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Bevezetés

A kronikus vesebetegség (CKD) vilagszerte emberek millioit érinti €s jelenleg a nyolcadik
leggyakoribb halalozasi ok. Az ¢élettartam novekedése és a tarsadalom eléregedése miatt a CKD
jelentdsége varhatdéan tovabb fog emelkedni az elkdvetkezd évtizedekben, tovabbi jelentds
anyagi terheket réva az egészségiigyi ellatorendszerre. A CKD betegekben megfigyelhet6 a
kardiovaszkularis rendszer (nagy €s kozepes erek, szivbillentytik) kalcifikacioja, ami jelentdsen
hozzajarul ezen betegek kardiovaszkularis eredetli haldlozasahoz.
folyamatnak tekintették, melynek soran a foszfat és a kalcium megemelkedett plazma
koncentracidja a kalcium-foszfat sok lerakddasat idézi el6 a 1lagy szovetekben. Az elmult 25 év
attorést hozott a vaszkularis kalcifikdcié mechanizmusanak megértésében, és bizonyossagot
nyert, hogy a folyamat sejtek altal medialt és aktiv szabalyozas alatt all.

A CKD ¢és a vaszkularis kalcifikdcido patomechanizmusanak megértése és a lehetséges
terapias célpontok azonositdsa szempontjabol nagyon jelentések a CKD dallatmodellek.
Korabban a CKD elsddleges modellje az 5/6 szubtotalis nefrektomia volt, melynek soran egy
invaziv mitéti eljarassal roncsoljak a vesét. Az elmult évtizedben szamos tj CKD modellt
fejlesztettek ki, melyek egyike az adenin tartalmu diétaval kivaltott CKD.

Az adeninnel kivaltott CKD modellben intersticialis fibrozis, tubulus karosodas és jelentds
vaszkularis kalcifikacio alakul ki. Az adenin modell elénye, hogy a CKD kifejléddése nagy
hasonlosagot mutat az emberekben kialakuldo veseelégtelenséggel. Az in vivo képalkoto
technikdk egyre nagyobb jelentdséggel birnak, nem csak a diagnosztikdban, hanem az
alapkutatisokban is. Igy példaul a kozeli infravoros képalkotds, melynek nagy elénye a
mélyebb szoveti penetracio alkalmas lehet a kalcifikacié detektalaséra.

Munkam soran, a csontosodasi folyamatok tanulmanyozasara kifejlesztett hidroxiapatit-
specifikus OsteoSense festék alkalmazhatosagat vizsgaltam lagyszoveti kalcifikacio
kimutatasara adeninnel indukalt CKD modellben C57BL/6 egértorzsben. Tovabba vizsgaltam
az adenin-indukalt CKD egérmodellt, valamint in vitro kalcifikaciés modszereket alkalmazva
a CKD betegekben kialakuld anémai kezelésére kifejleszetett Daprodustat (DPD) nevii prolil

hidroxildz inhibitor kalcifikéaciot fokoz6 hatdsdban az endoplazmas retikulum stressz szerepét.

Célkitiizések
1. A CKD-asszocialt lagyszoveti  kalcifikdcid  tanulméanyozésa  érdekében

kutatécsoportunkban szerettlink volna egy nem invaziv CKD egérmodellt és a



kalcifikaci6 detektalasara alkalmas érzékeny és specifikus mdodszert meghonositani.
A szakirodalmi adatok alapjan az adenin és magas foszfat tartalmu tappal eldidézett
CKD egérmodell meghonositasat tliztiik ki célul. Tovabbi célunk volt kifejleszteni
egy modszert melynek segitségével az Osteosense fluoreszcens festéket in vivo
alkalmazva képessé valunk a CKD-asszocialt kalcifikacid detektalasara kiilonféle
lagyszdvetekben.

Kutatécsoportunk  korabbi  munkdjaban  kimutatta a CKD  betegek
anémiakezelésében alkalmazott PHI Daprodustat kalcifikaciot fokozo hatasat in
vitro sejtes modellben, valamint in vivo CKD egérmodellben. Ezzel kapcsolatban
vizsgaltuk a DPD pro-kalcifikacios hatasanak molekularis mechanizmusat, melynek

keretében célul tiiztiik ki az ER stressz szerepének tisztazasat.

Anyagok és modszerek

A kisérletek sordn human aorta simaizomsejtekkel dolgoztunk, amelyeket Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium  tapfolyadékban tenyésztettiink 10% fotalis borju
szérummal, 1% L-glutaminnal, 1% natrium-piruvattal, és 1% antibiotikus,
antimikotikus reagenssel kiegészitve. A sejteket inkubatorban 5% COxz jelenlétében 37
°C-on tenyésztettiik.

A sejtek kalcifikacigjat ARS festéssel detektaltuk. A kisérlet végén a 96 lyukt lemezen
tenyésztett sejtekrdl eltavolitottuk a tapfolyadékot, foszfattal pufferolt sooldattal
atmostuk, majd 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk 20 percen keresztiil. A fixalast
kdvetden a sejteket ujbol atmostuk PBS-sel majd a sejtekhez 2%-0s ARS oldatot adtunk.
15 perc mulva a festéket eltavolitottuk, majd a lemezt desztillalt vizzel mostuk.
Lefényképeztiik a lemezt, majd 100 pl hexadecilpiridinium-klorid oldatot (100 mmol/L)
adtunk hozza, mely feloldja a bekotddott festéket, igy a mérés kvantalhatova tehetd. A
mintdk abszorbanciajat mikrolemez olvasoval 562 nm-es hulldmhosszon mértiik le.

Az oszteokalcin méréshez a sejteket 6 lyukt lemezen tenyésztettiik. A kezelés végén a
sejtekrdl eltavolitottuk a tapoldatot, PBS -sel mostuk, majd 100 pl etilén-diamin-
tetraccetsavat (EDTA-t) (0,5 mol/L, pH 6,9) adtunk hozzid. Az oszteokalcin
protokollnak megfelelden.

Az extracellularis matrix kalcium tartalmanak méréséhez a sejteket 96 lyukt lemezen

tenyésztettiik. A kezelés végén a sejtekrol eltavolitottuk a tapoldatot, PBS-sel mostuk,



crer

percig szobahdémérsékleten. A sdsavas feliilluszo kalcium tartalmat QuantiChrom
Calcium Assay kit-tel hataroztuk meg az el6irt protokollnak megfeleléen. A
dekalcinalast kdvetden a sejteket Gjra d&tmostuk, majd lizaltuk 0,1% NaOH és 0,1% SDS
hataroztuk meg ¢és a kalcium tartalmat a fehérjetartalomra normalizalva adtuk meg.

A sejtek fehérje expresszidjanak vizsgalatdit Western blot analizissel végeztik, mely
soran a lizatumokat 7,5-10%-os SDS poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd
nitrocellul6z membranra blottoltuk, blokkoltuk tejpor oldattal és az elsddleges
antitesttel inkubaltuk egy €jszakén at 4 °C-on. Masnap a membranokat 1 6ran keresztiil
torma peroxidazzal konjugdlt anti-nyul vagy anti-egér masodlagos antitesttel
inkubaltuk, majd a detektaldshoz kemiluineszcens Western ECL reagenst hasznéltunk
¢s az eredményt rontgen filmen, illetve digitalisan rogzitettiik.

Az egerekkel végzett kisérleteinket a Debreceni Egyetem Kutatasetikai Bizottsaga altal
kiadott érvényes engedély birtokaban végeztiik. A kisérletek sordan C57BL/6 him
(n=24), 8-12 hetes egereket vizsgaltunk. Az egereket véletlenszeriien 2 csoportra (n=12)
osztottuk kontroll, valamint CKD. A kontroll csoport standard ragcsalotapot kapott, mig
a CKD-t 2 fazisu adenint tartalmazo6 diétaval valtottuk ki, melyek soran az egerek 6
hétig 0,2% adenin €s 0,7% foszfat tartalmu, majd a 7. héttél 0,2% adenin és 1,8% foszfat
tartalmt ragcesalo tapot kaptak tovabbi 3 héten keresztiil A DPD hatasat egy masik
kisérletben vizsgaltuk, melynek sordn 10 hetes C57BL/6 egereket (n=30) harom
csoportra osztottunk: kontroll, CKD, CKD+DPD. A CKD-t az eldzé kisérlettel
megegyez0 modon, kétfazist adenint és emelt foszfatot tartalmaz6 diétaval valtottuk ki.
A DPD-t a kisérlet 7. hetétdl naponta adagoltuk 1% metilcellulozban szuszpendalva
ordlisan, mig a DPD kezelésben nem részesiilé egerek azonos térfogati vivdanyagot
kaptak.

alkalmaztunk. A kisérlet végén az allatokat izofluran belélegeztetésével boditottuk,
majd az OsteoSense festéket juttattuk be a retro-orbitalis vénas sinuson keresztiil. A
képalkotast 18 oraval az injekciot kovetden végeztiik.

Az egerektdl vett vérbdl szérum urea, kreatinin, foszfat és kalcium szinteket hataroztunk

meg a Cobas® c¢502 automata késziilék segitségével.



o A szerveket 10%-o0s formalinban fixaltuk és paraffinba dgyaztuk. Ezt kdvetéen 4 pm
vastag metszeteket vagtunk. A metszeteket deparaffinaltuk, majd rehidrataltuk. Ezek
utan Hematoxilin-eozin, von Kossa, valamint Alizarin Red S festést végeztiink.

e A szervekbdl teljes RNS-t izolaltuk Tri-reagenssel. Az RNS ¢cDNS-s¢ atirasat High-
Capacity cDNS Reverse Transcription Kit segitségével végeztiik. A PCR reakciohoz
iTagqTM Universal SYBR ® GreenSupermixet és az aldbbi tablazatban felsorolt
primereket hasznaltunk. A PCR reakciot a CFX96 Real-Time System késziilékben
hajtottuk végre.

e A statisztikai analizisek elvégzéséhez GraphPad Prism 8.01 szoftvert alkalmaztunk. A
normal eloszlas meghatarozasat Shapiro-Wilk teszttel, a p értékek meghatarozasat
parametrikus tesztekkel végeztilk. A két csoport kozotti statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket kétiranyt  Student-féle z-probaval, a kettonél tobb csoport
Osszehasonlitdisit ANOVA tesztet kovetd Tukey-féle tobbszords Osszehasonlitod
analizissel, mig a szamos kezelési csoport egyetlen kontrollhoz torténd vizsgalatat
ANOVA tesztet kovetd Dunnett’s post-hoc teszttel elemeztiik. A p <0.05 értékeket

tekintettiik szignifikansnak.

Eredmények

1. OsteoSense festés alkalmazasa lagyszoveti kalcifikacio detektalasara CKD
egérmodellben

A lagyrészek meszesedését adeninnel indukalt CKD egérmodellben vizsgaltuk, 8 hetes him
C57BL/6 egereken. A plazmabol a vesefunkcid paramétereinek meghatarozasan kiviil foszfat
¢és kalciummérést is végeztiink. A CKD egerek plazma fosztat szintje jelentésen megemelkedett
a CTRL-hoz képest, azonban a kalcium szintnél szignifikans eltérést nem tapasztaltunk
Az aortakrdl a mintagyiijtést kovetd 4 oran beliil felvételeket készitettiink az IVIS Imaging
miszer segitségével. Az OsteoSense jelintenzitasa szignifikdnsan magasabb volt a CKD egerek
aortajaban a CTRL egerek aortdjahoz viszonyitva

Az OsteoSense festés intenziv kalcifikaciot jelzett a CKD egerek veséjében, ugyanakkor a
CTRL egerek ves¢jében alacsony volt a jelintenzitds. A vilagos latoteres felvételeken a CKD-S
egerek veséjében szovet szerkezeti modosulasokat, atrofiat és fibrozist detektaltunk, melyek a
veseelégtelenségre jellemzd elvaltozasok. A H&E festés tubularis dilataciot mutatott, és a
meszesedés mind alizarin vords, mind von Kossa festéssel kimutathatd volt a CKD egerekbdl

szarmazo vesékben.



Jelenlegi ismereteink szerint az érfali kalcifikacio egy aktiv folyamat, melynek soran
oszteokondrogén iranyu differencidlodés zajlik. Ezért a kovetkezd kisérletiinkben az
oszteokondrogén markerek expresszidjanak CKD hatasara bekovetkezd valtozasat
tanulmanyoztuk CTRL és CKD egerekbdl szarmazo aorta illetve vese RNS mintdkban. Négy
transzkripcids faktor, a Runx2, Sox9, Msx2, és a Bmp2 mRNS szintjeit hatdroztuk meg.
Altalanossagban elmondhatd, hogy az oszteokondrogén transzkripciés faktorok mRNS
expresszidja CKD hatasara fokozodott a CTRL-hoz képest, az aortdban ¢és a vesében is. A
szovetek kozoOtt azonban jelentds eltéréseket tapasztaltunk a tekintetben, hogy mely
transzkripcids faktor szintje valtozott jelentésebben. Az aortdban az Msx2 és Bmp2 szintje
emelkedett leginkabb, ezzel szemben a vesében a Sox9 ¢és a Runx2 expresszidja fokozodott
legnagyobb mértékben.

Ezt kovetden azt vizsgaltuk meg, hogy a CKD-indukalt kalcifikdcio érint-e mas

l1étfontossdgu szervet. ElsOként a szivet, a tiidét és a m4ajat elemeztik. A CKD egerekbdl
szarmazo6 sziv és tiido mintdkban a teljes szervet érinté OsteoSense festodést detektaltunk.
A szivben, a tiidoben és a majban is vizsgaltuk az oszteokondrogén markerek mRNS szintjét
CTRL és CKD egerekben. A Runx2 és Bmp2 szintek emelkedését tapasztaltunk CKD egerek
szivében és majaban, ugyanakkor a tiiddben a Sox9 mRNS szintje emelkedett szignifikansan a
CTRL egerekéhez képest.

Majd a CTRL és CKD egerck agyaban, szemében és 1épében vizsgaltuk a kalcifikaciot
OsteoSense festéssel. Mind a CTRL, mind a CKD egerek agyaban detektaltunk
mikromeszesedéses gocpontokat, azonban az agyak Osszes fluoreszencia intenzitdsa nem
mutatott statisztikailag szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott. Egyes egereknél mind a
CTRL, mind a CKD csoportbdl OsteoSense jelet figyeltiink meg a retinaban, amely gyakrabban

jelent meg a CKD csoportban.

2. A DPD Kkalcifkaciora Kkifejtett hatasanak vizsgalata in vivo CKD

egérmodellben és in vitro human érfali VSMC-ken
Kutatocsoportunk korabbi munkdjdban kimutatta, hogy a hipoxia a HIF ttvonal
aktivaciojan keresztiil fokozza az érfali simaizomsejtek kalcifkacios hajlamat. Ezen kiviil
munkacsoportunk azt is bizonyitotta, hogy a hipoxia mellett a hipoxia mimetikumok, melyek
normoxias koriilmények kozott aktivaljak a HIF utvonalat is pro-kalcifikacios hatasuak. A
DPD a CKD-asszocialt anémia kezelésére kifejlesztett PHD inhibitor, mely a PHD gatlasan

keresztiil aktivalja a HIF utvonalat.



A DPD vizsgalata soran 15 C57BL/6 him (8-12 hetes) egeret véletlenszeriien harom
csoportba (n=5/csoport) osztottunk be; CTRL, CKD és CKD+DPD (CKDD). A CTRL egerek
normal ragcsalotapot kaptak. A CKD-t az el6z0 fejezetben ismertetett modon, adenin- és magas
foszfat-tartalmu diétaval indukaltuk. A DPD dozisat eldkisérletekben hataroztuk meg, és azt a
legalacsonyabb dozist valasztottuk, mely megeldzte, hogy a CKD egerekben anémia alakuljon
ki. Ennek megfelelden kisérletiinkben a DPD-t oralisan adagoltuk. A DPD teljesen mértékben
korrigalta a CKD éltal kivaltott vérszegénységet, amit a CTRL és a CKDD egerek hasonlo
hemoglobin-, vorosvérsejt-szam- és hematokritértékei mutattak. A megemelkedett plazma
urea-, kreatinin- és foszfatszintek azt mutattak, hogy a CKDD egerek vesefunkcidja ugyanolyan
mértékben romlott, mint a CKD egereké A CKD-kezelés nem valtoztatta meg a plazma
kalciumszintjét. A vesében és az aortaban vizsgaltuk néhany HIF célgén (gliik6z transzporter 1
(Glutl), vaszkuléris endotelidlis novekedési faktor A (VEGFA)) és ER stressz marker (ATF4,
CHOP, gliikkoz-regulalt protein 78 (GRP78)) mRNS expresszidjat. Megallapitottuk, hogy a
CKD hatasara fokozoédott a Glutl, az ATF4, a CHOP és a GRP78 mRNS expresszidja a
vesében. A DPD-kezelés mind a HIF-, mind az ER stressz-valaszt fokozta. Az aortaban a
CKDD-kezelés haromszorosara novelte a Glutl, a VEGFA és a CHOP mRNS expressziojat a
CTRL-hoz viszonyitva.

Az ER stressz marker ATF4 és CHOP fehérjeexpressziojanak jelentés novekedését
figyeltik meg CKDD egerek veséiben. Ezt kovetéen a DPD aorta és vesekalcifikaciora kifejtett
hatasat vizsgaltuk OsteoSense festéssel az el6zd kisérleti elrendezésben. A CKD egerek
veséjében és aortajaban az OsteoSense festés jelentds kalcifikaciot mutatott, mely a DPD-vel
kezelt CKDD egerekben tovabb er6sodott. A CTRL egerekhez képest a Runx2, a Sox9, a BMP2
¢s a Msx2 mRNS szintje magasabb volt a CKD egerek vesé¢iben A DPD-vel kezelt allatok
veséiben a Sox9 és Msx2 mRNS szintje szignifikinsan magasabb volt a CKD egerekhez
viszonyitva. Az aortdban a CKD a BMP2 mRNS expressziojanak novekedését valtotta ki a
CTRL-hoz viszonyitva, mig a CKDD a Sox9, BMP2 ¢és Msx2 mRNS szintjének jelentds
emelkedését okozta.

Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a DPD-kezelés hipoxia vélaszt és
ER-stresszt valt ki, noveli az oszteo-/kondrogén markerek expresszidjat, ¢és eldsegiti a
kalcifikaciot a CKD egerek veséjében és aortdjaban. A DPD ER stresszt indukél, valamint
kezelés hatasara az ATF4 expresszioja jelentdsen megemelkedett, és az ATF4 kalcifikacidban

betdltott kulcsszerepe ismert, elséként a DPD ATF4 expresszidjara kifejtett hatasat vizsgaltuk.



Kimutattuk, hogy a DPD dozisfiiggd mddon fokozza az ATF4 mRNS ¢és fehérje expressziojat
is HAoSMC-ken.

Az ATF4 kalcifikacidban betoltott kulcsszerepe ismert, igy kovetkezo kisérletiinkben azt
vizsgaltuk meg, hogy a DPD pro-kalcifikacios hatasa Osszefiiggésben all-e az ATF4 fokozott
expressziojaval. Az ATF4 expresszidjat siRNS technologiaval csokkentettiik, melynek
hatékonysagat western blottal ellendriztiik le. Az ATF4 kiiitése hatasdra mérséklodott a DPD
kalcifikaciot fokozo hatdsa, melyet Alizarin voros festéssel, valamint az extracellularis matrix

kalcium és OCN szintjének meghatarozasaval mutattunk ki.

Diszkusszio

A kardiovaszkuldris rendszer kalcifikdcidja a kronikus veseelégtelenség gyakori
komplikacioja, mely szerepet jatszik a CKD betegek korai kardiovaszkuldris okra
visszavezethetd haldlozdsaban. A kardiovaszkularis rendszeren kiviil egyéb lagyszovetek
kalcifikacioja is bekovetkezik CKD-ban, melyek koziil legismertebb a vesekalcifikacio, mely
szerepet jatszik a CKD stlyosbodésaban, és a kalcifilaxis, melynek soran a borszovet Kis és
kdzepes méretii arteriolai kalcifikdlodnak, melynek kovetkeztében nehezen gyogyuld fekélyek
alakulnak ki az als6 végtagokon vagy a torzson. A tobbi szerv és szovet kalcifikacioja kevésbé
kutatott.

Kutatocsoportunk érdeklddésének kozéppontjdban a CKD-asszocidlt kalcifikacio
mechanizmusanak megértése all, melynek egyik modellrendszere az adenin tartalmt diétaval
kivaltott CKD C57BL/6 egerekben. Az utobbi években keriilt latoteriinkbe az OsteoSense
festék, melyet par kutatocsoport alkalmazott kalcifikacio szamszerilisitésére. Ezekben a
munkakban az OsteoSense festést in vitro végezték el kalcifikalt VSMC-ken, aortakon, illetve
szivbillentyiikon. Ugyanakkor az OsteoSense festék in vivo is alkalmazhato, és szamos
csontosodasi folyamatokkal kapcsolatos munkaban hasznaltak. Az OsteoSense festést in vivo
kortilmények kozott aorta kalcifikacio kimutatdsara kutatocsoportunk alkalmazta elséként.

Az OsteoSense in vivo alkalmazasa felveti annak a lehet6ségét, hogy a lagyszoveti
kalcifikéciot tetszéleges szovetekben vizsgaljuk. A disszertaciom elsd felében kontroll és CKD
egerekben a kalcifikaci6 érinti az aortat, a szivet, a vesét, a tiidot, és a majat. Ugyanakkor nem
talaltunk kalcifikéaci6 fokozodast az agyban, a 1épben és a szemben.

Az OsteoSense festés sokkal érzékenyebben mutatta ki a kalcifikéciot az aortdban mint a

klasszikus kalcifikacios festési eljarasok, a VKS és ARS festés. Az aorta mellett a kontroll



egerekhez viszonyitva jelentds kalcifikaciot tapasztaltunk a CKD egerek veséjében, mely
Osszhangban all a humén adatokkal, mely szerint a vesekalcifkacié gyakori kisérdéje a CKD-
nak. A vesék meszesedése a CKD korai stadiumaban kezdddik, prevalenciaja a betegség
elérehaladtaval novekszik és végstadiumu CKD-ban a betegek t6bb mint felében detektalhato.
Ismert tovabba az is, hogy a vesék meszesedése nem csak egy passziv kisérdjelenség, hanem
etiopatogenetikai tényez6 a CKD progresszidjaban. A vese kalcifikaciojat VKS és ARS
festéssel is megerdsitettiik.

Az aorta és a vese mellett a szivben, a tiidében és a majban talaltunk CKD-val 6sszefliggd
meszesedést, mig a kontroll egerekbdl szarmazd szervekben nem észleltiink kalcifikaciot. A
sziv, kiilonosen az aorta- ¢és mitralis billentylik meszesedése gyakran tarsul krénikus
vesebetegséghez, kiilondsen a hemodializisben részesiilé6 CKD betegek korében. A
billentylimeszesedés 10-20 évvel korabban jelentkezik kronikus vesebetegeknél, mint az
atlagpopulacidoban, ami hozzajarul a kardiovaszkularis események magas eléforduldsdhoz és
prevalenciajahoz még a fiatal kronikus vesebetegeknél is.

A tid6 kalcifikalodasa ugyancsak gyakori CKD betegekben. A mi eredményiink
Osszhangban all korabbi tanulmanyokkal is, melyben a szerzOk tiidémeszesedést detektaltak
5/6 nefrektomiaval kivaltott CKD egérmodellben.

Emberekben a CKD-val 6sszefliggé majkalcifikacido nagyon ritka. Az OsteoSense festés
nagy érzékenysége lehetdvé tette szdmunkra, hogy elészor észleljiink diffuz majkalcifikaciot
CKD egérmodellben. Ez a modszer tehat lehetdséget ad a ritka allapot jelenleg ismeretlen
mechanizmusanak tanulméanyozésara. Aktiv kalcifikacids mechanizmusokra utal az, hogy a
CKD hatasara kalcifkalodott szovetekben, illetve szervekben megemelkedett volt egyes
oszteokondrogén differencialodasban kulcsszerepet jatszo transzkripeios faktorok szintje.

A CKD az agy szerkezetére és miikodésére egyarant hatdssal van. A munkéank soran a
hidroxiapatit lerakodasat vizsgaltuk az agyban és nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az agy

A szemet illetden a szaruhartya-, kotOhartya- é€s retina-meszesedések gyakran
megfigyelhetok hemodializisben részesiild kronikus vesebetegeknél. Kutatocsoportunk korabbi
munkajaban adeninnel indukalt CKD modellben szaruhartya meszesedést mutatott Ki
kalcifikaciora hajlamos DBA/2J egerekben, és bizonyitékot talaltunk arra, hogy a magas
foszfat- és kalciumszint Runx2-fliggd modon valtja ki a szaruhartya hamsejtjeinek
oszteokondrogén differencialodasat. Az itt bemutatott kisérletben C57BL/6 egerekben nem

lattunk szaruhdrtya-meszesedést, de OsteoSense jelet tapasztaltunk a szem retinalis részébdl,



ami gyakoribb volt a CKD csoportban, mint a kontroll csoportban, bar a kiilonbség nem volt
szignifikans.

A 1ép meszesedése ritka, de egy nemrégiben késziilt, tobbkdzponti vizsgalatban
beszamoltak 1ép meszesedésérdl kalcifikacios urémids arteriolopatidval diagnosztizalt
betegeknél. Jelen tanulmanyunkban azt talaltuk, hogy a CKD nem valtott ki 1ép meszesedést
C57BL/6 egerekben. Az OsteoSense festéssel Osszhangban nem taldltunk emelkedést az
oszteogén markerek mRNS szintjében a CKD egerek agyaban és 1épében.

Osszességében ez a tanulmany kimutatta, hogy az OsteoSense festés érzékeny és hatékony
modszer a kronikus vesebetegséghez tarsuld lagyrész-meszesedés kimutatasara. A képalkoto
szer megbizhatéan azonositott tobb meszesedett szervet, ¢és feltarta az ektopikus meszesedés
szovetspecifikus mintazatait. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a kordbbi
ismereteinkkel, amelyek kimutattdk a meszesedés szisztémas jellegét kronikus
vesebetegségben, kiilondsen az érrendszeri és veseszOvetekben. Korrelacidt taldltunk az
OsteoSense pozitivitds és az oszteokondrogén differencidlodasi markerek megndvekedett
expresszidja kozott, és megallapitottuk, hogy az oszteokondrogén markerek szovetspecifikusan
szabalyozodnak CKD koriilmények kozott. Az OsteoSense festés olyan szervekben is
kimutatott kalcifikaciot, mint a maj és a sziv, amelyeket ritkabban vizsgalnak a standard CKD
modellekben. Specificitasa, roncsolasmentes jellege és az egész szerv vizsgalatara vald
képessége miatt az OsteoSense hatékony eszk6z az ektopikus meszesedés in vivo és ex vivo
értékeléséhez. Igéretesnek tiinik a jovobeli preklinikai vizsgalatok szdmara, amelyek célja a
lagyrészek meszesedési mechanizmusainak megértése és a meszesedésgatlo terdpidk
kifejlesztése €s azok hatékonysaganak értékelése.

Disszertaciom masodik felében a CKD-hoz tarsuld anémia kezelésére alkalmazott uj
hatasmechanizmusu PHI, a DPD kalcifikaciora kifejtett hatasat vizsgaltam in vitro érfali
simaizomsejt modellen, valamint az el6zéekben részletesen bemutatott adenin-indukalt CKD
egérmodellben. A DPD a PHI csaladba tartozo gyogyszer, mely a HIF utvonal aktivaciojan
keresztiil serkenti a szervezet sajat eritropoetin-termelését, fokozza az eritropoézist és a
vasfelszivodast, ez éltal korrigdlja az anémiat. A DPD-t 2020 6ta hasznaljak Japanban, és 2023
ota az Egyesiilt Allamokban CKD-hoz tarsult anémia kezelésére.

Munkacsoportunk korabbi munkdjaban kimutatta, hogy az adenin-indukalt CKD
egérmodellben anémia alakul ki, mely sikeresen korrigalhato DPD-vel. Ugyanakkor azt is
HIF-1 utvonal indukcidjan keresztiil. Munkam soran tovabb vizsgalva a DPD pro-kalcifikécios

hatasmechanizmusat megallapitottuk, hogy a DPD in vitro koriilmények kozott ER stresszt



indukal érfali simaizomsejtekben. A kiilonb6z6 ER stressz 1utvonalakat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a DPD els6sorban az ER stressz PERK agat aktivalja, melynek
eredményeként fokozodik az ATF4, és a CHOP expresszidja. Az ATF4 kulcsszerepet jatszik a
vaszkularis kalcifikdcid6 mechanizmusaban, melynek legdontébb bizonyitéka, hogy
simaizomsejt targetalt ATF4 knock-out egérben CKD koriilmények kozott elmarad a média
kalcifikéacioja. Ezzel 6sszhangban all a mi erdményiink is, miszerint ATF4 hianyaban elmarad
a DPD kalcifikéciot fokozo hatasa.

A DPD Kkalcifikéaciora gyakorolt hatasmechanizmusat tovabb vizsgalva megallapitottuk,
hogy a DPD korrigalja a CKD egerekben kialakult anémiat, illetve a DPD-vel kezelt egerek
hemoglobin és hematokrit szintje a konroll szintjén marad. Kordbbi eredményiinkkel
Osszhangban a DPD fokozta az aorta kalcifikaciot CKD egerekben. Ebben a munkaban a vese
kalcifikaciojat is vizsgaltuk, és az aortdhoz hasonldan a kalcifikacié fokozodasat talaltuk DPD-
vel kezelt CKD egerekben. A DPD fokozta az oszteokondrogén markerek (Sox9, Runx2,
BMP2, Msx2) és a HIF target gének (Glut-1, VEGFA) mRNS expressziojat mind az aortaban,
mind a vesében. In vitro eredményeinkhez hasonléan a DPD fokozta az ER stressz markerek
az ATF4, CHOP ¢s GRP78 mRNS expressziojat aortaban és vesében is.

Osszegezve masodik tanulmanyunkat, a szakirodalmi adatokkal &sszhangban
megallapitottuk, hogy a DPD alkalmas a CKD-asszocialt anémia korrigalasara. Ugyanakkor
aggalyokat vet fel az, hogy a pozitiv hatasa mellett a DPD fokozza az ER stresszt és a CKD
a CKD betegeket érintd kardiovaszkularis szovédmények kialakulasaban a DPD kalcifikaciot

fokoz6 hatasa szerepet jatszik-e.

Osszefoglalas

A krénikus vesebetegség vilagszerte novekvo népegészségiligyl probléma, amelyet magas
kardiovaszkularis mortalitas kisér. A CKD egyik 6 sz6vodménye a vaszkularis és lagyszoveti
kalcifikacio, amely aktiv, sejtszinten szabdlyozott folyamat, kozponti eleme az érfali
simaizomsejtek oszteokondrogén fenotipusvaltasa.

Munkank egyik célja, egy adeninnel és magas foszfattartalmu tappal kivaltott CKD
egérmodell kialakitasa, valamint a kalcifikaci6 nem invaziv kimutatasa volt, specifikus
OsteoSense fluoreszcens festék alkalmazasaval. Mésik célunk a DPD pro-kalcifikécios
hatasanak hatterében all6 molekuldris mechanizmus feltérképezése allt, mely munkaban
hasznaltuk az el6zdekben kidolgozott CKD egérmodellt és a kalcifikacio detektalasara

optimalizalt OsteoSense festést.



Az in vivo képalkotasi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az OsteoSense festék alkalmas a
CKD-asszocialt lagyszoveti kalcifikdcid detektaldsara, kiilondsen az aortdban, vesében,
szivben, tiiddben és majban. A kalcifikalt szovetekben az oszteogén markerek expresszidjanak
fokozo6dasat is megfigyeltik.

A DPD-vel kapcsolatos eredményeink igazoltdk, hogy a DPD hatékonyan megeldzi az
anémia kialakulasat CKD egerekben. Ugyanakkor negativ hatasa is van a DPD-nek, ugyanis
fokozza a kalcifikaciot. In vitro és in vivo modszerekkel bizonyitottuk az UPR-ban jelentds
funkcioval bir6 ATF4 transzkripcids faktor kozponti szerepét a DPD kalcifikaciot fokozo

hatasaban.

Az értekezésben ismertetett uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

1. Az OsteoSense festés hatékonyan azonositja az aorta kalcifikacidjat a korai szakaszban,
mig a hagyomanyos festési technikék ebben a stddiumban alig mutatnak ki kalcifikaciot.

2. Az OsteoSense festéssel kimutathato a vese, a maj, a tiido és a sziv kalcifikacigja CKD
egerekben.

3. A CKD nem indukalt kalcifikaciot a 1épben, az agyban, illetve a szemben.

4. Az OsteoSense pozitivitds korrelaciot mutat az oszteokondrogén transzkripcids
faktorok fokozott mRNS expresszidjaval.

5. A DPD korrigalja az anémiat CKD egerekben.

6. A DPD fokozza az aorta és vesekalcifikaciot CKD egerekben.

7. A DPD fokozza a HIF célgének, oszteokondrogén markerek és ER stressz markerek
mRNS expressziojat CKD egerek aortdjdban és veséjében, az ATF4 és CHOP fehérje
expressziojat CKD egerek veséjében.

8. A DPD fokozza az ATF4 ¢és CHOP ER stressz markerek expresszidjat érfali
simaizomsejtekben.

9. A DPD ATF4-fiiggd modon fokozza az érfali simaizomsejtek foszfattal indukalt

crer
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