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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ALP: alkalikus-foszfataz

BSA: bovine serum albumin

CKD: Chronic Kidney Disease; Kronikus vesebetegség
DMEM: Dulbecco-féle modositott sejttenyészté médium
DMSO: dimetil-szulfoxid

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat-dehidrogenaz
HA0SMC: human aorta simaizomsejtek

OCN: oszteokalcin

Osx: Sp7/Osterix

PBS: foszfat-pufferelt séoldat

PFA: paraformaldehid

Pi: inorganikus foszfat

Pit-1: natrium-dependens foszfat kotranszporter
Runx-2: Runt-related transcirption factor 2

TRIS: trisz-(hidroximetil)-aminometan

VSMC: vaszkuléris simaizomsejt

PHI: prolil-hidroxilaz inhibitor

HIF: hipoxia indukalta faktor

Hsp70: hésokk fehérje 70

Hsp90: hésokk fehérje 90

EPO: eritropoietin

LDL.: alacsony stirtiségii lipoprotein

ESRD: End-stage renal disease; végstadiumu veseelégtelenség
BMP-2: Bone Morphogenetic Protein 2

Msx2: Msh Homeobox 2

ACTA-2: Smooth muscle alpha-actin 2

TAGLN: transzgelin

MGP: Matrix-Gla protein



Ppi: pirofoszfat

EV: extracellularis vezikula

CREB: cAMP-response Element Binding Protein
GSH: glutation

SOD: szuperoxid dizmutaz

KLF-5: Krueppel-like faktor 5

ZnClz: cink-klorid

VHL.: von Hippel-Lindau fehérje



1. BEVEZETES

A kardiovaszkularis megbetegedések vilagszerte a haldlozasok egyharmadaért feleldsek,
melyben a vaszkularis kalcifikacionak is, mint fiiggetlen rizikotényezonek jelentds szerepe van.
A kronikus veseelégtelenségben (chronic kidney disease, CKD) szenvedd betegeknél a
vaszkularis kalcifikacio és az anémia elsérendli komplikacioként jelentkeznek, melyek
prevencidja és terapidja napjainkban is komoly kihivast jelentenek a klinikusok szdmara. A
vaszkularis kalcifikdcio patogenezisében a vaszkuldris simaizomsejtek elveszitik a
fenotipusukra jellemz6 markereiket és ezzel egyidoben oszteogén fehérjéket expresszalnak,
melynek eredményeként az extracellularis matrixban kalcium- és foszfat tartalmu hidroxiapatit
kristalyokat halmoznak fel.

eritropoetint (EPO) alkalmazzak, melynek alternativai lehetnek a prolil-hidroxilaz inhibitorok
(PHI-k). A PHI-k biztositjak, hogy a hipoxia indukalta faktorok (HIF-ek) normoxias
koriilmények kozott aktivak legyenek, biztositva ezzel a folyamatos endogén EPO szintézist. A
tartdos ¢és folyamatos HIF aktivacié kovetkeztében azonban fokozodik a vaszkularis
szérum foszfat (Pi) szintje alapvetéen induktora a kalcifikacids folyamatnak, igy a PHI-k
alkalmazasa tovabb fokozhatja a vaszkularis kalcifikaciot. Munkdnk sorén azt vizsgaltuk, hogy
a PHI (Roxadustat) hogyan befolyasolja a vaszkularis simaizomsejtek magas Pi indukalt
A cink az esszencidlis nyomelemek k6zé tartozik, melynek hidnya hozzajarul szdmos betegség
kialakulasahoz, beleértve a kardiovaszkularis megbetegedéseket is. Munkank soran vizsgaltuk,
hogy a cinknek milyen szerepe van a PHI altal fokozott magas Pi indukalt vaszkularis

kalcifikacioban human aorta simaizomsejteken. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a

crer

crer

gyogyszer-jelolt molekulanak, a BGP-15-nek, melyrél ismert, hogy aktivalja a hdsokk protein
70 (Hsp70) antikalcifikacios dajkafehérjét. Munkank soran vizsgaltuk, hogy a BGP-15-nek

milyen hatasa van a human aorta simaizomsejtek magas gliikoz és/vagy magas Pi-indukalt

------

crer



2. IRODALMI ATTEKINTES

A fejlett orszagokban a sziv-és érrendszeri megbetegedések és szovodményeik a vezetd
halalokok kozé sorolhatok [1]. Az érbetegségek kialakuldsat és progresszidjat, elsésorban az
endothél sejtek diszfunkcioja és aktivacidja, az alacsony siriségii lipoprotein (low density
lipoprotein, LDL) oxidativ mddosulasa és a simaizomsejtek kalcifikacidja nagymértékben

meghatarozza.

2.1. Vaszkularis kalcifikdcio

A vaszkularis kalcifikacio fontos szerepet jatszik az érelmeszesedés (atherosclerosis), a CKD,
a diabetes mellitus, és szamos kardiovaszkularis megbetegedés patogenezisében ugy, mint a
miokardialis infarktus [2, 3, 4], és koszortGér betegség [5]. A vaszkularis kalcifikacio hossza
¢vek alatt progresszivan kialakuld betegség, amely nagy hasonlosdgot mutat a csontképzés
mechanizmusaval, mivel az érfalban taldlhaté kalcifikalt 1€ziok olyan sejttipusokat is
tartalmaznak, amelyek oszteoblaszt-, és oszteoklaszt- szerti potenciallal rendelkeznek [6].
Korabbi tanulmanyokban a kalcifikacidt egy passziv, irreverzibilis folyamatnak tekintették,
melyet els6sorban az oregedéssel hoztak Osszefiiggésbe. Pontos mechanizmusa jelenleg nem
ismert, jollehet az elmult évek adatai azt mutatjak, hogy a vaszkularis kalcifikacié egy aktiv,
tobb 1épéses, sejt-medialt és jol szabalyozott folyamat, melynek hatterében az asvanyi-
anyagcserezavar all, mely a vaszkularis simaizomsejtek (vascular smooth muscle cell, VSMC)
szamos tényez0 [9] noveli gy, mint a magas vérnyomas, a diszlipidémia, az elhizas, a gliikoz
metabolizmus zavara, de az oxidativ stressz, az anémia, a mikroinflammacid, mint nem-
tradicionalis faktorok [10] is szerepet jatszanak kialakulasaban. A vaszkularis kalcifikacionak
két megjelenési formaja van: (1) az intima kalcifikacio, amely az érfal tunica intima rétegében
az ateroszkelrotikus plakkok kornyezetében fokalis mineralizacioval jellemezhetd, valamint a
(2) media kalcifikacio, amely a tunica media rétegben diffiz mineralizacioként jelenik meg és
nem érinti az artéria lumenét [11]. A CKD-s és hemodializalt betegeknél a media kalcifikacio
elsérendli  koroki tiinetként jelentkezik ¢€s megkozelitdlég huszszorosdra noveli a
karidovaszkuléris mortalitds és morbiditas kockéazat [12]. A CKD sordn megjelend dsvanyi-, €s
csontanyagcsere zavar megnevezésére bevezették a betegség szisztémas jellegét leird fogalmat

a CKD-MBD (chronic kidney disease-mineral and bone disorder) kifejezést [13].

CKD-s betegeknél nagy figyelmet igényel az egyik leggyakoribb tarsbetegség, a diabetes

mellitus, mivel a hiperglikémia ¢€s a gliikkoz metabolizmus zavara felgyorsitja a vaszkularis



kalcifikacio folyamatat [14]. Az I-es tipusu cukorbetegek megkozelitéleg 30%-anal, mig a II-
es tipus cukorbetegek 50%-anal alakul ki vesebetegség [15], melynek progresszidja soran a
patologias gliikdz homeosztazishoz egy emelkedett plazma Pi szint is tarsul, mely fokozott

rizikotényezoként szerepet jatszik a vaszkulopatia kialakulasaban [16].

2.2. Vaszkularis simaizomsejtek kalcifikdcioja és osztaoblaszt iranyu transzdifferencidacioja

Végstadiumu veseelégtelenségben (end-stage renal disease, ESRD) a vaszkularis kalcifikacio
f6 induktora a tartésan magas szérum Pi szint, mivel a vesefunkciok csokkenésének
kovetkeztében csokken a Pi eliminacid [17]. Kordbbi tanulmanyok eredményei azt mutatjak,
hogy az emelkedett extracellularis Pi szint a VSMC-k oszteoblaszt iranyt fenotipus-valtasat és
membran transzporteren, a Pit-1 natrium-dependens foszfat kotranszporteren keresztiil megy
végbe [19]. A megemelkedett intracellularis Pi koncentracio indukalja az oszteogén
differenciacid6 markereinek (BMP-2 [bone morphogenic protein-2], Runx-2 [Run-related
transciption factor], Osterix [Osx], MSX-2 [Homeobox protein-2]) expressziojat. A
simaizomsejtek a mineralizaci6 soran elveszitik sejtspecifikus markereiket (ACTA-2 [smooth
muscle actin(a))-2], TAGLN [transgelin]), mellyel egyidében az oszteoblaszt sejtekre jellemz6
fehérjék expresszidja nd [20]. A vaszkularis kalcifikacié folyamatanak egyik mester regulatora
a Runx-2, mely transzkripcios faktorként részt vesz az oszteoblaszt differencialodasban, €s
szabalyozza a csont matrix fehérjék expressziojat [21]. Fontossagat bizonyitja, hogy CKD-ban
szenvedd betegek szovettani mintdjat vizsgalva fokozott Runx-2 expresszio figyelhetd meg a
kalcifikalt artériakban [22]. Az emelkedett Runx-2 expresszié szabalyozza azon gének
expressziojat, melyek az oszteoblaszt fenotipus jellegzetes markerei. Az alkalikus foszfataz
(alkaline phosphatase, ALP) az oszteoblaszt iranyu transzdifferenciacié korai fazisaban
aktivalodo hidrolaz enzim, mely az extracellularis matrix kalcium depozitumainak kialakulasat
gatl6 pirofoszfat szintjét csokkenti [23]. A normal csontképzddés €s a vaszkularis kalcifikacio
egyik jellegzetes mediatora a BMP-2, amely a Transforming Growth Factor-f (TGF-B)
szupercsaladba tartozd citokinek kozé sorolhatd, és f6 funkcidja az oszteogén gének
transzkripcios szabalyozasa [24]. Az oszteogenezisben €s a VSMC-K mineralizaciojaban fontos
szerepe van az oszteokalcinnak (osteocalcin, OC) , mely egy K-vitamin-fiiggé nem kollagén
tipusit extracellularis matrix fehérje [25]. Az OC poszttranszlacios y-karboxilacid

eredményeként képes nagy affinitdssal kotddni a kalciumhoz és a hidroxiapatithoz [26].



A VSMC-k oszteoblaszt iranyt fenotipus valtasat fokozo tényezok mellett fizioldgidsan
megtalalhatéak a kalcifikaciot gatld endogén inhibitorok is (Fetuin-A, Osteopontin, MGP
[Matrix-Gla protein], pirofoszfat [piroPi]). Abban az esetben, ha ezeknek a fehérjéknek a
homeosztazisa zavart szenved a vaszkularis kalcifikacio folyamata felgyorsul.

Az elmult néhany év kutatasi eredményei az mutatjak, hogy a vaszkulatura sejtjei altal
szekretalt extracellularis vezikulumoknak (EV) kiemelkedd szerepiik van a kardiovaszkularis
rendszer fiziologias és patofiziologias folyamataiban is [27]. Az EV-k kettds lipidréteggel
rendelkez0, membran nélkiili részecskék, melyek intracellularis hirvivoként funkcionéalnak és
harom csoportba oszthatok: exoszoéma (30-100nm), mikrovezikulumok (200-1000nm) és az
,,apoptotic body”-k (1-4um). A cirkulalé EV-k képesek fehérjéket, lipideket és aminosavakat
szallitani, mellyel részt vesznek az intracellularis jelatviteli folyamatok szabalyozasaban [28].
A VSMC-k altal szekretalt EV-k fontos szerepet jatszanak a vaszkularis kalcifikacio korai
szakaszaban [29]. A VSMC-k fiziologias koriilmények kozott is szekretalnak extracellularis
EV-ket, melyek nem tartalmaznak hidroxiapatit kristalyokat, viszont megtalalhaté benniik a
Fetuin-A és az MGP fehérje, melyek a kalcifikacio jellegzetes inhibitorai [30].

mezenchimalis
Sssejt

RUNX2 Normal
MSX2 differenciacio

adIpOCIta  Grmm—

oszteoblaszt/ vaszkularis
kondrocita simaizomsejt
—— (VSMC) —_—
\ alacsony CKD

Lturnover" KD
| RUNX2 / MSX2 I)labete’sz
‘:‘ Oregedés
| —1Gyulladas

oszteo/kondrocita-szerit VSMC —

Vaszkularis
kalcifikacio

@ inhibitorok

- MV
————— kollagén és matrix fehérjék

1. abra: A vaszkularis Kkalcifikici6 mechanizmusa kronikus veseelégtelenségben. Normal esetben a
mezenchimalis &ssejtek zsirsejtekké, oszteoblasztokka, kondrocitakka €s vaszkularis simaizomsejtekké (VSMC)
differencialodnak. Kronikus vesebetegség, cukorbetegség, Oregedés, gyulladas soran ezek a VSMC-k de-
differencialodhatnak, vagy oszteo/kondrocitaszert sejtekké alakulhatnak at a Runx-2 és az MSX2 transzkripcios
faktorok expresszidjanak fokozodasa kovetkeztében. Ezek a transzkripcios faktorok nélkiilozhetetlenek a normal
csontfejlédéshez, igy a VSMC-ben megfigyelheté fokozott expresszidjuk fenotipus-valtast idéz elé. Ezek az
osteo/kondrocita-szerit VSMC-k ezutan a csontképzédéshez hasonld folyamat soran elmeszesednek. A sejtek
kollagént és nem kollagén fehérjéket halmoznak fel a tunica intimaban vagy a mediaban, valamint kalciumot és
foszfort épitenek be a matrix vezikulakba hogy beinditsak a mineralizaciot és végiil hidroxiapatitot szekretaljanak.
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A legtobb CKD-s betegben megfigyelhetd pozitiv kalcium,-és foszfor egyensuly egyarant hozzajarul a
sejttranszformaciohoz és a matrix vezikulumok képzddéséhez. Végsé soron a keringésben talalhatd inhibitorok
(fetuin-A, pirofoszfat, matrix Gla fehérje, osteopontin) is szabalyozzak a mineralizacio folyamatat (Forras: Moe
SM, Chen NX. Mechanisms of vascular calcification in chronic kidney disease. J Am Soc Nephrol. 2008;19(2);
213-6 [31]).

Kutat6csoportunk leirta, hogy a hem a hem-oxigenaz/ferritin rendszer aktivalasan keresztiil

crer

crer

CKD-ban a csokkent cisztation gamma-liaz aktivitas eredményeként csdkken a plazma kén-

hidrogén szint, mely hozzajarul a vaszkularis kalcifikacio felgyorsulasahoz [33].

2.3. A prolil-hidroxilaz inhibitorok hatisai a CKD-s betegek anémidjianak terdpidjaban
CKD-ban a vaszkularis kalcifikacio mellett az egyik legjelentdsebb szovédmény az anémia
[34], mivel a vérképzés folyamata alapvetd karosodast szenved, valamint nagymértékben
csokken vagy megsziinik az endogén EPO termelés [35]. Az anémia kezelésében elsdsorban
rekombinans EPO-t, vagy eritropoézis stimulalo gyogyszert alkalmaznak, melyek
hatékonysaga nagy variabilitast mutat és gyakran sulyos szovOdményeket eredményeznek
[36,37]. A CKD-asszocialt anémia kezelésében egyre szélesebb korben ismertek a PHI-K
(Roxadustat, VVadadustat), melyek a HIF prolil-hidroxilaz domén (PHD) fehérjéket gatoljak.
[38]. A vérképzodés szabalyozasaban fontos szerepet jatszo EPO, valamint az EPO receptor
szintézisét, a vas abszorpcidban és transzportban, valamint a hem szintézisben részt vevo
fehérjéket is szabalyozzak [39,40]. A HIF-1 egy heterodimer transzkripcios faktor, amely egy
oxigén-érzékeld a alegységbdl és egy P alegységbdl all. A HIF-1 akkor lesz aktiv, ha a két
alegység dimerizalodik és transzlokalodik a sejtmagba, ahol a HIF altal szabalyozott gének
CRE elemeihez kotddik, majd a p300 és CREB-k6t6 fehérjékkel, mint ko-aktivatorokkal egytitt
aktivalja a célgéneket [41]. Normoxiaban a prolil-hidroxilaz enzimek (PHD1, PHD2, PHD3
izoformak) hidroxilaljak a HIF fehérjéket [42], majd a VHL fehérje protein komplex
ubikvitindlja és végiil proteoszomalisan degradaldodik, mely hatdssal van a HIF A4ltal
szabalyozott gének aktivaciojara is [43]. A HIF prolil-hidroxilaz enzim mtikodését gatlo PHI-
k lehet6vé teszik, hogy a HIF-ek és a szabalyozasuk alatt allo6 gének normoxias koriilmények
kozott is aktivak legyenek [44]. Allatkisérletes és human klinikai tanulmanyokban leirtak, hogy
a PHD enzim PHI 4ltali gatlasa fokozta az endogén EPO termelést [45].
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2. abra: A HIF-1a szabalyozasa normoxiiaban és hipoxidban. Normoxia soran a HIF-la folyamatosan
szintetizalodik és lebomlik. HIF-1a alegység az O»-fliggd hidroxilezési reakciok szabalyozzak, amelyeket a Prolil
Hidroxildz Domain fehérje (PHD) katalizal, ami eldsegiti a Von Hippel-Lindau (VHL) fehérje kotodését, mely a
HIF-1a ubikvitinacidjat és ezt kovetd lebomlasat eredményezi a proteoszéman keresztiil. Hipoxias koriilmények
kozott a HIF-1a-val vald interakcidt blokkold fehérjék lebomlanak, igy képes lesz dimert képezni a konstitutivan
expresszalodo HIF-1B-val. A HIF-1a ezaltal stabilizalodik, a sejtmagba transzlokalodik, odavonzza az olyan
transzkripcios ko-aktivald fehérjéket,mint a p300 és a CREB-ko6t6 fehérje (CBP), igy szerkezetileg képes lesz a
DNS konszenzusos szekvenciahoz kot6dni, és aktivalja a célgéneket (Forras: Bruno RB Pires, Andrey LM, Gerson
MF, Carolina P, Rafael CMC Silva, Eliana A. The Hypoxia-Inducible Factor-/o Signaling Pathway and its
Relation to Cancer and Immunology. American Journal of Immunology 2014, 10 (4): 215.224 [47]).

Szamos PHI ismert (Roxadustat, Vadadustat, Enarodustat), melyek koziil a Roxadustat
(FG4592) keriilt az elmult évek klinikai tanulményainak kozéppontjaba. A Roxadustat egy
oralisan alkalmazhat6 gyogyszer, mely PHI-ként gatolja a PHD enzim aktivitasat, ezaltal emeli
a HIF transzkripcios aktivitasat [48]. Ennek eredményeként a Roxadustat dozis fliggd modon
emeli a kezelt betegek hemoglobin szintjét és szignifikansan csokkenti a hepcidin szintet [49].
CKD-s betegnél a hemoglobin szint emelése mellett a Roxadustat emelte a szérum transzferrin
szintet, csokkentette a ferritin szintet, igy elmondhatdé, hogy a vas metabolizmus

normalizalasaban is fontos szerepe van [50].

A PHI-k vizsgalataval egyidében szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a HIF fehérjéknek
szerepiik van a vaszkularis kalcifikacioban is [47]. Ennek vizsgalata azért is fontos, mivel CKD-
ban a hiperfoszfatémia Gnmagaban is a vaszkularis kalcifikacio elsédleges induktora, igy a PHI-
k alkalmazésa potencidlisan fokozhatja a vaszkularis kalcifikacid folyamatat. A hipoxia és a
vaszkularis kalcifikacio direkt kapcsolata és molekularis mechanizmusa még nem ismert. A
hipoxia f6 mester regulatora a HIF-1a, mely fokozza a glikolizist és csokkenti az oxidativ

foszforilaciot, mellyel eldsegiti a sejtek adaptaciojat a hipoxias kornyezethez. A piruvat-
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dehidrogenaz kinaz 1-4 (PDK 1-4) a gliik6z metabolizmus mitokondrialis regulatorai, melyek
csokkentik a PDH aktivitast [51], ezaltal gatoljak a piruvat = acetil-CoA atalakulast. A PDK-
4 és a HIF-1a expresszidja emelkedik nemcsak hipoxia sordn, hanem a vaszkuléris simaizmok
mineralizacidja soran is [47]. Ismert, hogy a HIF-1a képes a PDK-4 promoteréhez kotédni, igy

hatassal van a PDK-4 altal szabalyozott gének expresszidjara is [52].

2.4. A cink-hidny szerepe a kardiovaszkuldris-, és egyéb betegségek patogenezisében
2.4.1. A cink élettani hatasai

A cink nélkiilozhetetlen nyomelem minden €16 szervezet szamara, mivel részt vesz a
sejtmembran integritasdnak fenntartdsdban, a sejtproliferacioban/differencidcoban, €s szdmos
biokémiai folyamatban [53]. Az emberi testben megkdozelitleg 2-3 g cink talalhatd, melynek
57%-a a vazizomban, 29%-a a csontban, a fennmarado rész pedig a szivben, majban, vesében
¢s a plazmaban talalhaté [54]. A cinknek fontos szerepe van szamos biokémia folyamat
optimalis miikodésében. A cink kétértékii kation, mely képes a szervezetiinkben talalhato
fehérjék kozel 10%-ahoz kotddni, igy hozzajarul a fehérjék strukturalis stabilitdshoz, valamint
el6segiti tobb, mint 300 enzim katalitikus aktivitasanak miikodését [55]. A cink részt vesz a
kronikus gyulladasos folyamatok szabalyozasaban, mivel csokkenti a gyulladésos citokinek
termelését. Szabalyozza az oxidativ stressz folyamatat hozzajarulva az antioxidans enzimek

szintéziséhez [56].

A metallotioneinek kis méretti, ciszteinben gazdag, intracellularis fehérjék, melyek szelektiven
¢és nagy affinitassal kotik a nehézfémionokat, koztiik a cinket is, és emellett jelentés antioxidans
funkcioval rendelkeznek [57]. A metallotioneinek védik a bioldgiai strukttrakat és az RNS-t az
oxidativ hatdsokkal szemben. A cink a metallotionein fehérjérdl gyorsan levalik és tijabb
metallotionein szintézist indukal, igy a metallotioneinek mennyisége a szovetben stabilizalodik
[58]. A cink mobilizacioja két cink traszporter csaladon keresztiil torténik: az egyik az
ZnT/SLC30A a masik pedig a ZiP/SLC39A. A ZnT/SLC30A a citoplazmabol szallitja a cinket
az extraellularis matrixba, valamint a kiilonb6z6 sejtorganellumokba, mig a ZiP/SLC39A a
citoplazmaba szallitja a cinket az intracellularis térbdl [59]. A szervezetiinkben talalhato cink
mennyiség 95%-a intracellularisan taldlhaté meg, tehat az extracellularis cink mennyisége
csekély. A cirkulald cink nagy része albuminhoz, transzferrinhez és o2-mikroglobulinhoz
kotédik, emellett a kiilonbozd cink transzporterekhez kotddve biztositjak a sejtek megfeleld

cink homeosztazisat [60].
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3. abra: Osszefoglalé a cink kulcsfontossagui szabalyozo szerepeirdl a sziv- és érrendszeri betegségekben. A
cink mobilizaciojat az extra,-és intracellularis tér kozott a ZnT és ZiP cink transzporter fehérjecsalad tagjai végzik.
A metallotionein egy intracellularis fehérje, szelektiven és nagy affinitassal koti a cinket. A cink jelentds
antioxidans hatassal rendelkezik, mivel gatolja a Fenton-reakcio kialakulasat, fokozza a MT és a GSH szintézist
és emeli a SOD aktivitasat. Anti-inflammatdrikus hatasa is fontos, mivel csokkenti az oxidativ stresszt, csokkenti
a pro-inflammatodrikus fehérjék szintézisét és fokozza az immunrendszer védekezoképességét. Cink hiany esetén
tobbek kozott a vaszkulatura sejtjeiben ezek a biokémiai folyamatok zavart szenvednek, igy megnd a
kardiovaszkularis megbetegedések kockazata [61].

2.4.2. A cink hidny és kovetkezményei

A cinknek kozponti szerepe van szamos fiziologids és patofiziologids folyamat kialakulaséban,
ugy, mint a membran ,repair” mechanizmusok, oxidativ stressz, gyulladds és kiillonbozo
anyagcsere folyamatok. A fejlddé orszagokban a cink-hiany olyan jelent6s, hogy ez az 6todik
vezet ok, amely szerepet jatszik kiilonbozo betegségek kialakulasaban [62], és megkdzelitéleg
vilagszerte 2 milliard embert érint. A cink-hidnynak csak az elmult néhany évtizedben
tulajdonitottak nagy jelentdséget, amikor olyan betegségekkel hoztdk Osszefliggésbe, mint a
novekedési retardacio, borelvaltozasok, hipogonadizmus és autoimmun betegségek [63]. Az
elmult évek kutatasi eredményei alapjan a cink hianynak szerepe van a kronikus metabolikus
megbetegedésekben is, mint a kardiovaszkularis betegségek, valamint a 2. tipust diabetes. In
vitro és in vivo kisérleti eredmények igazoljak, hogy a cinknek protektiv szerepe van az
érelmeszesedési  folyamatban, mely f6 rizikd tényezdje a sziv-és érrendszeri

megbetegedéseknek [64]. A cink az ateroszklerotikus plakkok kialakulasat szabalyozza azaltal,
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hogy hozzajarul az endothél sejtek integritasdnak megdrzéséhez, valamint kiillonb6z6 redox

jelatviteli folyamatokon keresztiil a lipidperoxidaciot is szabalyozza [65].

2.5. A BGP-15, mint inzulin-szenzitizdlo gyogyszerjelolt

A BGP-15 (N'-(2-hydroxy-3-(piperidin-1-yl)propoxy)-3-pyridine-carboximidamide), egy
hidroximsav szarmazék, melynek elsddleges funkcidja a kiilonb6zo citosztatkiumok neuro-,
nefro-, és mielotoxikus hatasainak csékkentése volt. Az elmult években szamos kutatocsoport
feltarta a BGP-15 jotékony hatésait, koztiik az inzulin-szenzitizaciot is és anti-inflammatorikus
hatast is. [66]. A BGP-15 pontos hatdsmechanizmusa és intracellularis célpontjai nem ismertek,
azonban a szervezet egy jol ismert mechanizmusat, a hdsokk protein expressziot befolyésolja.
JellemzGje, hogy nem Onmagaban valt ki stresszfehérje szintézist, hanem ko-indukcioval,
vagyis fokozza kiilonb6z6 stimulusok altal kivaltott stresszvalaszt. A BGP-15 jotékony hatasai

az alabbi mechanizmusokon alapul [67]:

e gatolja a hésokk faktor 1 (HSF-1) acetilacigjat, ezaltal emelkedik a hosokk fehérjék
expresszidja (HSP)

e blokkolja a JNK gyulladasos citokint, amely az inzulin receptort foszforilalja; igy
fokozodik az inzulisszenzitivitas

e a BGP-15 gatolja a poli (adenozin 5'-difoszfat)-riboz] polimeraz 1 (PARP-1) enzim
mitkddését, mellyel csokken a mitokondrialis ROS képzddés; ezaltal védi a sejtet az
oxidativ stressz-Szel és a sejthalallal szemben.

e cmeli az AKT inzulin jelatvitelben fontos szerepet jatszo fehérje expressziojat, mely

fokozott gliikkoz felvételt eredményez.

A BGP-15 inzulinérzékenyitd hatasat szamos diabetes allatmodellen is bizonyitottak. A
genetikailag inzulinrezisztens Goto Kakizaki patkany (normal testsuly, inzulinrezisztencia)
esetétn a BGP-15 dozisfiiggd modon, szignifikansan javitotta az inzulinrezisztenciat a
metforminhoz ¢és a rozigliatonhoz hasonléan, melyek a klinikai gyakorlatban hasznalt
antidiabetikum gyogyszerek [68]. New Zealand nyul modellen vizsgalva a BGP-15 hatasat azt
az eredményt kaptak, hogy csak a koleszterin-dus diétan 1évo csoportnal volt megfigyelhetd az
inzulinrezisztencia javulasa [69]. Human klinikai vizsgalat bizonyitotta, hogy a BGP-15
javitotta az inzulinrezisztencidba szenvedd betegek inzulin-szenzitivitasat, a gliikoz
felhasznalasat és az izomszovet glilkoz hasznosulasat is [70]. Ezen kiviil a BGP-15 védelmet
nyujt a diabetes szovodményeként kialakult kardiomiopatia [71] és retinopatiaval [72] szemben

is.
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3. CELKITUZESEK

1. hipotézis: A CKD-ban szenvedo betegeknél az asvanyi-,és csontanyagcsere zavar , valamint
a diabetes mellitus a vaszkularis kalcifikacio kialakulasanak els6édleges kockazati tényezoi.
A CKD szovédményeként kialakult anémia kezelésében hasznalt PHI-k folyamatos HIF
aktivacio utjan gyorsithatjak a kalcifikacio progressziojat CKD-s betegek esetén.
¢ Vizsgaltuk, hogy a PHI (Roxadustat-FG4592) fokozza-e a VSMC-k magas Pi
¢ Vizsgaltuk, hogy a cink gatolja-e ezt a patoldgias folyamatot?
¢ Vizsgaltuk, hogy a metallotioneinnek, mint a cinket nagy affinitassal koto
fehérjének szerepe van-€ a cink vaszkularis kalcifikaciot géatlo hatasanak
mechanizmusaban?
¢ Vizsgaltuk, hogy a hemodializalt és carotis endarterectomia elétt allo betegek

cres

plazma cink koncentraci6 hozzajarulhat a kalcifikécios folyamat felgyorsuldsédhoz.

2. hipotézis: a BGP-15 potencialis antikalcifikacios hatasanak vizsgalata a VSMC-k magas Pi

cres

------

crer

mellett.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Sejttenyésztés és reagensek

A kisérletekhez sziikséges human aorta simaizomsejteket (HAoSMC) a Cell Applications-tol
(San Diego, CA, United States, Cat.: 354-05a) és a Lonza-tdl (Allandale, NJ, United States
Cat.: CC-2571) rendeltiik. A donorok kivalasztasanal f6 szempont volt, hogy nem szenvedett
ismert kardiovaszkularis megbetegedésben, diabetes mellitus-ban, nem dohanyzott, és a
kaukazusi populaciobol szarmazott. A kisérletek soran hasznalt reagensek/vegyszerek —
amennyiben mashogy nem jeloltiik - a Sigma (St. Luis, MO, USA) cégtdl kertiltek beszerzésre.
foetalis borjuszérummal (fetal bovine serum, FBS, Life Technologies, Vienna, Austria), 100

U/ml penicillin-el, 100 pg/ml streptomycinnel és neomycinnel egészitettiink ki (ndvekedési

crer

crer

gliikdzzal. A kisérletekhez 5-7 passzazs szamu konfluens sejteket hasznaltunk és kétnaponta
cseréltik a tapfolyadékot. A magas Pi indukalt kalcifikdcidhoz a sejteket kalcifikalo
médiumban tenyésztettiik 10 napig, mely soran a ndvekedési médiumot (normal és/vagy magas
7.4). A cink kalcifikéaciot gatld hatdsanak vizsgalatdhoz deionizalt vizben oldott ZnCl2 X 6H20
hasznéltunk kiillonb6z6é koncentracidoban (15-30 umol/L) és ezzel egészitettiik ki a kalcifikalo
médiumot. A mineralizacidra kifejtett hatasanak vizsgalatahoz FG4592-t (Selleckchem,
Houston, United States) hasznaltunk 5 és 20 umol/L koncentracidban. A BGP-15 kalcifikaciéra
gyakorolt gatld hatdsanak vizsgalatdhoz a kalcifikaldé médiumot egészitettiik ki deionizalt
vizben oldott BGP-15-¢l kiilonb6zd koncentracidban (50-200 pumol/L). A kisérletek soran a
tapfolyadékot kétnaponta cseréltiik a sejtkultirakon.

4.2. Kalcium depozicio mérése

4.2.1. Alizarin Red festés

A 24 lyukt tenyésztdedényben kezelt sejteket foszfat pufferrel mostuk (phosphate buffer saline,
PBS, pH 7.4), majd 4% paraformaldehid (PFA) oldatban fixaltuk 10 percig
szobahémérsékleten. A sejteket a fixalast kovetéen PBS-sel mostuk, majd 2% Alizarin Red S
festékben inkubaltuk 10 percig. Az inkubdcids id0 lejartaval desztillalt vizzel mostuk. A festést

kovetden az extracelluldris matrix kalcium depozitumai pirosan festodtek.
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4.2.2. Kalcium depozicio kvantalasa kolorimetrias modszerrel

A sejteket 24 lyuku tenyésztdedényben tenyésztettiik, majd mostuk PBS-sel (pH 7.4) és 0.6
mol/L HCl-al dekalcifikaltuk 37°C- on 30 percig és mértik a feliiliszo kalcium tartalmat
QuantiCrom Calcium Assay Kit (Gentaur, Brussels, Belgium) segitségével. A dekalcifikaciot
kovetden a sejteket szolubilizaltuk 0.1 mol/L NaOH-ot (natrium-hidroxid) és 0,1% natrium-
dodecil-szulfat-ot (SDS) tartalmazo6 oldattal és mértiik a fehérje tartalmukat BCA protein assay
kit (Pierce, Rockford, IL, United States) segitségével. Az extracellularis matrix kalcium

tartalmat a sejt fehérje tartalmara normalizaltuk és pg kalcium/mg fehérjeként hatdroztuk meg.

4.2.3. Extracellularis kalcium depozitumok fluoreszcens festése

A sejteket 24 lyuku tenyésztéedényben kezeltiik 10 napig, majd atpasszaltuk feddlemezt
tartalmazo tenyésztéedénybe €s tovabbi 16 oran at tartottuk novekedési médiumban (normal és
gliikoz) vagy 150umol/L (magas gliik6z) BGP-15 jelenlétében. A kezeldoldatokba 1:100
higitasi aranyba tettiink OsteoSense 680EX Fluorescent Imaging Agent (PerkinElmer,
Waltham, MA, United States) fluorszcens festéket és 24 dran at 37°C-on inkubaltuk a sejteket.
A sejtmagokat Hoechst festékkel festettiik meg. A mintak kértékelését Leica SP8 konfokalis
mikroszkoppal és Leica Appliccation Sofwre X (Leica, Manneheim, Germany) segitségével

veégeztik.

4.3. Intracelluldaris Pi mérése

Az intracellularis Pi koncentracié meghatarozasa kolorimetrids modszerrel tortént a
QuantiCrom™ Phosphate Assay Kit (Gentaur) segitségével. A sejteket 12 lyuka
tenyésztdedénybe tenyésztettiik, majd kétszer mostuk PBS-sel (pH 7.4), €és szolubilizalo
pufferrel (1% Triton-X 100, 0,5% Igepal CA-630, proteaz inhibitor, 150 mmol/l NaCl, 5

crer

tartalomra normalizaltuk és pmol Pi/mg fehérje-két hataroztuk meg.

4.4. RNS izolalas és kvantitativ polimeraz lancreakcio

A sejteket 24 lyukua tenyésztéedényben tenyésztettiik és TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
United States) reagenssel total RNS-t izolaltunk. A total RNS-t High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, United States) segitségével reverz
transzkripcid soran irtuk 4t cDNS-s€. A kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcidhoz az
alabbi fluoreszcensen jelolt TagMan probékat (Thermo Scientific, United States) hasznaltunk:
BMP-2 (Hs00154192_m1), Msx-2 (Hs00741177_m1l), PDK-4 (Hs01037712 ml), a-
actin/ACTA2 (Hs00426895 gl1), Sp7 (Hs01866874 sl1), KLF-5 (Hs001561745 m1),
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TAGLN/SM22a (Hs0103877 gl), MTla (Hs00831826 sl), MT2la (Hs02379661 gl),
GAPDH (Hs02786624 gl), RNA45S5 (Hs05627131 Gh). A polimerdz lancrekacio
kivitelezéséhez és detektalasahoz iCycler iQ Real-Time PCR rendszert hasznaltunk (Bio-Rad,
Hercules, CA, United States). A cé€lgének relativ mRNS expresszidjat RNA45S5 ¢és GAPDH

mRNS expresszidjara normalizaltuk.

4.5. Teljes sejtlizdatum és sejtmag szepardlds

A 24 lyukt tenyésztéedényben kezelt sejteket PBS-sel (pH 7.4) mostuk, majd szolubilizaltuk
RIPA pufferel (50 mmol/L Tris [pH 7,5], 150 mmol/L NaCl, 1% Igepal CA-630, 1% SDC,
0,1% SDS, proteaz-, és foszfatdz inhibitor). A sejteket 20 percig szolubilizaltuk jégen. A
lizatumokat 14,000 x g-n, 4°C-on centrifugéltuk 20 percig. A centrifugalas utan legytijtottiik a

feliiluszot, mely tartalmazta a teljes sejtlizatumot.

A sejtmagszeparalashoz a sejteket PBS-sel (pH 7.4) mostuk, majd szolubilizaltuk hideg
hipotonias oldatban (20 mmol/l HEPES, 250 mmol/L szukréz, 10 mmol/L KCI, 2 mmol/L
MgClz,proteaz-, és foszfataz inhibitor). A lizatumot 1ml-es fecskend6vel szuszpendaltuk 30-
szor, majd jégen inkubaltuk 20 percig. Az inkubécios id6 lejarta utan a lizatumokat
centrifugaltuk 15,000 x g-n, 4°C-on 15 percig. A feliiliszé eltavolitasa soran ezt a folyamatot
ismételtiik négyszer. A kapott pelletet RIPA pufferbe (kiegészitve protedz,-és foszfataz
inhibitorral) oldottuk be és 16,000 x g-n, 4°C-on centrifugaltuk 15 percig. A teljes sejtlizatum
¢és a sejtmag preparatum fehérje tartalmat BCA protein assay kit (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, United States) segitségével hataroztuk meg.

4.6. Western blot

A Runx-2, a foszfo-Runx-2 (Ser 451), az Msx-2 és az Osx fehérjék nuklearis
transzlokalizaciojanak vizsgélatdhoz sejtmag frakciot, mig a tobbi vizsgalt fehérje expresszios
mintazatanak meghatarozasahoz teljes sejtlizatumot 10 vagy 12%-0s Tris-glicin SDS gél
elektroforézissel valasztottuk el. Az elektroforézist kovetéen a mintakat 0,22 um PVDF
membranra (Advansta Inc., Menlo Park, CA, United States) vagy 0,45 pum nitrocelluloz
membranra (GE Healthcare, Chicago, IL, United States) transzferaltuk. Az aspecifikus
antitestkotohelyeket 5% BSA-val (bovine serum albumin) vagy 5% tejporral blokkoltuk
szobahdmérsékleten 1 6ran at. A blokkolast kovetéen a membranokat egy éjszakéan at 4°C-on
billegén inkubaltuk az alabbi els6dleges antitesteket hasznalva: Runx-2 (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, United States, Cat.: 12556 [1:1000]), Runx-2 (Ser451) (Bioss
Antibodies Inc., Woburn, MA, United States, Cat.:bs-5685R [1:500]), Metallotionein (Abcam,
Cambridge, United Kingdom; Cat.: ab12228 [1:1000]), PDK-4 (Abcam, Cat.: ab88063
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[1:1000]), Msx-2 (Novus Biologiccals, Centennial, Colorado, US, Cat: NPB1-85445),
Annexxin A2 (Cell Signaling Technologies, Danvers, MA, USA, Cat: #8235), MGP (Novus
Biologicals, Bio-Techne Ltd., Abringdon, United Kingdom, Cat.: NBP2-45844), Hsp90 (Cell
signalling; Cat.: 4874S [1:5000]), Lamin B1 (Proteintech, Manchester, United Kingdom Cat.:
66095-1-Ig [1:5000]), Az antigén — antitest komplexeket kemilumineszcenciaval detektaltuk
(Advansta, Menlo Park, CA, United States). Teljes sejtlizatum esetén a célfehérjék expresszios
valtozasat GAPDH-ra vagy Hsp90-re, mig sejtmag esetén Lamin B1 fehérjére normalizatuk. A

kapott kemilumineszcens jelek mennyiségi vizsgalatat Image J szoftverrel végeztiik.

4.7. Metallotionein 1 és metallotionein 2 siRNS transzfekcio

A sejteket 24 lyuka tenyésztGedénybe tenyésztettik 60-70%-os konfluenciaig. majd
Oligofectamin Reagent (Thermo Scientific, Waltham, MA, United States) segitségével
transzfektaltuk a sejtekbe a MTla és MT2a (Ambion, Cat.: 4392420; Id: s194620, Cat.:
4392420; ID: s194629) specifikus kis interferalo6 RNS-t, valamint a negativ kontroll siRNSt.
Az siRNS - oligofektamin komplexet Opti-MEM (szérum-mentes) (Gibco, Thermo Scientific,
Waltham, MA, United States) médiumban adtuk a sejtekhez 5 6ran at. Az inkubacios id6 eltelte
utan a sejtekhez novekedési médiumot adtunk 16 oran at, majd a kdvetkezd transzfekcidig
novekedési médiumban és kalcifikdldo médiumban Snmagaban vagy 100pmol/L ZnClz-gal
kiegészitve tenyésztettiik a sejteket. A transzfekciot hdromnaponta végeztilk el, majd a
transzfekcid hatékonysagat valds idejlii polimerdz lancreakcioval és Western blot segitségével
vizsgaltuk meg.

4.8. Humdn mintak

crer

- kontroll csoport (n=18, atlagéletkor: 46 év, N/F= 7/11): olyan egészséges felndttek,
akiknek nem volt magas vérnyomasa, diszlipidémiaja és maj vagy vesebetegsége;

- hemodializalt, 5. stadiumu kronikus veseelégtelenségben szenved6 betegek (n=28,
atlagéletkor: 55 év, N/F= 15/13)

- carotis endarterectomia miitét el6tt allo betegek (n=15, atlagéletkor: 72 év, N/F= 6/9)

A vizsgalathoz sziikséges engedélyt a DE OEC RKEB/IKEB 3712-2012 szamon a Debreceni
Egyetem Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsdga adott ki. A vizsgalatban részt vevo betegek
részletes tajékoztatast kaptak és a beleegyezd nyilatkozatot aldirtdk. A tanulmany megfele az

1975 évi Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveivel. A plazma cink koncentracid
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meghatarozasdhoz citratos csébe tortént a mintavétel. A vizsgalatba bevont betegek nem

részesiiltek cink szupplementacioban.

4.9. Plazma cink koncentrdacio meghatdarozdsa induktiv csatolasu plazma atomemisszios
spektrometriaval (ICP-AES)

A 5 ml plazma mintdt emésztettiink 10-10 ml Carlo Elba salétromsavban (65% m/m),
vizfirdében, atmoszférikus kdrnyezetben. Az emésztés leallitasa 2-2 ml analitikai tisztasag
30% (m/m) hidrogén-peroxiddal (Reanal, Hungary) tortént. A kapott mintakat 10 ml deionizalt
vizbe oldottuk. A lang atomabszorpcids spektrométer (FAAS) beéllitasai az aldbbiak voltak:
iiregkatodlampa: cink katodlampa: 10Ma, hulldmhossz: 213.9 nm, réség6: 10cm, acetilén:

1L/perc, levegd: SL/perc (3 bar), megfigyelési magassag: 10 mm.

4.10. Immunfluoreszcens festés

A sejteket 24 lyukt tenyésztoedényben tenyésztettiik novekedési médiumban (normal és magas
15-el kiegészitve 10 napig. A sejteket, fed6lemezt tartalmazé tenyésztéedénybe passzaltuk és
tovabbi 16 oOran at tenyésztettiik a kiillonbozd kezeldoldatokban. A sejtkezelést kovetden a
sejteke PBS-sel (pH 7.4) mostuk, majd fixaltuk 4%-0s paraformaldehid oldattal 15 percig. A
fixalast kovetéen mostunk kétszer PBS-sel és permeabilizaltuk a sejteket 0,5% Triton X-100
oldattal. A permeabilizalas utan a sejteket PBS-sel mostuk és 10% normal kecskeszérumot, 2%
BSA-t tartalmazé PBS-T (PBS kiegészitve 0,05% Tween-20) oldatban blokkoltuk 60 percig
szobahémérsékleten. A blokkolast kovetGen a mintakat 16 o6ran at, 4°C-on inkubaltuk az 1%
BSA-t és a KLF-5 fehérje ellenes antitestet 1:250 higitasi ardnyban (Thermo Scientific,
Waltham, MA, United States, Cat.: 701885) tartalmazé oldatban. A PBS-sel t6rténd mosasi
1épést kovetden a mintdkra Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, United
States) fluoroforral konjugalt kecskében termeltetett nyul ellenes IgG antitestet tettiink 1:500
higitasi aranyban 60 percig szobahdmérsékleten billegtetve. A sejtmagot Hoechst festékkel
festettik meg. A mintak kiértékelését Leica SP8 konfokalis mikroszkoppal és a Leica

Appliccation Sofwre X (Leica, Manneheim, Germany) segitségével végeztiik.

4.11. Extracelluldris vezikulum izoldlds

A kalcifikacio soran kialakuld6 EV-k vizsgalatdhoz VSMC-ket normal,-és magas
vel kiegészitve 10 napig. A kalcifikald tapfolyadékot kiegészitettiik normal gliik6z esetén 50
pmol/L BGP-15-el, mig magas gliikkoznal 150 umol/L BGP-15-¢el. A kezelés idOtartama alatt a
tapfolyadékok FBS tartalmat fokozatosan csokkentettiik: els6é 5 napban 5% FBS-sel, a
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kovetkezd 3 napban 3% FBS-sel és az utolsd6 2 napban 1% FBS-sel egészitettik ki a
tapfolyadékot. Az EV izolalés el6tti napon szérum-mentes médiumban tartottuk a sejteket. A
sejttenyészet feliiliszojat 400 x g-n centrifugaltuk 5 percig szobahdémérsékleten, mellyel
eltavolitottuk a sejttormelékeket. A kapott feliiliszot eltavolitottuk és tovabbi 5 percig
centrifugaltuk szobahémérsékleten 2000 x g-n 5 percig. A feliiliszokat Amicon Ultra MWCO
3000 csovekbe tettiik és a gyartd eldirdsai alapjan tOmoritettiik a mintdkat, majd tizszeres
mennyiségli PBS (pH 7.4) oldatba higitottuk és a tomdritési 1épéseket megismételtiik. A mintak
fehérje tartalmat BCA protein assay kit (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, United

States) segitségével hataroztuk meg.

4.12. Statisztikai elemzés
A mérések soran kapott adatok kiértékelést GraphPad Prism 5 szoftverrel végeztik. Az
eredményeket atlagtstandrad hibaként abrazoltuk. A statisztikai analizishez egyszempontos

ANOVA posthoc Bonferroni probat hasznaltunk ( * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

21



5. EREDMENYEK

5.1. A cink dozisfiiggben gatolja a VSMC-K Pi-indukalt mineralizdciojat

Szakirodalmi adatok alapjan, a cink gatolja a vaszkularis simaizomsejtek magas Pi-indukalt
oszteoblaszt iranyu transzdifferenciacidjat. [73,74]. Ezek alapjan vizsgaltuk a cink
mineralizacidra gyakorolt gatlo hatasat in vitro az altalunk optimalizalt kalcifikaciés modellen.
novekedési médium kiegészitve 3mM inorganikus Pi-vel) onmagaban vagy kiilonb6z6
koncentracioju (15-30uM) ZnCl> hozzaadasaval. A magas Pi-t tartalmazé6 médiumban
tenyésztett sejteknél az extracellularis kalcium depozicidé mennyisége nétt, melyet a cink
dozisfiiggben gatolt (4.A-B). Ezt Alizarin Red festéssel — mely az extracellularis kalcium
depozitumokat festi — és az extracellularis matrix kalcium tartalmanak mérésével igazoltuk. A
VSMC-k kalcifikéacioja soran nagy szerepe van az aktiv Pi felvételnek, mely a Ill-as tipusa
natrium-Pi Kotranszporteren keresztiil valésul meg [75]. Az intracellularis Pi koncentraciot
mérve azt kaptuk, hogy a kalcifikal6 médiumban tenyésztett sejtek Pi felvétele jelentdsen nott,

melyet 15 pmol/L koncentracioju cink szignifikdnsan gatolt (4.C).

Kontroll - 15 20 25 30 pMZnCl,

+ + + + + K:’llc_iﬁkél()
médium
B C

icié (ug/mg feh

Kalcium depozi

4. abra: A cink dozisfiiggden gatolja a VSMC-k magas Pi-indukalt mineralizaciéjat. A VSMC-het kalcifikalo
médiumban tenyésztettiik onmagaban vagy 15, 20, 25 és 30u/L ZnCl; hozzdadasaval (A-C). Az extracellularis
matrix kalcium depozitumait Alizarin Red festéssel vizualizaltuk, melyek reprezentativ képei, valamint
mikroszképos képei harom fliggetlen kisérlet eredményeib6l lathatdbak (A). Az extracellularis matrix
dekalcinalasat kovetd kalcium tartalom mérésének atlaga lathato harom fiiggetlen kisérlet alapjan (B). A VSMC-

V4
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5.2. A PHI fokozza a VSMC-k magas Pi-indukalt kalcifikacidjat, melyet a cink gdtol.

A hipoxia jelentésen befolyasolja a VSMC-k kalcifikacidjat és oszteokondrogén iranyt transz-
differenciaciojat [47], igy a PHI, a HIF stabilizacio utjan, potencialisan fokozza a VSMC-k
mineralizacidjat. A VSMC-ket kalcifikalé6 médiumban tenyésztettiink onmagéban vagy 5 és 20
pmol/L. FG4592 jelenlétében, melyet kiegészitettiink 30 pmol/L ZnClz-dal 10 napig. Az
extracellularis matrix kalcium tartalmat, valamint a Pi felvételt mérve elmondhato, hogy az
FG4592 dozisfiiggd mddon fokozza a mineralizacidt a Pi-indukalt kalcifikaciohoz képest,

melyet a 30 umol/L ZnCl; szignifikansan gatolt (5.A-C).

Kontroll - - - + + + 30 uM ZnCl,
- 5 20 - 5 20 pM FG4592
+ N + + + Kiflc-lfikalo
médium
B C

is Pi (uM/mg fehérje)

Intracellulari

Kalcium depozicio (ug/mg fehérje)

Kontroll - < - + 4+ + 30 uMZnCl 30 uM ZnCl,
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+ + + 4 + +  Kaleifikalé + + + § P 4+ Kalcifikilé
médium médium

5. abra: A PHI (FG4592) fokozza a VSMC-K mineralizaciojat, melyet a cink gatol. A VSMC-Kket kalcifikalo
médiumban tenyésztettiik kiegészitve 5 és 20 uM FG4592-vel 6nmagaban vagy 30 umol/L ZnCl; hozzaadasaval
10 napig. Az extracellularis matrix kalcium depozitumait Alizarin Red festéssel tettiik lathatova (A). A
dekalcifikalt extracellularis matrix kalcium tartalma lathaté harom fiiggetlen kisérlet és mérés atlaga alapjan (B).

V4

atlagat abrazoltuk (C) (sajdt eredmények).

5.3. A PHI (FG4592) csokkenti a simaizomsejt-specifikus gének expressziojdt

crer

markereiket [76]. A hipoxia a HIF-1a-an keresztiil a VSMC-ken fenotipikus valtozast idéz el

[77]. Ezért megvizsgaltuk, hogy a PHI altal fokozott Pi-medialt kalcifikacié soran a VSMC-
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kben hogyan valtozik a simaizom alfa-aktin (ACTA-2) és a transzgelin (TAGLN) gének
expresszioja. A sejteket novekedési,- és kalcifikdlo médiumban tenyésztettiik onmagaban vagy
5 és 20 pmol/L FG4592-vel és kiegészitettilk 30 umol/L ZnCl,-dal., majd nyomon kdvettiik a
kalcifikaci6 folyamatat 10 napig. A VSMC-k Pi-indukalt kalcifikacioja soran az ACTA-2 (6.A)
¢s a TAGLN (6.B) gének expresszidja csokken. Ezt a hatast a PHI szignifikansan fokozza
dozisfiiggd modon, dnmagaban is. A cink gatolta a vizsgalt simaizom specifikus markerek
expressziojanak csokkenését. Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy a magas Pi és a PHI
egymds hatasat felerdsitik, additiv modon csokkentve az ACTA-2 ¢és TGLN gének

expressziojat, mely cinkkel kompenzalhato.
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6. dbra A PHI csokkenti a simaizomsejt-specifikus markerek expresszidjdt, melyet a cink kompenzal. \/SMC-

s

kiegészitve 6nmagaban és 30 pmol/L ZnCl; hozzaadasaval 10 napig. ACTA-2 (A) és TAGLN (B) mRNS szinteket
mértiink qRT-PCR-rel. A kapott eredményeket 3 fiiggetlen kisérlet atlagakénttszoras abrazoltunk (sajat
eredmények).

5.4. A PHI fokozza az oszteogén markerek expressziojdat, melyet a cink gdtol

Az altalunk optimalizalt in vitro kalcifikacios modellen megvizsgaltuk, hogy a PHI hogyan
befolyasolja a kalcifikdcioban fontos szerepet jatszo gének expresszidjat. Vizsgélataink soran
a vaszkularis kalcifikacié patomechanizmusaban fontos szerepet jatsz6 BMP-2 (Bone
Morphogenetic Protein-2), Msx-2 (Msh homeobox 2) és az Osx gének expresszids mintazatait
vizsgaltuk. A kapott eredmények alapjan megallapithato, hogy a PHI dézisfiiggd mddon
fokozza a vizsgalt gének expresszidjat a Pi-vel kezelt sejtekhez képest, melyet a cink 30 pmol/L
koncentracioban szignifikansan gatolt (7.A-C). Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a PHI

onmagaban (magas Pi nélkiil) nem befolyasolja a BMP-2, az Msx-2 és az Osx mRNS szintjét.

24



[ 2.5
E 4] P
8 £ 20
o N
3 ‘ s
£ | 2 15
£ > I %
a4 | i £
< . q 10
= 4 e B
“RO0a mB -
T T T T T 0.0
Kontroll - - -+ - -+ + 30pMZnCl, Kontroll . - - + - - + + 30uMZnCl,
5 20 - § 20 5 20 pMFG4592 - 5 20 - 5 20 5 20 pMFG4592
# - - 4+ % + + + Kalcifikilo + - - 4+ + + + + Kalcifikdilé
médium médium
C

SP7/Osterix mRNS szint

Kontroll - - -+ - - % 4+ 30pMZnCl,

5 20 - 5 20 5 20 puMFG4592

+ - - %+ 4+ + 4+ 4+ Kalcifikilé
médium

7. abra: A PHI fokozza az oszteogén gének expresszidjat, melyet a cink gatol. VSMC-ket tenyésztettiink
novekedési médiumban 6nmagaban vagy 5 és 20 umol/L PHI jelenlétében és kalcifikalé médiumban énmagéaban
vagy 5 és 20umol/L PHI mellett, 30 umol/L ZnCl,-dal kiegészitve 10 napig és az oszteogén markereket qRT-
PCR-rel vizsgaltuk. A BMP-2 (A), az Msx-2 (B) és az Sp7/Osterix (C) gének relativ expresszidjat RNA45S5
mRNS szintre normalizaltuk és kapott eredményeket 3 fiiggetlen kisérlet atlagaként+szoras abrazoltunk (sajat
eredmények).

5.5. A PHI hatdsa a Runx2 Ser451 foszforilaciojara.

A Runx-2 transzkripcios faktor a vaszkularis kalcifikacié patogenezisének az egyik fo

crer

crer

allapotat Western blot segitségével vizsgaltuk, melynek sordan a VSMC-kbdl sejtmagot
szeparaltunk. Kimutattuk, hogy az altalunk beallitott in vitro kalcifikacios kornyezetben (magas
Pi onmagaban vagy PHI-vel kiegészitve) a Runx-2 nuklearis transzlokacoja a novekedési
médiumaban tenyésztett sejtekhez képest nem valtozott (8.A). A Runx-2 Ser451 foszforilaciot
vizsgalva Kimutattuk, hogy magas Pi és PHI egyiittes jelenlétében a Serd51 defoszforilalodik,

mely folyamatot a cink 30 umol/L koncentracioban szignifikansan gatolt (8.B).
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8. abra: PHI hatasa a Runx-2 foszforilaciéjara. VSMC-ket tenyésztettiink novekedési médiumban és kalcifikalo
médiumban dnmagéaban vagy 5 és 20 umol/L PHI jelenlétében 30 umol/L ZnCl>-dal kiegészitve 10 napig. A

extraktumbdl. A diagramok harom fliggetlen kisérlet Runx2 és Runx2 Ser451 specifikus savok Lamin B1 fehérjére
normalizalt denzitasainak atlagat+szoras abrazoljak (sajat eredmények).

5.6. A piruvat dehidrogenaz kindz- 4 (PDK- 4) szerepe a vaszkuldris kalcifikdcioban

A PDK-4 mitokondrialis enzimnek a gliikk6z,- és zsirsav metabolizmus szabalyozasan til a
vaszkularis kalcifikacio folyamataban is kdzponti szerepe van [81,82,83]. A VSMC sejtekben
magas Pi hatasara a PDK-4 mRNS szintje megemelkedett, melyet a PHI tovabb fokozott (9.A).
Magas Pi hatasara a PDK-4 fehérje expresszidja emelkedett, mely a PHI altal fokozodott. A
cink mind a Pi, mind a Pi+PHI esetén szignifikansan csokkentette a PDK-4 expressziojat (9.B)
A kapott eredmények alapjdn elmondhatd, hogy cink transzkripcids,- és poszt-transzlacios

szinten is gatolja a VSMC-k Pi ¢és Pi+PHI indukalt PDK-4 expressziot.
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9. abra: A PDK-4 szerepe a VSMC-k Kkalcifikaciojaban. A VSMC-ket ndvekedési médiumban és kalcifikalo
médiumban tenyésztettiik onmagaban vagy 5 és 20 umol/L PHI jelenlétében 30 pmol/L ZnCl,-dal kiegészitve 10
napig. A PDK-4 mRNS szintjét qRT-PCR-rel vizsgaltuk és RNA45S5 mRNS szintre normalizaltuk és harom
fiiggetlen kisérlet eredményének atlagattszoras mutatja a diagram (A). A PDK-4 fehérje expressziojat Western
blot segitségével vizsgaltuk és HSP-90-re normalizaltuk (B). (sajat eredmények)

5.7. A cink a metallotionein fehérjétil fiiggetleniil gatolja a vaszkularis kalcifikaciot.

A metallotioneinek kis molekulatomegli fehérjék, melyek szelektiven képesek kotni a
kiilonboz6 nehézfémionokat (cink, réz, kadmium) [84] és kdzponti szerepiik van az antioxidans
folyamatokban is [85]. Mivel a vaszkularis kalcifikaciot 6sszefiiggésbe hoztak a szabad gyokok
képzbédésével és az oxidativ stresszel, igy megvizsgaltuk, hogy a cink kalcifikaciot gatlo
hatasaban szerepe van-e a metallotioneinnek. A VSMC-ket kalcifikalé médiumba tenyésztettiik
onmagaban vagy 30 umol/L ZnClz-dal kiegészitve 10 napig, majd qRT-PCR-rel vizsgaltuk a
magasabb, mint a fizioldgias tartomany felso hatara, igy a metallotionein 1a és 2a mRNS szintje
nem valtozott a kontrollhoz képest. Ismert, hogy a metallotionein protektiv fehérjeként jelen
van az atheroszklerotikus plakkokban [86,87], igy azt feltételeztiik, hogy in vitro kalcifikacios
modelliinkben is hasonlé funkcidja van. Ennek vizsgalatahoz a tovabbi kisérleteinkben 100
umol/L  koncentracioju ZnClp-dal egészitettik ki a kalcifikald médiumot, amely a
kontrollokhoz képest szignifikansan emelte a metallotionein 1a és 2a mRNS szintet (10.A-B).

Ezt kovetdéen metallotionein la és 2a specifikus siRNS-sel csendesitettik a MT1 és MT2
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expressziojat, melynek hatékonysagat Western blot segitségével ellendriztik (10.C). A
géncsendesitéssel egyidben a sejteket kalcifikalé médiumban tenyésztettiik oGnmagaban vagy
100 umol/L ZnCl-dal kiegészitve 10 napig, majd mértiik az extracellularis matrix kalcium

crcr

VSMC sejtek magas Pi-medialt mineralizaciojat (10.D).
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10. abra: A cink vaszkularis kalcifikaciot gatlé hatasa a metallotioneintél fiiggetlen. VSMC sejtet
kezeltiink magas foszfat tartalmi médiummal 6nmagaban és 100 pmol/L ZnCl; jelenlétében. A
metallotionein 1a (A) és 2a (B) relativ expressziojat qRT-PCR-rel vizsgaltuk és RNS45S5 mRNS szintre
normalizaltuk. A sejteket MT 1a/2a specifikus siRNS-sel transzfektaltuk és kalcifikaldé médiumban
onmagaban ¢és 100 umol/L ZnCly-dal kiegészitve tenyésztettik 10 napig. A géncsendesités
hatékonysagat immunoblottal vizsgaltuk (C). A MT1a/2a géncsendesitett sejtek extracellularis matrix
kalcium tartalmat vizsgaltuk. (D). A kapott eredményeket harom fiiggetlen kisérlet atlagaként+szoras
abrazoltuk (sajdt eredmények).
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5.8. A CKD szenvedo betegek és a carotis miitét elott allo betegek plazma cink koncentrdcioja
alacsony.

Ismert, hogy az 5. stadiumi CKD-ban szenvedd betegekben a plazma cink koncentracidja
alacsony, amely hozzajarulhat a vaszkularis kalcifikacié progressziojahoz [88]. Induktiv
csatolasu plazma atomemisszids spektrometriaval vizsgaltuk a hemodializalt betegek, a carotis
endarterectomia miitét el6tt allo betegek és a kontroll csoport plazma cink koncentraciojat.
Kimutattuk, hogy a két betegcsoport plazma cink koncentracidja szignifikansan alacsonyabb,
mint a kontoll csoporté (11.). A kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy a fiziologidstol

alacsonyabb cink koncentracid potencialis riziko faktor lehet a vaszkularis megbetegedésekben.
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11. abra Hemodializalt és carotis miitét elott 4ll6 betegek plazma cink koncentracidja. Induktiv
csatolasu plaza atomemisszids spektrometriaval mértiik a hemodializalt ( n=28, atlagéletkor= 55 év, F/N
15/13), carotis mitét eldtt allo (n=15, atlagéletkor= 72 év, F/N 6/9) betegek és a kontroll csoport (n=18,

srer

5.9. A magas gliikoz fokozza a VSMC sejtek magas Pi-medialt extracellularis mdtrix kalcium
depoziciojat és Pi felvételet.

Ismert, hogy a diabetes mellitus, a hiperglikémia és a gliikoz metabolizmus zavara fokozza a
vaszkularis kalcifikaciot [89, 90]. Az altalunk optimalizalt in vitro kalcifikaciés modellben

megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a magas gliikoz (11 mM) a VSMC sejtek Pi-indukalt

crer

29



médiumban tenyésztett sejtek extracellularis kalcium tartalma (12.A) és Pi felvétele (12.B)

megemelkedett a kontrollhoz képest, melyet a magas gliikoz szignifikdnsan fokozott.
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12. abra: A magas gliik6z fokozza a VSMC sejtek Pi-medialt extracellularis matrix kalcium depoziciéjat és
Pi felvételét. VSMC sejteket tenyésztettiink normal glikkéz (5,5 mM) és magas glikoz (11 mM) tartalma
novekedési médiumban dnmagaban vagy 3 mmol/L Pi-vel kiegészitve 10 napig. A szolubilizalt extracellularis

s

abrazoltuk (sajdt eredmények).

5.10. A BGP-15 csokkenti a magas Pi-indukalt mineralizdciojat normadl-és magas gliikoz
koncentrdcio esetén.

Annak vizsgalatara, hogy a BGP-15 milyen hatdssal van a VSMC sejtek Pi-indukalt
kalcifikaciojara, a sejteket 10 napig tenyésztettiik normal gliikoz (5,5 mM) vagy magas gliikkoz
(normal gliikéz: 15-100 uM BGP-15, magas gliikkoz: 50-200 uM BGP-15) jelenlétében. Az
extracellularis matrixban talalhaté kalcium depozitumokat Alizarin Red festéssel detektaltuk,
mely azt mutatta, hogy a BGP-15 normal-és magas gliilkozkoncentraciéo mellett is dozisfiiggd
modon szignifikansan csokkentette a magas Pi-indukalt mineralizaciot (13.A). A kalcium
mennyiségi meghatarozdsadhoz az extracelullaris matrix kalcium tartalmat mértiik. A magas Pi
hatasara normal gliikéz mellett szignifikdnsan emelkedett kalcium koncentraciot figyeltiink
meg, mely magas gliikdz hatasara tovabb fokozodott. A BGP-15 mindkét gliikkozkoncentraciod
mellett csokkentette az extracellularis matrix kalcium tartalmat (13.B-C). Az Alizarin Red
festés megerdsitéseként a depozitumokat fluoreszcensen jeldltiik és konfokalis mikroszkoppal
tettiik lathatova (13.D) Mivel a VSMC sejtek Pi-indukalt kalcifikacidojaban meghatarozo 1épés
a Pi sejtekbe torténd felvétele [75], megvizsgaltuk az intracellularis Pi koncentracid valtozasait.

Kimutattuk, hogy a kalcifikdldo médiumban tenyésztett sejtek intracellularis Pi tartalma
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magasabb, mint a kontroll sejteké (13.E), melyet a magas gliikoz tovabb fokozott (13.F). A
BGP-15 dozisfiiggd modon csdkkentette a Pi felvételt normal-, és magas gliitkozkoncentracio
mellett is. Mivel a magas gliikozt, és magas Pi-t tartalmaz6 médiumban tenyésztett sejtekben a
25 umol/L BGP-15 szignifikansan nem csokkentette a Pi felvételt és a kalcium depozitumok

mennyiségét, igy a tovabbi kisérletekben ezt a koncentraciot nem alkalmaztuk.
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Hoechst Osteosense Merge
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13. abra: A BGP-15 csokkenti a magas Pi-indukalt mineralizaciéjat normal- és magas gliikozkoncentracio
esetén. VSMC sejteket tenyésztettiink normal gliikoz (5,5 mM) és magas gliikéz (11 mM) tartalmi médiumban
onmagaban vagy 3 mM Pi-vel kiegészitve és hozzaadtunk normal glikoz esetén 15-100 uM BGP-15-6t, mig
magas glikoznal (11 mM) 25-200 uM BGP-15-6t 10 napon at. Az extracellularis matrix kalcium mindségi
meghatarozasahoz Alizarin Red festést (A), valamint fluoreszcens festést végeztiink OsteoSense 680 segitségével
(D). Az extracellularis matrix szolubilizalasat koveten a kalcium mennyiségi meghatarozasat végeztiik el (B,C).

srer

fiiggetlen kisérlet atlagakénttstandard hiba dbrazoltuk (sajat eredmények).

5.11. A BGP-15 gatolja a simaizomsejt-specifikus markerek Pi-medidlt csokkenését normal-
és magas gliikoz koriilmények kozott is.

--------

a sejtek elveszitik olyan simaizomsejt-specifikus markereiket, mint a traszgelin (TGLN) és a
simaizom a-aktin (ACTA-2) [91]. Kimutattuk, hogy VSMC-ben normal gliikéz (5,5 mM) és
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magas Pi (3 mM) hatasara csokken TGLN és ACTA-2 expresszidja (14.A-D), mely csokkenés
mM) esetén jelentdsebb volt (14.E-H). A BGP-15 mindkét

magas gliikéz (11

gliilkdzkoncentracid esetén kompenzalta a8 TGLN és az ACTA-2 expresszio csokkenését.
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14. abra: A BGP-15 gatolja a simaizomsejt-specifikus markerek Pi-medialt csokkenését normal- és magas
gliikoz koriilmények kozott is. VSMC sejteket tenyésztettiink normal gliikoz (5,5 mM) és magas gliikoz (11 mM)
tartalma médiumban 6nmagaban vagy 3 mM Pi-vel kiegészitve és hozzaadtunk normal gliik6z esetén 15-100 uM
BGP-15-6t, mig magas gliikkoznal (11 mM) 50-200 uM BGP-15-6t 10 napon at. A TAGLN és az ACTA-2 mRNS
relativ expresszidjatt qRT-PCR-rel vizsgaltuk (A,C,E,G) és RNA45S5-re normalizaltuk, majd immunoblottal
néztiik meg az TAGLN és ACTA-2 fehérjék expresszios valtozasat, melyet GAPDH-ra normalizatunk (B,D,F,H).
A kapott eredményeket harom fiiggetlen kisérlet atlagabol+szoras kaptuk.

34



5.12. A BGP-15 gdtolja a Pi-indukalt oszteokondrogenikus markerek expressziojat normadl-
és magas gliitkozkoncentrdacio mellett egyarant.

A VSMC-k kalcifikacidja soran a simaizomsejt-specifikus markerek csokkenésével egyidében
az oszteoblaszt specifikus markerek expresszioja emelkedik. Annak vizsgalatara, hogy a BGP-
15 milyen molekuldris mechanizmuson keresztiil fejti ki gatldé hatasit a VSMC-k
mineralizaci6ja megvizsgaltuk az oszteokondrogenikus transzformacidban szerepet jatszo
gének (KLF-5, Msx-2, BMP-2, Osx) expresszios mintazatat. A KLF-5 transzkripcios faktornak
kiemelked6 szerepe van a VSMC-k mineralizacidjanak kezdeti fazisaban [92]. Kimutattuk,
hogy Pi hatasara a KLF-5 mRNS expresszio szignifikdnsan fokozodott, a kontroll sejtekhez
képest, melyet a BGP-15 dozisfiiggé modon csokkentett. A magas gliikoz fokoztaa Pi-indukalt
KLF-5 mRNS expressziot a normal gliikozhoz képest, melyet a BGP-15 szintén dézisfiiggen
csokkentett (15.A-B). Az MSX-2 transzkripcios regulatorként fontos szerepet tolt be a
normdl gliikdzkoncentracié mellett az MSX-2 mRNS expresszidja kétszeresére emelkedett,
mig magas gliik6z mellett tobb mint haromszorosara a kontrollhoz képest. A BGP-15 mindkét
esetben dozisfiiggd modon fejtette ki gatld hatasat (15.C-D). A VSMC sejtek Pi-indukalt
mineralizacidjaban fontos szerepet jatszo BMP-2 mRNS expresszidjat vizsgalva Kimutattuk,
hogy magas Pi hatasara a kontrollhoz képest kozel haromszorosara, mig Pi és magas gliikoz
esetén tobb mint négyszeresére nétt, melyet a BGP-15 dozisfliggben csokkentett (15.E-F). Az
oszteoblaszt differenciacid és csontképzddés jellegzetes transzkripcids faktora az Osx [93],
melynek mRNS expresszidja magas Pi hatasara novekedett és a magas gliikoz ezt a névekedést

fokozta (15.G-H).
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15. abra: A BGP-15 gitolja a Pi-indukalt oszteokondrogenikus markerek expressziéjat normal-és magas
gliikozkoncentracié mellett egyarant. VSMC sejteket tenyésztettiink normal gliikéz (5,5 mM) és magas gliikoz
(11 mM) tartalmi médiumban 6nmagaban vagy 3 mM Pi-vel kiegészitve és hozzaadtunk normal gliikk6z esetén
15-100 uM BGP-15-6t, mig magas gliikoznal (11 mM) 50-200 uM BGP-15-6t 10 napon at. qRT-PCR-el
vizsgaltuk a KLF-5 (A-B), a BMP-2 (C-D) és az Osx (E-F) mRNS expressziot €s RNA45S mRNS szintre
normalizaltuk. Az eredmények harom egymastol fiiggetlen kisérlet atlagat+szoras mutatjak (sajat eredmények).
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513. A BGP-15 gadtolja az oszteokondrogenikus fehérjék Pi-indukadlt nukledris

7y erer

transzlokdcidjat.

A VSMC sejtek oszteoblaszt iranyt transzdifferenciacidjanak jellegzetessége a KLF-5, az Msx-
2, és az Osx fehérjék sejtmagi transzlokacioja. Western blot segitségével kimutattuk, hogy a
KLF-5 (16.A-B), az Msx-2 (13.C-D) és az Osx (16.E-F) fehérjék Pi hatasara a sejtmagba
transzlokalodnak, melyet a BGP-15 dozisfiiggben gatolt. A KLF-5 transzkripcids faktor

nuklearis transzlokacigjat immunfestéssel is igazoltuk (16.G).
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sejteket tenyésztettiink normal gliikkoz (5,5 mM) és magas gliikoz (11 mM) tartalmtt médiumban 6nmagéaban vagy
3 mM Pi-vel kiegészitve és hozzaadtunk normal gliikoz esetén 15-100 pM BGP-15-6t, mig magas gliikoznal (11
mM) 50-200 uM BGP-15-6t 10 napon at. Immunoblottal vizsgaltuk a KLF-5 (A-B), Msx-2 (C-D) és az Osx (E-

........
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immunfluoreszcens festéssel is igazoltuk (G). Az immunfluoreszcens festést megel6zéen a VSMC sejteket
kalcifikald6 médiumban tenyésztettilk dnmagaban vagy normal gliikdz esetén 50 uM, mig magas gliikoznal 150
uM BGP-15-el kiegészitve. A sejtmagokat Hoechst festékkel festettiik.

5.14. A BGP-15 gatolja a VSMC-k Pi indukdlt PDK-4 expressziojdt és befolydsolja az
extracelluldaris vezikulumok fehérje osszetételét.

A VSMC sejtek kalcifikacidjaban fontos szerepe van a PDK-4 fehérjének [94] Ez alapjan
megvizsgaltuk, hogy magas Pi és/vagy magas gliikoz hatdsara hogyan valtozik a PDK-4
expresszioja és a BGP-15 milyen hatassal van ra. Kimutattuk, hogy magas Pi hatasara normal
glilkézkoncentracié mellett a PDK-4 mRNS szint és fehérje expresszio kozel kétszeresére
emelkedett a kontrollhoz képest (17.A-B), mig magas Pi és magas gliik6z esetén haromszoros
indukciot figyeltiink meg (17.C-D). Mindkét esetben a BGP-15 dozisfiiggé modon gatolta a
PDK-4 expressziot.

A VSMC sejtek mineralizacidja soran, a megemelkedett extracellularis kalciumkoncentracio
eredményeként fokozodik az extracellularis vezikulumok (EV-K) szekrécidja [95, 96].
Extracellularis vezikulumot izolaltunk és Western Blot segitségével megvizsgaltuk a Matrix
Gla protein (endogén kalcifikacios inhibitor fehérje) és az Annexin A2 (kalcifikaciot fokozo
fehérje) fehérjék jelenlétét az EV-ben. Kimutattuk, hogy magas Pi hatasara az MGP fehérje
mennyisége kevesebb, mint a kontroll sejtekben, és a magas gliik6z hatasara tovabb csokkent a
mennyisége. A BGP-15 hatasara az MGP fehérje mennyisége a kontroll szintjén maradt
alacsony-, és magas gliik6z koncentracio esetén is (14.E). Ezzel parhuzamosan az Annexin A2
fehérje mennyisége a magas foszfat és/vagy magas gliikkdz hatasara nétt, melyet a BGP-15 a

kontroll szinten tartott (17.F).
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17. abra: A BGP-15 gatolja a VSMC-k Pi indukalt PDK-4 expresszidjat és befolyasolja az extracellularis
vezikulumok fehérje osszetételét. HAoSMC sejteket tenyésztettiink normal gliikkoz (5.5 mM) és magas gliikoz
(11 mM) tartalmi médiumban 6nmagéaban vagy 3 mM Pi-vel kiegészitve és hozzaadtunk normal gliikoz esetén
15-100 uM BGP-15-6t, mig magas gliikkoznal (11 mM) 50-200 uM BGP-15-6t 10 napon at. A PDK-4 mRNS
expressziot QRT-PCR-el vizsgaltuk és GAPDH mRNS szintre normalizatuk (A,C), majd a fehérje expressziot
immunoblottal vizsgaltuk és GAPDH-ra normalizaltuk (B,D). Az extracellularis vezikulak vizsgalatahoz a
sejtkezelés soran normal gliikéz esetén 50 uM BGP-15-el, mig magas glikéz esetén 150 uM BGP-15-el
egészitettiik ki a kalcifikalo médiat. A sejtkezelést kovetden extracellularis vezikulat izolaltunk és immunoblottal
vizsgaltuk az MGP (E) és az Annexin A2 (F) fehérjék expressziojat.
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6. DISZKUSSZIO

Krénikus veseelégtelenségben (CKD) a vaszkularis kalcifikacié mellett az egyik legjelent6sebb
(EPO) alkalmaznak, melynek alternativdja az egyre szélesebb korben alkalmazott hipoxia
indukalhat6 faktor (HIF) prolil-hidroxilaz inhibitor (PHI) gyogyszerek (Roxadustat-FG4592),
melyek kiemelked6 terapias potenciallal rendelkeznek [98, 98]. Szakirodalmi adatok alapjan az
aktiv HIF fehérjék fokozzak a magas Pi-medialt vaszkularis kalcifikacio progresszidjat, amely
jelentds riziké faktor a CKD patogenezisében [100, 101, 102]. Munkank soran els6ként a
gyogyszer indukalt hipoxia és a vaszkularis kalcifikacié kozotti kapcsolatot vizsgaltuk.
Kimutattuk, hogy a PHI fokozza a VSMC sejtek foszfat-indukalt oszteoblaszt iranyt
felgyorsijtak a vaszkularis kalcifikacié folyamatat [47, 103]. Hipoxias koriilményekben a HIF-
lo dimerizalédik a citoszolban, majd a sejtmagba transzlokdlodik, ahogy szabalyozo
fehérjeként a vaszkularis kalcifikdcioban is fontos piruvat-dehidrogenaz kinéz-4 fehérje
expresszidjat fokozza [104] Munkank soran bizonyitottuk, hogy a PHI altali HIF-stabilizalas
fokozza a PDK-4 expressziot a magas Pi-indukalt simaizomsejt mineralizacidban.

A vaszkularis simaizomsejtekben (VSMC) a magas Pi oszteokondrogenikus fenotipus valtast
1déz eld, mely soran a VSMC-k elveszitik sejtspecifikus markereiket (smooth muscle 22a, a-
actin), de ezzel egyidében az oszteoblaszt specifikus gének expresszidja megemelkedik [105].
Eredményeink bizonyitjdk, hogy a magas extracellularis Pi hatdsara az oszteogén gének
expresszioja nd, mig a simaizomsejt specifikus markerek expresszioja csokken. Megfigyeltiik,
hogy a PHI 6nmagéban is csokkenti a simaizom a-aktin és a transzgelin gének expressziojat
fiziologias Pi koncentracio mellett.

A vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén transzformacidja soran kiemelt szerepe van
azoknak a fehérjéknek, amelyek az in vivo csontosodasi folyamatokat is szabalyozzak. A BMP-
2 fehérje nagy mennyiségben expresszalodik a kalcifikalt ateroszlerotikus plakkokban [106], és
oszteoblasztokban [108], valamint a mikrovaszkularis endothél sejtekben [109] emelkedett
BMP-2 expresszio figyelheté meg. Ezek alapjan kimutattuk, hogy a PHI fokozza a VSMC-k
magas extracellularis Pi-medidlt kalcifikdcidja soran az oszteogén gének (BMP-2, Msx-2 és
Osx) expresszidjat.

A Runx-2 transzkripciés faktor nélkiilozhetetlen a VSMC-k oszteoblaszt irdnyu

------
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transzkripcionalis modosulasai szabalyozzak az oszteogén gének expressziojat [111, 112,]. A
S451 (Serine 451) foszforilacidja csokkenti a Runx-2 fiiggd transzaktivaciot, melyet munkank
soran is bizonyitottunk. A VSMC sejtekben PHI és magas Pi hatdsara csokkent a Runx-2 S451
foszforilacigja. Mivel Onmagaban magas Pi hatdsara nem csokkent a Runx-2 S451
foszforilacidja, igy valoszintsithetd, hogy ehhez a poszt-transzkripcionalis modosulashoz tobb
kalcifikaciot fokozé tényezok egyilittes jelenléte sziikséges.

Az oxidativ stressz, valamint a reaktiv oxidacids termékek (ROS) részt vesznek a vaszkularis
kalcifikaci6 patogenezisében, mely hatas cink szupplementacidval hatékonyan csokkenthet6 in
vitro [113, 114]. Ennek alapja, hogy a cink szupplementaci6 fokozza azoknak a fehérjéknek az
expressziojat, amelyek a ROS semlegesitésében vesznek részt. Munkank soran kimutattuk,
hogy a cink dozisfiiggd modon csokkenti a PHI és/vagy magas Pi-indukalt oszteobalszt iranyu
transzdifferenciaciot VSMC sejtekben. A metallotionein fehérjék elsédleges funkcioja, hogy
képesek szelektiven kotni a nehézfémionokat (cink, kadmium), de mellette antioxidans hatasuk
is van. Eredményeink alapjan VSMC sejtekben a cink kalcifikdciot gatldé hatidsa a
metallotionein fehérjétdl fiiggetlen mechanizmus eredménye.

A cinknek fontos szerepe van a vaszkularis megbetegedésekben, mivel a CKD-ban szenvedd
betegeknél az alacsony plazma cink koncentracid mellett felgyorsul a VSMC sejtek
kalcifikacioja [115]. Ezek alapjan megvizsgaltuk a hemodializalt CKD-s betegek valamint a
betegcsoportnal alacsonyabb volt, mint a kontroll csoporté. Ez a megfigyelés is alatamasztja a
plazma cink koncentracio ellenérzésének fontossagat azoknal a betegeknél, akiknél a
vaszkularis kalcifikacio, mint rizikotényez6 fenn all.

In vitro kisérleteink eredményei igazoljak, hogy a PHI (FG4592) fokozza a VSMC sejtek magas
markerek expressziojat, az oszteogén gének, valamint a PDK-4 expresszigjat emeli és
szabalyozza a Runx-2 foszforilacidjat. Ezt a patofiziologés folyamatot a cink képes gatolni (18.

abra)
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18. abra: A cink gatolja a HIF-PHI fokozott magas Pi-indukalt oszteoblaszt iranyu
transzdifferenciaciét VSMC sejtekben. A prolil-hidroxilaz inhibitor FG4592 fokozza a vaszkularis
kalcifikaciot azaltal, hogy noveli a VMSC-k Pi felvételét, csokkenti a simaizomsejt specifikus markerek
(ACTA-2, TAGLN) expressziojat, az osztoeogén gének (BMP-2 [Bone morphogenic protein-2], Msx-
2 [Msh Homeobox 2], Osx) és PDK-4 (piruvat-dehidrogenaz kinaz 4) expresszidjat emeli és csokkenti
a Runx-2 Ser451 foszforilacios szintjét, melynek eredményeként nd az extracellularis matrixban a

crcr

hogy megtartja a VSMC-k fenotipusat, csokkenti a Pi felvételt és az oszteogén markerek valamint a
PDK-4 expresszidjat és foszforilalva tartja a Runx-2 Ser451-et, melynek eredményeként csokken az
extracellularis matrixban talalhat6 kalcium depozitumok mennyisége,

cres

k egyik potencidlis mellékhatdsa a vaszkularis kalcifikacid6 fokozésa, mely ebben a
betegcsoportban az asvanyi anyagok nem megfeleld metabolizmusa miatt az egyik
legjelentdsebb komplikacio. A PHI-k ez irany kedvezdtlen hatdsai cink szupplementacioval
csOkkenthetdk, igy a CKD-s betegeknél a hemoglobin és EPO szint monitorozasa mellett a
plazma cink koncentracié nyomon kovetése is sziikséges.

A vaszkularis megbetegedések és a diabetes mellitus folyamatosan novekvo népegészségiigyi
gondot jelentenek vilagszerte. A diabetes egyik ismert sz6védménye a vaszkularis kalcifikacio
[116, 117], mely sziikségessé teszi a két betegség kozotti kapcsolat megismerését, a molekularis
mechanizmusok felderitését és talalni egy olyan gyogyszer-jelolt molekulat, amellyel egyszerre

kezelhetd a hiperglikémia és a vaszkularis kalcifikacio [118, 119]. A diabetes mellitus

crer
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BGP-15 [68]. Korabbi tanulmanyokban a BGP-15 hatasat még nem vizsgaltak a diabetes
mellitus szovodményeként kialakult vaszkuldris megbetegedések patomechanizmuséaban.
Korabbi kutatasi eredmények igazoljak, hogy a magas gliikéz fokozza a VSMC-k
mineralizacios folyamatait [120, 121]. Kimutattuk, hogy a magas gliikéz (11mM) fokozza a
simaizomsejtekre fiziologids esetben kontraktilis fenotipus jellemzd, melyet a nagy
mennyiségben expresszalédd sejtspecifikus markerek ugy, mint az ACTA-2 és TAGLN
bizonyitanak. Az olyan exogén tényezOk, mint a magas extracellularis szervetlen Pi és a
hiperglikémia csokkentik a simaizomsejt-specifikus markerek expresszidjat és a VSMC-k
fenotipikus valtozasat idézik eld, mely soran oszteoblaszt-szerii sejtekké alakulnak [122].
Kimutattuk, hogy normal gliikéz (5,5 mM) és magas Pi (3 mM) hatdsara csokkent az ACTA-2
¢s TAGLN expresszidja, mely csokkenés magas gliikoéz (11 mM) és magas Pi (3 mM) esetén
nagyobb mértéki volt. Kimutattuk. hogy a BGP-15 gatolja a simaizomsejt-specifikus markerek
csokkenését mindkét gliikozkoncentracio esetén. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a BGP-15
megeldzheti a VSMC-k fenotipus valtasat hiperglikémia és/vagy hiperfoszfatémia esetén.
fehérjék aktivalodnak, mint a KLF-5, BMP-2, Msx-2 és Osx. A KLF-5-nek fontos szerepe van
a magas Pi-indukalt kalcifikacié folyamat kezdeti fazisaban, és leirtak, hogy nagy
mennyiségben expresszalodik az adenin-indukalt urémids patkanyok kalcifikalt aortajaban
[91]. Ezek az eredmények is bizonyitjak, hogy a fokozott KLF-5 expresszio Osszefliggésbe
hozhat6 az érelmeszesedés progresszidjaval és egyéb kardiovaszkularis megbetegedésekkel
[123]. Munkank soran igazoltuk, hogy magas Pi hatasara emelkedett a KLF-5 expresszio és
nukledris transzlokédci6, melyet a magas glikéz szignifikdnsan fokozott. A BGP-15
csokkentette mind a magas Pi mind a magas Pi és magas gliik6z-indukalt KLF-5 expressziot és
nukledris transzlokéciot, mely bizonyitja, hogy a BGP-15 meggatolja a VSMC-k fenotipus
valtasast a kalcifikacio korai szakaszaban.

A BMP-2/Msx-2 uatvonal aktivalddasa nélkiilozhetetlen az oszteobalszt iranya
transzdifferencialodas folyamataban. Az Msx-2 fokozza a vaszkularis kalcifikaciot [124], mely
hatasa a diabetes szovodményeként kialakult oszteokondrogén atprogramozas is igazolt [125].
A hiperglikémia emeli a BMP-2 expressziot, mely fokozza a VSMC-k kalcifikacigjat [121].
Emelkedett plazma BMP-2 szint figyelheté meg érelmeszesedés és koszoruér mineralizacid
soran a 2-es tipusu diabetesben szenvedé betegekben [126]. Ezekre az eredményekre alapozva
elmondhato, hogy a BMP-2/Msx-2 ttvonal gatlasa egy terapias lehet6ség lehet a magas gliikoz

és/vagy magas Pi-indukalt vaszkularis kalcifikdcioban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
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BGP-15 szignifikansan gatolja a Pi altal fokozott BMP-2 és Msx-2 expressziot normal-, €s
magas gliikoz esetén is.

Az Sp7/Osterix a masodik legfontosabb transzkripcids faktor, mely nélkiilozhetetlen az
oszteoblaszt differenciaciohoz és a csontképzédéshez [127]. Fontossagat bizonyitja, hogy
Sp7/Osterix gén csendesitését kovetdéen csokkent a VSMC-k kalcifikacioja egerekben [128].
Kimutattuk, hogy a BGP-15 gatolja a magas gliikoz és/vagy magas Pi-medialt Osx expressziot
¢és nukledris transzlokaciot.

A PDK-4 az autofagia gatlasan és a metabolizmus szabalyozasadn keresztiil vesz részt a
vaszkularis kalcifikacido patogenezisében [81]. A metabolikus megbetegedések koziil az
inzulinrezisztenciaban és a hiperglikémiaban is kiemelt szerepe van a PDK-4-nek [129]. Mivel
a PDK-4 a diabetes mellitus és a vaszkularis progresszidjat is fokozza, igy aktvitasanak
csokkentésével negativ hatasai is csokkenthetok lennének. In vitro kalcifikacios modelliinkben
amagas Pi hatasara kozel kétszeresére, mig magas gliikoz és magas Pi hatasara haromszorosara
emelkedett a PDK-4 expresszio, azonban a BGP-15 mindkét esetben a kontroll szintéjre
csokkentette az expressziot.

Ismert, hogy a VSMC-k altal szekretalt extracellularis vezikulak részt vesznek a vaszkularis
kalcifikacioban [130]. Az extracellularis vezikulakba a kalcifikaciot gatlo (MGP) és fokozo
(Annexin A2) fehérjék egyarant megtaldlhatoak, azonban ha ezek mennyiégének egyensulya
zavart szenved, a kalcifikacio folyamata felgyorsul [131]. Az MGP (Matrix Gla Protein)
fehérjérdl ismert, hogy gatolja az arteridlis kalcifikaciot és csokkent mennyiségben van jelen a
vaszkularis kalcifikacidé soran [132, 133]. Az Annexin A2 a vaszkularis kalcifikacié soran
szekretalodo extracellularis vezikulakban nagy mennyiségben megtalalhatd [134]. Az
extracellularis vezikulumokban talalhat6 fehérjék koziil az MGP-t €s az Annexin A2-t vizsgalva
azt kaptuk, hogy a magas Pi hatasara csokkent az MGP mennyisége, mig az Annexin A2
mennyisége emelkedett. A BGP-15 a MGP expressziot a kontroll szinten tartotta, mig az
Annexin A2 mennyiségét a kontroll szintjére csokkentette.

Korabbi tanulmanyokban a kiilonb6z6 antidiabetikum gyogyszerek koziil a Metformin hatasat
vizsgaltak a vaszkuldris kalcifikdcioban. Kimutattak, hogy a metformin csokkenti a magas Pi-
-indukalt oszteogén iranyu transzdifferenciaciot a cAMP aktivalt protein kinaz ttvonalon
keresztiil [135], valamint a piruvat-dehidrogenaz kinaz-4 gatlasan keresztiil [136]. Ezek alapjan
fontosnak tartottuk a BGP-15 hatasast vizsgalni in vitro kalcifikacios modelliinkben.
Kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy a BGP-15 nemcsak a magas Pi-indukalt
oszteokondrogén trnszformaciot és mineralizaciot gatolja, hanem a hiperglikémia altal fokozott

magas Pi-indukalt kalcifikacos folyamatot is.
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Eredményeink bizonyitjak, hogy a BGP-15 egy hatékony gyogyszer-jelolt lehet a diabetes
szovodményeként kialakult vaszkularis kalcifikdcidban, mivel gétolja a simaizomsejt
specifikus markerek csokkenését, csokkenti az osztogén gének expresszidjat, csokkenti a

prokalcifikacios-, és emeli az antikalcifikdcids extracellularis vezikuldk szekréciojat

normoglikémiaban ¢és hiperglikémiaban egyarant (19. abra).
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19. abra: A BGP-15 gatolja a magas gliikoz és/vagy foszfat-indukalt oszteobalszt iranyu
transzdifferenciaciét VSMC sejtekben. A magas gliik6z fokozza a VSMC sejtek magas Pi-indukalt
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7. OSSZEFOGLALAS

A vaszkularis kalcifikacid elsddleges induktora a krénikus veseelégtelenségben szenvedd
betegeknél megfigyelhetd asvanyi,- és csontanyagcsere zavar. Pontos mechanizmusa még nem
ismert, igy nem all a klinikusok rendelkezésére olyan gyodgyszeres terapia, mellyel
visszafordithaté lenne ez a patofizioldgias folyamat. Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy
milyen tényezok gyorsithatjak fel a vaszkularis kalcifikacid, és milyen potencialis inhibitorok
lehetnek, amelyek visszaszorithatjak ezt a folyamatot.

Kutatasaink soran vizsgaltuk a cink lehetséges szerepét a magas Pi és/vagy PHI-indukalt VSMC

crer

crer

dozisfiiggd modon gatolt. A cink hatdsara az oszteoblaszt specifikus gének expresszidja (BMP-
2, Msx-2, Sp7/0sx) csokkent, mig a simaizomsejtekre jellemzé markerek (ACTA-2, TGLN)
expresszidja a kontroll szinten maradtak. A metallotionein, mint elsddleges cink - kot6 fehérje
szerepét vizsgaltuk a cink gatld hatdsdnak mechanizmusaban. A metallotionein gén
csendesitését kovetden nyomon kovettiik a kalcifikacio folyamatat in vitro és megallapitottuk,
hogy a cink mineralizaciét gatld hatdsa a metallotioneintdl fiiggetlen folyamat eredménye. A
hemodializalalt és carotis mitét el6tt allo betegek csokkent plazma cink koncentracidja arra
enged kovetkeztetni, hogy a cinknek nagy jelentésége lehet az érbetegségek megeldzésében in
Vivo.

Az asvanyi anyagok diszregulalt metabolizmusa mellett a hiperglikémianak is szerepe van a
vaszkularis kalcifikacio progresszidjaban. Munkank soran kimutattuk, hogy magas gliikéz (11
mM) hatdsara a Pi-indukalt oszteoblaszt iranyu transzdifferenciacié fokozodik a vaszkularis
simaizomsejtekben a normal gliikozhoz (5,5 mM) képest. Az altalunk optimalizalt in vitro
kalcifikaciés modellen a BGP-15 hatésat vizsgélva azt az eredményt kaptuk, hogy a BGP-15
dozisfiiggd modon csokkenti az oszteogén gének (BMP-2, KLF-5, Msx-2, PDK-4)
gliikézkoncentracid mellett is.

Kutatasi eredményeink 6sszegzéseként elmondhatd, hogy a CKD-s betegeknél alkalmazott PHI
kezelés mellett kiemelt jelentdsége van a vaszkularis kalcifikdcid6 nyomon kdvetésének, a
plazma cink koncentracié monitorozasanak €s az cink szupplementacionak. Emellett a BGP-15

antidiabetikus hatdsa mellett potencialis gyogyszer jelolt lehet a diabetes asszocialt vaszkularis

crer
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8. SUMMARY

The major inducer of vascular calcification is the disorder of mineral and bone metabolism in
patients with chronic renal failure. Its exact mechanism is not clear yet, so there is no available
drug therapy for clinicians to reverse this pathophysiological process. In our study we
investigated the factors that may accelerate vascular calcification and the potential inhibitors
that may inhibit this process.

In our research we investigated the possible role of zinc in the osteoblast transformation of
VSMCs induced by high Pi and / or PHI. We demonstrate that PHI enhances Pi-mediated
calcification of vascular smooth muscle cells as a result of continuous HIF activation which is
inhibited by zinc in a dose-dependent manner. Zinc decreased the expression of osteoblast-
specific genes (BMP-2, Msx-2, Sp7 / Osx), while the expression smooth muscle cell-specific
markers (ACTA-2, TGLN) remained at the control level. We investigated the role of
metallothionein as a primary zinc - binding protein in the mechanism of the inhibitory effect of
zinc. We monitored the calcification process after the silencing of metallothionein gene in vitro
and we found that the inhibitory effect of zinc on mineralization is independent metallotionenin.
Decreased plasma zinc levels in patients undergoing hemodialysis and undergoing carotid
surgery suggest that zinc may be of great importance in the prevention of vascular disease in
Vivo.

In addition to the dysregulated metabolism of minerals, hyperglycemia also plays role in the
progression of vascular calcification. We have shown that high glucose (11 mM) increases Pi-
induced osteoblast transdifferentiation in vascular smooth muscle cells compared to normal
glucose (5,5 mM). Examining the effect of BGP-15 in our optimized in vitro calcification model
we found that BGP-15 reduced the expression of osteogenic genes (BMP-2, KLF-5, Msx-2,
PDK-4) in a dose-dependent manner and the nuclear translocation of KLF-5, Msx-2, Osx
proteins at both normal and high glucose concentrations.

The result of this study demonstrate that in addition to PHI treatment in patients with CKD zinc
plasma levels and stage of vascular calcification should be closely monitored and zinc
supplementation might be considered.

In addition to the antidiabetic effect of BGP-15, it may be a potential drug candidate for the

treatment of diabetes-associated vascular disease.
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