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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ALP: alkalikus-foszfataz

BMDM: csontveld eredeti mononukledaris sejtek

BSA: bovine serum albumin

CatK: katepszin K

CBS: cisztationin-p-szintaz

CKD: Chronic Kidney Disease; Kronikus vesebetegség
CTR: kalcitonin receptor

CSE: cisztationin-y-liaz

DC-STAMP: dentritikus sejt-specifikus transzmembran fehérje
DMEM: Dulbecco-féle modositott sejttenyészté médium
DMSO: dimetil-szulfoxid

DTT: ditiotreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FHb: ferril-hemoglobin

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

Hb: hemoglobin

HBSS: Hank-féle sooldat

HO-1: hem-oxigenaz-1

IPTG: izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid

JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

M-CSF-1: makrofag/monocita koloniastimulalé faktor-1
MetHb: methemoglobin

MST: 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid
NFATcL: aktivalt T-sejtek nuklearis faktora, citoplazma 1

NFkB: kappa-B nuklearis faktor



OC: oszteoklaszt

OCN: oszteokalcin

OLC: osteoklaszt-szerii sejt

OPG: oszteoprotegerin

PBMC: periférias mononuklearis sejt

PBS: foszfat-pufferelt sboldat

PFA: paraformaldehid

Pi: inorganikus foszfat

Pit-1: natrium-dependens foszfat kotranszporter
PPG: DL-propargilglicin

RANK: NFkB aktivator receptor

RANKL: NFkB aktivator receptor ligand
Runx2: Runt-related transcription factor 2
TRAF6: tumor nekroézis faktor (TNF)-receptor asszocialt faktor 6
TRAP: tartarat-rezisztens savas foszfataz
TRIS: trisz-(hidroximetil)-aminometan

VSMC: vaszkularis simaizomsejt



2. BEVEZETES

A vaszkularis kalcifikacio fiiggetlen rizikofaktorként szerepet jatszik szamos kardiovaszkularis
megbetegedés  kialakuldsdban. A vaszkuldris  simaizomsejtek  oszteoblaszt-irdnyt
transzdifferencidcioja Osszefligg a vaszkularis kalcifikacid patogenezisével, melynek soran a
sejtek elveszitik kontraktilis jellegiiket, ezzel parhuzamosan oszteoblaszt-specifikus fehérjéket
expresszalnak és az extracellularis térben hidroxiapatit kristalyokat akkumuléalnak.

Az oszteoklasztok csontreszorpcidra specializalt makrofag-eredetii sejtek. A kalcifikalt
ateromakban oszteoklaszt-Szeri sejtek talalhatoak, melyek jelenléte egyfajta kompenzacios
mechanizmust jelezhet a kalcium depozicioval szemben. A Kkalcifikalt ateroszklerotikus
plakkokban taldlhatd oszteoklaszt-szerii sejtek funkciovesztése a vaszkularis kalcifikacio
folyamatanak kedvez.

A vaszkularis kalcifikdci6 megjelenése az érfalban két ellentétes folyamatnak, a
simaizomsejtekbdl differencialodott oszteoblaszt-szer(i sejtek matrix mineralizacidjanak ¢és a
makrofagokbol differencialodott oszteoklaszt-szeri sejtek matrix reszorpcidjanak az eredménye.
Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy milyen faktorok képesek befolyasolni az oszteoblaszt-szerti
¢és az oszteoklaszt-szer(i sejtek aktivitasat, ezaltal hatast gyakorolni a vaszkularis kalcifikacio
kialakulasara.

Az ateroszklerotikus plakkok bevérzése gyakori jelenség, melynek sordn a sejtekbdl kiszabaduld
hemoglobin a plakkok oxidativ kdrnyezetében ferril-hnemoglobinna oxidalédik. Munkank soran
megvizsgaltuk, hogy az oxidalt hemoglobin befolyasolja-e az oszteoklasztok kialakuldsat és
matrix-reszorpcios aktivitasat a kalcifikalt ateroszklerotikus plakkokban. Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy a bevérzett kalcifikalt plakkokban képz6d6 ferril-hemoglobin gatolja az
oszteoklaszt-szerii sejtek kialakulasat, ezaltal befolyasolja a kalcium eltavolitasat a minerlizalt
ateroszklerotikus plakkokbol.

A kén-hidrogén fontos funkciokkal rendelkez6 gaz-molekula, melyet a vaszkularis
simaizomsejtek endogén modon a cisztationin-y-lidz enzim segitségéval termelik. Munkank

sordn megvizsgaltuk a kén-hidrogén szerepét a vaszkularis simaizomsejtek oszteoblasztos

crer

----------

¢s ez a mechanizmus hozzdjarulhat a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegekben —
akiknél a kén-hidrogén plazma koncentracioja alacsony - a vaszkularis kalcifikaci6 folyamatanak

felgyorsulasahoz.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Arterioszklerozis

A Kkardiovaszkularis megbetegedések vilagszerte a vezeté halalokok kozé tartoznak [1]. Az
arterioszklerozisnak harom fajtaja kiilonithet6 el: (1) intima ateroszklerdzis, (2) Monckeberg-féle

media kalcifikacio és (3) arterioloszklerdzis [2].

3.1.1. Ateroszklerozis

Az intima ateroszklerozis a nagyméretii erek intima részének megnagyobbodasaval jaro, az erek
lumenét csokkentd patologiai elvaltozas. Rizifaktorai lehetnek genetikai eredetiiek (familiaris
hiperkoleszteronemia), életmodbeliek  (elhizas, dohanyzas, egészségtelen taplalkozas,
mozgasszegény ¢életmdd) és egyéb tarsbetegségek (magas vérnyomas, cukorbetegség). Stary és
munkatarsai az intimaszklerozist tovabbi alosztalyokra bontotta szévettani és morfologiai
szempontokat figyelembe véve [3-5]. Az I. tipus az erek 1jsziilott- és kisgyermekkorban
jelentkez6 adaptiv megvastagodasa, amely a vér aramlasanak kovetkeztében kialakuld stressz
hatdsdra jon létre. Ezt a tipust kisméreti lipid depozitumok jellemzik, melyek csak
elektronmikroszkoppal lathatéak. A 1II. tipus (fatty streak) gyermekkorra jellemz6 tipus,
megjelenése a plazma koleszterin szintjével aranyos, jellemzden lipid cseppeket tartalmazo
makrofagokbol (habos sejtek) és T-limfoctakbol épiil fel, melyek az intima felszine alatt huz6do
hosszanti sargas szinii csikként rajzolédnak ki. A TII. tipust Kkoztes ateromanak, vagy
preateromanak is nevezik. Jellemzden fiatal felndttekben fordul elé leggyakrabban. A habos
sejteken tilmenden extracellularis lipid felhalmozodas figyelhetd meg. A IV. tipust (ateroma)
tovabbi extracellularis lipid akkumulacié kovetkeztében kialakuld 6sszefliggé lipid mag jellemzi.
Az V. tipusu 1ézioban fibrozus szovet jelenik meg és tovabbi alosztalyokra oszthatd: Va tipus
(fibroateroma, lipid talstllyal), Vb tipus (VII. tipus) (fibroateroma kalcifikacioval) és Vc tipus
(VIIL tipus) (fibrozus plakk, csokkent lipid tartalommal). A VI. tipust komplikalt 1ézionak
definialjak, mivel konnyen manifesztalodik akut- vagy kronikus klinikai tiinetekben, jellemzdje a

felszini endotel sejtréteg sériilése, hematoma, bevérzés, trombus képzddés.

3.1.2. Monckeberg-féle mediaszklerozis

A Monckeberg-féle mediaszklerozis a nagy- és kozepes erek tunica media szdvettani rétegét

érintd elvaltozas, melyben a simaizomsejtek oszteoblaszt-iranyt differenciacidjanak

kovetkeztében ektopias kalcifikacio figyelheté meg [6]. A tunica media kalcifikacidja nem jar az



érlumen csokkenésével, ugyanakkor a szovet a kalcifikdcio kovetkeztében elvesziti
rugalmassagat. RizikotényezOi a veseelégtelenség, cukorbetegség, valamint a kalcium- és

foszfat-metabolizmus zavara.

3.1.3. Arterioloszklerozis

Az arterioloszklerozis a kisméretli ereket és arteriolakat érinté elvaltozas, mely az érlumen

csokkenésével és az érfal rugalmassaganak elvesztésével jar6 folyamat [7].

3.2. A vaszkularis kalcifikacio

A vaszkularis kalcifikacio, fliggetlen rizikdtényezOként, szerepet jatszik szdmos érrendszeri
megbetegedés patogenezisében, ugymint az ateroszklerotikus plakk kialakulasa [8-10] |,
miokardialis infarktus [11, 12], koszorGér betegség [13, 14] és megemelkedett ischemias
epizodok periférias érbetegségekben [15]. A koszorterek kalcifikacidja noveli a hirtelen
szivhalal esélyét [16, 17]. A dializalt betegek artéria kalcifikacidja szoros Osszefliggésben van a
magas vérnyomassal, mely hozz4jarul a sziv- és érrendszeri ischemids betegségek ¢és a bal kamra
hipertrofia kialakulasahoz [18—20].

A vaszkularis kalcifikacionak két eltér6 megjelenési formdja van: (1) az intima kalcifikécio,
mely az ateroszklerotikus plakkok megjelenéséhez kothetd, valamint (2) a media kalcifikacio,
szintjében, és nem mindig tarsul ateroszklerdzissal. A vaszkularis kalcifikacid ez utobbi
megjelenési formaja igen gyakran fordul el6 hemodializalt betegekben, tovabba a kalcifilaxis -
mely diffuz arteriola kalcifikaciot és bér nekrozist mutato tiinetegylittes - kialakulasa is majdnem
kizarolag 5. stadiumu kronikus vesebetegségben (chronic kidney disease; CKD) szenvedd
betegekben fordul eld, és kiemelkedden magas haldlozasi aranyt mutat.

A megemelkedett foszfat (Pi) szintet sokaig a lagy szovetek mineralizacidjanak egyik jelentOs
prognosztikus markerének tekintették. Ez az emelkedett Pi szint gyakran lathaté végstddiumi
vesebetegségben szenvedd betegeknél, ahol a Pi homeosztazis zavart szenved, mivel a vese
képtelen exkretdlni a foszfatot. A CKD betegekben a vaszkularis kalcifikacio kialakulasa
szorosan 0sszefligg az asvanyi anyagok metabolizmusanak zavaraval, melyet a szerum Pi szint
megemelkedése ¢és hiperkalcemia jellemez [21, 22]. A vaszkularis kalcifikacid a
kardiovaszkularis megbetegedések fliggetlen rizikofaktoraként meghatarozo kockazati tényezé a
hemodializalt betegek halalozasaban [23, 24].



3.3. Simaizomsejtek kalcifikdacidja és oszteoblasztos differencidcidja

A vaszkularis kalcifikacié kialakuldsaban az 4svanyi anyagok metabolizmusanak zavara nagyon
fontos rizikofaktornak tekinthetd. A magas extracelluldris Pi szint nagyban hozzajarul a
vaszkularis kalcifikaciéo kialakulasahoz [25-29]. Korabbi tanulmanyokban igazoltak, hogy a
megemelkedett Pi szint vaszkularis simaizomsejtek (vascular smooth muscle cell; VSMC)
natrium-dependens foszfat kotranszporter Pit-1 csatornafehérjén keresztiil elengedhetetlen
feltétele a VSMC-k Kkalcifikaciojahoz és fenotipus valtasahoz [32]. Ellentétben a korabbi
elméletekkel, egyre elfogadottabb az a nézet, hogy a vaszkularis kalcifikacié egy szabalyozott
folyamat, melyben a VSMC-k oszteoblasztszerii sejtek fenotipusat veszik fel. Ezt az elgondolast
az is alatamasztja, hogy ezen sejtekben megemelkedik a Runt-related transcription factor 2
(Runx2) expresszioja, mely egy oszteoblaszt-specifikus transzkripcios faktor. A Runx2-nek
kulcsszerepe van az oszteoblaszt differenciacidban, a csont matrix fehérjék expresszidjanak
szabalyozasaban, kdvetkezésképpen a csont mineralizacioban [33]. Az alkalikus foszfataz (ALP;
a korai oszteogenezis fontos enzime) és az oszteokalcin (OCN; az egyik f6 nem-kollagén fehérje
a csontmatrixban) expresszidjanak emelkedése szintén megfigyelhet6 a VSMC-k magas
extracellularis Pi szintre adott valaszaban (1. abra) [34, 35].

A VSMC-k apoptdzisa, amely mind az intimaban az ateroszklerotikus plakkok esetében, mind
pedig a medidban CKD esetében lathatd, szintén hozzdjarul a vaszkularis kalcifikacio
kialakulasahoz. Az apoptotikus VSMC-k kalcifikaciés magként is funkcionalhatnak, illetve

aktivan koncentralhatjak a kalciumot és a foszfatot a hidroxiapatit képzéshez [36, 37].

10



47 Megemelkedett foszfat
Megemelkedett kalcium

Matrix vezikulak
Ca/P felvétele

SMC fenotipus-mddosulas

- Runx2
- Alkalikus-foszfatdz

Oszteokalcin

asvanyi anyagok

‘/ ] matrix vezikula w / ‘/,»
—="" kollagén ‘ -

ey «— | CaxP

1. abra: A magas foszfat és kalcium szint hatasa a vaszkularis simaizomsejtek matrix-
mineralizacidjara. A magas extracellularis foszfat és kalcium szint két utvonalon képes
indukalni a vaszkularis matrix minerlizaciot. Els6ként a kalcium (Ca) és a Pi megemeli a Pit-1
aktivitasat novelve a Pi felvételét a simaizomsejtekbe illetve a matrix vezikuldkba. A

megemelkedett intracellularis Pi szint a simaizomsejtek fenotipus-valtasat okozza, mely
magaban foglalja az oszteoblaszt-specifikus gének expresszidjat (Runx2, oszteoklacin, alkalikus
foszfataz), és a mineralizalt extracellularis matrix képzését. Tovabba a matrix vezikuldkban is
megemelkedik a Pi felvétele. A kalcium és Pi indukalta matrix mineralizacié masik modja, hogy
a megemelkedett kalcium és/vagy Pi megemelkedett Ca % Pi ion termékeket képez, ezaltal
termodinamikai reakciok révén hozzdjarul a hidroxiapatit kristdlyok novekedéséhez az
extracellularis térben. (Forras: Cecilia M. Giachelli, Vascular calcification mechanisms. JASN
2004; 15:2959-2964 [38] .)

3.4. Oszteoklasztok kialakuldsa és szerepe az érelmeszesedésben

3.4.1. Az oszteoklasztok differencidcioja

Az oszteoklasztok (osteoclast; OC) sokmagvu oridssejtek, melyek a monocita/makrofag vonal
eredetli, csontreszorpciora specializalodott sejtek [39]. A  makrofagok OC-iranyu
(macrophage/monocyte colony stimulating factor-1; M-CSF-1) és a kappa-B nuklearis faktor
aktivator receptor ligand (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand; RANKL) (2. abra)

[40]. A RANKL ¢s a kappa-B nuklearis faktor aktivator receptor (receptor activator of nuclear
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factor kappa-B; RANK) interakcioja révén tovabbi gének aktivalodnak, tobbek kozott a tumor
nekrozis faktor (TNF)-receptor asszocialt faktor 6 (TRAF6) [41], a c-Jun N-terminalis Kinaz
(INK) [42], a p38 [43], a kappa B nuklearis faktor (NFkB) [44], a c-Fos [45] és az aktivalt T-
sejt nuklearis faktor, citoplazma 1 (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1; NFATc1)
[46]. Az NFATcl kulcsszerepet jatszik az OC-ok érésében az OC-specifikus gének
expresszidjanak szabalyozasa utjan, mint példaul a dentritikus sejt-specifikus transzmembran
fehérje (dentritic cell-specific transmembrane protein; DC-STAMP), a tartarat-rezisztens savas
foszfataz (TRAP), a katepszin K (CatK) és a kalcitonin receptor (CTR) [47-51].

Elkotelezodés Fuzio Aktivacio

c-Fos DC-STAMP CatK

NF«B integrinek CTR
NFATcl TRAP

A A I\
[ | !

' M-CSF M-CSF
M-CSF RANKL RANKL
=) = =

rrrrr

elkotelezédés: a makrofagokban M-CSF ¢és RANKL hatasara az oszteoklasztogenezisben
szerepetjatszd szignalitvonalak aktivalodnak (TRAF-6, NF«kB, c-Fos, NFATcl1). Ezt kdvetéen
DC-STAMP és egyéb integrinek segitségével sejtfuziok révén sokmagvil preoszteoklasztok
alakulnak ki. Az aktivacios 1épésben érett oszteoklasztokra jellemzd génexpresszios mintazattal
(CatK, CTR, TRAP) és ezaltal csontreszorpcios aktivitassal rendelkezé sokmagvi oriassejtek
alakulnak ki. (Forras: Huntley R et al., Bone morphogenetic proteins: Their role in regulating
osteoclast differentiation. Bone Reports, 05 May 2019, 10:100207 [52] .)

3.4.2. Oszteoklasztok az érfalban

A vaszkularis kalcifikacio patogenezise egy aktiv, szabalyozott folyamat, mely sok hasonldsagot
mutat a csontképzés folyamataval [53, 54]. Hozzavet6legesen a kalcifikalt erek és billentyiik
egyotode tartalmaz csontszovetet [55]. A csontban az oszteoblasztok extracellularis
mineralizacidja és az OC-k csont-reszorpcidja egy szinkronizalt folyamat, mely egyenstlyt
eredményez a csontszovet anabolizmusa ¢és katabolizmusa kozott [56-58]. Az oszteoblaszt-
oszteoklaszt aktivitasok egyensulyanak megbomlasa patologias elvaltozasokhoz vezethet, mint

példaul oszteoporodzis vagy oszteopetrozis [59, 60].
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Az ateroszklerotikus plakkok kalcifikalt régidinak kornyezetében oszteoklaszt-szerii (osteoclast-
like cell; OLC) sejtek jelennek meg [61]. A funkcionalisan aktiv OLC-k jelentOségét a
vaszkularis kalcifikacidban szamos esetben bizonyitottak. Karbon-anhidraz II enzim-deficiens
(mely nélkiilozhetetlen az OLC sejtek csontreszorpcids aktivitdsahoz) egerekben nagymértékii
arterias kalcifikaciot figyeltek meg [62]. Tovabbi bizonyiték, hogy az M-CSF hianya, mely
sziikséges az OLC kialakuldsahoz, szintén vaszkuléaris kalcifikacibhoz vezet egerekben,
vélhetden a nem megfeleld6 OLC képzddés kovetkeztében [63]. Ezek a megfigyelések alapjan
elmondhat6, hogy a miikkodé OLC sejtek nélkiilozhetetlenek az érrendszerben a mineralizalt
depozitumok reszorpcidjahoz, illetve az OLC sejtek funkcidvesztése a vaszkularis kalcifikacio
folyamatat segiti eld.

A kalcifikalo erekben a RANKL ¢és az M-CSF egyarant expresszalodik [64, 65].
Erelmeszesedéses plakkokban a csontképzédés egy gyakori jelenség, melyet a VSMC-K,
oszteoblasztok és OLC-k jelenléte jellemez [66]. Az OLC-k infiltralodd makrofagokbol
differencidlodnak ¢és elsdsorban a koleszterol kristdlyok és a mineralizacidé kornyékén
figyelhetéek meg [67]. Az OLC-k kialakulasa az érrendszerben fiigg a RANKL-t6l, melyet
kiilonféle sejttipusok, ugymint VSMC-k és endotél sejtek is nagy mennyiségben szekretalnak
[68—70]. Doherty és munkatarsai kimutattak, hogy az artériaban talalhat6 kalcium depozitumok
kedvezhetnek a hematopoetikus sejtekbdl torténd OLC sejtek kialakuldsdnak, mely
ellensulyozhatja a kalcifikaciot ateroszklerozisban [71]. Ezt a hipotézist az is alatamasztja, hogy
a Runx2 — a VSMC-oszteoblaszt transzformacio f6 transzkripcios faktora — kozvetlentiil kotédik
a RANKL promoteréhez ¢és aktivalja annak expressziojat, igy a Runx2 tobb ponton is
ezaltal az extracellularis kalcium felhalmozodasat, masrészt eldsegiti az OLC-k képzdodését,
melyek részt vesznek a mineralizalt depozitumok reszorpcidjaban [72]. Az artériak mélyebb
szoveti rétegeiben az OLC-k képesek a depozitumok bontasara, ezaltal csokkentik a kalcifikacio
mértékét és ellenstlyozzak a VSMC-kbdl szarmazd oszteoblasztok aktivitasat [67]. Az
egyensuly felbomlasa a VSMC-kb6l szarmazo oszteoblasztok csontképzése és az OLC-k

csontreszorpcioja kozott patologids kalcifikacios folyamatokhoz vezet az érfalban.

3.4.3. Az oszteoklaszt-differenciacio gatlasa

A RANK expresszidja, valamint a RANK-RANKL interakcidja nélkiilozhetetlen az OC-k

------

differencialodnak OC-k [74]. Az oszteoprotegerin (OPG) egy szolubilis RANKL receptor,

melynek szerepe van a csont-reszorpcié szabalyozasaban azaltal, hogy gatolja az OC-k
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mitkodését [75]. Az OPG dimerként verseng a RANK receptorral a RANKL-kotésért, ily modon
gatolja a RANK-RANKL interakciot [76].

Az NFATcl oszteoklasztogenezisben betoltott kulcsszerepére vilagitanak rda azok a
Tovabba, az NFATcl-deficiens embrionalis dssejtek nem képesek OC sejtekké differencialodni
RANKL hatasara [78].

Zwerina és munkatarsai mar korabban leirtak, hogy a hem gatolja az oszteoklasztogenezist €s az
OC-specifikus markerek (TRAP, CTR ¢és DC-STAMP) expresszidjat azaltal, hogy indukélja a
hem-oxigenaz-1-et (HO-1), a hem katabolizmus legfontosabb enzimét [79]. A HO-1 negativ

------

3.5. Aferril-hemoglobin jelenléte az ateroszklerotikus plakkokban

Az ateroszklerotikus 1¢ézidk sériilése révén gyakran alakul ki plakkon beliili hematéma vagy
hemorrhagia (3. abra). Mi tobb, a vorosvértesetek képesek a plakkba penetralni a vasa vasorum
feldl is a neovaszkularizacid soran megjelend, ujonnan képzodott erek sériilései révén is [5, 82].
Ezen bevérzett komplikalt plakkokat er6sen oxidalo millieu jellemzik, mintegy ,,halal zonat”
képezve a vorosvértestek szamara [83]. Az eritrocitak ezen halal-zonaban 1épve szétesnek, a
kiszabadulé hemoglobin (Hb) gyors oxidacion megy keresztiil, mely soran methemoglobin
(MetHb, Fe®") és ferril-hemoglobin (FHb, Fe*=0%) képzédik. A Hb oxidaciojat hem
felszabadulas is kiséri [84]. Kutatocsoportunk korabban igazolta, hogy a bevérzett komplikalt
1éziokban MetHb és FHb talalhato [85], a FHb pedig potencialis pro-inflammatorikus mediator
az endotél sejtekben, indukalja azok morfologiai valtozasait [86], fokozza az endotel-réteg

crcr

az oxidalt Hb formaknak jelentds szerepe van az ateroszklerozis patogenezisében.
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3. dbra: A vorosvértestek-medialta aterogenezis progresszidja. Eritrocitak infiltralodnak az
ateromaba (1), melyek az ateroma lipidek hatasara lizalodnak és kiszabadul a ferrohemoglobin
(Ferro-Hb)(2). A ferrohemoglobin ferril-hemoglobinna (Ferryl-Hb) (3a) és ferrihemoglobinna
(Ferri-Hb) oxidalodik (3b). A ferrihemoglobinbol a hem-kiszabadul (4), melyet az ateroma
lipidek felvesznek (5). Az ateroma lipidek oxidacidja fokozodik (6) és az oxidacid soran
keletkez6 reaktiv lipid termékek endotélium karosodast és aktivaciot okoz (7). Az ateroma lipid
¢s hem indukalja a HO-1 és ferritin expresszidjat (8). (Forrds: Nagy Emdke,et al. Red Cells,
Hemoglobin, Heme, Iron, and AtherogenesisArterioscler Thromb Vasc Biol. 2010
Jul;30(7):1347-53 [85].)

3.6. A H:S képzddése és biologiai funkcidja az érrendszerben

A kén-hidrogént (H2S) kezdetben toxikus gaznak tekintették, bar nemrégiben felismerték, hogy a
szén-monoxid ¢és a nitrogén-monoxid mellett a harmadik endogén gaz-transzmitter [88].
Emlésokben a H2S harom enzim, a cisztationin-p-szintaz (CBS), a cisztationin-y-liaz (CSE) és a
3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferdz (MST) segitségével képzddhet a transzszulfuracios

utvonalon, homociszteint, cisztationint €s L-ciszteint hasznalva szubsztratként (4. abra).
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4. abra: Endogén kénhidrogén képzodés transzszulfuracios utvonalon. A H,S enzimatikus
szintézisében 3 enzim vesz részt: a cisztationin-f-szintaz (CBS), a cisztationin-y-lidz (CSE) és a
3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz (MST), melyek L-Homociszteint, Cisztationint és L-
Ciszteint hasznalva szubsztratként képesek HoS-t eléallitani.

(Forras: Gopi K. Kolluru et al. Hydrogen sulfide chemical biology: Pathophysiological roles
and detection. Nitric Oxide (35) :5-20 [89].)

Korabbi irodalmi adatok alapjan a periférias rendszerben a H2S koncentracioja 30-50 umol/L
[90], késébbiekben az egyre pontosabb mérési modszereknek kdszonhetden kimutattak, hogy a
human plazmaban a szabad H2S/HS™ szintje 300-500 nmol/L, mig a kotott szulfid formak (Fe-S
proteinek, perszulfidok) 2-4 pmol/L koncentracioban van jelen [89, 91]. Kimutattak, hogy az
aortaban 20-100-szor nagyobb a H>S koncentracidja, mint mas szovetekben [92]. Az
érrendszerben a HoS a simizomsejtek CSE enzim akivitasa révén képzddik [93]. A H2S-nek
szamos fizioldgiai hatasa van az érrendszerben: (1) dilatalja az ereket azaltal, hogy nyitja a
simaizomsejtekben az adenozin-5’-trifoszfat-szenzitiv K* csatornakat [94], (2) kardioprotektiv
hatasu az iszkémia/reperfizié okozta karosodas és a miokardialis infarktus ellen [95] ¢és (3)
sériilést kovetden megovja a mitokondriumok szerkezetét és funkcidjat [96]. Kiilonbozo artérias
¢és pulmonaris hipertenzids allatmodellben HoS-deficienciat figyeltek meg [97, 98]. Exogén H2S
javitotta az iszkémia/reperfuzio sériilés kovetkeztében kialakult miokardialis diszfunkciot [99,
100]. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy a H:S-nek kozvetlen ateroszklerdzist gatld
hatasa van. A H>S magas koncentracidoban apopt(')zist indukal [101, 102], csokkenti a VSMC-k

crcr
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folyamatokat [104]. Mi tobb, a HoS gatolja az alacsony stirliségli lipoprotein és az ateroma plakk
lipidek oxidaciojat [105]. Erdekes megfigyelés tovabbé az, hogy az ateroszklerdzis progresszidja
szignifikansan alacsonyabb a Down-szindromaban szenvedd egyéneknél, ami feltehetden a
nagyobb mennyiségben termel6dé H>S hatasanak tulajdonithaté [106]. CKD-ban betoltott
funkcidjat tekintve, a CKD 5. stadiumu betegeknél a plazma H»S szintje alacsonyabb, mint az
egészséges embereknél [107].

Tovabbi bizonyiték a H»S érbetegségekben betdltott jotékony hatdsara, hogy a kalcifilaxis
sikeresen kezelhet$ intravénas sodium-tioszulfat terapiaval [108, 109], melynek hatterében az
all, hogy a sodium-tioszulfait emeli a CSE enzim expresszidjat és ezaltal noveli a H2S
biogenezisét [110]. Tovabba azt is megfigyelték, hogy a H.S csokkenti a patkanyokban a
nikotin és D3 vitamin-indukalta vaszkularis kalcifikaciot [111]. Ugyanakkor a H>S protektiv
hatasanak a mechanizmusat és a CSE-nek a CKD-ben megjelené vaszkularis kalcifikacioban

betoltott szerepét még nem vizsgaltak.
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4. CELKITUZESEK

A vaszkuldris kalcifikdcid progressziojat két folyamat hatirozza meg: a simaizomsejtekbol

differencialodott oszteoblaszt-szerli sejtek extracellularis matrix-képzése és a makrofagokbol

differencialodott oszteoklaszt-szerli sejtek matrix reszorpcioja. Vizsgalataink kozéppontjaban

azon faktorok megismerése allt, melyek hatassal vannak ezekre a folyamatokat.

1. Célul tiztik ki annak a kérdésnek a tisztdzasat, hogy a bevérzett aterémakban nagy

mennyiségben jelenlévo kiilonb6z6 oxidaltsagn Hb formak vajon hogyan befolyasoljak az OLC

sejtek vaszkularis kalcifikaciot kompenzalod hatésat.

Megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 Hb formék hogyan hatnak az OLC sejtek
differencialodasara és csontreszorpcios aktivitasara.

Ismert, hogy a HO-1 enzim gatolja az oszteoklasztogenezist. Feltételeztiik, hogy az
oxidalt hemoglobinok HO-1 indukald-képességiik révén befolyasoljak az oszteoklaszt-
differenciaciot, igy HO-1 géncsendesitett illetve HO-17- knock-out sejteken vizsgaltuk,
hogy mi a HO-1 szerepe az oxidalt Hb formak oszteoklasztogenezisre gyakorolt
hatasaban.

Masik lehetséges mechanizmusként megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja az oxidalt Hb a
kozvetlen RANK-RANKL interakciot, mely az OC-iranya differenciacio
nélkiilozhetetlen 1épése. Tovabba azt is vizsgaltuk, hogy az oxidalt Hb az
oszteoklasztogenezis mely jelatviteli utvonalan fejti ki hatasat.

Bevérzett ateroszklerotikus plakkokban vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a FHb jelenléte

------

2. Célunk volt annak megismerése, hogy az emberi szervezetben harmadik géztranszmitterként

szamontartott H2S hogyan befolyasolja a vaszkularis kalcifikaciot.

Megvizsgaltuk, hogy az exogén eredetii HoS-nek milyen hatasa van a HA0SMC-k

------

Az endogén H>S-termelé enzim aktivitasanak gatlasaval tanulmanyoztuk, hogy milyen

hatasa van az endogén H2S szint csokkenése a HAOSMC-k o0szteoblaszt-iranyu

crer

Célul thztik ki annak feltarasat, hogy mely enzim hidnyaban alakul ki a végstadiumu

veseelégtelenségben szenvedd betegekre jellemz6 alacsony HoS szint.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Engedélyek

Munkank soran a human arteria carotis mintakat carotis endarterektomian atesett betegekt6l
gyljtottiink, melyeket a Debreceni Egyetem Sebészeti Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre. A
minta gyljtése a Magyar Kormany Egészségiigyi Tudomanyos Tanacsanak Tudomanyos és
Kutatas Etikai Bizottsaga jovahagyasaval, a DE OEC RKEB/IKEB 3712-2012 regisztracios
szamu engedélyével késziilt.

Vizsgalatainkhoz egészséges €s 5. stddiumu veseelégtelenségen szenvedd betegektdl gytljtottiink
vérmintakat, melyhez engedélyt a Nr. DEOEC RKEB/IKEB 3287A-2010 szamon a Debreceni
Egyetem Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsaga adott ki. Irasos beleegyezd nyilatkozatot
minden résztvevd aldirt. A tanulmany megfelel az 1975 évi Helsinki Nyilatkozat etikai

iranyelveivel.

5.2. Betegek

A kontrollok egészségiigyi dolgozok koziil keriiltek ki, akik nem rendelkeztek olyan ismert
betegségekkel, mint hipertenzid, dislipidemia, maj- és vesemiikddési zavarok (n=23, atlag
¢letkor 53 év, 9 n6 és 14 férfi). A beteg csoportba 5. stadiumia CKD betegek tartoztak, akik
hemodializis kezelésben részesiilnek dializis kozpontunkban (n=21, atlag életkor 61 év, 13 nd és
8 férfi). A betegek hetente 3 alkalommal 4 6ras kezelésen vettek részt, mely soran High-Flux
Dialyser FX 60 ¢és FX 600 késziiléken (Fresenius, Fresenius AG. Hamburg, Németorszag) kaptak
a kezeléseket. A Kt/V arany 1,25+0,3 volt. Folatot (3mg/nap) és 1.v. vasat (Ferrlecit, Aventis
Pharma, Dagenham, UK) (62,5mg minden masodik héten) kaptak a betegek a HD kezelés
kezdetét6l. Hemoglobin értékiikt6l fiiggden rHu-EPO-t is kaptak.

5.3. Sejttenyésztés és reagensek

Human Aorta Simaizomsejtek (HAoSMC) a Cambrex Bioscience-t61 (Wokingham, UK), az egér
RAW264.7 makrofagok az ATCC-t6l (Manassas, VA, US) szereztik be. Kisérleteinkhez
hasznalt vegyszereket, ha masként nem jeloltiik, a Sigma (St. Luis, MO, USA) cégtdl szereztiik
be. A sejteket 10% FBS (Gibco, Thermo Scientific, Waltham, MA, US) tartalma DMEM-ben
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) tenyésztettilk, mely 100 U/ml penicillin, 100 pg/mL

streptomycin és neomycin, tovabba 1 mmol/L Sodium pyruvate hozzaadasaval egészitettiink ki
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(novekedési médium). A hem 20 mM NaOH-ban oldottuk, a H2S donoroként deionizalt vizben
oldott NaHS hasznaltunk.

5.4. In vitro oszteoklasztogenezis

RAW264.7 makrofagokat tenyésztettiink 24 lyukt tenyésztéedényben ndvekedési médiumban
vagy 50 ng/mL RANKL (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag) jelenlétében

(oszteoklasztogénikus médium). Kétnaponta cseréltiik a tenyésztokozegeket.

5.5. Csontveld eredetii mononukledris sejtek izolaldasa

Csontvel6i eredetli mononuklearis sejteket (BMDMs) vad tipust és hem-oxigenaz-1 deficiens
egerek femur és tibia csontjabol izolaltunk Madaan ¢s munkatarsai szerint [112]. Az izolalt
BMDM sejteket 5 napig tenyésztettik RANKL (100 ng/mL) és M-CSF (50 ng/mL) tartalmu

médiumban 6nmagaban vagy 10 pmol/L FHb jelenlétében.

5.6. Tartardt-rezisztens savas foszfataz (TRAP) festés

RAW?264.7 sejteket oszteoklasztogenikus médiumban tenyésztettiink 5 napig, majd az OC-
iranyu differenciaciot TRAP festéssel vizsgaltuk Leukocyte Acid Phosphatase kit segitségével a
gyartd ajanldsa szerint. TRAP pozitiv sokmagvi sejteket (tobb mint 3 sejtmag/sejt)
oszteoklasztoknak tekintjiikk. Az OC-k teriiletét Image J software-rel hataroztuk meg.

5.7. Csontreszorpcios vizsgdlat

Az OC-k csontreszorpcids aktivitasanak méréséhez a RAW 264.7 sejteket hidroxiapatit bevonatt
Corning OsteoAssay Surface Plate-en tenyésztettik 6 napig novekedési médiumban vagy
oszteoklasztogenikus médiumban. Ezt kdvetden a sejteket eltavolitottuk 5%-os fehéritd oldattal,
kétszer mostuk a tenyésztdedény Ca/P bevonatu aljat deionizélt vizzel, majd teljes szaradast
kovetden Image J software segitségével mértiik meg a kialakult OC-k altal lebontott teriiletek

nagysagat.

5.8. Hem-oxigenaz aktivitas mérése

6 lyuku tenyésztdedényben kezeltink RAW264.7 sejteket kontroll meédiumban vagy
oszteoklasztogenikus médiumban dnmagaban vagy hem (50 pmol/L) illetve FHb (10 umol/L)
jelenlétében. A tenyészeteket kétszer mostuk HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) oldattal,
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sejtkapard segitségével 0sszegyljtottik a sejteket, majd a sejtszuszpenziot centrifugaltuk (2000 x
g, 15 perc, 4°C). A sejteket reszuszpendaltuk 300 ul kalium-foszfat pufferben (100 mmol/L [pH
7.4]) mely 2 mmol/L MgClz-ot is tartalmazott. A mintdkat haromszor lefagyasztottuk-
felolvasztottuk, szonikaltuk, végiil centrifugaltuk (18.000 x g, 10 perc 4°C). A mikroszoma
frakciot tartalmazo feliiluszot hasznaltuk a HO aktivitds meghatarozasdhoz, Balla G ¢s
munkatarsai munkaja alapjan [113]. A HO enzim aktivitasat a képz6dott bilirubin/mg fehérje/60
perc egységben fejeztiik ki.

5.9. Immunhisztokémia

Az arteria carotis mintakat 4%-os formaldehid oldatban fixaltuk 1-3 napig. A kalcifikalt mintakat
ezt kovetden 1 mol/L EDTA/Tris pufferrel dekalcinéltuk. 5 um vastagsagu paraffinba agyazott
mintdkat xylen oldattal deparaffinizaltuk, majd etanollal rehidrataltuk, végiil desztillalt vizzel
mostuk. Immunhisztokémiahoz a mintakat Dako EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent-
ben (Dako Glostrup, Denmark) inkubdltuk 5 percig. Ezt kovetden a mintakat EnVisionTM
FLEX pufferrel mostuk. A sorozat metszeteket TRACP (Roche, Manhheim, Germany) vagy
katepszin K (Abcam, Cambridge, UK) vagy CD68 (Roche) vagy FHb ellenes antitesttel
inkubdltuk ultraview univerzalis DAB detektald kitet alkalmazva. Az immunfestések intenzitasat

DFC 420 kameraval felszerelt Leica DM2500 fénymikroszkoppal detektaltuk.

5.10. Hemoglobin preparalas

A hemoglobin preparalast egészséges Onkéntesektdl szarmazo heparinnal alvadasgatolt vérbdl
végeztilk DEAE Sepharose CL-6B oszlopon, ioncseréld kromatografiaval. MetHb eldallitasahoz
a Hb praparatumot hem csoportra nézve 1,5-szeres molaris mennyiségi KsFe(CN)g-dal
inkubaltuk 30 percig 25°C-on. FHb elballitasahoz a Hb preparatumot hem-csoportra nézve 10-
szeres molaris mennyiségii H202 oldattal inkubaltuk 60 percig 37°C-on. Ezt kdvetden a
kiilonb6z6 redox allapotd Hb preparatumokat dializaltuk fiziologias sooldat ellenében, majd
Amicon Ultra filteres centrifugacs6ben toményitettiik. A mintak tisztasagat ProteoSilver Plus

crcr

Winterbourn egyenletei alapjan hataroztuk meg [114].

5.11. Keresztkotott hemoglobinok detektalasa Western blottal

Egészséges kontroll, kalcifikalt ateromat vagy bevérzett kalcifikalt ateromat tartalmazo arteria

carotis mintakat 12%-os SDS gélen elektroforetizaltunk. Kordbbi munkank alapjan a hemoglobin
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dimereket, tetramereket és polimereket HRP-vel jeldlt anti-human Hb poliklonélis antitesttel

(Abcam, 1:15000) mutattuk ki [85].

5.12. Human carotis mintik spektrum analizise

Egészséges carotis, kalcifikalt ateroémat, valamint bevérzett kalcifikalt ateromat tartalmazo
carotis mintakat folyékony nitrogénben torténd fagyasztast kovetden poritottuk, majd foszfat-
pufferelt séoldatban (phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4) szonikaldssal homogenizaltuk. A
mintakat 12000xg sebességen 20 percig centrifugaltuk, majd a feliilusz6t Beckman DU-800

spektrofotométeren 500-700nm hulldmhossz tartomanyban fotometraltuk.

5.13. Sejt proliferdcio vizsgdlata

A RAW264.7 sejteket 24 lyuku tenyésztéedényben tenyésztettiink kontroll médiumban vagy
oszteoklasztogenikus médiumban énmagaban vagy FHb jelenlétében (10 umol/L) 1-4 napig. Az
€16 sejtek mennyiségét MTT-vizsgalattal hataroztuk meg. Ehhez a tenyészetet mostuk PBS-sel,
majd 0,5 mg/mL MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid) oldattal
inkubaltuk 3 6ran at 37°C-on. Az €16 sejtek a vizoldékony MTT-t vizben nem o0ldod6 formazan

kristallya alakitjak, melyek DMSO-ban visszaoldva, fotometriasan 570nm-en mérhetd.

5.14. Immunfluoreszcens festés

A RAW264.7 sejteket 24 lyukl tenyésztd edényben feddlemezen tenyésztettiink kontroll
médiumban vagy oszteoklasztogenikus médiumban Onmagaban vagy 10 umol/L FHb
jelenlétében. A kezelést kovetden a sejteket PBS-sel mostuk, majd fixaltuk 4%-0s
paraformaldehid oldattal (pH 7.4, PBS-ben) 15 percig. PBS-sel torténd mosast kovetéen 5%
kecskeszérumot és 0,3% Triton X-100-at tartalmazd PBS-ben szobahomérsékleten blokkoltuk a
mintdkat 60 percig. Ezt kovetden a mintdkat 16 oOrdn at inkubaltuk 1:250 higitasi faktora
NFATcl (Novus Biologicals, Littleton, CO, US) ellenes antitest oldattal, amely 1% BSA-t és
0,3% Triton X-100-at tartalmazott. A masodlagos antitest Alexa Fluor® 488 (Thermo Scientific)
fluoroforral konjugalt kecskében termeltetett anti-egér IgG volt, melyet 1:500 higitdsban
alkalmaztunk. A sejtmagokat Hoechst festékkel festettiik. A nuklearis transzlokaciot TCS SP8
STED mikroszkoppal Leica Application Software X (Leica, Mannheim, Germany) segitségével

vizsgaltuk.
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5.15. Citoplazma és sejtmag fehérje extrakcio

A 6 lyuku tenyészt6 edényben kezelt sejteket haromszor mostuk PBS-sel és 10 mM HEPES pH
7.9, 50 mM NaCl, 0,5 M Szukroéz, 0,5% Triton X-100, és proteaz gatlokat tartalmazo pufferben
lizaltuk, 10 percig jégen inkubaltuk, majd ezt kovetéen 1000xg sebességen 5 percig
centrifugaltuk. A feliilisz6 tartalmazza a citoplazma fehérje frakciot. A sejtmagfehérjét
tartalmazo pelletet haromszor mostuk moso pufferrel (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KClI, 0.1%
NP-40 és protedz inhibitorok), majd szolubilizaltuk magfehérje extrakcids pufferrel (50 mM Tris
pH 7.5, 150 mM NacCl, 0,5% Sodium deoxycholate, 0,1% SDS, ¢és proteaz inhibitorok).

5.16. Rekombindns egér 6xHis-RANKL expresszio

A rekombinans, N-terminalis végén 6xHis tagelt egér RANKL-ot E.coli Rosetta 2 sejtekben
termeltettiink. C57BL egerek tiid0 szovetébdl RNS-t szeparaltunk, reverz transzkripcioval
cDNS-t allitottunk eld, majd ezt pTriex-4 Neo vektorba klonoztuk. E.coli Rosetta 2 sejteket 100
ug/ml karbenicillint tartalmazo Luria-Bertani médiumban tenyésztettiik (30°C, 250rpm), mig a
sejt-denzitas elérte OD600=0,5 értéket. A protein expressziot 1 mM Izopropil B-D-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzaadasaval indukaltuk, majd a tenyészeteket 3 oran at, 30°C, 250
rpm-en razattuk. A sejteket centrifugéldssal Osszegyljtottiik (3990xg, 15 min), majd lizéltuk
hideg lizis pufferben (50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 1% TritonX-100, proteaz inhibitorok és
1 mg/ml lizozim, pH 8.0). A rekombinans RANKL fehérjét Protino Ni-TED 150 oszlopon, a
gyartd utasitdsai alapjan tisztitottuk meg, ezutan Pierce™ High Capacity Endotoxin Removal
Resin (Thermo Scientific) segitségével endotoxin-mentesitettiik. A rekombinans fehérje

mindségi analizisét Coomassie festéssel és Western blottal végeztiik.

5.17. Invitro RANK-RANKL interakcio vizsgdlata

A FHb RANK-RANKL interakciot gatlé hatasanak vizsgalatahoz RAW264.7 sejtekb6l RANK
fehérjét tisztitottunk immunoprecipitacioval, melynek sordn a sejteket lizaltuk hideg lizis
pufferben (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl, 2x proteaz inhibitor és 1% Triton X-100), jégen
inkubaltuk 10 percig, majd centrifugaltuk (14000xg 10 min 4°C). A feliilusz6t 4°C-on 15 pg
RANK antitesttel billegtettiik 16 oran at. Ezt kovetéen az antigen-antitest komplexeket protein
A/G magneses gyongyokkel (Thermo Scientific) billegtettiik szobahdmérsékleten 60 percen at.
Ezt kovetden a gyongyoket haromszor mostuk detegergenseket tartalmazé hideg puffer oldattal
(50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,05% Igepal CA630 és proteaz inhibitorok), majd
haromszor detergenseket nem tartalmazo pufferrel (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl) és
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koinkubaltuk 1ug RANKL-dal vagy 1ug RANKL és 10uM FHb elegyével szobahdmérsékleten
60 percig. A gyonygyoket ezutdn mostuk haromszor 50 mM Tris pH 7.5 és 150 mM NacCl
tartalmaz6 pufferrel és a mintakat elualtuk redukal6 agens nélkiili 2xSDS minta-pufferrel 50°C-
on 10 percig. A RANK-RANKL interakcid vizsgalatahoz az eluatumokat 100 mM ditiotreitollal
(DTT) egészitettiik ki, 95°C-on 10 percig denaturaltuk, majd immunoblottal analizaltuk RANK

¢s His-tag elleni antitestekkel.

5.18. Kalcifikacio indukdldsa

Konfluens HAOSMC sejteket kalcifikalo médiumban tenyésztettiink, melyhez a noévekedési
médiumot 3 mmol/L szervetlen foszfattal (NaxHPO4/NaH:POs pH 7.4) egészitettiik ki.

Kisérleteink soran a sejttenyészté médiumokat kétnaponta friss médiumra cseréltiik.

5.19. Kalcium depozicio mérése

5.19.1. Kalcium depozicio mennyiségi meghatarozasa kolorimetrias modszerrel

A 48 lyuku tenyésztéedényben kezelt sejteket kétszer mostuk PBS-sel és dekalcifikaltuk 0,6N
sosav oldattal. A mintak kalcium tartalmat QuantiChrome Calcium Assay Kit (Gentaur,
Hayward, CA, US) segitségével hatdroztuk meg a gyartd utasitasai szerint. Ezt kdvetden a
sejteket 0,1 mol/L NaOH (natrium-hidroxid) és 0,1% SDS (Natrium-dodecil-szulfat) elegyével
szolubilizaltuk, fehérje tarlamukat BCA protein assay kit (Thermo Scientific) segitségével

hataroztuk meg. A mintak kalcium tartalmat fehérjetartalomra normalizaltuk.

5.19.2. Alizarin Red festés

A 48 lyukd tenyésztGedényben kezelt sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd 4%
paraformaldehid (PFA) oldatban fixaltuk. PBS-sel torténd mosast kovetéen 2% Alizarin Red S

oldattal inkubaltuk 5 percig. Ezt kovetéen haromszor mostuk desztillalt vizzel.

5.20. Alkalikus- foszfatdz aktivitds mérése

HAoSMC sejteket 6 lyuka tenyésztéedényben kezeltiink, majd kétszer mostuk PBS-sel,
szolubilizaltuk 1% Triton X-100 és 0,9% NaCl tartalmt oldatban. 130ul Alkaline Phosphatase
Yellow Liquid Substrate oldathoz 50ug proteintartalmi mintat adtunk, és a p-nitrofenol
képzOdés kinetikajat 37°C-on 30 percig 405nm-en detektaltuk. A kinetikus gérbe maximalis

meredekségét hasznaltuk az aktivitads szamitdsahoz.
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5.21. Intracellularis foszfat mérése

A sejtek szervetlen foszfat tartalméat QuantiChrome Phosphate Assay Kit (Gentaur) segitségével
hataroztuk meg. A tenyészeteket kétszer mostuk PBS-sel, ezt kovetden szolubilizaltuk 1% Triton

X-100 oldattal. A foszfattartalmat a mintak fehérjetartalmara normalizaltuk.

5.22. Oszteokalcin mérés

A tenyészetek oszteokalcin tartalmanak méréséhez az extracellularis matrixot 0,5 mol/L EDTA-
ban (pH 6.9) oldottuk, ezt kovetden Osteocalcin Assay Kit (Bender MedSystems, Vienna,
Austria) segitségével a sejttenyészetek fehérjetartalmara normalizalva hataroztuk meg az

értékeket.

5.23. Plazma Ha2S koncentrdcio meghatdrozdsa

A CKD betegektol és egészséges kontroll személyektdl szarmazd vérmintakat centrifugaltuk
(3000%g 3 perc), majd 40 pl plazmamintat adtunk az 50 pul 1% cink-acetatot, 40 ul 30 mmol/L
FeClz-ot [1,2 mol/L HCI-ban oldva] és 50 pl 20 mmol/L N,N-dimetil-p-fenilendiamin
dihidrokloridot [7,2 mol/L HCl-ban oldva] tartalmazo reakcidelegyhez. A fehérje-mentesitést
70ul 10% triklorecetsav hozzdadasaval végeztiik. Ezt kdvetden a reakcidelegyet centrifugaltuk

(3000xg 30 perc), majd a feliiliszd abszorbancigjat 670 nm hullamhosszon mértiik, a HoS

crer

5.24. Periférias Mononuklearis sejtek (PBMC) szepardldsa

Periférids mononukledris sejteket egészséges kontroll és HD-kezelt betegek vérébdl Histopaque
1077 segitségével gradiens centrifugalassal izoldltunk. CSE aktivitds méréséhez a
sejtszuszpenzidt 100 mmol/L kalium-foszfat pufferben (pH 7.4) ultraszonikaltuk vagy a CSE
fehérje-szinti expresszid vizsgalatdhoz 1% Triton X-100 oldatban proteaz inhibitorok
jelenlétében szolubilizaltuk vagy a CSE mRNS mennyiségi meghatarozdsdhoz TriReagent

segitségével tartuk fel a sejteket és tovabbi felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

5.25. Cisztationin y-liaz aktivitas mérése

A CSE aktivitas mérését Stipanuk modszere alapjan végeztik [115]. A human PBMC sejtek
CSE aktivitasat cisztationin lebontas és cisztein képz6dés utjan mértiik. A sejtlizdtumokat 60

percig 37°C-on inkubaltuk 2 mmol/L cisztationin, 0,25 mmol/L pyridoxal 5’-foszfat és 100
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mmol/L Tris-HCI jelenlétében. Ezt kdvetden savas ninhidrin reagenst adtunk az elegyhez és 5
percig forraltuk. A mintak szobahére torténd lehiilése utan a cisztationin és cisztein tartalmakat

455 és 560 nm-en mért abszorbancia értékek segitségével hatdroztuk meg.

5.26. Kvantitativ polimeraz lancreakcio

Total RNS izolacidja TriReagent (Zymo Research, Irvine, CA, US) segitségével tortént, a mintak
reverz-transzkripciojat High Capacity ¢cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
segitségével végeztiik. A CKD betegek és kontroll csoport periféridas mononuklearis sejtjeibol
QIAamp® RNA Blood Mini kittel (Qiagen, Hilden, Germany) preparaltunk RNS mintékat.
Fluoreszcens jelolésii TagMan probakat (Thermo  Scientific) hasznaltunk a CTR
(MmO00432282_m1), DC-STAMP (Mm04209236_m1), NFATcl (Mm00479445 ml), HO-1
(MmO00516005_m1), RANK (Mm00437132_m1) és B-Actin (Mm00607939_s1) expresszidjanak
vizsgalatahoz, melynek soran a 20 pl reakcidelegy 10 pul cDNS-b6l és 10 ul Master Mix-bol
(Thermo Scientific) allt, mely 1 ul TagMan Assayt tartalmazott. A Runx2, Pit-1 és CSE gének
kvantalasa 1Q SYBR Green Supermix-szel (Bio-Rad) tortént a kovetkez6 primerek
felhasznalasaval: Runx2 forward 5’-ATGGCGGGTAACGATGAAAAT-3’ és reverse 5°-
ACGGCGGGGAAGACTGTG-3’, Pit-1 forward 5>-GCCAAAGTGAGCGAAACCATCC-3’ ¢és
reverse 5’-CCACACAGCAGAACCAAACATAGC-3’, valamint CSE forward: 5’-
GCCTTCATAATAGACTTCGTTTC-3’ és reverse: 5’-GCAGCCCAGGATAAATAACC-3’. A
detektalast iCycler iQ Real Time PCR rendszerrel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)

veégeztiik.

5.27. Western blot

Az NFATcl és NF«B nuklearis transzlokacidé kimutatasahoz sejtmag- illetve citoplazma-fehérje
extraktumokat, az egyéb fehérje expressziods szintjének meghatarozasahoz teljes sejtlizatumokat
12%-0s SDS-PAGE elektroforézissel valasztottuk el. Az oszteokalcin kimutatasahoz az
extracellularis matrixot 0.5 mol/L EDTA oldattal (pH 6.9) oldottuk, majd a mintékat 16,5% Tris-
Tricin/Peptid-PAGE gélre vittik fel. Az elektroforézist kdvetéen nitrocelluloz membranra
blottoltuk a mintakat, 5% tejporral vagy 5% BSA-val (bovine serum albumin)
szobahdmérsékleten blokkoltuk 1 6ran at, majd az 1. tdblazat adatai szerint 4°C-on, 16 6ran at
billegtetve inkubaltuk. Az antigen-antitest komplexeket kemilumineszcenciaval tettiik lathatova

(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Detektalast kovetden a membranokat ujra
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jeloltik GAPDH-ra, HSP-90-re vagy Lamin Bl-re. A kemilumineszcencia kvantalasat Image J

software-rel végeztiik.

Antitest Gyarto Higitas Antitest Gyarto Higitas
anti-HO-1 Proteintech 1:2000 anti-TRAF6 Proteintech 1:1000
anti-CTR Proteintech 1:1000 anti-RANK Santa Cruz 1:250
anti-DC-STAMP  Sigma 1:1000 anti-RANKL Abcam 1:100
anti-NFATcl Novus 1:500 anti-NFxB Cell Signaling  1:500
anti-c-Fos Cell Signaling  1:1000 anti-CSE Sigma 1:100
anti-p-38 Cell Signaling  1:1000 anti-Osteocalcin  Santa Cruz 1:200
anti-foszfo-p38  Cell Signaling  1:1000 anti-GAPDH Proteintech 1:3000
anti-INK Cell Signaling  1:1000 anti-HSP90 Cell Signaling ~ 1:1000
anti-foszfo-JNK  Cell Signaling  1:1000 anti-Lamin B1  Proteintech 1:2000

Tablazat: Western blot soran alkalmazott antitestek

5.28. siRNS tarnszfekcio

HO-1 és CSE-specifikus siRNS-eket, valamint negativ control siRNS-ek (Ambion, Austin, TX,
US) transzfektalasat a sejtekbe Oligofectamin Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, US)
segitségével végeztiik, a gyartd utasitasai szerint. A sejteket antibiotikum-mentes DMEM-ben
tenyésztettik 6 oraig, majd az SiRNS-oligofektamin komplexet szérum-mentes OptiMEM
(Gibco, Thermo Scientific) médiumban adtuk a sejtekhez és 16 oran at inkubaltuk. Ezt kdvetéen

a sejtekhez friss normal novekedési médiumot adtunk, mellyel tovabbi 8 6raig inkubaltuk.

5.29. Statisztika

A statisztikai analizist GraphPad Prism 5 szoftverrel végeztiik. Az eredményeket atlagat+standard
hibaként abrazoltuk. Az eredmények statisztikai elemzéséhez egyszempontos Anova posthoc
Bonferroni vagy Newmann-Keuls probat vagy t-tesztet hasznaltunk. A p <0.05 szignifikancia

szintet *, a p <0.01 szignifikancia szintet ** és a p <0.001 szignifikancia szintet *** jeloli.
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6. EREDMENYEK

6.1. A FHb gatolja az oszteoklasztogenezist és az OC-k csontreszorpcios
aktivitasat

A makrofagok RANKL hatasara képesek oszteoklasztokka differencialodni [73, 116]. Munkank
soran azt vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé hemoglobin-forméknak milyen hatasa van a RANKL-
indukalta oszteoklasztogenezisre. Ehhez egér makrofag RAW264.7 sejteket tenyésztettiink 50
ng/ml RANKL-tartalmti OC-differencialdé médiumban 6nmagaban, vagy Hb, MetHb vagy FHb
jelenlétében.

Elsdként TRAP festéssel vizsgaltuk meg a kiilonbozd Hb-formdk hatasat az
oszteoklasztogenezisre (5.A-B abra). Kisérleteinkben a hemet (50 pmol/L), mint RANKL-
indukélta oszteoklasztogenezis gatloszert, az oszteoklasztosodds gatlasanak pozitiv
kontrolljaként alkalmaztuk. RANKL-indukalta OC differenciaciot szignifikansan gatolta a hem
(50 umol/L) és a FHb (10 umol/L hem-csoport), ellenben a Hb (10 umol/L hem-csoport) és a
MetHb (10 pmol/L hem-csoport) nem volt képes gatolni az OC képzddést. Az
oszteoklasztogenezis kvantalasahoz Image J software segitségével megmértiik a TRAP-pozitiv
sejtek teriiletét, melyen lathatdo a hem és FHb OC-képzést gatlo hatasa, mely Hb és MetHb
esetében elmarad. Ezt kdvetden azt vizsgaltuk, hogy a FHb gatolja-e az OC-k csont-reszorpcios
aktivitasat (5.C-D éabra). Megfigyeléseink azt mutatjdk, hogy a FHb és a hem szignifikdnsan
csokkenti az OC-k csont-reszorpcids képességét, mig a Hb és MetHb esetében ez a hatas nem

figyelhetd meg.
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5. abra: A FHb gatolja az oszteoklasztogenezist és az oszteoklasztok csontreszorpcios
aktivitasat in vitro. (A) RAW264.7 sejteket tenyésztettiink kontroll ndvekedési médiumban
vagy oszteoklasztogenikus médiumban (50 ng/ml RANKL-dal kiegészitett kontroll médium)
onmagaban, vagy hem (50 umol/L), Hb (10 pmol/L hem-csoport), MetHb (10 pmol/L hem-
csoport) vagy FHb (10 umol/L hem-csoport) jelenlétében 5 napig. Az abra a tartarat-rezisztens
savas foszfatdz (TRAP) festés 3 fliggetlen kisérletbdl szarmazd reprezentativ mikroszkopikus
képeit (100x nagyitas) mutatja. (B) Kezeléscsoportonként 10 mikroszkopikus latomez6 teriiletén
talalhatd TRAP-pozitiv multinuklearis sejtek teriiletét hataroztuk meg, az eredményeket
atlagtstandard hibaként abrazoltuk. (C) RAW264.7 sejteket hidroxiapatit-bevonata 96-lyuka
tenyésztéedényben kezeltiik kontrol médiumban vagy 50 ng/mL RANKL-tartalmi médiumban
onmagaban vagy hem (50 pmol/L), Hb (10 umol/L hem-csoport), MetHb (10 pumol/L hem-
csoport) vagy FHb (10 pmol/L hem-csoport) jelenlétében 6 napig. A reszorbedlt teriiletek
reprezentativ mikroszkdopos képei (100x nagyitas) lathatoéak. (D) 10 mikroszkopikus 14totérbol
szarmazo6 reszorbealt részek teriiletét hataroztuk meg, a diagram az eredmények atlagat+standard
hiba mutatja (sajat eredmények).

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy a FHb koncentricigja €s oszteoklasztogenezist gatlo hatdsa
kozott van-e Osszefiiggés (6. abra). TRAP-festéssel megmutattuk, hogy a FHb OC képzddést
gatld hatasa dozis-fliggd, mar 2,5 umol/L koncentracioban szignifikansan képes gatolni az OC-k

kialakulasat, melyet TRAP-festéssel és csontreszorpcios vizsgalattal is Kimutattuk.
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6. abra: A FHb doézis-fiiggé moédon gatolja az oszteoklasztok kialakulasat és
csontreszorpcios aktivitasat. (A) RAW264.7 sejteket tenyésztettiink kontroll novekedési
médiumban vagy 50 ng/mL RANKL-tartalmt oszteoklasztogenikus médiumban Onmagéaban
vagy novekvé dozisa FHb (2.5, 5, és 10 umol/L hem-csoport) jelenlétében 5 napig 24 lyuka
tenyésztéedényben tartarat-rezisztens savas foszfatdz (TRAP) festéshez (fels6 panelsor), vagy 96
lyukt hidroxiapatit bevonatl tenyésztdedényben csontreszorpcids vizsgéalathoz (alsé panelsor). 3
fliggetlen kisérlet reprezentativ mikroszkopikus képei (100x nagyitas) lathatéak. 10
mikroszkopikus latotérben taldlhato TRAP-pozitiv sejtek (B) vagy reszorpcidos zondk (C)
teriileteit mértiik. A diagramok 3 filiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat+standard hiba
mutatjak (sajat eredmények).

Megvizsgaltuk, hogy a FHb citotoxikus-hatds miatt képes-e gatolni az OC differenciaciot. 4
napig tenyésztettink RAW264.7 sejteket RANKL-dal 6nmagaban vagy FHbD jelenlétében, majd
MTT analizissel kiilonb6z6 idépontokban (1-4 napig) vizsgaltuk a sejtproliferaciot és viabilitast.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a kontroll kezelt sejtekhez viszonyitva RANKL hatasara
csokken a RAW264.7 sejtek proliferacioja, akarcsak a RANKL+FHb-nal egyidejilleg kezelt
sejtek esetében is, viszont a FHb-nak nem volt proliferativ hatasa a sejtekre a RANKL-dal

30



onmagaban kezelt sejtekhez viszonyitva (7.A abra). Ezt kovetéen megnéztiik, hogy a csokkent
proliferacié  Osszefiiggésbe hozhato-e apoptotikus sejthaldl  jelenségével. Immunoblot
segitségével hasitott kaszpaz-3 fehérjét vizsgaltunk, mely hatékonyan jelzi az apoptotikus
sejthalalt. Bizonyitottuk, hogy az oszteoklasztogenezis sordn nem okoz sejthalalt a RANKL
kezelés FHb-nal kiegésziilve (7.B abra).
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7. abra: A FHb nem okoz sejtproliferaciét és apoptotikus sejthalalt. RAW264.7 sejteket 4
napig tenyésztettiink kontroll médiumban vagy oszteoklasztogenikus médiumban (50 ng/mL
RANKL-dal kiegészitett kontroll médium) 6nmagaban vagy FHb (10 umol/L hem-csoport)
jelenlétében. (A) A sejtproliferaciot és viabilitast MTT-analizis segitségével mértiik a kiilonb6z6
idépontokban (1.-4. nap). (B) Immunoblottal vizsgaltuk a hasitott Kaszpaz-3 mennyiségét (sajat
eredmények).

6.2. A FHb csokkenti a RANKL-indukalta OC-specifikus gének expressziojdt

------

[117], ezért megvizsgaltuk, hogy a kiilonbozé Hb formaknak milyen hatiasa van az OC-
specifikus fehérjék (CTR, DC-STAMP és NFATcl) expresszidjara mind RNS, mind fehérje
szinten. A RANKL szignifikansan indukalta a CTR (8.A abra) és a DC-STAMP (8.B abra)
expresszidjat a RAW264.7 sejtekben, melyet a FHb és a hem jelentdsen, mig a MetHb kisebb
mértékben csokkentette. A Hb nem volt képes gatolni a RANKL hatasara megemelkedett CTR
¢s DC-STAMP expresszidjat. A RANKL-indukélta NFATc1 szint emelkedését csokkentette a
FHb és a hem, mig a Hb és MetHb nem volt képes gatolni a fehérje megemelkedett expressziojat

(8.C abra).
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8. abra: A FHb csokkenti a RANKL-hatasira megemelkedett OC-specifikus gének
expressziojat. RAW264.7 sejteket tenyésztettiink kontroll novekedési médiumban vagy
oszteoklasztogenikus médiumban (50 ng/ml RANKL-dal kiegészitett kontroll médium)
onmagaban, vagy hem (50 pmol/L), Hb (10 pmol/L hem-csoport), MetHb (10 pmol/L. hem-
csoport) vagy FHb (10 pmol/L hem-csoport) jelenlétében. CTR (A), DC-STAMP (B) és
NFATc1 (C) gén-expressziot vizsgaltunk qRT-PCR és immunoblot segitségével CTR esetében 5
napig, DC-STAMP esetében 4 napig, NFATc1 esetében 3 napig tartd kezelést kovetden. A qRT-
PCR eredményeket B-aktinra, mig az immunoblotokat GAPDH-ra normalizaltuk. A diagramok 3
fliggetlen kisérlet eredményeinek az atlagattstandard hiba mutatjak. (4 CTR és DC-STAMP
immunoblotok tdarsszerzé eredményei.)

6.3. A FHb oszteoklasztogenezist gatlo hatasa nem HO-1 medidlta folyamat.

Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy a FHb HO-1-et indukal endotél sejtekben [87],

tovabba ismeretes, hogy in vitro a hem, a HO-1 indukcidéjan keresztiil, gatolja az

oszteoklasztogenezist [79]. Ezért megvizsgaltuk, hogy a FHb OC-képzddést gatld hatasa
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Osszefliggésben van-e a HO-1-indukal6 hatasaval. Ahogy a 9. abran lathat6, a FHb, hasonldan a
hemhez, HO-1 expressziot indukal RAW264.7 sejtekben, amely RNS, fehérje, valamint a HO

enzim aktivitas fokozddasan is kimutathato.
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9. abra: A FHb fokozza a HO-1 expressziojat RAW264.7 sejtekben. RAW?264.7 sejteket
tenyésztettiink kontroll novekedési médiumban vagy oszteoklasztogenikus médiumban (50
ng/ml RANKL-dal kiegészitett kontroll médium) 6nmagaban, vagy hem (50 umol/L) vagy FHb
(10 umol/L hem-csoport) jelenlétében 5 napig. (A) qRT-PCR segitségével B-aktinra normalizalt
HO-1 mRNS szinteket hataroztunk meg. Az eredmények 3 filiggetlen kisérlet atlagat+standard
hiba mutatjak. (B-C) HO-1 fehérje expressziot Western blottal hataroztuk meg, a
denzitometralassal kapott sav-intenzitas értékeket GAPDH-ra normalizéltuk. Az abran 3
fliggetlen kisérlet reprezentativ képe lathato. (D) HO enzim aktivitast mértiink, a diagram 3
fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagattstandard hiba adbrazolja (sajdt eredmények).

Ezt kovetéen HO-1-specifikus siRNS-sel csendesitettiik a HO-1 expressziojat és azt vizsgaltuk,
hogy a HO-1 csendesitése hatassal van-e a RANKL-indukalta oszteoklasztogenezisre FHb
jelenlétében. Kimutattuk, hogy a FHb HO-1-csendesitett sejtekben is gatolja az OC-k
kialakuldsat, melyet TRAP-festéssel (10.A,C abra) és csontreszorpcids analizissel (10.B,D ébra)
is bizonyitottunk. A HO-1 gén csendesitésének hatékonysagat immunoblottal kdvettiik nyomon

(10.E abra). Megfigyelésiink tovabbi megerdsitéseként, MRNS szinten vizsgaltuk a HO-1-
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csendesitett sejtekben a CTR expressziojanak valtozasait RANKL kezelés hatasara. Kimutattuk,

hogy a FHb a HO-1 expresszi6 mértékétol fiiggetleniil csokkenti a RANKL-medialta CTR

MRNS indukciéjat (10.F abra).
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10. abra: A FHb gaitolja a HO-1 gén-csendesitett RAW264.7 sejtek oszteoklasztogenezisét.
RAW264.7 sejteket transzfektaltunk HO-1 vagy Negativ Kontroll (NK) siRNS-sel, ezt kovetden
kontroll novekedési médiumban vagy oszteoklasztogenikus médiumban (50 ng/mL RANKL-dal
kiegészitett kontroll médium) tenyésztettiik 6nmagaban vagy FHb (10 pmol/L hem-csoport)
jelenlétében. TRAP-festéssel (A) vagy csontreszorpcids analizissel (B) vizsgaltuk az OC-
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képzddést a vad tipusu, HO-1 csendesitett és NK siRNS-sel transzfektalt sejteken. A TRAP-
pozitiv sejtek (C) és reszorbealt zonak (D) teriiletét hataroztuk meg 10 mikroszkopos
latdmezdben. Az eredmények 3 fliggetlen kisérlet atlagattstandard hiba mutatjak. (E) HO-1
fehérje expressziot immunoblottal vizsgaltuk, ¢s GAPDH-ra normalizaltuk. 3 fiiggetlen kisérlet
reprezentativ abraja lathat6. (F) CTR mRNS szinteket qRT-PCR segitségével mértiikk és [-
aktinra normalizaltuk. Az eredmények 3 filiggetlen Kkisérlet atlagatstandard hiba (Sajatr
eredmeények).

Fenti eredményeinket vad tipusa (HO-1**) és HO-1 knock out (HO-17") egerekbdl szarmazo
BMDM sejteken is megerdsitettiik. Kimutattuk, hogy a FHb szignifikansan indukalja a HO-1
mRNS expresszidjat a HO-1""* BMDM sejtekben; mig a HO-17" egerekbél szarmazé BMDM
sejtekben nem emelkedett meg a HO-1 mRNS szintje FHb hatasara (11.A abra), ugyanakkor a
FHb gatolta a RANKL-indukalta CTR expressziojat mind a HO-1*"* mind pedig a HO-1"
BMDM sejtek esetében (11.B abra). Eredményeink azt mutatjak, hogy a FHb

crer

mechanizmussal valosul meg.
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11. abra: A FHb gatolja a HO-17"-BMDM sejtek oszteoklaszt-iranyu differenciaciéjat. (A)

Csontvel3-eredetii makrofagokat (BMDM) izolaltunk vad tipusi (HO-1*"*) és HO-1 knock out
(HO-17") egerekbdl. A sejteket 5 napig tenyésztettiik 50 ng/mL M-CSF tartalmu tapfolyadékban
vagy oszteoklasztogenikus médiumban (50 ng/mL M-CSF+100 ng/mL RANKL) 6nmagaban
vagy 10 umol/L FHb (hem-csoportra nézve) jelenlétében. A HO-1 (A) és CTR (B) mRNS
szinteket QRT-PCR-ral mértiik, és B-aktinra normalizaltuk. A diagramokon lathato eredmények 3
fliggetlen kisérlet atlaga+standard hiba (zdrsszerzé eredményei).

6.4. A FHD gatolja a RANK-RANKL interakciot

Az OC-k kialakulasanak feltétele a RANKL kotodése a RANK receptorhoz [118], a RANKL
pedig kozvetleniil indukalja a RANK expresszigjat [119]. Ahhoz, hogy feltarjuk milyen

molekuléaris mechanizmus mentén gatolja a FHb az OC kialakulasat, megvizsgaltuk, hogy a FHb
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befolyasolja-e a RANKL-indukalta RANK expressziot. Kimutattuk, hogy a FHb szignifikansan
csokkenti a RANKL hatasara bekovetkezett RANK expressziot mind mRNS, mind fehérje
szinten (12.A-C abra). Immunoblottal vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a FHb csokkenti

a Sejt-asszociélt RANKL rnennyiségét. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az exogén RANKL
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12. abra: A FHb gatolja a RANK-RANKL interakciot. RAW264.7 sejteket 3 vagy 5 napig
tenyésztettiink kontroll novekedési médiumban vagy oszteoklasztogenikus médiumban (50
ng/ml RANKL-dal kiegészitett kontroll médium) 6nmagaban, vagy FHb (10 pumol/L hem-
csoport) jelenlétében. (A) RANK mRNS szinteket mértiink 3 napig tartd kezelést kovetden qRT-
PCR-ral az eredményekeket B-aktinra normalizéltuk A diagramon 3 fﬁggetlen kisérlet
kezelést kovetden. 4 fuggetlen kisérlet reprezentativ abrdja lathatd. (C) GAPDH-ra normalizalt
RANK immunoblotok denzitometrias analizise lathatd, mely 4 fiiggetlen kisérlet atlgat+standard
hiba. (D) Sejt-asszocialt RANKL mennyiségét vizsgaltuk 5 napig tartd kezelést kovetden
RANKL-specifikus immunoblot segitségével, és GAPDH-ra normalizaltuk. (E) A RANKL
immunoblotok denzitometrids analizise lathato, mely 3 fliggetlen kisérlet atlagatstandard hiba
(sajat eredmeények).

Fenti eredményeink megerdsitése céljabol laboratoriumunkban N-terminalis 6xHis taggel ellatott

egér RANKL-ot allitottunk eld (13.A abra), mely hatékonyan indukaja a RAW264.7 sejtek OC-

rrrrrr
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13. abra: A Rekombinans 6xHis RANKL indukalja az OC differenciaciot. E. coli Rosetta 2
baktériumban expresszaltattunk rekombinans 6xHis RANKL-ot. (A) Az expresszaltatott és
tisztitott fehérje tisztasdgat Coomassie-festéssel (bal panel) €s immunoblottal (jobb panel)
ellendriztik. (B) RAW264.7 sejteket 5 napig tenyésztettiink kontroll novekedési médiumban
vagy oszteogenikus médiumban (6xHis RANKL-dal kiegészitett kontroll médium) 6nmagaban
vagy FHb (10pumol/L hem csoport) jelenlétében. TRAP-festéssel igazoltuk a rekombindns 6xHis
RANKL biologiai aktivitasat (tdrsszerzo eredményei).

Kémcesd kisérletiink sordan RAW?264.7 sejtekbdl immunoprecipitacioval RANK fehérjét
tisztitottunk, melyet RANKL-6xHis (lpg) jelenlétében énmagéban vagy FHb hozzaadasaval
feherjehez. Vizsgalataink megerésitették azt az in vitro megfigyelésiinket, hogy a FHb gatolja a
RANK-RANKL interakciot (14. abra). Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a FHb a kozvetlen
RANK-RANKL kapCSOIat gatlasaval csokkenti @ RANK expresszidjat és gatolja a RAW?264.7
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14. abra: A FHb gatolja a kozvetlen RANK-RANKL interakciot. RAW?264.7 sejtlizatumbol
RANK fehérjét immunprecipitaltunk, majd 60 percig ko-inkubaltuk 6xHis RANKL-dal (1pg)
FHb (10umol/L) jelenlétében vagy anélkiil. A RANK-RANKL interakciét immunoblottal
vizsgaltuk. Az éabra 3 fliggetlen kisérletbdl szarmazd reprezentativ immunoblot (tdrsszerzo
eredménye).
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6.5. A FHb gatolja a RANKL-indukadlta OC-differencidacio szignalizdciojat

A RANK-RANKL interakci6 szdmos jelatviteli utvonalat indit be, mely a makrofagok OC-
downstream szignalizacios utvoanalakat aktival, igymint NFxB, JNK, p38, c-Fos ¢s NFATclI,
melyek kulcsszerepet jatszanak az o0szteoklasztogenezis folyamataban. Munkank soran
kimutattuk, hogy a RANKL indukalja a TRAF6 expresszigjat (15.A abra), a p38 és JNK
aktivaciojat (15.B abra), a c-Fos expressziojat (15.C abra), valamint az NFkB és NFATcl
nuklearis transzlokaciojat (15.D-H éabra). FHb-kezelés hatasara ugyanakkor csokkent a TRAF6
¢és c-Fos indukcidja, a p38 és JNK foszforilacidja, valamint az NFkB és NFATcl nuklearis
transzlokacidja. Eredményeink megerdsitik azt a hipotézisiinket, hogy a FHb gatolja a RANK-
RANKL interakciojat, ezaltal pedig a RANK downstream szignalizaciojat.
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15. abra: A FHb gatolja az OC differencidcioban szerepet jatszé szignalutvonalakat.
RAW?264.7 sejteket tenyésztettiink 24 lyuku tenyésztdedényben (immunfluoreszcens festéshez)
vagy 6 lyukt tenyésztéedényben (immunoblot vizsgalathoz) kontroll médiumban vagy
oszteoklasztogenikus médiumban FHb (10 umol/L hem csoport) jelenlétében vagy anélkiil. (A)
TRAF-6 expressziot vizsgaltunk immunoblottal 2 nap elteltével. (B) p38 és JNK foszforilaciot
40 perc kezelést kdvetden vizsgaltunk, melyeket p38-ra, INK-ra ¢s GAPDH-ra normalizaltunk.
(C) c-Fos aktivaciot 40 perc kezelést kovetden vizsgaltunk, és normalizaltuk GAPDH-ra. (D) Az
NF«B nukleéris transzlokéaciot magextraktumbol 40 perc kezelést kovetden vizsgaltuk, és az
immunoblotot Lamin Bl-re normalizaltuk. (E,F) Az NFATcl expressziojat és nukledris

crer
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immunfluoreszcens festéssel 24 ora kezelést kovetden vizsgaltuk. Az eredmények hdrom
egymastol fliggetlen kisérlet atlagakénttstandard hiba abrazoltuk (tdrsszerzovel kézdsen eleért
eredmények).
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6.6. A bevérzést tartalmazo kalcifikalt léziokban Hb oxiddcios folyamatok

zajlanak

Korabbi tanulmanyainkban kimutattuk, hogy a bevérzett komplikalt ateroszklerotikus
plakkokban oxidalt hemoglobin-formak vannak jelen [85], melyet jelen vizsgalatainkkal is
alatamasztottunk. Spektrofotometrias elemzéssel Kimutattuk, hogy a bevérzett komplikalt
1éziokat tartalmazd érmintakban oxidalt Hb talalhaté, mig az egészséges érmintdkban vagy
bevérzés nélkiili kalcifikalt 1éziokban nem mutathat6 ki oxidalt Hb (16.A abra). Az egészséges
kontroll érmintdkhoz vagy kalcifikalt ateroszklerotikus plakkokhoz viszonyitva, a bevérzett
komplikalt plakkokban jelentés mértékben van jelen keresztkotott Hb dimer, tetramer és
multimer, amely alatamasztja, hogy a bevérzett plakkokban nagymértékii Hb oxidacios

folyamatok zajlanak (16.B abra).
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16. abra: A bevérzett kalcifikalt arteriAkban FHb talalhato. (A) Egészséges Arteria
carotisbol, Kkalcifikalt ateromabdol és bevérzett kalcifikalt ateromabol szarmazé human
szovetmintak reprezentativ spektrum analizise lathatd. Az oxidalt Hb spektrofotometrias
meghatarozasat 500nm és 700nm hulldmhossz k6zott végeztiik. (B) A reprezentativ immunoblot
a Hb oxidacigjat mutatja két egészséges artéria, 2 kalcifikalt ateromat és 2 bevérzett kalcifikalt
ateroémat tartalmazo human érmintdban (20 pg/sav) (tarsszerzo eredményei).

6.7. A FHb jelenléte osszefiiggésben van az OLC sejtek hidanydval a bevérzett
kalcifikalt léziokban

Ezt kovetben azt vizsgaltuk, hogy a FHbD jelenléte befolyasolja-e az OLC sejtek kialakulasat
bevérzett kalcifikalt plakkokban az egészséges carotis mintakhoz és kalcifikalt ateroémakhoz
képest (17. abra). A Ca depozitumok jelenlétét Von Kossa festéssel vizsgaltuk, amely Kiterjedt
extracellularis kalcium felhalmozodast mutatott ki a kalcifikalt plakkokban és a bevérzett

kalcifikalt plakkokban (B sor). A bevézett kalcifikalt plakkokban jelentés mennyiségii FHb
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mutathatd ki, mig az egészséges és kalcifikalt plakkok esetében nem figyelheté meg pozitiv
festédés (C sor). A kalcifikalt plakkokban Kimutathaté nagyszama CD68-pozitiv multinuklearis
oOriassejtek szama a bevérzett kalcifikalt plakkokban jelentdsen lecsokkent, illetve ezen sejtek az
egészséges carotis mintakban egyaltalan nem figyelhetéek meg (D sor). A sokmagvi, OC
karakter(i oriassejtek jelenlétét TRAP festéssel (E sor) és CatK festéssel (F sor) mutattuk Ki. A
kalcifikalt plakkokban, a kalcifikalt teriiletek kornyezetében szdmos TRAP- és CatK-pozitiv
OLC sejtet azonositottunk, mely alatamasztja az OLC sejtek jelenlétét kalcifikalt erekben. Ezzel
ellentétében, a bevérzett kalcifikalt plakkok esetében az OLC sejtek szama elenyészo, a Kiterjedt
plakk-kalcifikacio ellenére is. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az OLC sejtek jelenléte a
bevérzett kalcifikalt ateromdkban szignifikansan kevesebb a bevérzés nélkiili kalcifikalt
plakkokhoz viszonyitva, a bevérzett kalcifikalt plakkokban pedig jelentés mennyiségii FHb van

jelen.

Egészséges Kontroll Kalc1ﬁkélt}\{2§2§$§ Bevérzett Kalcifikalt Atheroma
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17. abra: A FHDb-t tartalmazé plakkokban lecsokken az OLC sejtek szama. Egészséges
carotis artéridk (balra), kalcifikalt plakkok (kozépen) és bevérzett kalcifikalt 1éziok (jobbra)
hisztologiai mintazat analizise lathatd. A szdvetek alapvetd hisztologiai felépitésének €s sejtes
elemeinek vizsgalatihoz H&E festést alkalmaztunk, mellyel extravaszkularis vordsvértestek
lathatdak a bevérzett kalcifikalt aterémaban (A sor). A kalcium depozicidot Von Kossa-festéssel
igazoltuk (B sor). A FHbD jelenlétét immunhisztokémiai modszerrel mutattuk ki (C sor). CD68
pozitiv multinuklearis Odriassejteket (D sor) OLC sejteknek mindsitettiik OC-specifikus
markerek: TRAP (E sor) és Katepszin K (F sor) immunhisztokémiai festédése alapjan
(tarsszerzo eredménye).
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6.8. A H.S dozis-fiiggben csokkenti a HAoSMC sejtek mineralizdcidjdt

A vaszkularis kalcifikacio vizsgalatahoz egy olyan in vitro modellt hoztunk 1étre, melyben a
HAO0SMC-ket 7 napon at kalcifikaldé médiumban (normal novekedési médium 3 mM Pi-vel
kiegészitve) tenyésztettiink onmagaban vagy HoS jelenlétében. Pi hatdsara az extracellularis Ca
depozicié fokozodott, melyet a HoS koncentracio-fliggé modon gatolt (18.A abra). Szignifikans
gatlast 50 pmol/L NaHS koncentracional tapasztaltunk. A HaS kalcifikaciot gatld hatasnak
tovabbi megerdsitéséhez Alizarin Red festést is végeztiink (18.B abra). A kalcifikalo médiumban
tenyésztett sejtek esetében vorosen festddd kalcium depozitumokat figyelhettiink meg, mig H2S
hatasara az extracellularis kalcium felhalmozddas lecsokkent. A HoS kezelés a sejtek

¢letképességét nem befolyasolta (18.C abra).
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18. abra: A H2S dézis-fiiggé médon gatolja a HAoSMC sejtek mineralizaciojat. HAoSMC
sejteket 7 napig tenyésztettiink kontroll novekedési tenyésztékozegben vagy kalcifikalo
médiumban 6nmagéban, vagy 25, 50, 100 és 150umol/L H2S jelenlétében. (A) A kalcium
tartalom mérés 3 fliggetlen kisérlet atlagat+szorast mutatja. (B) Alizarin Red festés reprezentativ
abrai (fels6 panel) és mikroszkopos képei (%100, alsé panel) lathatdoak 3 fliggetlen kisérletbdl.
(C) Az MTT-analizis 2 fiiggetlen triplikatumban végzett kisérlet atlagat+szoras mutatja (sajdt
eredmeények).

6.9. A HaS gdtolja a HAoSMC sejtek oszteoblasztos differencidciojdt

Az mar ismeretes, hogy a vaszkularis kalcifikacio in vivo nagymértékben hasonlit a csont
mineralizaciora, ezért megvizsgaltuk, hogy a HoS gatolja-e a HA0SMC-k oszteoblaszt-szerti

crer

sejtekké torténd tranzicigjat. Vizsgalataink soran elséként a vaszkularis kalcifikacio

42



patogenezisében kulcsszerepet jatszo6 ALP (az oszteogenezis egyik fontos enzime) és OCN (a
csontmatrixban nagy mennyiségben el6forduld fehérje) expresszidjat vizsgaltuk HA0SMC-ken
HoS jelenlétében. A sejteket kalcifikdlo médiumban tenyésztve ~10-szeres ALP-aktivitas
emelkedést tapasztaltunk a kontroll tenyészetekhez képest, melyet a HoS dozis-fiiggden gatolt
(19.A abra). Az ALP aktivitishoz hasonldéan, Pi hatasara jelentés mértékit OCN szekréciot

mutattunk ki, melyet a H2S dozis-fiiggéen gatolt (19.B, C abra).
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19. abra: A H2S gatolja a Pi-medialta oszteoblaszt-specifikus fehérjék expressziojat
HA0SMC sejtekben. HAOSMC sejteket 7 napig tenyésztettiink kontroll tapfolyadékban vagy
kalcifikald6 médiumban Onmagaban vagy emelkedé dozisi HoS jelenlétében, majd teljes
sejtlizatumbol ALP-aktivitast (A), az extracellularis matrix EDTA szolubilizatuméabol az OCN
mennyiségét hataroztuk meg ELISA (B) vagy Western blot (C) segitségével. A diagramokon
lathat6 eredmények 3 fliggetlen kisérlet atlaga+szoras (sajat eredmények).

Ezt kovetdéen a kalcifikacid mester regulatoranak, a Runx2 transzkripcioés faktornak az
expresszidjat vizsgaltuk in vitro modelliinkben. Kimutattuk, hogy a Pi novelte a Runx2 mRNS
szintjét a kontroll médiumban tenyésztett sejtekhez képest, melyet a H2S mar 50 pmol/l

koncentracioban szignifikansan gatolt (20. dbra).
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20. abra: A H2S gatolja a Pi-medidlta Runx2 mRNS indukciéjat HAoSMC sejtekben.
HA0oSMC sejteket tenyésztettiink kontroll tapfolyadékban vagy 3 mmol/L Pi-tartalmu Kalcifikald
médiumban 6nmagéaban vagy H»S jelenlétében (25, 50 és 100 umol/L) 24 6raig. Runx2 mRNS
szinteket mértiink qRT-PCR-ral. A diagramot 3 fiiggetlen triplikditumban végzett kisérlet
atlagaként+szoras abrazoltuk (sajdt eredmeények).

A Pi-indukalt kalcifikacioban fontos szerepet jatszik a Pit-1 natrium-fosztfat kotranszporteren
keresztiil torténd Pi felvétel (21.A abra). Kimutattuk, hogy a H>S koncentracio-fliggé modon
gatolja a sejtek Pi felvételét. Ezt kovetden vizsgaltuk a Pi felvételben kulcsszerepet jatszo Pit-1
transzporter expressziojat. Pi hatdsdra szignifikdnsan fokozodott a Pit-1 expresszoja a

HA0SMC-kben, melyet a H,S kezelés jelentdsen gatolt (21.B abra).
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21. abra: A H2S gatolja a HAoSMC sejtek foszfat-felvételét. HAOSMC sejteket
tenyésztettiink novekedési vagy kalcifikaldé médiumban dnmagédban, vagy novekvd dozisu HoS
jelenlétében. (A) 4 napig tartdé kezelést kovetden teljes sejtlizatumbol intracellularis foszfat
mennyiséget hataroztunk meg. (B) 2 napos kezelést kovetden Pit-1 mRNS mennyiséget
hataroztunk meg qRT-PCR-ral. A diagramok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat+szoras (sajat
eredmények).

Kutatocsoportunk korabban Kkimutatta, hogy a ferritin gatolja a HA0SMC-k Pi-medialta

----------
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befolyasolja-e a ferritin expressziojat HAOSMC-kben. Ahogy az 22. abran lathato, a H- és L-
ferritinek mennyisége nem valtozott HoS hatasara, igy @ H.S nem a ferritinen keresztiil fejti ki

kalcifikaciot gatlo hatasat.
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22. abra: A H2S nem befolyasolja a HAoSMC sejtekben a H- és L-ferritin expresszidjat.
HAoSMC sejteket tenyésztettiink normal médiumban vagy kalcifikal6 médiumban 6nmagéaban
vagy H2S (25, 50, 100, 150umol/L) jelenlétében 24 oraig. (A) Teljes sejtlizatumbdol Western
blottal H- és L-ferritin szinteket vizsgaltunk. Az abran 3 fiiggetlen kisérletb6l szarmazod
reprezentativ immunoblotok lathatoak. (B, C) A diagramok 3 fliggetlen kisérlet H- és L-ferritin-
specifikus savok GAPDH-ra vonatkoztatott denzitdsainak Aatlagat+szords mutatjak (sajdt
eredmények).

6.10. Az endogén H>S képzidése gatolja a HAoSMC sejtek kalcifikaciojat és

oszteoblasztos differencidacidjat

Az érrendszerben a simaizomsejtek HoS termelése egy piridoxal-5’-foszfat-dependens enzim, a
CSE altal torténik. Eddigi eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a CSE enzim gatlasa
fokozott kalcifikaciohoz vezethet. A CSE aktivitasat eldszor egy jol ismert gatloszerrel, a DL-
propargilglicin (PPG) segitségével gatoltuk. A PPG-vel kezelt sejtekben markans CSE-aktivitas
csokkenést tapasztaltunk (23.A 4abra), melynek hatasara kétszeresére emelkedett az
extracellularis matrix kalcium tartalma a PPG-vel nem gatolt sejtekhez viszonyitva (23.B abra).

Ezen tilmenden, a PPG ndvelte az ALP aktivitast (23.C abra) és az OCN expressziojat (23.D,E
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abra). Mindezek alapjan megallapithaté, hogy a CSE gatlasa HA0OSMC-kben a kalcifikacid

fokozodasahoz vezet.
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23. abra: A DL-propargilglicin (PPG) hatasara lecsokkent endogén H2S képzodése a
HAo0SMC sejtek fokozott kalcifikacidojat és oszteoblasztos differenciiciojat eredményezi.
(A) HAOSMC sejtek CSE-aktivitasat hataroztuk meg PPG (10 mmol/L) jelenlétében vagy
an¢lkiil. (B-E) HAoSMC sejteket tenyésztettiink normal vagy kalcifikdldé médiumban
onmagdban vagy ndévekvd dozist PPG (0,5, 1, 5, 10 mmol/L) jelenlétében 7 napig.
Extracellularis kalcium depoziciét (B), ALP-aktivitast (C) és OCN expressziot (D.E) mértiink.
Az eredmények 3 fliggetlen, duplikdatumban végzett kisérlet atlagat+szoras abrazoljak (sajat
eredmények).

A CSE-aktivitas szerepét a kalcifikacio gatlasaban a CSE gén SIRNS-sel torténd csendesitésével
is bizonyitottuk. Ezen vizsgélataink megerdsitették, hogy a CSE aktivitds gén-csendesitéssel

torténd csokkentése a kalcifikacié fokozodasahoz vezet (24. abra).
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24. abra: A cisztationin-y-lidz expressziéjanak a csendesitése a HAoSMC sejtek
mineralizacidjat fokozza. HAoSMC sejteket transzfektaltunk cisztationin-y-liaz (CSE)- vagy
negativ kontrol (NK)-specifikus SiRNS-sel, majd kalcifikdld6 médiumban toérténd 4 napos
kezelést kovetden kalcium depoziciot (A) mértiink. (B) A HAoSMC sejtek CSE-aktivitasat
mértiik az siRNS transzfekciot koveté 2. napon. A diagramok 3 fiiggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat+szoras mutatjdk (sajat eredmények).

6.11. Végstadiumii vesebetegek csokkent plazma HaS szintje csokkent CSE-

aktivitassal tarsul

Perna és munkatarsai kordbban kimutattdk, hogy a végstadiumu vesebetegek plazméjanak HoS
szintje alacsonyabb a kontroll populacidhoz képest, mely hemodializis soran tovabb csokken
[107]. Jelen eredményeink megerdsitették ezt a megfigyelést (25.A abra). Mivel az
érrendszerben torténd HaS termelés legfontosabb enzime a CSE, ezért megvizsgaltuk a
végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd betegek és egészséges kontroll személyek periférias
mononukledris sejtjeinek CSE expresszigjat és aktivitasat. CSE expresszidjaban sem mRNS sem
fehérje szinten nem mutatkozott kiilonbség a két mintavételi csoport kozott (25.B-D ébra).
Ellenben a CSE aktivitasat vizsgadlva — melyet cisztationin fogyassal és cisztein képzddéssel
mértiink- a veseelégtelenségben szenvedd betegek mononuklearis sejtjei jelentds aktivitas
csokkenést mutattak az egészséges kontrollokhoz viszonyitva (25.E-F abra). Mindez
alatamasztja azt az in vitro megfigyelésiinket, miszerint a CSE-HS rendszernek fontos szerepe

van a HAoSMC-kalcifikacio gatlasaban.
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25. abra: A végstadiumi vesebetegekben csokkent a plazma H2S-szintje és a CSE-
aktivitasa. (A) Plazma kén-hidrogén szinteket mértiink egészséges kontroll személyektol
(n=23) ¢és végstadiumu vesebetegek (CKD) (n=21) esetében a hemodializis (HD) kezelés
kiilonb6z6 1dOpontjaibol szarmazd vérmintdkbol. (B) Periférias mononuklearis sejtekbol
szarmaz6 mRNS-eket izolaltunk egészséges kontroll személyektdl (n=16) és CKD betegektol
(n=14). A CSE gén expressziojat qRT-PCR-ral hataroztuk meg. (C,D) Kontroll (n=4) és CKD
beteg (n=4) egyénektdl izolaltunk PBMC sejteket és western blottal fehérje szinten hataroztuk
meg a CSE expressziojat. A CSE mennyiségét GAPDH-ra normalizaltuk. (E,F) Kontroll (n=10)
¢s CKD beteg (n=10) egyénektdl izolalt PBMC sejtek CSE aktivitasat mértiik cisztationin fogyas
(E) és cisztein képzddés (F) modszerével. A diagramok az eredmények atlagat+szoras mutatjak
(tarsszerzokkel kozosen elért eredmények).
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7. DISZKUSSZIO

Az OLC sejtek jelenléte az ateroszklerotikus plakkok kalcifikalt régidi kornyékén ismert jelenség
[61]. Az ,,0szteoklaszt-elmélet” szerint a megemelkedd oszteoblaszt-aktivitas és a csokkend OC-
aktivitas hozzajarul az intima Xkalcifikacié kialakulasahoz [122]. Ezért az OLC sejtek
patogenitasi faktoranak tekinthetd.

Vizsgalataink soran igazoltuk az oszeteoklaszt-elméletet, mivel erés CatK- és TRAP-festodést
mutatd OLC-ket figyeltiink meg a kalcifikalt ateroszklerotikus 1éziok mineralizalt teriileteinek
kornyezetében. Ugyanakkor, ezen OLC-k szama rendkiviili modon lecsdkkent a bevérzett
kalcifikalt plakkok esetében, melyekben jelentés mennyiségben figyelhetoek meg az oxidalt Hb-
formak, igy a FHb is. Ezen érdekes Osszefiiggés alatamasztja azt a hipotézisiinket, miszerint a
FHb gatolja az OLC-k kialakulasat a bevérzett kalcifikalt szovetben, ami elégtelen mineralizalt
matrix reszorpcidhoz vezet az érfalban. Ezen megfigyelésiinket in vitro kisérleteink is
alatamasztjak (26. abra).

Az OC-differenciacio {6 szabalyozo transzkripcios faktora az NFATcl [78]. Az NFATcl
oszteoklasztogenzisben betoltdtt szerepét szdmos tanulmanyban bizonyitottdk. NFATc1-
deficiens egerekben az elégtelen OC-iranyt differenciacio kovetkeztében oszteopetrozis alakult
ki [77]. NFATcl-deficiens embrionalis Ossejtek nem képesek oszteoklasztokka differencialodni
RANKL hatasara [78]. Az oszteoklasztogenezis masik szabalyozo fehérjéje a DC-STAMP,
hidnyaban a sejt-sejt fuzio teljeséggel megsziinik, DC-STAMP knock-out egerekbdl szeparalt
OC-k egyetlen sejtmaggal rendelkeznek, az elégtelen OC-funkcionak kdszonhetéen
oszteopetrozis jelenik meg [123]. A CTR egy receptor fehérje, mely a korai OC prekurzor
sejtekben még nincs jelen, viszont az OC-differenciacio késdbbi szakaszaban megnovekszik az
expresszidja, igy az érett OC-k specifikus markerének tekinthetd [124, 125]. Munkank soran
Kimutattuk, hogy a FHb, ellentétben a MetHb-nal és ferro-Hb-nal, gatolta az NFATcl
expressziojat. Tovabba, a FHb jelentdsen, mig a MetHb csak kismértékben, a ferro-Hb pedig
egyaltalan nem csokkentette egyéb oszteoklaszt-specifikus markerek, mint a CTR és a DC-
STAMP expressziojat. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a FHb az
oszteoklasztogenezisben kulcsfontossagli gének expresszidjanak csokkentése révén gatolja az
OC-differenciacidt. Vizsgalataink kimutattdk, hogy a FHb gatld hatasa dozis-fliggd, és mar
alacsony mikromolaris mennyiségnél is jelentkezik, hatasmechanizmusa pedig sejthalaltol

fliggetlen folyamat.
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A bevérzett kalcifikalt 1éziokban nagymennyiségben jelenlévé FHb, gatolja az OC-ok
kialakuldsat, és azaltal, hogy gatolja az OC-specifikus gének (NFATcl, DC-STAMP, TRAP,
CatK és CTR) expressziojat végsdsoron megakadalyozza az OC-ok csontreszorpcids aktivitasat.
A vaszkularis kalcifikacio soran az érfal simaizomsejtjei egy oszteokondrogenikus
atprogramozodason mennek Keresztiil és RANKL-ot termelnek, mely elinditja a makrofagok

rrrrrr

eltavolitasahoz. A FHb jelenléte a bevérzett aterdmakban egy olyan kiilonleges mikrokdrnyezetet
teremt, melyben az OLC-medialta kalcium depozitumok reszorpcidja gatolt, ezaltal gatolva az
endogén kalcium-reszorpcios képességet az érrendszerben.

Ahhoz, hogy megismerjik a RANKL és FHb hatasara bekovetkezd RANK szignalizacioban
torténd valtozasokat, vizsgaltuk az oszteoklasztogenezisben kulcsfontossagu szerepet betdltd
fehérjéket. Kimutattuk, hogy a FHb gatolja az oszteoklasztogenezis korai szignalizacios 1épéseit:
a MAPK- ¢s NFkB-aktivaciot, illetve a c-Fos és a TRAF-6 fokozott expressziojat. A FHb tehat
A HO-1 oszteoklasztogenezist gatld hatasa mar korabbrol ismeretes [79]. Munkank soran
kimutattuk, hogy a FHb katalitikusan aktiv HO-1 enzimet indukal, mely megfigyelés alapjan
feltételeztiik, hogy a FHb hem csoportja felelés az OC-differenciacid gatlasért. Eredményeink
azonban azt mutatjak, hogy a FHb ugyan induktora a HO-1-nek, de oszteoklasztogenezist gatld
hatasa fiiggetlen a HO-1-t6l. Ezt a megfigyelést HO-1" egér BMDM sejteken végzett
eredményeink is megerdsitik, és a FHb-medialta OC kialakulds gatlasdnak egy HO enzim

aktivitastol fliggetlen modjat valdszindsiti.
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A RANK ¢és RANKL interakcidja nélkiilozhetetlen az OC sejtek kialakuldsahoz ¢s a RANK
Eredményeink bizonyitjak, hogy a FHb csokkenti a RANKL-indukdlta RANK expressziojat
RAW264.7 makrofagokban, potencialisan csokkentve az oszteoklasztogenezisre ,,fogékony”
sejtek szdmat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a FHb mar az oszteoklasztogenezis iniciacios
Iépésénél, a RANK-RANKL kolcsonhatds kialakuldasdnak gatlasaval kifejti  hatasat.
Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy a FHb egy OPG-hez hasonlé mechanizmus révén
akadalyozza az OC sejtek kialakuldsat, azaltal, hogy kozvetleniil gatolja a RANK-RANKL
kotédest. Ezen interakcid pontos mechanizmusanak a megismerése tovabbi vizsgdlatokat

igényel.

~ Osteoklaszt

27. abra A FHb gatolja az OC-differenciacio jelatviteli itvonalait. A FHb gitolja a RANK-
RANKL interakciot, és blokkolja a RANK-t6]1 kiindul6 oszteoklasztogenikus szignal utvonalakat
(TRAF6, JNK, p38, c-Fos, és NFxB), igy akadalyozva meg az NFATcl expresszidjat és

crcr

Korabbi tanulmanyok kimutattadk, hogy a megemelkedett extracellularis foszfat indukalja a

VSMC-k kalcifikaciojat, illetve azok oszteokondorgenikus fenotipus valtasat [30, 31].
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Bizonyitott, hogy ez a valtozds nagymértékben szabalyozott folyamat [27, 32, 33]. Az
érrendszerben a HpS-t a VSMC-k a CSE enzim segitségével termelik, és szamos fontos sziv-
érrendszeri hatasat ismerték meg: vazodilacios és anti-hipertenziv hatasu [127], noveli a plazma
fibrinolitikus aktivitasat, gatolja a trombocita-aktivaciot és aggregaciot [128], pro-angiogenikus
hatasu [129] és kardioprotektiv [130]. Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy milyen szerepe lehet
a H2S-nek a HA0SMC kalcifikacioban és a HAOSMC sejtek oszteoblaszt-szerti sejtekké torténd
atalakuldsadban. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a H.S doézis-fiiggden csokkentette a VSMC-
k Pi indukalta kalcium felhalmozodasat az extracellularis matrixban. Egyre elfogadottabb az a
tény, hogy a hiperfoszfatémia hatasa a VSMC kalcifikaciora egy Pit-1 medialta folyamat, mely
segiti a Pi bejutasat a sejtekbe [32]. Eppen ezért megvizsgaltuk, hogy a H2S megvaltoztatja-e az
intracellularis Pi szinteket a HAoSMC sejtekben. Az extracellularis magas Pi-nak Kitett
sejtekben megemelkedé intracellularis Pi szinteket a HoS jelentésen csokkentette. Megmutattuk,
hogy a vaszkularis sejtekbe torténd Pi felvételt a HoS azéltal gatolja, hogy csokkenti a Pit-1
expresszigjat, igy csokkenti az intracellularis Pi szinteket, mely elengedhetetlen a HAoSMC
differenciacidhoz, a csont matrix fehérjék expresszidjadhoz és kovetkezésképpen a
mineralizacidhoz [33]. Ezért megvizsgaltuk, hogy a H>S-nek milyen hatdsa van a Runx2
expressziojara HAoSMC sejtekben. A Pi-indukalta Runx2 emelkedését csokkentette a H>S.
altal szabalyozott gének expresszidjat. A HoS dozis-fiiggben gatolta a Pi-medialta ALP ¢s OCN
expresszio-emelkedést, ezaltal a H2S gatlo hatasa nem korlatozodott a kalcium akkumulaciora.
Korabbi tanulmanyokban kimutattak, hogy a H2S VSMC apoptozist indukal [102]. A H2S 200
pumol/L koncentraciondl fejti ki pro-apoptotikus hatdsat. Munkank sordn nem tapasztaltunk
HAoSMC viabilitds véltozast Pi vagy H>S hatdsdra abban a tartomanyban, melyben
vizsgalatainkat végeztiik.

A H2S a transzszulfuracios utvonal egy alternativ termékeként képzddik, az érrendszerben fOleg
a VSMC-k CSE-katalizalta reakciojaban képzddik [93]. Azt mar korabban kimutattdk, hogy
CKD-ben a vaszkularis kalcifikacio igen gyakori jelenség [22]. Megvizsgaltuk, hogy a fokozott
ektopias kalcifikacio vajon az alacsonyabb HS szint kovetkeztében alakul-e Ki. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az 5. stadiumt CKD betegekben a plazma H>S szintje lecsokkent, ezen feliil a
szintje tovabb csokken hemodializis hatdsara. Bebizonyitottuk, hogy a CSE enzim aktivitasa
alacsonyabb a hemodializis kezelésen résztvevéo CKD betegekbdl szarmaz6 monocitdkban, mint

az egészséges egyénekbdl nyert sejtekben, anélkiil hogy kiilonbséget tapasztaltunk volna mRNS
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vagy fehérje szintekben. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy CKD-ben a CSE
poszttranszlaciés mdodosulason megy keresztiil, mely tovabbi vizsgalatokat igényel.

A CSE szamos sziv-érrenszeri hatasat bizonyitottak: a CSE-deficiencia az ApoE knock-out
egerekben szignifikansan novelte az ateroszklerozis kialakulasat, illetve CSE-hianya
hipertenziohoz vezet [131, 132]. Ahhoz, hogy bizonyitsuk a CSE szerepét a Pi-indukalta
HAO0SMC mineralizacidban, csokkentettiik az endogén H2S képzddését mind farmakoldgiai tton
torténd CSE aktivitds gatlasaval, mind pedig géncsendesitéssel torténd CSE expresszid
csokkentésével. Azaltal, hogy redukaltuk a CSE-medialta endogén H2S képzddését, szignifikans
emelkedést figyeltiink meg mind a HAoSMC kalcifikaciojaban, mind pedig ALP és OCN
expresszigjaban. Megfigyeléseink alatamasztjak a HoS és a CSE nélkiilozhetetlen szerepét az
érrendszerben és azt bizonyitjak, hogy az alacsony CSE-aktivitds és ennek kovetkeztében
lecsokkent HoS szint a CKD betegekben sulyosbitja a kardiovaszkularis komplikaciokat, melyek
gyakran eléfordulnak ebben a betegcsoportban (28. abra).

Homocisztein <¢>
- CBS
- CBS/CSE ﬂ
Cisztationin > —|

l CSE

CITOPLAZMA

L-Cisztein

NUKLEUSZ

Osteoblaszt-szeri sejt

28. abra A H2S biogenezise és a HAOSMC sejtek Pi-indukalta oszteoblasztos
transzformaciojaban betoltott szerepe. A H2S a transzszulfuraciéos utvonal egy
melléktermékeként képzodik. A HoS gatolja a HAOSMC-k oszteoblasztos atalakulasanak Gsszes
¢s a kalcium felhalmozddasat. A kék nyilak a magas Pi hatasat, mig a piros nyilak a HoS hatasat
jelzik.
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8. OSSZEFOGLALAS

A vaszkularis kalcifikacio kialakulasa két ellentétes irany folyamatnak: az oszteoblaszt-szer(i
sejtek megemelkedett mineralizacidjanak ¢€s az oszteoklaszt-szeri sejtek  csokkent
csontreszorpcidjanak az eredménye. Munkank soran azokat a tényezOket vizsgaltuk, amelyek
hatassal lehetnek ezekre a folyamatokra.

Az ateroszklerotikus plakkok bevérzése igen gyakori jelenség, melynek eredményeként a
sejtekbdl kiszabaduld Hb az erds oxidativ kdrnyezetben FHb-na oxidalodik. Azt vizsgaltuk vajon
az oxidalt Hb hatassal van-e az OC-k kialakulasara, ezaltal befolydsolva a kalcium eltavolitasat a
kalcifikalt ateroszklerotikus 1éziokbol. A FHb csokkentette a RANKL-indukalta csontreszorpcios
aktivitast és gatolta az oszteoklaszt-specifikus gének expressziojat. Ezen tilmenden a FHb
gatolta a RANK-boI kiinduld oszteoklasztogenezis jelatviteli utvonalait. Ezek a hatdsok hem-
oxigenaz 1 enzimtdl fliggetlenek, melyet HO-1 gén knock-out RAW264.7 sejteken és egerekben
is megmutattunk. A FHb verseng a RANK-kal a RANKL-kotésért, ami egy lehetséges
mechanizmust mutat, melynek révén a FHb akadéalyozza az oszteoklaszt differenciaciot. Koros
human carotis artéridk esetében, az OLC-k nagy mennyiségben vannak jelen a kalcifikalt
plakkokban és a kalcium felhalmozodas kornyékén lokalizalodnak, mig a FHb felhalmozodast
mutatd bevérzett 1éziok esetében a kalcium akkumulédci6é ellenére is ezen sejtek szdma
lecsokkent. A FHb ezen hatéasai azt bizonyitjak, hogy a bevérzett ateromakban jelenlévé FHb egy
olyan kiilonleges mikrokdrnyezetet teremt, melyben az OLC-medidlta kalcium depozicid
eltavolitasa akadalyozott, ezaltal gatolt az érrendszer endogén kalcium reszorpcids képessége.
Munkank soran vizsgaltuk a HoS lehetséges szerepét a Pi-indukalta HAOSMC oszteoblaszt
exogén vagy endogén eredetétdl, gatolja az oszteoblaszt-specifikus gének (ALP, OCN és Runx2)
expresszidjanak emelkedését. A Pit-1-en keresztiil torténd Pi-felvétel gatlasa elengedhetetlen
része a HAoSMC sejtek HaS hatasara bekovetkezd kalcifikacios és fenotipus-valtasi folyamat
jotékony befolyasolasdhoz. Végstddiumu CKD betegekben a redukdlodott CSE aktivitéas
csokkent HoS szinthez vezet, mely megkonnyiti a kalcifikdcid megjelenését az érrendszerben.

Ezek az eredmények 1j stratégiat nyljtanak a vaszkularis kalcifikéacié kialakuldsanak gatlasdhoz.
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9. SUMMARY

The development of vascular calcification is the result of two opposite-sensed processes: the
increased mineralization of the osteoblast-like cells and the decreased bone-resorption activity of
the OCLs. In our study we investigated the possible factors that may affect these processes.
Intraplaque hemorrhage frequently occurs in atherosclerotic plaques resulting in cell-free
hemoglobin, which is oxidized to FHb in the highly oxidative environment. We investigated
whether oxidized hemoglobin alters osteoclast formation thereby affecting calcium removal from
mineralized atherosclerotic lesions. FHb decreased bone resorption activity and inhibited OC-
specific gene expression induced by RANKL. In addition, FHb inhibited osteoclastogenic
signaling pathways downstream of RANK. These effects were independent of heme oxygenase-1
demonstrated by knocking down HO-1 gene in RAW264.7 cells and in mice. Importantly, FHb
competed with RANK for RANKL binding suggesting possible mechanisms by which FHb
impairs osteoclastic differentiation. In diseased human carotid arteries, OLCs were abundantly
present in calcified plaques and co-localized with regions of calcium deposition, while the
number of these cells were lower in hemorrhagic lesions exhibiting accumulation of FHb despite
calcium deposition. This effect of FHb suggests that the presence of FHb in hemorrhagic
atheromas might create an unique microenvironment where OLC-mediated resorption of calcium
deposits is impaired that blocks the endogenous calcium resorption capability in the vasculature.
In our study we investigated the role that H.S may play in Pi-induced osteoblastic transformation
and mineralization of HAoSMC. We provide evidence that H,S regardless of its exogenous or
endogenous origin inhibits the up-regulation of osteoblast specific genes such as ALP, OCN and
Runx2. The inhibition of Pi uptake through Pit-1, is essential for providing beneficial effects
against calcification and phenotypic modulation of HAoSMC by H,S. Reduced CSE activity
leading to decreased H>S levels in stage 5 CKD patients might facilitate calcification of

vasculature. These results offer new strategies to prevent vascular calcification.

55



10. TARGYSZAVAK/KEYWORDS

vaszkularis kalcifikdacio, ateroszklerozis, ken-hidrogén, oszteoklaszt-differencidcio, hemoglobin

oxidacio, ferril-hemoglobin, krénikus veseelégtelenség

vascular calcification, atherosclerosis, hydrogen sulfide, osteoclast-differentiation, hemoglobin

oxidation, ferryl-hemoglobin, chronic kidney disease

56



11. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet fejezem ki témavezetémnek, Dr. Balla Jozsef Professzor Urnak a munkédm soran

nyujtott szakmai segitségét, tiirelmét, tovabba, hogy kutatocsoportjanak tagja lehettem.

Hélasan koszonom Dr. Balla Gyorgy Professzor Urnak a tamogatasat, a kivalo otleteket és

egylittgondolkodast.

Koszonettel tartozom a Vaszkularis Bioldgiai Kutatd Laboratérium minden jelenlegi és korabbi
dolgozdjanak. Kiilon koszondm a koézos munka sordn nyujtott szakmai segitségét Dr. Jeney
Viktoéridnak, Dr. Katké Monikanak, Dr. Gall Tamasnak, Nagy Annaméridnak, Pethd Davidnak
¢s Dr. Oros Melindanak. Koszonettel tartozom laboratériumunk kivald asszisztenseinek: Barna

Erikanak, Dr. Balazsné Sz6nyi Anikonak, Fiirtds Ibolyanak és Toth Juditnak.

Koszonet illeti laboratoriumunk kollaboracids partnereit: Prof. Dr. Anupam Agarwalt és Dr.
Abolfazl Zarjou-t (Alabamai Egyetem, USA), Prof. Dr. Méhes Gabort, Dr. Hendrik Zoltant és
Beke Liviat (Debreceni Egyetem, Patologiai Intézet) és Dr. Toth Csaba Zsigmondot (Debreceni
Egyetem, Sebészeti Intézet).

Végiil, de nem utolsésorban koszonetemet fejezem ki a csaladdomnak: férjemnek, Zsoltnak és
kislanyunknak, Déranak, sziileimnek és testvéreimnek, hogy tiirelmiikkel és szeretetiikkel

tdmogattak a munkamat.

A kutatds az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Europai Szocialis Alap GINOP-2.3.2-15-2016-
00043 (IRONHEARTH) ¢és EFOP-3.6.2-16-2017-00006 (LIVE LONGER) tarsfinanszirozasaval
valosult meg. A kutatdst tdmogatta az Innovacios és Technoldgiai Minisztérium Témateriileti
Kivalosagi Programja (ED_18-1-2019-0028), a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovacios Alap
(OTKA) K112333 és K132828 valamint a Magyar Tudomanyos Akadémia (11003).

Munkamat szeretettel ajanlom gyermekemnek, Doranak!

57



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

8]

[9]

12. IRODALOMJEGYZEK

Mahmood SS, Levy D, Vasan RS, et al. The Framingham Heart Study and the
epidemiology of cardiovascular disease: a historical perspective. The Lancet 2014; 383;
999-1008.

Rabson SM. Arteriosclerosis: Definitions. American Journal of Clinical Pathology 1954;
24; 472-3.

Stary HC, Blankenhorn DH, Chandler AB, et al. A definition of the intima of human
arteries and of its atherosclerosis- prone regions: A report from the Committee on
Vascular Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American Heart Association.
Arteriosclerosis and Thrombosis 1992; 12; 120-34.

Stary HC, Chandler AB, Glagov S, et al. A definition of initial, fatty streak, and
intermediate lesions of atherosclerosis: A report from the committee on vascular lesions of
the council on arteriosclerosis, American Heart Association. Arteriosclerosis and
Thrombosis 1994; 14; 840-56.

Stary HC, Chandler AB, Dinsmore RE, et al. A definition of advanced types of
atherosclerotic lesions and a histological classification of atherosclerosis: A report from
the Committee on Vascular Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American Heart

Association. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 1995; 15; 1512-31.

RG M, GA F, JS C, et al. Mdnckeberg sclerosis revisited: a clarification of the histologic
definition of Mdnckeberg sclerosis. Archives of Pathology & Laboratory Medicine 2008;
132.

Kashgarian M. Pathology of Small Blood Vessel Disease in Hypertension. American
Journal of Kidney Diseases 1985; 5; A104-10.

Block GA, Port FK. Re-evaluation of risks associated with hyperphosphatemia and
hyperparathyroidism in dialysis patients: Recommendations for a change in management.
American Journal of Kidney Diseases 2000; 35; 1226-37.

Rumberger JA, Simons DB, Fitzpatrick LA, et al. Coronary artery calcium area by
electron-beam computed tomography and coronary atherosclerotic plaque area: A

histopathologic correlative study. Circulation 1995; 92; 2157-62.

[10] Sangiorgi G, Rumberger JA, Severson A, et al. Arterial calcification and not lumen

58



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

stenosis is highly correlated with atherosclerotic plaque burden in humans: a histologic
study of 723 coronary artery segments using nondecalcifying methodology. Journal of the
American College of Cardiology 1998; 31; 126-33.

BEADENKOPF WG, DAOUD AS, LOVE BM. CALCIFICATION IN THE
CORONARY ARTERIES AND ITS RELATIONSHIP TO ARTERIOSCLEROSIS AND
MYOCARDIAL INFARCTION. The American Journal of Roentgenology, Radium
Therapy, and Nuclear Medicine 1964; 92; 865-71.

Loecker TH, Schwartz RS, Cotta CW, et al. Fluoroscopic coronary artery calcification
and associated coronary disease in asymptomatic young men. Journal of the American
College of Cardiology 1992; 19; 1167-72.

Lehto S, Niskanen L, Suhonen M, et al. Medial artery calcification: A neglected
harbinger of cardiovascular complications in non-insulin-dependent diabetes mellitus.

Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 1996; 16; 978-83.

Olson JC, Edmundowicz D, Becker DJ, et al. Coronary calcium in adults with type 1
diabetes: A stronger correlate of clinical coronary artery disease in men than in women.
Diabetes 2000; 49; 1571-8.

Niskanen LK, Suhonen M, Siitonen O, et al. Aortic and lower limb artery calcification
in type 2 (non-insulin-dependent) diabetic patients and non-diabetic control subjects. A

five year follow-up study. Atherosclerosis 1990; 84; 61-71.

Burke AP, Taylor A, Farb A, et al. Coronary calcification: Insights from sudden
coronary death victims. Zeitschrift Fur Kardiologie 2000; 89.

Taylor AJ, Burke AP, O’Malley PG, et al. A comparison of the Framingham risk index,
coronary artery calcification, and culprit plague morphology in sudden cardiac death.
Circulation 2000; 101; 1243-8.

Guerin AP, Blacher J, Pannier B, et al. Impact of aortic stiffness attenuation on survival

of patients in end-stage renal failure. Circulation 2001; 103; 987-92.

Blacher J, Guerin AP, Pannier B, et al. Arterial calcifications, arterial stiffness, and
cardiovascular risk in end-stage renal disease. Hypertension, vol. 38, Lippincott Williams
and Wilkins; 2001 p.938-42, p. 938-42.

London GM, Blacher J, Pannier B, et al. Arterial wave reflections and survival in end-

stage renal failure. Hypertension 2001; 38; 434-8.

59



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

Shanahan CM, Crouthamel MH, Kapustin A, et al. Arterial calcification in chronic
kidney disease: Key roles for calcium and phosphate. Circulation Research 2011; 109;
697-711.

Moe SM, Chen NX. Mechanisms of vascular calcification in chronic kidney disease.

Journal of the American Society of Nephrology 2008; 19; 213-6.
Burke SK. Phosphate Is a Uremic Toxin. Journal of Renal Nutrition 2008; 18; 27-32.

Block GA, Klassen PS, Lazarus JM, et al. Mineral metabolism, mortality, and
morbidity in maintenance hemodialysis. Journal of the American Society of Nephrology
2004; 15; 2208-18.

Giachelli CM, Jono S, Shioi A, et al. Vascular calcification and inorganic phosphate.
American Journal of Kidney Diseases 2001; 38; S34—7.

Giachelli CM. Vascular calcification: In vitro evidence for the role of inorganic
phosphate. Journal of the American Society of Nephrology 2003; 14.

Jono S, McKee MD, Murry CE, et al. Phosphate regulation of vascular smooth muscle

cell calcification. Circulation Research 2000; 87.

Shioi A, Nishizawa Y, Jono S, et al. B-Glycerophosphate accelerates calcification in
cultured bovine vascular smooth muscle cells. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular
Biology 1995; 15; 2003-9.

Lomashvili KA, Cobbs S, Hennigar RA, et al. Phosphate-induced vascular calcification:
Role of pyrophosphate and osteopontin. Journal of the American Society of Nephrology
2004; 15; 1392-401.

Giachelli CM. Ectopic calcification: Gathering hard facts about soft tissue mineralization.
American Journal of Pathology 1999; 154; 671-5.

Steitz SA, Speer MY, Curinga G, et al. Smooth muscle cell phenotypic transition
associated with calcification: Upregulation of Cbfal and downregulation of smooth

muscle lineage markers. Circulation Research 2001; 89; 1147-54.

Li X, Yang HY, Giachelli CM. Role of the sodium-dependent phosphate cotransporter,
Pit-1, in vascular smooth muscle cell calcification. Circulation Research 2006; 98; 905—
12.

Otto F, Thornell AP, Crompton T, et al. Cbfal, a candidate gene for cleidocranial

60



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

dysplasia syndrome, is essential for osteoblast differentiation and bone development. Cell
1997; 89; 765-71.

Lomashvili KA, Garg P, Narisawa S, et al. Upregulation of alkaline phosphatase and
pyrophosphate hydrolysis: Potential mechanism for uremic vascular calcification. Kidney
International 2008; 73; 1024-30.

Tyson KL, Reynolds JL, McNair R, et al. Osteo/chondrocytic transcription factors and
their target genes exhibit distinct patterns of expression in human arterial calcification.
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 2003; 23; 489-94.

Clarke M, Bennett M. The emerging role of vascular smooth muscle cell apoptosis in

atherosclerosis and plaque stability. American Journal of Nephrology 2007; 26; 531-5.

Proudfoot D, Skepper JN, Hegyi L, et al. Apoptosis regulates human vascular
calcification in vitro: Evidence for initiation of vascular calcification by apoptotic bodies.
Circulation Research 2000; 87; 1055-62.

Giachelli CM. Vascular calcification mechanisms. Journal of the American Society of
Nephrology 2004; 15; 2959-64.

Hayashi S, Yamane T, Miyamoto A, et al. Commitment and differentiation of stem cells
to the osteoclast lineage. Biochemistry and Cell Biology = Biochimie et Biologie
Cellulaire 1998; 76; 911-22.

Karst M, Gorny G, Galvin RJS, et al. Roles of stromal cell RANKL, OPG, and M-CSF
expression in biphasic TGF-? regulation of osteoclast differentiation. Journal of Cellular
Physiology 2004; 200; 99-106.

Armstrong AP, Tometsko ME, Glaccum M, et al. A RANK/TRAF6-dependent signal
transduction pathway is essential for osteoclast cytoskeletal organization and resorptive
function. Journal of Biological Chemistry 2002; 277; 44347-56.

Lee K, Seo I, Choi MH, et al. Roles of Mitogen-Activated Protein Kinases in Osteoclast

Biology. International Journal of Molecular Sciences 2018; 19.

Li X, Udagawa N, Itoh K, et al. p38 MAPK-mediated signals are required for inducing
osteoclast differentiation but not for osteoclast function. Endocrinology 2002; 143; 3105—
13.

Shiotani A, Takami M, Itoh K, et al. Regulation of osteoclast differentiation and

function by receptor activator of NFkB ligand and osteoprotegerin. The Anatomical

61



[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

Record 2002; 268; 137-46.

Grigoriadis AE, Wang ZQ, Cecchini MG, et al. c-Fos: A key regulator of osteoclast-
macrophage lineage determination and bone remodeling. Science 1994; 266; 443-8.

Kim JH, Kim N. Regulation of NFATc1 in Osteoclast Differentiation. Journal of Bone
Metabolism 2014; 21; 233-41.

Kim K, Lee S-H, Ha Kim J, et al. NFATc1 induces osteoclast fusion via up-regulation
of Atp6v0d2 and the dendritic cell-specific transmembrane protein (DC-STAMP).
Molecular Endocrinology (Baltimore, Md.) 2008; 22; 176-85.

Yagi M, Ninomiya K, Fujita N, et al. Induction of DC-STAMP by Alternative
Activation and Downstream Signaling Mechanisms. Journal of Bone and Mineral
Research 2007; 22; 992-1001.

Ikeda F, Nishimura R, Matsubara T, et al. Critical roles of c-Jun signaling in regulation
of NFAT family and RANKL-regulated osteoclast differentiation. Journal of Clinical
Investigation 2004; 114; 475-84.

Matsumoto M, Kogawa M, Wada S, et al. Essential Role of p38 Mitogen-activated
Protein Kinase in Cathepsin K Gene Expression during Osteoclastogenesis through
Association of NFATc1 and PU.1. Journal of Biological Chemistry 2004; 279; 45969-79.

Shen Z, Crotti TN, Flannery MR, et al. A novel promoter regulates calcitonin receptor
gene expression in human osteoclasts. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene
Structure and Expression 2007; 1769; 659-67.

Huntley R, Jensen E, Gopalakrishnan R, et al. Bone morphogenetic proteins: Their role

in regulating osteoclast differentiation. Bone Reports 2019; 10; 100207.

Neven E, De Schutter TM, De Broe ME, et al. Cell biological and physicochemical
aspects of arterial calcification. Kidney International 2011; 79; 1166—77.

Jeziorska M, McCollum C, Wooley DE. Observations on bone formation and
remodelling in advanced atherosclerotic lesions of human carotid arteries. Virchows
Archiv : An International Journal of Pathology 1998; 433; 559-65.

Vliegenthart R, Oudkerk M, Hofman A, et al. Coronary Calcification Improves
Cardiovascular Risk Prediction in the Elderly. Circulation 2005; 112; 572—7.

Boyle WJ, Simonet WS, Lacey DL. Osteoclast differentiation and activation. Nature

62



[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

2003; 423; 337-42.

Ducy P, Schinke T, Karsenty G. The osteoblast: a sophisticated fibroblast under central
surveillance. Science (New York, N.Y.) 2000; 289; 1501-4.

Teitelbaum SL. Bone resorption by osteoclasts. Science (New York, N.Y.) 2000; 289;
1504-8.

Rodan GA, Martin TJ. Therapeutic approaches to bone diseases. Science (New York,
N.Y.) 2000; 289; 1508-14.

Feng X, McDonald JM. Disorders of Bone Remodeling. Annual Review of Pathology:
Mechanisms of Disease 2011; 6; 121-45.

Doherty TM, Uzui H, Fitzpatrick LA, et al. Rationale for the role of osteoclast-like
cells in arterial calcification. FASEB Journal : Official Publication of the Federation of
American Societies for Experimental Biology 2002; 16; 577-82.

Spicer SS, Lewis SE, Tashian RE, et al. Mice carrying a CAR-2 null allele lack carbonic
anhydrase Il immunohistochemically and show vascular calcification. The American
Journal of Pathology 1989; 134; 947-54.

Qiao JH, Tripathi J, Mishra NK et al. Role of macrophage colony-stimulating factor in
atherosclerosis: studies of osteopetrotic mice. The American Journal of Pathology 1997;
150; 1687-99.

Tseng W, Graham LS, Geng Y, et al. PKA-induced Receptor Activator of NF-xB
Ligand (RANKL) Expression in Vascular Cells Mediates Osteoclastogenesis but Not
Matrix Calcification. Journal of Biological Chemistry 2010; 285; 29925-31.

Filonzi EL, Zoellner H, Stanton H, et al. Cytokine regulation of granulocyte-
macrophage colony stimulating factor and macrophage colony-stimulating factor

production in human arterial smooth muscle cells. Atherosclerosis 1993; 99; 241-52.

Fittipaldi S, Vasuri F, Degiovanni A, et al. The study of calcified atherosclerotic
arteries: an alternative to evaluate the composition of a problematic tissue reveals new

insight including metakaryotic cells. BMC Clinical Pathology 2016; 16; 12.

Qiao J-H, Mishra V, Fishbein MC, et al. Multinucleated giant cells in atherosclerotic
plaques of human carotid arteries: Identification of osteoclast-like cells and their specific

proteins in artery wall. Experimental and Molecular Pathology 2015; 99; 654-62.

63



[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

KIM H-H, SHIN HS, KWAK HJ, et al. RANKL regulates endothelial cell survival
through the phosphatidylinositol 3’-kinase/Akt signal transduction pathway. The FASEB
Journal 2003; 17; 2163-5.

Ishida A, Fujita N, Kitazawa R, et al. Transforming Growth Factor-f Induces
Expression of Receptor Activator of NF-kB Ligand in Vascular Endothelial Cells Derived
from Bone. Journal of Biological Chemistry 2002; 277; 26217-24.

Collin-Osdoby P, Osdoby P. RANKL-Mediated Osteoclast Formation from Murine
RAW 264.7 cells. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.), vol. 816, 2012 p.187—-
202, p. 187-202.

Doherty TM, Asotra K, Fitzpatrick LA, et al. Calcification in atherosclerosis: bone
biology and chronic inflammation at the arterial crossroads. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 2003; 100; 11201-6.

Byon CH, Sun Y, Chen J, et al. Runx2-Upregulated Receptor Activator of Nuclear
Factor B Ligand in Calcifying Smooth Muscle Cells Promotes Migration and Osteoclastic
Differentiation of Macrophages. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology
2011, 31; 1387-96.

Fujisaki K, Tanabe N, Suzuki N, et al. Receptor activator of NF-kappaB ligand induces
the expression of carbonic anhydrase Il, cathepsin K, and matrix metalloproteinase-9 in
osteoclast precursor RAW264.7 cells. Life Sciences 2007; 80; 1311-8.

Dougall WC, Glaccum M, Charrier K, et al. RANK is essential for osteoclast and
lymph node development. Genes & Development 1999; 13; 2412-24.

Simonet WS, Lacey DL, Dunstan CR, et al. Osteoprotegerin: a novel secreted protein
involved in the regulation of bone density. Cell 1997; 89; 309-19.

Schneeweis LA, Willard D, Milla ME. Functional Dissection of Osteoprotegerin and Its
Interaction with Receptor Activator of NF-kB Ligand. Journal of Biological Chemistry
2005; 280; 41155-64.

Aliprantis AO, Ueki Y, Sulyanto R, et al. NFATc1 in mice represses osteoprotegerin
during osteoclastogenesis and dissociates systemic osteopenia from inflammation in
cherubism. The Journal of Clinical Investigation 2008; 118; 3775-89.

Takayanagi H, Kim S, Koga T, et al. Induction and activation of the transcription factor
NFATcl (NFAT?2) integrate RANKL signaling in terminal differentiation of osteoclasts.

64



[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

Developmental Cell 2002; 3; 889-901.

Zwerina J, Tzima S, Hayer S, et al. Heme oxygenase 1 (HO-1) regulates
osteoclastogenesis and bone resorption. FASEB Journal : Official Publication of the
Federation of American Societies for Experimental Biology 2005; 19; 2011-3.

Sakamoto H, Sakai E, Fumimoto R, et al. Deltamethrin inhibits osteoclast
differentiation via regulation of heme oxygenase-1 and NFATcl. Toxicology in Vitro
2012; 26; 817-22.

Lu S-H, Chen T-H, Chou T-C. Magnolol Inhibits RANKL-Induced Osteoclast
Differentiation of RAW 264.7 Macrophages through Heme Oxygenase-1-Dependent
Inhibition of NFATc1 Expression. Journal of Natural Products 2015; 78; 61-8.

Barger AC, Beeuwkes R, Lainey LL, et al. Hypothesis: Vasa Vasorum and
Neovascularization of Human Coronary Arteries: A Possible Role in the Pathophysiology
of Atherosclerosis. New England Journal of Medicine 1984; 310; 175-7.

Li W, Ostblom M, Xu L-H, et al. Cytocidal effects of atheromatous plaque components:
the death zone revisited. The FASEB Journal 2006; 20; 2281-90.

Bunn HF, Jandl JH. Exchange of heme among hemoglobins and between hemoglobin
and albumin. The Journal of Biological Chemistry 1968; 243; 465-75.

Nagy E, Eaton JW, Jeney V, et al. Red Cells, Hemoglobin, Heme, Iron, and
Atherogenesis. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 2010; 30; 1347-53.

Silva G, Jeney V, Chora A, et al. Oxidized hemoglobin is an endogenous
proinflammatory agonist that targets vascular endothelial cells. The Journal of Biological
Chemistry 2009; 284; 29582-95.

Potor L, Banyai E, Becs G, et al. Atherogenesis may involve the prooxidant and
proinflammatory effects of ferryl hemoglobin. Oxidative Medicine and Cellular Longevity
2013; 2013; 676425.

Wang R. Two’s company, three’s a crowd: can H 2 S be the third endogenous gaseous

transmitter? . The FASEB Journal 2002; 16; 1792-8.

Kolluru GK, Shen X, Bir SC, et al. Hydrogen sulfide chemical biology:
Pathophysiological roles and detection. Nitric Oxide - Biology and Chemistry 2013; 35; 5—
20.

65



[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

Doeller JE, Isbell TS, Benavides G, et al. Polarographic measurement of hydrogen
sulfide production and consumption by mammalian tissues. Analytical Biochemistry 2005;
341; 40-51.

Olson KR. Is hydrogen sulfide a circulating “gasotransmitter” in vertebrate blood?
Biochimica et Biophysica Acta - Bioenergetics 2009; 1787; 856-63.

Levitt MD, Abdel-Rehim MS, Furne J. Free and acid-labile hydrogen sulfide
concentrations in mouse tissues: Anomalously high free hydrogen sulfide in aortic tissue.
Antioxidants and Redox Signaling 2011; 15; 373-8.

Erickson PF, Maxwell IH, Su LJ, et al. Sequence of cDNA for rat cystathionine y-lyase
and comparison of deduced amino acid sequence with related Escherichia coli enzymes.
Biochemical Journal 1990; 269; 335-40.

Cheng Y, Ndisang JF, Tang G, et al. Hydrogen sulfide-induced relaxation of resistance
mesenteric artery beds of rats. American Journal of Physiology - Heart and Circulatory
Physiology 2004; 287.

Sivarajah A, McDonald MC, Thiemermann C. The production of hydrogen sulfide
limits myocardial ischemia and reperfusion injury and contributes to the cardioprotective
effects of preconditioning with endotoxin, but not ischemia in the rat. Shock 2006; 26;
154-61.

Elrod JW, Calvert JW, Morrison J, et al. Hydrogen sulfide attenuates myocardial
ischemia-reperfusion injury by preservation of mitochondrial function. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 2007; 104; 15560-5.

Yan H, Du J, Tang C. The possible role of hydrogen sulfide on the pathogenesis of
spontaneous hypertension in rats. Biochemical and Biophysical Research Communications
2004, 313; 22-7.

Zhang C, Du J, Bu D, et al. The regulatory effect of hydrogen sulfide on hypoxic
pulmonary hypertension in rats. Biochemical and Biophysical Research Communications
2003; 302; 810-6.

Bian JS, Qian CY, Pan TT, et al. Role of hydrogen sulfide in the cardioprotection
caused by ischemic preconditioning in the rat heart and cardiac myocytes. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics 2006; 316; 670-8.

[100] Zhu YZ, Zhong JW, Ho P, et al. Hydrogen sulfide and its possible roles in myocardial

66



[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

ischemia in experimental rats. Journal of Applied Physiology 2007; 102; 261-8.

Yang G, Sun X, Wang R. Hydrogen sulfide-induced apoptosis of human aorta smooth

muscle cells via the activation of mitogen-activated protein kinases and caspase-3. The
FASEB Journal 2004; 18; 1782-4.

Yang G, Wu L, Wang R. Pro-apoptotic effect of endogenous H 2 S on human aorta
smooth muscle cells . The FASEB Journal 2006; 20; 553-5.

Du J, Hui Y, Cheung Y, et al. The possible role of hydrogen sulfide as a smooth muscle
cell proliferation inhibitor in rat cultured cells. Heart and Vessels 2004; 19; 75-80.

Jeong SO, Pae HO, Oh GS, et al. Hydrogen sulfide potentiates interleukin-1p-induced
nitric oxide production via enhancement of extracellular signal-regulated kinase activation
in rat vascular smooth muscle cells. Biochemical and Biophysical Research
Communications 2006; 345; 938—44.

Jeney V, Komdédi E, Nagy E, et al. Supression of hemin-mediated oxidation of low-
density lipoprotein and subsequent endothelial reactions by hydrogen sulfide (H2S). Free
Radical Biology and Medicine 2009; 46; 616-23.

Kamoun P, Belardinelli M-C, Chabli A, et al. Endogenous hydrogen sulfide
overproduction in Down syndrome. American Journal of Medical Genetics 2003; 116A;
310-1.

Perna AF, Luciano MG, Ingrosso D, et al. Hydrogen sulphide-generating pathways in
haemodialysis patients: a study on relevant metabolites and transcriptional regulation of
genes encoding for key enzymes. Nephrol Dial Transplant 2009; 24; 3756-63.

Cicone JS, Petronis JB, Embert CD, et al. Successful treatment of calciphylaxis with

intravenous sodium thiosulfate. American Journal of Kidney Diseases 2004; 43; 1104-8.

Hayden MR, Goldsmith DJA. Sodium thiosulfate: New hope for the treatment of
calciphylaxis. Seminars in Dialysis 2010; 23; 258-62.

Sen U, Vacek TP, Hughes WM, et al. Cardioprotective role of sodium thiosulfate on
chronic heart failure by modulating endogenous H2S generation. Pharmacology 2008; 82;
201-13.

Wu SY, Pan CS, Geng B, et al. Hydrogen sulfide ameliorates vascular calcification
induced by vitamin D3 plus nicotine in rats. Acta Pharmacologica Sinica 2006; 27; 299—
306.

67



[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

Madaan A, Verma R, Singh AT, et al. A stepwise procedure for isolation of murine

bone marrow and generation of dendritic cells. Journal of Biological Methods 2014; 1; 1.

Balla G, Jacob HS, Balla J, et al. Ferritin: a cytoprotective antioxidant strategem of
endothelium. The Journal of Biological Chemistry 1992; 267; 18148-53.

Winterbourn CC. [26] Oxidative reactions of hemoglobin. Methods in Enzymology
1990; 186; 265-72.

Stipanuk MH, Beck PW. Characterization of the enzymic capacity for cysteine
desulphhydration in liver and kidney of the rat. The Biochemical Journal 1982; 206; 267—
77.

J N, A N. Factors that Affect the Osteoclastogenesis of RAW264.7 Cells. Journal of
Biochemistry and Analytical Studies 2017; 2.

Choi J, Choi SY, Lee SY, et al. Caffeine enhances osteoclast differentiation and
maturation through p38 MAP kinase/Mitf and DC-STAMP/CtsK and TRAP pathway.
Cellular Signalling 2013; 25; 1222-7.

Hsu H, Lacey DL, Dunstan CR, et al. Tumor necrosis factor receptor family member
RANK mediates osteoclast differentiation and activation induced by osteoprotegerin
ligand. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
1999; 96; 3540-5.

Park SY, Lee SW, Kim HY, et al. Suppression of RANKL-induced osteoclast
differentiation by cilostazol via SIRT1-induced RANK inhibition. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease 2015; 1852; 2137-44.

Park JH, Lee NK, Lee SY. Current understanding of RANK signaling in osteoclast
differentiation and maturation. Molecules and Cells 2017; 40; 706-13.

Zarjou A, Jeney V, Arosio P, et al. Ferritin prevents calcification and osteoblastic
differentiation of vascular smooth muscle cells. Journal of the American Society of
Nephrology 2009; 20; 1254-63.

Quercioli A, Luciano Viviani G, Dallegri F, et al. Receptor activator of nuclear factor
kappa B ligand/osteoprotegerin pathway is a promising target to reduce atherosclerotic
plaque calcification. Critical Pathways in Cardiology 2010; 9; 227-30.

Yagi M, Miyamoto T, Sawatani Y, et al. DC-STAMP is essential for cell-cell fusion in

osteoclasts and foreign body giant cells. Journal of Experimental Medicine 2005; 202;

68



[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

345-51.

Lee SK, Goldring SR, Lorenzo JA. Expression of the calcitonin receptor in bone
marrow cell cultures and in bone: A specific marker of the differentiated osteoclast that is
regulated by calcitonin. Endocrinology 1995; 136; 4572-81.

Quinn JMW, Morfis M, Lam MHC, et al. Calcitonin receptor antibodies in the
identification of osteoclasts. Bone 1999; 25; 1-8.

Boyle WJ, Simonet WS, Lacey DL. Osteoclast differentiation and activation. Nature
2003; 423; 337-42.

Li L, Whiteman M, Guan YY, et al. Characterization of a novel, water-soluble hydrogen
sulfide-releasing molecule (GYY4137): New insights into the biology of hydrogen
sulfide. Circulation 2008; 117; 2351-60.

Srivastava KC. Evidence for the mechanism by which garlic inhibits platelet aggregation.
Prostaglandins, Leukotrienes and Medicine 1986; 22; 313-21.

Bir SC, Kolluru GK, McCarthy P, et al. Hydrogen sulfide stimulates ischemic vascular
remodeling through nitric oxide synthase and nitrite reduction activity regulating hypoxia-
inducible factor-la and vascular endothelial growth factor-dependent angiogenesis.
Journal of the American Heart Association 2012; 1.

Lavu M, Bhushan S, Lefer DJ. Hydrogen sulfide-mediated cardioprotection:
Mechanisms and therapeutic potential. Clinical Science 2011; 120; 219-29.

Mani S, Li H, Untereiner A, et al. Decreased endogenous production of hydrogen
sulfide accelerates atherosclerosis. Circulation 2013; 127; 2523-34.

Yang G, Wu L, Jiang B, et al. H2S as a physiologic vasorelaxant: Hypertension in mice
with deletion of cystathionine y-lyase. Science 2008; 322; 587-90.

69



13. PUBLIKACIOS LISTA

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/250/2020.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jelolt: Zavaczki Erzsébet
Doktori Iskola: Laki Kalman Doktori Iskola
MTMT azonosité: 10020714

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Zavaczki, E., Gall, T., Zarjou, A., Hendrik, Z., Potor, L., Téth, C., Méhes, G., Gyetvai, A, Agarwal,
A., Balla, G., Balla, J.: Ferryl Hemoglobin Inhibits Osteoclastic Differentiation of Macrophages
in Hemorrhaged Atherosclerotic Plaques.

Oxidative Medicine and Cellular Longevity. 2020, 1-17, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1155/2020/3721383
IF: 5.076 (2019)

2. Zavaczki, E., Jeney, V., Agarwal, A., Zarjou, A., Oros, M., Katko, M., Varga, Z., Balla, G., Balla, J.:
Hydrogen sulfide inhibits the calcification and osteoblastic differentation of vascular smooth
muscle cells.

Kidney Int. 80 (7), 731-739, 2011.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1038/ki.2011.212
IF: 6.606

Tovabbi kézlemények

3. Nagy, A., Pethé, D., Gall, T., Zavaczki, E., Nyitrai, M., Posta, J., Zarjou, A., Agarwal, A., Balla, G.,
Balla, J.: Zinc Inhibits HIF-Prolyl Hydroxylase Inhibitor-Aggravated VSMC Calcification
Induced by High Phosphate.

Front. Physiol. 10, 1-15, 2020. Pl ENT
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2019.01584 /@y
IF: 3.367 (2019) *

4. Oros, M., Zavaczki, E., Vadasz, C., Jeney, V., Tésaki, A., Lekli, |, Balla, G., Nag;‘r\ J_ Ba &
Ethanol increases phosphate-mediated mineralization and osteoblastic trans}i\ﬁmatlon of

vascular smooth muscle cells. a™ x\‘“\‘:rrn S
J. Cell. Mol. Med. 16 (9), 2219-2226, 2012. -

DOI: http://dx.doi.org/10.1111/j.1582-4934.2012.01533.x

IF: 4.753

70



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Katko, M., Zavaczki, E., Jeney, V., Paragh, G., Balla, J., Varga, Z.: Homocysteine metabolism in
peripheral blood mononuclear cells: evidence for cystathionine beta-synthase activity in
resting state.

Amino Acids. 43 (1), 317-326, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00726-011-1080-2
IF: 3.914

6. Zarjou, A., Jeney, V., Arosio, P., Poli, M., Zavaczki, E., Balla, G., Balla, J.: Ferritin ferroxidase
activity: a potent inhibitor of osteogenesis.
J. Bone Miner. Res. 25 (1), 164-172, 2010.
DOI: http://dx.doi.org/10.1359/jbmr.091002
IF: 7.059

7. Molnar, Z., Emri, T., Zavaczki, E., Pusztahelyi, T., Pocsi, |.: Effects of mutations in the GanB/RgsA
G protein mediated signalling on the autolysis ofAspergillus nidulans.
J. Basic Microbiol. 46 (6), 495-503, 2006.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/jobm.200610174
IF: 0.722

A kozl6 folyéiratok Osszesitett impakt faktora: 31,497
A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
11,682

A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tuddstérbe feltéltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2020.08.28.

71



14. FUGGELEK

72



