hipoxia fokozza a HAoSMC-k magas foszfattal indukalt ECM Kkalcifikaciéjat. 4 sejteket
ktilonbozd foszfat koncentracio (1,5-2,5 mmol/L) mellett kezeltiik normoxiaban és hipoxiaban. (4) Az ECM-
ben felhalmozodo kalcium depozitumok AV festésének reprezentativ képe és kvantifikalasa (n=5), (6. nap).
(B-C) Sosavval oldott ECM kalcium tartalmdanak mennyiségi meghatarozdasa (n=>5), (2-6. nap). Az eredmények
atlag + szoras aranyban vannak kifejezve *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001.
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VI. Megbeszélés

A kronikus veseelégtelenség egy irreverzibilis és progressziv, beszikiilt vesefunkcidval jaro
sulyos megbetegedés [89]. Az érintettek varhato élettartalmanak jelentds csokkenése a sziv- és
érrendszert érintd betegségek fokozott kockazatdval magyarazhatd, melyek koziil kiemelt
jelentéséggel bir a szivbillentyli kalcifikacioja [90]. A CKD betegekben az asvanyi- ¢és
csontanyagcserezavar altal kialakult hiperfoszfatémia és hiperkalcémia a szivbillentyl
szivbillentyli intersticidlis sejtek oszteogén iranyu differencidlodasa és kalcifikacidja, ezért a
billentyli kalcifikdcié mechanizmusdnak tanulmanyozasara széleskortien alkalmazott in vitro
modell alapjat a VIC-ek képezik [53].

Oszteogén stimulus hatasara a VIC-ekben megjelend oszteokondrogén transzkripcios
faktorok (Runx2, Sox9) ¢és az altaluk szabalyozott fehérjék példaul (ALP) expresszidja
megemelkedik, valamint az ECM Kkalcifikacidja fokozodik [43]. Ismert, hogy az aorta
szivbillentylik oszteogén differencialédasanak legfébb reguldtora a Runx2 transzkripcids
faktor, melyet az bizonyit, hogy Runx?2 tranziens kilitése aorta szten6zis patkdnymodellben az
oszteogén markerek csokkent expresszidjahoz és csokkent szivbillentyli kalcifikaciohoz vezet
[91,92]. Ezzel szemben a Sox9 transzkripcids faktor szivbillentyli kalcifikédcioban betoltott
szerepérdl a szakirodalomban ellentétes eredmények jelentek meg. Palacios és munkatarsai a
Sox9 fokozott expressziojat, mig Peacock és munkatasai pedig a Sox9 csokkent expressziojat
figyelték meg szivbillentyll kalcifikacioban [93,94]. Az ALP szivbillentyli kalcifikacioban
betoltott szerepére vonatkozdéan Guo és munkatarsai kimutattdk, hogy szérum ALP szintje
korreldl a hemodializalt CKD betegek szivbillentyli kalcifikacido mértékével [95]. Az altalam
bemutatott kisérletekben magas foszfat és kalcium tartalmii oszteogén tapfolyadékkal
indukaltuk a VIC-ek oszteogén irdnyu differencidlodasat, és megallapitottuk, hogy a kettds
oszteogén stimulus id6fiiggd modon novelte az oszteogén specifikus markereinek (Runx2, ALP,
Sox9) fehérje expressziojat (7. abra, A-B), és indukalta az VIC-ek kalcifikacigjat (7. abra, C-
D).

A szoveti hipoxia szdmos betegség, mint példaul a CKD patomechanizmusaban is fontos
szerepet jatszik [76]. Az emberi szervezet komplex tulélési stratégiat fejlesztett ki a hipoxias
allapot kivédésére, melynek legfobb célja a 1étfontossagu szervek és szovetek megfeleld oxigén
ellatottsdganak biztositdsa [68]. A hipoxiara adott vélasz kialakitdsdban a HIF heterodimer
transzkripcids faktorok jatszanak kdzponti szerepet, melyek szabalyzasaért az oxigén érzékeny

HIF-1/2a alegységek felelosek [71]. Kordbban Mokas és munkatarsai vizsgaltdk a hipoxia
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crcr

azt talaltak, hogy a magas foszfat HIF-1a stabilizaciot idéz eld normoxias koriilmények kozott
[77]. Ennek a jelenségnek egy lehetséges magyarazata az, hogy a foszfat egy er6s Runx2
induktor, és korabbi vizsgalatok azt mutatjak, hogy a Runx2 verseng a von Hippel Lindau

fehérjével a HIF-la-hoz valo kotddésért, ezaltal gatolja a HIF-la ubikvitinacidjat és

cres

crer

hiszen az altalunk alkalmazott oszteogén stimulus a HIF jelatviteli utvonal aktivacidjat idézte
el6 normoxias koriilmények kozott VIC sejtekben. (8. abra A-B).

Kimutattuk, hogy az OM-indukalt HIF jelatviteli utvonal aktivacioja fontos szerepet jatszik
VIC-ek kalcifikdciojaban, melynek legfobb bizonyitéka, hogy a HIF-la és a HIF-2a
géncsendesités hatdsara az OM-indukalt kalcifikaci6 elmaradt (8. abra C-F). A HIF jelatviteli
utvonal tovabbi vizsgalatanak céljabol megvizsgaltuk a hipoxia VIC-ek OM-indukalt
kalcifikaciora gyakorolt hatasat. Megallapitottuk, hogy a hipoxia altali HIF jelatviteli Gitvonal
aktivalodasa jelentds mértékben ndvelte a hipoxia specifikus markerek (HIF-1a, HIF-2a, Glut-
1) és az oszteogén markerek (Runx2, Sox9) fehérje expresszidjat (9. abra), tovabba szinergista
moédon fokozta a VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciojat (10. abra). Korabban a hipoxia foszfat
indukalt kalcifikaciot fokozo hatasarol szamoltak be VSMC-k oszteogén differencialédasa
soréan is, melyet a mi kutatocsoportunk is megerdsitett (17. abra) [77].

A VIC-ek OM-+hipoxia indukalt kalcifikdciojanak hatterében tovabb vizsgaltuk a HIF
jelatviteli utvonal szerepét, mely soran megallapitottuk, hogy a HIF-1 inhibitor chetomin
HIF-1 inhibitor a PX-478 gatolja a sertés aortabillenty(i kalcifikaciojat [98]. Kisérleteink sordn
célzott HIF-1a vagy HIF-2a géncsendesitést alkalmazva a kalcifikacio csokkenését (11. abra),
mindkét gén csendesitése esetén pedig a kalcifikacio teljes gatlasat tapasztaltuk (12. abra).
Mindezeket figyelembe véve elmondhatjuk, hogy a HIF jelatviteli tvonal fontos szerepet
jatszanak VIC-ek oszteogén differencidloddsdban mind normoxids, mind hipoxias koriilmények
kozott.
kiilonb6z6 hipoxia mimetikumokat (CC, DFO, DPD) alkalmaztunk, melyek eltéré6 modon
stabilizaljak a HIF-a alegységeket és ezaltal gatoljak a prolil-hidroxildz enzimek miikodését

normoxias koriilmények kozott [99]. Az altalunk alkalmazott PHI mindegyike stabilizalta a

crer
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korilmények kozott (13. abra). Ezzel az eredménnyel 6sszhangban all a kutatocsoportunk
korabbi eredménye, miszerint a DPD, a GlaxoSmithKline altal kifejlesztett kis molekulasulyt
PHI fokozza a VSMC-k foszfattal indukalt kalcifikaciojat [82]. Kordbban egy masik prolil-
hidroxildz inhibitorral, Roxadustattal is végeztek hasonld in vitro kalcifikacios kisérletet,
melyben a mi eredményiinkkel Gsszhangban azt talaltdk, hogy a Roxadustat a DPD-hez
hasonloan fokozza a VSMC-k magas foszfattal indukalt kalcifikaciojat [100]. Ezt kovetden
megallapitottuk, hogy a HIF-1a, illetve a HIF-2a géncsendesités részlegesen gatolja a DPD
kalcifikaciot fokozo hatasat VIC-ekben (14. abra).

A tulzott ROS képzodés altali oxidativ stressz szamos betegségben, koztiik a szivbillentyli
kalcifikaci6 patomechanizmusaban is szerepet jatszik. Aorta sztendzisban szenvedd betegekbdl
szarmazo6 kalcifikalt aortaban emelkedett ROS képzddést mutattak ki [101]. Jelenlegi
szakirodalmi adatok alapjan a hipoxia és ROS kozotti kapcsolat sejttipustol fliggden igen
ellentmondasos, hiszen egyes munkdkban a hipoxia hatasara csokkend, mig masokban
emelkedé ROS termelddést irtak. A hipoxias pulmondris hipertenzié vizsgéalata sordn is
ellentmondasba iitk6z6 eredmények sziilettek, hiszen Mehta és tarsai csokkent, mig ezzel
szemben Waypa €és munkatérsai emelkedett ROS képzddésrdl szamolt be pulmondris artéria
simaizomsejtekben €s koronaria artéria simaizomsejtekben [102,103].

Osszeségében a rendelkezésre 4ll6 szakirodalmi adatok alapjan a legtobb bizonyiték arra
utal, hogy a hipoxia a mitokondrialis elektrontranszportlanc mitkodési zavarat idézi eld, mely
fokozza a ROS képzddést [104]. Munkdnk soran azt tapasztaltuk, hogy hipoxia hatdsara
fokozodott a ROS képzddés mind a kontroll, mind az OM-mel kezelt sejtekben (15. abra, A).
Ugyanakkor hipoxia+OM stimuléacid hatisara jelentdsen csokkent a sejtek €letképessége (15.
abra B). A hipoxia altali fokozott ROS képzddést és a sejtéletképesség csokkenését az altalunk
alkalmazott antioxidans (NAC) hatékonyan gatolta (15. abra C-D). Tovabba, Kanno és
munkatarsai kimutattdk, hogy hipoxias koriilmények kozott tartott szivbillentyli intersticialis
sejtekben csokkent az oxidativ stressz markerek (pl. szuperoxid-dizmutaz) expresszidja, mig a
sejtciklus szabalyzésaért felelds ciklinek expresszioja megemelkedett [105].

A kronikus veseelégtelenség gyakran tarsul egyéb kronikus betegségekkel, mint példaul
anémiaval [106]. A CKD-asszocialt anémidt sokaig rekombindns eritropoetinnel, vagy
eritropoézist stimulalo szerekkel kezelték, azonban a kdzelmultban végzett vizsgalatok soran
kideriilt, hogy ezen gyogyszerek alkalmazasa jelentdsen megnoveli a sziv- és érrendszeri
szOvodmények kialakuldsanak kockazatat [107]. Ezért egy 0j gydgyszercsoportot fejlesztettek
ki, az ugynevezett prolil-hidroxildz inhibitorokat, melyek koziil a legigéretesebb szer a

Daprodustat (DPD), mely a prolil-hidroxildz domén gétlasan keresztiil a HIF-1 jelatviteli
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utvonal aktivacidjahoz €s az eritropoézis indukcidjahoz vezet [108]. Az 0 generacios hipoxia
mimetikumot, a DPD-t Japanban 2020 6ta alkalmazzak a CKD-asszociélt anémia kezelésére
[109]. Miutan az in vitro kisérleti eredményeink alapjan megéllapitottuk, hogy a DPD fokozza
a VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciojat, megvizsgaltuk a DPD billentyl kalcifikaciora kifejtett
hatasat in vivo CKD egérmodellben is. Az in vivo modell megalkotasahoz Tani és munkatarsai
altal publikalt CKD egérmodellt vettiik alapul, melyet a hiperfoszfatémia és a hozza tartozé
csontanyagcserezavar tanulméanyozasa céljabol fejlesztettek ki [110]. Kisérletesen a CKD-t
adenin és magas foszfat tartalmt diétaval valtottuk ki C57BL/6 egerekben. A CKD kialakulasat
a magas szérum urea, kreatinin és foszfat szint bizonyitja, melyek emelkedett szintjét a DPD
kezelés nem befolyasolta (16. abra, B-D). Az alkalmazott dié¢ta a CKD mellett anémia
kialakulasat is eredményezte, melyet a csokkent hemoglobin, hematokrit €s vorosvértest szam
jellemez, amit a DPD kezelés hatékonyan korrigélt (2. tablazat). Ezen kiviil bebizonyitottuk,
amelyet a DPD kezelés tovabb fokozott (16. abra E-F). Korabbi kutatasi eredményeink soran
a DPD hasonld kalcifikaciot fokozo hatdsat tapasztaltuk aorta kalcifikacioban [82]. A
koézelmultban végzett fazis 3 klinikai vizsgalatok soran a DPD és az ESA anémiara gyakorolt
hatasat tanulmanyoztdk CKD betegekben és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az Uj
generaciés DPD ugyanolyan hatékonyan kezelte a CKD-asszocidlt anémiat, viszont a
nemkivanatos kardiovaszkuldris események bekovetkezésének ardnya hasonld volt, mint az
ESA kezelésben részesiilé betegek korében [81].

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a HIF jelatviteli utvonal hipoxia és hipoxia mimetikumok

altali aktivacigja HIF-1a, HIF-2a ¢s ROS-fliggd moddon fokozza VIC-ek OM-indukalt

crer

crer

hozzajarul-e a CKD betegeket érintd sulyos kardiovaszkularis események bekovetkezésehez

tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
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VII. Konkluziok

Munkank soran a HIF jelatvitel utvonal aktivacidojanak szerepét vizsgaltuk VIC-ek OM-
indukalt oszteogén iranyu differencialodasara normoxias és hipoxias koriilmények kozott.

Tovabba, in vivo CKD egérmodellben vizsgaltuk a prolil hidroxilaz inhibitor DPD hatasat

Y&V 4

Megallapitottuk, hogy:

e A magas foszfat és kalcium kettds oszteogén stimulus indukélja a VIC-ek oszteogén
in vitro.

e A hipoxia a HIF jelatviteli utvonal aktivaciojan keresztiil fokozza a VIC-ek OM-
indukalt oszteogén iranyt differencidlodasat és ECM kalcifikaciojat in vitro.

e A ROS képzddés hipoxidban fokozodik, €s hogy a fokozott ROS termelés kulcsszerepet

koriilmények kozott is in vitro.

e Akettds oszteogén stimulus altal indukalt kalcifikacid antioxidanssal és a HIF jelatviteli
utvonal gatlasaval normoxids korilmények kozott teljesen, mig hipoxia jelenlétében
részlegesen gatolhato in vitro.

e A DPD a HIF jelatviteli utvonal aktivacidjan keresztiil fokozza a VIC-ek OM-indukalt
ECM kalcifikacigjat in vitro.

e A VIC-ekhez hasonloan a hipoxia szinergista modon fokozza a HAoSMC-k foszfat-

indukalt kalcifikaciojat in vitro.
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VIII. Osszefoglalas

A végstadiumu kronikus veseelégtelenségben szenvedd Dbetegek leggyakoribb
kardiovaszkularis szovodménye az aortabillentyu kalcifikacidja. A kronikus veseelégtelenség
soran az asvanyi- és csontanyagcserezavar miatt kialakult hiperfoszfatémia €s hiperkalcémia az
aortabillentylit felépitdé VIC-ek oszteogén iranyu fenotipus valtasat idézi eld, mely a
kalcifikacio kialakuldsdhoz vezet. A szoveti hipoxia jelenléte ismert aorta kalcifikacioban,
viszont pontos szerepe még tisztazatlan. Munkénk soran a hipoxia altali HIF jelatviteli titvonal

aktivaciojanak szerepét vizsgaltuk a VIC-ek foszfat és kalcium altal indukalt oszteogén iranyu

crer

e

bizonyitja, hogy a HIF aktivéaci6 chetominnal, és HIF-1/2a géncsendesitési modszerrel torténd
gatlasa normoxias koriilmények kozott az kalcifikacio teljes, mig hipoxias koriilmények kézott
a kalcifikacio részleges gatlasat eredményezte. A hipoxia és a ROS képzddés kozaotti kapcsolat
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a hipoxia ROS-fiiggd modon fokozza VIC-ek OM-
kezelésére Japanban 2020 6ta az 0 generdcios prolil-hidroxiléz inhibitor DPD-t is alkalmazzak.

Kutatdcsoportunk kordbbi munkéja soran kimutatta, hogy DPD fokozza a foszfattal indukalt

crer

crer

géncsendesitése révén gatolhatd. A DPD kalcifikacidra gyakorolt hatasat in vivo CKD
egérmodellben tovabb vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy a DPD a CKD-asszocialt anémiat
kalcifikacios hatdsdnak ismeretében a betegellatasban torténd alkalmazasa eldtt célszerli
koriiltekintéen eljarni. Figyelembe kell venni az anémia sulyossagat, a plazma foszfat és
kalcium szinteket ¢és a beteg aktudlis kardiovaszkularis allapotat a nem kivanatos

kardiovaszkularis szovodmények elkertilésének érdekében.
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IX. Summary

Valve calcification (VC) is a severe cardivascular complication in chronic kidney disease
(CKD) patients. VC is an active, cell-regulated process with the involvement of osteogenic
transition of valve interstitial cells (VICs). The presence of hypoxia inducible factor 1 (HIF-1)
is described in human calcified valves, but the role of HIF-1 activation in VC has not been fully
elucidated.

Therefore, in this work we have investigated whether hypoxia and HIF signaling is actively
participated in high phosphate and calcium (OM)-induced osteogenic differentiation of VICs
and subsequent valve calcification. We determined that hypoxia increased the expression of
OM-induced osteogenic markers (Runx2, Sox9, ALP) and hypoxia-regulated markers (HIF-1a,
HIF-2a, Glut-1) and the extracellular matrix calcification of VICs. Our results show that the
activation of HIF signaling pathway plays a crucial role in OM-induced calcification of VICs.
We showed that the inhibition of HIF signaling pathway by chetomin or HIF-1a and HIF-2a
knock-down, lead to complete abolishment of calcification under normoxic conditions, whereas
under hypoxic conditions we observed only partial inhibition. Furthermore, we examined the
connection between hypoxia and reactive oxygen species (ROS) production, and we showed
that hypoxia increased ROS production and accelerated the OM-induced calcification, which
was inhibited by the antioxidant N-acetyl-cysteine.

The prolyl-hydroxylase enzyme inhibitor Daprodustat (DPD) is a new-generation drug to
treat patients with CKD-associated anemia. Previous study of our research group revealed that
DPD increased high phosphate-induced calcification of vascular smooth muscle cells (VSMCs)
in vitro and in vivo CKD mice model. Therefore, we investigated the pro-calcifying effect of
DPD on valve calcification, and we demonstrated that DPD increased the OM-induced
calcification of VICs via the activation of HIF signaling pathway, which can be blocked by
HIF-1a and HIF-2a knock-down. We examined the pro-calcifying effect of DPD in vivo, in
adenine-induced CKD mice model and we found that DPD corrects CKD-associated anemia,
but it promotes valve calcification. Before using this drug, the severity of anemia, plasma
phosphate and calcium levels, and the cardiovascular status of the patients should be carefully

judged to avoid unwanted cardiovascular complications.
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