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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A magyarra nehezen fordithat6 roviditéseket angolul jeloltem.

3-MST: 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz

a-SMA: alfa-simaizom-aktin

ALP: alkalikus foszfataz

APT72: ((4 methoxyphenyl) (piperidin-1-yl) phosphinodithioc acid)

AP39: [(10-0x0-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5yl) phenoxy)decyl) triphenylphosphonium
bromide]

ApoE™: apolipoprotein E deficiens egér

BCA: bicinkoninsav

CAT: cisztein-aminotranszferaz

CAV: kalcifikalt aorta billentyti

CAVD: kalcifikalt aorta billentyli betegség

CAV-VICs: kalcifikalt aorta billenty(ibdl szdrmaz6 valvularis intersticialis sejtek
CBS: cisztationin-f3-szintaz

CHAPS: (3-[(3-kolamidopropil)-dimetil-ammonium]-1-propanszulfonat)

CKD: krénikus veseelégtelenség

CSE: cisztationin-y-liaz

CSSC: cisztin

Cys: cisztein

DAO: D-aminosav-oxidaz

DMEM: Dulbecco-féle modositott sejttenyésztd tapfolyadék

DMSO: dimetil-szulfoxid

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ESRD: végstadiumu veseelégtelenség

ETC: elektrontranszport lanc

ETHEI: perszulfid dioxigenaz

EV: extacellularis vezikula

FA: hangyasav

FBS: magzati szarvasmarha szérum

GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat-dehidrogenaz

GYY4137: (P-(4- Methoxyphenyl)-P-4-morpholinylphosphinodithioic acid morpholine salt)



H&E: hematoxilin és eozin festés

HAV: egészséges aorta billentyli

HAV-VICs: egészséges aorta billentylibél szarmazé valvularis intersticialis sejtek
Hcy: homocisztein

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

HRP: tormaperoxidaz

IHC: immunhisztokémia

IL-1B: interleukin-1 béta

LC-MS/MS: folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria
MB: metilén kék

MPST: merkapto-piruvat szulfur-transzferaz

mRNA: hirvivé ribonukleinsav

MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid
NF-kB: tumor nekrézis faktor alfa

NNDP: dimetil-p-fenilén-diamin-dihidroklorid

PBS: foszfattal-pufferelt séoldat

RIPA: radioimmunprecipitaciés puffer

RNS: ribonukleinsav

RUNX2: runt-related transcription factor 2

RT-qPCR: valos idejli kvantitativ polimeraz lancreakcio
SDS-PAGE: natrium dodecil szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
siRNS: kis interferal6 ribonukleinsav

SO: szulfit-oxidaz

SQR: szulfid-kinon-reduktaz

STED: Stimulated Emission Depletion

TCA: triklorecetsav

TNF-a: tumor nekrozis faktor alfa

Tris-HCI: Trisz-(hidroximetil)-amino-metan

TST: tioszulfat szulfur-transzferaz

ttkg: testtomeg kilogramm

VEC: valvularis endotél sejtek

VICs: valvuldaris intersticialis sejtek



1. BEVEZETES

Az Egészségligyi Vilagszervezet kimutatasai alapjan, 2023-ban, vilagszerte, tovabbra is
a sziv- ¢és érrendszeri megbetegedések a felel0sek a legtobb haldlozasért. A betegségcsoport
kialakulasanak hatterében, nagyon gyakran a kardiovaszkularis kalcifikacio all. Egy olyan
komplex betegségrdl van szo, amely egyarant jellemz6 a nagyerekre, aortakra, arteriolakra és a
szivbillentyiikre, és az esetek toObbségében kronikus veseelégtelenség kiséri.

A valvularis megbetegedések szamos tipusat, a szivbillentylik szdveti matrixat alkoto
sejtek, csontsejtekké torténd differencidlédasa okozza. A folyamat progresszidja soran a
szivbillentylk megvastagoddsa, merevsége, elcsontosodasa figyelheté meg, melyek
kovetkeztében részben vagy teljesen megsziinik nativ funkciojuk.

A témavalasztdsomat az indokolta, hogy a meszesedés patogenezisében szerepet jatszo
fobb jelatviteli Gitvonalak még nem teljesen ismertek, ezért fontos, hogy minél részletesebben
feltarjuk a betegség mogott allé molekularis biologiai mechanizmusokat.

A kutatas célja a kalcifikalt szivbillentyiikben lezajlo gyulladas és mineralizaci6 kozotti
kapcsolatok vizsgélata, 0j szignaltranszdukcios utvonalak azonositdsa, a patologids milid
kialakulasaért felelds legfobb koroki tényezdk gétladsa kénhidrogént kibocsatd donor
molekulakkal.

A kutatasi téma fontossagat az adja, hogy a mortalitasi ardny ebben a betegcsoportban
nagyon magas, ¢s jelenleg nem all rendelkezésre, a klinikai gyakorlatban alkalmazott orvosi
kezelés a betegség progresszidjanak megallitasara, vagy a meszesedés visszaforditasara.
Jelenleg az egyetlen megoldas, a meszesedett szivbillentyiik helyettesitése, mesterséges pl.
bioprostetikus billentyiikkel. Sajnos az intervencid utan 10-15 évvel, a nagy biomechanikai
igénybevétel miatt, a betegek tobbségénél mar ismét megtigyelhetd a billentyti elégtelenség.

Munkam soran olyan szabélyozasi titvonalat és metabolikus valtozasokat figyeltem meg
a szivbillentylikben, amelyek a jovOben lehetséges tadmadasi célpontokka valhatnak a
kardiovaszkularis gyogyszerfejlesztés teriiletén.

Hipotéziseim aladtdmasztasara és a kisérletek kivitelezéséhez, egészséges szivbillentyli
mintakat gylijtottiink a Debreceni Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézetébdl. A szivbillentyli
transzplantacion atesett betegekbdl szdrmazd, kalcifikalt bioldgiai mintdkat a Debreceni

Egyetem Szivsebészeti Intézete biztositotta szamunkra.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A valvularis kalcifikacio
2.1.1 A valvularis kalcifikacio epidemiologiaja és legfobb riziko faktorai

Az Egészségiigyi Viladgszervezet (World Health Organization, WHO) felmérése
alapjan, napjainkban a sziv- és érrendszeri megbetegedésekben, vilagszerte tobb mint
félmilliard ember érintett, és 2023-ban 20,5 milli6 halalesetért, azaz, a globalis mortalitas kozel

egyharmadaért felelosek (https://www.who.int/health-topics/cardiovascular-diseases,

https://world-heart-federation.org/wp-content/uploads/World-Heart-Report-2023.pdf). A

szivbillentyli miitétek leggyakoribb oka a meszes aortabillentyli betegség (CAVD: Calcific
Aortic Valve Disease) [1]. A betegség leggyakrabban a 65 év feletti népesség korében fordul
elé (2-7%) [2], és gyakori rendellenesség a kronikus veseelégtelenségben (CKD: Chronic
Kidney Disease) és a cukorbetegségben szenveddknél [3]. A CAVD aranya az elmult 10 évben
nott, és a betegség eléfordulasa a jovoben varhatéoan emelkedni fog [4-7]. Egy szimulacios
modell elérejelzése alapjan, a meszes aortabillentyli betegségben szenvedd 1dds betegek szama
2050-re tobb mint kétszeresére fog novekedni, mind az Egyesiilt Allamokban, mind pedig
Eurdpaban [8]. A rutinszerien alkalmazhato, hatékony, konzervativ terapia hianya miatt,
tovabbra is a sebészeti beavatkozas az egyetlen elérhetd lehetéség a CAVD kezelésére [9-14].
A betegségnek szamos kockazati tényezdje van: az életvitelbdl adodo rizikofaktorok a
mozgasszegény ¢letmod, a tulzott foszfatbevitel, a rendszeres alkoholfogyasztis és a
dohanyzas. Az élettani okok koz¢ tartozik a magas vérnyomas, a talsuly, az alacsony stiriiségii
lipoprotein emelkedett szintje a vérszérumban, a diabétesz, az oOregedés és a kronikus
vesebetegség. A kornyezeti faktorok kozott a légszennyezettséget emlithetjiik. Ezek koziil
n¢hany kockazati tényez6 (pl. genetika, nemi identitas, csaladi anamnézia) nem modosithato,
mig masok (pl. a dohanyzas, magas vérnyomas, a csokkent fizikai aktivitas, alkoholfogyasztas)
¢letmodbeli  valtoztatasokkal — megeldzhetok  (https://world-heart-federation.org/wp-
content/uploads/World-Heart-Report-2023.pdf).

2.1.2 Az aortabillentyiik anatomiaja, szerkezete, mikodése

A human aorta billentyi egy rostos szerkezetli gylirin keresztiil kapcsolodik az
aortahoz, és egy atlagos nap folyaman 100 000-szer nyilik és zarodik [1, 15, 16]. Harom
zsebszerll, félhold alakt, szivbillentyli tasakbol all, amelyek altaldban 1 mm-nél kisebb
vastagsaguak, és lehetdvé teszik a vér egyiranyu, regurgitacid nélkiili aramlasat a bal kamrabol

a szisztémas keringésbe [17-19]. Mindegyik tasakra jellemz6 a trilaminaris szerkezet, amely
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l1étfontossagi az aortabillentyli biomechanikai tulajdonsagaihoz [15, 20]. Egy normal
aortabillentyli szerkezetét, harom, szovettanilag kiilonboz6 réteg, a fibrosa, a spongiosa és a
ventricularis alkotjak. Legfoképp valvularis intersticialis sejtek, (VICs: Valve Interstitial Cells)
kiilonbozo alpopulacioibol allnak, és kiilonbozd extracellularis matrix fehérjéket valasztanak
ki. A fibrosa az aorta fel6li oldalon helyezkedik el, féleg I-es tipusu, nagy szakitoszilardsagu,
korkords lefutastt kollagénrostokbol 4ll, fibroblasztok, dendritikus sejtek és ritkabban
immunsejtek (makrofagok ¢és leukocitak) vannak jelen, de nagyobb aranyban valvularis
intersticialis sejtek alkotjak. Elsésorban a billentyiiszerkezet stabilitasaért, rugalmassagaért
felelds [21]. A kozponti réteg, a spongiosa, egy laza kotészovet, gliikdzaminoglikanokbol,
proteoglikdnokbol (biglikan, decorin) és elasztinrostokbdl épiil fel. F6 fukcidja a szivciklus
soran keletkez6 mechanikai igénybevétel és nyirofesziiltség tompitasa, az dsszenyomhatdsag
¢és rugalmassag fenntartasa. Kevesebb sejtes elemet tartalmaz. A ventricularis a bal kamra fel6li
oldalon talalhato, ami kollagénben, de f6ként, sugariranyban elhelyezked6 elasztinrostokban
gazdag, amelyek eldsegitik a radidlis nyirderék elosztasat. Néhany autonom idegrost és
nyirokerek altalaban jelen vannak a ventricularisban. Az intersticialis sejtek mellett kisebb

aranyban fibroblasztok ¢és simaizomsejtek is eléfordulnak [18, 19, 22]

Aorta fel6li oldal
VECs

et Bl St Wil Sl el el Bl Wl St Rl S el Sl
Fibrosa .|'|‘|'|.|.|.| VICs

ANANA, AN AAANDAANIA AN AN AR AN N
AT AR AV A AV AV ATAY N ‘.'V‘C"\ Ny v ‘.‘ ‘\/ VAV ‘\l‘

N 4Y ~, 2 ’ S WaY
FAVAVAVIAY) VAV AVAY FAYaY AV AL AVAVIATAVAV

i il ikl i i VECs

Glukdézaminoglikan,
Proteoglikan

Ventricularis | |-l | V'C

i : VECs

Bal kamra feldli oldal

Kollagén

Spongiosa

1. abra: Az aortabillentyti cellularis szerkezete. A billentyli endotél sejtek (VEC) a billentyt kiils6 feliiletét
korlatozasaban. Az aortabillentyli 3 kdzépso rétege a fibrosa, a spongiosa és a ventricularis, melyeket elssorban
billentyt intersticialis sejtek (VIC) alkotjak. A fibrosa a billentyl aorta oldaldhoz van legkozelebb, foleg I-es és
[1I-as tipust fibrillaris kollagéneket tartalmaz, és teherviseld funkciot lat el. A spongiosa glikézaminoglikanokat
és proteoglikanokat tartalmaz, amelyek a fibrosa és a ventricularis rétegek rugalmassagaért feleldsek, mivel azok
a szivciklus soran erdsen nyirodnak és deformalodnak. A ventricularis tobbségében elasztin rostokat tartalmaz,
melyeknek a radidlis fesziiltség csokkentésében van szerepiik. (Forras: Jane A. Leopold, Cellular Mechanisms of
Aortic Valve Calcification. Circulation: Cardiovascular Interventions. 2012, 5: 605—614 Atdolgozva: Rajamannan
etal



Az intersticidlis sejtek egy heterogén ¢és dinamikus sejtpopuléciot alkotnak a
szivbillentyiikben, melyek szintetikus, kontraktilis, oszteoblasztos és Ossejt fenotipusokat
hordoznak. Az embrionalis progenitor sejtek aktivalodasuk utan qVIC-ké (Quiescent Valve
Interstitial Cells) alakulhatnak at. A qVIC-ek az intersticialis sejtek olyan fenotipusai, melyek
fenntartjak a billenty(ik szerkezetét és mitkodését, gatoljak az angiogenezist és alfa-simaizom-
aktin (0-SMA) negativak. A pVIC-ek (Precursor Valve Interstitial Cells) olyan prekurzor
sejtek, amelyek képesek obVIC-¢ (Osteoblast Valve Interstitial Cells) azaz, oszteoblaszt
fenotipussa differencialédni. Az aVIC-ek (Activated Valve Interstitial Cells), azaz az aktivalt
VIC-ek a qVIC-ek aktivalt fenotipusai, és fontos szerepiik van a proliferacidban, migracioban
¢és a remodellingben, és a-SMA pozitivak. Az obVIC-ek (Osteoblast Valve Interstitial Cells) az
oszteoblaszt sejtekre jellemzd tulajdonsagokkal rendelkeznek, részt vesznek a meszesedés, a
kondrogenezis és oszteogenezis folyamataban, a csontspecifikus biomarkerek szekrécidja
révén. A pVIC-ekb6l vagy az aVIC-ekbdl szarmaznak [23-26]. Ezek a sejtek eltérd
extracellularis matrix komponenseket, matrix remodelling enzimeket, novekedési faktorokat,
citokineket és kemokineket szekretalnak [27, 28]. A billenty{ikben oszteoprogenitor funkcioval
rendelkez6 sejtpopulaciok is megtalalhatoak [29].

A valvularis endotelialis sejtek (VECs: Valve Endothelial Cells) kiviilr6l, egyrétegben
boritjak a billentyli felszinét. Az endotél sejtek megakadalyozzak a lipid partikulumok
felhalmozodasat, fenntartjak a billentylik homeosztazisat, fokozzak a permeabilitasat, gatolva
biologiailag aktiv molekulat szabadit fel, amelyek némelyike ellentétes hatissal bir a
vérkomponensekre és az alatta elhelyezkedd sejtekre [30]. Kiilonb6z6 hemodinamikai és
mechanikai kornyezetnek vannak kitéve, a bal kamra feldli oldalon nagy nyirderejli, laminaris
aramlas, mig az aorta feldli oldalon kisebb nyirofesziiltségili, turbulens dramlas hat rajuk. A
billentyi endotél sejtjei kiilonboznek az érrendszer endotél sejtjeitdl [31]. Valdjaban a
szivbillentyiik két oldalan 1év6 endotél sejtek génexpresszids mintazata is eltérd, és az aorta

fel6li oldalon, a meszesedésében szerepet jatszo gének nagyobb aktivitast mutatnak [32].

2.1.3 A szivbillentyi kalcifikacio patobiologiaja

A kardiovaszkularis kalcifikacio az egyik leggyakoribb, komplex szivbetegség a fejlett
orszagokban, amely egyarant jellemz6 a nagy- és kozepes artéridkra, az aortakra, a Kisebb
arteriolakra és a szivbillentyiikre [33-36]. Korabban egy passziv, degenerativ, az 6regedéssel
egylitt jard folyamatként irtak le, napjainkra azonban kideriilt, hogy egy dinamikus, sejt és

molekularis szinten egyarant pontosan szabalyozott mechanizmusrol van sz6. Szamos, stlyos
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klinikai szovédménye lehet pl. bal kamrai hipertrofia, szivelégtelenség, szivinfarktus [37].
Tovabba jellemz6 az endotél sejtréteg integritasanak felszakadasa, plazma lipoproteinek
akkumulacidja, proinflammatdrikus sejtek infiltracioja a szovetbe, gyulladast kivalté citokinek
megnovekedett szintje, az oszteogén transzkripcids faktorok aktivalédasa, majd ennek
kovetkeztében a szivbillentyli szovetre nem jellemzd, csontspecifikus proteinek megjelenése,
hidroxiapatit kristalyok képzOddése az extracellularis matrixban, melyek heterogén
elvaltozasokat eredményeznek a szivbillentyiik szovetében [15, 38, 39].

A szisztémas foszfat-kalcium homeosztazis szabalyozasi zavara, a legtobb esetben a
kronikus vesebetegség, a végstadiumu vesebetegség (ESRD: End-Stage Renal Disease), vagy
csontritkulas kialakuldsahoz vezet és szerepet jatszik a CAVD felgyorsult progresszidjaban
[40]. A CAVD-ra jellemzé a magas morbiditasi és mortalitasi esetszam. Korabban, az
oszteoporozist és a fokozott csontreszorpcids aktivitast is Osszefliggésbe hoztak a CAVD-el,
ami szintén arra utal, hogy a kalcium-foszfat anyagcsere rendellenesség, aktivan részt vesz a
patogenezisében [41, 42].

A CKD-s betegekben a sziv- és érrendszeri kalcifikacio egyik legpotensebb és
legfontosabb induktora a szérum emelkedett foszfat szintje [43]. Régota ismert tény, hogy a
hiperfoszfatémia, mint fiiggetlen kardiovaszkularis rizikofaktor kapcsolodik a CKD-hez [44,
45]. A sejtekbe torténd fokozott foszfatfelvétel, a Pitl és a Pit2, natrium-fliggé foszfat-
kotranszportereken keresztiil torténik [46, 47], amelyek segitségével a sejtek képesek érzékelni
billentylikben [48-51].

A CAVD-ben a szivbillentytit alkoto intersticialis sejtek, csontszerii sejtekké alakulnak
at, ezaltal jelent6sen hozzajarulnak a szovetek mineralizacidjahoz [1, 10]. A vaszkularis
simaizom sejtekre és a VIC-re jellemz6 specifikus gének, pl. a-SMA aktivitasa csokken [52].
Ezzel parhuzamosan azon gének expresszidja fokozodik, amelyek részt vesznek az
oszteogenezis és az oszteo-kondrogén folyamatokban pl. RUNX2 (runt-related transcription
factor 2) [53]. A csontokban a RUNX2 egy oszteogén transzkripcios faktor, melyet az
oszteoblasztok (csontsejtek) képzodésének ,,f6 mester regulatoranak™ tekintenek azaltal, hogy
szabalyozza a pluripotens mezenchimalis Ossejtek éretlen oszteoblasztokkd, majd érett
oszteoblasztokka és végiil oszteocitakka torténd differencialodasat [54]. Transzlokacidja a
citoszolbdl a sejtmagba, elinditja az intersticialis sejtek oszteoblaszt iranyu fenotipus valtasat,
vélaszul az olyan patologids tényezOkre, mint a magas foszfattartalom. fgy az ektopias
mineralizaciéban is fontos szerepet jatszo regulacios fehérje [55]. A kalcifikacio korai

szakaszaban, a RUNX2 transzkripcios faktor sejtmagi lokalizacioja eldsegiti az alkalikus
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foszfataz enzim (ALP: Alkaline phosphatase) aktivitdsanak fokozodasat. Az ALP az
ektonukleotidazok csaladjaba tartoz6 metalloenzim, amely felelés az extracellularis
nukleotidok nukleozidokkd t6rtén6 hidrolizalasaért, ezaltal a mineralizaci6 fontos
szabalyozoja. Az extracellularis kalcium depozitumok kialakulasat gatlo pirofoszfatot hasitja,
igy fokozza a sejtek inorganikus foszfat felvételét [56-58]. Az ecktonukleotidazok kis
extracellularis vezikulakban (EV) szekretalodnak. Az EV-k kettds lipidréteggel hatérolt,
membran nélkiili partikulumok, melyek ektonukleotiddz aktivitdsa, el0segiti a szervetlen
foszfat termel6dését. A vezikulakban 1év6 megnovekedett foszfat koncentracié fokozza a
kalcium-hidroxiapatit kristalyok képzOdését, amely a bioasvanyok egyik f6 formaja a CAVD-
ben [59].

A mineralizacid késObbi fazisaban fokozddik a csontmatrixra jellemzo gének aktivitasa,
melynek kovetkeztében a szivbillentyli szoveti struktirdjadra nem jellemzd, csontspecifikus
fehérjék pl. oszteokalcin jelennek meg [60]. Az oszteokalcin egy 49 aminosavbol allo
polipeptid. A csontallomany masodik, leggyakoribb nem kollagén eredetii, csont-specifikus
kalcium-koté fehérjéje, nagy affinitassal képes a hidroxiapatit kristalyokhoz kotédni. Az
oszteoblasztok szekretaljak, termelddését a D-vitamin stimulalja. Az oszteokalcin K-vitamin
fliggd, gamma karboxilacidval, poszttranszlacios uton modosul, ami sziikséges a mitkddéséhez.
Megemelkedik a csont morfogenetikus fehérjék szintje is [39, 61]. Az CAVD-ben szenvedd
betegek sebészileg eltavolitott aorta billentyliiben, gyakran figyelhet6 meg disztrofias
mineralizacid, rendezetlen meszesedési gocokkal [62]. Az explantalt mintak 15%-aban azonban
jol szervezett csontmatrix talalhatd, oszteogén metaplazidval, amely magéiban foglalja a

laminaris csontot, 0szteocitdkkal, oszteoblaszt-szer(i sejtekkel, csontveldvel €s zsirsejtekkel
[63].

2.2 A szivbillentyiik meszesedése és a gyulladas kozotti osszefiiggések

A nuklearis faktor-kappa B (NF-«kB) jelatviteli utvonalanak indukcidja a gyulladas
egyik f6 mediatora, amely kritikus szerepet jatszik a CAVD kialakuldsaban €s progresszidjaban
[64]. A tumornekrozis faktor oo (TNF-a) altal indukalt nuklearis transzlokacidja fokozza, a
szervetlen foszfat altal kivaltott meszesedést a vaszkularis simaizom sejtekben [65].

Szamos munkacsoport dsszefoglalta munkajaban, hogy a CAVD-ben minden esetben
megfigyelheté a mineralizacion kiviil, a zsirok felhalmozddasa és a gyulladasos teriiletek
kialakulasa, melyek a szivbillentyli szovetén beliil, a kialakult 1éziok heterogenitasat
eredményezik. Az aorta billentyli betegségben a gyulladés, egy kritikus faktor a folyamat
inicialodasaban [1, 16, 21, 66, 67].
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Mas kutatd laboratériumok bizonyitottak, hogy a gyulladas a CAVD egyik legfébb
jellemzdje, tovabba a gyulladast el6idéz6 citokinek, mint az interleukin-1f (IL-1p) és a (TNF-
a) emelkedett expresszioja, Osszefiiggésben allnak a betegséggel [68, 69].

Rajamannan és munkatarsai igazoltdk, hogy a CAVD egy olyan aktiv, komplex
oszteogén folyamat, melynek kialakuldsaban és progresszidjaban a gyulladas kozponti szerepet
jatszik. Kimutattdk, hogy az olyan abnormalis hemodinamikai erdk, mint a magas
vérnyomasbol eredd, intenziv nyirofesziiltség, a szoveti struktura atrendezddését és gyulladast
okozhatnak. Kovetkezésképpen meszesedéshez, sztendzishoz ¢és végiil szivbillentyi-
clégtelenséghez vezethetnek [1, 10, 70]. Ezen kiviil, 285 CAVD-s beteg szivbillentyii
szovetébdl késziilt immunhisztokémiai festések elemzése azt mutatta, hogy a mintak 28,4%-
ban, megfigyelhetd a leukocitak erételjes infiltracioja és a TNF-a magas expresszioja, melyek
a kronikus gyulladasbol kovetkeznek [69]. Egy masik kutatocsoport bemutatta, hogy az IL-1Ra
(interleukin-1 receptor antagonista) hianyos egér modellben kialakult a gyulladassal kisért
aortabillentyli szukiilet, tovabba, hogy a TNF-a-nak fontos szerepe van, a billentyli

mineralizacidjanak patogenezisében [71].

2.3 A kénhidrogén endogén bioszintézise

A kénhidrogént (H2S) sokaig egy szintelen, zaptojas szagu, illékony, gyulékony,
korroziv, mérgezd tulajdonsdgi géznak tartottdk. Az elmult évtizedekben, a tudomanyos
technoldgia fejlodésével, a kutatok felfedezték, hogy az emldsokben, a HoS szamos fiziologiai
¢és koros folyamatban vesz részt. Ett6l kezdve a tudoményos érdeklodés megnétt a HoS gaz
transzmitter funkciojanak vizsgalata irant. Manapsag a kénhidrogént a nitrogén-monoxidhoz és
a szén-monoxidhoz hasonléan egy 1j, gaznemi, jelatvivd molekulanak tekintik, amely
szabadon diffundal a sejtmembranokon. A toxicitasanak elsédleges mechanizmusa, hogy
szorosan kotédik a mitokondrium V. komplexének a citokrom c-oxidazban a hem a3-as
prosztetikus csoporthoz, ezaltal gatolja a mitokondrialis 1égzést, és cellularis hipoxiat okoz. Az
szervezetben enzimatikus és nem enzimatikus reakciok soran keletkezhet (2. 4bra), vagy a

béltraktus mikrofloraja allitja eld [72-74].

13



{cac )

CBS

Ce==)

L-Homocisztein ———===——— H,S' + a-Ketobutirat+ NH,*

Homolantionin + 'HzS

Cisztein Szerin
o CBS
Ce=e) > (

D-Cisztein H.S H0

1 L-Cisztationin
3-Merkaptopiruvat
' (ese)

——> H;S' + a-Ketobutirdt+ NH3*

a-Ketobutirat:

3-Merkaptopiruvat L-cisztein —————— ‘H2S  + [-Szerin+ H,0

+ R-SH SOz
¢ L~ S
et Z =3
Piruvat @ Piruvat + NHz*

3-MST-S-S  S;03*

Lantionin + H2S H,S
Redukaloszer
pl: Tioredoxin
C GSH> — Glikolizis Gliikéz
H.S HzS GSSG
Tiocisztein
Mitokondrium Tioszulfat N .
Poliszulfidok Nem enzimatikus utvonal

2. abra: Az endogén H:S bioszintézis sematikus diagramja. A cisztationin-y-lidz (CSE) szubsztratként
kozvetleniil L-cisztationint hasznal a kénhidrogén eldallitasahoz. A cisztationin-B-szintaz (CBS) L-Cisztationint
képez szerinbdl és homociszteinbdl, és emellett a ciszteinbdl is képes H,S-t eldallitani. A ciszteint az o-
ketoglutarattal egyiitt a cisztein-aminotranszferaz (CAT) 3-merkaptopiruvatta (3 MP) alakitja. A 3 MP-t ezutan 3-
merkapto-piruvat-szulfur-transzferaz (3-MST) bontja kénhidrogénné. A 3-MST D-ciszteinb6l mint szubsztratbol,
is képes szulfidot termelni a D-aminosav-oxidaz (DAO) koézremiikodésével. A tiocisztein, a tioszulfat és a
poliszulfidok nem enzimatikus iton torténd redukciodja szintén hozzajarulhat a H,S képzddéshez. (Forras: Yuehong
Wang, Ruihuan Yu, Lingyun Wu, Guangdong Yang, Hydrogen sulfde signaling in regulation of cell behaviors.
Nitric Oxide. 2020 Oct; 103: 9-19)

Az eml@ssejtekben az endogén kénhidrogén tobbségét, enzimatikus Gton, a cisztein
metabolizmusdnak melléktermékeként szintetizdlja a cisztationin-p-szintdz (CBS), a
cisztationin-y-liaz (CSE), a 3-merkaptopiruvat kéntranszferaz (3-MST), valamint a cisztein-
aminotranszferaz (CAT) [75]. Ezen enzimek expresszidinak eloszlasa szovetspecifikus. A CBS
elsdsorban az idegrendszer, mig a CSE a sziv- és érrendszer HoS-termelésének kritikus enzime
[76]. A 3-MST a CAT-al egyiitt a neuronokban, a vaszkularis endotéliumban és a retinaban
fordul elé nagyobb mennyiségben [77, 78]. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a H>S fontos
szerepet jatszik olyan patofiziologiai folyamatokban, mint példaul az oxidativ stressz, a
gyulladés, az apoptdzis és az angiogenezis. Az elmult években egyre tobb bizonyiték tdmasztja
ala, hogy a H»S a szivmiikodés kritikus szabélyozdja, és védd funkcidja van a szivbetegségek
patogenezisében [73].

Mind a CBS, mind a CSE piridoxal-5-foszfat (PLP) fiiggd enzimek, a citoszolban

o

talalhatok, és féleg L-ciszteint hasznalnak szubsztratumként a HoS eléallitasahoz [73]. A CBS

crer
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a Hey-bél és L-ciszteinbdl is generalhat kénhidrogént [79]. A CSE katalizalja a cisztationin L-
ciszteinné torténd atalakulasat, majd a Hcy-bol és az L-ciszteinbdl HoS-t termel [80]. A CBS-
tol és a CSE-tdl eltérden a 3-MST és a CAT mind a mitokondriumban, mind a citoszolban
lokalizalodnak, bar a 3-MST koriilbeliil kétharmada a mitokondriumokban talalhato [81]. A
CAT Kkatalizalja az L-cisztein és az a-ketoglutarat kozotti reakciot, ami 3-merkapto-piruvatot
eredményez, amelybdl a 3-MST, HzS-t szintetizal [78]. A fenti Gitvonalakon kiviil, Kimura
munkacsoportja felfedezett egy 11j utvonalat, melyen keresztiil az emldsok sejtjei D-ciszteinbdl
képesek hidrogén-szulfidot elballitani. A D-ciszteint a D-aminosav-oxidaz (DAO)
metabolizalja 3MP-4, amely a 3-MST szubsztratja a HoS eléallitdsahoz. Ez az Gt csak a vesében
¢és az agyban mikodik, kiillondsen a kisagyban [82]. A mitokondrialis enzimek mindegyikének
az expresszios szintje €s a katabolikus aktivitasa befolyasolhatja a sejtek, szovetek és szervek,
kénhidrogén géaznak valo kitettségét. A HaS felezési ideje nagyon rovid, mivel sorozatosan
perszulfidda, szulfitta, és reverzibilisen tioszulfatta oxidalodik, ami képes visszaalakulni H2S-
¢, igy a sejten beliil egy dinamikus egyensuly jon Iétre a kénhidrogén és a tioszulfat kozott [73].

A nem enzimatikus utvonal, magaban foglalja a gyogynovényekben, példaul a
fokhagymaban talalhaté kéntartalm molekulakbol [83] vagy a tioszulfatbol [84] torténd HoS-
termelést. Hine és munkatarsai az emlésokben in vivo koriilmények kozott felfedeztek egy

masik, nem enzimatikus szulfid-termeld mechanizmust, amelyet a vas és a B6-vitamin katalizal

[85].

2.4 A kénhidrogén katabolizmusa a mitokondriumban

Az H>S intracellularis szintjét pontosan szabalyozza biogenezise és oxidativ
katabolizmusa a mitokondriumokban [86]. A kénhidrogén oxidacidja, kén tartalmq,
mitokondrialis enzimek sorozatan keresztiil megy végbe: szulfid-kinon-oxidoreduktaz (SQR)
[87], perszulfid-dioxigenaz (ETHE1) [88], tioszulfat kéntranszferaz (TST) [89] és szulfit-
oxidaz (SO) (3. abra) [90, 91].
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3. abra: A HzS hatasa a mitokondriumokra. A panel: A mitokondrialis elektrontranszport lanc (ETC: Electron
Transport Chain) és a H>S. Az ETC 6t komplexbdl all, amelyeket I-t6l V-ig jeloliink. Az I-es és II-es komplex
elektronokat ad a koenzim Q (CoQ)-nak a NADH ¢és a szukcinat oxidacioja révén. Az elektronok a citokrém c-n
(cytc) keresztiil tovabb jutnak a I1I-as komplexhez, majd a IV-es komplexhez (citokrém c-oxidaz). A citokréom c-
oxidaz elektronokat ad at az oxigénnek (ami a terminalis elektronakceptor, és vizzé redukalodik), mikdzben
protonokat pumpal 4t a membranon. A proton mozgatoerdt az Fo-F; tipust ATP-szintaz komplex (gyakran V
komplexnek nevezik) hasznalja fel az ATP ADP-b6l torténd képzodésének katalizalasara. A H,S is adhat
elektronokat az ETC-nek, hogy stimulalja a mitokondrialis bioenergetikat. Az elektronok a koenzim Q (CoQ)
oxidaciojan keresztiil vandorolnak, mely reakciot a szulfid-kinon-oxidoreduktaz (SQR) katalizalja, és szulfit
(SO3%), szulfat (SO4>7) és tioszulfat (S,0527) képzddik. B panel: A kénhidrogén oxidacids utja. Az SQR a H,S-t
elektronakceptorként hasznélja és SO;>~ vagy glutation (GSH) felhasznalasaval oxidéalja S»032"vé és glutation-
perszulfidda (GSSH). A tioszulfat-reduktaz (TR) az S>03> -t GSH segitségével GSSH-4 alakitja. A mitokondrialis
matrixban 1év8 perszulfid-dioxigenaz (ETHE1) a GSSH-t SOs?-vé oxidalja. A szulfitot a szulfitoxidaz (SO)
tovabb oxidalja SO42vé. A tioszulfat kén-transzferaz (TST) az SOs>t S,05>vé alakitja. Igy a H,S oxidaciojaval a
mitokondriumokban SO42~ és S;05%" képzddik. (Forras: Bindu D. Paul, Solomon H. Snyder, Khosrow Kashfi,
Effects of hydrogen sulfide on mitochondrial function and cellular bioenergetics. Redox Biology. 2021 Jan, 38: 9-

1)

A H:S komplex biologiai szerepét a legjobban az bizonyitja, hogy a szulfid oxidacios
ut enzimei fenntartjak az elektrontranszport lancot (ETC: Electron Transport Chain) azaltal,
hogy elektronokat adnak at mobilis elektronhordozoknak. A SQR katalizalja a mitokondrialis
szulfid-oxidacios ut elsé és legmeghatarozobb 1épését. Egy mitokondrialis belsé membranhoz
rogzitett flavoenzim, amely kritikus szerepet jatszik a H.S-alapu jelatvitelben, mikdzben az
elektrontranszport lanc szabalyozasan keresztiil védi a mitokondriumot, a toxikusan

felhalmozodd kénhidrogénnel szemben. Az SQR a H2S kételektronos oxidacidja soran
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redukalja a koenzim Q-t (CoQ: Coenzyme Q). Fiziologias koriilmények kozott az SQR altal
katalizalt reakcié els6dleges kén-akceptora a glutation (GSH), amely glutation-perszulfidda
(GSSH) alakul [92]. A GSSH-t ezutan egy vas-fiiggé enzim, a perszulfid-dioxigenaz tovabb
oxidalja, ezéltal szulfitot (SO3>") general, mikozben redukalja a GSH-t [93]. A GSSH emellett
a TST kén-transzferaz szubsztratja is lehet, amely katalizalja a GSSH atalakulasat GSH-4 és a
szulfit tovabb oxidalodasat tioszulfattd (S20s%) [89]. Egy alternativ katabolikus utvonalon a
szulfitot, az intermembran térben talalhato, szulfit-oxidaz egy kételektronos reakcioban
transzformalja szulfatta (SO4>"), kozben a citokrom c-Fe(Ill) kozpontjat vissza redukalja
citokrom c-Fe(11)-vé [94]. Igy a szulfidoxidacios utvonal elektronjai a mitokondrialis komplex
111 és a komplex IV szintjén 1épnek be az elektrontranszfer lancba [95].

A katabolizmus végtermékei, a tioszulfat és a szulfat a vizelettel kitiriilnek a

szervezetbdl [96].

2.5 A kénhidrogén donor molekulak jellemzoi

Az elmult évtizedekben a vegyészmérnokok, jelentds erdfeszitéseket tettek a HoS-t
tartalmaz6 donorok szintetizalasara, kutatasi és terapids felhasznalas céljabol. A molekuldkat
ugy tervezték, hogy hidrolizissel vagy mas kémiai mechanizmussal szulfidot szabaditsanak fel.
Kisérleti koriilmények kozott, a kénhidrogén bioldgiai rendszerekbe torténd bejuttatisara,
szamos szervetlen szulfidsot alkalmaztak, beleértve a natrium szulfidot (Na2S-t) és a natrium-
hidrogén-szulfidot (NaSH). Vizes kozegben, feloldodaskor, nagyon gyorsan szabaditjak fel a
szulfidot, amely masodpercek alatt eloszlik. A szervetlen szulfidsok allatkisérletekben torténd
felhasznaldsa, gyakran félrevezetd eredményekhez vezethet. Az intravénds vagy
intraperitonedlis injekciok rendkiviil magas, helyi H2S-koncentracidét eredményezhetnek a
beadas helyén, ami toxikus hatasokat valthat ki. Azt is meg kell jegyezni, hogy a kereskedelmi
forgalomban kaphato  szulfidsok altaldban  kiilonb6zd ardnya  szennyezddéseket
tartalmazhatnak, ami befolyasolhatja a kisérleti eredményeket. Ezért a szervetlen szulfidsok -
bar alkalmasak in vitro kisérletekre - kevésbé elényodsek in vivo vizsgalatokhoz [97-99]

Ebbdl kovetkezben, a figyelem, a szintetikus, szerves, a kénhidrogént lassan kibocsato
donor molekulak (példaul GYY4137) tervezeése felé fordult, melyek tartos, akar tobb oran at
tartd HoS kiaramlast biztositanak.

Li és munkatarsainak sikeriilt a Lawesson-féle kéntartalmu reagensbdl (2,4-bis(4-
methoxyphenyl) -1,3,2,4-dithiadiphosphetane-2,4-disulfide) és morfolinbol egy 0j generacios,
a szulfidot lassan generaldo készitményt (GYY4137) elballitani [97]. GYY4137-bol
protonalddasi reakcidval, tovabbi analogokat, példaul AP67-et [(4-methoxyphenyl) pyrrolidin-
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1-ylphosphinodithioc acid] és AP72-t [(4-methoxyphenyl) (piperidin-1-yl) phosphinodithioc
acid] lehet eléallitani. Ezek a termékek valoszintileg ionizacion mennek keresztiil, és fiziologias
pH mellett szolubilis sokat képeznek [100]. A bioldgiai rendszerekben, a stabilabb H,S-
kibocsatd vegyiiletek, mint példaul az AP72, rendkiviil vizoldékonyak, ugyanakkor, a
szulfidsokhoz képest, sokkal lassabban engedik ki a hatéanyagot [101-103]. Ezeket a kén
tartalm molekulakat, in vitro és in vivo vizsgalatokban is hasznaltak mar, utobbi esetben
intraperitonealisan juttattdk be a szervezetbe [104-106]. A sziv- ¢és érrendszeri
megbetegedésekben a kén-tartalmt vegyliletek, terapias gyogyszereként wvald, klinikai
alkalmazhatdsaga, nagymértékben fiigg a 1éziok kozelében 1évo helyspecifikus aktivitasuktol.

Fontos megjegyezni, hogy a donorok koncentrdcidja nem egyenld a teljesen
felszabaduld szulfid mennyiségével, és minden lassan hat6 donor molekula, eltérd szulfidleado
potenciallal rendelkezik. Emellett a kutatok egyre inkabb felismerik, hogy a kénhidrogént
lassan leadd készitmények, valdszinlileg jobban utdnozzak az endogén kén pufferrendszer
meredek emelkedését, ahogy az a szulfidsoknal megfigyelhet6 [102, 107].

A human gyogyaszatban val6 alkalmazdsok egyik problémédja, az optimdlis adagolasi
moéd megvalasztasa, mivel a vizsgalatok tobbségében a donorokat intraperitonedlisan
alkalmazzak. Tovabba az emberek sziv- és érrendszeri megbetegedései kronikusak, az
allatkisérletek pedig altaldban révid tavuak az emberi alkalmazasokhoz képest. Ez sziikségessé
teszi a kénhidrogén hosszl tavl alkalmazasanak, emberekre gyakorolt hatdsainak kutatasat,
hogy minél hatékonyabb, helyi koncentraciot talaljunk, minimalis toxicitas mellett. A probléma
megoldasa lehet a donor vegyiiletek szerv- vagy szovetspecifikus modon torténd adagolasa.

Azonban, intracellularis szinten a hatékony dozisok, a donorok célpontjaitdl fiiggenek.
Kiilondsen a mitokondriumot célzé donoroknak, mint az AP39-nek 3 nagysagrenddel kevesebb
beadott koncentraciora van sziiksége (10® mol/L) a kedvezé hatas eléréséhez, mint a
citoszolban kibocsato AP72-nek (10®° mol/L). Fontos megjegyezni, hogy minden kisérleti
molekuladnak, specifikus és sziik terapids tartomanya van, ami az alkalmazott ddzisok
beallitasatol is fligg.

Az ilyen koncentraciok tillépése nemcsak a hatéas elvesztéséhez, hanem toxicitashoz is

vezethet [108].
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2.6 A kénhidrogén terapias alkalmazasanak lehetdségei a sziv- ¢és érrendszeri

megbetegedésekben

A H>S magas szintje toxikus a bioldgiai rendszerekben, ugyanakkor az alacsony
koncentracidjardl bebizonyosodott, hogy fontos sejtvédd folyamatokat kdzvetit [109, 110].

A kénhidrogénnek szdmos Ilehetséges funkcidja van a fizioldgids és a koros
allapotokban, beleértve a CAVD-t is. Nagyon sok élettani folyamatot szabalyoz, melyek
fontosak az érrendszer homeosztazisanak fenntartasaban, példaul, az oxigénérzékelést [111], a
gyulladast, az immunmodulaciot [112, 113] és az oxidativ stressz elleni védelmet [114].
Ugyanakkor, a legijabb vizsgélatok kimutattak, hogy a csokkent H»S termelés és szdveti
koncentracidja, elOsegiti az érrendszeri rendellenességek kialakulasat, példaul az
érelmeszesedést, az oxidativ stresszt [115] és a kronikus gyulladasokat [116].

Korabbi vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy a H2S gatolja a vaszkularis
simaizomsejtek [117] ¢és a szivbillentyi intersticidlis sejtek oszteoblaszt iranyu
transzdifferencialodasat, és ApoE/ hianyos egerekben is megsziinteti az aorta billentyiik
meszesedését. Tovabba megfigyeltiik, hogy a HoS koncentracidja csokkent a CAVD-ben
szenvedd betegek billentyliszovetében. Azonositottunk harom kiilonb6zd, meszesedést gatlo
utvonalat, melyeken keresztiil a kénhidrogén kifejti hatasat: a, korlatozza a szervetlen foszfat
a mineralizaciot gatlo pirofoszfat szintjét.[118].

Allatmodellben és in vitro kisérletekben, az endogén kénhidrogén szintézis
transzszulfuraciés enzimeinek (CSE ¢és CBS) géncsendesitésével fokozodik a sziv- és
érrendszert érinté meszesedés [119].

CSE-deficiens egerekben, az endogén H»S képz6dés csokkenése eldsegiti az atheroma
képzOdést, amit az exogén NaSH kezelés kompenzal [120]. Ezen kiviil, a CSE szabalyozza az
aramlastol fiiggd, vaszkularis remodellinget, az érrendszer predilekcids régidiban [121].
Human vizsgalatok sordn azt talaltdk, hogy az érrendszeri betegségben szenveddk
vérmintaiban, szignifikansan alacsonyabb volt a keringd szulfid koncentraciodja, az egészséges
kontrollokhoz képest [121, 122]. Tovabba, az is bizonyitott, hogy az alacsonyabb H>S-
szintekkel rendelkezd betegeknél, a revaszkularizacios miitéteket kovetd 36 honapon beliil, a
halalozas valosziniisége jelentésen megnétt [123].

Szamos betegség tarsul a mitokondrialis funkciok kérosodasaval. A mitokondriumot

ceélzd6 HS donor, az AP39 egy olyan farmakoldgiai készitmény, melyet els6sorban a

crer
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javitotta a mitokondrialis bioenergetikat. Ugyanakkor, képes megakadalyozni a reaktiv
oxigéngyokok képz6dését, és megbrzi a mitokondrialis membranok integritasat [124-126].
Szivtranszplantacid soran, igazoltdk, hogy az AP39 megvédte a szivizomsejteket az
ischaemias-reperflizios sériiléstél [127], és hasonlo hatéssal volt a vesegraftokra is [128]. igy

ez a készitmény, nagyon igéretesnek tlinik, a mitokondrialis funkcid zavaraval jar6 betegségek

kezelésében.
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3. CELKITUZESEK

1. Kutatocsoportunk korabban bizonyitotta, hogy a kénhidrogén gétolja a szivbillentylik

meszesedését, ezért megvizsgaltuk, hogy a gyulladasban is van-e hasonlo hatésa.

2. Vizsgélatainknak egy masik célja volt, hogy feltarjuk a kalcifikacio és a gyulladas kozotti

Osszefiiggéseket.

3. Megfigyeltiik, hogy a H>S gyulladascsokkentd hatdson keresztiil, lassitja-e az aorta

billentylik meszesedésének progressziojat.

4. Hipotéziseink igazolasara in vitro, in vivo és ex vivo kisérleteket terveztiink, szulfidot

felszabadito donor molekuldk alkalmazasaval.

5. Szakirodalmi adatok hidnyaban, diagnosztikat terveztiink a bioldgiailag hozzaférhetd

kénhidrogén, fiziologias koncentracidjanak vizagalatira egészséges ¢és kalcifikalt

szivbillentytikben.

6. Tanulményunk célja volt, hogy felmérje a human egészséges €s meszes aortabillentyiikbol
szarmazo6 intersticialis sejtek valaszat meszesedd kornyezetben, proinflammatorikus citokinek

jelenlétében.

7. Célunk volt bemutatni, a H>S-szint szabdlyozasat egészséges ¢és CAVD-betegek

aortabillentytiben.
8. Vizsgaltuk az egészséges €és meszes szivbillentyiikben végbemend metabolikus valtozasokat.

9. Feltételeztiik, hogy a kontrol és a kalcifikalt szivbillentyiikben, a kénhidrogén szint valtozasa
Osszefligg a mitokondriumban lezajlé katabolizmuséval, ezért elemeztiik az oxidacidjaban

kulcsszerepet jatszd enzimek expressziojat.

10. Az AP39 egy specifikus, a mitokondriumot c¢élzé szulfid donor, amely javitja a beteg
sejtekben a mitokondrium bioenergetikdjat. Megnéztiik, hogy a korabban vizsgalt kénhidrogén

vegyiiletekhez hasonloan van-e antiinflammatdrikus és anti-kalcifikacids hatasa.

11. Az AP39 egy lassu felezési idejii molekula, ezért célunk volt 6sszehasonlitani a hatasat, a

H,S-t gyorsan kibocsatd donorral.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A kisérletek soran hasznalt vegyszerek és reagensek

Valamennyi vegyszer analitikai reagens vagy annal jobb mindségli, és a Sigma-Aldrich-
tél (St Louis, MO, USA) szereztiik be, kivéve azokat, amelyeknél kiilon feltlintettiik a
forgalmazd nevét. A p-(4-hidroxi-fenil) -etil-jod-acetamidot (HPE-IAM) a Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA) vasaroltuk. A kisérleteinkben hasznalt szulfid donor
molekuldkat - az AP39 [(10-0x0-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5yl) phenoxy)decyl)
triphenylphosphonium bromide] ¢és az AP72 (4 methoxyphenyl) (piperidin-1-yl)
phosphinodithioc acid) - Matthew Whiteman és munkacsoportja szintetizaltak laboratériumunk
szamara [97, 100, 107]. A szulfid torzsoldatokat a kezelések eldtt frissen készitettiik fiziologias

sooldatban.

4.2 Human szovetmintak feldolgozasa, sejtek izolalasa, tenyésztése

A human, beteg aortabillentyiiket (CAV: Calcific Aortic Valves) 2018 augusztusa ¢és
2021 méjusa kozott (58 beteg) az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Regionalis Tudomanyos
¢s Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB), 61538-2/2017/EKU ¢és 5643-2021 szamu
engedélyével gylijtottiik olyan betegek miitéti mintaibol, akiknél sulyos sziikiilettel jaro CAVD-
t diagnosztizaltak, ezért teljes aortabillentyli transzplantacion estek at. A Helszinki Nyilatkozat
alapjan a betegek miitét eldtt, a szobeli tajékoztatast kovetden, beleegyezd nyilatkozatot irtak
ala, melyben hozzajarulnak az eltavolitott szerv kutatasi célbol torténd felhasznalasdhoz. A
mintakat az operacidt kovetden, steril PBS (Phosphate-buffered saline) oldatban, a Debreceni
Egyetem Szivsebészeti Intézetétdl kaptuk. Az egészséges aortabillentyliket (HAV: Healthy
Aortic Valves) a rendelkezéslinkre 4all6 informaciok alapjan sziv- és érrendszeri
megbetegedésben nem szenvedett, ongyilkos vagy traumatikus események kovetkeztében
elhunytak holttestébdl (N=5) szereztik be a Debreceni Egyetem Igazsagiigyi Orvostani
Intézetének kozremiikodésével, a ETT-TUKEB, 5038-2018 sorszamon kiadott engedélyével. A
VIC-ket a szivbillentyiik szovetébdl kettes tipusti kollagenaz (600 U/mL') (Worthington
Biochemical Corporation) enzim alkalmazéséaval izolaltuk. A mintak enzimes emésztését 37 °C-
on, 45 percig, sejttenyésztd inkubatorban végeztiik. Ezt kovetden a sejtszuszpenziot
sejttenyésztd flaskdba pipettaztuk, majd masnap a le nem tapadt sejteket lemostuk, és friss
tapfolyadékban novesztettiik tovabb. Minden kisérletiinket 5 kiilonb6z6 donortdl szdrmazéd

crer

gliik6z) novekedési médiumot (DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium) hasznaltunk,
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melyet a kisérleti koriilményektdl fliggden 10% ardnyban foetélis borjuszérummal (FBS: Fetal
bowine serum, Life Technologies, Vienna, Austria), 100 U/mL penicillinnel, 100 U/mL
streptomycinnel, tovabba L-glutaminnal és natrium piruvattal egészitettiink ki. A sejteket 90%-
os konfluencia elérése utan, 2-es passzazsnal kezeltlik. A szakirodalombdl ismert tény, hogy a
fenolok nagy mennyiségli kénhidrogént képesek abszorbealni a folyadékokbol [129], ezért a

szulfidos kisérleteinket, fenolvords indikatortdl mentes tapkozegben végeztik.

4.3 Az allatkisérletek Kivitelezése

Az éllatokon elvégzett moddszerek oOsszhangban voltak az emberi kisérletekkel
foglalkoz6 felelds bizottsagok (intézményi €s nemzeti) etikai normaival és a 2008-ban
feliilvizsgalt 1975-6s Helsinki Nyilatkozattal. A jelen tanulmdnyban elvégzett allatkisérleteket
az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatdsetikai Bizottsaga a DE
MAB/157-5/2010 nyilvantartdsi szamon hagyta jova, kovetve az allatok gondozasara és
felhasznalasara (beleértve a halaszatot is) vonatkozd Intézményi és Orszagos Iranyelveket. A
C57BL/6 ApoE™" egereket a Charles River Laboratories International Inc. cégtél vasaroltuk, és
a Debreceni Egyetemen specialis, szabdlyozott hémérsékletii (24 °C), koérokozdmentes
kortilmények kozott tartottuk, az Intézményi Etikai Bizottsag iranyelveinek megfelelden. Az
egereket véletlenszerlien négy csoportra osztottuk. Az elsdé csoport (N=7) nem zsirdus eledelt
atherogén diétara (15% zsir, 1,25% koleszterin, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Németorszag), ezaltal indukaltuk az aortabillentyli gyulladast €s/vagy a meszesedést. Az
atherogén diétaval parhuzamosan a harmadik csoport allatait intraperitonealisan AP72-vel (266
mmol/testtomeg kilogramm (ttkg); N = 7), mig a negyedik csoportba keriilt kisérleti allatokat
foszfattal pufferelt sooldattal oltottuk, minden masodik napon. 8 héten keresztiil, minden
masodik héten, az 6sszes csoportbol néhany egyedet felhasznaltunk, a gyulladasos folyamatok
in vivo idébeni modellezése céljabol. A mintdkat -70 °C-on taroltuk. A szivbillentyliket és mas
létfontossagu szerveket (sziv, maj, vese, 1ép, tiido, aorta), a 8 hetes kezelés utan kipreparaltuk
¢s fagyasztds utdn, -70 °C-on taroltuk. Minden allatot lassan emelkedd, szabalyozhato,
tomoritett CO> inhaldcidos modszerrel altattunk el. A beavatkozasok alkalmaval, fajdalmat,
stresszt nem okoztunk az allatoknak. Az altalunk hasznalt doézisok, nem eredményeztek
pusztulast a kisérleti egyedek kozott. Az atherogén taplalék dsszetétele: nyers tdpanyagok (%):
nyersfehérje 19%; nyers zsir 15,2%; nyersrost 3,4%; nyershamu 6,3%; keményito6 25,6%; cukor
11,2%; adalékanyagok (kilogrammonként): A-vitamin 15 000 NE; D3-vitamin 1000 NE; E-

vitamin 110 mg; K3-vitamin 5 mg; C-vitamin 0 mg; réz 13 mg.
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4.4 Egér aortabillentytik ex vivo kezelése

A billentylik preparalasa soran iigyeltiink a steril koriilmények biztositasara. A mintak
tenyésztéséhez sziikséges eszkdzok és reagensek is sterilek voltak. A tapfolyadékot felhasznalas
elétt 37 °C-os vizflirddben felmelegitettiik. A billentyli szovetét alaposan lemostuk PBS-el.
Mivel egy egér aorta billentytije sokkal kisebb, mint az emberé, egy orvosi szike segitségével,
csak 4 egyforma méretli darabkara tudtuk szeletelni. Ezt kovetden, a kis részeket 24 lyuku
tenyésztdedénybe helyeztiik, melyet eléz6leg 0,2%-os zselatinnal vontunk be. igy elkeriiltiik a
szovet darabkak idd eldtti feltiszasat a tenyésztd médiumban. A szdvettenyésztéshez DMEM
magas gliikkéz tartalmu, fenol vords indikatort nem tartalmazo tapfolyadékot hasznaltunk,
kiegészitve 15% FBS-el. A szoveti fragmenteket tartalmazo tenyésztéedényeket a billentylik
explantacidja utan, sejttenyésztd inkubatorba (37 °C, 5% COy) helyeztik. A médiumot 3
naponta cseréltiik, és 2 hét elteltével elvégeztiik a kisérleteket. A szovet darabkak kezelése
ugyanugy tortént, mint a sejttenyészetek esetében. A huméin mintdkat 5 napig magas

crer

kiegészitve 20 umol/L AP72-vel kezeltiik és kétnaponta cseréltiik a kezeldoldatokat.

4.5 A kalcifikacié indukalasa, kalciummérés, Alizarin Red S festés

A VIC-ket 80%-0s konfluencia elérésekor, 12 lyuku tenyésztéedényben novesztettiik és
novekedési médiumban, kalcifikdldé médiumban kiegészitve 2,5 mmol/L szervetlen foszfattal
(Na2HPO4/NaH>POs4 oldat) és 1,8 mmol/L kalcium-kloriddal (CaCly). Egyes kisérletekben a
kezelések sordn a kalcifikalo tapkozeget kiegészitettiik 10 umol/L AP72-vel vagy 5 nmol/L
AP39-el, gyulladast kivaltdo 10 nmol/L TNF-a vagy IL-1 citokinekkel. Az altalunk alkalmazott
foszfat- és kalcium koncentraciok megfelelden modellezik a CAVD betegek vérmintaiban
mérhetd szinteket. Az 1dofiiggd kisérleteknél a tenyésztés elsd napjat a 0. napnak tekintettiik.
Az 5. nap utan a sejteket kétszer mostuk foszfat tartalmu sooldattal (PBS, pH 7.4), majd 0,6

crer

Trisz-(hidroximetil)-amino-metdn  (Tris-HCI), 5 mmol/L-es koncentracioji EDTA
7,2), 1 % Triton X-100, 0,5 % Nonidet P-40 és proteaz gatlé (Complete Mini, F. Hoffmann-La
Roche Ltd., Basel, Switzerland) tartalmt lizispufferrel szolubilizaltuk, majd a mintdk
fehérjetartalmat, BCA (Bicinchoninic Acid: bicinkoninsav) protein assay kit (Pierce, Rockford,

IL, United States) hasznalataval, spektrofotometrias modszerrel mértilk meg. A modszer
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lényege, hogy a fehérjék lagos kozegben redukaljdk a Cu?’ ionokat Cu' ionokki. A
bicinkoninsav egy nagyon specifikus kromogén reagens, mely a Cu ionokkal lila szinfi
komplexet képez ¢és abszorpciés maximuma 562 nm-en van [130]. A vizsgalt fehérje
koncentracidja aranyos az abszorbancidval. Az 0Osszegytijtott feliiluszok kalciumtartalmat
kvantitativ, kolorimetrias modszerrel (QuantiChrom Calcium Assay Kit, Gentaur; 65-DICA-
500); Brussels, Belgium) hataroztuk meg, és a mintak fehérjetartalmara normalizaltuk. A kit-
ben taldlhaté egy fenolszulfonftalein festék, amely nagyon stabil kék szinli komplexet képez,
elsdsorban a szabad kalciummal. A komplex jellegzetes elnyelési maximummal rendelkezik
612 nm-en, melynek intenzitdsa egyenesen aranyos a mintdban 1évé kalcium koncentracioval.
A kit hasznalata minimalisra csokkenti az olyan anyagok altal okozott interferenciat, mint a
lipidek, fehérjék és egyéb asvanyi elemek. Az eredményeket pg kalcium/mg fehérje forméaban

abrazoltuk.

Az extracellularis kalcium depozitumok kvalitativ meghatarozasara, az Alizarin Red S
festés az egyik legelterjedtebb metodika. A kisérletek lejarta utan, a PBS-el tortént mosast
kovetden, szobahdmeérsékleten, 10 percig 3,7%-o0s paraformaldehid oldattal fixaltuk a sejteket.
A fixalas utan ismét PBS-el tortént mosas kovetkezett, majd a kalcium kristalyokat, 2%-os
Alizarin Red S oldattal festettiik, 10 percig, szobahOmérsékleten. A feleslegben maradt
festdoldatot, 3 egymast kovetd, desztillalt vizes mosassal tavolitottuk el. A megfestett sejteket
Leica DMIL LED sztered mikroszkoppal, Leica DMC4500 kameraval, Leica LAS szoftverrel
4.9.0 és 10x-es nagyitas alkalmazasaval tettiik lathatova. Minden egyes kisérleti csoportbdl 5-
5 db képet készitettiink. A meszesedett (voros szinil) régiokat Imagel szoftverrel értékeltiik ki.
A program alkalmazasaval, a szineket elvalasztottuk egymastol, €s csak a vords arnyalatot
tartalmazo képeket hagytuk meg. Végiil meghataroztuk a vords szinre vonatkozo, pixel denzitas

értékeket, és grafikonon abrazoltuk.

4.6 Alkalikus foszfataz enzim kimutatasa

Az alkalikus foszfataz enzim lathatova tételére, 12 lyuk tenyésztéedényben
médiumban, kalcifikdldé médiumban Onmagaban, vagy kiegészitve gyulladast kivalto, 10
nmol/L TNF-a vagy IL-1B citokinekkel, majd a kisérlet lejarta utan, kétszer PBS-el mostuk
Oket. A festéshez sziikséges citrat torzsoldat desztillalt vizzel tortént 1:50 ardnyu higitasaval
citrat oldatot készitettiink, amelyet acetonnal 2:3 aranyban elegyitettiink. A citrat-acetonos

eleggyel 1 percig fixaltuk a sejteket, majd gyorsan, legalabb 3 alkalommal mostuk Oket
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desztillalt vizzel. A festéoldatot Naphtanol AS-MX — Fast Violet B 1:24 aranyu higitasaval
készitettiik. A keverék halvanysarga szinti, és fényérzékeny. A festés soran a sejteket
szobahdémérsékleten, sotétben, 30 percig inkubaltuk a festdoldattal, majd kétszer alaposan
mostuk Oket. Az eredmény vizualizaldsara Leica DMIL LED mikroszkopot, Leica DMC4500
kamerat és a Leica LAS Software 4.9.0 verziojat hasznaltuk. A meszesedett régiokban a
fokozott enzim expresszio lilds szinii festddést mutatott, amit 10x nagyitast fényképek
készitésével dokumentaltunk. A fotokat Image] szoftverrel elemeztiik ki a fentebb leirt modon,

¢s a lila szinre vonatkozé pixel denzitas értékeket abrazoltuk.

4.7 Gyulladas indukalasa human egészséges és meszes aorta szivbillentyiibol szarmazo

VIC-ben

Human egészséges aortabillentylib6l (HAV-VIC) és meszesedett aortabillentylibol
szarmazo intersticialis sejteket (CAV-VIC) 6, 12 és 24 lyuka tenyésztdedényekben
novekedési médiumban, kalcifikdlo médiumban nmagéban, vagy kiegészitve 10 nmol/L TNF-

a vagy IL-1B gyulladast kivalté citokinekkel.

4.8 RNS izolalas és a valds idejii kvantitativ PCR (RT-qPCR) kivitelezése

A VIC-ket 12 lyukt tenyésztdedényben ndvesztettiik és kezeltiik 5 napig magas
kiegészitve 5 nmol/L AP39-el. A kisérlet végén a PBS-el tortént mosast kovetden, RNA STAT-
60 alkalmazaséaval, a gyart6 altal mellékelt hasznalati utmutatd szerint (TEL-TEST Inc.,
Friendswood, TX, USA) izolaltuk a sejtek teljes RNS tartalmat. Az egyes mintak RNS-
NanoDropTM 2000c spektrofotométerrel (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
hataroztuk meg. Ezt kovetden, mintanként 1 pg teljes RNS-bdl kiindulva, High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) haszndlatdval, reverz
transzkripcioval komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk. A cDNS-bdl, kvantitativ valds
idejli polimeraz lancreakcidval (RT-qPCR) szamszerisitettiik a célgének mRNS (messenger
RNS) szintjét, melyhez az aldbbi TagMan Gene Expression Assay-ket alkalmaztuk: TNF-a
(Thermo Fisher Scientific Inc.; HS00174128) az IL-1B (Thermo Fisher Scientific Inc.;
HS0155410) és a GAPDH (Thermo Fisher Scientific Inc.; HS91758989128). A reakciohoz
szlikséges TagMan Universal PCR Master Mixet az Applied Biosystems (Foster City, CA)
cégtdl vasaroltuk. Az RT-qPCR kivitelezéséhez a mintakat egyedi, 96 lyuka PCR plate-ra vittiik
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fel az alabbi reakcioelegyben: 10 pul TagMan Universal PCR Master Mixe, 1 ul a célgénre
specifikus, fluoreszcensen jelolt TagMan Gene Expression Assay, 2 pul ¢cDNS minta és 7 pl
pirogén mentes viz. A futtatdsokat Bio-Rad CFX96 detektald rendszerrel végeztiik. A vizsgalt
gének expressziojanak értékeit, a GAPDH expresszidjara normalizaltuk és az eredményeket

diagramon abrazoltuk.

4.9 Fehérjék analizise Western blot technikaval

A VIC-et 6 lyuku tenyésztdedényben tenyésztettiik és kezeltiik, 5 napig magas
kiegészitve 10 umol/L AP72-vel vagy 5 nmol/L AP39-el vagy gyulladast kivalto, 10 nmol/L
TNF-a vagy IL-1pB citokinekkel. A kisérletek lejarta utan PBS-ben tortént mosast kovetden,
szolubilizaltuk és meghataroztuk a mintak fehérjetartalmat a fentebb leirt modon. A kisérletek
végén citoplazma és sejtmag frakciot, vagy teljes sejtlizatumot hasznaltunk a vizsgalatokhoz.
A lizatumokat centrifugaltuk 10 percig, 12000 rpm-el, majd B-merkaptoetanolt tartalmazo
natrium dodecil szulfat (SDS) oldatban, 95 °C-on, 10 percig denaturaltuk. Mindegyik mintabol
legalabb 10 vagy 20 pg proteint vittiink fel 10%-o0s natrium dodecil szulfat-poliakrilamid gélre
(SDS-PAGE). A human egészséges ¢€s kalcifikalt szovetekbdl kozelitéleg 10-15 mm nagysagu
darabokat metszettiink le, majd folyékony nitrogén alatt, dorzsmozsarban elporitottuk. A
gélelektroforézishez ebben az esetben 40 ng fehérjemintat hasznaltunk. A futtatas 100 V
fesziiltséggel tortént. Ezt kovetden a gélbe keriilt fehérjéket, 0,45 pm porus méretii nitrocelluloz
membranra transzferaltuk. A blottolast 100 V fesziiltséggel, 75 percig végeztiik. A kdvetkezd
Iépésben, legaldbb kétszer, dvatosan mostuk a membranokat TBS-T (0,1% Tween-20-al
kiegészitett Tris pufferelt sooldat) mosopufferben. A blokkolas soran a nem specifikus antitest
kotéhelyek elfedéséhez, 6%-os tejporban, 4°C-on, 1 6ran at, egy billegtetén inkubaltuk a
membranokat. Az blokkolas utan ismét TBS-T-vel tortént mosas kovetkezett. A mosas utan a
membranokat, 16 oran at, 4 °C-on, billegtetdn az alabbi elsddleges antitestekkel inkubéltuk:
anti-human TNF-a (Thermo Fisher Scientific; PA5-19810; 400 ng/mL), anti-human IL-1
(Invitrogen; 17 h18116; 400 ng/mL), anti-human ALP (Abcam; ab65834; 1000 ng/mL), anti-
human CSE (Proteintech Group; 12217-1-AP; 1000 ng/mL), anti-humé&n SO (Thermo Fisher
Scientific; PA5-21705; 1 mg/mL), anti-human ETHEI Thermo Fisher Scientific; PA5-56040;
0,30 mg/mL), anti-huméan SQR (Proteintech Group; 17256-1-AP; 550 pg/mL), anti-human TST
(Abcam; ab166625; 0,08 mg/mL), anti-human CBS (Proteintech Group; 14787-1-AP; 700
pug/mL), anti-human RUNX2 (Proteintech; 20700-1-AP; 60 ng/mL) nyulban termeltetett anti-
human NF-kB (Cell Signaling Technology; D14E12; 400 ng/mL). Az antitesteket 1%-o0s
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tejporban, 1:500 ardnyban higitottuk. A 16 ora eltelte utan a membranokat alaposan atmostuk
TBS-T oldattal. Ezt kovetden 1 6ran keresztiil, billegteton, 4 °C-on, torma peroxidazzal (HRP:
Horseradish peroxidase) konjugélt anti-nyul (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ,
USA, NA934, 1:15000 higitasban) vagy anti-egér (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway,
NJ, USA, NA931, 1:15000 higitasban) IgG masodlagos antitesteket hasznaltunk a membranok
inkubalasara. Az 1 ora lejarta utan, a membranokat 3-szor 10 percen at mostuk TBS-T-vel. A
kialakult antigén-antitest komplexeket torma-peroxiddz kemilumineszcencids detektalod
rendszerrel (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA; RPN2109) sotét szobaban,
rontgen filmen tettiik lathatova. A jelek el6hivasa utan a membranokrol eltavolitottuk a
korabban bekotddott antitesteket €s ismét 6%-os tejpor oldatban blokkoltuk, majd anti-human
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz antitesttel (GAPDH) (Cat no. N13300-221, Novus
Biologicals, LLC, Littleton, CO, USA) 1:1000 higitasban inkubéaltuk. A masodlagos antitestet
ebben az esetben is 1:15000 higitasban hasznaltuk. Az eredmények lathatova tétele a fentebb
emlitett modon tortént. A GAPDH, mint haztartasi fehérje elohivasaval, igazoltuk, hogy minden
egyes mintabol, egységes fehérjemennyiséget vittiink fel az SDS-PAGE gélekre a futtatas soran.
Az eldhivott rontgen filmeket a szkennelés utdn ImagelJ Fiji szoftver alkalmazasaval, minden
esetben denzitometraltuk és a kapott értékeket a GAPDH denzitési értékeire normalizaltuk. A
sejtmagi frakcidk vizsgalatanal, haztartasi fehérjeként a Lamin B1 (Proteintech, 12987-I1-AP;
55ug/150ul) antitestet hasznaltuk és a normalizalasokat is erre végeztiik. A kapott relativ

denzitasi eredményeket grafikonon abrazoltuk.

4.10 Immunfluoreszcens festés

A VIC-et 24 lyukl tenyésztdedénybe helyezett, 12 mm &tmérdjii fedélemezeken
médiumban 6nmagaban, vagy kiegészitve 20 umol/L AP72-vel vagy 5 nmol/L AP39-el. A
kénhidrogént kibocsatd donor molekulakkal torténd kezeléseknél, minden esetben fenolvords
indikatortol mentes tapfolyadékot hasznaltunk. A festési protokoll minden egyes Iépése kdzott,
legalabb haromszor PBS-el mostuk a korongokat. A kezelési id6 letelte utan a sejteket, a
haromszori mosast kovetden 3,7%-os formalinnal, szobahdmérsékleten, 15 percig fixaltuk. A
kovetkezd 1épésben 0,3%-os Triton X-100 oldattal permeabilizaltuk a sejteket, igy fokoztuk a
membranok atjarhatosagat az antitestek szdmara. Az aspecifikus kotohelyek lefedése miatt, a
permeabilizalds utdn szobahdmérsékleten, 1 6ran at, 10%-os kecskeszérummal blokkoltuk a
korongokat. A blokkolast kovetden, elsddleges antitestként, 1:500 higitasban, egérben
termeltetett anti-human TNF-a-t (Santa Cruz; sc-52746; 100 pg/mL) és nytlban termeltetett
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anti-human IL-1B-t (Invitrogen; 17h18116; 400 ng/mL) hasznéltuk a VIC-ben expresszal6do
TNF-a és az IL-1p kimutatasara. A TNF-a antitestet kecskében termeltetett anti-egér Alexa
Fluor 488 fluoroforral jelolt IGg antitesttel (Thermo Fisher Scientific; A11004), az IL-1B-t
pedig kecskében termeltetett anti-nyul Alexa Fluor 488 fluoroforral kojugalt 1Gg antitesttel
(Thermo Fisher Scientific; A11070 sotétben) tettiik lathatovd. Minden mésodlagos antitestet
1:500 higitasban hasznéltunk, és a fed6lemezeket szobahémérsékleten, 1 6ran at, sotétben,
billegteton inkubaltuk. A hidroxiapatit kristalyokat IVISense Osteo 680 fluoreszcens probaval
(OsteoSense; PerkinElmer; NEV10020EX) festettiik. A sejtmagok megfestését Hoechst 33258-
elsddleges antitestként nyulban termeltetett anti-human NF-kB-t (Cell Signalling Technology;
DI14E12; 400 ng/mL) hasznaltunk, szintén 1:500 higitasban. A jelolésre masodlagos
antitestként, 1:500 higitasban, kecskében termeltetett, anti-nyal Alexa Fluor 488 fluorofort
valasztottunk. A festéseket Leica TCS SP8 STED-CW (Stimulated Emission Depletion-
Continuous Wave: stimulalt emisszi6 kioltds) szuperfelbontast fluoreszcens nanoszkopidval
(Leica Microsystem Mannheim, Németorszag) fotdztuk. A rendszer 3 db folyamatos hullamu
gerjesztd lézerrel (CW: folyamatos hullamu) (488, 532, 638 nm), tovabba egy szintén
folyamatos hulldmtii 660 nm-es kioltd 1ézerrel rendelkezik. A képeket Leica Application
Software X programmal készitettiik, a Huygens Professional (Scientific Volume Imaging B.V.,
Hilversum, Hollandia) szoftverrel pedig dekonvolvaltuk. A kiértékeléseket, Image] Fuji
szoftverrel végeztilk. Meghataroztuk az egyes fehérjék szinintenzitdsat, tovabba a sejtmag
frakciok esetében a transzkripcids faktorok kolokalizacidjat. A szinarnyalatok szazalékos
tertileti aranyat grafikonon abrazoltuk. Az immunfluoreszcens festések (nukleusz, osteosense,

IL-1P és TNF-a) kiilonall6 képeit az antitest kontrollokkal egytitt a 3. kiegészitd abran mutatjuk.

4.11 Immunhisztokémiai (IHC) festés egér szivbillentyiibol

A festések a Debreceni Egyetem Pathologiai Intézetében késziiltek. Az egér
szivbillentyli szoveteket 10%-o0s NBF-fel fixaltdk egy napig. A fixalds utan a mintakat etanollal
dehidrataltdk és paraffinviaszba agyaztak. Az THC festéseket VENTANA BenchMark Ultra
automata festokésziiléken (Ventana Medical Systems) végezték, VENTANA reagensek
felhasznalasaval, a gyartd utasitdsai szerint. A targylemezeket 72 °C-on, 4 percig, EZ Prep
oldattal (Ventana Medical Systems; kataldgusszam: 5279771001) paraffinmentesitették. Az
antigén feltarast 100 °C-on, 52 percig, ULTRA Cell Conditioning 1 Solution (ULTRA CC1)
oldattal végezték, ami Tris alapu puffert és tartdsitoszert (Ventana medical systems;

katalogusszam: 5424569001) tartalmazott. Az IHC-hez a kovetkezd, primer antitesteket
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hasznaltuk: anti-egér IL-1B (Invitrogen; 17h18116; 400 ng/mL), anti-egér TNF-a (Thermo
Fisher Scientific; PA5-19810; (400 ng/mL). A targylemezek detektdlasdhoz VENTANA
ultraView Universal DAB kittet (Ventana medical systems; termékszam: 5269806001)
hasznaltak a gyartd utasitasai szerint. Az antitest festddés intenzitdsat €s eloszlasat
fénymikroszkoppal (Leica DM2500 Application Suite, Germany, VFC, Le4200 mikroszkop,
VFC, Le42t mikroszkop Németorszag) figyeltilk meg. A targylemezek szkennelése utan, a kis
¢s nagy felbontdsu képeket a SlideViewer 2.6 szoftverrel szerkesztettiik meg. A festések

szinintenzitasait az ImagelJ Fiji programmal elemeztiik.

4.12 Nuklearis és citoplazmatikus fehérje extrakcio

crer

novekedési médiumban, kalcifikaldé médiumban Snmagéban, vagy kiegészitve 10 umol/L
AP72-vel. A kénhidrogént kibocsatd donor molekuldval torténd kezeléseknél, minden esetben
fenolvords indikatortdl mentes tapfolyadékot hasznaltunk. A kisérletek lejarta utdn a
tapfolyadékot eltavolitottuk és a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd sejtkapardval 2 ml-es
centrifugacsovekbe gyujtottiik. A pelletekhez jéghideg, hipotonias, citoplazmatikus lizispuffert
(20 mmol/L Tris-HCI pH 8,0, 100 mmol/L NaCl, 300 mmol/L szachar6z, 3 mmol/L MgCl, és
protedz inhibitor oldata) adtunk hozza. A sejtszuszpenzidkat 15 percig, jégen inkubaltuk.
Centrifugalas (8000 x g, 4 °C-on 15 percig) utan a feliiluszot, ami a citoplazmatikus
fehérjefrakcidt tartalmazta, 1,5 ml-es centrifugacsdovekbe 0Osszegyljtottiik. A megmaradt
pelleteket kétszer mostuk PBS-sel, és jéghideg nuklearis extrakcios pufferben (20 mmol/L Tris—
HCI pH 8,0, 300 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA pH 8,0 és protedz inhibitor oldata) ujra
szuszpendaltuk, amit egy 27-es tlivel ellatott fecskenddvel végeztiink. Végiil a lizatumot 8000

x g-vel, 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk. A kapott feliiluszo tartalmazta a nuklearis frakciot. A

ey

4.13 CSE, CBS és NF-kB géncsendesitése

A VIC-eket 12 lyuka tenyésztdedényben, koriilbeliill 70%-o0s konfluencia eléréséig
tenyésztettiik antibiotikummentes tapfolyadékban. A sejtekbe Oligofectamin Reagent (Thermo
Scientific, Waltham, MA, United States) alkalmazasdval transzfektaltuk a CSE Ambion,
4392420; s3710) ¢és a CBS (Ambion, 4390824; s289) elleni, specifikus kis interferalo
ribonukleinsavat (siRNS) és a negativ kontrol siRNS-t. Egy masik kisérletben NF-kB siRNS-
el (Ambion, 4392420; s9505) hasonloképpen végeztiik a géncsendesitést. A transzfekcid 4 6ran
keresztiil, szérummentes tapkozegben (Opti-MEM, Gibco, Thermo Scientific, Waltham, MA,
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United States) jatszodott le. Az inkubacié végén a folyamatot, 30% FBS-t tartalmazo,
antibiotikum-mentes DMEM hozzdadéasaval allitottuk le. Masnap a sejteket alaposan mostuk,
és 2,5 mmol/L szervetlen foszfattal és 1,8 mmol/L kalcium-kloriddal kezeltiik, illetve egy masik
kisérletben a kalcifikalo kezeldoldatot, kiegészitettiik 10 nmol/L TNF-a vagy 10 nmol/L IL-1
gyulladast el6idézo citokinekkel. A kezeléseket kétnaponta ismételtiik és 5 napig végeztiik.

4.14 Az NF-kB farmakologiai gatlasa

A VIC-et 24 lyuku tenyésztdedénybe helyezett, 12 mm atmérdjii fedélemezeken vagy
indikatortol mentes novekedési médiumban, kalcifikdldo médiumban Onmagéiban, vagy
kiegészitve 10 umol/L AP72-vel. Az NF-xB gatlasat specifikus SC75741 inhibitorral
(katalogusszam: SML2382-MG) végeztik. Az gatlészert 5 nmol/L koncentracioban

alkalmaztuk.

4.15 Immunhisztokémia human szivbillentyii szovetb6l

A szivbillentyiik szoveteit 10%-os (v/v) semleges pufferelt formalinnal (NBF) egy
napon 4t rogzitették. Rogzités utdn a mintdkat etanollal dehidrataltdk és paraffinviaszba
agyaztak. Az IHC festéseket VENTANA BenchMark Ultra automata festémiiszeren (Ventana
Medical Systems), VENTANA reagensek felhasznéalasaval, a gyart6 utasitasai szerint végezték.
A targylemezeket EZ Prep oldattal (Ventana Medical Systems; termékszam: 5279771001) 4
percig, 72 °C-on paraffinmentesitették. Az antigén feltarasahoz ULTRA Cell Conditioning 1
oldatot (ULTRA CC1) 100 °C-on, 52 percig hasznaltak (Tris puffert €s tartositdszert tartalmaz
(Ventana medical systems; termékszam: 5424569001). THC-t a kovetkezd elsddleges
antitestekkel kivitelezték: nytlban termeltetett anti-human TNF-a (Thermo Fisher Scientific;
PA5-19810; 400 ng/mL); nyulban termeltetett anti-human IL-13 (Invitrogen; 17 h18116; 400
ng/mL); nytlban termeltetett anti-huméan CSE (Proteintech Group; 12217) -1-AP; 1000 ng/mL)
¢s nyulban termeltetett anti-human CBS (Proteintech Group; 14787-1-AP; 700 pg/mL. A
targylemezeken az antitestek bekotddését VENTANA ultraView Universal DAB kromogén
detektalo kittel (Ventana medical systems; termékszam: 5269806001) a gyarto utasitasai szerint
tették lathatova. A targylemezeken ezutan a Hematoxilin és FEozin-t (H&E)12 percig
hematoxilin Il-vel (Ventana Medical Systems; termékszam: 5277965001) majd Bluing
reagenssel (Ventana Medical Systems; termékszam: 5266769001) festették meg. A von Kossa
festéssel a szovetekben lerakddott kalcium kristalyokat vizsgaljuk. Metszeteket 2%-0s AgNO3
oldattal kezelték és 1-1,5 orara egy nagy teljesitményli lampa (100Watt-os halogénlampa) elé
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helyezték. A reakcio soran a kalcium vegyiiletekben a kalcium kicserélddik az eziisttel, €s egy
oldhatatlan eziists6 képzddik. Fény hatdsara redukalddik, az eziist kicsapdodik és a kalcium
lerakddas helyén fekete csapadék jon létre. Az immunjeldlt targylemezeket alkoholban
dehidrataltdk, majd xilolban tisztitottak, végiil fedolemezzel lefedték. Az antitestek festédési
intenzitasat és eloszlasat fénymikroszkoppal (Leica DM2500 mikroszkép, DFC 420 kamera és
Leica Application Suite V3 szoftver, Wetzlar, Németorszag) vizsgaltdk meg. A targylemezek
szkennelése utan, a kis (50 um) és nagy (20 um) felbontdsu képeket a SlideViewer 2.6
szoftverrel készitettiik a sajat laboratoriumunkban. A festések pixel denzitasi értékeit az Imagel

Fiji programmal értékeltiik ki.

4.16 A kénhidrogén szintek meghatirozasa sejtlizaitumokbol moddositott metilénkék

modszerrel

A szulfidszinteket cink precipitacios modszerrel mértiikk meg, melyet el8szor Gilboa és
Garber dolgoztak ki [131], majd A. D. Ang ¢és munkatarsai [132] modositottak. A
sejtlizitumokhoz (50 pl) hozzdadtunk 350 pl 1%-os cink-acetatot és 50 ul 1,5 mol/L
inkubdltuk, hogy csapadékképzéssel a mintdkban 1évd szulfidot elvalasszuk az egyéb
kromoforoktol. Az inkubdacids 1d6 letelte utan a képzddott cink-szulfid csapadékot, 2000 x g-
vel, 5 percig centrifugaltuk. A feliiliszot ezutan eltavolitottuk, és a visszamaradt pelletet,
intenziv vortexelés kozben, 1 ml desztillalt vizzel mostuk. A kdvetkezd 1épésben ismét 2000 x
g-vel, szobahdmérsékleten, 5 percig centrifugaltuk a mintékat. A feliiliszot Ovatosan ledntottiik,
és a pelletet 160 ul desztillalt vizzel feloldottuk, majd 40 pl elére Gsszekevert festék oldattal
(20 pl 20 mmol/L. dimetil-p-fenilén-diamin-dihidroklorid (NNDP) feloldva 7,2 mol/L-es
1,2 mol/L HCl-ban) inkubaltuk. A folyamat soran, a szulfid reagal az NNDP-al, mely reakciot
az FeCl3 katalizalja és metilénkék keletkezik. Az inkubaci6 sotétben tortént, melynek sordn 1
mol/L szulfidbol, 1 mol/L metilénkék képzddott. 10 perc elteltével a keletkezett metilénkék
karakterisztikus elnyelési hulldmhosszat 667 nm-en, spektrofotométerrel (Beckman DU-800)
hataroztuk meg. A pontos szulfid koncentracidkat elézetesen felvett kalibracids egyenes és a
metilénkék extinkciés koefficiensének (30 200 M 'cm™) segitségével szamitottuk ki. Az
eredményeket a mintdk fehérjetartalmdra normalizaltuk, és pmol/L 6sszes kénhidrogén/mg

fehérje értékben abrazoltuk.
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4.17 Cisztein, cisztationin, lantionin és homocisztein mérése LC-MS/MS mddszerrel

A mérések az Orszagos Onkoloégiai Intézetben Budapesten torténtek. Az analitikai
kémia egyik széleskorben alkalmazott technikdja a folyadékkromatografidval kapcsolt
tomegspektrometria. A rendszer nagyon érzékeny és rendkiviil specifikus, ezért alkalmas
tobbkomponensii elegyek szétvalasztdsara és az elvalasztott alkotok detektalasara. Az
elvalasztas a folyadékkromatografia fizikai elveit alkalmazza, mig az analitokat a
tomegspektrometria detektalja a tomeg/toltés (m/z) hanyados alapjan. A kriogén moddon
poritott, human egészséges ¢€s kalcifikalt szivbillentyli szoveteket (N=5) CHAPS pufferben
(150 mmol/L KCl, 50 mmol/L HEPES pH 7.4, 0,1% CHAPS és proteaz inhibitorok keveréke)
ujra szuszpendaltak, és 10 masodpercig ultrahanggal szonikaltdk. A mintakat ezt kovetden
centrifugaltak (14 000 x g-vel, 10 percig, 4 °C-on), majd BCA modszerrel meghataroztdk a
hasznéltak a szarmazékképzési reakcidhoz. Az eljarast az EZ:Faast kittel (Free Amino Acid;
Phenomenex, Torrance, CA, USA) végezték a gyarto utasitasai szerint. Az eljaras szilard fazisu
extrakciobol, szarmazékképzésbol és végiil folyadék-folyadék extrakciobol all és jelentds
koltség- és idOmegtakaritast jelent. Az EZ:faast modszer esetében a mintaeldkészités soran,
nincs sziikség a hagyomanyos fehérjementesitési vagy karbamideltdvolitasi modszerekre. A
mintak egy SPE szorbensen haladtak keresztiil, amely megkdtitte az aminosavakat, mig a
fehérjéket és a karbamidot lemostdk, igy csak a szabad aminosavak maradtak meg. A
szarmazékképzési reakcio soran, 50 pl propil-kloroformiat oldatot adtak a mintdkhoz, amely az
aminosavak, amin- és karboxilcsoportjait egyarant derivatizaljak, igy szobahdmérsékleten,
4°C-on, tobb oOran 4t vagy akar tobb napig stabil szarmazékokat képeznek. Jo
szdrmaze€kstabilitds mellett az aminosavak mennyiségi meghatdrozasa pontosabb ¢&s
megbizhatobb, szinte egyetlen aminosavminta sem vész el a minta-elokészités soran. A
mintakat egy Thermo Vanquish UHPLC rendszerrel elemezték, amely egy Thermo Q Exactive
Focus tomegspektrométerhez volt kapcsolva. A kromatografias futdsi 1d6 12 perc volt. A
konnyli mennyis€gi meghatarozas érdekében, az oszlopok nagy hatékonysaga ¢és felbontasa
teljes alapvonal-elvalasztast tett lehetdvé. Az eredmények kiértékelése alkalméval, az EZ:Faast
kit altal ajanlott cisztein, cisztationin és homocisztein m/z értékeit, mig a lantionin esetében a

publikalt m/z értékeket [133] vették alapul.
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4.18 A bioldgiailag hozzaférheté H2S detektalasa LC-MS/MS technikaval

A mérések az Orszagos Onkologiai Intézetben Budapesten torténtek és az Akaike és
munkatarsai altal kidolgozott médszeren alapul [134] az alabbiak szerint: a kriogén mddon
poritott egészséges ¢és kalcifikalt human szivbillentyli szovetet 5 mmol/L B-(4-hidroxi-fenil)-
etil-jod-acetamidot (HPE-IAM) tartalmaz6 jéghideg metanolban szuszpendaltak és alkilaltak.
Az egyes elOkészitési 1épések kozott a mintakat folyamatosan jégen tartottak. A szonikalas utan
a derivatizalast 37 °C-on, 20 percig végezték, majd a mintdkat 14 000 x g-vel 4 °C-on, 10 percig
centrifugaltak. 100 pl feliiliszokat megsavanyitottak 5 pl 10%-os hangyasavval, és az injekcio
beadédsa elott 0,1%-os FA/H>O-val a kétszeresére higitottdk. A szdveti pelleteket 1%-os
SDS/PBS-ben feloldottak, ultrahanggal kezelték, és a fehérjetartalmat BCA vizsgalattal
meghataroztdk. A folyadékkromatografids-tandem tomegspektrometrids (LC-MS/MS)
méréseket Thermo Q-Exactive Focus Orbitrap tomegspektrométerrel végezték, amely egy
Thermo Vanquish UHPLC-hez (ultra-nagy teljesitményii folyadékkromatograf) volt kapcsolva.
A derivatizalt analitokat Phenomenex Kinetex C18 (50 x 2,1 mm, 2,6 pm belsd atmérdjii)
oszlopon, 0,1% FA/H,O (A) és 0,1% FA/MeOH (B) eluensekkel valasztottak el. A linearis
gradiens eluci6 alkalmazaséval, a B eluens aranyat 15 perc alatt a kezdeti 5%-r61 95%-ra
novelték, majd 2 perc alatt fokozatosan csokkentették 5%-ra, és ott tartottdk 3 percig a
kovetkezd injekcio beadasaig. A kolonna hdmérséklete 30 °C, az dramlési sebesség 0,3 ml/perc,
az injektalasi térfogat 5 pl volt. Az alkilezett szulfid termékek MS/MS detektalasa pozitiv
ionizaciés modban tortént. Mennyiségiiket egy kivalasztott molekulaion egy specifikus
fragmensének vizsgalataval hataroztdk meg. A 389 m/z értékii prekurzor ion 252 m/z értékii

......

Collision Dissociation) alkalmaztak.

4.19 A fehérje perszulfidacio meghatarozasa LC-MS/MS modszerrel

A mérések az Orszadgos Onkologiai Intézetben Budapesten torténtek €s az Akaike és
munkatérsai altal kidolgozott mddszeren alapul [134] az aldbbiak szerint: a kriogén modon
poritott egészséges és kalcifikalt human szivbillentyli szoveteket 5 mmol/L HPE-IAM-ot
tartalmazo RIPA pufferben szuszpendaltak, alkilaltdk és szonikaltak. SzobahOmérsékleten, 14
000 x g-vel, 10 percig végzett centrifugalas utan a feliiliszok 100 pl-ét, Zeba spin oszlopok
segitségével (TK MWCO, 0,5 ml) sotalanitottak, igy az alkilaloszer feleslegét eltavolitottak. Az

crer

DMSO-s HPE-IAM oldatot adtak hozzd. A soOmentesitett mintdk fehérjetartalmat
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kiegyenlitették RIPA pufferrel, és prondzzal (3 mg/mL) 35 mmol/L Na-acetat pufferben (pH
5,0) 37 °C-on, 1 o6ran 4t emésztették. A mintdkat 10%-os triklorecetsavval (TCA)
megsavanyitottdk ¢és szobahOmérsékleten, 10 percig, 14 000 x g-vel centrifugdltak. A
feliiluszokat az LC-MS/MS modszerrel analizaltak, és a derivatizalt analitokat ,,A biologiailag
hozzaférhetd HoS LC-MS/MS mérése” részben ismertetett technikdval mérték. A cisztein és
cisztein-perszulfid termékek MS/MS vizsgalata pozitiv ionizacidos mddban, nagyobb energidji
iitk6zési disszocidcioval (HCD: Higher Energy Collision Dissociation) tortént és a 299 m/z
értékii (cisztein) és 331 m/z értékli (cisztein-perszulfid) prekurzor ionok, 121 m/z értékli

fragmentumat detektaltak.

4.20 Kisérleti egységek

Az ,N” az egyes csoportokban hasznalt szovetmintdk vagy a kisérleti allatok szamat
mutatja. Az ,,n” az egymastol fliggetlen kisérletek ismétléseinek szamat jeloli, melyekbdl az

eredmények szdrmaznak.

4.21 Statisztikai elemzés

Az intersticialis sejteken végzett kisérletekbdl szdrmaz6 adatokat GraphPad Prism 5.02
statisztikai szoftverrel (GraphPad Software Inc., 7825 Fay Avenue, Suite 230 La Jolla, CA
92037) elemeztiik. A diagramokon feltiintetett statisztikai eredmények, legalabb harom vagy 6t,
egymastol fliggetlen kisérletbdl szarmaz6 adatok atlagdnak standard hibajat jeloli. Minden
statisztikai adatot atlag + SEM értékkel adtunk meg. Két adatcsoport dsszehasonlitisa esetén
Student-féle t-probat, ketténél tobb, megegyezd szorast, normalis eloszlasti adatcsoport
Osszehasonlitdsanal egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA) végeztiink,
kiegészitve Bonferroni tobbszords 0Osszehasonlitasi utd teszttel (post hoc). Az abrak
jelmagyarazatai jelzik a szignifikans eltéréseket a kiillonb6z6 p-értékek szerint: * (p<0,05), **
(p<0,01), *** (p<0,001). A p<0,05 érték szignifikans volt. Az ns. jelzés a nem szignifikans

eredményekre utal.

35



5. EREDMENYEK

5.1 A human Kkalcifikalt aortabillentyiikben a gyulladast kivalté citokinek expresszidja

megemelkedik

A vizsgalatainkban szereplé CAV mintak olyan betegekbdl szarmaztak, akiknél sulyos
billentyl elégteleséget diagnosztizaltak, ezért teljes aortabillentyii cserén estek at. A gyulladas
kimutatasara a meszesedett aortabillentyiiket megfestettiik proinflammatorikus citokinekre, IL-
1B-ra és TNF-o-ra. A kontrol festések kivitelezéséhez hasznalt egészséges aortabillentylket
(HAV), a rendelkezésiinkre all6 informéciok szerint, sziv- és érrendszeri megbetegségekben
nem szenvedd, ongyilkossagi vagy traumatikus eseményekben elhunytakbol kaptuk. Az ilyen
esetekben, fontos volt a billentylik legkevesebb 20 6ran beliili eltavolitidsa az elhunytak testébdl.
A CAV allapotban a von Kossa intenziv festddése suilyos billentylimeszesedést mutatott. Amint
az 4A. ébran lathato, a kalcifikalt mintdkban a mineralizaciot, az IL-1p és a TNF-a fokozott
expresszioja kovette az egészséges kontrolokhoz képest. A Western blot analizis soran is
kimutattuk, hogy a gyulladast elésegito citokinek szintje szignifikdnsan magasabb a CAV-ban,
mint a HAV-ban (4B. dbra). Ezek az eredmények Osszhangban vannak a kordbban feltart
megfigyelésekkel, hogy a gyulladés és a meszesedés a CAVD egyik fontos jellegzetessége [1].
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4. abra: A human Kkalcifikalt aortabillentyiik egyik legfontosabb jellemzdje a gyulladasos citokinek magas
expresszidja. A) Az immunhisztokémiai festések reprezentativ mikroszkopos felvételei lathatoak. A HAV (felso
képek; N=3) és CAV (alsé képek, N=5) szdvetanyagabol a Hematoxilin és eozin, von Kossa, TNF-o és IL-1B
immunhisztokémiai festéseket a Debreceni Egyetem Patologiai Intézetének munkatarsai készitették. Az elkésziilt
IHC festésekbdl, a szkennelést kdvetden, kis (50 pm) és nagy (20 um) felbontasu képeket készitettiink és a
kiértékelés soran a pixel denzitast mutattuk be. B) A festési eredmények alatdmasztasara, HAV és CAV szdvetekbol
az IL-1p és TNF-a fehérjék expressziojat Western blot analizissel is megvizsgaltuk és a denzitas értékeket
GAPDH-ra normalizaltuk. Az eredmények kiértékelésénél Student-féle t-probat hasznaltunk és harom vagy 6t
fiiggetlen kisérlet atlagos + S.D értékét abrazoltuk. *p<0,01; ***p<0,0001.

5.2 Az exogén modon beadott H2S gatolja a gyulladas kialakulasat apolipoprotein E-
hianyos egerek (ApoE~) aortabillentyiiiben

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a kénhidrogén, zsirdas diétaval etetett,
ApoE”egerekben megakadalyozta az aortabillentyiik meszesedését [118, 135]. Megvizsgaltuk,
hogy a hasonlé koriilmények kozott, zsirban gazdag diétan tartott, ApoE”~ egerek
aortabillentytliiben a kialakult gyulladéasat is befolyasolja-e a H»S. Kisérleteinkben az AP72-t,
egy lassu felezési idejli, szulfidot kibocsatd donor vegyiiletet alkalmaztunk, amelyrdl
kutatocsoportunk kordbban bemutatta, hogy a human szivbillentylik mineralizaciojat erésen
gatolja [118]. Az AP72 szulfid tartalmu vegyiiletet a kisérletbe vont egerekbe, kétnaponta,
intraperitonealis modszerrel, 266 mmol/ttkg d6zisban juttattuk be. Az eredményeink alapjan, a
vizsgalt kénhidrogén vegyiilet szignifikdnsan gatolta az aortabillentylik megvastagodasat és az
IL-1pB és TNF-a gyulladasos citokinek expresszidjat (SA. abra). Hasonl6an a huméan CAV-hoz
(4A. 4bra), a magas zsirtartalmu étrenddel taplalt ApoE”" egerek aortabillentytiiben, az IL-1p-

re €s TNF-a-ra pozitiv festddést mutatd intersticidlis sejtek szdma joval kifejezettebb volt a
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kontrol egerekhez képest. Amint az SA. dbran lathato, az AP72-kezelés jelentOsen csokkentette
mind az IL-1B, mind a TNF-a expressziojat magas zsirtartalmu étrenddel taplalt ApoE™" egerek
aortabillentyli szovetében. Hasonl6 eredményeket figyeltiink meg ex vivo kisérleti koriilmények
kozott is. ApoE”" egerek billentyliib6l 2 mm-es szovetdarabkakat metszettiink le, és
tenyésztettiink, majd a meszesedés kivaltasara nagy foszfat-expoziciot alkalmaztunk. Jol
lathat6, hogy az Alizarin Red S festés az AP72-vel kezelt billentyli intersticialis sejtek

meszesedését szignifikansan csokkentette (5B. dbra).
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5. 4bra A kénhidrogén szignifikansan gatolja a gyulladast és a kalcifikaciot. A) Az ApoE” egereket 8 hetes
koruktol kezdve zsirban gazdag étrenden tartottuk. Velik parhuzamosan az egerek egy masik csoportja az
atherogén taplalék mellett, kétnaponta, intraperitonealisan, AP72 szulfid donorral, exogén kénhidrogén kezelésben
részesiilt. A kisérletek 8 hét utan jartak le. Az atherogén étrenden tartott ApoE" egerek (felsé képek, N=5) és a
magas zsirtartalmu taplalék mellett AP72-vel (266 mmol/ttkg) oltott egerek aortabillentyiiibdl (alsé panelek; N=5)
a TNF-a és az IL-1p immunhisztokémiai festéseket a Debreceni Egyetem Pathologiai Intézetének munkatérsai
végezték. A gyulladdsos teriiletek aranyanak szamszertsitése Image] szoftver alkalmazédsdval tortént. A
kiértékelésnél Student-féle t-probat hasznaltunk és 5 kiilonb6zé mérés eredményeit abrazoltuk atlag +£S.D
formaban. B) Az 4bran lathatd ex vivo kisérlet kivitelezése az alabbi modon tortént: ApoE” egerek
aortabillentyliib6l 2 mm-es nagysagil szovetdarabkakat metszettiink, majd 24 lyukd tenyésztéedényben

s s

rrrrrrrr

kiegészitett novekedési médium) onmagaban, vagy kiegészitve 20 umol/L AP72-vel. Az ApoE” egerek
szivbillentyli szovetébol szarmazo intersticialis sejtekben, az extracellularis kalcium depozitumok kialakulasat,
kvalitativ modon, Alizarin Red S festéssel szemléltettiilk. Az eredmények azt mutattak, hogy az AP72 jelentésen
csokkentette a kalcifikdcid tovabbi progressziojat, ApoE™ egér ex vivo kisérletekben. Az elmeszesedett teriiletek
vords szinll festdést mutattak, melyek kvantalasat Imagel szoftverrel elemeztiik, és a vords szinre vonatkozd
pixel denzitast abrazoltuk. A kapott értékeket Bonferroni tobbszords dsszehasonlitd utd teszttel elemeztiik, és Gt
egymastol fliggetlen kisérlet atlagértékeként abrazoltuk. **P<0,001; ***P<0,0001.

5.3 Az endogén H:S termelés csokkenése fokozza a nagy koncentracidju foszfat altal

kivaltott gyulladast a human szivbillentyii intersticialis sejtekben

aortabillentylibol szarmazé intersticialis sejtekben is jelentds meszesedés alakult ki. Tovabba
megfigyeltiik, hogy a magas foszfat expozicionak kitett human VIC-ben, az IL-1p, és a TNF-a
gyulladast eldsegitd citokinek, mind transzlacids szinten (6A. és B. bal oldali abra) és
transzkripcids szinten (6A. és B. jobb oldali abra) egyarant erésen indukalodott. A sejtek AP72-
vel tortént kezelését kovetden, szignifikansan csokkent az extracellularis matrixban a kalcium
depozitumok felhalmozodasa, ami egyiitt jart a gyulladast elésegitd citokinek indukcidjanak
csokkenésével (6A-C. abra). Munkacsoportunk korabban megfigyelte, hogy a CSE és a CBS -
a fiziologids kénhidrogén képzddéséért felelds legfobb enzimek - expresszidjanak
csOkkenésével, az endogén H>S termelddése is meérséklddik, amely eldsegiti a VIC-ek
meszesedését [118]. fgy az endogén H,S gyulladasgatlo hatasanak tesztelésére, a CSE és a CBS
gének miikodésének gatlasaval kisérleteket végeztiink. Eredményeink az mutattak, hogy a
magas foszfat expozicionak kitett VIC-ben, a CSE és a CBS gének specifikus, kis interferald
RNS-kel tortént kettds géncsendesitése, nagymértékben fokozta az IL-1f3 és a TNF-a gyulladast
kivalto citokinek expressziojat (6D. és E abra). Kisérleteink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy

kalcifikacios koriilmények kozott, a kénhidrogén a gyulladas progresszidjat szabalyozza.
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6. abra: A kénhidrogén szabilyozza a gyulladast elésegité citokinek expressziojat A human, kalcifikalt aorta
billentylikb6l szarmazd, valvularis intersticialis sejteket 6 lyuku és 24 lyukl tenyésztéedényben novesztettik 5
napig, magas gliikozkoncentracidji novekedési médiumban, meszesedést kivaltdé médiumban (2,5 mmol/L
szervetlen foszfat és 1,8 mmol/L kalcium-klorid) dnmagaban, vagy kiegészitve 20 umol/L AP72-vel. (A) Az IL-
1B és a (B) TNF-a fehérjeexpressziokat Western blot, mig a mRNS szinteket RT-qPCR modszerekkel hataroztuk
meg, melyeket mindkét technikdndl GAPDH-ra normalizéltunk. (C) A kalcifikdcid elérehaladtaval az
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extracellularis matrixban felhalmoz6do kalcium kristalyokat Alizarin Red S festéssel tettiik lathatova. A meszes
teriiletek aranyat Image] program alkalmazasaval, a vords szinre vonatkozdan kvantaltuk. Az siRNS
felhasznalasaval végzett CSE és CBS kettds géncsendesités sikerességét Western blot technikaval igazoltuk. A
fobb endogén kénhidrogén termeld enzimek géncsendesitése soran, a gyulladast elésegitd citokinek, mint az (D)
IL1-B és a (E) TNF-a expresszidja szignifikans ndvekedést mutatott. A Western blot soran az el6hivott filmeket
Image] szoftver alkalmazasaval értékeltiik ki és a denzitometrdlds utin GAPDH-ra normalizaltuk. Az
eredményeket egyszempontos variancia analizissel, kiegészitve Bonferroni tobbszords dsszehasonlitd utd teszttel
elemeztiik ki, és 6t egymastol fiiggetlen kisérlet atlagértékeként abrazoltuk. *P<0,01; **P<0,001; ***P<0,0001.

5.4 A H:S akadalyozza a gyulladasos folyamatok progresszidojat az NF-kB aktivitas

gatlasan keresztiil

Jol ismert, hogy az NF-kB transzkripcios faktor szabalyozza a gyulladast elindito
jelatviteli tvonalat, és aktivalasa a nuklearis transzlokaciojan alapul, amelyet gyulladast
kivalto citokinek, mint példaul az IL-1B és a TNF-a expresszioi kovetnek [64]. Korabban mas
munkacsoportok bizonyitottdk, hogy a HoS képes az NF-«kB transzszulfurdldsira, ami a
nukledris transzlokaciojanak gatlasat eredményezi [65, 102, 136]. igy megvizsgaltuk, hogy az
AP72 befolyasolja-e az NF-«kB aktivalodasat meszesedést kivaltd tapkdzegben tartott sejtekben.
Az immunfluoreszcens festések konfokalis mikroszkopos kiértékelése azt mutatta, hogy az NF-
kB a novekedési médiumban tenyésztett szivbillentyli intersticialis sejtek citoplazmdjaban
talalhat6 (7A. éabra; felsé panelek). A sejtek foszfatexpozicidja azonban kivaltotta az NF-xB
transzlokacidjat a citoplazmabdl a sejtmagba (7A. abra; kozépso panelek). Amint azt a 7A. dbra
(also panel) bemutatja, az AP72 megakadalyozta az NF-kB megjelenését a meszesedést kivaltd
médiumban tartott VIC-ek sejtmagjaban. Az immunfluoreszcens festések eredményeinek
megerdsitésére a VIC-ek citoplazma ¢és sejtmag frakcioit Western blot analizissel is
megvizsgaltuk NF-kB-ra. Eredményeink azt mutattak, hogy az NF-kB a sejtmagban a foszfat
expozicio hatdséara jelent meg (7B. abra), mig szintje csokkent a citoplazmatikus frakcioban.
Fontos megfigyelés volt, hogy transzlaciés szinten is igazolni tudtuk, hogy a nagy

crer

transzlokacidjat a nukleuszba (7B. abra).
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7. abra: AP72 szupplementacié gatolja az NF-kB nuklearis transzlokacidjat A VIC sejteket 24 lyukua
novekedési médiumban, kalcifikalé médiumban dnmagéaban, vagy kiegészitve 20 pmol/L AP72-vel. A) A sejtek
DNS-ét Hoechst 33258-al (kék szini) festettiik meg, mig az NF-kB-t nytlban termeltetett, anti-huméan NF-xB
elsddleges antitesttel jeloltiik. A citoplazmatikus és a sejtmagi lokalizaciojat 1:500 higitasban, kecskében
termeltetett, anti-nyl Alexa Fluor 488 fluoroforral tettiik lathatova. A festésekrdl a reprezentativ képeket Leica
TCS SP8 kapuzott STED-CW szuperfelbontasi nanoszkopos technikaval készitettiik. A fotokat Huygens
Professional szoftver alkalmazasaval dekonvolvaltuk. A sejtmag/NF-kB kolokalizacios aranyat az SA. dbra jobb
oldali panelje mutatja. A kiértékeléshez ImageJ szoftvert hasznaltunk, és az atfedést mutatd képeken a pixel
intenzitast abrazoltuk. B) Az immunfluoreszcens festési eredmények megerdsitésére, a VIC sejtek citoplazmatikus
¢és nukledris frakciojabol, Western blot technikéval is kimutattuk az NF-«xB expresszidjat. Az el6hivott fehérjesavok
intenzitasat nuklearis frakcié esetén Lamin Bl-re, citoplazma frakcioknal GAPDH-ra normalizaltuk ImageJ
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szoftver alkalmazasaval. Az eredményeket ot fiiggetlen kisérlet atlagértékeként mutattuk be. Ns.: nem
szignifikans; *P<0,01; **P<0,001.

5.5 Az NF-kB aktivalasa elosegiti a RUNX2 nuklearis transzlokacidjat és ezt kovetoen a

szivbillentyii intersticialis sejtek mineralizaciojat

A RUNX2 az oszteogén folyamatok kulcsfontossagu transzkripcios faktora, amely a
vaszkuléris simaizomsejtek €s a szivbillentyl intersticialis sejtjeinek korai oszteoblaszt iranyu
transzdifferencialodasat szabalyozza. Kivancsiak voltunk, hogy meszesedét kivalto
koriilmények kozott, van-e kapcsolat az NF-kB és a RUNX2 transzkripcios faktorok kozott
huméan VIC-ben. A kisérletek tervezése soran, human VIC-et tenyésztettiink kalcifikacios
tapkozegben, ahol az NF-kB gén aktivitasat géncsendesitéssel csokkentettilk. Amint az varhatd
volt, a nagy foszfat expozicid6 hatisara a RUNX2 szintje jelentésen megemelkedett a
sejtmagban. Az NF-«kB specifikus siRNS-el tortént géncsedesitését kovetden azt tapasztaltuk,
megfigyelésnek a megerdsitésére az NF-kB aktivitdsat egy masik utvonalon, farmakoldgiai
inhibitor (SC75741) alkalmazasaval is legatoltuk. Az eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy
a sejtek kezelése az SC75741 szintetikus NF-kB inhibitorral szignifikansan csdkkentette mind
az NF-xB gyulladast szabalyozo transzkripcios faktor (8D. dbra), mind a RUNX2 kalcifikaciot
szabalyozo6 transzkripcios faktor megjelenését a nukleuszban (8C. abra). Annak érdekében,
hogy tovabbi megerdsitést kapjunk arra vonatkozdan, hogy a VIC-k gyulladdsos folyamata
szabalyozza az NF-kB-n keresztiil a mineralizciot, a sejteket ismét meszesedést kivalto
médiumban tenyésztettiink, ahol az NF-kB gént ujra elcsendesitettiik, és kovettiik a kalcium
felhalmozodasat az extracellularis matrixban. Fontos, hogy a meszesedést kivaltdo miliében
novesztett sejtek extracelluldris matrixaban, az NF-xB gén aktivitdsanak cs6kkentése gatolta a

kalcium depozitumok felhalmozddasat (5SB. abra).
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8. abra: Az NF-kB géncsendesités csokkenti a RUNX2 nuklearis transzlokaciéjat. A VIC sejteket 24 lyuka
tapkozegben. Ezt kdvetéen az NF-kB-ra specifikus siRNS segitségével géncsendesitést végeztiink. A) Kimutattuk,
hogy az NF-kB gén aktivitasanak csokkenése gatolta a RUNX2 sejtmagi lokalizaciojat. Az siRNS
hatékonysaganak és a hipotézisiink igazolasara a VIC sejtekbdl citoplazmat €s sejtmagot izolaltunk, majd Western
blot moédszert hasznalva, rontgenfilm segitségével tettiik lathatova a fehérjesavok intenzitasat. A denzitometralas
soran a nuklearis frakciok esetében a Lamin B1-re, a citoplazma frakcioknal a GAPDH-ra normalizaltunk. B) Az
NF-kB géncsendesités soran, szignifikansan megemelkedett az extracellularis kalcium tartalom, melynek
vizualizalasara Alizarin Red S festést végeztiink. A meszesedett teriiletek aranyat ImagelJ szoftverrel értékeltiik
ki. Az NF-xB farmakoldgiai gatlasat SC75741 inhibitorral végeztiik. C) Az NF-kB és D) a RUNX2 fehérjék
expresszidjat Western blot technikdval mutattuk ki a VIC sejtek citoplazmatikus és sejtmagi frakcidojabol. A
fehérjesavok intenzitasat a nukleusz esetében a Lamin B1-re, a citoplazma mintaknal a GAPDH-ra normalizaltuk.
Az eredményeket Ot fiiggetlen kisérlet atlagértékeként abrazoltuk. Ns.: nem jelentds; *P<0,01; **P<0,001;
***%p<0,0001.

5.6 ApoE"" egerek szivbillentyii intersticidlis sejtjeiben a kalcifikacié soran, az NF-kB és a
RUNX?2 fokozott expresszioja és nuklearis kolokalizacioja kovetkezik be — a kénhidrogén

mindkét folyamatot gatolja

A nagy zsirtartalmi étrenden tartott ApoE”" egerekben kialakul a szivbillentyiik
meszesedése [118]. Munkacsoportunk kordbban a CAVD-ben kimutatta, hogy a szivbillentylik
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meszesedése, sulyos gyulladéssal jar egyiitt [137] (4. abra). Mivel in vitro kisérleteinkben a H,S
lokalizacioja NF-KB-ﬁiggonek bizonyult, megvizsgaltuk a lokahzacmjukat a zsirdus étrenden
tartott ApoE” egerek aortabillentyiiiben. A kénhidrogén szabalyozo hatasat, intraperitonealisan
beadott AP72 donor molekuldval modelleztiik. Amint azt a kettés immunhisztokémiai festések
mutatjak, az atherogén étrenden tartott ApoE™ egerek aortabillentyiiiben az NF-kB és a
RUNX2 expresszidja a 8. héten volt a legnagyobb (9A. abra). A kisérleti allatok AP72-vel valo
kezelése szignifikdnsan gyengébb festodést eredményezett mind az NF-kB, mind a RUNX2
esetében az aortabillentyiik szovetében. Konfokalis mikroszkopos vizsgalattal kimutattuk, hogy
az NF-kB és RUNX2 transzkripcids faktorok, a 4. héten foleg a sejtek perinuklearis teriiletén
lokalizalodtak, majd 8. héten mar transzlokélodtak a sejtmagba. A STED nanoszkopia
alkalmazasa a szivbillentylimintakon azt mutatta, hogy az NF-kB és a RUNX2 kolokalizalodott
a sejtek perinuklearis régioiban €s a sejtmagokban (a kolokalizacios arany: 60,75% + 7%). A
zsirdlis étrenden tartott ApoE™" egereck AP72-vel tortént kezelése, jelentdsen csokkentette az

NF-«kB és RUNX2 sejtmagban valé megjelenését (9. A és B. abra).

A

Sejtmag NF-kB RUNX2 Atfedés

8 hetes 4 hetes
atherogéndiéta

8 hetes
atherogéndiéta+AP72 atherogéndiéta
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B Sejtmag NF-kB RUNX2 Atfedés

8 hetes 4 hetes
atherogéndiéta

8 hetes
atherogéndiéta+AP72 atherogéndiéta

9. abra: A kénhidrogén csokkenti az NF-kB és a RUNX2 expressziéjat ApoE™ egerek szivbillentyiiiben.
ApoE” egereket 8 hetes koruktél magas zsirtartalmii étrenden tartottuk 8 héten at. A kontroll egereket
intraperitonedlisan oltottuk, sooldattal, 4 vagy 8 hétig. A kontroll csoporttal parhuzamosan a H,S-el kezelt kisérleti
allatokat szintén intraperitonealisan injektaltunk AP72-vel 4 vagy 8 hétig. Az ApoE™" egerek szivbillentyli szdvetét
alkoto intersticialis sejtek sejtmagjait Hoechst 33258-al (DNS, kék szin), az NF-kB-t Alexa Flour 488 masodlagos
antitesttel (zold szin), a RUNX2-t Alexa Flour 647 masodlagos antitesttel (piros szin) jeloltiik meg. Az abran az
NF-kB és a RUNX2 kettds immunfluoreszcens festésbol késziilt reprezentativ, kis felbontasu képek (A panel), és
a nagy felbontast képek (B panel) lathatéak. A fotokat Leica TCS SP8 kapuzott STED-CW nanoszkopidval
készitettilk és a Huygens Professional szoftverrel dekonvolvaltuk. A képek kiértékeléséhez Image] szoftvert
alkalmaztunk, és az NF-kB esetében a zold, a RUNX2 esetében a piros szinek intenzitasat abrazoltuk. Fentebbi
eredményeink alapjan, fontosnak tartottuk bemutatni az NF-kB/sejtmag és a RUNX2/sejtmag kolokalizacios
aranyat, utalva ezzel a gyulladas és a valvularis mineralizacid kozotti kapcsolatra. A kolokalizacids aranyokat
ugyancsak ImageJ szoftverrel szamitottuk ki. Az eredményeket 6t fiiggetlen kisérlet atlagértékeként ismertettiik.
*P<0,01; **P<0,001; ***P<0,0001.

5.7 A CAVD-ben az emelkedett CSE szint és az alacsony biologiailag hozzaférheté H2S

szint egyiitt jar a proinflammatorikus citokinek fokozott expresszidjaval

Ismert tény, hogy a CAVD egy gyulladasos betegség [1, 16] €és a HoS pedig szabalyozza
a vaszkularis meszesedést, ezért megvizsgaltuk a proinflammatorikus citokinek és a CSE
expressziojat a human aortabillentylikben. Az aortabillentyli cserén atesett, sulyos CAVD-el
diagnosztizalt betegek szivbillentyliit megfestettik IL-1B és TNF-a gyulladast eldsegitd
citokinekre, valamint CSE-ra. A kontroll mintdkhoz egészséges aortabillentyliket kaptunk
ongyilkossdgi vagy traumatikus eseményekben elhunytakbol, és a rendelkezésiinkre allo
informaciok alapjan, sziv- és érrendszeri betegségekben nem szenvedtek. Amint az a 10. dbra;
A és B panelen lathato, a kalcifikaciot az IL-1B és a TNF-a proinflammatorikus citokinek
fokozott expresszidja kisérte a meszes aortabillentyiikben (CAV). Megfigyeltiik, hogy a CAVD-

el diagnosztizalt betegek aortabillentyliiben a CSE-expresszid szignifikdnsan megemelkedett

46



az egészségesekhez képest (10. abra; A panel/jobb oldal €s 10 &bra; C panel/bal oldal). Mivel a
CAVD-betegek aortabillentytiiben emelkedett CSE-szintet talaltunk, megmeértiik a biologiailag
hozzaférhetd H,S-szinteket a CAVD-betegekbdl ¢s az egészséges egyénekbdl szarmazd
szivbillentyli szovetekben. A vizsgalatok kivitelezéséhez folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometria (LC-MS/MS) modszerét alkalmaztuk. Meglepd mdédon a CAVD-betegek
aortabillentyli szovetében jelentdsen alacsonyabb volt a bioldgiailag hozzaférhetd H>S-szint,

mint a HAV-szévetekben (10. dbra; C panel; jobb oldal).
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10. abra: A biologiailag hozzaférhet6é kénhidrogén szint csokkenése és a gyulladasos citokinek nagymértékii
expresszidja jellemz6 a human meszes aortabillentyiikre. A H&E, TNF-q, IL-1p és CSE immunhisztokémiai
festéseket végeztiink a Debreceni Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézetébdl kapott egészséges (HAV; N=5),
valamint a teljes aortabillentyli transzplanticion atesett CAVD-vel diagnosztizalt betegek meszes aortabillentyiiin
(CAV; N=5), melyeket a Szivsebészeti Intézet biztositott szamunkra. Az A, panelen lathatdéak a festésekbdl
elkésziilt kis felbontast (200 um) és a nagy felbontast (50 um) képek. A B, bal oldali panelen a TNF-a, mig a B,
jobb oldali panelen az IL-1 szovetmetszetek kvantitativ analizise lathatd és az dbrazolt pixel denzitasi értékek
(N=5) szamitasahoz Imagel] képelemz6 szoftvert hasznaltunk. A szovetmetszetek CSE festddésének kvantitativ
elemzését szintén Imagel szoftverrel (N = 5) végeztik (C, bal oldali panel). Az egészséges ¢s a meszes
aortabillentylik (N=5) biologiailag hozzaférheté H,S-szintjeit (C, jobb oldali panel) LC-MS/MS mddszerrel
mérték és a kapott eredményeket relativ egységben abrazoltuk. A statisztikai kiértékelések Student-féle t-probaval
késziiltek, és 6t fiiggetlen kisérlet atlagértékeként abrazoltuk. **p<0,01; ***p<0,001.

A CSE mellett a CBS egy masik enzim, amely katalizdlja az endogén kénhidrogén
bioszintézisét. Emiatt megvizsgaltuk a CBS expresszidjat human egészséges és meszesedett
aortabillentylikben. Az immunhisztokémiai és Western blot elemzések egyértelmiien azt

mutattak, hogy a CBS-szint nem valtozott a CAV-ben a HAV-hez képest (11. abra A és B

panelek).
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11. abra: A cisztationin béta-szintaz expresszidoja nem valtozik a CAVD-ben. (A) Hematoxilin és eozin,
valamint CBS immunhisztokémiai (IHC) festéseket végeztink a Debreceni Egyetem Igazsagiigyi Orvostani
Intézetébol szarmazo egészséges aortabillentylikon (HAV) (N=5) és a debreceni Egyetem Szivsebészeti Intézete
altal rendelkezésiinkre bocsatott, meszes aortabillenty(ikon (CAV), melyek CAVD-el diagnosztizalt betegektdl
szarmaztak, akik teljes aortabillentyli cserén estek at (N=5). A festésekbdl kis felbontasu 100 pm-es és nagy
felbontast 50 pm-es képeket készitettiink. (B) A festési eredmények alatamasztasara, a HAV (N=4) és a CAV (N
= 5) szoveteket kriogén moédon poritottuk, majd lizis pufferrel homogenizaltuk, és haromszor 5 masodpercig
szonikaltuk, mikézben a mintdkat jégen tartottuk. Az egészséges (N=4) és a meszesedett (N=5) human
aortabillenty(ikbol kapott sejtlizatumokbdl Western blot technikaval is kimutattuk a CBS fehérje expresszidjat,
melyet GAPDH-ra normalizaltunk. A CBS Western blotok kvantitativ analizisét ImageJ szoftver segitségével
készitettiilk. Az eredményeket Student-féle t-probaval elemeztiik, négy és 6t fiiggetlen minta atlagértékeként
abrazoltuk. Ns: nem szignifikans; *p<0,05; ***p<0,001.

5.8 A VIC sejtek mineralizacioja és gyulladasos valasza magas foszfatkoncentraciora

A VIC sejtek mineralizacios potencidljanak és a meszesedést kivaltd ingerekre adott
gyulladasos valaszanak felmérésére a HAV és CAV szovetekbdl izolalt intersticialis sejteket
magas foszfatkoncentraciojii kornyezetnek tettiink ki, amely kivaltja a sejtek oszteoblaszt
iranyu fenotipus valtasat [138]. Amint azt a 11. abran a bal oldali panelek mutatjak, a CAVD-
ben szenvedd betegekbdl szdrmazo VIC sejtekben a tlzott foszfat expozicid robusztus valaszt
valtott ki, ami a kalcium extracelluldris méatrixban torténd felhalmozddasaban és a gyulladast
kivalto citokinek, az IL-1B és a TNF-a emelkedett szintjében tiikr6zddik (piros vonalak). Az
egészséges donoroktdl szarmazd VIC sejtekben szignifikansan kevesebb kalciumlerakodast és
alacsonyabb IL-1B és TNF-o expressziot figyeltiink meg (fekete vonalak), mint a CAVD
betegekbdl szarmazo sejteknél (piros vonalak). Megvizsgaltuk a sejtes valaszokat az egészséges
emberekbdl szarmazo VIC sejtekben (11. abra, jobb oldali panelek), amelyeket kalcifikaciot
kivalto tapkozegben tenyésztettiink (fekete vonalak), 6sszehasonlitva a ndvekedési médiumban

tartott sejtekkel (kék vonalak). Figyelembe kell venni, hogy a jobb oldali panelek y tengelyein
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1évo értékek Iényegesen alacsonyabbak, mint a bal oldali paneleken 1évok. Amint a jobb oldali
paneleken lathatdo (11. abra), a nagy foszfat koncentracié eredményeként fokozddott a
meszesedés, valamint az IL-1B és a TNF-a szintje is megemelkedett a HAV szovetekbol
szarmazd VIC sejtekben, mig a ndvekedési médiumban tartott sejtekben a kalcifikacios €s a

gyulladasos valasz nem aktivalddott (kék vonalak).

A
S 200 o
= =
.2 ‘2
3 2
on 150 * on
= 100 EE oy
Ne) / el
s == 3
3 5
S 2
) S
- -
< <
&) O
6
B
—~ 12000 - 5 450
2 » 2
& y &
10000 =
E / )]
g; 8000 7 &
g [ —3— 3
/ =
T 6000 o/ = =
-8 / B
wn
% 4000 - /; =
1 . E
E 2000 !
-
0 s —
0 1 2 3 4 5 6
Cc Napok
5 25000
= S
T 20000 y =
a / o]
3 15000 7 %
&) 4 * %k
g o S
& 10000 - :%: =i k=
E‘ // ﬁ
. i // E o <=8
= 5000 —
re —-— d
0 - ——
0 1 2 3 4 5 6

Napok
® CAV-VIC (kalcifikaciés médium)
@® HAV-VIC (kalcifikdcios médium)
® HAV-VIC (novekedési médium)

11. abra: A szivbillentyii intersticidlis sejtek mineralizaciés potenciidlja és gyulladdsos valasza magas
foszfatszintre. A meszes (CAV-VIC) és az egészséges aortabillentylikbdl (HAV-VIC) izolalt intersticidlis sejteket
(VIC) 2,5 mmol/L szervetlen foszfattal és 1,8 mmol/L kalcium-kloriddal kiegészitett meszesedést kivaltd
médiumban tenyésztettiik 5 napon keresztiil. Az A panelen a kalcifikaciés vagy novekedési tapfolyadékban
novesztett VIC sejtekbdl mért, és a fehérje tartalomra normalizalt extracellularis matrix kalciumtartalma lathato
(n=3). A kalcifikacios vagy novekedési tapkdzegben tenyésztett VIC sejtek GAPDH-ra normalizalt TNF-a szintjeit
(n=3) abrazoltuk a B panelen. A kalcifikacios médiumban vagy ndvekedési médiumban tenyésztett VIC sejtek
GAPDH-ra normalizalt IL-1f szintjeit (n=3) a C panelen szemléltettiik. A piros vonalak a meszesedést indukalo
tapkozegben tenyésztett CAV-VIC-et, a fekete vonalak a meszesedést indukalo tapkozegben tenyésztett HAV-VIC-
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et, mig a kék vonalak a ndvekedési médiumban tenyésztett HAV-VIC-et jeldlik. Az eredményeket Student-féle t-
probaval elemeztiik, és harom fliggetlen kisérlet atlagértékeiként abrazoltuk. *p<0,05; **p<0,01.

5.9 A proinflammatorikus citokinek fokozzak a CAVD betegekbdl szarmazo VIC sejtek

mineralizacidjat

A proinflammatorikus citokinek kézponti szerepet jatszanak a CAVD kialakulasaban és
progresszidjaban, ezért megvizsgaltuk, hogy az IL-1B és a TNF-a citokinek fokozzak-e az
emelkedett foszfattartalom altal kivaltott meszesedést a VIC sejtekben. Amint a 12. dbra; A
felsd paneljén és a B bal oldali paneljén lathato, a CAVD-betegekbdl szarmazo VIC sejtek
foszfattal kezelése, kivaltotta a kalcium depozitumok lerakddasat az extracellularis matrixban.
Az IL-1PB vagy a TNF-a proinflammatorikus citokinekkel tortént kezeléseket kdvetden a
kalcium fokozott felhalmozodasat tapasztaltuk ezekben a sejtekben a csak foszfattal kezelt
sejtekhez képest (12. abra; A felsé panelje és a B bal oldali panelje). Ennek megfelelden a
tapkozegben tovabb novelte az alkalikus foszfatdz enzim expresszidjat, amit a Westen blot
analizis is alatamasztott (12. adbra; C bal oldali panelje), €s ezt a fokozott indukciot az ALP-
festés is igazolta (12. &bra; D felsd panelek). Ezek az eredmények 6sszhangban vannak azzal a
hipotézisiinkkel, hogy a VIC-ek oszteoblaszt fenotipussd torténd transzdifferencialodasa

Osszefligg a gyulladassal.

5.10 Az egészséges aortabillentyiikbél szarmazo VIC sejtekben a meszesedés atmeneti

gatlasat a proinflammatorikus citokinek okozzak

Meglepetésiinkre, amikor a HAV szdvetekbdl szarmazd VIC sejteket IL-1p vagy TNF-
a proinflammatorikus citokinekkel kezeltiik, a nagy foszfadt koncentracido altal kivaltott
meszesedés nem kovetkezett be. Amint az a 12. abra; A alsé paneljein és a B jobb oldali
paneljein lathato, a magas foszfattartalmi kdzegben tenyésztett egészséges aortabillentyiikbdl
szarmazo VIC sejtek extracellularis matrixdban fokozodott a kalcium felhalmozddasa (méasodik
panel). Fontos megfigyelés a 12. dbra; A als6 harmadik és negyedik paneljei és a B jobb paneljei
alapjan, hogy az 5 napig, IL-1B vagy TNF-a kezelésnek kitett sejtekben, szignifikdnsan
csokkent a kalcium lerakddasa, ugyanakkor ez az anti-kalcifikacios hatas a 14. napon mar nem
volt kimutathat6 (13. ébra; A panel). Ennek megfeleléen mindkét proinflammatorikus citokin
gatolta az oszteoblaszt-specifikus gén, az ALP expresszidjat, amit a Western blot analizis (12.
abra C jobb panelje) és az ALP-festések (12. dbra; D also6 paneljei) is igazoltak. Ezek az adatok

azt mutatjak, hogy az egészséges aortabillentyiikbdl szarmazo VIC sejtekben, az IL-1P és a
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TNF-a kezelés, atmenetileg képes

iranyu fenotipus valtast.
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12. abra: A szivbillentyii intersticidlis sejtek jellegzetes meszesedési reakcidja a proinflammatorikus
citokinekre a betegség allapotatol fiiggéen. A meszes aortabillentylikb6l (CAV-VIC) vagy az egészséges
aortabillentytikb6l (HAV-VIC) izolalt intersticialis sejteket (VIC) ndvekedési médiumban, vagy 2,5 mmol/L
szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-kloridot tartalmazé médiumban tenyésztettik 5 napig, minden
masodik nap megismételve a kezeléseket. A kalcifikacios médiumban tartott VIC sejteket TNF-o (10 nmol/L) vagy
IL-1P (10 nmol/L) proinflammatorikus citokinekkel kezeltiik 5 napon keresztiil. Az A panelen a CAV-VIC sejtek
(felso panelek) és a HAV-VIC sejtek (also panelek) extracellularis matrixaban felhalmoz6do kalcium depozitumok
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Alizarin Red S-el tortént festése lathatd. A meszesedett teriiletek vords sziniire festddtek, melyek kvantitativ
elemzését Imagel szoftver alkalmazasaval végeztiik (n=5). A B panelen a CAV-VIC és HAV-VIC sejtek fehérjére
normalizalt extracellularis kalciumtartalmat szemléltettiik (n=5). A C panelen a CAV-VIC sejtek (bal oldali
panelek) és a HAV-VIC sejtek (jobb oldali panelek) GAPDH-ra normalizalt ALP fehérje expresszidjat Western
blot moddszerrel hataroztuk meg (n=3). Az ALP Western blotok kvantitativ analizisét Image] szoftver
alkalmazéséaval szamitottuk ki. A D panelen a CAV-VIC sejtek (felso panelek) és a HAV-VIC sejtek (alsé panelek)
ALP-festése lathatd. A CAV-VIC sejtek és HAV-VIC sejtek ALP-festddésének kvantitativ elemzését ugyancsak az
Imagel szoftverrel szamitottuk ki (n=5). Az eredmények kiértékelésénél egyszempontos varianciaanalizist (one-
way ANOVA) végeztiink, kiegészitve Bonferroni tobbszords 6sszehasonlitasi uto teszttel, és harom (C panel) vagy
ot (A, B, D panelek) egymastol fliggetlen kisérlet atlagértékeit abrazoltuk. Az IL-1f és a TNF-a kezeléseket a
kalcifikacios médiummal hasonlitottuk dssze. Ns: nem szignifikans; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

5.11 A CSE/H:S szabalyozza a human egészséges aortabillentyiibol szarmazo VIC sejtek

meszesedésének IL-1p és TNF-a altal kivaltott atmeneti gatlasat

Az el6z6 eredmények alapjan, a HAV-VIC sejtekben a foszfat-indukalta meszesedés
progresszidjat, a proinflammatorikus citokinek atmenetileg képesek gatolni. Azonban a
folyamat hatterében 4ll6 molekularis mechanizmusok nem ismertek, ezért feltarasukra
modositott metilénkék modszerrel megvizsgaltuk a sejtekben endogén tton képzdédott HoS
szinteket. A nagy foszfattartalmu tapkdzegben tartott egészséges aortabillentylikbdl izolalt VIC
sejtekben a teljes H»S-szint fokozatos csokkenését figyeltilk meg (13. abra; C. panel). Ezzel
szemben a proinflammatorikus IL-1p vagy TNF-a citokinekkel kezelt sejtekben a kénhidrogén
szint az 5. napig emelkedett, majd azt kdvetden a 14. napra fokozatosan lecsdkkent (13. dbra;
C panel). Kordbban szdmos aktivatort, koztiikk az IL-1B-t vagy a TNF-a-t azonositottunk,
melyek képesek a CSE enzim expresszidjat indukalni vaszkularis sejtekben [135]. Ezeért
megvizsgaltuk a CSE enzim expresszidjanak valtozasat HAV-VIC sejtekben. Mind az IL-1,
mind a TNF-a szignifikdnsan novelte a CSE enzimfehérje szintjét a HAV-VIC sejtekben (13.
abra; B panel), ami a mineralizacié CSE altal kozvetitett szabalyozéasara utal az endogén HoS

termelésen keresztil.
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13. abra: Az aortabillentyii intersticialis sejtek meszesedésének proinflammatorikus citokinek altal kivaltott
atmeneti gatlasa fokozott cisztationin-y-liaz expresszioval és H:S-termeléssel jar egyiitt. Az egészséges
aortabillentyikb6l (HAV-VIC) izolalt intersticialis sejteket 2,5 mmol/L szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L
kalcium-kloridot tartalmazo kalcifikacios médiumban tenyésztettiik 5 és 14 napon keresztiil, és a kezeléseket
kétnaponta megismételtiik. A kalcifikacios tapkdzegben ndvesztett VIC sejtek két masik csoportjat TNF-a-val (10
nmol/L) vagy IL-1B-val (10 nmol/L) szupplementaltuk 5 és 14 napig. Az A panelen a HAV-VIC sejtek
extracellularis matrixanak a fehérjetartalomra normalizalt kalcium koncentracioja lathato, az id6 fiiggvényében
(n=3). A B panelen a GAPDH-ra normalizalt CSE fehérje expresszidjat szemléltetjik HAV-VIC sejtekben,
amelyeket TNF-o-val (10 nmol/L) vagy IL-1B-val (10 nmol/L) kiegészitett vagy a proinflammatorikus citokinek
nélkiili kalcifikdcios médiumban tenyésztettiik 5 és 14 napig (n=3). A CSE fehérje expresszidjat az ido
fiiggvényében, a Western blotok denzitasi értékei alapjan abrazoltuk. A C panelen a moédositott metilénkék
modszerrel meghatarozott és a HAV-VIC sejtek fehérje tartalmara normalizalt H,S képzddést mutatjuk az id6
figgvényében (n=3). Az eredmények kiértékelésénél egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA)
veégeztlink, kiegészitve Bonferroni tobbszords dsszehasonlitasi uto teszttel, és harom egymastol fiiggetlen kisérlet
atlagértékeit abrazoltuk. Ns: nem szignifikans; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Korabban megfigyeltiik, hogy az endogén kénhidrogén termelés mérséklése a CSE és a

CBS kénhidrogén termeld enzimek expresszidjanak csokkentésével eldsegiti a VIC-ek

crer
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meszesedést gatlo hatasa fiigg-e a CSE-szinttdl. Azt az eredményt kaptuk, hogy a meszesedést
kivaltoé kornyezetben, amikor 5 napig a CSE és CBS génekre specifikus, kis interferald6 RNS-
ek haszndlataval csokkentettiik a kénhidrogén termeld enzimek expressziojat, mind az IL-1f,
mind a TNF-a proinflammatorikus citokinek elvesztették a kalcifikaciot gatlo hatasukat, amit
a HAV sejtek extracellularis matrixaban végbement kalcium lerakddas jelentds novekedése
tiikrozott (14. dbra; A panel).

Megvizsgaltuk, hogy a CAVD-betegek aortabillentytiibdl izolalt intersticialis sejtekben,
a CSE-szintje emelkedett-e a proinflammatorikus citokin kezelés hatasara. Amint az a 14. 4bra;
B paneljén lathato, mig az inorganikus foszfat 6nmagaban adva, jelentésen megndvelte a CSE
fehérje expressziojat, addig sem az IL-1B, sem a TNF-o nem valtoztatta meg a szintjét. Ezzel
szemben a nagy foszfattartalmi médiumban tenyésztett intersticidlis sejtekben a mddositott
metilénkék modszerrel mért teljes HoS szint szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll
médiumban tartott sejtekhez képest (14. dbra; C panel). Ezen tilmenden, amikor a kalcifikacios
médiumot kiegészitettiik IL-1B-val vagy TNF-a-val, a citokin kezelés tovabb csokkentette a

teljes, endogén H»S szintet (14. dbra; C panel).
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14. abra: Az egészséges aortabillentyiib6l szarmazo intersticialis sejtekben, a cisztationin-y-liaz altal termelt
kénhidrogén kozvetiti a kalcifikidcio atmeneti gatlasat, és ezt a hatist a proinflammatorikus citokinek
valtjak ki. Egészséges aortabillentylikbol izolalt intersticialis sejtekben (HAV-VIC) a CSE és CBS endogén
kénhidrogén termelé enzimek expressziojat géncsendesitéssel csokkentettilk. A géncsendesités utan a sejteket
novekedési médiumban, vagy 2,5 mmol/L szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-kloridot tartalmazo
kalcifikacios médiumban Onmagaban, vagy kiegészitve TNF-a-al (10 nmol/L) vagy IL-1f-al (10 nmol/L)
tenyésztettilk 5 napig. A kezeléseket kétnaponta megismételtiik. Az A panelen a HAV-VIC sejtek extracellularis
matrixaban felhalmozddott kalcium depozitumok Alizarin Red S festddése lathatd (fels6 panel), melynek
kvantitativ elemzését (bal oldali panel) ImageJ szoftverrel végeztiik (n=5). A jobb oldali panelen, a HAV-VIC
sejtek fehérje tartalmara normalizalt extracellularis matrix kalciumtartalmat mutattuk be (n=3). A B panelen a
meszes aortabillentylikbdl izolalt intersticialis sejtekben (CAV-VIC), Western blot modszerrel meghatarozott és
GAPDH-ra normalizalt CSE fehérjeszinteket elemeztiik (n=3). A CSE Western blotok kvantitativ analizisét ImageJ
szoftverrel szamitottuk ki (n=3). A C panelen a mddositott metilénkék moddszerrel mért és a CAV-VIC sejtek
fehérje tartalmara normalizalt H,S termelddést szemléltettik (n=5). Az eredmények kiértékelésénél
egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA) végeztiink, kiegészitve Bonferroni tbbszoros
Osszehasonlitasi utd teszttel, és harom vagy 6t egymastol fiiggetlen kisérlet atlagértékeit abrazoltuk. Ns: nem
szignifikans; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

5.12 A H:S mitokondrialis metabolizmusa megnovekedett a CAVD-betegek

aortabillentyiiiben

A CSE fokozott expresszigjat, csokkent HS-szint kisérte a CAVD-betegek
aortabillentytliiben az egészséges kontrollokhoz képest (10 abra; C panel). Ez az ellentmondésos
megfigyelés arra utalhat, hogy a CSE aktivitdsa csokken a CAVD betegek aortabillentyti
szoveteiben, ami csokkent HoS-termeléshez vezet. Ezért, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a
transzszulfuracios folyamat enzimaktivitdsaiba, kén metabolom elemzéseket végeztiink. A

cisztein, €s a homocisztein szintje hasonl6 volt, mig a cisztationin szintje alacsonyabb volt a
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CAVD-betegek aortabillentytliiben, mint az egészséges aortabillentyiikben (15. 4dbra). Ezek az
analitok nem csak szubsztratok, hanem kiilonb6z0 enzimatikus tUtvonalakon a CSE és mas
transzszulfuracios enzimek termékei is lehetnek, igy egymassal Osszekapcsolt enzimatikus
utvonalakon keletkeznek és hasznaljak fel dket. A lantionin leginkdbb a CSE enzim H>S-
termelésének a mellékterméke, amely akkor keletkezik, amikor az enzim 2 cisztein molekulat
hasznal fel a kénhidrogén szintézishez. Ezért megmértiik a lantionin szintet az aortabillentyiik
szoveteiben. Fontos, hogy a CAVD-betegek aortabillentytiiben a lantionin szint magasabb volt,

mint az egészséges aortabillentyiikben (15. abra).
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15. abra: A meszesedett human aortabillentyiikben a cisztationin-y-lidiz enzim aktivan miikédik. Az
egészséges (HAV) (N=5) és a meszesedett aortabillentyliket (CAV) (N=5) kriogén modon poritottuk, és CHAPS
vagy RIPA pufferben (CysSH/Cys aranyok) jraszuszpendaltuk, majd 10 masodpercig, folyamatosan jégen tartva
ultrahanggal szonikaltuk. Az abran az egészséges és a meszesedett aortabillentyiik Cys, CSSC, HCys, cisztationin,
lantionin szintjeit és a fehérje CysSH/Cys aranyat mutattuk be. A méréseket LC-MS/MS mddszer alkalmazasaval
végezték a Budapesti Onkologiai Intézetben. A statisztikai kiértékelések Student-féle t-probaval késziiltek, és 6t
fiiggetlen mérés atlagértékeként abrazoltuk. Ns: nem szignifikans; *p<0,05.

57



Ezek az eredmények egylittesen arra utalnak, hogy a CSE enzim miikodoképes a CAVD-
betegek aortabillentyliiben. Erre a megfigyelésre alapozva feltételeztiik, hogy a kalcifikalt
aortabillentylikben, a biologiailag hozzéaférheté kénhidrogén alacsonyabb szintje, fokozott
CSE-expresszid mellett, a H,S megndvekedett metabolikus fluxusanak a kovetkezménye. Ezért
megvizsgaltuk az SQR, ETHEI1, SO ¢és TST fehérjék expressziojat, amelyek a H»S
mitokondrialis katabolizmuséban részt vevd kulcsfontossagu enzimek. Amint azt a 16. dbra
mutatja, ezen enzimek expresszidja szignifikansan magasabb volt a CAVD-betegek
meszesedett aortabillentyliiben, mint az egészséges aortabillentyiikben, ami valdoban a
kénhidrogén katabolizmus megnovekedett sebességére utal. Ez megmagyarazhatja a
megemelkedett CSE expresszid mellett megfigyelt, alacsonyabb bioldgiailag hozzaférhetd

kénhidrogén szinteket.
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16. abra: A HxS-anyagcserében részt vevé mitokondrialis enzimek felregulalodnak a human kalcifikalt
aortabillentyiikben. A human egészséges (HAV) (N=4) és a kalcifikalt aortabillentytliket (CAV) (N=5) kriogén
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modon poritottuk, majd lizispuffer hasznalataval lizaltuk a szoveteket. Ezt kdvetéen haromszor 5 masodperces
ultrahangos kezelést végeztiink, mikozben a mintakat folyamatosan jégen tartottuk. A human egészséges (N=4) és
a kalcifikalt aortabillentytikben (N=5, a) a GAPDH-ra normalizalt SQR, ETHEI, SO és TST enzimfehérjék
expressziojat Western blot modszerrel hataroztuk meg. A Western blotok kvantitativ elemzését ImagelJ szoftverrel
végeztik. A denzitometralasi eredményeket Student-féle t-probaval értékeltik ki, és ot fiiggetlen mérés
atlagértékeként abrazoltuk. *p<0,05; **p<0,01.

Ezek az enzimek a cisztein-perszulfid metabolizmusaban is részt vesznek [134, 139],
ezért a transzperszulfidacios reakciokat figyelembe véve megmeértiik a fehérje perszulfidacio
szintjét az egészséges ¢és a kalcifikalt aortabillentyiikben. Amint azt a 15. abran bemutattuk,
nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a fehérjék perszulfidaciés (CysSH/Cys%) szintjei
tekintetében az egészséges ¢s kalcifikalt aortabillentylik kozott.

Mivel a vaszkularis kalcifikdcio egyik legerdsebb ismert induktora a megemelkedett
szérum foszfatszint [34, 138, 140], ezért megvizsgaltuk, hogy a VIC-ek tulzott
foszfatexpozicidja megvaltoztatja-e, a H>S oxidacidjaban szerepet jatszo mitokondrilis
enzimek expresszidjat. Fontos, hogy a foszfatban gazdag médiumban tenyésztett egészséges
VIC sejtek fokozott SQR, ETHE1, SO ¢és TST expressziot mutattak. Ezek az eredmények,
valamint az a megfigyelés, hogy a kontroll koriilményekhez képest a 14 napig magas
foszfattartalmu tapfolyadékban tenyésztett HAV-VIC sejtek fokozott CSE-expressziot és
alacsonyabb H»S szintet mutattak (13. abra; B és C panelek, 14. abra B és C panelek), arra utal,

hogy a nagy foszfat expozicié valoban magasabb szulfid-fluxust indukal.
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17. abra: Az egészséges aortabillentyiik intersticialis sejtjeiben, a kalcifikaciot kivalté ingerek hatasara
fokozédik az SQR, ETHEL, SO és TST enzimek expresszidéja. Az egészséges aortabillentyiikbél (HAV-VIC)
izolalt intersticialis sejteket ndvekedési médiumban, vagy 2,5 mmol/L szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-
kloridot tartalmazé kalcifikacios médiumban tenyésztettiik 5 napig, és minden masodik napon cseréltik a
tapfolyadékot. A kontroll és a kalcifikalt sejtlizatumokbol a GAPDH-ra normalizalt SQR, ETHE1L, SO és TST
fehérjék expresszids profiljat Western blot modszerrel hataroztuk meg (N=4). Az SQR, ETHEI, SO és TST
Western blotok kvantitativ elemzését Imagel] szoftverrel elemeztiik ki (N=4). A kapott denzitometralasi
eredményeket Student-féle t-probaval értékeltiik ki, és négy fliggetlen mérés atlagértékeként abrazoltuk. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

5.13 A mitokondrialis kénhidrogén donor giatolja a magas foszfatszint altal kivaltott

kalcifikaciot a human aortabillentyii intersticialis sejtekben

A mitokondriumot célzé H>S donorok [125, 141] egy 0j modszert kinalnak annak
tesztelésére, hogy a mitokondriumokban helyreéllitott kénhidrogén szint megakadalyozhatja-e
a VIC sejtek oszteoblaszt fenotipussa torténd transzdifferencialodasat. A CAVD-betegekbdl
szdrmazé aortabillentyll intersticialis sejteket, nagy foszfat koncentraciéji médiumban, AP39
vegyiilettel kezeltiik, ami egy specifikus, a mitokondriumot célz6, kénhidrogént felszabaditod
donor molekula, és vizsgaltuk a kalcifikaciora gyakorolt hatasat. Amint az varhat6 volt, a nagy
fosztatkoncentracié mellett, a VIC sejtek, oszteoblaszt fenotipus valtdsa beindult, amit a
kalctum felhalmozodéasa is tiikkroz a sejtek extracellularis matrixaban. A VIC sejtek
mitokondriumait célz6 kénhidrogén kezelés, AP39 donor alkalmazasaval, jelentdsen
csokkentette az extracellularis kalcium felhalmozodasat, amit az Alizarin Red S festések és a
kozvetlen kalctummeérések is mutattak (18. dbra; A panel), megerdsitve ezzel a mitokondrialis

H>S metabolizmus kulcsszerepét az aortabillentytli integritasanak fenntartasaban.
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18. abra: A mitokondriumokat célzé6 H2S donor megakadalyozza a human, kalcifikalt aortabillentyiib6l
szarmazé intersticidlis sejtek tovabbi mineralizaciojat. A kalcifikalt aortabillentylikbol izolalt intersticialis
sejteket (CAV-VIC) ndvekedési médiumban, vagy 2,5 mmol/L szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-kloridot
tartalmazé kalcifikaciés médiumban tenyésztettilk 6t napig, minden masodik nap cserélve a tapfolyadékot. A
kénhidrogén donor molekuldk hatasanak vizsgalatahoz a kalcifikacios tapfolyadékot kiegészitettiik [(10-oxo-10-
(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5yl) phenoxy)decyl) triphenylphosphonium bromide]-al (AP39) (5 nmol/L) vagy
natrium-hidrogén-szulfiddal (NaSH) (5 nmol/L; 25 umol/L) (A és B panelek). Az A panelen a CAV-VIC sejtek
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Alizarin Red S festéseit és a fehérjére normalizalt extracellularis kalciumtartalmat mutattuk be (n=5). Az Alizarin
Red S festések kvantitativ elemzését Imagel szoftverrel végeztiik (n=5). A B panelen sszehasonlitottuk a specialis
mitokondriumban haté6 AP39 és a citoplazméaban haté NaSH kénhidrogén donormolekuldk kalcifikaciot gatld
hatasat. Alizarin Red S festéseket készitettiink és meghataroztuk a kezelések utan a sejtek extracellularis kalcium
tartalmat. Az eredményeket egyszempontos variancia analizissel, kiegészitve Bonferroni t6bbszords

Osszehasonlitod utd teszttel elemeztiik ki, és 6t egymastol fiiggetlen kisérlet atlagértékeként abrazoltuk. Ns: nem
szignifikans; **p<0,01; ***p<0,001.

Kisérleteinkben a citoplazmatikus kénhidrogén hatasainak kizarasdra NaSH-t (altalanos
H>S donor) alkalmaztunk, €s Osszehasonlitottuk az AP39-el. Amint az 1. kiegészité abran
lathato, a CAV-VIC sejtekben az AP39 optimalis koncentracidja a magas foszfattartalom altal
kivaltott kalcifikacio gatlasaban 5 nmol/L volt. Ezzel szemben a NaSH nem befolyasolta a VIC
sejtek meszesedését ugyanebben a koncentracioban (1. kiegészitd abra). Az AP39 molekulanak
5 nmol/L koncentracidban kifejtett, kalcifikaciot gatlo hatasat a NaSH esetében 25 umol/L d6zis
alkalmazaséval értiik el (18. dbra és 2. kiegészitd abra). Ha 6sszehasonlitottuk az AP39 és a
NaSH hatékonysagat a kalcifikacid gatlasaban, az AP39 59,8 + 8%-kal bizonyult
hatékonyabbnak, 5000-szer kisebb koncentracidé mellett, mint a NaSH (18. abra).
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1. Kiegészité6 abra: A mitokondriumot célz6 AP39 kénhidrogén donor molekula doézisfiiggé moédon,
hatékonyabban gatolja a kalcifikaciét, mint a citoplazmatikus NaSH. A kalcifikalt aortabillentylikb6l izolalt
intersticialis sejteket (CAV-VIC) novekedési médiumban, vagy 2,5 mmol/L szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L
kalcium-kloridot tartalmazoé kalcifikdciés médiumban tenyésztettiik 6t napig, minden masodik nap cserélve a
tapfolyadékot. A kénhidrogén donor molekulak hatasanak vizsgalatdhoz, a kalcifikacios tapfolyadékot kiilonb6zo
dozisokban kiegészitettiik (500 pmol/L; 1 nmol/L; 5 nmol/L; 10 nmol/L; 25 nmol/L; 50 nmol/L) AP39-el [(10-
0x0-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5yl) phenoxy)decyl) triphenylphosphonium bromide] vagy natrium-hidrogén-
szulfiddal (NaSH). Az A - C paneleken az extracelluldris kalcium felhalmozodasat abrazoltuk. Alizarin Red S
festéssel igazoltuk az AP39 (A panel, felsd sor) és a NaSH (A panel, also6 sor) kalcifikaciora kifejtett hatasat. Az
AP39 dozisfiiggd modon gatolta a kalcifikalt aortabillentyiikbdl szarmazo intersticialis sejtek extracellularis
matrixaban a kalcium depozitumok felhalmozddasat 1 nmol/L; 5 nmol/L és 10 nmol/L-es koncentraciokban, amit
az Alizarin Red S festések kvantalasaval (B panel bal oldal) és az extracellularis kalcium koncentraci6 kvantitativ
mérésével (B panel jobb oldal) is igazoltunk. Ugyanezekben a dozisokban alkalmazott NaSH-ot 0sszehasonlitva

az AP39-el azt az eredményt kaptuk, hogy nem volt hatasa a valvularis intersticialis sejtek mineralizaciojara (C
panel).
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2. Kiegészitd abra: Az NaSH, a kénhidrogént gyorsan kibocsaté donor molekula, dézisfiiggé médon
csokkentette az aortabillentyiib6l szarmazé valvularis intersticidlis sejtek mineralizaciojat. A kalcifikalt
aortabillentylikbdl izolalt intersticialis sejteket (CAV-VIC) ndvekedési médiumban, vagy 2,5 mmol/L szervetlen
foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-kloridot tartalmazé kalcifikdcios médiumban tenyésztettilk 6t napig, minden
masodik nap cserélve a tapfolyadékot. A kénhidrogént gyorsan felszabadito donor molekula hatdsanak
vizsgalatdhoz, a kalcifikdcios tapfolyadékot kiilonbozd dozisokban kiegészitettik (500 nmol/L; 1 pumol/L; 5
pmol/L; 10 umol/L; 25 pmol/L; 50 pmol/L; 100 pmol/L) NaSH-al. Az A panelen Alizarin Red S festéssel igazoltuk
a kalcifikaciot gatlo hatast. A B panel, bal oldalan az Alizarin Red S festések kvantalasat szemléltettiik, melyet
Imagel szoftver alkalmazasaval szamitottunk ki. Az extracellularis kalcium koncentraciok mérési eredményeit a
B panel jobb aldalan abrazoltuk. Az eredmények alapjan a leghatasosabbnak a 25 pmol/L doézisban alkalmazott
NaSH bizonyult.

5.14 A mitokondrialis kénhidrogén donor gatolja a magas foszfatszint altal kivaltott

gyulladast a human aortabillentyii intersticialis sejtjeiben

Mivel a kalcifikécio és a gyulladas folyamata 6sszefiigg a CAVD patogenezisében [1,
16, 69], ezért megvizsgaltuk, hogy az AP39 mitokondridlis H2S donor molekula befolyésolja-e
a VIC sejtek gyulladasat. Ahogy az varhato volt, a gyulladasos citokinek, mint az IL-1f és a
TNF-a expresszidja, transzkripciés ¢€s transzlaciés szinten egyardnt, szignifikdnsan
megemelkedett, a kalcifikacios médiumban tartott human intersticidlis sejtekben (19. dbra; A—
C panelig). Azonban a sejtek AP39-el tortént kezelése jelentdsen csokkentette a magas
foszfatszint miatt megemelkedett proinflammatorikus citokinek szintjét (19. abra; A-C
panelig). A specifikus, mitokondriumot célzd6 H>S donor gyulladasgatlé hatdsanak tovabbi
igazolasara, immunfluoreszcens festéseket is végeztiink kalcifikéciora (Osteosense), valamint
IL-1PB és TNF-a gyulladasos citokinekre. Az immunfluoreszcens festések vizualizdlasa STED-
CW nanoszkdp technologia alkalmazasaval tortént. A 19. abra; C paneljén lathatd, hogy a
sejteket magas foszfat tartalmi médiumban tenyésztettiik, és a kalcium felhalmozddasa az
extracellularis matrixban jelentdsen megemelkedett, amit az IL-1p és a TNF-a erds festodése
kisért. A kiértékelés sordn egyértelmiivé valt, hogy az AP39 kezelés szignifikansan gatolta a
kalcium felhalmozodasat az extracellularis matrixban, és megakadalyozta az IL-1p és a TNF-a

expressziojat (19. dbra C panel).
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19. abra: A mitokondriumot célzé H>S donor gatolja az aortabillentyii intersticiilis sejtek gyulladasat. Az
egészséges aortabillentylikbol izolalt intersticialis sejteket (HAV-VIC) ndvekedési médiumban, vagy 2,5 mmol/L
szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-kloridot tartalmazo kalcifikacios médiumban tenyésztettiik 6t napig,
magaban vagy kiegészitve 5 nmol/L AP39-el [(10-oxo0-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5yl) phenoxy)decyl)
triphenylphosphonium bromide]. A kezelé oldatokat minden masodik nap frissre cseréltiik. Az A panelen a
proinflammatorikus citokinek, az IL-1p (bal oldali panel) és a TNF-a (jobb oldali panel) relativ génexpressziojat
mutattuk HAV-VIC sejtekben, amelyek elemzéséhez Real-Time qPCR (n=3) moddszert hasznaltunk. A B panelen
a GAPDH-ra normalizalt, IL-1B, a TNF-a citokinek fehérje expresszios profiljat abrazoltuk HAV-VIC sejtekben,
melyet Western blot modszer segitségével hataroztunk meg. Az IL-1 és a TNF-a optikai denzitds mennyiségi
meghatarozasat Imagel szoftverrel szamitottuk ki. A C panelen, fed6lemezeken tenyésztettilk a HAV-VIC sejteket
novekedési médiumban, 2,5 mmol/L szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-kloridot tartalmazo kalcifikacios
médiumban dnmagaban vagy kiegészitve 5 nmol/L AP39 kénhidrogént felszabadité vegyiilettel, 5 napig. A sejtek
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magi DNS-¢ét Hoechst 33258-al (kék szin), az IL-1B-t Alexa Fluor 488 masodlagos antitesttel (zold szin), mig a
TNF-a-t szintén Alexa Fluor 488 masodlagos antitesttel (z6ld szin) és a kialakult hidroxiapatit kristalyokat
Osteosense fluoreszcens probaval (piros) festettilk meg. Az eredményekrél késziilt képek Leica TCS SP8 kapuzott
STED-CW nanoszkdpiaval késziiltek. A fotokat Huygens Professional szoftverrel dekonvolvaltuk. Az IL-13, TNF-
a €s az Osteosense festések szinintenzitasat ImagelJ szoftverrel szamitottuk ki. Az abrakon egy-egy kivalasztott
reprezentativ, 50 pm-es felbontasu képet mutattunk (n=5). Az eredményeket egyszempontos variancia analizissel,
kiegészitve Bonferroni tobbszords dsszehasonlitd utd teszttel elemeztiik ki, és 6t egymastol fiiggetlen kisérlet
atlagértékeként abrazoltuk. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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3. Kiegészit6 abra: A mésodlagos antitest kontrollok immunfluoreszcens festései.
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6. MEGBESZELES

Ez a tanulmany az els6, amely ravilagit az NF-kB és a RUNX2, mint a gyulladas ¢és a
valvularis mineralizacié kozotti kapcsolatra, és bemutatja, hogy a kénhidrogén hogyan
szabalyozza a proinflammatorikus citokinek expressziojat, majd ezt kovetden megakadalyozza
az aortabillentyli meszesedésének tovabbi progresszidjat. A CAVD-ben a meszesedés mellett a
gyulladés egy fontos patoldgias folyamat, ami az érintett aortabillentyli szovet heterogenitasat
eredményezi. A szovet mineralizacios allapotanak megkiilonboztetésében a meszes és nem
meszes teriiletek aranya ad tampontot [38, 39, 66, 142]. A CAVD egy aktiv, sejt- ¢s molekularis
szinten egyarant jol szabalyozott gyulladdsos betegség. Ahogy azt a National Heart Lung and
Blood Institute [1] és mas kutatocsoportok kimutattdk [10, 16, 21, 39, 55, 67, 143, 144], a
gyulladds egy kritikus inicidcidos tényezd a szivbillentyli betegségek kialakuldsaban.
Megjegyzendd, hogy a specifikus molekuldris- €s biokémiai mechanizmusok, azonban mind a
mai napig, nem teljesen ismertek.

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a RUNX2 oszteogén transzkripcids faktor
kulcsfontossagl szerepet jatszik a sziv- és érrendszeri meszesedésekben, beleértve a CAVD-t
is [1, 118, 137, 145, 146]. Példéaul az intracellularis foszfatszint emelkedése eldsegiti a RUNX2
RUNX2 upregulacidja egy maladaptiv valasz az érrendszer sériilése sordn, urémias
kornyezetben ¢€s hiperglikémias [147] koriilmények kozott, €s ez potencidlis terapias célpont
lehet az erek mineralizacidjaban [148]. Munkacsoportunk [118, 137] és masok [55, 146, 147]
korabbi vizsgélataikban kimutattdk a RUNX2-t a szivbillentyliszovetet alkotd intersticidlis
sejtek magjaban, amely az oszteoblaszt irdnyu fenotipus valtas egyik korai jele.

Megfigyeltiik, hogy a kénhidrogén CSE ¢és a CBS enzimek altal torténé endogén
termelése, valamint a H>S-t felszabadit6 donor molekulak, mint példdul az AP72 alkalmazasa,
gatolja az aortabillentyli meszesedés kialakulasat ApoE™" egerekben, és a megakadalyozza a
huméan  szivbillentyli intersticidlis  sejtek  oszteoblaszt-szerli  sejtekké  torténd
transzdifferencialodéasat [118]. Harom kiilonb6z6 meszesedést gatld utvonalat figyeltiik meg,
melyek szabalyozasan keresztiil a kénhidrogén kifejtheti hatasat: 1. gatolja a RUNX2 nukleéris
pirofoszfat, mint anti-kalcifikacios vegyiilet képzddését. Ezek a korabbi tanulméanyok és
eredményeink arra késztetnek benniinket, hogy megvizsgaljuk, a HoS gyulladas csokkentd
hatasa hozzajarulhat-e az aortabillentyli mineralizacidjanak gatlasahoz, és ez a mechanizmus a

RUNX2 szabalyozasan keresztiil torténik-e az intersticialis sejtekben.
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Az AP72 kivalé vizoldékonysaggal és lassi HaS-termeléssel rendelkezd donor
molekula, 6sszehasonlitva a szulfidot gyorsan kibocsato vegytiletekkel, mint példaul a Na,S ¢és
a NaSH [101-103]. Egyre inkabb felismerik a tényt, hogy a kénhidrogént lassan felszabaditd
donorok potencidlisan jobban utdnozzak az endogén H>S pufferrendszer hatasait, mivel
alacsony szulfidszintjliket lassan generaljak [101, 102, 136]. Ezért kisérleteinkhez AP72
vegyiiletet hasznaltuk. Fontos eredmény, hogy a H>S exogén uton torténd beaddsa megsziintette
az ApoE™" egerek aortabillentyiiiben, a magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott gyulladasat,
amelyet a TNF-a és IL-1P szintek csokkenése tiikroz (5. abra). Ennek megfeleléen a magas
foszfat expozicio altal kivaltott TNF-a és IL-1B szintek emelkedése csokkent a humén
szivbillenty intersticialis sejtekben AP72-vel tortént kezelés utan. Annak vizsgalatara, hogy az
endogén kénhidrogén termelésnek van-e gyulladascsokkentd hatdsa, géncsendesitéssel
mérsékeltik a CSE és a CBS gének aktivitdsat. Mivel a CSE/CBS expresszio kozotti
kolcsonhatast Nandi és Mishra tarta fel, bizonyitva, hogy a CBS hianya felszabalyozza a CSE
fehérjeszinteket [149], kettdés géncsendesitést alkalmaztunk. Az endogén H)S termelés
csOkkentése fokozta a TNF-a és az IL-1P szintjének foszfat altal kivaltott emelkedését a
szivbillentyli intersticidlis sejtjeiben. Ez az eredmény egyértelmiien jelzi az endogén
kénhidrogén termelés altal a gyulladas szabéalyozasat.

A proinflammatorikus citokinek, az IL-1p és a TNF-a expresszidjat az NF-kB nukleéris
transzlokacidja szabalyozza [64]. Nemrég kidertilt, hogy az NF-kB aktivalodasat a kénhidrogén
gatolja [65]. Ez a tanulmény arra késztetett benniinket, hogy megvizsgaljuk, hogy a gyulladas
¢és a meszesedés Osszefiigg-e a {0 szabalyozo transzkripcids faktorok, az NF-kB és a RUNX2
szintjén. A fenti megallapitasokat megerdsitve, az AP72 megakadalyozta az NF-xB
sejtekben (7. abra). Azt is megfigyeltiik, hogy a RUNX2 aktivalodasat gatolja a HoS [118]. Ezért
az NF-xB aktivitasat géncsendesitéssel, valamint farmakologiai inhibitor alkalmazasaval
korlatoztuk, majd a RUNX2 aktivalodasat nyomon kovettiik a foszfat kezelésnek kitett
szivbillentyli intersticilis sejtekben. Fontos eredmény, hogy a foszfat nem indukélta a RUNX2
gyulladéast eldsegitdé és az oszteogén jelatviteli Utvonalak kozott. Az eredményeink
megerdsitésére in vivo kisérleteket végeztiink és kimutattuk, hogy az NF-kB és a RUNX2
expresszidja az aortabillentyii meszesedése soran az ApoE”" egerekben megnétt, azonban a
kénhidrogén terapia mindkét transzkripcios faktor szintjét jelentdsen csokkentette (9. abra). Az
aortabillentyli meszesedésének progresszidja soran, erds kolokalizaciot figyeltiink meg az NF-

kB és a RUNX2 kozott a perinukledris régioban €s a sejtmagokban az intersticialis sejtekben
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(9. ébra). Vizsgalatunk tehat azt sugallja, hogy a RUNX2, kénhidrogén (CSE/CBS) altali
szabalyozasa az NF-kB-n keresztiil torténik, ami anti-kalcifikaciot eredményez, és ezaltal
kapcsolatot teremt a gyulladas és a mineralizacio kozott a CAVD-ben.

Elsoként mutattuk be a CAVD-betegek aortabillentyiiibdl izolalt intersticialis sejtek
kénhidrogén szintjének metabolikus szabalyozasa €s a mineralizaci6 folyamata kozotti
kapcsolatot. Hipotézisiinket arra alapoztuk, hogy az egészséges aortabillentylikhdz képest, a
CAVD-betegek aortabillentytiiben szignifikdnsan alacsonyabb kénhidrogén szinteket
mutattunk ki, melyhez a H>S-t generdlé CSE enzim (10. dbra C panel), valamint az
oxidaciojaban részt vevd mitokondrialis enzimek (16. dbra) magasabb expresszidja tarsult.
Ennek megfelelen az egészséges human aortabillentyiikbol izolalt VIC sejtek, a kalcifikacios
miliében utdnozzdk a patologids allapotra jellemzd transzszulfuracidés enzimek expresszids
profiljat, azaz a CSE megndvekedett expressziojat (13. dbra B panel), valamint a mitokondrialis
kénhidrogén oxidéacié kulcsenzimeinek, az SQR, az ETHEI, az SO és a TST emelkedett
szintjeit (17. abra). Feltételezziik, hogy a CAVD aortabillentyilikben, és a beldliik izolalt VIC
sejtekben megfigyelt, alacsonyabb bioldgiailag hozzaférhetd HoS szintek (13. abra C panel), a
kalcifikaciés kornyezet altal kivaltott, ¢és megndvekedett mitokondridlis kénhidrogén
fogyasztasi ratanak a kovetkezménye.

A H>S megndvekedett mitokondridlis katabolizmusa megmagyardzhatja az altalunk
megfigyelt alacsonyabb, biologiailag hozzaférheté H.S-szinteket, azonban ismert, hogy ezt a
jelenséget mas mechanizmusok is okozhatjdk. A CSE megemelkedett expresszidja nem
feltétleniil jar egyiitt a HoS-termelés sebességének az emelkedésével a kalcifikalt
aortabillentylikben. Szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CSE enzim képes
foszforilalodni a Ser377 aminosavon, €s ez az enzim aktivitasanak csokkenéséhez vezethet
[150]. Mindazondltal az egészséges szovetekhez képest, a CAVD-betegek aortabillentyliiben
megfigyelt emelkedett lantionin szint arra utalt, hogy a CSE enzim aktiv, és a H2S-képzddés
mértéke akar meg is emelkedhet a CAVD-ben (15. abra).

A masik fontos, endogén kénhidrogén termeld enzim, a CBS megvaltozott expresszidja
Ujabb magyarazatot adna a CAVD-ben tapasztalhatd alacsony bioldgiailag hozzaférheté HoS
szintekre. Azonban immunhisztokémiai és Western blot analizisekkel kimutattuk, hogy a CBS
expresszioja a kalcifikalt aortabillentylikben hasonld volt az egészséges aortabillentyiiben
megfigyelthez (11. dbra). Ez az eredmény arra utal, hogy a CAVD-ben kimutatott alacsonyabb

bioldgiailag hozzaférhetd HaS szintek nincsenek dsszefliggésben a CBS miikodéseével.
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A H»S egy fontos jelatviteli molekula, amely az elmult években egyre nagyobb
figyelmet kapott a sziv- és érrendszerben betdltott sokoldalu funkcidi miatt [111, 112, 151].
Laboratériumunk korabban a kénhidrogénrdl kimutatta, hogy a CSE altali endogén termelésén
¢s az exogén modon beadott kénhidrogént felszabaditdé donor molekuldkon keresztiil, egyrészt
gatolja az aortabillenty(i meszesedését ApoE”~ egerekben, masrészt gatolja a humén valvularis
intersticialis sejtek és a vaszkularis simaizomsejtek oszteoblaszt iranyt transzdifferencialodéasat
[117,118].

A cisztein perszulfidacio ¢és a mitokondrialis elektrontranszport lanc feltételezett
kolcsonhatdsai miatt, a kénhidrogén katabolizmusa sordn aktivalddé enzimek, koztiik az SQR,
ETHEI1, SO és TST expresszioi fokozddhatnak a perszulfidok/poliszulfidok metabolizmusa
soran is [134, 139]. Ugyanakkor a H>S képzddése indukalhatja is a perszulfidok/poliszulfidok
megemelkedett szintjét vagy metabolizmusat [152-157]. Azt is meg kell jegyezni, hogy a
reaktiv kénformak (beleértve a HaS-t is) mérésére jelenleg rendelkezésre allo legkorszeriibb
detektalasi mddszerek, mesterségesen modosithatjak azok fajlagossagat [154, 155]. Ezért
nagyon nehéz megkiilonboztetni, hogy a megfigyelt bioldgiai hatast a kénhidrogén vagy a
perszulfidok/poliszulfidok kozvetitik. Ennek ellenére megmértik a teljes fehérje
perszulfidacids szintjét az egészséges €s a kalcifikélt aortabillentylikben. A vizsgalat sordn
valtozatlan fehérje CysSH/Cys% perszulfid szinteket figyeltiink meg, amelyek a fent emlitett
detektalasi problémak miatt, nem zarjak ki a perszulfidok szerepét, ugyanakkor nem tdmasztjak
ala a kénhidrogén kozvetlen szerepét sem a vizsgalati rendszereinkben (15. abra).

A proinflammatorikus citokinek, mint az IL-1B és a TNF-o fokozott expresszidja
Osszefliggésben all a CAVD-el, ezért a gyulladas a betegség egyik legfébb ismertetdjele [1, 16,
66, 68]). A CAVD egy aktiv, komplex, oszteogén folyamat, melynek kialakuldsaban és
progresszidjaban a gyulladas koézponti szerepet jatszik. Ezek az ismeretek arra késztettek
benniinket, hogy tanulmanyozzuk az IL-1P és a TNF-a huméan VIC sejtekre kifejtett hatasat,
kalcifikacios koriilmények kozott. Amint azt kordbban feltartuk, mind az IL-1p, mind a TNF-a
eldsegitette a huméan VIC sejtek meszesedését, fiiggetleniil a sejtek eredetétdl, pontosabban
attol, hogy egészséges személyek vagy CAVD-betegek aortabillenty(iibdl szarmaznak (11.
abra). Ugyan a sejtek eredetétdl fiiggden, jelentds kiilonbségek vannak a sejtes valaszok
mértékét és idStartamat illetden, amit a kalcifikdcid erdssége és a gyulladasos citokinek
termelése is tiikroz, ezeknek a valaszoknak a végsd iranya ugyanaz volt mindkét allapotban (11.
abra). A kalcifikacié progresszidja gyorsabb volt, az IL-1B és a TNF-a szintézise pedig
kifejezettebb a CAVD-betegek intersticidlis sejtjeiben (11. abra), ami a beteg aortabillentyiik
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kalcifikacios kornyezetének, €és ezaltal o6roklott oszteoblaszt fenotipusu elkotelezettségiiknek
tulajdonithato.

Lagoutte és munkatérsai bizonyitottdk, hogy a kénhidrogén jelentds szerepet jatszik az
emldssejtek bioenergetikajaban a mitokondrialis elektrontranszport lanc stimulalasaval [93]. A
mitokondriumot c€lzd6 H»S donorral, az AP39-el végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy
jotékony hatast gyakorol a sejtek bioenergetikai paramétereire [125, 141]. Ezért megvizsgaltuk,
hogy a kénhidrogén szintek mitokondriumokban torténd helyreéllitasa, specifikus,
mitokondriumot célz6 szulfid donorral, szabalyozza-e a VIC sejtek kalcifikaciojat. Az AP39
molekuldnak a VIC sejtekben megfigyelt kalcifikaciot gatld hatasa, aldtamasztja a
mitokondrialis kénhidrogén metabolizmus alapvetd szerepét az aortabillentyli integritasanak
megorzésében (18 - 19. dbra).

Vizsgélataink sordn a kénhidrogén mérések nem voltak specifikusak a
mitokondriumokra, ezért kisérleteket végeztiink NaSH-al (altalinos H>S donor) és
Osszehasonlitottuk az AP39-el, hogy kizarjuk a citoplazmatikus kénhidrogén hatasat a VIC
nmol/l dézisndl, ami az AP39 optimalis koncentracidja volt (18. &bra és az 1. kiegészitd abra).
Ha Gsszehasonlitottuk az AP39 és a NaSH hatékonysagat, azt talaltuk, hogy a mitokondriumot
célzd AP39 kénhidrogén donor, hatékonyabb volt 5000-szer alacsonyabb koncentracidban (18.

abra ¢s az 1. kiegészitd abra). Ez a megfigyelés azt jelzi, hogy a mitokondrialis kénhidrogén

crer

crer

amelyek a kalcifikacio és a gyulladas kozotti patofiziologiai Osszefiiggést mutatjadk a CAVD-
ben ([1, 16, 69, 158] (19. abra).

Fontos eredménylink, hogy az egészséges aortabillentylikbdl szdrmazo intersticialis
IL-1PB és TNF-a kezelés hatasara, szemben a CAVD-betegekbdl izolalt sejtekkel (12. dbra; A—
D panelig). A proinflammatorikus citokineknek ez az elényds tulajdonsdga a H>S
biogenezisével is Osszefliggésbe hozhat6, mivel mind az IL-1f3, mind a TNF-a fokozta a CSE
expressziojat, aminek eredményeként a kénhidrogén szintek ndvekedését figyeltiik meg (13.
abra B ¢és C panelek). Annak tesztelésére, hogy a CSE enzim altal termelt kénhidrogén felelds-
géncsendesitéssel csokkentettiik a CSE és a CBS enzimek expresszidjat. Szamos kiilonb6zo

bioldgiai rendszerben végzett vizsgéalat kimutatta, hogy a szulfid/perszulfid termeld aktivitast
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figyelembe véve a CSE és a CBS bizonyos mértékig kompenzalni tudjak egymast [86, 149,
159], ezért ezen enzimek kettdés géncsendesitését alkalmaztuk. Az endogén kénhidrogén
termelés csokkenése a meszesedést gatld hatdsok elvesztéséhez vezetett kalcifikacios
kornyezetben. Ez azt jelenti, hogy a CSE altal termelt kénhidrogén részt vett a VIC sejtek

A valvularis intersticidlis sejtekhez hasonldan, a CSE expresszidjat a TNF-a és az IL-
1B fokozhatja az érrendszer mas sejtjeiben is, beleértve a simaizomsejteket, az endotéliumot és
a makrofagokat. A CSE a vaszkularis patoldgidkban szerepet jatszo, biologiailag aktiv
molekuldkkal vagy koros anyagcseretermékekkel is indukalhatd, mint példaul az oxidalt LDL-
hez kapcsolddo peroxidok, az ateroszklerotikus plakk lipidek, valamint a hem vagy az oxidalt
hemoglobin [135]. Ezek az 0sszetevok a CAVD kialakuldsahoz is szorosan kapcsolodnak [1,
16] és hozzéjarulhatnak a CSE fokozott expressziojahoz az aortabillentyiikben.

Feltételezziik, hogy kalcifikécios kornyezetben [1, 16] a megndvekedett, mitokondridlis
katabolizmus sebessége miatt, az endogén kénhidrogén szint jelentésen lecsokken, ami
elésegiti a VIC sejtek meszesedését a CAVD-ben. Azonban a CSE enzim expresszidjanak
upreguldcioja fokozott kénhidrogén generdldssal jar, amely egy adaptiv, anti-kalcifikacios

védOmechanizmust biztosit a sejtek szamara.
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7. OSSZEFOGLALAS

Ismert tény, hogy a gyulladas kulcsszerepet jatszik a CAVD patogenezisében ¢és az NF-
kB transzkripcids faktor a gyulladas egyik kozponti szabalyozdja. A proinflammatoérikus
citokinek, mint az IL-1p és a TNF-a expresszioja szignifikansan megemelkedett a CAVD-ben
szenvedd betegek és zsirdus étrenden tartott ApoE”" egerek meszesedd aortabillentytiiben.
Munkacsoportunk korabban bemutatta, hogy a kénhidrogén gatolja a human aortabillentyliben
ameszesedést. Ezt igazoltak kisérleti eredményeink, ugyanis az endogén H>S-termel6 enzimek,
a CSE ¢és a CBS kettds géncsendesitése fokozta a mineralizaciot és a gyulladast a human
kalcifikalt aortabillentylibdl izolalt VIC sejtekben. Megvizsgaltuk, hogy a kénhidrogén az anti-
kalcifikacios hatasat, a gyulladas csokkentésén keresztiil fejti-e ki. Eredményeink alapjan, az
NF-«B transzkripcios faktor géncsendesitése vagy farmakologiai gatlasa megakadalyozta a
gatolta a VIC sejtek meszesedését.

Megfigyeltiik, hogy H»S-t felszabadit6 AP72 donor molekulaval tortént kezelés,
megakadalyozta az ApoE” egerek aortabillentyiiiben és human VIC sejtekben az NF-kB és a

Els6ként bizonyitottuk, hogy a RUNX2 kénhidrogén (CSE/CBS) altali szabalyozasa az
NF-kB-n keresztiil torténik, ami kapcsolatot teremt a gyulladés és a valvularis mineralizacid
kozott.

Feltartuk a human aortabillentylik H>S-szintjének metabolikus szabalyozasat. A CSE
enzim magasabb expresszioja ellenére, alacsonyabb bioldgiailag hozzaférhetd HoS és
magasabb IL-1pB és TNF-a szinteket mutattunk ki CAVD betegek aortabillentyliiben az
egészséges egyénekhez képest. Az eredmények tiikrében, elsdként elemeztik a H»S
mitokondrilis oxidaciojaban részt vevd enzimeket, koztiik a SQR, az ETHE1, az SO és a TST
szerepét a valvuléris mineralizacioban.

Bemutattuk az AP39, egy specifikus, a mitokondriumot célzo H>S-t kibocsatd donor
molekula, anti-kalcifikacids €s anti-inflammatorikus hatasat.

Az értekezés klinikai relevanciaja, hogy az altalunk vizsgalt kénhidrogént felszabadito
donor molekuldk hosszu felezési idejliek, igy a hatéanyagot lassan, szabalyozott mddon adjak
le, ezaltal biztositjak a fizioldgiasan toleralhaté kénhidrogén koncentraciot, igy a jovoben a

sziv- és érrendszeri megbetegedések kezelésében potencidlis gyogyszerjeloltekké valhatnak.
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8. SUMMARY

It is well known that inflammation plays a key role in the pathogenesis of CAVD, and
the NF-kB transcription factor is a central regulator of inflammation. The expression of
proinflammatory cytokines such as IL-1p and TNF-a is significantly elevated in the calcifying
aortic valves of patients with CAVD and in ApoE”" mice on a high-fat diet. Our research group
previously demonstrated that hydrogen sulfide (H»S) inhibits calcification in human aortic
valves. This was confirmed by our experimental results, as dual gene silencing of endogenous
H>S-producing enzymes, CSE and CBS, enhanced mineralization and inflammation in VIC
cells isolated from human calcified aortic valves. We investigated whether H2S exerts its anti-
calcification effects through the reduction of inflammation. Based on our results, silencing or
pharmacological inhibition of the NF-xB transcription factor prevented the nuclear
translocation of RUNX2, a transcription factor that regulates bone formation, thereby inhibiting
calcification in VIC cells.

We observed that treatment with the H>S-releasing donor molecule AP72 prevented the
nuclear translocation of NF-xB and RUNX2 in the aortic valves of ApoE” mice and human
VIC cells, resulting in a reduced cytokine response. For the first time, we demonstrated that the
regulation of RUNX2 by hydrogen sulfide (CSE/CBS) occurs via NF-kB, establishing a link
between inflammation and valvular mineralization.

We explored the metabolic regulation of H>S levels in human aortic valves. Despite the
higher expression of the CSE enzyme, we identified lower biologically available H>S and higher
levels of IL-1P and TNF-a in the aortic valves of CAVD patients compared to healthy donors.
We were the first to analyze the role of enzymes involved in the mitochondrial oxidation of
H>S, including SQR, ETHEI, SO, and TST in valvular mineralization.

We demonstrated the anti-calcification and anti-inflammatory effects of AP39, a specific
mitochondria-targeting H>S-releasing donor molecule.

The clinical relevance of the dissertation lies in the fact that the H>S-releasing donor
molecules we studied have a long half-life, thus providing the active substance in a slow and
controlled manner, ensuring physiologically tolerable H>S concentrations. Therefore, in the
future, they could become potential drug candidates for the treatment of cardiovascular

diseases.
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9. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEIL A JELOLT
SAJAT MEGALLAPITASALI:

A CSE/CBS éltal termelt H»S gétolja az aorta billentylibdl izolalt intersticialis sejtek gyulladasat

és meszesedését.

A HoS-t felszabaditdo donor molekuldk csokkentik az aorta billenty(ibol izolalt intersticilis

crer

A H>S megakadalyozza a gyulladés és a meszesedés kialakulaséat az apolipoprotein E hidnyos

egerek aortabillentylijében.

A H»S gatolja az NF-xB nuklearis transzlokacidjat €s az IL-1 és TNF-a expressziojat.

A RUNX2 aktivacidja és nukledris transzlokacioja az NF-«xB altal szabalyozott kalcifikaciot
kivalté miliében.

A gyulladéds és a mineralizaci6é folyamatat a két f6 transzkripcids faktorok, az NF-«xB és a

RUNX2 kapcsoljak dssze.

A CSE enzim magasabb expresszioja ellenére, alacsonyabb a bioldgiailag hozzaférhetd HaS és
magasabb az IL-1 és TNF-a szintje a CAVD-betegek aortabillentyii szovetében az egészséges
egyénekéhez képest.

Az egészséges humdan aorta billentylibdl izolalt VIC-ek utinozzak a human patoldgiat,
meszesedést kivaltd koriilmények kozott, mivel az emelkedett CSE-expresszio itt is alacsony

H>S-szinttel jar.

A H)S-katabolizmusban részt vevo mitokondrialis enzimek, koztiik a SQR, a ETHEL, a SO és
a TST expresszidja fokozottan szabalyozott a meszes aortabillentyli szovetekben, amely az

endogén H»S szintek csokkenéséhez vezet.

Hasonl6 fehérje expresszids mintdzatot mutattak a VIC-ek magas foszfat expoziciora adott

valaszként in vitro kisérletekben.

Egy specifikus, a mitokondrium bioenergetikajat javité H>S donor, csokkentette a gyulladast és

a kalcifikaciot a VIC-ben.

Mindkét proinflammatorikus citokin (IL-1B és a TNF-a) fokozta a meszesedést a meszes

aortabillentylikb6l szarmaz6d VIC-ben. Ezzel szemben az egészséges billentylibdl izolalt
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sejtekben a mechanizmus elején, atmenetileg gatoltdk a meszesedését, mely hatds a CSE-

indukcion és az endogén H»S-generalason keresztiil kdzvetitett.
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