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Bevezetés

A vaszkularis kalcifikacié az érfalban megtalalhato, kélciumban ¢és foszfatban gazdag
lerakodas, melyet korabban passziv, az 6regedéssel egyiitt jaro folyamatnak irtak le. Napjainkra
azonban bizonyossa valt, hogy a kalcifikacio egy aktiv, az érfali simaizomsejtek részvételével
zajlo folyamat. A hidroxiapatit lerakddas az erek intima, vagy a média rétegeiben kovetkezhet
be. Az intima kalcifikdci6 a kozepes méretli artériakban, ateroszklerotikus plakkokkal
asszocialva, pontszeriien; ezzel szemben a média kalcifikacid az erek teljes keresztmetszetében
jelenik meg. A média kalcifikacio leggyakrabban a kronikus vesebetegségben szenvedo, illetve
a 2-es tipusu diabéteszes betegeket érinti. A média kalcifikdcid kdvetkeztében az erek
rugalmatlanna valnak, majd balkamrai hipertrofia és végiil szivelégtelenség alakul ki. A
kronikus vesebetegségben szenvedd betegekben az érrendszer érintettségének kovetkeztében
jelentésen nagyobb a kardiovaszkularis események bekovetkezésének kockazata, mint az
atlagos normal vesefunkcidju populacidban.

Az érfali simaizomsejtek nem véglegesen differencialodott sejtek, nagyfoku plaszticitassal
rendelkeznek, igy kiilonboz6 stimulusok hatasara fenotipus valtozason mennek keresztiil. Az
érfali simaizomsejtek vaszkuldris kalcifikacio szempontjabol legjelentdsebb fenotipus valtasa
az oszteokondrogén iranyu differencidlodds. Az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén
differencialodasa nagymértékii hasonlosdgot mutat az Ossejtek oszteogenezisével; mindkét
folyamat f0 szabalyozdja a Runx2, az oszteogén iranyu differencialodas mester transzkripcios
faktora.

A kalcifikacioval jaro betegségek tanulmanyozasa soran a kalcifikacioban szerepet jatszo
folyamatokat, valamint kalcifikacios induktorokat €s inhibitorokat azonositottak. Fiziologias
koriilmények kozott keringd (fetuin-A) és lokalis inhibitorok (matrix Gla protein, pirofoszfat)
akadalyozzak meg a hidroxiapatit gocképzodést, illetve gocnovekedést a lagyszovetekben.
Amennyiben a kering6 (foszfat, Ca) és lokalis induktorok (oxidalt LDL, proinflammatorikus
citokinek) mennyisége megné a szisztémas €s lokalis inhibitorokhoz képest, bekovetkezik az
érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencidloddsa. Az inorganikus foszfat az
érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialodasanak legjobban karakterizalt, és
kronikus vesebetegségben szenvedd betegekben legrelevansabb induktora. A vaszkularis
kalcifikacioval Osszefiiggésben egy Gjonnan feltart tényez6 az érfali hipoxia. A hipoxia az az

allapot, amikor az oxigén tenzidja alacsonyabb, mint az adott szervre/szévetre/sejtre jellemzo



normalis oxigén szint. Az oxigén szoveti diffuzios tavolsaga mintegy 200-250 pm, mely
lehetové teszi, hogy az oxigén az érfalat boritd endotél egysejtrétegen keresztiil eljusson a
média réteg simaizom sejtjeihez. Patologias érfal megvastagodas kovetkeztében a média
rétegben 1évo az érfali simaizomsejtek hipoxidssa valnak. A hipoxia jelenlétét mind human
plakkokban, mind érelmeszesedéses allatmodellekben kialakuld 1éziokban kimutattak, és
bizonyitottadk a hipoxia koéroki szerepét az érelmeszesedéses plakk progresszidjaban is. Az
érelmeszesedés mellett a hipoxia jelentds szerepet jatszik a Kronikus vesebetegség és a
végstadiumu veseelégtelenség patogenezisében is.

A megfeleld oxigén szint biztositdsa nélkiilozhetetlen a cellularis és szisztémas
homeosztazis fenntartasaban. A hipoxiara adott valasz kdzponti eleme a hipoxia-indukalt faktor
1 (HIF-1) atvonal. Kronikus vesebetegségben szenved6 betegek veséjében kimutattak a HIF-1
indukciojat, melyet 6sszefiiggésbe hoztak a kronikus vesebetegség progresszidjaval, valamint
Mokas ¢és munkatarsai kimutattdk a HIF-la fokozott expresszidjat kronikus vesebeteg
patkanyok aortajaban, valamint azt, hogy a magas inorganikus foszfat (Pi) stabilizalja a HIF-
la-t érfali simaizomsejtekben. Tovabbi in vitro kisérletekben bizonyitottak, hogy a hipoxia
fokozza a z érfali simaizomsejtek foszfattal indukalt kalcifikaciojat.

A hipoxia hatasa a reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzOdésére a mai napig
ellentmondasokkal teli tudomanyteriilet; egyes munkakban a hipoxia hatasara csokkend, mig
masokban emelkedd ROS termelddést irtak le. A talzott ROS képzddés szerepet jatszik a
kalcifikalt aorta billentylikben, valamint az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyt
differencialodasa soran. A ROS képzddés vaszkularis kalcifikacidban betoltott jelentOs
szerepére utal az is, hogy az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyt differencidlodéasa
antioxidansokkal gatolhato.

A kronikus vesebetegség gyakran tarsul mas betegségekkel, melyek koziil leggyakoribbak
a kardiovaszkularis betegségek és az anémia. Az anémia jelentdsen noveli a betegek
mortalitasat és morbiditasat. A kronikus vesebetegségben szenvedd betegekre jellemzd anémia
hattérében tobb tényezd all; a csokkent eritropoetin (EPO) képzddés, a dializis soran fellépd
vérveszteség, valamint a vas csokkent gasztrointesztindlis felszivodasa a fennalld kronikus
gyulladas miatt, mely gyakori nem-dializalt és dializalt betegekben is.

Ezen folyamatok abszolut vashianyhoz vezetnek, ezért az anémia kezelésében elsddleges
szempont a megfeleld hemoglobin és hematokrit értekek visszaallitidsa. Az anémia kezelésének
lehetséges alternativai az eritropoézis stimuldlé agensek (ESA) adminisztracidja és vér

transzfzi6. Az ESA fokozza az EPO szintézist, ndveli a hemoglobin szintet és, azonban szdmos



tanulmany kimutatta, hogy az emelt dozisu ESA ndéveli a kardiovaszkuldris események
bekovetkezésének kockazatat, ezért alternativ terapids lehetdségek kifejlesztésére volt sziikség.
Felmeriilt a a prolil-hidroxilaz (PHD) enzim inhibitorok hasznalata, melyek a PHD enzim
gatlasan keresztiil aktivaljak a HIF-1 utvonalat, ez altal fokozzak az eritropoetin szintézist, €s a
vas mobilizaciojat a csontveldben.

A Kklinikai vizsgalatok alapjan a GlaxoSmithKline altal kifejlesztett prolil-hidroxilaz
inhibitor, a kis molekulasulyu Daprodustat (GSK1278863) tlint a legigéretesebbnek, melyet
2020-ban Japanban torzskonyveztek kronikus veseelégtelen betegek anémiajanak kezelésére.
A DPD hatasat nem-dializalt és dializisre szoruld kronikus vesebetegségben szenvedd
betegekben vizsgaltak kiilonbozé dozisokban és megallapitottak, hogy a DPD jol toleralhato
volt, nagymértékben novelte a hemoglobin szintet, jelentdsen csokkentette a hepcidin szintet,
novelte az EPO szintet és indukalta a nem EPO-fiiggd eritropoézist is, igy a Daprodustat igen
igéretesnek tlinik és felvalthatja az ESA kezelést a betegek korében. Egy hosszabb idejii klinikai
tesztelés soran kimutattdk, hogy akar mar 10 mg napi dozis elegendd a hemoglobin célérték

eléréséhez.

Célkitizések
Munkam soran a kovetkez6 hipotéziseket fogalmaztuk meg:
1. Hipotézis: a hipoxia a HIF-1 aktivacidjan keresztiil fokozza az érfali simaizomsejtek
oszteokondrogén iranyu differencialodasat in vitro.
2. Hipotézis: a hipoxia a ROS képzddés fokozasan keresztiil fokozza az érfali
simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialodasat in vitro.
3. Hipotézis: a hipoxia ROS-fliiggé modon fokozza az egér aorta kalcifikaciojat ex vivo.
4. Hipotézis: A DPD a HIF-1 aktivaciojan keresztiil fokozza a humén aorta

simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialédasat in vitro.

crer

Anyagok és modszerek

e Kisérleteinkben human aorta simaizomsejtekkel (HAoSMC) dolgoztunk, amelyeket
sejttenyésztd inkubatorban, 21% O tartalom mellett 37 °C-on és 5% CO:> jelenlétében
tenyésztettiik. Hipoxias kezelés soran a sejteket modularis inkubator kamraba helyeztiik,
melyen hipoxias gazkeveréket (5% Oz, 5% CO2 és 94% N») aramoltattunk. Szamos
kisérletben alkalmaztunk hipoxia mimetikumokat, kobalt-kloridot (200 pmol/L),



deferoxamint (DFO, 20 umol/L), 2,2’-bipiridilt (100 pmol/L), Daprodustatot (DPD, 1-100
umol/L). A kalcifikacié indukalashoz szervetlen foszfattal (Pi, 1,5-2,5 mmol/L, pH 7,4)
kiegészitett tapfolyadékot hasznaltunk. Kisérleteink egy részében a kalcifikalé médiumot
kalctummal (Ca, 0,6 mmol/L CaCly) is kiegészitettiik.

Alizarin voros (AR) festéssel detektaltuk az extracellularis matrixban felhalmoz6do kalcium
depozitumokat. Ennek soran a sejteket paraformaldehid oldattal fixaltuk, majd AR oldattal
festettiik. Az eredmény fényképes dokumentalasat kovetéen az AR festést kvantaltuk,
melynek soran a beko6tddott AR festéket hexadecylpyridinium klorid oldatban feloldottuk,
¢€s 562 nm-en fotometraltuk.

A kalcifikalt sejtek extracellularis matrixanak kélcium tartalmanak meghatarozasahoz a
sejteket dekalcinaltuk 30 percig szobah6mérsékleten. A sosavas feliiltiszo kalcium tartalmat
QuantiChrom Calcium Assay Kit-tel hataroztuk.

A sejtek életképességét MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid)
modszerrel hataroztuk meg. A  kezelt sejtek ¢letképességét a kezeletlen sejtek
életképességéhez viszonyitva, szazalékban adtuk meg.

Az RNS izolalasahoz a sejteket Trizol reagenssel lizaltuk. A koncentracié meghatarozasa
utan a mintakbol 1 ug RNS-t irtunk at cDNS-sé, melyhez High Capacity cDNA RT Kkitet
hasznéltunk. A PCR reakciot valdés ideji qPCR késziilékkel végeztik. A target gének
amplifikacigja soran iTaq Universal Probes Supermix master mixet és validalt FAM
fluoroforral konjugalt TagMan probat és a hozza eldére megtervezett primereket hasznaltuk.
A relativ mRNS expressziokat a AACt modszerrel szamitottuk ki, GAPDH-t vagy Ciklofilin
A-t hasznalva belsd kontrollként.

A sejtek fehérje expressziojanak vizsgalatat Western blot analizissel végeztiik, mely soran
a lizatumokat 7,5-10%-0s SDS poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd nitrocelluloz
membranra blottoltuk, blokkoltuk tejpor oldattal és az elsdédleges antitesttel inkubaltuk egy
¢éjszakan at 4 °C-on. Masnap a membranokat 1 6ran keresztiil torma peroxidazzal konjugélt
anti-nyal vagy anti-egér masodlagos antitesttel inkubaltuk, majd a detektalashoz
kemiluineszcens Western ECL reagenst hasznaltunk és az eredményt rontgen filmen, illetve
digitalisan rogzitettiik.

A vaszkularis endotélialis novekedési faktor (VEGF) meghatarozasahoz a kezelés végén
OsszegyUjtottik a feliiliszot, majd a sejtek altal szekretadlt VEGF mennyiségét ELISA

modszerrel hatdroztuk meg a gyartoi eldirasoknak megfelelden.



Az oszteokalcin szint meghatarozasahoz a sejtek extracellularis matrixabél EDTA-val
kinyert oszteokalcin mennyiségét EISA mddszerrel hatdroztuk meg a gyarto altal eldirtaknak
megfelelden.

A ROS képzoédés vizsgalatahoz a sejteket a kezelés végén 5-(és-6)-klorometil-2',7'-
diklorodihidrofluoreszcein diacetat, acetil észtert (CM-H2DCFDA) inkubaltuk 30 percig. A
sejteket az inkubacid utan HBSS-el mostuk és a fluoreszencia intenzitast mértiikk (488 nm
gerjesztés/533 nm emisszid) 30 percenként 4 6ran at. Néhany kisérletiinkben alkalmaztunk
antioxidansokat is.

Géncsendesitést rovid interferaldé RNS (siRNS) konstruktokkal végeztiink. A transzfekciot
Oligofectamin reagenssel, illetve Lipofectamine® RNAIMAX reagenssel végeztiik.

A hipoxias kezelést és a kronikus veseelégtelen (CKD) egérmodellen végzett vizsgalatainkat
a “Hipoxia szerepe a vaszkularis kalcifikacioban” cimii 3/2018/DEMAB szamon
nyilvantartott etikai engedélyben leirtak szerint végeztiik. A kisérletekben C57BL/6 egeret
(8-12 hetes, him) hasznaltunk fel, melyeket a hipoxias kezelés soran 10% O> tartalmt
kamraban tartottuk. A DPD-t 1% metilcellulozban szuszpendaltuk ¢és naponta
gyomorszondan keresztiil adagoltuk.

A CKD-s kisérletekben a plazma urea €s kreatinin szinteket Cobas® ¢502 késziilékkel
hataroztuk meg. A hematologiai paramétereket trinatrium-citrattal antikoagulalt vérbol
Siemens Advia-2120i automataval hataroztuk meg.

Az aorta kalcifikéacio érzékeny kimutatasara OsteoSense festéket és IVIS Spectrum In Vivo
Imaging késziiléket hasznaltunk.

Az egér aorta gylrik hisztologiai vizsgalatahoz a szovetdarabokat 10%-0s formalinban
fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. A hematoxilin-eozin festést 5 pm vastag
paraffinmentesitett rehidratalt metszeteken végeztiik el. Az egér aorta gylirlikon von Kossa
festést is végeztiink.

Ex vivo aorta szovettenyésztéses kisérleteinkben C57BL/6 egerek aszeptikus koriilmények

kozott eltavolitott, 4-5 mm hosszsaglra darabolt aortajat hasznaltuk.

Eredmények

1. A hipoxia és a hipoxia mimetikum Daprodustat hatdsa a HIF-1 utvonal aktivdcidjdra,

valamint az érfali simaizomsejtek kalcifikdaciojara



Elséként megvizsgaltuk a HIF-1 utvonal aktivaciojat huméan aorta simaizomsejtekben
hipoxias koriilmények kozott, valamint hipoxia mimetikumok (kobalt-klorid, deferoxamin,
2,2’-bipiridil és DPD) jelenlétében és megallapitottuk, hogy a hipoxia és a hipoxia
mimetikumok nagymértékben fokoztak a HIF-1 tutvonal aktivacidjat, valamint a HIF-1a
szabalyzasa alatt allo célfehérjék Glut-1 és VEGFA expresszidjat. Ezutan megvizsgaltuk az
oszteokondrogenikus markerek, Runx2, Sox9 és ALP fehérje expressziojat és eredményeink
arra utalnak, hogy a hipoxia fokozza az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu
differencialodéasat. Tovabba megvizsgaltuk a csontban taldlhatd kalcium kotd fehérje, az
oszteokalcin szintjét és megallapitottuk, hogy hipoxias kezelés és DPD hatasara az oszteokalcin
szint nagymértékben nétt human aorta simaizomsejtekben. Megallapitottuk, hogy a hipoxia és

crer

a DPD fokozza az extracellularis matrix (ECM) kalcifikacidjat in vitro és ex vivo, tovabba a

crer

simaizomsejtekben.

2. A HIF-1 atvonal szerepe a hipoxia és DPD dltal indukalt kalcifikacioban

Kovetkez6 kisérleteinkben a HIF-1 utvonal szerepét vizsgaltuk az érfali simaizomsejtek

crer

crer

hipoxia altal eldidézett emelkedését. Ezenkiviil siRNS technikaval HIF-1a knock-down sejteket
hoztuk 1étre, majd vizsgaltuk a sejtek kalcifikacios képességét DPD jelenlétében és
megallapitottuk, hogy a HIF-la gén csendesitett sejtek kalcifikacios képessége elmarad a
kontroll sejtekhez képest, melyet Alizarin vords festéssel, kalcium méréssel és oszteokalcin

szint méréssel igazoltunk.

3. A ROS képzidés szerepe az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu
differencidlodasaban és kalcifikaciojaban

Els6ként megvizsgaltuk a hipoxias koriilmények kozott tartott sejtek ROS termelddését és
megallapitottuk, hogy hipoxiaban fokozodott a ROS képzddés érfali simaizomsejtekben.

Ezt kovetéen a képzodott a ROS keletkezésének helyét vizsgaltuk, ezért kiillonbozé
antioxidansok jelenlétében megvizsgaltuk a ROS képzddésének mértékét. Az N-acetil-cisztein,

a natrium-piruvat és a rotenon hatékonyan gatolta a hipoxids koriilmények kozott tartott érfali



simaizomsejtek ROS képz6dését, mely arra utal, hogy a hipoxia hatasara képz6d6 ROS
mitokondrialis eredeti. Ezutdn antioxiddnsok jelenlétében megvizsgaltuk az érfali
simaizomsejtek HIF-1a expresszidjat és megallapitottuk, hogy a ROS képzddés csokkenésével
parhuzamosan az antioxidansok csokkentették az érfali simaizomsejtek HIF-1a expressziojat.
fiiggését vizsgaltuk human aorta érfali simaizomsejtekben. Megallapitottuk, hogy a Runx2 és
Sox9 mRNS expresszidjanak hipoxia altali fokozodéasa antioxiddnsok jelenlétében elmarad.
Tovabba meghataroztuk az antioxidansok hatasat az érfali simaizomsejtek hipoxia-indukalt

crer

kalcium tartalma és oszteokalcin szintje is nagymértékben csokkent érfali simaizomsejtekben.

4. A hipoxia fokozza az egér aortik HIF-1 aktivicidjat és oszteogén irdnyu

dtprogramozodasat, valamint kalcifikdaciojat

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a hipoxia hatasat in vivo, egérmodellben is. Meghataroztuk a
tiidd Glut-1 és Runx2 mRNS expresszidjat és megallapitottuk, hogy a Glut-1 12 o6ra, mig a
Runx2 24 éra elteltével mutatott szignifikans emelkedést. Ezzel parhuzamosan az aortdkban is
jelentdsen nétt a Glut-1 és Runx2 mRNS szintje. A hipoxia kalcifikaciora kifejtett hatasat ex
Vivo aorta szovetkultura modellben vizsgaltuk tovabb. Ehhez aszeptikus koriilmények kozott
eltavolitottuk a C57BL/6 egerek aortdjat, majd a megtisztitott aorta darabokat normoxias és
hipoxias koriilmények kozott, valamint oszteogén tapfolyadékkal stimulalva tartottuk 6 napon
keresztiil. Kimutattuk, hogy a hipoxias kezelés hatasara tobb, mint hatszorosara nétt az aorta

kalcifikacidja normoxiahoz viszonyitva.

5. A DPD sikeresen korrigdlja az anémidt, emellett fokozza az aorta kalcifikdciojat
kronikus veseelégtelen egérmodellben

Beallitottunk egy in vivo egérmodellt, mely soran C57BL/6 egerekben veseelégtelenséget
indukaltunk. Ezt kdvetden a vesebetegség klinikai paramétereinek valtozasat hataroztuk meg
DPD jelenlétében, illetve hianydban. Megallapitottuk, hogy DPD kezeléstdl fliggetleniil a
szérum foszfat, urea és kreatinin szintje fokozodott. Tovabba megvizsgaltuk a DPD hatasat a
hematoldgiai paraméterekre, és megallapitottuk, hogy a legmagasabb dozisu DPD sikeresen
korrigalta a hemoglobin, a vordsvértest szam és a hematokrit kronikus vesebetegség altal
indukalt csokkenését. Kovetkezo kisérletiinkben a DPD lehetséges kalcifikaciot fokozo hatasat

vizsgaltuk meg. Ebben a kisérletben a DPD-t az anémiat sikeresen korrigaldé doézisban (15



mg/kg/nap) adtuk. A kisérlet végén az elaltatott egerekbe retro-orbitalisan osteosense (2
nmol/egér) festéket injektaltunk, és 12 ora elteltével izolaltuk az aortat. A kalcifikéaciot kozeli
infravoros képalkoto technika segitségével detektaltuk IVIS késziilékkel (Perkin Elmer). A
veseelégtelen egerek aortajaban mért fluoreszcencia intenzitas lényegesen nagyobb volt a
kontrollhoz viszonyitva, azonban az osteosense festék felhalmozddasa még jelent6sebb volt a
DPD kezelést kapod egerekbdl szarmazo aortdkban. A kalcifikacié kimutatdsdra az aorta
metszeteken von Kossa festést is végeztiink, mely csak a DPD-vel kezelt egerekbdl szarmazo

aorta mintdkon mutatott pozitivitast.

Diszkusszio

Az ektopids kalcifikacid legismertebb €s legjobban tanulméanyozott forméja a vaszkularis
kalcifikacio. A kalcifikacio soran kalciumban és foszfatban gazdag hidroxiapatit rakodik le az
érfal intima és média rétegében, melynek kovetkeztében az erek rugalmassaga csokken, és
jelentdsen megnd a kardiovaszkularis betegségek kialakulasanak kockéazata. A kalcifikaciod
soran megfigyelhetd az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencidlodasa, mely
hasonlosagot mutat a fiziologids csontképzddéssel. A média kalcifikacié szamos betegség

Az intima és média kalcifikécio patomechanizmusaban van egy k6zds pont, ami nem mas,
mint a hipoxia. Az erek média rétegében talalhato simaizomsejtek az érlumen irdnyabol diffuzid
altal jutnak oxigénhez. Az oxigén szoveti diffiizios tdvolsaga limitalt, és amennyiben az endotél
sejtréteg alatt felhalmozodo lipidréteg vastagsaga ezt meghaladja, a plakk alatt elhelyezkedd
simaizomsejtek hipoxiassa valnak. A hipoxia az érelmeszesedéses plakk progressziojat sokféle
modon befolyasolja, azonban a kalcifikaciora gyakorolt hatdsat mi vizsgaltuk elséként.

A hipoxia kronikus vesebetegekben is jelen van, mely elsdként a vesét érinti, de Mokas és
munkatarsai a HIF-1a expresszidjanak fokozodasat irtak le az aorta média rétegben kronikus
vesebeteg patkdnymodellben. A hipoxia ¢€s a kalcifikacid kozotti lehetséges kapcsolatra utal
néhany klinikai megfigyelés is, melyekben alvéasi apnoés betegekben abdomindlis aorta
kalcifikaciot, illetve kronikus obstruktiv tiidébetegségben szenvedd betegekben az alacsony
véroxigén szint mellett emelkedett pulmonaris és koronaria artéria kalcifikaciot figyeltek meg.

Ezekre a klinikai megfigyelésekre alapozva allitottuk fel hipotézisiinket és munkéank soran

a hipoxia kozvetlen hatdsat vizsgaltuk az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu
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soran megallapitottuk, hogy az ¢érfali simaizomsejtek hipoxia altal indukalt osztekondrogén
atprogramozodasa HIF-1 fiiggd. Ezzel 6sszhangban Ruffenach és tarsai kimutattak, hogy HIF-
la tultermelése esetén fokozoddott, mig HIF-1o hidnyaban csokkent a pulmondris artéria
simaizomsejtek kalcifikacioja.

A hipoxia és ROS képzodés kozotti komplex kapcsolat megismerésével szdmos
tanulmanyban foglalkoztak. Egyes publikaciokban a ROS képzddés csokkenését, mig
masokban annak fokozddasat irtdk le hipoxianak kitett sejtekben. A fokozott ROS képzddésnek
kulcsszerepet tulajdonitanak vaszkularis kalcifikacioban €s az érfali simaizomsejtek oszteogén
iranyu differencialodasaban.

Munkank soran megvizsgaltuk a ROS képzodés szerepét az érfali sSimaizomsejtek hipoxia
altal indukalt oszteokondrogén iranyu differencidlodasaban ¢és kalcifikaciojaban. A
szakirodalmi ismeretek egy részével 6sszhangban kimutattuk, hogy a hipoxia fokozza a ROS
képzddést simaizomsejtekben. Antioxidansok segitségével arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a hipoxia altal a simaizomsejtekben generalt ROS mitokondrialis eredetii. Ezen tilmenden
megallapitottuk, hogy az antioxoidansok gatoljak a sejtek hipoxia daltal indukalt
oszteokondrogén iranyu differencidlodasat és HIF-1a expresszidjat. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a hipoxia fokozza a ROS képzddést, az emelkedett ROS pedig aktivalja a HIF-1
utvonalat.

Ex vivo aorta szovetkulturaban tovabb vizsgalva a hipoxia altal indukalt kalcifikacio ROS-
¢és HIF-1 fliggését, és megallapitottuk, hogy az aortdk hipoxia altal eldidézett kalcifikacigja
gatolhatd mind antioxidansokkal, mind HIF-1 inhibitorokkal. Eredményeink azt sugalljak,
hogy az érfali simaizomsejtek hipoxia altal indukalt oszteogén iranyu atprogramozodasa és
kalcifikacioja ROS és HIF-1 fiiggd.

Az emelkedett foszfat szint a vaszkularis kalcifikacid legismertebb induktora és
kulcsszerepet jatszik a kronikus vesebetegség-asszocialt vaszkuldris  kalcifikacio
kialakulasdban. A kronikus vesebetegség gyakran tarsul maés betegségekkel, mint példaul
anémiaval. Az anémia kialakuldsanak hatterében a besziikiilt vesefunkcid kovetkeztében
lecsokkent EPO szint és a kronikus gyulladds okozta vashidny all. Az anémia kezelésének
célpontja az EPO szint és a voOrdsvértest szam novelése, melyet ESA, valamint rhEPO
alkalmazaséaval igyekeznek elérni, azonban szdmos tanulményban leirtak ezen gydgyszerek
kardiovaszkularis rizik6ét fokozdé hatasat, mely kronikus vesebetegek esetében eleve
megemelkedett.

Alternativ terapids lehetOségként meriilt fel az anémia kezelésre a HIF-1 utvonal

aktivacioja a prolil-hidroxilaz enzimek gatlasan keresztiil, mely az EPO szintézis indukéalasdhoz



vezet. A prolil-hidroxilaz inhibitorok a HIF-1 stabilizaciojara gyakorolt hatasuk miatt hipoxia
mimetikumoknak tekintheték. Szamos gyogyszercég fejlesztett ki  prolil-hidroxilaz
inhibitorokat, azonban a klinikai vizsgalatok soran a legigéretesebbnek a DPD bizonyult,
melynek alkalmazasat 2020-ban engedélyezték Japanban. A prolil-hidroxilaz inhibitorok
klinikai tesztelése soran a kardiovaszkularis rizik6 tanulmanyozasara nem iranyultak széleskorii
vizsgalatok, ezért munkank sordn azt a célt tiztiik ki, hogy megvizsgaljuk a DPD, mint hipoxia
mimetikum hatasat magas foszfattal indukalt kalcifikaciora in vitro, ex vivo és in vivo
modellekben. Munkank soran kimutattuk, hogy a DPD fokozza az érfali simaizomsejtek magas
foszfattal indukalt kalcifikaciojat. Kordbban egy masik prolil-hidroxilaz inhibitorral,
Roxadustattal is végeztek hasonld in vitro kalcifikaciés kisérletet, melyben a mi
eredményiinkkel 0sszhangban azt talaltdk, hogy a Roxadustat a DPD-hez hasonloan fokozza a
szervkultira modellben is megvizsgaltuk, és hasonldan az in vitro kalcifikaciés modelliinkben
tapasztaltakhoz, megallapitottuk, hogy a DPD fokozza az aortdk emelt foszfattal indukalt
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a DPD 15 mg/kg/nap dézisban alkalmazva korrigalja a kronikus
vesebetegség-asszocialt anémiat, de a vesebetegség paramétereit (szérum kreatinin, urea) nem
befolyasolja. Ugyanakkor vizsgalataink arra is fényt deritettek, hogy ebben a doézisban
alkalmazva a DPD fokozza az aorta kalcifikaciot.

ezért azt feltételeztiik, hogy a DPD kalcifikaciot fokozo hatasaban a HIF-1 Gtvonal aktivacioja
jelentds szerepet jatszik. A DPD kalcifikaciot fokozo hatasa elmaradt HIF-1 inhibitor
jelenlétében vagy HIF-1a géncsendesitett sejtekben, mely feltételezésiink helyességét tdimasztja
ala, és bizonyitja a HIF-1 Gtvonal szerepét a DPD pro-kalcifik4cios hatasaban.

Mindezen eredményeket Osszegezve feltételezziik, hogy a DPD az anémia sikeres
korrigalasa mellett fokozhatja a kronikus vesebetegséghez tarsul6 vaszkularis kalcifikaciot és a
kardiovaszkularis események bekovetkezésének kockéazatat kronikus vesebetegekben. EQy
tavaly megjelent 6sszefoglald tanulmanyban Osszehasonlitottak az epoietin alfa és a DPD
kardiovaszkularis kimenetelre gyakorolt hatasat olyan dializalt betegekben, akik 8-11,5 g/dI
hemoglobin értékekkel rendelkeztek. A tanulméanyban 2964 beteg vett részt, a betegek
eredményeit 2,5 éven keresztiil vizsgaltak és megallapitottak, hogy a DPD-kezelt betegek
25,2%-aban mig az epoetin alfaval kezelt betegek 26,7%-aban figyeltek meg sulyos

kardiovaszkularis szovédményeket.



Ezek ismeretében az 1j generacids hipoxia mimetikumok alkalmazasa el6tt mérlegelni kell
a haszon/kockézat aranyt az anémia stlyossaganak ¢és a beteg kardiovaszkularis allapotanak

figyelembevételével.

Az értekezésben ismertetett uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

1. A hipoxia és a DPD is fokozza az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyt

2. A hipoxia és a DPD altal eldidézett oszteokondrogén iranyt atprogramozodas is HIF-1
fliggd.

3. A hipoxia fokozza a mitokondrialis eredetti ROS termelddését, mely ROS termelddés
jelent6s szerepet jatszik az érfali simaizomsejtek hipoxia altal indukalt oszteokondrogén

4. A hipoxia és a Daprodustat is fokozza az aorta kalcifikaciot ex vivo egér aorta
szovettenyészetben.

5. A hipoxia altal eldidézett kalcifikaci6 antioxidansokkal és HIF-1 inhibitorral gatolhatd
ex Vivo egér aorta szovettenyészetben.

6. A hipoxia indukéalja az egér aorta oszteogén iranyt atprogramozodasat in vivo.

7. A DPD (15 mg/kg) korrigalja a kronikus vesebetegség kovetkeztében kialakult anémiat,

ugyanakkor mellékhatasa az aorta kalcifikacio fokozédasa CKD egérmodellben.
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