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Rövidítések jegyzéke 

 

ALP: alkalikus foszfatáz 

ATP: adenozin-trifoszfát 

AV: alizarin vörös 

BMP-2: csont morfogenetikus fehérje 2 

Ca: kalcium 

CC: kobalt-klorid 

CKD: krónikus veseelégtelenség 

DFO: deferoxamin 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DPD: Daprodustat 

ECM: extracelluláris mátrix 

ESA: eritropoézis stimuláló ágens 

FBS: fötális borjú szérum 

Glut-1: glükóz transzporter 1 

HAoSMC: humán aorta simaizomsejt 

HIF: hipoxia-indukált faktor 

LDL: alacsony denzitású lipoprotein 

Lp(a): lipoprotein(a) 

NAC: N-acetil-cisztein 

OCN: oszteokalcin 

OM: oszteogén médium 

PBS: foszfáttal pufferolt sóoldat 

PHI: prolil-hidroxiláz inhibitor 

Pi: inorganikus foszfát 

ROS: reaktív oxigén gyökök 

Runx2: runt-related transzkripciós faktor 2 

SDS: nátrium-dodecil-szulfát 

Sox9: sry-box transzkripciós faktor 9 
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VEC: szívbillentyű endotéliális sejt 

VEGF: vaszkuláris endotéliális növekedési faktor 

VIC: szívbillentyű intersticiális sejt 

VSMC: vaszkuláris simaizomsejt 

  



5 
 

I. Bevezetés 

Az aortabillentyű szűkület (aorta sztenózis) a fejlett országok leggyakoribb 

kardiovaszkuláris eredetű megbetegedése. Az érintettek kezdetben gyengeségre, 

fáradékonyságra panaszkodnak, majd a betegség előrehaladtával egyre súlyosabb tüneteket 

(szédülés, eszméletvesztés) tapasztalnak, mely akár halálhoz is vezethet. A megfelelő diagnózis 

felállítása különböző képalkotó diagnosztikai módszerekkel történik. A kialakult aorta sztenózis 

egyetlen hatékony terápiája a problémát okozó aortabillentyű műbillentyűre vagy állati eredetű 

billentyűre történő cseréje.   

Az aorta sztenózist évtizedeken keresztül egy passzív, az öregedéssel együtt járó 

folyamatnak tekintették, melyet a kalcium sók szívbillentyűre történő lerakódásával 

magyaráztak. Mára számos kutatási eredmény igazolta, hogy a billentyű elváltozása egy 

szabályozott folyamat, mely a szívbillentyűt alkotó endotél sejtek (VEC) és az intersticiális 

sejtek (VIC) aktív részvételével zajlik. Az elváltozás kezdeti fázisát az endotél diszfunkció, az 

alacsony sűrűségű lipoprotein (LDL) retenció és az immunsejtek infiltrációja jellemzi, melyet 

a VIC-ek fenotípus váltása és a billentyű kalcifikációja követ.  

Kialakulásában és progressziójában számos rizikófaktor játszik szerepet. A betegséget 

okozhatja veleszületett genetikai rendellenesség, az aortabillentyűket érő túlzott mechanikai 

stressz (pl. magas vérnyomás), továbbá különböző metabolikus rendellenességgel (pl. 

diabétesz) és egyéb súlyos betegséggel (pl. krónikus veseelégtelenség) társulva is előfordulhat. 

A végstádiumú krónikus veseelégtelenségben (CKD) szenvedő betegek körében gyakori a 

szívbillentyű kalcifikációja, amely az egyik leggyakoribb mortalitásért felelős 

kardiovaszkuláris szövődmény. Számos kutatási eredmény bizonyítja, hogy a CKD betegben 

jelenlevő hiperfoszfatémia és hiperkalcémia a vaszkuláris kalcifikáción túl, a szívbillentyű 

kalcifikáció legfőbb induktorai is, melyek a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódását és 

kalcifikációját indukálják.  

Kutatócsoportunk és más kutatók munkája rámutatott arra, hogy a szöveti hipoxia kóroki 

szereppel bír a vaszkuláris kalcifikáció kialakulása során. A kalcifikált billentyű jellemzője a 

szöveti hipoxia, mely területileg nagyfokú átfedést mutat a kalcifikálódott régióval. 

Ugyanakkor a hipoxia kóroki szerepe nem tisztázott szívbillentyű kalcifikációban és a 

hátterében álló sejtes mechanizmusban, a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódásában sem. 

Ezért munkám célja a hipoxia és a HIF jelátviteli útvonal szerepének vizsgálata volt VIC-ek 

oszteogén irányú differenciálódásában, és a szívbillentyű kalcifikációjában CKD 

egérmodellben.  



6 
 

II. Irodalmi áttekintés 

II.1. A kardiovaszkuláris rendszer kalcifikációja 

 Az érrendszert érintő ektópiás kalcifikációt hosszú időn keresztül az öregedéssel együtt 

járó passzív, degeneratív folyamatnak tekintették. Mára viszont számos kutatási eredménynek 

köszönhetően világossá vált, hogy a kalcifikáció különböző érfali sejtek által aktívan 

szabályozott folyamat, mely foszfátban és kalciumban gazdag hidroxiapatit kristályok 

lerakódásához vezet az érfalban [1,2]. Jelenlegi ismereteink alapján a kalcifikáció 

kialakulásának elsődleges oka a kalcifikációt gátló inhibitorok (pl. pirofoszfát, mátrix Gla 

protein, fetuin-A) és a kalcifikációért felelős induktorok (pl. foszfát, kalcium, inflammatórikus 

citokinek) közötti egyensúly megbomlása [2,3]. Megjelenési formája szerint három fő típust 

különböztetünk meg: az intima, a média és a billentyű kalcifikációt (1. ábra) [1,4,5]. 

II.2. Intima kalcifikáció 

Az intima kalcifikáció az érfal legbelső rétegében az intimában alakul ki, jellemzően 

fokálisan, ateroszklerotikus plakkokkal asszociálva jelenik meg [6]. Az intima kalcifikáció  

legfőbb rizikófaktorai a plazma magas koleszterin és LDL szintje [7,8]. Az ateroszklerózis egy 

hosszú évek alatt kialakuló, komplex folyamat, melynek kezdeti fázisában az endotél sejtek 

aktivációja, az LDL endotéliális transzcitózisa és szubendotéliális retenciója, valamint az 

immunsejtek (makrofágok, T-limfociták) plakkba történő infiltrációja következik be [7,8]. A 

1. ábra: A kardiovaszkuláris rendszerben kialakuló kalcifikáció legfőbb típusai. Az intima kalcifikáció az 

érfal intima rétegében ateroszklerotikus plakkal asszociálva jelenik meg. Az média kalcifikáció az erek média 

rétegét teljes keresztmetszetében érintő kalcifikáció. A billentyű kalcifikáció főként az aortabillentyűt érintő 

kalcifikáció [4].  
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plakk progressziója során az érfali simaizomsejtek sokrétű szerepet játszanak. Plaszticitásuk 

révén különböző stimulusok hatására különböző fenotípus változáson mennek keresztül. Az 

érfali simaizomsejtek a módosult LDL-ek hatására habos sejtekké, szöveti sérülésre reagálva 

szintetikus sejtekké, oszteogén stimulusokra reagálva pedig csontsejt-szerű sejtekké 

differenciálódnak [9]. A szintetikus sejtek az extracelluláris mátrixot (ECM) felépítő fehérjék 

(kollagén, proteoglikán, elasztin) fokozott expressziója révén a plakkokat ruptúrától védő 

fibrózus sapka kialakításában, míg az oszteoblaszt-szerű sejtek a plakk kalcifikációjában 

játszanak szerepet [10]. Az intima kalcifikáció megjelenési formája szerint lehet 

mikrokalcifikáció, vagy makrokalcifikáció, melyek eltérő módon befolyásolják a plakkok 

stabilitását [11]. A makrokalcifikáció főként a vastag fibrózus sapkával rendelkező stabil 

plakkok jellemzője, ezzel szemben a mikrokalficikáció a vékony fibrózus sapkával rendelkező 

instabil plakkokban figyelhető meg [11,12]. 

II.3. Média kalcifikáció 

A második fő típus az erek média rétegét érintő kalcifikáció, az úgynevezett Mönckeberg 

szklerózis [13,14]. Ez a típus jellemzően az erek média rétegének teljes keresztmetszetét érintő 

diffúz kalcifikációként van jelen, melynek következtében kialakuló érfalmerevség a bal kamrai 

hipertrófián keresztül szívelégtelenséghez vezet [14,15]. Főként krónikus veseelégtelenségben 

szenvedő betegek körében gyakori, ahol a legfőbb induktorok a vesefunkció romlása miatt 

kialakult hiperfoszfatémia, illetve a kalcium anyagcserezavar, és a kalcium tartalmú foszfát 

kötők terápiás alkalmazása miatt kialakuló hiperkalcémia. A CKD betegek fokozott 

kalcifikációs hajlamához a kalcifikációs induktorok jelenléte mellett a kalcifikációs inhibitorok 

csökkent szintje is hozzájárulhat. Kimutatták, hogy CKD betegek plazmájában alacsonyabb a 

kalcifikációs inhibitorok, a pirofoszfát és a fetuin-A szintje [16,17]. A CKD betegek korai 

halálozásának hátterében többnyire kardiovaszkuláris szövődmények állnak, melyek 

kialakulásában a média kalcifikáció jelentős szerepet játszik [18,19]. 

II.4. Aorta szívbillentyű kalcifikáció 

II.4.1.  A szív anatómiája és funkciója 

A szív egy ökölnyi nagyságú, üreges, izmos falú szerv, mely a mellkas középvonalától kissé 

balra, a szegycsont mögött helyezkedik el. Legkülső rétege a szívburok (perikardium), amely 

egy kettős rétegű hártya. A középső rétege a szívizomzat (miokardium), a legbelső réteget pedig 

a szívbelhártya (endokardium) alkotja [20]. A szív vérellátását az aortából eredő koszorúerek 

biztosítják. Anatómiailag két fő részből: jobb és bal szívfélből áll, melyek további két részre: 
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pitvarokra és kamrákra oszlanak. A pitvarokat és a kamrákat a vitorlás mitrális és trikuszpidális 

billentyű, míg a kamrákat az aortáktól a zsebes aorta és pulmonális billentyű választja el 

egymástól (2. ábra) [21]. 

  

 A szív a szervek és szövetek oxigéndús vérellátását a pitvarok és kamrák szigorúan 

szabályozott, ritmikus összehúzódása révén biztosítja, mely során a szívbillentyűk szelepszerű 

működésük révén segítik elő a vér meghatározott irányba történő áramlását. A szervezet által 

elhasznált, szén-dioxidban dús vér a jobb pitvaron keresztül a jobb kamrába jut, majd a 

tüdőartérián keresztül a tüdőbe, ahol megtörténik a gázcsere. Ezt követően az oxigéndús vér a 

bal pitvaron keresztül a bal kamrába jut, mely a szív pumpafunkciójának köszönhetően az 

aortán keresztül biztosítja a különböző szervek és szövetek megfelelő vérellátását [21].  

 

II.4.2.  Aortabillentyű 

Az aortabillentyű avaszkuláris, metabolikusan aktív szövet, mely az aorta szájadékában 

helyezkedik el, amit egy fibrózus gyűrű kapcsol a bal kamrához. A billentyű három darab 

félhold alakú zsebből áll, és az egyes zsebek három rétegből tevődnek össze. Ugyanakkor 

előfordulhat, hogy egy fejlődési rendellenesség következtében csak kétzsebes aortabillentyű 

alakul ki [22,23]. Az első réteg a fibrózus, mely I-es és III-as típusú kollagénben, a második 

réteg a szivacsos, mely proteoglikánokban, a harmadik ventrikuláris réteg pedig elasztinban 

2. ábra: A szív felépítésének sematikus ábrázolása. A szív belsejében négy üreg található, két pitvar és két 

kamra. A jobb pitvarban és a jobb kamrában mindig szén-dioxidban gazdag, a bal oldali üregekben pedig 

oxigéndús vér áramlik. Az áramlás irányát az üregek közötti billentyűk teszik egyirányúvá. Forrás: 

https://www.umcvc.org/conditions-treatments/comprehensive-heart-valve-program 
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gazdag. A billentyűt kívülről a szívbillentyű endotél sejtek borítják, míg a belső rétegeket a 

szívbillentyű intersticiális sejtek alkotják (3. ábra) [22,23]. 

 

Az aortabillentyű fő funkciója a bal kamrából az aortába irányuló véráramlás szabályozása.  

A bal kamra összehúzódása során (szisztolé) a nyomás nő, ami az aortabillentyű kinyílását 

eredményezi. Ez lehetővé teszi az oxigéndús vér kipumpálását a bal kamrából az aortába, mely 

a szisztémás keringés ellátásáért felelős. A bal kamra ellazulásakor (diasztolé) az aortában a 

nyomás meghaladja a kamrában lévőt, ami az aortabillentyű bezáródását eredményezi, ezzel 

megakadályozva a vér visszaáramlását [22,23]. 

 

II.4.3.  Aorta sztenózis 

Az aorta sztenózis, vagy másnéven az aortabillentyű szűkülete az egyik leggyakoribb 

szívbillentyű betegség a fejlett országokban, melyet a szívbillentyűk kalcifikációja okoz (4. 

ábra) [24,25]. Kialakulásának valószínűsége a kor előrehaladtával nő, a 65 év feletti populáció  

mintegy 25%-a érintett [26,27]. A szívbillentyűk elégtelen működésének következtében 

kialakuló nem megfelelő véráramlás enyhébb esetben fáradékonysághoz, gyengeséghez, 

súlyosabb esetben eszméletvesztéshez és halálhoz is vezethet, a mortalitási ráta közel 50% [28]. 

Jelenleg az egyetlen hatékony terápia az aortabillentyűk cseréje, amely történhet mélyaltatásban 

nyitott szívműtét útján, vagy pedig helyi érzéstelenítésben végzett katéteres aortabillentyű-

beültetéssel [29,30]. 

3. ábra: Az aortabillentyű felépítésének sematikus ábrázolása. Az aortabillentyűt kívülről a VEC-ek 

borítják, míg a belső réteget a VIC-ek alkotják, mely kollagénben, proteoglikánban, és elasztinban gazdag 

extracelluláris mátrixszal rendelkezik [22].  
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II.4.4.  A billentyű kalcifikáció patofiziológiája 

Az aorta sztenózist hosszú ideig keresztül egy passzív folyamatnak tekintették, azonban 

mára több kutatási eredmény igazolta, hogy a billentyű kalcifikáció egy aktív, sejtek által 

szabályozott folyamat [31]. A billentyű kalcifikáció kezdetben az intima kalcifikációval, míg 

az előrehaladott fázisban a média kalcifikáció folyamatával mutat hasonlóságot (5. ábra). 

Kialakulásában és progressziójában számos rizikófaktor játszik szerepet, például genetikai 

rendellenesség, aortabillentyűt érintő mechanikai stressz, továbbá ismert az is, hogy a 

szívbillentyű kalcifikáció diszlipidémiával, magas lipoprotein (a) ((Lp(a)) szinttel, valamint 

diabétesszel és egyéb metabolikus rendellenességekkel is társulhat [32,33]. 

Az aorta kalcifikáció kezdeti lépése az endotél aktiváció, melyet a fentebb említett 

rizikófaktorok idézhetnek elő [34]. Ennek hatására az aortabillentyű VEC-ek által alkotott 

rétegének az integritása sérül, ezáltal lehetővé válik a lipoproteinek ((LDL), (Lp(a)) bejutása és 

lerakódása a billentyű szubendotéliális rétegébe, ami krónikus gyulladást indukál [35]. Az 

endotél diszfunkció következtében a protektív endotéliális nitrogén-oxid szintáz (eNOS) 

útvonal sérül, emelkedik a NADPH-oxidáz szintje és fokozódik a reaktív oxigén gyökök (ROS) 

képződése. A ROS az infiltrálódott lipidek oxidatív módosulását (oxidált LDL (oxLDL), oxidált 

foszfolipid (oxPL)) idézi elő [36,37]. Az oxLDL a különböző sejtfelszíni adhéziós molekulák 

expresszióját indukálja, melyre válaszként fokozódik az immunsejtek (monociták, makrofágok, 

T-sejtek) infiltrációja [38]. Az infiltrálódott immunsejtek pro-inflammatórikus citokineket 

(tumor nekrózis faktor (TNF), interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6)) termelnek és 

fokozódik a nukleáris faktor kappa-B ligandum (RANKL) szekréciója [39,40]. Ennek hatására 

kialakul egy ROS-ban és gyulladásos citokinekben gazdag mikrokörnyezet, mely a 

szívbillentyű intersticiális sejtek miofibroblaszt és oszteogén irányú differenciálódását idézi elő 

[41]. A gyulladásos citokinek által kiváltott miofibroblaszt irányú differenciálódás a 

4. ábra: Aortabillentyű kalcifikáció. Az aortabillentyű kalcifikáció egy olyan patológiás elváltozás, ami a 

billentyű funkció romlása révén kardiovaszkuláris szövődmények kialakulásához vezet. Bal oldalon egy 

egészséges, a jobb oldalon pedig egy kalcifikált aortabillentyű makroszkópikus képe látható [24]. 
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kollagénben és elasztinban gazdag extracelluláris mátrix összetételének megváltozását 

eredményezi, mely fibrózishoz és a billentyű megvastagodáshoz vezet [42]. Ezzel szemben 

oszteogén differenciálódás során a gyulladásos citokinek a runt-related transzkripciós faktor 2 

(Runx2) és a sry-box transzkripciós faktor 9 (Sox9) indukciója révén fokozzák az általuk 

szabályzott csont-morfogenikus (BMP-2) és az alkalikus foszfatáz (ALP) fehérjék 

expresszióját, mely a VIC-ek kalcifikációjához vezet. A mikrokalcifikáció tovább fokozódik a 

makrofágok és a VIC-ek által foszfátban és kalciumban gazdag, hidroxiapatit tartalmú 

kalcifikáló mikrovezikulák és apopototikus testek szekréciója révén, melyek a billentyű diffúz 

kalcifikációjához vezetnek [43]. 

 

 

5. ábra: Az aorta szívbillentyű kalcifikáció patomechanizmusa. A folyamat az endotél diszfunkcióval 

kezdődik, amelyet lipid lerakódás követ. A lipid lerakódás gyulladást indukál, mely immunsejtek infiltrációját 

eredményezi. Az infiltrálódott immunsejtek aktiválódnak és a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódásán 

keresztül indukálják az aortabillentyű kalcifikációját. Ezt követően VIC-ek és a makrofágok kalcifikáló 

mikrovezikulák szekréciója révén az aortabillentyű diffúz kalcifikációját okozzák. ATP: adenozin-trifoszfát; 

AMP: adenozin-monofoszfát; BAV: kétzsebes aortabillentyű, ENPP1: ektonukleotid-pirofoszfatáz 1, IL: 

interleukin, NOTCH1: notch homológ 1, PPi: inorganikus pirofoszfát, TGFβ: transzformáló növekedési faktor 

β, TNFα: tumor nekrózis faktor α [43]. 
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II.5. A foszfát és kalcium szerepe CKD-asszociált vaszkuláris és 

szívbillentyű kalcifikácóban 

Élettani szempontból a foszfát nélkülözhetetlen a fogak és a csontok felépítésében [44]. A 

foszfát emellett a genetikai állományért felelős DNS és RNS alkotórésze, és számos egyéb 

biokémiai folyamatban, mint például az energiatermelésben is fontos szerepet játszik [45]. A 

táplálékkal bevitt foszfát abszorpciója a III-as típusú nátrium függő foszfát ko-transzportereken 

(PiT-1, PiT-2) keresztül az enterocitákban valósul meg [45]. A plazma fiziológiás foszfát 

szintjének (0,81 – 1,45 mmol/l) fenntartásért a vesék felelősek, melyek a szervezet számára 

felesleges foszfátot vizeletürítés révén távolítják el [46]. 

A foszfát mellett a kalciumnak is fontos élettani szerepe van. Az emberi szervezetben 

található kalcium nagy része (~99%) a csontokban és a fogakban található. Ezen kívül 

másodlagos hírvivőként kulcsszerepet játszik jelátviteli útvonalak szabályozásában, valamint a 

véralvadásban és az izomkontrakcióban [47]. Felszívódása a duodénumban valósul meg aktív 

transzport folyamatok révén. A kalcium normál szintje a vérben 2,1-2,6 mmol/L, mely 

szigorúan szabályozott a kalcitonin és paratireoid hormonok (PTH) által, és normál 

körülmények között a kalcium a vese proximális tubulusaiban reabszorbeálódik [47,48]. 

 A CKD-asszociált vaszkuláris kalcifikáció hátterében a vesefunkció romlásávál járó 

ásványi- és csont anyagcserezavar eredményeképpen kialakuló hiperfoszfatémia és 

hiperkalcémia áll [46]. A kalcifikáció legfőbb induktora a magas foszfát szint, ami a vaszkuláris 

simaizomsejtek (VSMC-k) oszteogén irányú differenciálódását indukálja, melyet a emelkedett 

kalcium szint szinergista módon tovább fokoz [49,50]. 

Az oszteogén irányú differenciálódás során a VSMC-k fenotípus váltáson mennek 

keresztül, mely a VSMC-k a kontraktilis markereinek (pl. α-simaizom aktin (α-SMA), 

simaizom 22α (SM22α)) expressziójának csökkenésével jár, míg ezzel párhuzamosan az 

oszteogén transzkripciós faktorok (Runx2, Sox9) és az általuk szabályozott ALP és oszteokalcin 

(OCN) expressziója megemelkedik, ami az extracelluláris mátrix kalcifikációjához vezet 

[50,51]. A folyamat központi regulátora a Runx2, melynek szerepét bizonyítja, hogy 

simaizomsejt-specifikus deléciója esetén a kalcifikáció elmarad [52]. 

A CKD betegek körében rendkívül magas a kardiovaszkuláris eredetű elhalálozás. A 

hemodializált végstádiumú veseelégtelenségben szenvedő betegek esetén a szívbillentyű 

kalcifikáció prevalenciája nyolcszor nagyobb, és 10-20 évvel korábban jelenik meg az általános 

populációhoz viszonyítva [53]. A hiperfoszfatémia és a hiperkalcémia a vaszkuláris kalcifikáció 

mellett a szívbillentyű kalcifikáció induktorai is [54]. Számos bizonyíték van arra, hogy a 
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billentyű kalcifikáció egy aktív, sejtek által szabályozott folyamat, mely során a vaszkuláris 

kalcifikációhoz hasonlóan bekövetkezik a VIC-ek oszteogén irányú fenotípus váltása [32,54]. 

A VIC-ek oszteogén irányú differenciálódása során megemelkedik a Runx2, a BMP-2, az ALP, 

és az OCN expressziója, mely a sejtek kalcifikációjához vezet [54–56]. Továbbá, adenin és 

magas foszfát tartalmú diétával indukált krónikus vesebeteg patkány modellben kimutatták, 

hogy a  foszfát szint emelkedése az oszteogén markerek és gyulladásos citokinek fokozott 

expressziója révén aortabillentyű kalcifikációt idéz elő [57]. 

II.6. A ROS szerepe a vaszkuláris és szívbillentyű kalcifikációban 

A reaktív oxigén gyökök különböző redox reakció során képződnek és számos jelátviteli 

útvonal aktiválásában vesznek részt. Fiziológiás szintjét a ROS képződésért felelős oxidánsok 

és a ROS eliminálásért felelős antioxidánsok közötti egyensúly fenntartása szabályozza [58]. 

Amennyiben ez az egyensúly felborul a ROS képződés irányába, a túlzott mennyiségben 

képződő ROS oxidatív stressz kialakulásához vezet. Az oxidatív stressz pedig a különböző 

sejtalkotók (lipid, fehérje, DNS) strukturális és funkcionális károsítása révén szöveti károsodást 

okoz [59,60]. Az oxidatív stressz számos betegségben játszik kóroki szerepet, többek között a 

CKD-asszociált vaszkuláris kalcifikáció is összefüggésbe hozható emelkedett ROS 

képződéssel [61]. A VSMC-k kalcifikációja esetében a legfőbb ROS forrás a NADPH-oxidáz 

és a sejtek energiatermeléséért felelős organelluma, a mitokondrium. Ismert, hogy krónikus 

veseelégtelenségben jelenlévő magas foszfát szint fokozott ROS termelődést indukál, mely 

mitokondriális diszfunkción keresztül további ROS termeléshez vezet, melyet szoros 

összefüggésbe hoztak a kalcifikáció progressziójával [3]. Tanulmányok kimutatták, hogy 

különböző antioxidánsok alkalmazásával a ROS kalcifikációt fokozó hatása eredményesen 

gátolható, amely jelentős bizonyíték a ROS képződés vaszkuláris kalcifikációban betöltött 

szerepére [62,63]. 

A szív sejtjei rendkívül nagy energia igényűek, mely biztosításához nagy mennyiségű 

mitokondriumra van szükség. Az oxidatív stressz által előidézett mitokondriális diszfunkció 

csökkent ATP termeléshez és fokozott mitokondriális ROS képződéshez vezet, mely különböző 

szív- és érrendszeri betegségek kialakulását eredményezheti [23]. A szívbillentyű kalcifikáció 

tanulmányozása során egyre nagyobb szerepet tulajdonítanak a fokozott ROS képződésnek, 

melynek oka az antioxidáns rendszer sérülése [54,64]. Tanulmányok igazolták, hogy a túlzott 

ROS képződés a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódását indukálja és ezáltal kitüntetett 

szerepet játszik az aortabillentyű kalcifikáció iniciációjában és progressziójában [43,54,65]. 
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Ezen túlmenően emelkedett ROS képződést, valamint az oszteogén markerek megnövekedett 

expresszióját detektálták kalcifikált humán aortabillentyűkben [55,56,66]. 

II.7. A hipoxia szerepe a CKD-asszociált vaszkuláris és szívbillentyű 

kalcifikációban 

A szervezet élettani működésének fenntartásához létfontosságú a szövetek megfelelő 

oxigénellátása. Az oxigén szint csökkenése érintheti az egész szervezetet vagy csak egyes 

szöveteket [67]. Az emberi szervezet komplex adaptációs és túlélési mechanizmusokat 

fejlesztett ki a hipoxiás állapot kivédésére, illetve a hipoxia által okozott károsodás 

csökkentésére. Tartós hipoxia esetén fokozódik a vörösvérsejtképzés és az új erek képződése 

(angiogenezis), melynek célja a hipoxiás terület vérellátásának javítása [68]. 

 

A szervezetet érő hipoxiára adott válasz kialakítását a HIF szabályozza (6. ábra).  A HIF egy 

heterodimer transzkripciós faktor, amely egy konstitutívan expresszálódó stabil béta (HIF-β), 

és egy oxigén érzékeny instabil alfa (HIF-α) alegységből áll [69,70]. A HIF-α alegységnek 

6. ábra: A HIF jelátviteli útvonal aktivációja. A HIF-α alegység normoxiás körülmények között 

hidroxilálódik, ubikvitinálódik majd ezt követően proteoszómálisan degradálódik. Hipoxiás környezetben a 

HIF-α alegység hidroxilációja elmarad, stabilizálódik és a sejtmagba transzlokálódik, ahol heterodimert képez 

a HIF-β alegységgel. Az aktív HIF a hipoxia válaszelemeket tartalmazó gének promóter régióihoz kötődve 

indukálja a hipoxia által szabályozott gének transzkripcióját. Forrás: www.hegasy.de 
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három izoformája ismert, a HIF-1α, HIF-2α és a HIF-3α, melyek bármelyike képes 

heterodimert képezni a hipoxia-indukált faktor β (HIF-β) alegységgel. A HIF jelátviteli útvonal 

szabályzásában kiemelt fontosságúak a vas és α-ketoglutarát függő prolil-hidroxiláz enzimek, 

melyek molekuláris oxigén jelenlétében a HIF-α alegységek hidroxilációját végzik. Ezt 

követően a hidroxilált HIF-α alegységek ubikvitinálódnak és proteoszómálisan degradálódnak, 

ezáltal képesek megakadályozni a HIF aktív formájának kialakulását és a HIF jelátviteli útvonal 

aktiválódását [71,72]. 

Csökkent szöveti oxigén szint esetén a prolil-hidroxiláz enzimek inaktiválódnak, melynek 

hatására a HIF-α alegység hidroxilációja elmarad. A citoplazmában a nem hidroxilált HIF-α 

alegység szintje megemelkedik, majd a nukleuszba transzlokálódik, ahol a HIF-ß alegységgel 

heterodimert képezve kialakul az aktív HIF forma, ami a hipoxia válaszelemeket tartalmazó 

gének promóter régiójában található hipoxia válaszadó elemhez (HRE) kötődve indukálja a 

hipoxia célgének transzkripcióját [73,74]. 

A szöveti hipoxia számos betegség esetén megfigyelhető, jelenléte ismert krónikus 

veseelégtelenségben is [75]. Kimutatták a HIF-1 jelenlétét CKD betegek veséjében, melyet a 

CKD progressziójával hoztak összefüggésbe [76]. A hipoxia CKD-asszociált vaszkuláris 

kalcifikációban betöltött szerepének tanulmányozása során Mokas és munkatársai kimutatták, 

hogy a magas foszfát a HIF-1 jelátviteli útvonal aktivációján keresztül fokozza a VSMC-k 

foszfáttal indukált oszteogén irányú differenciálódását és kalcifikációját [77]. Továbbá fokozott 

HIF-1α expressziót mutattak ki krónikus veseelégtelen patkányok aortájában [77]. A hipoxia 

foszfát által indukált kalcifikációban betöltött szerepének további bizonyítéka, hogy a 

simaizom-specifikus HIF-1α deficiens egerekből izolált aorta simaizomsejtekben a kalcifikáció 

elmarad [77].  

Ismert, hogy a CKD gyakran társul anémiával, ami rendszeres kórházi kezelésekkel jár, 

ezzel jelentősen rontva a betegek életminőségét. A CKD-asszociált anémia elsődleges oka a 

károsodott veseműködés miatt bekövetkezett csökkent eritropoetin termelés [78]. A CKD-hoz 

társuló anémia kezelésére eritropoézis stimuláló ágenseket (ESA) alkalmaztak, melyek 

használatakor jelentősen megnőtt a kardiovaszkuláris események előfordulási gyakorisága [78]. 

Ez új, alternatív terápiás lehetőségek kifejlesztését sürgette, mely a HIF-1 útvonal aktiválását 

célozta meg úgynevezett prolil-hidroxiláz inhibitorok (PHI) segítségével [79]. Ezek az 

inhibitorok a HIF-1 útvonal aktiválásán keresztül fokozzák az eritropoézist és a vas 

mobilizációját a csontvelőből [79]. A legígéretesebb PHI a Daprodustat (DPD), melyet 

törzskönyveztek és 2020 óta alkalmaznak Japánban CKD-asszociált anémia kezelésére [80]. A 

klinikai tanulmányok nem vizsgálták a szer kardiovaszkuláris rizikóra gyakorolt hatását 
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egészen 2021-ig, amikor Singh és társai az ASCEND-D tanulmányban megállapították, hogy a 

DPD kezelés alatt álló CKD betegek körében a kardiovaszkuláris események bekövetkezése 

hasonló arányban volt megfigyelhető, mint az ESA-k közé tartozó darbepoetin alfa kezelésben 

részesülő betegekben [81]. Kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy a DPD fokozza a 

vaszkuláris simaizomsejtek magas foszfáttal indukált kalcifikációját in vitro [82]. 

Az aortabillentyű vérellátását és oxigenizációját normál esetben a szisztémás keringés 

diffúzió révén biztosítja. Aorta sztenózis következtében megvastagszik az aortabillentyű, 

melynek hatására csökken a VIC-ek vér- és oxigén ellátása, ami a billentyű csökkent 

funkciójához vezet [83]. Számos kutatási eredmény bizonyítja neovaszkularizáció jelenlétét 

megvastagodott aortabillentyűkben, mely pozitív korrelációt mutat az aortabillentyű 

kalcifikációjával [84–86]. A neovaszkularizáció hátterében a hipoxia jelátviteli útvonal 

aktivációja áll, mely során a HIF-1α, HIF-2α és a vaszkuláris endotéliális növekedési faktor 

(VEGF) fokozott expresszióját figyelték meg  [87,88]. Továbbá, kimutatták a HIF-1α és VEGF 

emelkedett szintjét kalcifikált humán aortabillentyűben is [87]. 

Munkánk során a HIF jelátviteli útvonal hipoxia általi aktivációjának szerepét vizsgáltuk a 

VIC-ek foszfát és kalcium által indukált oszteogén irányú differenciálódásában és 

kalcifikációjában in vitro és in vivo CKD-indukált egérmodellben. 

  



17 
 

III. Célkitűzés 

A rendelkezésünkre álló legfrissebb szakirodalmi adatok alapján az alábbi hipotéziseket 

fogalmaztuk meg.  

I. Hipotézis: A magas foszfát és kalcium, mint kettős oszteogén stimulus a HIF jelátviteli 

útvonal aktivációján keresztül indukálja a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódását és 

kalcificikációját in vitro.  

- Oszteogén stimulus hatásának vizsgálata a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódására 

és kalcifikációjára és a HIF jelátviteli útvonal aktivációjára. 

- A HIF-1/2 jelátvitel útvonal gátlás hatásának vizsgálata VIC-ek oszteogén médium 

(OM)-indukált kalcifikációjára. 

II. Hipotézis: A hipoxia a HIF jelátviteli útvonal aktivációján keresztül fokozza a VIC-ek OM-

indukált oszteogén irányú differenciálódását és kalcifikációját in vitro. 

- A hipoxia (1% O2) hatásának vizsgálata VIC-ek OM-indukált oszteogén 

differenciálódására és kalcifikációjára. 

- A hipoxia és különböző hipoxia mimetikumok (Kobalt-klorid (CC), Deferoxamin 

(DFO), Daprodustat (DPD)) hatásának vizsgálata a VIC-ek HIF-1α és HIF-2α 

aktivációjára. 

- A HIF-1/2 jelátvitel útvonal gátlás hatásának vizsgálata VIC-ek OM-indukált 

kalcifikációjára hipoxiás (1% O2, hipoxia mimetikumok) körülmények között.  

III. Hipotézis: A hipoxia az emelkedett ROS termelődésén keresztül fokozza a VIC-ek 

oszteogén irányú differenciálódását és kalcifikációját in vitro. 

- A hipoxia hatásának vizsgálata a VIC-ek ROS termelődésére. 

- A ROS termelődés gátlás hatásának vizsgálata VIC-ek OM-indukált kalcifikációjára 

hipoxiás körülmények között.  

IV. Hipotézis: a CKD-asszociált anémia kezelésére alkalmazott prolil-hidroxiláz inhibitor, a 

DPD fokozza a szívbillentyű kalcifikációt in vivo. 

- A DPD hatásának vizsgálata a CKD-asszociált anémiára és a szív kalcifikációjára CKD 

egérmodellben in vivo. 

V. Hipotézis: A hipoxia szinergista módon fokozza humán aorta simaizomsejtek (HAoSMC) 

magas foszfáttal indukált kalcifikációját.  

- A hipoxia hatásának vizsgálata HAoSMC-k magas foszfáttal indukált kalcifikációjára. 
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IV. Anyagok és módszerek 

IV.1. Sejttenyésztés  

Kísérleteink során humán szívbillentyű intersticiális sejtekkel (VIC, P10462, Innoprot, 

Bizkaia, Spanyolország) és humán aorta simaizom sejtekkel (HAoSMC, 354-05A, Cell 

Applications, San Diego, CA, Egyesült Államok) dolgoztunk. A VIC-ek tenyésztéséhez 10%-

os fötális borjú szérumot (FBS, Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, Egyesült 

Államok), 1% L-glutamint (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesült Államok), 1% 

nátrium-piruvátot (Sigma-Aldrich), 1% antimikotikus és antibiotikus reagenst (Sigma-Aldrich) 

tartalmazó fibroblaszt tápfolyadékot (Fibroblast Medium, Innoprot) használtunk. A HAoSMC-

k tenyésztéséhez az előzőekben leírt mennyiségű reagensekkel kiegészített Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Mediumot (DMEM, Sigma-Aldrich) tápfolyadékot használtunk. A sejteket 

37°C-os hőmérsékletű inkubátorban tenyésztettük, 5% CO2 szint mellett. Mindkét sejttípust 4 

és 8 passzázs szám között konfluens állapotban használtuk.   

IV.2. Kalcifikáció indukálása 

A sejtek kalcifikációjának indukálásához úgynevezett oszteogén médiumot (OM) 

használtunk, amely során a 2% FBS tartalmú DMEM (Sigma-Aldrich) tápfolyadékot 

különböző koncentrációjú inorganikus foszfáttal (Pi, 1,5-2,5 mmol/L, pH 7,4, Sigma-Aldrich) 

és kalciummal (Ca, 0,3 mmol/L, Sigma-Aldrich) egészítettük ki. A tápfolyadékot 3 naponta 

cseréltük a kísérletek befejezéséig.  

IV.3. Hipoxiás kezelés 

A hipoxiás körülmény biztosításához moduláris inkubátor kamrákat alkalmaztunk, 

amelyekbe a hipoxiás gázelegyet (94% N2, 5% CO2, 5% O2, Linde, Dublin, Írország) 

folyamatos, 0,1 L/perc áramlási sebességgel vezettük be. Néhány kísérletünkben különböző 

hipoxia mimetikumot: Daprodustat (DPD 20 µmol/L, MedChemExpress, Monmouth Junction, 

JC, Egyesült Államok), deferoxamin (DFO 40 µmol/L, Sigma-Aldrich), és kobalt-klorid (CC, 

200 µmol/L, Sigma-Aldrich), valamint a HIF-1 inhibitor chetomint (12 nmol/L, Tocris 

Bioscience, Bristol, Egyesült Királyság) alkalmaztunk. 
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IV.4. Alizarin vörös festés 

A sejtek kalcifikációjának detektálásához, a kalcium kötő alizarin vörös festéket 

használtuk. A folyamat során a 96 lyukú sejttenyésztő lemezen kezelt sejtekről óvatosan 

eltávolítottuk a médiumot, ezt követően foszfáttal pufferolt sóoldattal (PBS) mostuk őket, majd 

szobahőmérsékleten 20 percig 4%-os paraformaldehid oldattal fixáltuk a sejteket. Ezt követően 

a sejteket ismét átmostuk PBS oldattal, utána pedig 2%-os Alizarin vörös oldattal (pH 4,2, 

Sigma-Aldrich) szobahőmérsékleten festettük. Tíz perc után, a nem kötődött festéket többszöri 

desztillált vizes mosással eltávolítottuk, majd fényképet készítettünk a lemezről, és a bekötődött 

festéket feloldottuk 100 µl hexadecilpiridinium-klorid oldatban (100 mmol/L, Sigma-Aldrich). 

A mintákhoz tartozó abszorbancia értékeket mikrolemez olvasóval (TS 800, Biotek, Budapest, 

Magyarország) 562 nm-es hullámhosszon mértük.  

IV.5. Kalcium depozitumok mennyiségi meghatározása 

A kezeléseket 96 lyukú sejttenyésztő lemezen végeztük, melynek végén a sejtekről 

óvatosan eltávolítottuk a médiumot, majd PBS-sel mostuk. Ezt követően az extracelluláris 

mátrixot 100 µL sósavval (0,6 mol/L), szobahőmérsékleten 30 percig dekalcináltuk. A sósavas 

felülúszók kalcium tartalmának kvantitatív meghatározását kolorimetriás módszerrel végeztük 

(QuantiChrom Calcium Assay Kit, Gentaur Molecular Products, Kampenhout, Belgium) a 

gyártó által javasolt protokoll szerint. A dekalcinálást követően a sejteket PBS-sel ismét 

átmostuk, majd 0,1% nátrium-dodecil-szulfát (SDS, Sigma-Aldrich) és 0,1% nátrium-hidroxid 

tartalmú oldattal lizáltuk. A lizátumok fehérje koncentrációját BCA módszerrel (ThermoFisher 

Scientific) határoztuk meg. A sejtek kalcium tartalmát fehérjetartalomra normalizálva, mg Ca / 

mg fehérje arányban kifejezve adtuk meg.  

IV.6. A sejtek életképességének meghatározása 

A sejtek életképességének vizsgálatát 96 lyukú sejttenyésztő lemezen végeztük. A kísérlet 

végén a sejtekről óvatosan eltávolítottuk a médiumot és a sejtekhez 100 µL 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólium-bromid (MTT, 0,5 mg/ml, Sigma-Aldrich) reagenst adtunk, 

és a lemezt 37 °C-on 4 órán keresztül inkubáltuk. Ezt követően a sejtekhez adott MTT oldatot 

eltávolítottuk, és az inkubáció során képződött formazán kristályokat 100 µL dimetil-

szulfoxidban (Sigma-Aldrich) feloldottuk, majd meghatároztuk a minták optikai denzitását 570 

nm-es hullámhosszon. A kezelt sejtek életképességét a kezeletlen sejtek életképességéhez 

viszonyítva, százalékos arányban kifejezve adtuk meg.  
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IV.7. Western blot analízis 

A kezeléseket 6 lyukú sejttenyésztő lemezen végeztük. A kezelés végén a sejtekről 

óvatosan eltávolítottuk a médiumot, PBS-sel mostuk, majd 120 µl Laemmli lízis pufferrel 

lizáltuk. A sejt lizátumokat 95 ºC-os hőmérsékleten 5 percig denaturáltuk, majd szonikáltuk 

(Sonoplus, 3 x 10s, Bandelin Electronic GmbH, Berlin, Németország). A fehérjéket SDS 

poliakrilamid gélelektroforézissel (7,5-10%) méret szerint elválasztottuk (Mini Protean, 100V, 

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Egyesült Államok), majd nitrocellulóz membránra (GE 

HealthCare, München, Németország) blottoltuk (Trans-blot SD, 45 perc, 12 V, Bio-Rad 

Laboratories,). Ezután szobahőmérsékleten egy órán keresztül 6%-os tejpor oldattal blokkoltuk 

a membránokat. Kísérleteink során a táblázatban felsorolt elsődleges antitesteket a megadott 

koncentrációkban 5%-os tejpor oldatban adtuk a membránokhoz, és egy teljes éjszakán 

keresztül inkubáltuk 4°C-on (1. táblázat). Az elsődleges antitestek bekötődése után a 

membránokat TBS-T-vel (Tris, 0,1% Tween 20) mostuk, majd torma peroxidázzal (HRP) 

konjugált anti-nyúl, illetve anti-egér (NA934, NA931, Amersham Biosciences, Amersham, 

Egyesült Királyság) másodlagos antitesttel (0,5 µg/ml) inkubáltuk szobahőmérsékleten 1 órán 

keresztül. Ezt követően a membránokat ismét TBS-T-vel mostuk, majd a bekötődött HRP-vel 

konjugált másodlagos antitestet Western ECL reagenssel (Bio-Rad Laboratories) detektáltuk. A 

kemilumineszcens jelet hagyományos módon, röntgenfilmen és digitális C-Digit Blot 

Scannerrel (LI-COR Bioscience, Lincoln, NE, Egyesült Államok) is detektáltuk. Ezután a 

membránokat 1:2000 hígításban alkalmazott anti-β-aktin antitesttel (sc-47778; Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, Egyesült Államok) újra jelöltük és detektáltuk. A digitálisan 

detektált sávok esetében az intenzitás meghatározása a szoftverbe beépített analizáló 

alkalmazással történt, míg a hagyományos röntgen filmen detektált sávok intenzitásának 

meghatározásához a GelQuant szoftvert alkalmaztunk. 

1. táblázat: Az alkalmazott fehérjékre vonatkozó adatok. 

 

 

 

Fehérje Cég, katalógusszám Koncentráció 

HIF-1α GeneTex (Irvine, CA, USA), GTX127309 1 µg/ml 

HIF-2α Cell Signaling (Danvers, Massachusetts, USA), #7096 3 µg/ml 

Glut-1 GeneTex (Irvine, CA, USA), GTX15309  0,25 µg/ml 

Runx2 Proteintech (Rosemont, IL, USA), 20700-1-AP 0,6 µg/ml 

Sox9 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), PA5-81966  0,1 ug/ml 

ALP Santa Cruz Biotechnolgy (Dallas, TX, USA), sc-365765 0,4 µg/ml 
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IV.8. Géncsendesítés 

A 60-80%-os konfluencia szintig felszaporított sejtek géncsendesítéséhez negatív kontroll 

(#4390843, ThermoFisher Scientific), targetált HIF-1α (ID: 106498, ThermoFisher Scientific) 

és targetált HIF-2α (ID: 106446, ThermoFisher Scientific) siRNS-sel transzfektáltuk a sejteket 

Lipofectamine® RNAiMAX reagenssel (Invitrogen, Waltham, MA, Egyesült Államok) a 

gyártó által javasolt protokoll szerint. A sejtek kalcifikációja 4-5 nap alatt történik meg, és mivel 

a géncsendesítés a protokoll szerint 72 óráig működik, ezért ezen kísérleteink során a 

géncsendesítést a harmadik napon megismételtük.  

IV.9. Az intracelluláris ROS képződés mennyiségi meghatározása 

 A kezeléseket 96 lyukú sejttenyésztő lemezen végeztünk el. A kezelés végén a sejtekről 

óvatosan eltávolítottuk a médiumot, majd PBS-sel mostuk. Ezt követően az intracellulárisan 

képződő ROS mennyiségét CM-H2DCFDA kittel (Life Technologies, Carlsbad, CA, Egyesült 

Államok) határoztuk meg a gyártó által javasolt protokoll szerint.  Egyes kísérletekben ROS 

inhibitor N-acetil-ciszteint (NAC, 1 mmol/L, Sigma-Aldrich) is alkalmaztunk. 

IV.10. Egér kísérletek 

Az egerekkel végzett kísérleteinket a nemzetközi és egyetemi etikai szabályzatban 

foglaltak szerint, a Debreceni Egyetem Kutatásetikai Bizottsága által kiadott érvényes engedély 

(10/2021/DEMÁB) birtokában végeztük. Vizsgálataink során tizenöt darab, 8-10 hetes hím 

C57BL/6 egeret véletlenszerűen három csoportra: Ctrl, CKD, CKD+DPD osztottuk 

(n=5/csoport). 

A CKD indukálásához kétfázisú diétát használtunk. Az első 6 hétben az egereket adenin 

(0,2%) és emelt foszfát (0,7%) tartalmú táppal etettük, majd ezt követően 3 héten keresztül 

adenin (0,2%) és magas foszfát (1,8%) tartalmú tápot kaptak (ssniff-Spezialdiäten GmbH, 

Soest, Németország). A DPD-t 1%-os metilcellulózban szuszpendáltuk, és naponta 15 

mg/testsúly kg/nap dózisban orálisan adagoltuk a kétfázisú diéta második szakaszában a 7. és 

9. hét között, míg ez idő alatt a CKD egerek azonos mennyiségű vivőanyagot kaptak. Az egerek 

életét CO2 inhalációval oltottuk ki, majd szív punkcióval vért vettünk elemzés céljából.  
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IV.11. A vesefunkció és az anémia laboratóriumi paramétereinek 

meghatározása egerekben 

Az egerek véréből származó minták foszfát, urea, kreatinin szintjeit Cobas c502 

készülékkel (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németország) határoztuk meg, a citráttal 

antikoagulált vérminták elemzése pedig Siemens Advia-2120i hematológiai analizátorral 

(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, Egyesült Államok) és a hozzátartozó Multi 

Species szoftver 800 Mouse C57BL programmal történt.  

IV.12.  Kalcifikáció detektálása Osteosense festéssel 

A lágyszövet kalcifikáció detektálásához OsteosenseTM festéket (OsteoSenseTM 680 EX, 

PerkinElmer, Waltham, MA, Egyesült Államok) alkalmaztunk. A kísérlet végén az egereket 

izofluránnal (Baxter, Deerfield, IL, Egyesült Államok) bódítottuk, majd ezt követően 100 µL 

DPBS-ben oldott 2 nmol OsteoSenseTM festéket injektáltunk az egerekbe retro-orbitálisan. 12 

óra elteltével kioltottuk az egerek életét, majd 5 mL PBS-sel perfundáltuk és izoláltuk a 

szerveket. Az OsteoSenseTM festék szöveti jelenlétét ex vivo körülmények között IVIS 

Spectrum In Vivo Imaging műszerrel vizsgáltuk (PerkinElmer).  

IV.13. Hisztológia  

Az OsteosenseTM festéssel történő képalkotást követően a szerveket 10%-os neutrális 

formalinban fixáltuk, majd paraffinba ágyaztuk, és 4 µm vastagságú metszeteket készítettünk. 

Deparaffinálás után hematoxilin-eozin, von Kossa és alizarin vörös festést végeztünk a gyártó 

által javasolt protokoll szerint (Abcam, Cambridge, Egyesült Királyság).  

IV.14. Statisztikai analízis 

A kísérletek eredményeit átlag ± szórásban adtuk meg. A statisztikai analízisek 

elvégzéséhez GraphPad Prism 8.01 szoftvert alkalmaztunk. A normál eloszlás meghatározását 

Shapiro-Wilk teszttel, a p értékek meghatározását parametrikus tesztekkel végeztük. A két 

csoport közötti statisztikailag szignifikáns különbségeket kétirányú Student-féle t-próbával, a 

kettőnél több csoport összehasonlítását ANOVA tesztet követő Tukey-féle többszörös 

összehasonlító analízissel, míg a számos kezelési csoport egyetlen kontrollhoz történő 

vizsgálatát ANOVA tesztet követő Dunnett’s post-hoc teszttel elemeztük. A p <0.05 értékeket 

tekintettük szignifikánsnak.  
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V. Eredmények 

V.1. A szívbillentyű intersticiális sejtek OM-indukált oszteogén irányú 

differenciálódása és extracelluláris mátrix kalcifikációja 

A szívbillentyű kalcifikáció in vitro modelljének létrehozásához humán VIC-eket 

alkalmaztunk. A kísérlet során a kalcifikációt magas foszfát (2,5 mmol/L) és magas kalcium 

(0,3 mmol/L) tartalmú oszteogén médiummal indukáltuk. Megállapítottuk, hogy az OM kezelés 

időfüggő módon növelte az oszteogén irányú differenciálódás markereinek (Runx2, ALP, Sox9) 

fehérje expresszióját (7. ábra, A-B). Ezen kívül az OM indukálta a VIC-ek kalcifikációját, 

melyet alizarin vörös (AV) festéssel és az ECM kalcium tartalmának mérésével mutattunk ki 

(7. ábra, C-D). 

V.2. A hipoxia jelátviteli útvonal szerepe a szívbillentyű intersticiális sejtek 

OM-indukált kalcifikációjában 

Mokas és munkatársai kimutatták, hogy a HIF-1 útvonal aktivációja kulcsszerepet játszik 

a humán aorta simaizomsejtek magas foszfáttal indukált kalcifikációjában [77]. Ezen 

megállapítás alapján megvizsgáltuk a HIF jelátviteli útvonal szerepét a VIC-ek oszteogén 

irányú differenciálódásában és kalcifikációjában. Az előző kísérletben alkalmazott oszteogén 

tápfolyadékkal kezeltük a sejteket majd meghatároztuk a hipoxia specifikus markerek fehérje 

expresszióját. Az OM kezelés a HIF-1α, HIF-2α, és a szabályzásuk alatt álló Glut-1 (glükóz 

transzporter 1) fehérjék fokozott expresszióját eredményezte (8. ábra, A-B). Ezt követően a 

7. ábra: Az OM indukálja a VIC-ek oszteokondrogén irányú differenciálódását és kalcifikációját. A 

sejteket kontroll, illetve oszteogén körülmények között tartottuk. (A) Runx2, ALP, Sox9 és ß-aktin fehérjék 

expresszióját bemutató reprezentatív Western blotok.  (B) Runx2, ALP, Sox9 fehérje expresszió szintjeinek ß-

aktin-ra normalizált értékei (n=3), (24, 48, 72 óra). (C) Az ECM-ben felhalmozódó kalcium depozitumok AV 

festésének reprezentatív képe és kvantifikálása (n=5), (5. nap). (D) Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának 

mennyiségi meghatározása (n=5), (5. nap). Az eredmények átlag ± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05,  

**p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001. 
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HIF jelátviteli útvonal kalcifikációban betöltött szerepének bizonyítására targetált siHIF-1α és 

siHIF-2α géncsendesítést alkalmaztunk (8. ábra, C-D), ami a VIC-ek kalcifikációjának teljes 

gátlásához vezetett (8. ábra, E-F). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az oszteogén 

stimulus hatására indukálódó HIF jelátvitel útvonal aktívan részt vesz a VIC-ek OM-indukált 

kalcifikációjában normoxiás körülmények között. 

V.3. A hipoxia fokozza a szívbillentyű intersticiális sejtek OM-indukált 

oszteogén irányú differenciálódását és extracelluláris mátrix kalcifikációját 

A következőkben azt vizsgáltuk, hogy a hipoxia hogyan befolyásolja a VIC-ek OM-

indukált oszteogén irányú differenciálódását és az ECM kalcifikációját. Elsőként a sejtek 

hipoxiára adott válaszkészségét vizsgáltuk. A sejteket 24 órára normoxiás illetve hipoxiás 

körülmények között tartottuk, majd meghatároztuk a HIF-1α, HIF-2α, és Glut-1 fehérjék 

expresszióját. Várakozásunknak megfelelően, hipoxiás körülmények között a HIF útvonal 

aktiválódott, mely a vizsgált célfehérjék fokozott expresszióját eredményezte (9. ábra, A). Ezt 

8. ábra: A HIF jelátviteli útvonal szerepe VIC-ek OM-indukált kalcifikációjában. A sejteket kontroll, illetve 

oszteogén körülmények között tartottuk.  (A) HIF-1a, HIF-2a, Glut-1 és ß-aktin fehérjék expresszióját bemutató 

reprezentatív Western blotok. (B) HIF-1a, HIF-2a, és Glut-1 fehérje expressziós szintjeinek ß-aktin-ra 

normalizált értékei (n=3), (24 óra). (C-D) HIF-1a, HIF-2a és ß-aktin fehérjék expresszióját bemutató 

reprezentatív Western blotok és a fehérjék expresszió szintjeinek ß-aktin-ra normalizált értékei HIF-1a és HIF-

2a géncsendesítést követően, kontroll (Scr) és HIF-1a, illetve HIF-2a siRNS hiányában vagy jelenlétében (n=3), 

(24 óra). (E-F) Az ECM-ben felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének reprezentatív képe és 

kvantifikálása (n=5), (4. nap). Az eredmények átlag ± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01,  

***p <0.005, ****p <0.0001. 
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követően a sejteket oszteogén médiummal kezeltük normoxiás és hipoxiás körülmények között 

24 és 48 órán keresztül. Normoxiában a 48 órás időpontban az OM hatására enyhén 

megemelkedett Runx2 és Sox9 fehérje expresszió látható, míg ezzel szemben hipoxiában a 

kontroll önmagában is emelkedett Runx2 expressziót eredményezett, melynek mértékét az OM 

kezelés nem tudta tovább fokozni. A Sox9 esetén hipoxiás körülmények között minden egyes 

vizsgált kondíció mellett magasabb fehérje expressziót tapasztaltunk normoxiás 

körülményekhez viszonyítva (9. ábra, B).  

Következő kísérletünkben megvizsgáltuk a hipoxia VIC kalcifikációra gyakorolt hatását. 

A sejtek kalcifikációjának indukálásához különböző koncentrációjú foszfátot (1,5-2,5 mmol/L) 

tartalmazó médiumot alkalmaztunk normoxiás és hipoxiás körülmények között. A kísérletet 

követően az AV festés és az ECM kalcium tartalmának mérési eredményei alapján 

megállapítottuk, hogy a hipoxia minden egyes vizsgált foszfát koncentráció mellett fokozta a 

VIC-ek kalcifikációját. (10. ábra, A-B). A kalcifikáció időfüggését 2,5 mmol/L foszfátot 

9. ábra: A hipoxia fokozza a VIC-ek OM-indukált oszteogén irányú differenciálódását.  

A sejteket kontroll, illetve oszteogén körülmények között tartottuk normoxiában és hipoxiában. (A) HIF-1a, 

HIF-2a, Glut-1, Runx2, Sox9, és ß-aktin fehérjék expresszióját bemutató reprezentatív Western blotok (n=3), 

(24 óra) (B) HIF-1a, HIF-2a, Glut-1, Runx2, és Sox9 fehérje expresszió szintjeinek ß-aktin-ra normalizált 

értékei (n=3), (24, 48 óra). Az eredmények átlag ± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, 

***p <0.005, ****p <0.0001. 
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tartalmazó oszteogén médiumban vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy hipoxiás körülmények között 

a kalcifikáció már a második napon, ugyanakkor normoxiás körülmények között csak a hatodik 

napon kezdődött el (10. ábra, C). Az ECM kalcium tartalmának mérési eredményei megerősítik 

az AV festés eredményét, mely szerint a hipoxia fokozza a VIC-ek foszfáttal indukált 

kalcifikációját (10. ábra, D). 

V.4. A hipoxia HIF-1α és HIF-2α függő módon fokozza a szívbillentyű 

intersticiális sejtek OM-indukált extracelluláris mátrix kalcifikációját 

Annak megállapítására, hogy a HIF jelátviteli útvonal szerepet játszik-e a hipoxia 

kalcifikációt fokozó hatásában, elsőként a HIF-1 inhibitor chetomint alkalmaztunk. 

Megállapítottuk, hogy chetomin hatékonyan csökkentette a VIC-ek OM-indukált 

kalcifikációját, melyet a kísérletet követő AV festés és az ECM kalcium tartalom mérésének 

eredményei támasztottak alá (11. ábra, A-B). Ezt követőn targetált HIF-1α, illetve HIF-2α 

siRNS-eket alkalmaztunk külön-külön (11. ábra, C-D), mely során a HIF-1α, illetve HIF-2α 

expressziójának csökkentése a kalcifikáció részleges gátlását eredményezte (11. ábra, E-F). 

 

 

 

 

 

10. ábra: A hipoxia fokozza a VIC-ek magas foszfáttal indukált kalcifikációját. A sejteket normoxiában 

és hipoxiában kezeltük különböző koncentrációjú foszfáttal (1,5-2,5 mmol/L). (A és C) Az ECM-ban 

felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének reprezentatív képe és kvantifikálása (n=5), (6. nap). (B és 

D) Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának mennyiségi meghatározása (n=5), (6. nap). Az eredmények átlag 

± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001. 
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11. ábra: A hipoxia a HIF jelátviteli útvonal aktivációján keresztül fokozza a VIC-ek OM által indukált 

kalcifikációját. A sejteket kontroll, illetve oszteogén körülmények között tartottuk hipoxiában chetomin (12 

nmol/L) jelenlétében vagy hiányában. (A) Az ECM-ban felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének 

reprezentatív képe és kvantifikálása (n=5), (5. nap). (B) Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának mennyiségi 

meghatározása (n=5), (5. nap). (C-D) HIF-1a, HIF-2a és ß-aktin fehérjék expresszióját bemutató reprezentatív 

Western blotok és a fehérjék expresszió szintjeinek ß-aktin-ra normalizált értékei HIF-1a és HIF-2a 

géncsendesítést követően, kontroll (Scr) és HIF-1a, illetve HIF-2a siRNS hiányában vagy jelenlétében (n=3), 

(24 óra). (E) Az ECM-ban felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének reprezentatív képe és 

kvantifikálása (n=5), (4. nap). (F) Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának meghatározása (n=5), (4. nap). 

Az eredmények adatok átlag ± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001. 
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Továbbá megvizsgáltuk a targetált HIF-1α, illetve HIF-2α siRNS-ek együttes 

alkalmazásának hatását is (12. ábra, A-B), mely során azt tapasztaltuk, hogy mindkét HIF-α 

alegység expressziójának együttes csökkentése a kalcifikáció teljes gátlását idézte elő, amit az 

AV festés és az ECM kalcium tartalmának mérési eredményei támasztanak alá (12. ábra, C-

D). Ezen eredmények alapján kijelenthetjük, hogy a hipoxia által indukált HIF jelátviteli 

útvonal kulcsszerepet játszik a VIC-ek OM-indukált kalcifikációjának hipoxia általi 

fokozódásában. 

V.5. A hipoxia mimetikumok fokozzák a szívbillentyű intersticiális sejtek 

OM-indukált kalficikációját 

A hipoxia mimetikumok a prolil hidroxiláz enzim aktivitását gátolva stabilizálják a HIF-

1α-t normoxiás körülmények között. A következő kísérletünkben három különböző hipoxia 

mimetikum: CC, DFO, és a DPD hatását vizsgáltuk VIC-ek oszteogén tápfolyadékkal indukált 

kalcifikációjára. Megállapítottuk, hogy az általunk használt hipoxia mimetikumok mindegyike 

jelentősen fokozta a HIF-1α, és a HIF-2α fehérjék expresszióját (13. ábra, A). Ezt követőn 

megvizsgáltuk a hipoxia mimetikumok OM-indukált kalcifikációra gyakorolt hatását és 

12. ábra: A hipoxia a HIF jelátviteli útvonal aktivációján keresztül fokozza a VIC-ek OM által indukált 

kalcifikációját. A sejteket kontroll, illetve oszteogén körülmények között tartottuk hipoxiában.  

(A-B) HIF-1a, HIF-2a és ß-aktin fehérjék expresszióját bemutató reprezentatív Western blotok és a fehérjék 

expresszió szintjeinek ß-aktin-ra normalizált értékei HIF-1a és HIF-2a géncsendesítést követően, kontroll 

(Scr) és HIF-1a, illetve HIF-2a siRNS hiányában vagy jelenlétében (n=3), (24 óra). (C) Az ECM-ban 

felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének reprezentatív képe és kvantifikálása (n=5), (4. nap). (D) 

Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának meghatározása (n=5), (4. nap). Az eredmények adatok átlag ± 

szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001. 
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megállapítottuk, hogy az általunk vizsgált hipoxia mimetikumok fokozták a VIC-ek 

kalcifikációját (13. ábra, B-C). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy nem csak a valódi 

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

kalcifikációját. 

Ezt követően a DPD kalcifikációt fokozó hatásmechanizmusában vizsgáltuk a HIF-1α és 

HIF-2α szerepét. Géncsendesítést végeztünk, és megállapítottuk, hogy a HIF-1α, illetve a HIF-

2α csökkent expressziója a kalcifikáció részleges gátlását eredményezte (14. ábra, A-B).  

13. ábra: A hipoxia mimetikumok fokozzák a VIC-ek OM-indukált kalcifikációját. A sejteket kontroll 

(Ctrl) illetve oszteogén (OM) körülmények között tartottuk különböző hipoxia mimetikumok: CC, 200 µmol/L, 

DFO, 40 µmol/L és DPD, 20 µmol/L jelenlétében vagy hiányában.  (A) HIF-1a, HIF-2a és ß-aktin fehérjék 

expresszióját bemutató reprezentatív Western blotok és a fehérjék expresszió szintjeinek ß-aktin-ra normalizált 

értékei (n=3), (24 óra). (B) Az ECM-ban felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének reprezentatív képe 

és kvantifikálása (n=5), (5. nap). (C) Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának mennyiségi meghatározása 

(n=5), (5. nap). Az eredmények átlag ± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, 

****p <0.0001. 
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V.6. A ROS szerepe a szívbillentyű intersticiális sejtek kalcifikációjában 

Ismert, hogy a túlzott ROS képződés, és az általa előidézett oxidatív stressz kulcsszerepet 

játszik a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódásában [43]. Ezért megvizsgáltuk a ROS 

képződés szerepét a VIC-ek OM, valamint OM+hipoxia által indukált kalcifikációjában. A 

sejteket oszteogén médiummal kezeltük normoxiás és hipoxiás körülmények között, majd 

megmértük az intracellulárisan képződő ROS mennyiségét. Megállapítottuk, hogy az OM 

fokozta a VIC-ek ROS termelését normoxiás, illetve hipoxiás körülmények között is (15. ábra, 

A).  Kimutattuk továbbá, hogy a hipoxia a normoxiához viszonyítva fokozta a ROS termelődést 

mind kontroll, mind OM körülmények között (15. ábra, A). A glutation prekurzor NAC 

hatékonyan csökkentette a ROS termelődés OM-mel indukált, illetve hipoxia-általi fokozódását 

(15. ábra, A).  

Az apoptózis és az ezzel együtt járó apoptotikus sejtek felszabadulása szintén egy, a 

kalcifikáció kialakulásában jelentős szerepet játszó folyamat. Mivel a túlzott ROS képződés 

sejthalálhoz vezethet, ezért megvizsgáltuk a VIC-ek életképességét. Az oszteogén stimulus 

normoxiás körülmények között enyhe, míg hipoxiás körülmények között fokozottabb 

sejtpusztulást idézett elő, melyet a NAC kezelés hatékonyan gátolt (15. ábra, B). Ezt követően 

megvizsgáltuk a NAC szívbillentyű intersticiális sejtek kalcifikációjára gyakorolt hatását, és 

azt tapasztaltuk, hogy a NAC a reaktív oxigén gyökök képződésének csökkentésén keresztül 

hatékonyan gátolja az OM-indukált kalcifikációt (15. ábra, C-D). 

14. ábra: A HIF-1α és HIF-2α géncsendesítése csökkenti a VIC-ek OM+DPD indukált kalcifikációját.  

(A és B) Az ECM-ban felhalmozódó kalcium depozitumok festésének reprezentatív képe és kvantifikálása 

(n=5), (4. nap). Az eredmények átlag ± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005,  

****p <0.0001. 
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V.7. A DPD fokozza a szívbillentyű kalcifikációját in vivo CKD 

egérmodellben 

A CKD betegek körében gyakori a szívbillentyű kalcifikációja, és a betegek leggyakoribb 

halálozási oka valamilyen kardiovaszkuláris esemény [53]. Továbbá, a krónikus veseelégtelen 

betegekben gyakran alakul ki anémia az elégtelen eritropoézis miatt. A DPD egy az eritropoézis 

fokozására kifejlesztett gyógyszer, melyet Japánban törzskönyveztek CKD-asszociált anémia 

kezelésére. A DPD in vitro kísérleteinkben fokozta a VIC-ek kalcifikációját, így a 

következőkben a DPD szívbillentyű kalcifikációra gyakorolt hatását vizsgáltuk in vivo CKD 

egérmodellben. A kísérlet során tizenöt darab, 8-10 hetes hím, C57BL/6 egeret véletlenszerűen 

3 csoportba osztottunk: Ctrl, CKD, CKD+DPD (16. ábra, A). A CKD indukálását kétfázisú 

diétával valósítottunk meg, melynek során az első 6 hétben az egereket adenin (0,2%) és emelt 

15. ábra: A ROS képződés szerepe a VIC-ek OM-indukált kalcifikációjában. A sejteket kontroll (Ctrl) 

illetve oszteogén (OM) körülmények között tartottuk normoxiában és hipoxiában NAC (1 mmol/L) jelenlétében 

vagy hiányában. (A) Az intracellulárisan képződött ROS mennyiségi meghatározása (n=6), (4. nap). (B) A 

sejtek életképessége (n=5), (4. nap). (C) Az ECM-ban felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének 

reprezentatív képe és kvantifikálása (n=5), (4. nap). (D) Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának 

meghatározása (n=5), (4. nap). Az eredmények átlag ± szórásban vannak kifejezve. *p <0.05, **p <0.01,  

***p <0.005, ****p <0.0001. 
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foszfát (0,7%), míg az ezt követőn három héten keresztül adenin (0,2%) és magas foszfát (1,8%) 

tartalmú táppal etettük és a diéta második fázisában a DPD-t orálisan adagoltunk az egereknek 

15 mg/testtömeg kg napi dózisban (16. ábra, A). A DPD 15 mg/testtömeg kg/nap dózisát 

előkísérletekben határoztuk meg; ez a legalacsonyabb DPD dózis mely megelőzi az anémia 

kialakulását az általunk alkalmazott CKD modellben. Várakozásunknak megfelelően az 

alkalmazott diéta CKD-asszociált anémia kialakulását eredményezte az egerekben, melyet a 

csökkent hemoglobin és hematokrit szint, valamint csökkent vörösvértest szám jellemez (2. 

táblázat). A CKD által előidézett anémiát a DPD kezelés hatékonyan korrigálta, melyet a 

hematológiai adatokban látható normalizált hemoglobin és hematokrit szint, illetve vörösvértest 

szám mutat (2. táblázat). 

2. táblázat: A kísérlet során mért hematológiai paraméterek. 

 

A CKD kialakulása a szérum urea (16. ábra, B), kreatinin (16. ábra, C), és foszfát (16. 

ábra, D) szintek emelkedésével járt, melyet a DPD kezelés nem befolyásolt. A DPD szív 

kalcifikációjára gyakorolt hatásának vizsgálata során hidroxiapatit-specifikus OsteoSenseTM 

festéket alkalmaztunk, melyet az analízis előtt 12 órával intravénásan juttattunk az egerekbe. A 

CKD-s egerek szívében magasabb fluoreszcencia intenzitást detektáltunk a kontroll egerekéhez 

viszonyítva, míg a DPD-vel kezelt egerek szívének fluoreszcencia intenzitása meghaladta a 

CKD-s egerekét is (16. ábra, E). Továbbá a szíveken szövettani vizsgálatként hematoxilin-

eozin festést, valamint a kalcifikáció kimutatása céljából von Kossa és AV festést végeztünk. A 

von Kossa és AV festések alapján megállapítottuk, hogy a CKD+DPD csoportba tartozó egerek 

szív szövetein látható a legerősebb festődés, amely fokozott szívbillentyű kalcifikációra utal, 

míg a kontroll csoportba tartozó egerek szívében kalcifikáció egyáltalán nem volt detektálható 

(16. ábra, F). Ezek az eredmények összességében arra utalnak, hogy az általunk alkalmazott 

DPD dózis bár hatékonyan korrigálja a CKD-asszociált anémiát, de fokozza a szív 

kalcifikációját CKD egerekben. 

 

Hematológiai 

paraméter 
Kontroll CKD CKD+DPD 

p érték 

Ctrl vs CKD 

p érték 

CKD vs 

CKD+DPD 

Hemoglobin 

(g/L) 
117.4 ± 3.6 80.2 ± 8.9 119.2 ± 3.3 <0.0001 <0.0001 

Vörösvértest- 

szám (T/L) 
8.014 ± 0.15 6.044 ± 0.561 8.046 ± 0.29 <0.0001 <0.0001 

Hematokrit 0.439 ± 0.017 0.301 ± 0.031 0.432 ± 0.014 <0.0001 <0.0001 
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V.8. A hipoxia fokozza a humán aorta simaizomsejtek magas foszfáttal 

indukált kalcifikációját  

Az előzőekben bemutatott kísérleteink során bebizonyítottuk, hogy a hipoxia a HIF 

jelátviteli útvonal aktivációján keresztül fokozza a VIC-ek OM-indukált oszteogén 

differenciálódását és kalcifikációját. A vaszkuláris simaizomsejtek intima és média kalcifikáció 

során is kerülhetnek hipoxiás környezetbe, ezért utolsó kísérletünkben azt vizsgáltuk, hogy 

hogyan hat a hipoxia a HAoSMC-k OM-indukált kalcifikációjára. A HAoSMC-et különböző 

16. ábra: A DPD fokozza a CKD egerek szívének kalcifikációját. (A) A kísérlet protokolljának vázlata.  

(B-D) Szérum urea, szérum kreatinin és szérum foszfát szintek. (E) Ctrl, CKD, CKD+DPD egerek szív 

kalcifikációjának OsteoSenseTM festéssel végzett fluoreszcens képalkotása és kvantifikálása (n=5/csoport).  

(F) Az egerek szívbillentyűinek szövettani elemzése H&E, von Kossa és AV festéssel. Nagyítás: 400x. Az 

eredmények átlag ± szórásban vannak kifejezve (n=5). *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001. 
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koncentrációjú foszfáttal (1,5-2,5 mmol/L) kiegészített tápoldatban kezeltük normoxiás és 

hipoxiás körülmények között. A kísérlet után a HAoSMC-k ECM kalcifikációját AV festéssel 

detektáltuk, amely során a hipoxiás körülmények között az összes vizsgált foszfát koncentráció 

esetén nagyobb intenzitású festődést detektáltunk normoxiás körülményekhez viszonyítva (17. 

ábra, A). Az ECM kalcium tartalmának mérési eredményei is alátámasztják az AV festés 

eredményét, mivel hipoxiás körülmények között az ECM-ben több kalcium halmozódott fel 

normoxiás körülményekhez képest (17. ábra, B). Ezt követően 2,5 mmol/L Pi alkalmazása 

mellett megvizsgáltuk HAoSMC-k kalcifikációjának időfüggését. Megállapítottuk, hogy 

hipoxiás körülmények között a kalcifikáció sokkal gyorsabb, már a második napon elkezdődik, 

ezzel szemben normoxiás körülmények között csak az negyedik napot követően kezdett el 

emelkedni az ECM kalcium tartalma (17. ábra, C). Ezen eredmények együttesen megerősítik 

a hipoxia kalcifikációt fokozó hatását humán aorta simaizomsejtekben.  

  

17. ábra: A hipoxia fokozza a HAoSMC-k magas foszfáttal indukált ECM kalcifikációját. A sejteket 

különböző foszfát koncentráció (1,5-2,5 mmol/L) mellett kezeltük normoxiában és hipoxiában. (A) Az ECM-

ben felhalmozódó kalcium depozitumok AV festésének reprezentatív képe és kvantifikálása (n=5), (6. nap).  

(B-C) Sósavval oldott ECM kalcium tartalmának mennyiségi meghatározása (n=5), (2-6. nap). Az eredmények 

átlag ± szórás arányban vannak kifejezve *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005, ****p <0.0001. 
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VI. Megbeszélés 

A krónikus veseelégtelenség egy irreverzibilis és progresszív, beszűkült vesefunkcióval járó 

súlyos megbetegedés [89]. Az érintettek várható élettartalmának jelentős csökkenése a szív- és 

érrendszert érintő betegségek fokozott kockázatával magyarázható, melyek közül kiemelt 

jelentőséggel bír a szívbillentyű kalcifikációja [90]. A CKD betegekben az ásványi- és 

csontanyagcserezavar által kialakult hiperfoszfatémia és hiperkalcémia a szívbillentyű 

kalcifikáció legfőbb induktorai. A szívbillentyű kalcifikációjában jelentős szerepet játszik a 

szívbillentyű intersticiális sejtek oszteogén irányú differenciálódása és kalcifikációja, ezért a 

billentyű kalcifikáció mechanizmusának tanulmányozására széleskörűen alkalmazott in vitro 

modell alapját a VIC-ek képezik [53].  

Oszteogén stimulus hatására a VIC-ekben megjelenő oszteokondrogén transzkripciós 

faktorok (Runx2, Sox9) és az általuk szabályozott fehérjék például (ALP) expressziója 

megemelkedik, valamint az ECM kalcifikációja fokozódik [43]. Ismert, hogy az aorta 

szívbillentyűk oszteogén differenciálódásának legfőbb regulátora a Runx2 transzkripciós 

faktor, melyet az bizonyít, hogy Runx2 tranziens kiütése aorta sztenózis patkánymodellben az 

oszteogén markerek csökkent expressziójához és csökkent szívbillentyű kalcifikációhoz vezet 

[91,92]. Ezzel szemben a Sox9 transzkripciós faktor szívbillentyű kalcifikációban betöltött 

szerepéről a szakirodalomban ellentétes eredmények jelentek meg. Palacios és munkatársai a 

Sox9 fokozott expresszióját, míg Peacock és munkatásai pedig a Sox9 csökkent expresszióját 

figyelték meg szívbillentyű kalcifikációban [93,94]. Az ALP szívbillentyű kalcifikációban 

betöltött szerepére vonatkozóan Guo és munkatársai kimutatták, hogy szérum ALP szintje 

korrelál a hemodializált CKD betegek szívbillentyű kalcifikáció mértékével [95]. Az általam 

bemutatott kísérletekben magas foszfát és kalcium tartalmú oszteogén tápfolyadékkal 

indukáltuk a VIC-ek oszteogén irányú differenciálódását, és megállapítottuk, hogy a kettős 

oszteogén stimulus időfüggő módon növelte az oszteogén specifikus markereinek (Runx2, ALP, 

Sox9) fehérje expresszióját (7. ábra, A-B), és indukálta az VIC-ek kalcifikációját (7. ábra, C-

D). 

A szöveti hipoxia számos betegség, mint például a CKD patomechanizmusában is fontos 

szerepet játszik [76]. Az emberi szervezet komplex túlélési stratégiát fejlesztett ki a hipoxiás 

állapot kivédésére, melynek legfőbb célja a létfontosságú szervek és szövetek megfelelő oxigén 

ellátottságának biztosítása [68]. A hipoxiára adott válasz kialakításában a HIF heterodimer 

transzkripciós faktorok játszanak központi szerepet, melyek szabályzásáért az oxigén érzékeny 

HIF-1/2α alegységek felelősek [71]. Korábban Mokas és munkatársai vizsgálták a hipoxia 
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hatását az érfali simaizomsejtek magas foszfáttal indukált kalcifikációjában és meglepő módon 

azt találták, hogy a magas foszfát HIF-1α stabilizációt idéz elő normoxiás körülmények között 

[77]. Ennek a jelenségnek egy lehetséges magyarázata az, hogy a foszfát egy erős Runx2 

induktor, és korábbi vizsgálatok azt mutatják, hogy a Runx2 verseng a von Hippel Lindau 

fehérjével a HIF-1α-hoz való kötődésért, ezáltal gátolja a HIF-1α ubikvitinációját és 

proteoszómális degradációját [96]. Ezzel összhangban egy korábbi tanulmányban kimutatták, 

hogy a lipopoliszacharid (LPS) és interferon gamma (IFNγ) a HIF-1α aktivációján keresztül 

fokozza a VIC-ek kalcifikációját [97]. Munkánk során hasonló mechanizmust figyeltünk meg, 

hiszen az általunk alkalmazott oszteogén stimulus a HIF jelátviteli útvonal aktivációját idézte 

elő normoxiás körülmények között VIC sejtekben. (8. ábra A-B).  

Kimutattuk, hogy az OM-indukált HIF jelátviteli útvonal aktivációja fontos szerepet játszik 

VIC-ek kalcifikációjában, melynek legfőbb bizonyítéka, hogy a HIF-1α és a HIF-2α 

géncsendesítés hatására az OM-indukált kalcifikáció elmaradt (8. ábra C-F). A HIF jelátviteli 

útvonal további vizsgálatának céljából megvizsgáltuk a hipoxia VIC-ek OM-indukált 

kalcifikációra gyakorolt hatását. Megállapítottuk, hogy a hipoxia általi HIF jelátviteli útvonal 

aktiválódása jelentős mértékben növelte a hipoxia specifikus markerek (HIF-1α, HIF-2α, Glut-

1) és az oszteogén markerek (Runx2, Sox9) fehérje expresszióját (9. ábra), továbbá szinergista 

módon fokozta a VIC-ek OM-indukált kalcifikációját (10. ábra). Korábban a hipoxia foszfát 

indukált kalcifikációt fokozó hatásáról számoltak be VSMC-k oszteogén differenciálódása 

során is, melyet a mi kutatócsoportunk is megerősített (17. ábra) [77].  

A VIC-ek OM+hipoxia indukált kalcifikációjának hátterében tovább vizsgáltuk a HIF 

jelátviteli útvonal szerepét, mely során megállapítottuk, hogy a HIF-1 inhibitor chetomin 

részlegesen gátolja a VIC-ek kalcifikációját. Salim és munkatársai kimutatták, hogy egy másik 

HIF-1 inhibitor a PX-478 gátolja a sertés aortabillentyű kalcifikációját [98]. Kísérleteink során 

célzott HIF-1α vagy HIF-2α géncsendesítést alkalmazva a kalcifikáció csökkenését (11. ábra), 

mindkét gén csendesítése esetén pedig a kalcifikáció teljes gátlását tapasztaltuk (12. ábra). 

Mindezeket figyelembe véve elmondhatjuk, hogy a HIF jelátviteli útvonal fontos szerepet 

játszanak VIC-ek oszteogén differenciálódásában mind normoxiás, mind hipoxiás körülmények 

között. 

A hipoxia VIC-ek OM-indukált kalcifikációjában betöltött szerepének további vizsgálatához 

különböző hipoxia mimetikumokat (CC, DFO, DPD) alkalmaztunk, melyek eltérő módon 

stabilizálják a HIF-α alegységeket és ezáltal gátolják a prolil-hidroxiláz enzimek működését 

normoxiás körülmények között [99]. Az általunk alkalmazott PHI mindegyike stabilizálta a 

HIF-1α és a HIF-2α alegységeket és fokozták a VIC-ek OM-indukált kalcifikációját normoxiás 
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körülmények között (13. ábra). Ezzel az eredménnyel összhangban áll a kutatócsoportunk 

korábbi eredménye, miszerint a DPD, a GlaxoSmithKline által kifejlesztett kis molekulasúlyú 

PHI fokozza a VSMC-k foszfáttal indukált kalcifikációját [82]. Korábban egy másik prolil-

hidroxiláz inhibitorral, Roxadustattal is végeztek hasonló in vitro kalcifikációs kísérletet, 

melyben a mi eredményünkkel összhangban azt találták, hogy a Roxadustat a DPD-hez 

hasonlóan fokozza a VSMC-k magas foszfáttal indukált kalcifikációját [100]. Ezt követően 

megállapítottuk, hogy a HIF-1α, illetve a HIF-2α géncsendesítés részlegesen gátolja a DPD 

kalcifikációt fokozó hatását VIC-ekben (14. ábra). 

A túlzott ROS képződés általi oxidatív stressz számos betegségben, köztük a szívbillentyű 

kalcifikáció patomechanizmusában is szerepet játszik. Aorta sztenózisban szenvedő betegekből 

származó kalcifikált aortában emelkedett ROS képződést mutattak ki [101]. Jelenlegi 

szakirodalmi adatok alapján a hipoxia és ROS közötti kapcsolat sejttípustól függően igen 

ellentmondásos, hiszen egyes munkákban a hipoxia hatására csökkenő, míg másokban 

emelkedő ROS termelődést írtak. A hipoxiás pulmonáris hipertenzió vizsgálata során is 

ellentmondásba ütköző eredmények születtek, hiszen Mehta és társai csökkent, míg ezzel 

szemben Waypa és munkatársai emelkedett ROS képződésről számolt be pulmonáris artéria 

simaizomsejtekben és koronária artéria simaizomsejtekben [102,103].  

Összeségében a rendelkezésre álló szakirodalmi adatok alapján a legtöbb bizonyíték arra 

utal, hogy a hipoxia a mitokondriális elektrontranszportlánc működési zavarát idézi elő, mely 

fokozza a ROS képződést [104]. Munkánk során azt tapasztaltuk, hogy hipoxia hatására 

fokozódott a ROS képződés mind a kontroll, mind az OM-mel kezelt sejtekben (15. ábra, A). 

Ugyanakkor hipoxia+OM stimuláció hatására jelentősen csökkent a sejtek életképessége (15. 

ábra B). A hipoxia általi fokozott ROS képződést és a sejtéletképesség csökkenését az általunk 

alkalmazott antioxidáns (NAC) hatékonyan gátolta (15. ábra C-D). Továbbá, Kanno és 

munkatársai kimutatták, hogy hipoxiás körülmények között tartott szívbillentyű intersticiális 

sejtekben csökkent az oxidatív stressz markerek (pl. szuperoxid-dizmutáz) expressziója, míg a 

sejtciklus szabályzásáért felelős ciklinek expressziója megemelkedett [105].  

A krónikus veseelégtelenség gyakran társul egyéb krónikus betegségekkel, mint például 

anémiával [106]. A CKD-asszociált anémiát sokáig rekombináns eritropoetinnel, vagy 

eritropoézist stimuláló szerekkel kezelték, azonban a közelmúltban végzett vizsgálatok során 

kiderült, hogy ezen gyógyszerek alkalmazása jelentősen megnöveli a szív- és érrendszeri 

szövődmények kialakulásának kockázatát [107]. Ezért egy új gyógyszercsoportot fejlesztettek 

ki, az úgynevezett prolil-hidroxiláz inhibitorokat, melyek közül a legígéretesebb szer a 

Daprodustat (DPD), mely a prolil-hidroxiláz domén gátlásán keresztül a HIF-1 jelátviteli 
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útvonal aktivációjához és az eritropoézis indukciójához vezet [108]. Az új generációs hipoxia 

mimetikumot, a DPD-t Japánban 2020 óta alkalmazzák a CKD-asszociált anémia kezelésére 

[109]. Miután az in vitro kísérleti eredményeink alapján megállapítottuk, hogy a DPD fokozza 

a VIC-ek OM-indukált kalcifikációját, megvizsgáltuk a DPD billentyű kalcifikációra kifejtett 

hatását in vivo CKD egérmodellben is. Az in vivo modell megalkotásához Tani és munkatársai 

által publikált CKD egérmodellt vettük alapul, melyet a hiperfoszfatémia és a hozzá tartozó 

csontanyagcserezavar tanulmányozása céljából fejlesztettek ki [110]. Kísérletesen a CKD-t 

adenin és magas foszfát tartalmú diétával váltottuk ki C57BL/6 egerekben. A CKD kialakulását 

a magas szérum urea, kreatinin és foszfát szint bizonyítja, melyek emelkedett szintjét a DPD 

kezelés nem befolyásolta (16. ábra, B-D). Az alkalmazott diéta a CKD mellett anémia 

kialakulását is eredményezte, melyet a csökkent hemoglobin, hematokrit és vörösvértest szám 

jellemez, amit a DPD kezelés hatékonyan korrigált (2. táblázat). Ezen kívül bebizonyítottuk, 

hogy az általunk alkalmazott diéta a szívszövet és a szívbillentyűk kalcifikációjához vezetett, 

amelyet a DPD kezelés tovább fokozott (16. ábra E-F). Korábbi kutatási eredményeink során 

a DPD hasonló kalcifikációt fokozó hatását tapasztaltuk aorta kalcifikációban [82]. A 

közelmúltban végzett fázis 3 klinikai vizsgálatok során a DPD és az ESA anémiára gyakorolt 

hatását tanulmányozták CKD betegekben és arra a következtetésre jutottak, hogy az új 

generációs DPD ugyanolyan hatékonyan kezelte a CKD-asszociált anémiát, viszont a 

nemkívánatos kardiovaszkuláris események bekövetkezésének aránya hasonló volt, mint az 

ESA kezelésben részesülő betegek körében [81].  

Összegezve elmondhatjuk, hogy a HIF jelátviteli útvonal hipoxia és hipoxia mimetikumok 

általi aktivációja HIF-1α, HIF-2α és ROS-függő módon fokozza VIC-ek OM-indukált 

kalcifikációját. Az új generációs prolil-hidroxiláz inhibitor DPD bár hatékonyan korrigálja a 

CKD-asszociált anémiát, ezzel párhuzamosan fokozza a szívszövet és szívbillentyűk 

kalcifikációját CKD egérmodellben. Annak megválaszolására, hogy ez a mechanizmus 

hozzájárul-e a CKD betegeket érintő súlyos kardiovaszkuláris események bekövetkezéséhez 

további vizsgálatokra van szükség. 
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VII. Konklúziók 

Munkánk során a HIF jelátvitel útvonal aktivációjának szerepét vizsgáltuk VIC-ek OM-

indukált oszteogén irányú differenciálódására normoxiás és hipoxiás körülmények között. 

Továbbá, in vivo CKD egérmodellben vizsgáltuk a prolil hidroxiláz inhibitor DPD hatását 

a szív és a szívbillentyűk CKD-indukált kalcifikációjára.   

 

Megállapítottuk, hogy: 

 

• A magas foszfát és kalcium kettős oszteogén stimulus indukálja a VIC-ek oszteogén 

irányú differenciálódását, ECM kalcifikációját és a HIF jelátviteli útvonal aktivációját 

in vitro. 

• A hipoxia a HIF jelátviteli útvonal aktivációján keresztül fokozza a VIC-ek OM-

indukált oszteogén irányú differenciálódását és ECM kalcifikációját in vitro.  

• A ROS képződés hipoxiában fokozódik, és hogy a fokozott ROS termelés kulcsszerepet 

játszik a VIC-ek OM-indukált ECM kalcifikációjában normoxiás és hipoxiás 

körülmények között is in vitro.  

• A kettős oszteogén stimulus által indukált kalcifikáció antioxidánssal és a HIF jelátviteli 

útvonal gátlásával normoxiás körülmények között teljesen, míg hipoxia jelenlétében 

részlegesen gátolható in vitro.  

• A DPD a HIF jelátviteli útvonal aktivációján keresztül fokozza a VIC-ek OM-indukált 

ECM kalcifikációját in vitro. 

• A DPD fokozza a szív és a szívbillentyűk kalcifikációját CKD egér modellben in vivo. 

• A VIC-ekhez hasonlóan a hipoxia szinergista módon fokozza a HAoSMC-k foszfát-

indukált kalcifikációját in vitro. 
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VIII. Összefoglalás 

A végstádiumú krónikus veseelégtelenségben szenvedő betegek leggyakoribb 

kardiovaszkuláris szövődménye az aortabillentyű kalcifikációja. A krónikus veseelégtelenség 

során az ásványi- és csontanyagcserezavar miatt kialakult hiperfoszfatémia és hiperkalcémia az 

aortabillentyűt felépítő VIC-ek oszteogén irányú fenotípus váltását idézi elő, mely a 

kalcifikáció kialakulásához vezet. A szöveti hipoxia jelenléte ismert aorta kalcifikációban, 

viszont pontos szerepe még tisztázatlan. Munkánk során a hipoxia általi HIF jelátviteli útvonal 

aktivációjának szerepét vizsgáltuk a VIC-ek foszfát és kalcium által indukált oszteogén irányú 

differenciálódásában és kalcifikációjában. Kimutattuk, hogy a hipoxia HIF-1/2α függő módon 

fokozza a VIC-ek OM-által indukált oszteogén differenciálódását és az ECM kalcifikációját. A 

HIF jelátviteli útvonal aktivációjának VIC-ek OM-indukált kalcifikációjában betöltött szerepét 

bizonyítja, hogy a HIF aktiváció chetominnal, és HIF-1/2a géncsendesítési módszerrel történő 

gátlása normoxiás körülmények között az kalcifikáció teljes, míg hipoxiás körülmények között 

a kalcifikáció részleges gátlását eredményezte. A hipoxia és a ROS képződés közötti kapcsolat 

vizsgálata során megállapítottuk, hogy a hipoxia ROS-függő módon fokozza VIC-ek OM-

indukált kalcifikációját, mely antioxidánssal hatékonyan gátolható. A CKD-asszociált anémia 

kezelésére Japánban 2020 óta az új generációs prolil-hidroxiláz inhibitor DPD-t is alkalmazzák. 

Kutatócsoportunk korábbi munkája során kimutatta, hogy DPD fokozza a foszfáttal indukált 

VSMC-k kalcifikációját in vitro, és in vivo CKD egérmodellben, ezért megvizsgáltuk a DPD 

szívbillentyű kalcifikációra gyakorolt hatását is. Megállapítottuk, hogy a DPD a HIF jelátviteli 

útvonal aktivációján keresztül fokozza a VIC-ek kalcifikációját, mely a HIF-1/2a együttes 

géncsendesítése révén gátolható. A DPD kalcifikációra gyakorolt hatását in vivo CKD 

egérmodellben tovább vizsgáltuk, és megállapítottuk, hogy a DPD a CKD-asszociált anémiát 

hatékonyan korrigálja, viszont fokozza a szívszövet és szívbillentyű kalcifikációját. A DPD pro-

kalcifikációs hatásának ismeretében a betegellátásban történő alkalmazása előtt célszerű 

körültekintően eljárni. Figyelembe kell venni az anémia súlyosságát, a plazma foszfát és 

kalcium szinteket és a beteg aktuális kardiovaszkuláris állapotát a nem kívánatos 

kardiovaszkuláris szövődmények elkerülésének 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-1α, 

HIF-2α, 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-1α and HIF-2α 

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-1α and HIF-2α 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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