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2 Roviditések jegyzéke:

ACR: albumin kreatinin hanyados (albumin creatinine ratio)

Alp: alkalikus foszfataz enzim

BGP: B-glicerolfoszfat

BSA: borju szérum albumin (bovine serum albumin)

Cbfal: core binding factor alpha 1

¢DNS: komplementer DNS

CFU: colony forming unit

CKD-EPI: Chronic Kidney Disease - Epidemiology

D3T: 1,2-ditiol-3-tion

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav (ethylenediaminetetraacetic acid)
ELISA: enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgéalat (enzyme-linked immunosorbent assay)
FACS: fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas (fluorescence activated cell sorting)
FBS: magzati borju szérum (fetal bovine serum)

FITC: fluoreszcein-izotiocianat (Fluorescein isothiocyanate)

FtH: ferritin nehéz lanc (ferritin heavy chain)

FtL: ferritin kdnny lanc (ferritin light chain)

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenédz (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
GFR: glomerulus filtracids rata

HA0SMC: human aorta simaizomsejt (human aortic smooth muscle cell)
HD: hemodializis

HDF: hemodiafiltracié

HO-1: hem-oxigenaz-1 enzim

KVB: krénikus vesebetegség

MDRD: modified diet in renal disease

mRNS: messenger RNS

OCM: online clearence monitoring

PBS: foszfat pufferelt sooldat (phosphate buffered saline)

PCR: protein kreatinin hanyados (protein creatinine ratio)

PE: phycoerythrin

PFA: paraform-aldehid



Pit-1: natrium-foszfor ko-transzporter 1 fehérje

PPP: thrombocyta szegény plazma (platelet poor plasma)

PSGL1: P-szelektin glicoprotein ligand-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1)
RANKIL: receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate)

PAGE: poliakrilamig gélelektroforézis (polyacrylamide gel electrophoresis)

siRNA: small interfering RNA

TBS-T: tris pufferelt sboldat Tween 20 kiegészitéssel (tris-buffered saline-Tween 20)
vWEF: von Willebrand factor



3 Bevezetés

3.1 Kronikus vesebetegség

A fejlett orszagokban a kronikus vesebetegség (KVB) egyre jelentdsebb
epidemioldgiai problémat jelent, mely jelentds egészségligyi kiadasokat vonz magaval. [1-3]
A vese funkci6 alapjan 5 stadiumot kiilonboztetiink meg, ahol az 5. stddium mar nagyrészt a
vesepotlo kezelésre szoruld végstadiumu veseelégtelenséget jelenti. Egyes becslések szerint a
lakossag 10%-a szenved kronikus vesebetegségben, azonban csak egy résziik kertiil
felismerésre idejében, sajnos igen gyakran siirgdsséggel kell vesepotlo kezelést inditani.

A kronikus vesebetegség stadiumait a glomerulus filtraciés rata (GFR) alapjan
lehetséges beosztani. A GFR klirensz alapu szédmitasa bonyolult, 24 oOras vizeletgytjtést
igényel, emiatt a mindennapi gyakorlatban a becstilt GFR (estimated GFR, eGFR) nyert teret.
Az eGFR szamitasanal nagy esetszdmu tanulmanyok alapjan, olyan tapasztalati képletet
igyekeztek megalkotni, mely a szdmitashoz sziikséges tényleges vizsgalatokat (pl.: vérvétel,
vizeletgylijtés, stb.) minimalizaljak és a laboratérium szamara egyébként is hozzaférhetd
antropometria adatokat hasznaljadk fel. A Cockcroft-Gault képlet, mely az elsé igazan jol
hasznalhat6 formula volt eGFR szdmitashoz, még szdmos problémaval szembesitette az
eredménykoz1é laboratériumokat, vagy éppen a szérum kreatinin értékekbdl vesefunkciot
szamolo szakembereket. [4] A képlet szérum kreatinin, mint egyetlen mért paraméter mellett
az egyén ¢letkorat, nemét és testsulyat vette figyelembe az eGFR szamitasnal. A testsuly
rogzitése a vizsgalatkérd lapon nehézkessé tette a szamitds automatizalasat, de taldn még
ennél is nagyobb hatranya volt a képletnek, hogy megalkotasa sordn csak vesebeteg emberek
mintait vették alapul, igy csak a 60 ml/perc értéknél kisebb tartomdnyban volt megbizhatd. A
kapott eredmény pedig nem volt testfelszinre normalizalva. Az eGFR szamitas kovetkezd
mérfoldkdve a ,,Modification of Diet in Renal Disease” (MDRD) cimii tudoméanyos kutatas
alapjan megalkotott képlet volt. [5] A gyakorlatban sok helyen még mindig ezt a formulat
hasznaljak, melynek oka a korabbi széleskorii elterjedtsége. A képlet a szérum kreatinin szint
mérése mellett az egyén ¢€letkorat, nemét veszi figyelembe, ill. itt mar azt is, hogy melyik
rasszba tartozik. A nem mért valtozok egyszeriien elérhetéek barmely laboratorium szamara
és az egyént illetve allanddak, ill. az ¢életkor vonatkozisdban egyszeri szamitassal
meghatarozhato. A formula egyetlen hibaja, hogy a hatteréiil szolgald vizsgalatban ismételten
csak vesebeteg egyéneket vontak be, igy a megbizhatosaga 60 ml/perc/1,73 m’ alatt
érvényesiil. 2009-ben kollaboracios vizsgalat kapcsan keriilt megalkotasra a ,,Chronic Kidney

Disease — Epidemiology” (CKD-EPI) formula. [6] A vizsgéalatba bevalogatott egyének kozott
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vesefunkciot illetéen egészséges emberek is szerepeltek, kibovitve ezzel a korabbi vizsgalatok
hatarait 60 ml/perc/1,73 m* felé, mely igy mar 90 ml/perc/1,73 m*-ig volt megbizhato. A
szamitashoz alkalmazott képlet az MDRD-nek megfeleld paramétereket hasznalja.

Az eGFR ¢érték birtokdban a stadium beosztast elvégezhetjiik, a rendszeresen
ellendrzott  vesefunkcid meghatdrozassal pontosan nyomon kovethetjiik a valtozas
dinamikéjat. (/. tabldzat) Az 1. stddium esetén az eGFR érték a normal tartomanyban van,
viszont a fenndlld strukturalis és a funkciondlis eltérések alapjan mar hasznalhatjuk ezt a
besorolast. A III. stidium megbontdsa 2 alcsoportra a kronikus vesebetegség kimenetelében
észlelhetd progresszié alapjan tortént, mely szerint 45 ml/perc/1,73 m’-es értéket elérve a
folyamat progresszidja mar nem allithatd meg, egyetlen lehetdség a folyamat
elérehaladasanak lassitasa. A progresszid soran, vagy egyéb uton kialakult 15 ml/perc/1,73m’
értéket elérd, vagy ennél is kisebb esetben a vesefunkcidt mar végstadiumu

veseelégtelenségnek nevezziik.
3.2 Végstadiumu veseelégtelenség, vesepotlo kezelések

A fokozatosan besziikiild vesefunkcié nem feltétleniil jar a vizeletmennyiségének
aranyos csOkkenésével, de definicidé szerint egyiitt jar a salakanyagok csokkent
eltavolitasaval. 15 ml/perc ért€knél mar olyan mértékii a romléds, hogy a salakanyagok
felszaporodas karosan befolydsolja a szervezet egészséges milkddését. Szerencsére
napjainkban egyre ritkdbban vagy csak elvétve talalkozunk igazi urémiés beteggel, akinél
tobbek kozott encephalopathia, pericarditis, polineuropathia €s a jellegzetes urémias lehellet,
fetor észlelhetd. A kiesett vesefunkcid potlasara a vesetranszplantacio a legmegfeleldbb,
azonban a kronikus vesebetegséggel kiizdok szamos tarsbetegséggel rendelkeznek, melyek
relativ vagy abszolit mddon kontraindikéljdk a beavatkozast. A jelenleg alkalmazott
immunrendszert elnyomd gyogyszeres terapias protokollok mellett a cadaver donorbol
szarmaz6 vesék tulélése is jelentdsen javult, igy a betegek 5-10, gyakran 15 évet is
meghaladva tudjak elkeriilni a vesepotld kezelések egyéb formdit. Amennyiben a
vesetranszplantacido nem lehetséges, vagy a beiiltetett vese funkciovesztésének kovetkeztében
a vesefunkcid ismételten 10 ml/perc ala csokken, akkor dializis kezelés valik sziikségessé. A
dializisnek két f6 formaja ismert, a hemodializis €s a peritonealis dializis. A hemodializis
soran a beteg vérét féligatereszté membranon atvezetve dializalo oldat segitségével megtisztul
a kis molekulastlya salakanyagoktol diffuzié segitségével. A difftizion és ellendramlas elvén
miikodd kezelési tipust hemodializis modalitasnak is nevezziik. Hemodializis soran a

membran kb. 10 kDa poérus méretét meghaladdé molekulak esetén gyakorlatilag nincs



lehetdségiink diffuzioval méregtelenitést végezni. Az elmult évtizedekben szamos technikat
dolgoztak ki a nagyobb molekulaméretli anyagok eltavolitdsara. A hemofiltracié soran
megnovelt hidrosztatikus nyomaés alkalmazasaval a konvektiv transzportnak nevezett
folyamat segitségével nyilik lehetdség a méreganyagokat a plazmaval egyiitt eltavolitani.
Kezelésenként legalabb 18 liter folyadékeltavolitas sordn csokkent kardiovaszkularis rizikot
¢és jobb tulélési eredményeket irtak le. Az elveszitett folyadék mennyiséget steril infuzids
oldattal sziikséges potolni. A folyamat soran alkalmazott infizids oldat eléallitasi koltsége
igen jelentds, mely sokaig akadalyozta a szélesebb elterjedését. Masik fontos hatranya a
hemodializishez viszonyitott rosszabb salakanyag eltdvolitas az alacsonyabb molekulatomegii
salakanyagok viszonylataban. Mondhatni kompromisszumként, de sokkal inkdabb mindkét
modalitds eldnyeit figyelembe véve alkottdk meg a hemodiafiltracios kezelést.[7-9] A
legmodernebb eljarasnak tekinthetd modalitasban a dializdldé oldat mellett a szubsztiticios
folyadék Osszetétele is a betegek igényei és eredményei alapjan testre szabhatoak.[10] Az
oldatok kélium tartalma a szérum kalium szintjének megfelelden allithat6 (2-3-4 mmol/L). A
legalacsonyabb szinten kell tartani (1,25 mmol/L). A magnézium (0,5 mmol/L) és gliikoz (1
g/L) koncentracio fix az oldatokban. Az acidosis korrekcioja miatt alkalmazott bikarbonat
szint pedig a rendszeresen ellendrzott vérgaz értékek alapjan keriil beallitasra (24-40
mmol/L). A jarébeteg ellatasként végzett, de mégis intézethez kotott, a betegek szallitasaval
jar6 hemodializissel szemben a peritonealis dializis a betegek szamara egy sokkal szabadabb
¢letet, jobb életmindséget biztosit. A hasi dializis alapja a hashartyanak féligatereszto
membranként vald alkalmazésa. A vékony egyrétegli kobhambdl és basalis membranbol allo
struktira lehetdvé teszi a salakanyagok diffizioval torténd dializadlo oldatba jutdsat. A
szervezet szamara felesleges folyadék eltavolitasa a dializalo folyadékban 1évo gliikoz altal
fenntartott onkotikus nyomas hatasara valésul meg. Az oldatok gliikoz tartalma kiilonbozik,
attol fliggden mekkora mennyiségli folyadék eltdvolitdsra van sziikségiink és ezt a beteg
hashartydja mennyire teszi lehetévé. Sok esetben a legalacsonyabb, 1,5%-os gliikdztartalom
mellett is kielégitd a folyadékeltavolitas, elkeriilve igy a hashartya magas gliik6z altal okozott
fokozott eloregedését, fibrotikus atalakulasat. J6 néhany esetben csak a magas cukortartalom,
vagy specialis szénhidratoldat (icodextrin) nyujthat segitséget. A peritonealis dializis képes
hosszan fenntartani a maradék vesefunkciot, megérizni a vizelettermelést és nagyobb
fluktuacioktol mentesen relative alacsony koncentracion tartani a salakanyag szinteket. Ideélis
lehetdség tehat a vesetranszplanticioig a vesefunkcid poétlasara. A hashartya idovel sajnos

elvesziti idedlis tulajdonségait €s elégtelenné valik hasi dializis kezelésre, ilyenkor a fentebb
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emlitett hemodializis kezelés hemodiafiltracios modalitassal lehet és kell a kies6 vesefunkcio

poétlasat végezni.
3.3 A vesebetegség rizikofaktorai és a vesebetegség, mint riziko faktor

A kronikus vesebetegség kialakuldsanak hatterében szamos szisztémas betegség allhat,
melyeket azonban a manifesztaloddo vesebetegség is sulyosbithat. Jol ismert a
magasvérnyomas-betegség, az érelmeszesedés és a cukorbetegség szerepe a vesebetegségek
létrejottében. Ugyanakkor a hipertonia és a diabetes képes tobbszordsére emelni az
¢relmeszesedés kialakulasdnak és gyors progresszidjanak a kockazatat, ill. a fokozott
érelmeszesedés pedig a magasvérnyomdasbetegséget sulyosbithatja. Mindharom esetben
azonban a vaszkularis rendszerre kifejtett direkt és indirekt hatasok folytdn nagysagrendekkel
képesek emelni a kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis megbetegedések és haldlozasok
kockazatat. A fejlett orszagokban a kardiovaszkularis eredeti haldlozas a vezetd halalokok
kozott szerepel, annak ellenére is, hogy az utdbbi évtizedekben robbanasszeriien javult a
kardiologiai intervencids ellatas, sokkal szélesebb korti ismeretekkel rendelkeziink a
betegségek kialakulasahoz vezetd allapotokkal kapcsolatban, ezaltal a megelézésre is sokkal
komolyabb hangsulyt lehetne fektetni.

Epidemiologiailag az oOrokletes korképek (pl.: policisztds vesebetegség mindkét
formaja, Alport-szindroma, korom-patella szindroma, vékony basalis membran betegség, stb.)
¢s direkten a veseszovetet érintd korképek, mint glomerulonephritisek, interstitialis
nephritisek és tubulopathiak is jelentds szerepet jatszanak a kronikus vesebetegségek
kialakulasaban. Az alapbetegség vagy a kialakult kronikus vesebetegség gyakran jar egyiitt a
paraméter, hanem a vesebetegek fokozott kardiovaszkuldris rizikojanak egyik fliggetlen

kockéazati tényezoje.[11] (1. tablazat)
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Proteinuria stadiuma (mg/mmol)
Normoalbuminuria Mikroalbuminuria Proteinuria Nefrotikus proteinuria
ACR 3-30 PCR 45-350 PCR > 350
I >90 mérsékelt na;
£ magas/normalis &
= 60-89
I Srsékelt
% Nfg enyhén csokkent frersere i
g 2 | /a 45-59 mérsékelt nagy
(é = mérsékelt VE
o
s 5 30-44
= /b
:E % kozépsulyos VE e
m v 15-29
§ sulyos VE
v <15
végstadiumi VE

1. tablazat: Krénikus vesebetegség kombinalt GFR és proteinuria alapu beosztisa és az egyes kategériak
rizikéja kedvezotlen vesekimenetelek és kardiovaszkularis halalozas szempontjabol. ACR: albumic kreatinin arany,
PCR: total protein kreatinin arany, VE: veseelégtelenség, KVB: kronikus vesebetegség, GFR: glomerulus filtracios rata.
(mddositva a MANET iranyelvbol)[11]

Jol lathat6, hogy a nefrotikus mértékli proteinuria még viszonylag megtartott
vesefunkcios értékek mellett is igen nagy kardiovaszkularis kockéazatot jelent. A krénikus
vesebetegség egyre sulyosabb stadiumainal egyre nagyobb a kardiovaszkularis rizikd, melyet

csak tovabb stlyosbit a proteinuria
3.4 Vaszkularis eltérések vesebetegségben

A kronikus vesebetegség romlésaval egyenes ardnyban fokozdédik a kardio- és
cerebrovaszkularis rizikd. A kardiovaszkularis megbetegedések jelentik a legfébb haldlozasi
okot a KVB-ben szenvedd betegek szamadra.[12-14] Ennek fiiggvényében a vaszkularis
kalcifikacio és a szovédményei tovabbra is komoly klinikai kihivast jelentenek, amit csak
fokoz a tény, hogy a vesepotldo kezelést igényld végstadiumu veseelégtelenség kapcsan
felgyorsul a progresszio.[15] A vaszkuléris kalcifikacid kapcsan két kiilonbozd entitast kell
megkiilonboztetnlink, mely szOvettani vizsgalatok kapcsan el is kiilonithetd egymastol, de
gyakran a tarsbetegségek miatt akar egyszerre is jelen lehet és egylittesen ronthatjak a betegek
¢letmindségét és okozhatnak sulyos kovetkezményeket. Az intimaszklerozis ateroszklerdtikus
1ézidkban jelentkezik, mig a tunica media simaizomsejtjeit érintd kalcifikaciot a Monckeberg-
féle szklerozisban latjuk.[16] Kordbban a media kalcifikdciora passziv és joindulatu
folyamatként tekintett az irodalom, azonban mara egyre tobb bizonyiték utal a morbiditasban
¢és mortalitasban betoltott fontos szerepére, melyet a csokkent artérids tagulékonysag €s a bal
kamra hipertréfia kovetkeztében alakul ki.[17] Manapsag mar ismert tényként tekintiink az
érrendszer egészét érintd kalcifikaciora, ahol egy alaposan szabalyozott folyamat soran a

simaizomsejtek csontsejtszeri sejtekké alakulnak at. A transzdifferenciacios folyamat soran a
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simaizomsejtre jellemzd fehérjemintazatot (pl.: alfa-aktin, SM22alfa) elveszitik ¢és
oszteoblasztokra jellemzd fehérjék expresszidja indukalodik. Az atalakulds sordn a runx2
transzkripcids faktornak van kulcsfontossagu szerepe, mely aztan a csontsejtre jellemzd
fehérjék expressziojat fokozza. Emelkedik az oszteokalcin, az oszteopontin, az
oszteoprotegerin, a matrix Gla protein ¢és az alkalikus foszfataz szintje. Az alkalikus foszfataz
enzim szintjében bekdvetkezd valtozas jol mutatja a sejtek atalakuldsat.[18, 19] Az alkalikus
foszfatdz alapvetéen egy hidroldz enzim, mely fontos szerepet tolt be a korai
oszteogenezisben ¢s kiemelkedd szereppel bir a hidroxiapatit kialakuldsat gatld pirofoszfat
szint csokkentésében annak hidrolizacioja révén. Ismerve az alkalikus foszfatdz funkciojat és
a bizonyitottan meghataroz6 szerepét a simaizomsejtek csontsejtszerti atalakulasban talan a
leggyakrabban hasznalt marker, mellyel a vaszkularis kalcifikdcio kialakulasat és lefolyasat
lehet nyomon kovetni.[18] A transzdifferencidcidos folyamat masik fontos indikatora az
oszteokalcin, mely a csontmatrix f6, nem kollagén természetli fehérjéje €s jelen tudasunk
szerint a mineralizacid szabdlyozasaban jatszik meghatarozo szerepet.[19] Szamos faktort
sikerlilt azonositani, melyek a vaszkularis kalcifikacid kialakuldsat ¢és progressziojat
elosegitik, ill. gatoljak.[20] Az egyik legpotensebb induktor az emelkedett foszfat szint. A
kronikus vesebetegek esetén a vaszkularis kalcifikacid jelentés riziko faktora a
hiperfoszfatémia, melyet klinikai, allatkisérleti és in vitro vizsgalatok egyre meggy6zobb
adatokkal tamasztanak ald.[21-24] Ugyancsak felgyorsitja a kalcifikécid folyamatat a D-

vitamin, azonban kiilonb6z6 formajaban eltéré mértékben.[25, 26]
3.5 Hemoxigenaz-ferritin rendszer szerepe a vaszkularis betegségekben

Kordbban kutatocsoportunk mar igazolta, hogy a hem-oxigenaz-1/ferritin rendszer
aktivalasa kedvezden befolyasolja a magas inorganikus foszfat indukalta in vitro kalcifikaciot.
Az eredmények alapjan a vas fliggetleniil a redox allapotatol kiszabadulva a hem csoportbol
képes gatolni a kalcium lerakddasat dozisfiiggd modon simaizomsejteken magas inorganikus
foszfat jelenlétében.[27] Tovabbi vizsgdlatok soran sikeriilt azonositani a gatlé hatasért
felelds, vas altal indukalt ferritin nehéz lanc expressziot. A rekombinans nehézlanc és
specidlis aktiv centrumaban gatolt mutdns variansaval tortént kezelés soran sikerilt
azonositani a ferroxidaz aktivitds protektiv hatasat.[27, 28] Az eldrehaladott kronikus
vesebetegség ¢€s a vesepotld kezelést igényld veseelégtelenség gyakran tarsul a
hiperfoszfatémia mellett vashidnnyal.[29] A legfontosabb faktorok a vashidny hatterében
tobbnyire a hemodializis alatt jelentkezd vérvesztés, a fisztula punkciobol szdrmazd vérzés és

a nagyon gyakori diagnosztikus vérvételek allnak. Tovabba a kronikus gyulladéassal jaro
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betegségekben, mint amilyen a kronikus vesebetegség, szadmtalan citokin taltermelése
jelentkezik, mely szamos egyéb hatdsa mellett a hepcidin fokozott termelését okozza, ami a
alakul ki, ami késébb az intracellularis ferritin csokkenéséhez vezet. A fentiek alapjan, mar
korabbi vizsgalataink alapjan is azt feltételeztiik, hogy a vashiany és a csokkent intracellularis
ferritin nehézlanc egylittesen rontja a kalcifikacios folyamatot a vesebetegek esetében és
valosziniileg a FtH taltermeltetése gatld hatasti lehet az érrendszer mineralizacigjaban
elérehaladott KVB-ben. Figyelembe véve a vas tulajdonsagat, hogy szinte azonnal képes
elektron felvételre és leadasra, érthetd, hogy a vas tuladagolds és tultelités a fiziologias
hatarokon tal reaktiv oxigén gyokok termeléséhez ¢és kovetkezményes karosodashoz
vezet.[31] A fentiek alapjan esett a valasztasunk a 1,2-ditiol-3-tion-ra (D3T), mely amellett,
hogy a vegyi anyagok indukélta tumorgenezis erds gatloszere, képes a ferritin expressziojat
indukalni.[32, 33] A ferritin indukci6 vastol fiiggetleniil alakul ki, amelyért az

elektrofil/antioxidans valaszelem a felel6s.[33]
3.6 Véralvadasi rendszert érint6 valtozasok vesebetegségben

Szamos kutatd vetette mar fel kutatdsi témaként a koagulacidés rendszer ¢és
vérlemezkéket érinté valtozasok vizsgalatait hemodializalt betegekben. Fontos megemliteni,
hogy a szoveti faktor rendszer szerepét sikeriilt azonositani a kardiovaszkuléris rendszert
érintd betegségekben, ill. vizsgalatok kapcsan a végstaddiumu veseelégtelen betegekben
emelkedettebb monocyta eredetli szoveti faktor és adhézios molekula szinteket talaltak.[34] A
hemodializis igényli végstadiumi veseelégtelen betegek korében még kifejezettebben
jelentkezett ez a hatas.[35] Korabbi extracorporalis keringést vizsgald tanulmanyunkban
sikeriilt beazonositani a fehérvérsejt aktivaciot a véralvadasi rendszer receptorok
ismeretében.[36, 37] Tanulmanyok sordn gyakran meriilt fel kérdésként a vérlemezkék
szamaban ¢és funkciojaban [38, 39], a vérlemezke, endotél sejt €s koagulacidos rendszer
protrombotikus iranyba bekdvetkezd valtozésainak vizsgéalata.[40] Azonban ezidaig csak egy
alkalommal vizsgaltdk a vérlemezke aktivaciot a hemodializis (HD) és hemodiafiltracid
(HDF) 6sszehasonlitasaban és a CONTRAST vizsgalat alvizsgalataként lett publikalva.[41] A
szerzOk HDF betegek korében emelkedett vérlemezke asszocialt aktivacids markert irtak le,
de a szolubilis beta-thromboglobulin vizsgéalatakor csokkent vérlemezke degranulaciot
észleltek[41], igy a kapott eredmények alapjan sejtes és szolubilis faktorok vonatkozasaban

nem lehetett egyértelmiien allast foglalni.
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4 Célkituzések

A kronikus vesebetegség eldrehaladtaval a kardiovaszkularis rizikdé folyamatosan
novekszik, ami a végstddiumu veseelégtelen betegek esetén a leggyakoribb ok a
megbetegedések ¢és haldlokok kozott. A vaszkuldris kalcifikacid iiteme is fokozottabb a
veseelégtelen betegek korében. Kordbbi vizsgélataink soran sikeriilt bizonyitanunk az
inorganikus foszfat indukalé hatdsat a vaszkuldris simaizomsejtek csontsejtszerii
atalakulasdban. Az irodalomban az inorganikus foszfat mellett szamos vegyiilet
vonatkozasaban irtak le kalcifikaciot fokozoé hatast, tobbek kozott az organikusan kotott
foszfat és az aktivalt D-vitamin is ezek ko6zé tartozott. A korabbi kisérleteink sordn a
sejtkulturakhoz adott hemmel az extracellularis mineralizdcid gatolhat6 volt. A gatlés
hatterében all6 mechanizmusok koziil a hem hem-oxigendz-1 altali bontasa a folyamatot
inicidldo 1épés, majd a felszabaduldé vas az intracellularis ferritin szintézis indukdlasan
keresztiil fejtette ki hatasat. A kisérletek soran a kiilonb6z6 ferritin molekulak vizsgalata soran
lehetett azonositani a ferroxidaz aktivitas kulcsfontossagu szerepét.

Els6 vizsgélatunkban a célkitlizéslink tehat a wvaszkularis kalcifikdcid in vitro
modellezése volt organikus foszfat és aktivalt D-vitamin alkalmazéasaval, melyekkel igy a
vesebetegekre jellemz6 koriilményeket tudtunk biztositani. Tovabbi célunk volt a ferritin és a
ferroxidaz aktivitas univerzalis gatlo hatasanak bizonyitasa, ill. olyan ferritin szintézist fokoz6
alternativak kiprobalasa, mellyel nem noveljiik a szervezet vas terhelését. Végiil pedig a
vesepotlo kezelésre szoruld betegek plazma mintdit kivantuk vizsgalni a simaizomsejt
kultarakon.

A vesepétlo kezelésre szoruld végstadiumi veseelégtelen betegek hemosztazis
paramétereiben jelentdés valtozasok alakulnak ki, melyek részben a felhalmozodd
salakanyagok, részben pedig a dializis kezelések hatdsara jonnek 1étre. JOl ismert a kronikus
betegséget végig kisérd, annak romlasaval egyre sulyosbodd vérlemezke funkcidzavar. A
dializis kezelések soran az extracorporalis keringés miatt a betegek vérét a legtobb esetben
antikoagulalni sziikséges, ehhez leggyakrabban konvencionalis, vagy kis-molekulasulyt
heparint hasznalnak és csak nagyon ritkan torténik citrat alapu, tisztdn az extracorporalis
rendszert érintd antikoaguldldas. A véralvadéasi faktorok gatldsa a vérlemezke funkciot
érdemben nem befolyasolja, de indirekt médon képes csokkenteni a szekvesztracid mértékét.
Tanulmanyok mar tobb alkalommal is foglalkoztak a vérlemezkék dializis kezelés alatt
bekdvetkezo funkcio valtozasaval, dontoen aktivaciot észlelve, azonban a kiilonb6zo kezelési

modalitasok eltérd hozzaférhetésége miatt a hemodiafiltracid és hemodializis kezelések
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Osszehasonlitdsaban még eddig nem torténtek vizsgalatok. Osszehasonlitd tanulmanyok hijan
a kezelések alatt bekovetkezd endotélsejt aktivacio valtozasa sem ismeretes.

A dializis kezelések alatt végbemend vérlemezke aktivacio vizsgalatat tiiztik ki
masodik tanulmanyunk céljaul, mely soran mind felszini, mind szolubilis faktorok vizsgalatat
¢s a sejtes konjugatumok szintjének meghatirozasat kivantuk elvégezni. Mindenekelott
kivancsiak voltunk, milyen hatdssal van a vizsgdlni kivant paraméterekre a kezelések alatt
jelentkezd folyadékeltavolitds okozta hemokoncentracid. Eldzetes méréseket terveziink,
melyek alapjan a sejtes kisérletekhez a vorosvértestek szdmanak, mig a szolubilis markerek
eredmények normalizaldsdhoz. Korabbi vizsgalatok kapcsan mar igéretes markernek szamito
monocita és neutrofil sejtek ¢és vérlemezkék altal alkotott heterotipikus aggregdtumokat és a
kezelések alatt bekdvetkezd valtozasaikat vizsgaltuk. Szolubilis markerek koziil a P-szelektin
valtozasait kovetnénk nyomon a dializis kezelések alatt. Endotélsejtek aktivaciojat az E-
szelektin és a von Willebrand faktor vizsgélataval tervezziik kimutatni.

Mindkét vizsgalatunk kapcsan a téma felvetések és célkitlizéseink alapja a kronikus
vesebetegségek soran észlelhetd fokozott kardiovaszkularis rizikd hatterében allo korélettani
folyamatok alaposabb megismerése, ahol lehetséges terapids tdmadaspontok azonositdsa és

potencialis megoldasok keresése volt.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Sejtkultiara és reagensek

A kisérleteinkhez hasznalt humén aortabol szarmazo simaizomsejteket (HAoSMC) 3
kiilonboz6 forrasbol szereztiik be: Cell Applications (53 éves kaukdzusi férfi és 54 éves azsiai
férfi, San Diego, CA), Lonza (36 ¢és 43 éves férfiak, Allendale, NJ), Cambrex (ismeretlen
donor, Wokingham, United Kingdom). A donorok egészséges emberek voltak, legalabbis
kardiovaszkularis betegségben vagy diabetes mellitusban nem szenvedtek az elérhetd
informaci6 alapjan. A kisérleteink dontd tobbségében a sejtek morfologidja és viabilitdsa
kovetkeztében a 43 éves férfi donorbol szarmazo sejteket hasznaltuk. A sejtek Osszesen 5
kiilonbozo, egymastol fliggetlen donorbol szarmaztak. Minden abran kiilon jeldlés talalhato,
ha az adott kisérlethez t6bb donorbol szarmaztak a felhasznalt sejtek. A sejteket PO fazisbol
indulva mindig a teljes konfluencia eléréséig hagytuk osztdodni, majd passzazsonként 1:4
aranyban szélesztve tenyésztettiik tovabb. A kisérletekhez 5-7. passzdzsbol szarmazo sejteket
hasznaltunk fel, melyek morfologiailag nem mutattak eltérést és még megtartott osztddasi
potenciallal rendelkeztek. A sejteket magas gliikdz tartalmu DMEM oldatban tenyésztettiik,
melyet 15% FBS, 1 mM natrium piruvat, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin €s
neomycin hozzdadasaval egészitettiink ki és hasznaltuk fel, mint névekedési médium (GM,
»growth medium”). A sejtek fokozott anyagcseréjére utalé pH csokkenés esetén, de legkésdbb
minden masodik nap tortént a ndvekedési médium cseréje. A kisérletek soran a mar
konfluenssé valo sejtek esetén elegendd volt 2 naponta cserélni a tépoldatot.
A kisérleteinkhez hasznalt vegyszerek dontd tobbsége Sigma-Aldrich-t6l keriilt beszerzésre,
de tobbek kozott a kalcitriol a Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI) az FBS a Life
Technologies (Bécs, Ausztria) ¢s a Complete Mini protedz inhibitor tablettdk a Roche
(Mannheim, Németorszag) forgalmazasdban voltak elérhetéek. A rekombinans ferritin
alegységeket, ugymint a konnyl és nehéz lanc, illetve a nehézlanc mutans formaja (H222)
Paolo Arosio bocsatotta rendelkezésiinkre (Department M.I. and BiomedicalTechnologies,
University of Brescia, Brescia, Olaszorszag). Az in vivo vizsgalathoz felhasznalt paricalcitol

(Zemplar®) és calcitriol (Calcijex”) kozforgalmt gyogyszertari forrasbol keriilt beszerzésre.
5.2 Alkalikus foszfataz aktivitas mérése

A sejteket 12-lyuku tenyésztd plate-n novesztettiik passzalast kdvetden, majd 7 napon
at kezeltiik. A kezelés végén a sejteket kétszer is foszfat pufferelt s6 oldattal (PBS) mostuk és
szolubilizalo oldattal (1% Triton-X 100, 0,5% Igepal CA-630, 1% Complete Mini protedz

16



inhibitor, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris) szuszpenzidt készitettiink. A mérés
sordn a mintabol 35 pl-t adtunk 130 pl Alkaline Phosphatase Yellow Liquid Substrate
oldathoz. A mintaban talalhaté alkalikus foszfatdz enzim a p-nitrofenil-foszfatbol hasit le egy
foszfat-csoportot 1étrehozva ezzel a p-nitrofenolt. A képz0dd p-nitrofenol mennyiségét
fotométer segitségével tudjuk detektalni, mely 405 nm-en rendelkezik elnyelési csuccsal. 30
percen at 37°C-on inkubalva a reakcidelegyet percenkénti detektalassal kinetikus gorbét
készitettlink minden mintdrél, majd a gorbék maximalis meredekségét alapul véve az

eredményeket a mintak fehérje tartalmara normalizalva adtuk meg.[27]
5.3 Alkalikus foszfataz enzimaktivitas festése

A kisérletekhez hasznalt sejteket 48-lyuku plate-eken tenyésztettiik, majd 7 napon
keresztiil a kezelési protokollnak megfeleld novekedési, illetve kezelési médium segitségével
kezeltiikk. A festési eljarashoz a Sigma 85L3R kit-jét hasznéltuk fel az aldbb részletezett
modon.[42] A festés elott a sejteket alaposan PBS segitségével kétszer mostuk. A kit leirasa
szerint citrat-oldatot készitettlink a torzsoldatbol, majd acetonnal 2:3 ardnyban elegyitve
késziil el a fixalo oldat. A sejteket 1 percig fixaltuk, majd desztilldlt vizzel mostuk 2
alkalommal. A festéshez 4% Naphtol AS-MX tartalmt 0,25 mg/ml koncentracidju Fast Violet
B oldatot hasznaltunk sitétben az oldat fényérzékenysége miatt. 30 perces inkubdaciot
kovetden desztillalt vizzel alaposan dtmostuk a lyukakat. Fénymikroszkop alatt ellendriztiik a

sejteket, majd fényképekkel dokumentaltuk az eredményeket.
5.4 Kalcium depozicio mérése

A sejtek kezelése 48-lyukt plate-eken tortént 7 napon keresztiil. PBS-el mosva a
sejteket eldszor 0,6 mol/L-es HCI oldattal 24 6rdn 4t 37°C-on inkubdlva dekalcifikaltuk, majd
0,1 mol/L NaOH ¢és 0,1% natrium-dodecil-szulfat (SDS) tartalmt oldattal szolubilizaltuk. A
dekalcifikacio sordan nyert feliiliszo mintakbol QuantiChrome Calcium Assay Kit (Gentaur,
Briisszel, Belgium) segitségével hataroztuk meg a kalcium tartalmat.[43] A szolubilizalt
tartalmat a nyers adatokbol a fehérjetartalomra normalizdlva pg kalcium/mg fehérje
formatumban adtuk meg

A mineralizacido kimutatasara az Alizarin Red festés is alkalmas.[44] A festéshez a
sejteket ugyancsak 48-lyukt plate-n tenyésztettiik és kezeltiik a szokdsos 7 napos protokollal.
A protokoll befejezéseként a sejteket PBS-el mostuk, majd 3%-os paraformaldehid oldattal 10
percig fixaltuk. A fixalast kovetden a sejteket ismételten PBS-ben mostuk. A festéshez 2%-os
Alizarin Red oldatot hasznaltunk és 2 percen at inkubaltuk a sejteket szobahdmérsékleten. Az
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inkubacios 1d6 lejartat kovetden legaldbb 3 alkalommal desztillalt viz segitségével
eltavolitottuk a felesleges festéket. Minimalis folyadék hatrahagyasaval, hogy a teljes
kiszaradastol megdvjuk a mintat, fénymikroszkop segitségével fényképesen dokumentéltuk az

eredményeket.
5.5 Oszteokalcin meghatarozas

Az oszteokalcin meghatarozast a sejtek extracellularis matrixdbol végeztik el. A
sejteket a kell6 mennyiségli fehérje kimutatdsahoz 6-lyukt plate-eken kezeltiik 7 napon
keresztiil. Az extracellularis matrix feloldasa 0,5 mmol/L EDTA (pH 6,9) hozzdadasaval
tortént meg. A sejtekbdl a fentebb leirt szolubilizalo-oldat segitségével készitettiink fehérje
meghatarozashoz alkalmas mintdkat. Az extracelluldris matrixb6l szdrmazd mintdk
oszteokalcin tartalmat szendvics ELISA moddszer segitségével hataroztuk meg (Bender
MedSystems, Burlingame, CA).[45] A standard ¢és minta sorokat desztillalt vizzel
rekonstitualtuk, majd 25 pl mintat adtunk a lyukakhoz. A plate-et 120 percen at inkubaltuk
szobahdémérsékleten razdgép segitségével. Mosod puffer segitségével 3 alkalommal mostuk a
lyukakat, majd TMB Substrate oldatot pipettaztunk a lyukakba és 15 percen at inkubaltuk
sotétben. Az inkubacids 1d6 lejartat kovetden Stop-oldattal felfiiggesztettiilk a reakciot és a
kapott szinreakciot fotométerrel értékeltiik ki. A kapott eredményeket a szolubilizalt mintak

fehérje tartalmara normalizaltuk.
5.6 Fehérjetartalom meghatarozas

A kiilonb6z6 mérési protokollok soran hasznalt szolubilazalastol fliggetleniil a mintdk
fehérje tartalmanak meghatdrozasa minden esetben BCA reagens (Pierce, Rockford, IL)
segitségével tortént.[46] A mérések soran 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 ug/ml koncentracidji
BSA standard sor alkalmazasaval hatdroztuk meg a mintdk protein tartalmat fotométer

segitségével 562 nm-en.
5.7 Western blot

A mintdk fehérje tartalmat a felvitel eldtt minden esetben meghataroztuk és az
egyenlétlen betoltés kivédésére minden esetben elére maghatarozott mennyiségii fehérje
tartalmat vittlink fel a gélekre, mely a legtobb esetben 20 pg proteint jelentett. Az
elektroforézishez 10%-o0os SDS-PAGE gélt haszndlva 100 V fesziiltséggel futtattuk a mintakat
a standard létra megfeleld szétvalasaig.[27] A blottoldshoz 0,45 pum poérus méretli
nitrocellul6z membrant (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag)

hasznaltunk és 75 percen at 100 V fesziiltséggel végeztiik. A membranokat a blottolas utan
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Tween-20-al kiegészitett tris pufferelt s6 oldattal (TBS-T) atmosva 60 percig 6%-os tejpor
oldatban szobahémérsékleten, razégépen inkubaltuk az aspecifikus kotohelyek lefedése miatt.
Alapos TBS-T oldattal torténd mosast kovetden 1%-os tejpor oldatban keriilt a membranra az
elsddleges antitest, majd 16 o6ran at 4°C-on razogépen inkubaltuk. Az alkalikus foszfataz
esetén 1:200 aranyban alkalmaztuk az elsddleges antitestet (sc-30203, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX), mig a ferritin nehéz lanc kimutatdsdhoz 1:400 higitasban (sc-
25617, Santa Cruz Biotechnology). A masodlagos antitest hozzdadasa el6tt a membrant TBS-
T oldattal 4&tmostuk, majd szintén 1%-o0s tejpor oldatban 15000-szeres higitdsban alkalmaztuk
a tormaperoxidazzal konjugalt nyul (alkalikus foszfataz), illetve egér (ferritin nehéz lanc) IgG
elleni antitesteket (Amersham Biosciences). Az antitest-antitest kotédés 1 ora
szobahOmérsékleten végzett razogépes inkubalés alatt alakult ki, majd alapos mosast kdvetden
a membranokra keriilt az ECL el6hivoszer (Amersham Biosciences). Sotétszobaban a
membranokrol rontgen film el6hivasaval tudtuk vizualizalni az eredményeket.

A mintdk felvitt egységes fehérjetartalmanak bizonyitdsara a membranokat
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendzra (GAPDH) is megvizsgaltuk. Ehhez a mar
membranokhoz kotddott antitestek eltavolitasara volt sziikség. Az antitestektdl megtisztitott
membranokat jra 6%-os tejporral blokkoltuk, és a fent leirtak szerint 1:1000 aranyu
elsddleges (NB300-221, Novus Biologicals, Littleton, CO) és 1:15000 higitasi mésodlagos
(Amersham Biosciences) antitestet alkalmaztunk. Az eredmények lathatova tétele is a
fentiekhez hasonloan tortént. Az elShivott filmeket minden esetben denzitometraltuk és a

kapott eredményeket a GAPDH denzitasara normalizaltuk.
5.8 Kvantitativ RT-PCR

A sejteket 6-lyuku tenyésztd plate-eken kezeltik 7 napon keresztiil. A kezelés
befejeztével a sejteket RNA-STAT60 alkalmazasaval homogenizaltuk, majd a mintak teljes
RNS tartalmat izolaltuk. Reverz transzkripcidé soran 1 pg totdl RNS-bdl kiindulva oligodT
(Promega, Madison, WI) és SuperScript III reverse transcriptase kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA) alkalmazaséaval allitottunk elé komplementer DNS-t (cDNS). A ¢cDNS-bdl az alkalikus
foszfataz messenger RNS (mRNS) expresszidjat multiplex TagMan Gene Expression Assay
segitségével hataroztuk meg ¢és normalizaltuk a GAPDH mRNS szintj¢éhez (ALP:
Hs00758162 m1; GAPDH: Hs99999905 ml; Applied Biosystem, Foster City, CA).
Osszesen 20 pl-es reakcid elegyet alkalmaztunk, melyhez 10 pl TagMan Gene Expression
Mastermix (Applied Biosystem) mellett 1-1 pl specifikus TagMan Gene Expression Assay, 2
ul cDNS oldat és 7 ul dietil-pirokarbonattal kezelt viz volt szlikséges.
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A reverz transzkripciohoz és a qPCR-hoz is a C1000 Thermal Cycler késziiléket
alkalmaztuk CFX 96 Real Time PCR System kiegészitéssel (Bio-Rad, Hercules, CA).[27, 47]

5.9 Ferritin nehéz lanc siRNA transzfektalas

A sejteket passzalast kovetden 6-lyuku plate-ekre szélesztettiik és kb. 60-70%-o0s
konfluencidig tenyésztettiik. A transzfektalashoz FtH és negativ kontroll siRNA-t (Ambion,
Austin, TX) hasznaltunk.[48] Szérum- ¢és antibiotikummentes média alkalmazasaval 30
nmol/L FtH és negativ kontroll siRNA transzfektalast végeztiink 4 6ras inkubacié alatt. Az
siRNA transzfektalasat a sejtekbe Oligofectamine (Invitrogen, Carlsbad, CA) segitségével
végeztiik. Az inkubalasi 1d6 leteltét kovetden friss novekedési médiumot adtunk a sejtekhez,
majd tovabbi 20 6rdn at inkubaltuk 37°C-on. A sejteket a transzfektalast kdvetden 4 napig

kezeltiik, mely id6 alatt bizonyitottan jelen volt az siRNA gatl6 hatasa.
5.10 D-vitamin receptor agonistak in vivo vizsgalata

Az alvizsgalatunkba 5 végstadiumu veseelégtelen beteget vontunk be, akik hetente 3
alkalommal intermittalé hemodializis kezelést kaptak és vesebetegségiik miatt szekunder
hiperparatiredzisban szenvedtek. Mind az 5 beteg esetén fenndlltak a paricalcitol és a
kalcitriol indikaciés kritériumai a Magyar Nephrologiai Tarsasag iranyelvei alapjan. Az
egységes mintavételi protokoll miatt a hemodializis kezelések befejezésekor, a
gyogyszerbeadasa elétt és 10 perccel az utan torténtek a mintak levételei. Minden iddpontban
10 ml-es EDTA-val véralvadas gatolt csObe tortént a vérvétel. A vérmintdkat tartalmazo
csoveket 10 percig, 2000 g alkalmazasaval 4°C-on centrifugéaltuk, majd a véralvadasgatolt
mintak plazmajat 6sszegylijtottiik és -70°C-on lefagyasztva tartottuk a felhasznalasukig. Az in
vitro kisérletekhez a sejteket a betegek plazmamintainak és szérummentes ndvekedési média
1:1 aranyt keverékével kezeltiik 5 napon keresztiil. A kisérletek sordn a vizsgdlatainkban a
gyogyszerbeadasat kovetden levett vérmintdk plazméjat apoferritin  hozzéadasaval is
kiegészitettiik.

A vizsgélat teljes egésze, beleértve a vizsgalati protokollt; a beteg bevalogatas, irdsos
betegtajékoztatd ¢és beleegyezd dokumentumait a Debreceni Egyetem Kutatds FEtikai
Bizottsaganak ¢s az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos ¢és Kutatasetikai
Bizottsaganak engedélyével és jovahagyasaval tortént, és csak a részletes felvilagositast

kovetden irasos beleegyezésiiket ado betegek esetén végeztiik el a mintavételeket.
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5.11 Beteg bevalogatas és dializis kezelések

A vérlemezkék aktivaciojat vizsgald tanulmanyunkba 28 végstadiumua veseelégtelen
beteget valogattunk be. Az intervencids vizsgalat longitudinalis nem-randomizalt 6nkontrollos
paraméterekkel rendelkezett. Kizardsi kritérium volt a diabetes mellitus az anamnesisben,
mivel korabbi vizsgalatok alapjan ismert a vérlemezke aktivaciot okozo hatasa.
Hasonloképpen a daganatos betegségek, a hematologiai és hemosztazeologiai eltérések is
kizarasra keriiltek. Tovabba barmilyen vérlemezke aggregaciora hat6 gydgyszer hasznalata is
kizar6 ok volt. A Debreceni Egyetem Kutatas Etikai Bizottsaga és az Egészségiigyi
Tudomanyos Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsaga is elfogadta és tdmogatta a
vizsgalati protokollt. A részletes irdsos és szobeli tdjékoztatast kovetden a résztvevok irdsos
beleegyezésiiket adtdk a vizsgalatba. A résztvevok életkora 18 és 70 kozotti, atlagosan 53
+13,8 év. A 28 résztvevo kozott 13 férfi €s 15 nd volt. Minden beteg a vizsgalatot megeldzden
legalabb 3 honapja mar dializalt volt és atlagosan 89,5+£74,5 hénapot toltottek el a kronikus
dializis programban. A betegek hetente 3 alkalommal 250 perces kezelésen vettek részt, mely
soran Fresenius 5008S késziiléken Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Németorszag)
kezeltiik 6ket. A dializis kezelés késObbiekben részletezett mindségbiztositasi paramétereinek
elérése miatt 5 beteg esetén a kezelések 270 percen at tartottak, de az Osszehasonlithatosag
miatt ezekben az esetekben is 4 oOra utdn tortént a mintavétel. A kezeléshez hasznalt FX
CorDiax dializatorok a biokompatibilitis miatt a legajabb Helixone®Plus poliszulfon
membranokat tartalmazzak, melyek mérete a beteg testfelszinéhez a hatékonysagi mutatok
figyelembe vételével lett kivalasztva. A betegek dontd tobbségében, 24 esetben az 1,4 m?
osszfeliileti FX60 dializatort alkalmaztuk, azonban 3 esetben az 1,6 m? dsszfeliiletli FX600-
ra, mig 1 betegnél a 2 m*-es FX800-ra volt sziikség. A dializatorokat nem véltoztattuk meg a
kezelési modalitasok valtasa kozben. Ugyancsak allandé volt a résztvevok esetén a dializalod
gépek vér pumpa sebessége, atlagosan 366,1 + 63,7 mL/perc és a dializalo oldat aramlasi
sebessége (439,3 £ 76,5 mL/perc). A talhidraltsag kovetkeztében a betegektdl eltavolitasra
keriild nettd ultrafiltracié hemodializis esetén kezelésenként 2703,6 + 1118,0 mL volt, mig
hemodiafiltracional 2432,1 = 1014,4 mL. A dializis hatékonysaganak megitélésében a Kt/V
érték meghatarozasa nyujtja a legpontosabb informaciot. Mérése a dializdlé gépeken az
Online Clearance Monitoring Kt/V (OCM Kt/V; Fresenius Medical Care, Bad Homburg,
Németorszag) segitségével torténik, mely a natrium klirensz mérése alapjan kovetkeztet az
urea klirenszére. Igy tehat kiilon vérvételek nélkiil lehetdségiink volt minden kezelés

alkalmaval a hatékonysagi mutaté meghatidrozasara, melynek hemodializis esetén 1,3, mig
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hemodiafiltracio esetén 1,4 feletti értéknek kell lennie. Vizsgalatunk soran hemodializis alatt
az atlagos OCM Kt/V érték 1,48 + 0,2 volt és 3 beteg nem érte el a kivant 1,3-es értéket, mig
hemodiafiltraci6 esetén a Kt/V érték 1,67 = 0,21-nek adodott és csak 1 beteg nem érte el a
sziikséges hatékonysagot.

Dializis kozpontunkban a hemodiafiltracios modalitas a standard kezelés, igy a
vizsgalatunk kezdetén a mintavételt ezen csoporthoz végeztiik el. A modalitds valtas okozta
zavard tényezOk kivédése miatt 2 hétig alkalmaztunk hemodializis kezeléseket miel6tt a
vérlemezke markerek vizsgalatihoz a mintdkat ismételten levettiik volna, immaron a
hemodializis csoporthoz. Az antikoagulalas esetleges befolyasold hatasat kivédendé mindkét
modalitds esetén ugyanazt a dozisu konvencionalis, frakcionalatlan heparint alkalmaztuk. A
heparint a beteg igényeihez mérten doziroztuk, elkeriilve a vér alvadasat a dializalo
szerelékben, ill. megakadalyozva a vérzést az arterio-venozus fisztulabol. A megfeleld
véralvadasgatlas gyors eléréséhez elészor bolusban, majd a stabil fenntartasahoz pedig
folyamatos perfuzor segitségével adagoltuk a heparint, melyet a vérzés kialakulasanak
csOkkentésére 30 perccel a kezelés vége elétt minden betegnél leallitottunk.

A kezelésekhez hasznalt dializalo folyadék mindkét modalitas esetén megegyezett. Az
oldat eldallitasahoz sziikséges gyogyszerkonyvi tisztasagot csapvizbdl kiindulva
kavicssziirdn, ioncseréld gyantdkon, reverz ozmoézis tornyokon és szénsziirdn keresztiil
lehetett biztositani. A szigoru eldirasoknak (endotoxin szint <0,01 EU/mL, baktérium szdm
<0,1 CFU/mL ¢és barmely nehézfém ion <0.01 mg/L) megfeleld vizbdl a dializald késziilek
allitja el a kezeléshez megfeleld oldatot. A végsé oldat 138 mmol/L natriumot, 1,25 mmol/L
kalciumot, 0,5 mmol/L magnéziumot, 1 g/L gliikézt és 2 vagy 3 mmol/L kéliumot
tartalmazott, ez utobbi a betegek szérum kéalium szintjének megfelelden keriilt bedllitdsra. Az
oldat bikarbonat tartalméat a 28-38 mmol/L kozotti intervalumon beliil volt lehetdségiink
valtoztatni, hogy a dializis kezelések eldtt meghatarozott plazma bikarbonat szintet 20-22
mmol/L kozott tudjuk tartani. Hemodiafiltracios kezelések esetén a filtralasra keriilt folyadék
mennyiséget szubsztitiicios oldat forméjaban podtolja a dializaldé gép, melynek Osszetétele
megegyezik a dializdlé oldattal, de egy masodik membranon is keresztiilsziirddik.

Kezelésenként a szubsztitucios oldat térfogata 23,4 + 3,8 liter volt.
5.12 Vérvétel és sejtszamlalas

A vérvétel a dializis szerelék pumpaszegmens eldtti szakaszabol tortént minden
esetben, melyekhez natrium-citrattal alvadasgatolt csoveket hasznéltunk. A mintdkat 3

kiilonbozo idépontban vettiik, eloszor a szereléket vérrel teljesen feltoltott kb. 4. percben,
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majd 1 és 4 o6ra mulva a kezelés inditasahoz képest. Hogy megbizonyosodjunk a kezdeti
aktivacio mértékérdl hemodiafiltracios kezelések alatt az arterio-venozus fisztula szirdsanal
direkt moédon az artérids tiibol 0. percben és a 4. percben a szerelékbdl is tortént mintavétel. A
sejtszdmok meghatdrozasa minden esetben Advia 2120 Haematology Analyzer (Siemens,
Dublin, frorszag) késziilékkel tortént a vérvételtdl szamitott 2 6ran beliil. A kezelések alatt

bekovetkezd hemokoncentracio miatt a sejt szdmokat a vorosvértest szamokra normalizaltuk.

5.13 Vérlemezke szegény plazma (PPP, platelet poor plasma) készités és a szolubilis

markerek mérése

A teljes veért centrifugaltuk 1500 g-n szobahdmérsékleten 15 percig, majd a mintakbol
albumin meghatdrozas tortént Cobas C8000 Clinical Analyzer (Roche Diagnostics, USA)
hasznalataval. A szolubilis P- és E-szelektin szintek meghatarozasa ELISA modszerrel tortént
a gyartd eldirasainak megfeleléen (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A von
Willebrand faktor szintek vizsgalata turbidimetrids méréssel tortént (BCS XP, Siemens,
Németorszag). A szolubilis markerek nyers adatait minden esetben a hemokoncentracio
nyomonkovetésére végzett albumin koncentracié méréshez normalizaltunk. Hemodiafiltracios
kezelések mintaibol véletlenszeriien kivalasztva néhanyat vizsgéltuk a heparin koncentraciot
aktivalt X faktor (FX,) gatl6 teszttel (Berichrom® Heparin, Siemens), melynek soran a plazma
konvencionalis vagy alacsony molekulasilyll heparin tartalmanak meghatarozasa kromogén
modszerrel tortént. A FX, az antitrombin III hatasara inaktivaldodik az inkubacids
periodusban, amit a heparin katalizal. A folyamat soran tovabbra is aktiv formaban jelen 1évo
FX mennyiségét 405 nm-en fotométer segitségével detektalhatjuk a kinetikus teszt soran

alkalmazott kromogén szubsztrattal.[49]
5.14 Aramlasi citometrias vizsgilatok

A vérlemezke felszini P-szelektin expresszidja ¢és a fehérvérsejt-vérlemezke
heterotipikus aggregdtum mérése aramlasi citométer (FC500 flow cytometer, Beckman
Coulter) segitségével tortént.[S0] A mérési koriilmények standardizaldsa és a vérlemezkék in
vitro aktivaloddsdnak minimalizaldsa miatt a vérvételtdl szamitott 2 6ran beliil megtortént a
mintdk fixalasa és jeldlése. A felszini P-szelektin meghatarozashoz a citratos vérmintakat 1%-
os paraformaldehid-oldattal fixaltuk, majd 2500/perc fordulaton 15 percen at centrifugaltuk.
PBS oldattal torténd mosast €s Ujabb centrifugalast kovetéen a mintdkat CD42a-FITC
(fluoreszcein-izotiocianat) ¢s CD62-PE (phycoerythrin) (Becton Dickinson Biosciences)
antitestek segitségével jeloltik 20 perces inkubacid sordn. A fehérvérsejt-vérlemezke
heterotipikus aggregadtumok kimutatdsdhoz a vérmintdkat 15 percen keresztiil inkubaltuk
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CD14-PE ¢s CD42a-FITC antitestek jelenlétében. A vorosvértestek méretiiknél fogva képesek
a mérés eredményét befolyasolni, ezért FACS lizis puffer segitségével 10 perces inkubalas
sordn torténik a lizisiik. Rovid, 5 percig tartd 1200/perc fordulata centrifugalast kovetden,
PBS-oldattal mostuk a mintdkat, majd ismételten centrifugaltuk. 1%-os PFA-oldattal 30
percig fixaltuk, majd daramlasi citométeren mértiik a mintdk leukocyta-vérlemezke
aggregatum tartalmat. A mintdk jelolése soran minden esetben IgG izotipus kontrollt
hasznaltunk az atipusos kotddésekbdl adodd alpozitiv eredmények kizarasara. A

vorosvértesteket lizalast és mosast kovetoen keriiltek fixalasra és késobbi analizisre.
5.15 Statisztikai analizisek

A vérlemezkék aktivalodasat vizsgalva az eredmények normal eloszlasanak
kimutatdsadhoz Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltunk. Mivel a legtobb paraméter nem-
normalis eloszlast kovetett, ezért egyvaltozos analiziseket végeztiink Mann-Whitney U-proba
vagy fiiggetlen mintds t-proba segitségével. Ahol lehetséges volt parositott mintés
vizsgalatokat végeztiink, melyhez Wilcoxon-féle eldjeles rangszdm probat vagy parositott
mintds t-probat alkalmaztunk. Spearman-féle p értéket hatdroztunk meg a korrelacios
analizisekhez. Az emlitett vizsgéalatokat a SPSS Statistics software, version 22.0 (IBM Corps.,
Armonk, NY, USA) hasznalataval végeztiik.

A simaizomsejteken végzett kisérletek soran szerzett eredményeink statisztikai
elemzéséhez GraphPad Prism 5 szoftvert hasznaltunk és egyszemponti ANOVA probat
végeztlink post hoc Bonferroni-féle tobbszoros dsszehasonlitasi probaval. Az abrakon kiilon-
kiilon jeloltik a nem szignifikans (ns) és szignifikans eltéréseket a kiilonb6zo p-értékek
szerint, ahol * a p<0,05;** a p<0,01 és *** a p<0,001 szintet jeloli. A diagramokon a mintak
atlag + SD értékeit abrazoltuk.

A 11/c abra statisztikai vizsgalatdhoz a tobbi esettdl eltérden a Statistica for Windows
szoftvert hasznaltuk. A valtozokat leird analizisekkel (esetszam, median, kvartilis)
jellemeztiik. Miutan az adatokat Friedmann-féle ANOVA segitségével Osszehasonlitottuk
Wilcoxon-féle parositott probat végeztiink Bonferroni-féle korrekcioval, hogy a parositott
mintakat elemezhessiik. A szignifikancia szint meghatarozasanal a p < 0,05 értéket vettiik

alapul.
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6 Eredmények

6.1 A béta-glicerolfoszfat és az aktivalt D3 vitamin Kkezelés a vaszkularis

simaizomsejtek csontsejtszeri transzformacidjat idézi el

Elsddleges célunk a csontsejtszerli atalakulds kimutatasa volt human aortabol
szarmazo vaszkularis simaizomsejteken (HAoSMC) béta-glicerolfoszfat (BGP) és az aktivalt
D3 vitamin (kalcitriol) kezelés hatdsara. Mindkét induktor képes volt emelni az alkalikus
foszfataz enzim (Alp) aktivitasat dozisfiiggden. (/.a abra) Az enzimaktivitas indukcidja az
1d6 fliggvényében is valtozast mutatott, mely a kezdeti gyors emelkedést kdvetden a 7. napon
érte el a maximumat, majd lassu csokkenés volt észlelhets. (/.b dabra) A tovabbi
kisérleteinkhez igy a 7 napos kezelési 1d6t valasztottuk valamint 10 mmol/l-es BGP ¢és 10
nmol/l-es kalcitriol dézissal indukéltuk a simaizomsejteket. Az alkalikus foszfatdz enzim
aktivitasanak direkt mérésén kiviil, lehetdség van az aktivitds festési eljarassal valod
kimutatasara is. Az Alp aktivitds festésével sikeriilt kimutatni a BGP és/vagy kalcitriol
alkalmazésa mellett is pozitivan festddo sejteket. (/.c dbra) A megndvekedett enzim aktivitds
hatterében Western blot segitségével sikeriilt igazolni az Alp enzim fehérje szintii fokozott
expressziojat. (I.d abra) A fehérje expresszido novekedés a BGP ¢és a kalcitriol esetében is
dozisfiiggd volt, mig egylittes alkalmazasuk esetén additiv hatast észleltiink. A sejtek Alp
fehérje tartalmat a kontroll és az indukalt sejteken immunfluoreszcens festéssel vizsgalva jol
lathato, hogy a BGP ¢és kalcitriol kezelést kiilon-kiilon, vagy egyiittesen alkalmazva hogyan
emelkedett a pozitivan festédd sejtek szama. A kontroll esetén nem volt pozitiv festddés

¢észlelhetd a kéken festddé magok és zdlden festddo citoszkeleton mellett. (/.e dabra)
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1. dbra: A béta-glicerolfoszfat (BGP) és az aktivalt D-vitamin (kalcitriol) hatiasara a human aorta
simaizomsejtek csontsejtszerii transzformaciét mutatnak. A simaizomsejtek novekedési médiumban (GM,
growth medium) vagy novekvé doézisu BGP (5-10-20 mmol/L) és/vagy alacsony vagy magas dozisu kalcitriol
(10-100 nmol/L, eldbbi vilagos, az utdbbi sotét sziirke oszlop) jelenlétében kezeltiik 7 napon keresztiil. (A) Az
alkalikus foszfatdz enzimaktivitas eredményeit a mintdk fehérje tartalmara normalizalva abrazoltuk és a 3
kiilonb6z6 donortdl szarmazo, egyenként duplikatumban elvégzett kisérletek atlagos eredményeit abrazoltuk.
**p<0,01, ***<0,001. (B) Az 5 fiiggetlen donortol szarmazo sejteket 10 mmol/L BGP és 10 nmol/L kalcitriol
jelenlétében kezeltiik 3 héten keresztiil és meghataroztuk az enzimaktivitasokat a 3., 5., 7., 14. és 21. napokon.
Az alkalikus foszfatdz enzimaktivitasat kezeletlen, 0. napos mintak enzimaktivitasdhoz viszonyitottuk. (C) A
vaszkularis simaizomsejtek alkalikus foszfatdz enzimaktivitasat direkt modon festettiik meg és a kivalasztott
reprezentativ részeit valasztottuk ki a képeknek, melyekhez 100x-os nagyitast hasznaltunk. (BGP: 10 mmol/L;
kalcitriol: 10 nmol/L) (D) Az alkalikus foszfataz enzim szintjében bekdvetkezd valtozasokat Western blot
segitségével abrazoltuk a minta felviteli kontroll GAPDH-t is abrazolva. (E) Az alkalikus foszfataz indukciojat
immunfluoreszcens festéssel is sikeriilt vizuaalizalni reprezentativ képekkel. Kékkel a sejtmag, zodlddel a
fibrillais aktin és pirossal az alkalikus foszfataz enzimet jeloltiik. (BGP: 10 mmol/L; kalcitriol: 10 nmol/L) A
képek készitéséhez 400-szoros nagyitast hasznaltunk.
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6.2 A ferritin képes gatolni az Alp aktivitas indukcigjat

Megvizsgaltuk az apo- ¢és holoferritin hatasat az Alp indukcidjara BGP-el és
kalcitriollal 6nmagéaban vagy egyiitt kezelt HAoSMC esetén. A kisérleteink eredményei
alapjan mindkét ferritin forma képes volt csokkenteni az Alp aktivitdsat és nem sikeriilt
szignifikans kiilonbséget kimutatni kozottiik. (2.a dabra) A fenti eredményekre hagyatkozva,
miszerint mindkét ferritin molekula képes volt jelentésen csokkenteni az Alp expresszid6 BGP
vagy kalcitriol altal el6idézett novekedését, igy a tovabbi kisérletek soran induktorként a BGP
¢s kalcitriol kombinacidjat hasznaltuk. Mivel a ferritin molekula H és L lancbol tevddik 6ssze,
igy konnyen adodott a kérdés, hogy rekombindns ferritin H (FtH) és L (FtL) fehérje
hasznalataval vizsgaljuk az esetleges Alp indukciot befolydsold hatasukat. Tovabba vizsgalni
kivantuk a FtH mutans Hjy, jelzésre hallgatd forméjat, mely az aktiv centrumban talalhato
mutacio miatt ferroxidaz aktivitassal nem rendelkezik, egyebekben viszont megegyezik a vad
tipussal.[51] Az alkalikus foszfatdz aktivitds mérés megmutatta, hogy transzformacié gatlas
csak a FtH esetén jelentkezett, vagyis a ferroxidaz aktivitassal nem rendelkez6 L- és Hyp,-lanc
esetén nem észleltiink véltozast az indukcid gatlasaban. (2.5 dbra) Az alkalikus foszfatdz
festés soran az indukciot kovetden igazolhatéan megjelentek a pozitivan festddd sejtek
Osszehasonlitva a kezeletlen mintakkal. A jol lathatd csontsejtszerti atalakulast az apo- és
holoferritin mellett, csak a H ferritin volt képes csokkenteni, mig L- és Hjj,-ferritin lanc
esetén nem lehetett latni csokkenést a pozitivan festddd sejtek szdmdban. A ferroxidaz

aktivitas szerepét igy ismételten sikeriilt igazolni. (2.c abra)
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2. abra: Ferritinnel gatolhaté a béta-glicerolfoszfat (BGP) és aktivalt D-vitamin (kalcitriol) altal
indukalt csontsejtszeri atalakulds a human aorta simaizomsejtekben. (A) A simaizomsejteket 7 napon at
névekedési médiumban (GM) kezelve BGP (10 mmol/L) és/vagy kalcitriol (10 nmol/L) jelenlétében és apo- és
holoferritin (2 mg/ml) hozzdadasaval. (B) Simaizomsejteket novekedési médiumban vagy 10 mmol/l BGP és 10
nmol/l kalcitriol jelenlétében kezeltiink és kiilonbozo ferritin alegységeket, tigymint nehéz (H) és konnyt (L)
lanc, ill. mutdns H-lanc, adtunk a sejtekhez. 7 nap utan tortént alkalikus foszfatdz enzim aktivitds mérés,
melynek eredményt a mintdk fehérje tartalmara normalizaltuk. ***p<0,001 (C) Novekedési médiumban vagy 10
mmol/l BGP és 10 nmol/l kalcitriol jelenlétében kezelt sejtekhez adtunk kiilonboz6 ferritin molekulakat, ugymint
apo- és holoferritin, H-ferritin, L-ferritin és mutans H-ferritin. A sejtek alkalikus foszfatdz aktivitasat direkt
festéssel jeloltiik és reprezentativ képek segitségével, 100-szoros nagyitassal abrazoltuk.

Az exogén moédon a rendszerbe juttatott ferritin direkt szerepének bizonyitdsat
kovetéen megvizsgaltuk az endogén uton szintetizalédo ferritin hogyan viselkedik a
HAoSMC sejtek atalakulasat medialé folyamatokban. Az endogén ferritin szintjét vas(III)-
ammonium citrat hozzaadéasaval indukaltuk. (3.5 dbra) A sejteken novekvd dozisu vas kezelés
mellett vizsgaltuk a BGP és kalcitriol altal indukalt Alp aktivitast, melyet doézisfiiggéen
sikeriilt is gatolni. (3.a abra) A ferritin specifikus szerepét megerdsiteni az Alp indukciod
gatlasaban leginkabb siRNA alkalmazasaval tiint célszerinek. A sejteket tehat ismételten
vas(Ill)-ammonium citrat kezelésnek vetettiik ald, de ebben az esetben egy résziiket anti-FtH
siRNA kezelés mellett. A FtH indukci6 gatlasa miatt a hozzaadott vas nem tudta csékkenteni
az Alp indukciojat a BGP és kalcitriol kezelt sejtekben. (3.c abra) Tehat elmondhat6, hogy az
FtH szint emelése, mely fliggetleniil, hogy kiils6 forrasbdl szarmazik, vagy exogén vas
hatasara endogénen szintetizalodik, direkt médon képes csokkenteni a kalcifikaciot el6idézo

folyamatok soran jelentkezd Alp aktivitds ndvekedését. Az abran jol lathato a 4 napos kezelés
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soran észlelhetd koriilbeliil 80%-o0s fehérjeszintli expresszid csokkenés a FtH lanc esetében,

mely egyértelmiien mutatja a silencing hatékonysagat. (3.d abra)
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3. abra: A humin aorta simaizomsejtek béta-glicerolfoszfat (BGP) és aktivalt D3-vitamin
(kalcitriol) altal indukalt csontsejtszerii transzformacidjat az exogén vas képes gatolni a megnovelt ferritin
expresszion keresztiil. A simaizomsejteket novekedési médiumban (GM) vagy 10 mmol/L BGP és 10 nmol/l
kalcitriol mellett novekvé doézisban (12,5-25-50-100 pmol/L) alkalmazott vas(IIl)-ammonium-citrat jelenlétében
7 napi kezeltiik. (A) Alkalikus foszfatdz enzimaktivitds mérést végeztiink és fehérjetartalomra normalizalva
abrazoltuk az eredmények atlagat, melyek 3 kiilonbozd kisérlet duplikalt mintdibdl szarmaztak. ***p<0,001 (B)
A ferritin nehéz-lanc (H) expresszio valtozasat Western blot segitségével mutattuk ki és denzitometralds utan
glicer-aldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) értékeire normalizalva abrazoltuk az alsé panelen. (C) A
simaizomsejteket ndovekedési médiumban, vagy még 10 mmol/l BGP és 10 nmol/l kalcitriol jelenlétében 25
pmol/1 vas(Ill)-ammonium-citrat hozzaadasaval 5 napig kezeltiik negativ kontroll (NK) vagy ferritin nehéz lanc
(FtH) specifikus siRNA silencing mellett. Alkalikus foszfatdz enzimaktivitdas mérést végeztink é&s
fehérjetartalomra normalizalva abrazoltuk az eredmények atlagat, melyek 2 kiilonbozd kisérlet duplikalt
mintaibol szarmaztak. ***p<0,001. (D) Az siRNA hatékonysagat Western blottal vizsgaltuk és az FtH
expresszidjaban jelentkezd valtozast a GAPDH szintjéhez normalizaltuk denzitometralas utan.
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A vas, mint ¢élettani ferritin induktor mellett Iéteznek mas anyagok is, melyek képesek
az endogén ferritin expresszidjat ndvelni. Valasztasunk a 3H-1,2-Dithiole-3-thione-ra (D3T)
esett. A BGP ¢és kalcitriol egyiittes jelenlétében kezelt simaizomsejtekhez novekvd dozisban
adtuk a D3T-t és forditott aranyossag volt megfigyelhetd az alkalmazott D3T dozis és az Alp
aktivitds vonatkozasaban. (4.a dabra) Western Blot segitségével sikeriilt igazolni a D3T
dozisfiiggd indukalod hatasat. (4.b abra) A D3T hatdsdnak hatterében a H-ferritin szerepét
feltételezve FtH elleni siRNA kezelést alkalmaztunk a sejteken és igy tortént enzimaktivitds
mérés. Az eredmények alapjan a D3T kezelés hatastalannak bizonyult az Alp aktivitas
gatlasaban BGP ¢és kalcitriol kezelést kovetden az anti-FtH siRNA-val transzfektalt sejteken.
A negativ kontroll siRNA alkalmazasa mellett az Alp aktivitds csokkenését észleltiik. (4.c

abra) A kisérlet soran a silencing hatékonysaga 70% koriilinek adodott. (4.d dbra)
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4. abra: A ferritin farmakolégiai indukciéja képes gatolni a béta-glicerolfoszfat (BGP) és aktivalt
D3-vitamin (kalcitriol) altal kivaltott csontsejtszerii atalakulast a simaizomsejtekben. Simaizomsejteket
névekedési médiumban (GM) vagy BGP (10 mmol/l) és kalcitriol (10 nmol/L) hozzaadasaval kezeltiink 7 napon
keresztiil novekvé dozisua 3H-1,2-dithiol-3-tion (D3T) jelenlétében. (A) Alkalikus foszfataz enzimaktivitas
mérést végeztiink ¢és fehérjetartalomra normalizalva abrazoltuk az eredmények atlagat, melyek 3 kiilonbozo
kisérlet duplikalt mintaibol szarmaztak. ***p<0,001 (B) A ferritin nehéz-lanc (H) expresszidjaban bekovetkezd
valtozasokat Western blot segitségével mutattuk ki és denzitometralas utan glicer-aldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) értékeire normalizalva &brdzoltuk az alsé panelen. **<0,01; ***<0,001. (C) A simaizomsejteket
névekedési médiumban (GM) vagy még 10 mmol/l BGP és 10 nmol/l kalcitriol jelenlétében 50 pmol/l D3T
hozzaadasaval 5 napig kezeltiik negativ kontroll (NK) vagy ferritin nehéz lanc (FtH) specifikus siRNA silencing
mellett. Alkalikus foszfatdz enzimaktivitas mérést végeztiink és fehérjetartalomra normalizalva abrazoltuk az
eredmények atlagat, melyek 2 kiilonboz6 kisérlet duplikalt mintaibol szarmaztak. ***p<0,001. (D) Az siRNA
hatékonysagat Western blottal vizsgaltuk és az FtH expresszidjaban jelentkezd valtozast a GAPDH szintjéhez
normalizaltuk denzitometralas utan.
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6.3 A ferritin human aorta simaizomsejtek csontsejtekké torténo differencialodasat

gatlo mechanizmusanak magyarazata

Kovetkezd 1épésként a ferritin gatldé mechanizmusara koncentraltunk, hogy
kimutathassuk az Alp enzim gatlasdban, ezaltal a simaizomsejtek csontsejtszera
atalakulasdban a pontos tamadaspontjat. A sejteket 7 napon keresztiili BGP ¢és kalcitriol
jelenlétében kezeltiik, majd a sejteket szolubilizaltuk és a lecentrifugélt minta feliilaszgjat
felhaszndlva mértiink enzimaktivitast, melyet a hozzdadott ferritin molekuldkkal direkt moédon
probaltunk gatolni. Kontrollként az ismert Alp aktivitast gatldo levamizolt hasznéltuk. Az
eredmények alapjan sem az apo-, sem a holoferritin nem képes direkt moédon gétolni az enzim
aktivitasat, szemben példaul a levamizollal. (5.a dbra) Mivel az aktivitds mértékét a fehérje
mennyisége is meghatarozza, igy ezt kdvetden Western blot technika segitségével vizsgaltuk
meg az Alp fehérje szintli valtozasait. A kalcifikdlé kezelés hatasara jelentkezd
megnovekedett Alp expressziot mind az apo-, mind a holoferritin képes volt meggatolni.
(5.b abra) A ferritin molekulak gatlo hatasat az Alp fehérje emelkedett szintjében
immunfluoreszcens festéssel sikeriilt lathatova tenni. (5.c dbra) A transzkripcid szintjén
jelentkez6 gatlas kimutatdsa miatt RT-PCR vizsgalatot végeztiink. A mintdk Alp mRNS
indukci6jaban jelentkezd valtozasokat a GAPDH mRNS szintjéhez normalizaltuk ¢és a
novekedési médiaval kezelt mintdk ardnyaban vizsgaltuk. (5.d dbra) Jol lathatdéan a
kalcifikacios kezelés hatdsara transzkripcids szinten jelentkezé Alp indukciot is sikeriilt
gatolni a apo- és holoferritin hozzaadéasaval, ezaltal bizonyitani, hogy a ferritin hatasa

transzkripcids szinten jelentkezik.
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(A) Simaizomsejteket 7 napon at béta-glicerolfoszfat (BGP) és aktivalt D3-vitamin (kalcitriol) jelenlétében
kezeltiink, majd a sejtlizdtumok felhasznalasaval végeztiink in vitro kisérleteket. Az apo- és holoferritin alkalikus
foszfataz enzimaktivitasra kifejtett direkt gatlo hatasat a jol ismert gatloszer, a levimazol hatdsaval hasonlitottuk
Ossze duplikdtumban végezve a méréseket. ***p<0,001. 7 napon keresztiil ndvekedési médiumban (GM) vagy
hozzaadott BGP (10 mmol/l) és kalcitriol (10 nmol/l) jelenlétében kezelt simaizomsejteket szupplementaltunk
apo- és holoferritinnel (2 mg/ml). (B) Az alkalikus foszfatdz enzim mennyiségét Western blottal vizsgaltuk meg
¢és a mintak felvitelének kontrolljara a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) enzim mennyiségét is
meghataroztuk. (C) Az alkalikus foszfatdz enzim indukciojat immunfluoreszcens festéssel sikeriilt lathatova
tenni. A sejtmagokat kék, az alkalikus foszfatdz enzimet piros szin jeloli a 400-szoros nagyitassal késziilt
reprezentativ felvételeken. (D) Az alkalikus foszfatiz mRNS szintli valtozasainak kimutatasara RT-PCR-t
alkalmaztunk és a kapott eredményeket a mintadk GAPDH mRNS tartalmara normalizéltuk és a mintdk atlagat
abrazoltuk, melyek 2 fliggetlen kisérlet duplikalt mintaibol szarmaztak. **p<0,01, ***p<0,001.
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6.4 A ferroxidaz aktivitas a kulcs a csontsejtszerii atalakulas gatlasaban

A coruloplazmin a szervezet legfobb rézkotd és szallitd fehérjéje, melyet dontden a
majsejtek termelnek. Mindamellett a kisérleteinkben, mint a H-ferritinhez hasonlo, ferroxidaz
aktivitassal rendelkez6 fehérje jutott nagyon fontos szerephez. A coruloplazmin a ferroxidaz
aktivitasanak koszonhetéen dozisfliggd modon képes csokkenteni a megndvekedett Alp
aktivitast. (6.a abra) A sejtek Alp aktivitasdban az indukcidt €s azt kovetden bekovetkezo
coruloplazmin okozta csokkenését is sikeriilt festéssel kimutatni. (6.6 dbra) Az alacsony
aktivitas hatterében a gatolt fehérje expresszid all, melyet Western blottal is ald lehetett

tamasztani. (6.c dabra)
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6. abra: A ferroxidaz aktivitassal rendelkezé coruloplazmin is képes gatolni a béta-glicerolfoszfat
(BGP) és aktivalt D3-vitamin (kalcitriol) altal indukalt vaszkularis simaizomsejt csontsejtek iranyaba
torténod differencidciot. A simaizomsejteket novekedési médiumban (GM) vagy BGP (10 mmol/l) és kalcitriol
(10 nmol/1) jelenlétében 7 napig kezeltiik ndvekvd dozisu (1-3 mg/ml) coéruloplazmin jelenlétében. (A) Alkalikus
foszfatdz enzim aktivitds mérés eredményeit a mintdk fehérjetartalmara normalizdlva, a 2 fiiggetlen
duplikatumban végzett kisérlet eredményeit atlagolva abrazoltuk. **p<0,01, ***p<0,001. (B) A sejtek alkalikus
foszfataz aktivitasat direkt modon festettiik és reprezentativ részek felhasznalasaval szemléltettiik 100-szoros
nagyitasban. (C) Az alkalikus foszfataz és a kontrollként hasznalt gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz
(GAPDH) szinteket Western blot segitségével vizsgaltuk.
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6.5 A human aorta simaizomsejtek mineralizaciojat gatolja a ferritin nehéz lanc

Habéar az Alp, mint a mineralizacio korai markerének expresszidja fokozodott BGP ¢és
kalcitriol kezelés hatdsara, azonban még az 5 kiilonb6z6 donortdl szarmazd sejtekkel sem
sikerlilt magat a mineralizaciot kivaltani 3 hétig folytatott kisérletek mellett sem. Az irodalmi
adatokat figyelembe véve is leginkdbb szarvasmarha simaizomsejteket hasznalnak a
kalcifikacios vizsgalatokban, mivel ezek a sejtek sokkal konnyebben mineralizalédnak, mint a
human simaizomsejtek. A sejteket a kisérleteinkben tovabbi 1,2 mmol/L inorganikus foszfat
¢s 0,9 mmol/L kalcium hozzaadasaval, kalcifikacios médiumban kezeltiik és igy a D3T ¢és vas
altal indukalt ferritin kalcifikaciés folyamatokat gatld hatdsat mar nemcsak az Alp
vonatkozdsdban, hanem a mineralizacios folyamatdban is lehetdséglink nyilt vizsgalni. A
mineralizéciot Alizarin Red festéssel és a direkt modon a depozitumok kalcium tartalmanak
mérésével is képesek voltunk detektalni. Kalcifikaciés médium hatdsara granularis
depozitumok jelentek meg a sejtkulturakban, melyek azonban teljesen hianyoztak a
novekedési médiumban kezelt kontroll esetekben, amit az Alizarin Red festés is jol mutat.
(7.a és 8.a abra) Sikeriilt kimutatni a vas és a D3T esetében is a granularis depozitumok
alacsonyabb szamat a kalcifikaciés médiummal kezelt sejtekhez képest. (7.a és 8.a abra) Az
extracellularis kalcium depozicid mértéke is dozisfiiggden csokkent mind vas, mind D3T
alkalmazasa soran ¢és mindkét esetben jelentds gatlas volt észlelhetd 25, ill. 50 pmol/L
koncentraci6 esetén. (7.b és 8.b abra) Nemcsak a vas, mint potens ferritin induktor, hanem a
D3T is képes kifejezett intracellularis ferritin szint emelésre (3-4. abra), ezért megvizsgaltuk,
hogy a megfigyelhetd jelentds gatld hatast a kalcium depoziciora képes-e az apoferritin
leutdnozni. A Kkisérletek soran a vasmentes ferritin forma 2 mg/mL koncentracidban
alkalmazva képes volt teljesen meggatolni a kalcium akkumuldlodasat az extracellularis
térben. (7.b dbra) A vas és D3T gatlo hatasanak hatterében a FtH szerepét feltételezve siRNA
technikaval specifikusan csendesitettiik el az adott gén mikodését, mellyel kb. 70%-os
hatékonysagot tudtunk elérni. (9.e abra) A sejteket ismételten vassal és D3T segitségével
kezelve mar a kalcifikdcios média jelenlétében sem sikeriilt a mineralizaciot gatldé hatéast
kimutatni. (9.a és ¢ abra) Ezen eredmények alapjan egyértelmiinek latszik, hogy a vas és D3T
extracellullaris mineralizacidt gatlé hatasdnak letéteményese és medidtora a megnovekedett
intracellularis FtH. A csontspecifikus oszteokalcin jelenléte az extracellularis matrixban jol
korreldl a simaizomsejtek atalakuldsi folyamataval. A sejteket 7 napon at kalcifikéacios
médiaval kezelve szignifikans emelkedést észleltiink az oszteokalcin szintben. (7.c és 8.c

abra) A vas és D3T is képes volt csokkenteni az oszteokalcin fokozott szintjét, mindezt
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dozisfiiggd modon. (7.c és 8.c abra) Az apoferritin hatdsara ugyancsak eltiint az osztekalcin
indukcio. (7.c dbra) A FtH elcsendesitésével a simaizomsejteket a kalcifikalo milidben vassal
¢s D3T-vel kezelve a kordbban észlelt oszteokalcin akkumulaciot gatlé hatast nem észleltiik
(9.5 és d és 10. abra) A fentieket 6sszegezve megallapithatd, hogy a ferritin, és azon beliil is a
H ferritin indukcidja a simaizomsejtek kalcifikacids és transzdifferenciacids folyamatainak

legfébb mediatora.
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7. abra: A ferritin in vitro indukciéjaval gatolhaté az inorganikus foszfat és kalcium altal kivaltott
vaszkularis simaizomsejt mineralizacio. A novekedési médiumot (GM) kiegészitve 1,2 mmol/l inorganikus
foszfattal és 0,9 mmol/l kalcium-kloriddal (kalcifikaciés médium) kalcifikaciot észleltiink. (A) Alizarin Red
festés segitégével jol lathatd a mineralizacid €s a ndvekvd dozisu vas és apoferritin kezelés hatasa is. (B) A vas
esetén is kimutathat6 5 napos kezelést kovetden. (C) A vas és az apoferritin is képes csokkenteni a kalcifikacios
médium okozta osztekalcin szint emelkedést. A simaizomsejteket 5 napon at kezeltiik névekedési (GM) vagy
kalcifikaciéos médiumban novekvd dozisa vas(Ill)-ammonium-citrat (12,5-25-50 pmol/l) vagy 2 mg/ml
apoferritin jelenlétében. Négy fiiggetlen kisérlet eredményeit abrazoltuk a fehérjetartalomra normalizalva
atlagérték+SD formaban. **p<0,01, ***p<0,001.
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6,25 125 25 50 6,25 125 25 50

8. abra: A ferritin farmakolégiai indukcidjaval gatolhaté az inorganikus foszfat és kalcium altal
kivaltott vaszkularis simaizomsejt mineralizacié. Novekedési vagy kalcifikaciés médiumban kezelve a
simaizomsejteket novekvé dozisu (6,25-12,5-25-50 pmol/l) 3H-1,2-dithiol-3-tion (D3T) jelenlétében 5 napos
kezelések alatt észlelheté a mineralizaciot gatlo hatas. (D) Alizarin Red festéssel jol lathaté a kalcifikécio,
melyet a novekvd dozist D3T képes csokkenteni a bemutatott reprezentativ képeken. A gatld hatds mind a
kalcium depozicio (E), mind az oszteokalcin (F) szintek meghatdrozasanal is a dozis emelésével aranyosan
jelentkezett. A grafikonokon 3 fiiggetlen kisérlet adatait abrazoltuk atlag+SD formaban. **p<0,01, ***p<0,001.
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9. abra: A vaszkularis simaizomsejtek mineralizacidojat gatldé mechanizmusok hatterében a
ferritin nehéz lanc (FtH) bir kiemelked6 szereppel. A simaizomsejteket a kezelések elinditasa elétt 24 oraval
negativ kontroll vagy FtH specifikus siRNA segitségével csendesitettiik el. A sejteket ndvekedési médiumban
(GM) vagy kalcifikaciés médiumban, 1,2 mmol/l inorganikus foszfat és 0,9 mmol/l kalcium hozzaadéasaval
kezeltiik 25 pmol/l vas(Ill)-ammoénium-citrat vagy 50 pmol/l 3H-1,2-dithiol-3-tion (D3T) jelenlétében 4 napon
keresztiil. Az FtH expresszio gatlasat kovetden nem kovetkezett be a vas expozicid utan csokkenés sem a
kalcium depozicié (A), sem az oszteokalcin (B) szintek vonatkozasaban. D3T kezelés sordn nem csokkent a
kalcium depozicié mértéke (C) és nem valtozott az oszteokalcin koncentracidja (D) sem.. ***p<0,001.
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10. abra siRNA kezeléssel specifikusan gatolhaté a ferritin nehéz lanc szintézise. A FtH siRNA
hatékonysagat Western blottal vizsgaltuk ¢s az FtH expressziojaban jelentkezé valtozast a gliceraldehid-3-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH) szintjéhez normalizaltuk denzitometraldas utan. Atlag+SD forméban abrazoltuk.
skeksk

p<0,001

6.6 D-vitamin receptor agonistak szerepe a csontsejtszerii transzformacioban

A paricalcitol képes volt emelni az Alp aktivitdsat simaizomsejtekben €s az indukalo
hatas az alkalmazott dozistol fliggéen emelkedett. (//.a dbra) Az kezelés soran alkalmazott
apo- és holoferritin ferroxidaz aktivitasa képes volt a paricalcitol altal indukalt Alp aktivités

emelkedést is legatolni. (/1.b dbra)
6.7 Kiilonb6zo D-vitamin receptor agonistak in vivo vizsgalata

Kalcitriol vagy paricalcitol terapidban részesiild, szekunder hiperparatire6zisban
szenvedd végstadiumu veseelégtelen betegek plazma mintajaval kezelve a simaizomsejteken
5 nap utan vizsgaltuk az Alp aktivitdsban bekovetkezd valtozasokat. A kalcitriol és a
paricalcitol is képes volt szignifikansan emelni az Alp aktivitasat, de a paricalcitol esetén
kisebb mértékii emelkedést tudtunk csak detektalni. Apoferritin in vitro hozzaadasa mellett az

induktortol fliggetleniil mindkét esetben észlelhetd volt az aktivitast gatlo hatas. (11.c dbra)
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11. 4bra: A D-vitamin analég vegyiiletei képesek a simaizomsejtek csontsejtszerii
transzformaciojat kivaltani. (A) A simaizomsejteket novekedési médiumban (GM) vagy aktivalt D3-vitamin
(kalcitriol) jelenlétében vagy novekvd dozisu paricalcitol (1-4-10-40-100 nmol/L) hozzaadasaval kezeltiink. 7
nap utan alkalikus foszfatdz aktivitast mértiink és amintak fehérje tartalmara normalizalva abrazoltuk az
értékeket atlag atlag+SD formaban. ***p<0,001. (B) A simaizomsejteket ndvekedési médiumban vagy tovabbi
40 nmol/L paricalcitollal kezelve a hozzaadott 2 mg/ml-es dozisu apo- €s holoferritin jelenlétében vizsgaltuk az
alkalikus foszfataz aktivitast, 2 fiiggetlen kisérlet sorozat duplikatumban kapott eredményei alapjan. ***p<0,001.
(C) Onkéntes dializalt betegektol dializis kezelést kovetden azonnal, majd az eldirt calcitriol/paricalcitol injekcid
beadasat kovetden tortént vérvétel. A gyogyszerek beadasat kdvetden 5 percig vartunk a megfeleld, egyensulyi
vérszint kialakuldsdig, majd levettik a mintdkat. A betegek plazma mintdit szérummentes médium
alkalmazésédval hasznaltuk fel 5 napon keresztiil a simaizomsejtek kezelésére, melyeket még tovabbi 2 mg/ml
apoferritin hozzdadasaval egészitettiink ki. Alkalikus foszfatdz enzimaktivitas meghatdrozdsanal a fehérje
tartalomra normalizaltuk az eredményeket, majd az igy kapott adatokat a betegek kozott észlelhetd igen nagy
variabilitds miatt az abrdzolasndl maximum és minimum értékek mellett a mediant és az interkvartilis
tartomanyokat is figyelembe vettiik.
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6.8 A dializis kezelés alatt végbemené valtozasok kiértékelése

Mindkét dializis modalitds mellett a kezelések alatt jelentds folyadékvesztéssel kell
szamolnunk, mely valtozd mértékli hemokoncentraciot idéz eld, amit a kolonbdzo
id6épontokban levett mintdk vorosvértest szamanak €s albumin szintjeinek meghatarozasaval
tudunk monitorozni. Az eredmények alapjan mind a vorosvértest szam, mind az albumin szint

szignifikansan emelkedett a kezelések soran, fiiggetleniil a modalitastol. (/2. abra)
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12. abra: A dializis kezelések alatt bekovetkezo ultrafiltracio jelentés hemokoncentraciot képes
létrehozni tekintet nélkiil a kezelés modalitasara. A hemodiafiltracio (HDF) és a hemodializis (HD) kezelések
0., 1. és 4. orajaban keriilt meghatdrozasra a vorosvértest (vvt) szam (A és B) és az albimun szint (C és D).
Parositott mintas t-probat végeztiink a vvt szamok és Wilcoxon-féle eldjeles rangszam préobat az albumin értékek
vizsgélata soran, hogy a megfelel6 p értékeket meghatarozhassuk. (n=28)
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A méréseink soran a tovabbiakban kapott eredményeket minden esetben a sejtszamok
vonatkozasdban a vorosvértest szamra, mig a szolubilis markerek esetén az albumin szintre
normalizaltuk. A hemokoncentracidhoz korrigalt vérlemezke szam folyamatos szignifikdns
csokkenést mutatott a 4 oras kezelés alatt, ami tekintélyes szekvesztraciot jelez a dializalo

rendszerben, leginkabb a dializator felszinéhez torténd kikotddés valoszintsithetd. (13. dbra)
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13. abra: A dializis kezelések alatt bekévetkezé vérlemezke szam csokkenés hatterében a fokozott
szekvesztracio all. Hemodiafiltracio (HDF) és hemodializis (HD) kezelés inditasakor, ill. 1 és 4 ora elteltével
hataroztuk meg a vérlemezke szamot. Parositott mintas t-probat alkalmaztunk a p értékek szamitasdhoz. (n=28)

6.9 Direkt vérlemezke aktivacios markerek

A vérlemezkék felszini P-szelektin értékek mar a dializis kezelések elejétdl kezdve
joval a korabban leirt 3% alatti referencia tartomany felettiek voltak.[49] (/4.a és b dbra) Ki
kell hangstlyozni, hogy az elsé mintak levétele el6tt megvartuk, amig a szerelék teljesen
feltoltodik vérrel, mely 4-5 perces folyamatot feltételez a dializald gépek esetén. gy
valojaban mar par perc eltelt a kezelésekbdl mikor a kezdeti minta (0. 6ra) levételre kertilt.
HD kezelés mellett magasabb felszini P-szelektin szinteket észleltiink, mint HDF esetén, mely
kiilonbség a kezelések idejének elérehaladtaval egyre kifejezettebbé valt. (2. tabldazat) Habar a
plazma mintdkban a szolubilis P-szelektin értékek medianja a kezelések végén a referencia
tartomanyban maradt mindkét esetben, meg kell emliteni, hogy jo néhany esetben észleltiink a
referencia felsd hatdranal magasabb értékeket. (/4.c és d abra) Bar a szolubilis P-szelektin
értekek a kezelés alatt emelkedést mutattak, de csak az 1 6rds mintdk esetén volt szignifikans

a kiilonbség az adatok kozott, €s abban az esetben is a HDF kezelés soran volt magasabb.
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14. abra: Dializis kezelések kozben emelkedik a P-szelektin szint. A felszini P-szelektin (A és B) és
a szolubilis P-szelektin (C és D) szintekben bekovetkezd valtozasok lathatéak hemodiafiltracios (HDF) és
hemodializis (HD) kezelések alatt 0, 1 és 4 o6ras idOpontokban. A besziirkitett teriilet az adott paraméter
referencia tartomanyat mutatja. A p értékeket Wilcoxon-féle eldjeles rangszdm proba segitségével hataroztuk
meg. (n=28)

6.10 Vérlemezke-fehérvérsejt aggregatumok

A vérlemezke aktivacid nyomon kovetésére indirekt aktivacios tesztet is alkalmaztunk,
mely sordn a heterotipikus aggregatumokat vizsgaltuk. A monocyta-vérlemezke
aggregatumok vizsgalata soran kifejezett emelkedést észleltiink, mely a korabban az
irodalomban altalunk is leirt 38%-os kontroll csoport értékhez képest meglepden magasnak
bizonyult.[52, 53] Az aggregatumok aranya folyamatos emelkedést mutatott a vesepotlo
kezelések alatt, és minden esetben magasabb volt HD kezelés esetén és a kiillonbségek
szignifikansnak is adodtak statisztikailag. (/5.a és b abra) Az eldzével megegyez6 tendenciat
sikerlilt megfigyelni a neutrofil-vérlemezke aggregdtumok ardnyanak valtozasdban a

kezelések alatt. (15.c és d abra) Ugyancsak szignifikdnsan magasabb értékeket kaptunk HD
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kezelés kapcsan a monocyta-vérlemezke aggregatumok vonatkozasdban minden

idépontban HDF kezeléssel dsszehasonlitva.
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15. abra: A heterotipikus aggregatumok szintje folyamatos emelkedést mutat a dializis kezelések

alatt. A monocita-vérlemezke (A és B) és a neutrofil-vérlemezke (C és D) aggregatumok szintjét dbrazoltuk
hemodiafiltracios (HDF) és hemodializis (HD) kezelések 0., 1. és 4. érajaban. Wilcoxon-féle eldjeles rangszam
proba alkalmazasaval szamoltuk a p értékeket. (n=28)

6.11 Kontroll mérések

A méréseink sordn a vérlemezke aktivacid direkt és indirekt markereiben észlelt
szignifikansan emelkedett értékekkel Osszefliggd valtozok meghatirozasara is kisérletet
tettlink. E16sz0r a vér aramlési sebességét vizsgaltuk. A 0 6ras mintak esetén sem HD, sem
HDF kezelés mellett nem lehetett korrelaciot taldlni a vizsgélt aktivaciés markerek
vonatkozasadban. A valtozasok a felszini P-szelektin, a szolubilis P-szelektin, monocyta- és
neutrofil-vérlemezke heterotipikus aggregatumok esetében a kezelések 4. orajaban levett

mintdkban sem mutattak Osszefiiggést a pumpa fordulattal, filiggetleniil a kezelési
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modalitastol, igy Osszességében kijelenthetjiik, hogy a megfigyelt valtozasok nem fliggnek
Ossze a vér pumpa sebességével. Tovabba nem sikeriilt kapcsolatot igazolni a dializisben
eltoltott id6 és a leirt valtozasok vonatkozasaban. A késdbbiekben ujabb kisérleteket
végeztlink annak bizonyitdsara, hogy a 0 6rds mintak esetén észlelt magas aktivacios értékek
hatterében allhat-e a dializaldé gép szerelékének feltoltése kozben torténd leukocyta és/vagy
vérlemezke aktivacid. A feltételezésiink igazolasara néhany beteg esetén az AV-fisztula
szurasat kovetden, még a szerelékhez csatlakozas el6tt tortént a vérvétel, ezek lettek a
predialitikus mintak. A mérések soran szignifikdns csokkenést €szleltiink a vérlemezke és
fehérvérsejt szamban a predialitikus €s 0 oras mintak kozott (16.a és b dabra), tovabba az
aktivacios markerek szintje is magasabbnak adodott a 0 6ras mintdkat a predialitikus

mintakkal 6sszehasonlitva. (16.c és d abra)
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16. abra: A fokozott vérlemezke aktiviacidé mar a beteg dializilo géphez csatlakoztatasakor
megkezdédik. Hemodiafiltracids kezelés mellett mintavétel tortént nemcsak a szerelék vérrel valo feltoltését
kovetden (0. o6ra), hanem a beteg arterio-venodzus fisztulajanak szarasakor is (predializis). A vérlemezke (A) és
fehérvérsejt (fvs) szam (B) meghatarozas mellett a mintdkbol a felszini P-szelektin (C) és a monocita-
vérlemezke aggregatumok (D) szintjét is mértik. A p értékeket Wilcoxon-féle eldjeles rangszam proba
segitségével hataroztuk meg. (n=21)
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Mivel a heparin 6nmagaban is képes a vérlemezkék aktivaciojara, igy logikusan
adodott a gondolat, hogy a kezelések alatt létrejovo aktivacios paraméter valtozasok
hatterében milyen szerep jut a heparinnak. Az in vitro kisérletekhez 3 végstadiumu
veseelégtelen betegektdl vettiink a heti elsd dializis kezelést megel6zéen mintdkat, majd
kiilonb6zé koncentracidban adtunk konvenciondlis heparint a vérmintakhoz, hogy
meghatarozhassuk milyen szerepet is jatszik a vérlemezkék aktivaciojaban. Legeldszor a
vagy 2 U/mL konvencionalis heaprin jelenlétében inkubaltuk 5 vagy 60 percen keresztiil. Az
inkubaciot kovetden a mintakbdl felszini P-szelektin és leukocyta-vérlemezke heterotipikus
aggregatum meghatarozast végeztiink aramlasi citométer segitségével és a nem heparinizalt
mintakkal hasonlitottuk G6ssze a kapott eredményeket. Az in vitro kisérleteink soran a
heparinizacié kapcsan nem sikeriilt valtozast megfigyelni a P-szelektin expresszidjaban vagy
a heterotipikus aggregatumok mennyiségében. Igy kijelenthetjiik, hogy a korabbi kisérleteink

soran észlelt valtozasok és a heparinizacio kozott nincs 0sszefliggés. (17. abra)
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17. abra: In vitro a heparin nem képes vérlemezke aktivaciot kivaltani dializalt betegek
vérmintaiban. A konvencionalis heparint kiilonb6z6 dézisban (0,5-2 U/mL) a betegek mintaihoz adva 5, ill. 60
perces inkubalast kdvetden tortént felszini P-szelektin (A), monocita-vérlemezke (B) és neutrofil-vérlemezke (C)
aggregatum szint meghatarozas. Wilcoxon-féle el¢jeles rangszam proba alkalmazasaval szamoltuk a p értékeket.
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6.12 Endotél sejt aktivacio

Az extrakorporalis keringés kapcsan bekovetkezd endotél sejt sériilés régota ismert, és
leggyakrabban a szolubilis E-szelektin (sE-szelektin) €¢s von Willebrand faktor (vVWF) antigén
szintjének valtozasat vizsgalva ki is mutathat6. Minden id6pontot figyelembe véve is csak
néhany esetben észleltiink a gyartd altal javasolt fels6 referencia hatdrnal (51 ng/mL)
magasabb sE-szelektin szintet. A mérések sordn nem észleltiink kiilonbséget a kezelési
modalitdsok kozott és a kezelések alatt a sE-szelektin medianjai sem valtoztak. A vWF
antigén vonatkozasaban sem sikeriilt kimutatni valtozast a kezelési tipusok kozott, azonban a
sE-szelektin és a vWF antigén szintje is emelkedést mutatott HD kezelés esetén, mely a von

Willebrand faktor esetén szignifikans is volt. (/8. abra)
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18. abra: Az endotél sejt aktivaciot hemodializis kezelés kapcsin lehetett kimutatni a von
Willebrand faktor emelkedésével. Hemodiafiltracio (HDF) és hemodializis (HD) kezelések 0., 1. és 4. 6rajaban
hataroztuk meg a szolubilis E-szelektin (A és B) és a von Willebrand faktor (vWF) antigén (C és D) szinteket.
Wilcoxon-féle eldjeles rangszam proba alkalmazasaval szamoltuk a p értékeket. (n=28)
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7 DiszKusszio

A human aorta simaizomsejtek vizsgalata sordn észlelt eredményeink egyértelmiien
alatdmasztjak a H-ferritin gatlo szerepét a simaizomsejtek mineralizacidjat €s csontsejtszerti
atalakuldsat kiséré folyamatokban. A transzformacids folyamatot BGP és/vagy kalcitriol
jelenlétében sikeriilt kimutatni. Ezen kisérletek igazoltdk a korabban inorganikus foszfat és
nagy dozisu aktivalt D-vitamin hatasara leirt HAoSMC kalcifikaciot.[26, 54, 55] Az alkalikus
foszfataz expresszidjanak nyomon kovetésével képesek voltunk a mar korabban leirt médon
HAoSMC csontsejtekké torténd atmenetét vizsgalni. [18] A H-ferritin hatdsat sikeriilt
kimutatni a kalcifikacios folyamatok gatlasaban fliggetleniill magatél az induktortol.
Osszefiiggésben az elézéekkel pedig maganak a ferroxiddz aktivitasnak tudtuk igazolni az
elsddleges szerepét a mineralizaciés folyamatokban. A ferritin alternativ modon torténd
indukcigjat sikertilt elérniink a korabban csak kemoterapidk mellékhatdsainak csokkentésére
hasznalt D3T alkalmazéséaval.[32, 33] A D3T hatasara kialakult ferritin indukcién keresztiil
gatolni tudtuk a simaizomsejtek transzdifferencidcios folyamatat és meg lehetett el6zni az
terapiaban részesiild végstadiumu veseelégtelen betegek szérum mintai segitségével
csontsejtszerli transzformaciot igazolni a tenyésztett HAoSMC sejtkulturdkban, melyeken
aztan a FtH hozzaadasaval ugyancsak gatld hatést talaltunk.

A kardiovaszkularis betegségek sajnos tovabbra is a vezetd halalokok kozott
szerepelnek az eldrehaladott kronikus vesebetegség €s a végstadiumt veseelégtelenség
vonatkozasaban.[13, 56, 57] Az illesztett kardiovaszkularis eredeti haldlozas bizonyitottan
10-20-szor gyakoribb a kronikus vesebetegekben az atlag populdcidhoz viszonyitva.[58] Az
emelkedett prevalencia hatterében, legalabb is részben a fokozott vaszkularis kalcifikacio
all.[59] A vaszkularis kalcifikacid felgyorsulasdban egyértelmiien az urémias miliének van
fontos szerepe, amit alatamaszt a mar fiatal korukban is vesepotlo kezelést igényld betegek
esetén a sziv és érrendszeri betegségek kifejezetten emelkedett kockézata.[60, 61] Az
emelkedett inorganikus foszfat szint Onmagdban is szignifikans rizik6 faktor és a
kalcifikacioban betoltott szerepét mar tobb tanulmanyban is elsddlegesnek irtdk le.[62] A
mineralizécios folyamatok hatterében egyéb induktorokat is sikeriilt azonositani.[63] A D-
vitamin receptor agonistdkkal kapcsolatban is jelentek meg kozlemények, melyekben az
érrendszer fokozott meszesedésérdl szamoltak be. Azonban a kiilonb6zd vegyiiletek
alkalmazasa soran jelentdés eltérések tapasztalhatoak.[15, 25] A  végstadiumu

veseelégtelenséghez gyakran tarsuld szekunder hiperparatiredzis terdpidjaban széles korben
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alkalmazzak a kalcitriolt és analdég vegyiileteit. Ismert az irodalomban, hogy a vaszkularis
simaizomsejtek D-vitamin receptort expresszalnak és kalcitriol hatasara tovabb emelkedik a
receptorok szama. Korabbi vizsgalatok eredményei alapjan a kalcitriol tobbféleképpen képes
hogy az élettani szintet meghaladé dozirozas esetén mind in vitro, mind allatmodellekben
képes a kalcitriol a vaszkularis kalcifikacié kialakuldsat eldsegiteni.[64] Az eredményeket
figyelembe véve a kalcitriol a simaizomsejtek mineralizacijat a RANKL/osteoprotegerin
arany emelésével gyorsitja fel.[25] A fentebb emlitettek tények alapjan esett a valasztasunk a
foszfat és kalcitriol, mint kalcifikaciét fokozo anyagok hasznalatara.

A ferritin egy Osi szférikus relative igen nagy fehérje, mely igen konzervativ harom-
dimenzios szerkezettel rendelkezik ¢és a legfontosabb intracelluléris vastarolé molekula.[65,
66] A ferritinek a szférikus fehérjeburokban egymasra igencsak hasonlitd csaladot alkotnak,
kifejezetten a vas megkoOtésére és hatalmas mennyiségben torténd tarolasara tervezve
biztonsagos, szolubilis és mégis konnyen hozzéaférhetd formaban. A ferritin molekula 24
alegységbdl épiil fel, melyek a nehéz (heavy, H) és konnyi (light, L) lancok valtozatos
kombinaci6jabol rakodik Ossze, melyben szerepe van az adott sejt vashaztartasanak, szovet-
¢s szervspecificitasanak. A két ferritin polipeptid igen hasonld szerkezetli, de csak a
nehézlanc rendelkezik ferroxiddz aktivitdssal, mely képes a vas redox allapotai kozotti
atalakulast katalizalni, ezaltal biztonsdgosan a ferritin molekula belsejében 1étrehozni egy vas
magot. A Fe*™ ionb6él Fe™ ion keletkezése soran felszabaduld elektron a vas mag koriil
delokalizalt formaban passzivan koveti a raktarozasi folyamatot. Maximalisan egy ferritin
molekula esetén 4500 vas atom épiil be ionizalt formaban a belsé magba. A sejt a szamara
pillanatnyilag felesleges vastol szabadulva a ferritin molekula segitségével képes tarolni a
veszélyes kationt, melyet azonnal képes mozgositani amennyiben sziikséges a sejt ¢lettani
folyamataihoz.[65, 66] Jelen tuddsunk a ferritinnel €s a bioldgiai funkciojaval kapcsolatban az
utdbbi évtizedben lett sokkal szélesebb korli, kdszonhetden annak, hogy mar nemcsak a vas
metabolizmusanak ¢és homeosztizisanak fenntartasaért felelés funkcigjat, hanem egyéb
¢lettani és korélettani folyamatokban betdltott szerepét is megismertiik.[27, 46, 67-70]
Korabban mar sikeriilt bizonyitanunk, hogy a hem ¢és vas altal medialt FtH indukcio képes
gatolni a magas inorganikus foszfat indukdlta kalcifikaciét ¢és csontsejtszeri
differenciaciot.[27] A ferritin hatdsa Osszetett, transzkripcids szinten jelentkezd folyamatot
feltételez, mivel sikeriilt igazolnunk, hogy hatdsa nem direkt médon jelentkezik és igy nem
képes gatolni a sejtek inorganikus foszfat felvételét a natrium-foszfor ko-transzporter Pit-1

funkcidjanak befolyasolasa révén.[27] A megfigyelt gatlé hatas hatterében pedig sikeriilt a
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ferritin nehéz lanc ferroxiddz aktivitdsanak szerepét igazolni.[27] Ugyancsak meg kell
emliteni, hogy a FtH nemcsak aktivan képes a csontsejtszerii atalakuldst gatolni, hanem képes
a csontsejtek aktivitasat csokkenteni a Cbfa-1 szintjének csokkentése révén.[27, 70] A Cbfa-1
jelen tudasunk alapjan az oszteogenezist mediald legfontosabb transzkripcids faktor, mely
felelés a csontsejt specifikus gének expresszidjanak szabalyozasaért.[71] Elséként sikertlt
igazolni a kapcsolatot a kronikus vesebetegség kapcsan oly gyakran jelentkezd megvaltozott
vas haztartds és a vaszkuldris kalcifikacio kozott. A vesepotld kezelésre szoruld betegek
esetén sokkal gyakrabban kell stlyos wvashiany kialakuldsaval szamolnunk, melynek
hatterében olyan bandlis okokat is talalunk, mint a gyakori vérvételek és sajnos sokszor a
dializis kezelések alkalméaval is veszithetnek néhdny milliliter vért.[72] A hepcidin
expresszioja és szekrécidja egyarant fokozodik kronikus gyulladasos folyamatokban, mint
példaul a kronikus vesebetegség, igy jelentdsen képes csokkenteni a ferroportin lizoszomalis
valnak a vas sejtszintli kivalasztasara. A hepcidin attételesen funkcionalis vashidnyhoz és
vérszegénységhez vezet a bélhamsejtek vas felszivoddsdnak gatlasdval és a vas
ujrahasznositasat végzo retikulo-endotelidlis rendszerben a vas visszatartasaval. Ezek alapjan
érthetd miért is olyan gyakori a vashidny a veseelégtelen betegekben €s, hogy miért észlelhetd
dramai csokkenés a sejten beliili ferritin expresszidban. Feltételezésiink szerint ez a csdkkenés
okolhaté a fokozott kalcifikdcié hatterében, ezaltal az emelkedett foszfat szinttel egyiitt
részben magyarazva is az urémia €s a fokozott kardiovaszkularis haladlozas kapcsolatat. A
ferritin expresszidjanak fokozéasa terapias konzekvencidval rendelkezhet, emiatt dontottiink
ugy, hogy potencidlis farmakologiai induktorokat probalunk ki kalcifikdciés modelliinkben.
Kivancsiak voltunk, hogy a gyogyszeres stimulalast kovetden képesek vagyunk-e hasonld
gatlo hatast észlelni, mint a vas indukcié kovetkeztében képzddd ferritin esetében. A
voksunkat a D3T mellett tettiik le, melyet daganatos betegségek megelézésében és
bizonyitottan anti-oxidans hatdssal rendelkezik. Sikeriilt igazolnunk a D3T hatasara
indukalodott ferritin gatld hatasat simaizomsejteken az inorganikus foszfat és kalcitriol altal
kivaltott csontsejt iranyu atalakuldsban. A D3T a keresztesviraguak rendjébe tartozéd
novényekben természetes modon is eléforduld vegyiilet, azonban human alkalmazésra eddig
még nem torzskonyvezett, de szamos tanulmanyban igazoltak mar jotékony hatasat.
Osszefoglalva vizsgalatunk eredményeit kijelenthetjiik, hogy a H-ferritin indukci6jan
keresztiil a simaizomsejtek transzformacidés folyamata csontsejtszerii sejtekké jelentds

mértékben gatolhatd. Az eredmények a korabbi kozléseknek ¢és kutatdocsoportunk
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eredményeinek is tovabbi bizonyitékaul szolgaltak. A parenteralisan adott vas nagy
mennyiségben reaktiv oxigén gyokdk kialakulasat idézheti eld igy hatalmas az igény, olyan
alternativ lehetdségek irant, melyek a ferritin szintézis fokozasan keresztiil képesek a
vaszkularis kalcifikaciot gatolni. Allatkisérletek és tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
eldontésére, hogy a D3T megallja-e helyét és idovel preventiv és/vagy terapias lehetdségként
szdmolhatunk-e majd vele.

A vérlemezke aktivacid vizsgalata kapcsan Osszességében sikeriilt jelentds
valtozasokat detektalnunk az aktivacios markerek szintjében a két kiillonbozo kezelés tipus
kozott. A vérlemezke szdm €s a szolubilis P-szelektin értékeiben a kezelések alatt észlelt
folyamatos emelkedés ellenére csak néhany esetben sikeriilt szignifikans kiilonbséget igazolni
a kezelési modalitdsok egymadssal torténd Osszehasonlitidsa sordan. A heterotipikus
aggregatumok kialakulasa a kordbbi vizsgalataink sordn nyert adatokhoz képest is fokozott
mértékben volt megfigyelhetd, mely a kezelések soran tovabb emelkedett, kiilondsen igaz volt
ez a hemodializis esetében. A monocita-vérlemezke aggregatumok esetében szignifikdnsan
magasabb szinteket talaltunk HD esetén, mint HDF kezelések soran. A neutrofil-vérlemezke
aggregatumok szintjének valtozéasa is folyamatos emelkedést mutatott az id6 fiiggvényében,
de sokkal kisebb szignifikancia szint mellett. Az endotél sejtek aktivacidos markereinek, mint
az E-szelektin és von Willebrand faktor, emelkedését csak a HD csoportban sikertilt kimutatni
és ott is csak a vVWF esetén sikertilt szignifikans kiilonbséget talalni. Korabbi vizsgalatainkbol
szarmazo ¢s az irodalmi adatok felhasznaldsaval sokkal komplexebb folyamatként
tekinthetiink a kronikus vesebetegségben jelentkezd hemosztazis eltérésekre, melyben
egyszerre jelentkezhetnek vérzéses és trombotikus epizodok. E kettds eltéréseket épp a
vérlemezkék specialis funkcidival tudjuk magyarazni. A kronikus vesebetegek vérlemezke
funkcioéit vizsgalva gyakran észlelhetiink eltéréseket, melynek hatterében az urémias toxinok,
a nitrogén oxidok megnovekedett termelése és az anaemia allhat, ugyanakkor a dializalt
betegek vérlemezkéi a kezelések alatt folyamatosan aktivalt allapotban vannak ¢és a kezelések
ismétlédése sordn alakul ki az ugynevezett ,.kimeriilt vérlemezke szindroma™.[75, 76] Még a
legkorabbi vizsgalatok is leirtdk a vérlemezke-leukocyta aggregatumok megjelenését a
dializis kezelések alatt, de inkabb csak a primer vérlemezke aktivaciohoz kototték.[77] Mar
abban az iddben is fontos biokompatibilitasi markerként tekintettek az aggregéciora.[78]
Késobbi vizsgalatok igazoltdk a vérlemezkék becsapdazodasat és részleges kotddését
kiilonosen a nagyobb vérlemezkék esetén az extrakorpordlis keringésben, és felmeriilt a

szolubilis markerek, mint példaul a béta-thromboglobulin szerepe a vérlemezkék

crer
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¢s elektronmikroszkép alkalmazasaval vizsgaltak.[80] A  dializdl6 ~membranok
biokompatibilitdsa tobbek kozott a vérlemezkék szdmanak monitorozasaval egyszeriien
vizsgalhato €s az utobbi id6ben hasznalatos nagy biokompatibilitast membranok esetén, mint
a poliszulfon is mar csak elenyész6 mértékben észlelhetd vérlemezke szam csokkenés.[81] A
vizsgalatunk sordn a kivald biokompatibilitds ellenére szignifikdns kiilonbséget talaltunk a
vérlemezke szam csokkenésében mindkét kezelési mod kapcesan, bar dramaian nagy valtozast
azért nem észleltiink.

A hemodializis kezelés kapcsan nemcsak a vérlemezke aktivacio, hanem a leukocitak
aktivacioja is megfigyelhetd létrehozva ezzel a heterotipikus aggregatumokat. A kronikus
vesebetegek esetén mindig szdmolnunk kell a szervezetiikben folyamatosan jelen 1évé kisfokt
gyulladassal. A gyulladdsos markerek szintjét tobbek kozott befolyasoljak a fertdzések,
szamos kisérObetegség ¢és a dializis kezelések, mint intermittdld stimulusok.[82] Az egyik
legalapvetébb gyulladasos marker a C-reaktiv protein esetében mar régota ismert, hogy képes
a prokoagulans faktorként viselkedni a monocitdk szoveti faktor expresszidjanak fokozasan
keresztiil.[83] Az aktivalodott vérlemezkék kotddése a monocitakhoz és neutrofilekhez a P-
szelektin fehérjén keresztiil valosul meg, de a kotés létrejottéhez sziikséges a P-szelektin
glikoprotein ligand 1 (PSGL-1), mely citokinek hatasara jelenik meg a sejtek felszinén.[84]
Sajat megfigyelésiink alapjan az dramlési citométerrel végzett vizsgalatok a legérzékenyebbek
a vérlemezke és/vagy leukocita aktivaci6 kimutatdsaban, ha a két kezelési modalitast kell
egymassal Osszehasonlitanunk. A jelentds emelkedés az arany-standardnak szamito
vérlemezke P-szelektin szintjében arra enged kovetkeztetni, hogy a nagyon magas
heterotipikus aggregatumok aranya a mieloid vonal sejtjei és a vérlemezkék kozott leginkabb
elsddlegesen a vérlemezkék aktivaciojabol indul ki, ahogy ezt a korabbiakban is
feltételezték.[85] Ezt a jelenséget gyakorlatilag a kezelés legelején, még a dializalod szerelék
vérrel torténd feltoltése alatt is észleltiik és a fisztula szuraskor levett induldsi adatokhoz
képest is szignifikans emelkedést mutatott az eltelt néhany perc alatt is. Mivel ilyen rovid id6
alatt a visszaaramlas érdemben elhanyagolhat6, igy a megfigyelt eredmények hatterében
leginkabb a fokozott turbulens dramlas allhat. Korabbi klinikai vizsgélataink alkalmaval mar
sikerlilt igazolni emelkedett vérlemezke P-szelektin szinteket és monocita-vérlemezke
aggregatum aranyt obez ¢s diabeteses betegekben, tovabba korondria sztent implantaci6 soran
kontroll egyénekhez képest.[49, 50, 52] Mindamellett meg kell jegyezniink, hogy ilyen
mértékii emelkedést az aggregacioban nem sikeriilt igazolni korabban még egyetlen beteg

csoport kapcsan sem, mint a jelen tanulmanyunkban HD és HDF kezelés esetén. Habar
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korabbi vizsgalatok mar utaltak az aggregatumok lehetséges szerepére a koros vaszkularis
folyamatok patofiziologidjaban, mint példaul a fokozodo artérids merevség, melynek pontos
kérfolyamata még mindig magyaréazatra var.[86] Mindazonaltal a szolubilis faktorok szerepe
feltételezhetd a vérlemezke/leukocita aktivacio hatterében, mivel a koéros folyamatok
propagalasadban a vér dramlasa folytdn az egész szervezetre kifejthetik hatasukat valoszintileg
a komplement rendszer aktivaldsan keresztiil.[87] Kordbban mar sikeriilt igazolni a HDF
kezelés kiméletesebb hatdsat a bal kamra diasztolés funkcidjat vizsgald sziv ultrahangos
paraméterek esetén HD kezeléssel szemben.[88] A vérlemezke aktivacio markereiben
bekovetkezd valtozadsok megfigyelését tiztik ki célul 6sszehasonlitva a kiillonbozd dializis
kezelési tipusokat.

Jelen munkankban kiilon figyelmet forditottunk a hemodializis és hemodiafiltracios
kezelések kozott észlelhetd kiilonbségekre a vérlemezke aktivaciéd direkt és indirekt markereit
vizsgéalva a lehetséges elonydsebb tulajdonsagok vonatkozasdban. A dializis kezeléseket
kiilonbozd effektiv  feliiletli dializatorok segitségével végeztik. A megfeleld feliilet
kivalasztasanal tobbek kozott a betegek testtomegét, a sziikséges hatékonysdgi mutatok
elérését és az alkalmazott vér pumpa fordulatot vettiik figyelembe. A vizsgalatba végiil bevont
28 beteg dontd tobbségében, 24 esetben FX60-as, 3 betegnél FX600-as még 1 beteg esetében
FX800-as dializator hasznalataval értiik el a legmegfelelobb paramétereket. Az alkalmazott

2 effektiv értékkel birt. Mivel a kezelési

dializatorok effektiv feliilete rendre 1,4-1,6-2 m
paraméterek sajatossagabdl adodoan a dializatorokon valtozast nem kivantuk valtoztatni, igy
az eltérd, és amugy igen kis esetszam miatt érdemi statisztikai analizist nem tudtunk végezni
az aktivacids markerek ¢€s a dializator felszinének vonatkozasaban.

Habar az egyik legutobbi meta-analizis soran hasonld szenzitivitas volt észlelhetd a
vaszkularis eltérések kapcsan mind a szolubilis, mind a vérlemezke asszocialt P-szelektin
esetében, ugyanakkor a dializis kezelés alatt egylittesen vizsgalva e két markert mar sokkal
szembetlindbb a kiilonbség és bizonyithatdan joval magasabb a vérlemezke P-szelektin
érzékenysége a szolubilis P-szelektinnel szemben.[47] Michelson altal mar korabban is
javasolt modon a legérzékenyebb vérlemezke aktivacioban hasznalatos mérési modszer a
monocita-vérlemezke konjugatum mennyiségének meghatarozasa, mivel a vérlemezkékbdl a
P-szelektin képes a keringésbe keriilni.[89] A beteg csoportunkban megfigyelt adatokat
figyelembe véve a vérlemezke-leukocita aggregatumok ugyancsak kivald szenzitivitassal

rendelkeznek még a kozel maximalis értékek esetén is, melyeket gyakorlatilag csak in vitro

kisérletek soran tudtunk reprezentalni agonista stimulalast kovetoen.
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Szemben a vérlemezke aktivacidos markerekkel a szolubilis endotél aktivaciés marker
E-szelektin esetében nem sikeriilt valtozast kimutatnunk a kezelések alatt. Az E-szelektin
szintézise de novo az endotél sejteket ért stimulusok hatdsara tud emelkedni és ennek
megfeleléen mind az expresszid kialakulasdhoz, mind a véraramba keriiléshez tekintélyes
idoére van sziikség. Ellentétben az E-szelektinnel a von Willebrand faktor az endotél sejtek
Weibel-Palade testecskéiben raktarozodik €s képes azonnal mobilizalodni, amint az endotél
sejt aktivacioja bekovetkezik. Valosziniileg ezzel magyardzhatd a dializis kezelések alatt
¢észlelt kiilonbség a két fehérje szintjében és ez lehet az oka, hogy példaul a HD kezelés soran
miért emelkedhetett meg szignifikdnsan a kezelés végére. Itt kell megjegyezniink, hogy az
endotél sejtek aktivacidja sordn a Weibel-Palade testekbdl P-szelektin is felszabadul, azonban
még ezt figyelembe véve sem sikeriilt, olyan érzékenységet elérnie, mint a sejtfelszini
markerek esetében. A vérlemezke aktivaci6 markereinek mérete igen fontos szempont
esetleges a dializatoron keresztiil torténd eltavolitas miatt. Az E-szelektin 115 kDa, a P-
szelektin 140 kDa és a von Willebrand faktor monomerje pedig 250 kDa molekulasulyu. A
monocita-vérlemezke konjugatum atmérdje legalabb 15 pm. A gyari katalégus adatokat
figyelembe véve az FX CorDiax dializatorok porus mérete fliggetleniil az effektiv felszintol
minden esetben megegyezik, kb. 10 kDa méretli. Ilyen pérus méret mellett az Gn. Sieving
koefficiens, ami megmutatja, hogy az adott molekula milyen ardnyban oszlik meg a
féligateresztd membran két oldaldn az alkalmazott dializatorok esetében albuminra
vonatkoztatva kisebb, mint 0,001. Az albumin kb. 70 kDa molekulastlyat meghaladé fehérjék
esetén még ennél is kisebb az anyagok atjutasanak lehetdsége, tehat a kisérletek soran észlelt
elvaltozdsok hatterében biztosan nem kell az esetlegesen kidializalt mennyiségekkel
szamolnunk. A sejtes elemek szamara pedig lehetetlen atjutni a dializator kapillarisan.

Az el6zdekben részletezett megfigyelések alapjan tehat kijelenthetjiik, hogy a HDF a
HD kezeléshez képest sokkal kiméletesebb hatasu, mely igy kevésbé befolyésolja vaszkularis
rendszert. A hattérben all6 folyamatokat a két dializis kezelés tipus alapvetden eltérd fizikai
mechanizmusai magyarazhatjdk. Bar mindkét modalitds sordn ugyanazt a tipusu dializatort
hasznalja, ugyanazzal a porus mérettel, de amig HD sordn a salak anyagok eltavolitasa csak
diffuzio atjan valésul meg, addig HDF kezelések alatt konvektiv transzport is zajlik. A
konvektiv transzport 6nmagaban is képes kis ¢és kdzepes méretii, kb. 5-40 kDa molekulastlyu
proteinek kivalasztasat dramaian fokozni mindamellett, hogy a kisebb molekulak esetén is
nagyobb mértékii az eltavolitas, mint HD esetén. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek majd

annak eldontésére, hogy a HDF esetén ¢észlelt alacsonyabb aktivacid hatterét lehet-e
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magyardzni a vérlemezke aktivacioban résztvevd egyéb faktorok megnovekedett

crer
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8 Osszefoglalas

A kronikus vesebetegség legstlyosabb stadiuméban, amikor mar végstadiumu
veseelégtelenségrol beszélhetiink, olyan mértékben csokken a salakanyagok kivalasztasa és
gyakran ezzel parhuzamosan a vizelet mennyisége is, hogy valamilyen forméban mar a kies6
vesefunkciot potolni sziikséges. A vesepotlo kezelésektdl fliggetleniil is sajnos a betegeink
fokozott kardiovaszkularis rizikoval rendelkeznek. A megnovekedett riziké hatterében mar
vannak jol ismert, kutatécsoportunk altal is azonositott faktorok (pl.: inorganikus foszfat,
vashidny, stb.), ill. irodalmi adatok alapjan szdmos olyan tényezd (pl.: D-vitamin és analog
vegyliletei, kumarin szdrmazékok, stb.), melyek eldsegitik a vaszkularis kalcifikacio
kialakulasat, progressziojat. A vaszkularis kalcifikdcio specialis formdajanak szamitod
Monckeberg-féle mediasclerosis tipusosan a kronikus vesebetegséghez tarsuldo korkép.
Azonban a kronikus vesebetegség kialakulasat el6idézd, vagy ,,csak” a vesebetegséghez
tarsultan jelentkezd tarsbetegségek kapcsan gyakran az atlag populécidban gyakori
intimasclerosis is megfigyelhetd betegeinknél. Ilyen esetekben a vaszkulatura karosoddsa

nagysagrendekkel gyorsabban zajlik.

crer

crer

irodalomban is Gjnak szamitd eredményként sikeriilt bizonyitanunk a hemodiafiltracios
kezelés kedvezdbb hatasat a vérlemezke aktivacid vonatkozasaban.

Mindkét munkdm sordn probaltunk olyan teriileteket vizsgalni, melyek a végstadiumu
veseelégtelen betegek fokozott kardiovaszkularis rizikojanak hatterében lejatszodo
patofiziologiai folyamatok részletesebb megismerése révén segithet a mindennapi gyakorlat

szamara is hasznos terapias lehetdségek kidolgozasaban.
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9 Summary

Cardiovascular risk is elevated among chronic kidney disease patients and it is
independent from the modality of renal replacement therapy. Cardiovascular risk is increasing
in parallel with the progression of CKD.

There are many well-known pathophysiological factors in the background of increased
CV risk, some of them are also confirmed by our research group (e.g. high inorganic
phosphate, iron deficiency, etc.), while others can be found in the literature as inducers of
vascular calcification (e.g. vitamin D and its analogues, coumarin derivatives, etc.).

We demonstrated an in vitro model for Monckeberg’s type mediasclerosis of vascular
smooth muscle cells with activated vitamin D and beta-glycerophosphate. Induction of ferritin
heavy chain expression and its ferroxidase activity inhibited succesfully the process of
calcification. Among the inducers we used iron and other alternatives.

The changes in platelet count and platelet function are also crucial in the aetiology of
vascular diseases. We proved that platelet activation is increased in patients during the
dialysis treatments. Our research group was the first to show that haemodiafiltration modality
is more favourable in this respect.

The aim of both studies was to recognize complex pathophysiological processes
resulting in an increased cardiovascular risk of patients with end-stage renal disease and find

new potential therapeutic strategies for everyday use.
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14 Fiiggelék

A vaszkularis kalcifikacio vizsgalata soran az immun fluoreszcens festéseket Dr.
Banyai Emese végezte, a kalcium depozicidé kvantifikalasat, az Alizarin Red festést és az
oszteokalcin mérést Sikura Katalinnal kozdsen végeztiik.

A thrombocyta funkcid vizsgalata sordn a betegek bevalogatasat és a mintak levételét
kovetden a mintak elOkészitése és a mérések Prof. Dr. Kappelmayer Janos laboratériumaban
torténtek Bekéné Debreceni I1diko, Dr Hudék Renéata és Dr. Fejes Zsolt kozremiikddésével. A
statisztikai vizsgélatokat az SPSS program segitségével Dr. Bhattoa Harjit Pal végezte.
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