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1. Roviditések jegyzeke

ALP: alkalikus foszfataz

ATP: adenozin-trifoszfat

BMP-2: bone morphogenetic protein 2

BP: bipiridil

CC: kobalt-klorid

Chet: chetomin

CKD: kronikus vesebetegség

COPD: kronikus obstruktiv tiidébetegség
DFO: deferoxamin

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DPD: Daprodustat

ECM: extracellularis matrix

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA: enzim kapcsolt immunoszorbens assay
EPO: eritropoietin

ESA: eritropoiézis stimulalé agens

FBS: fotalis borju szérum

FGF-23: fibroblaszt novekedési faktor 23
GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
Glut-1: gliik6z transzporter 1

HA0SMC: human aorta simaizomsejt

HBSS: Hanks' Balanced Salt Solution

HIF-1a: hipoxia indukalo faktor 1 alfa
HIF-2a: hipoxia indukal6 faktor 2 alfa

IL-1p: interleukin-1 béta

KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes

LDL.: alacsony denzitast lipoprotein



MGP: matrix Gla protein

MMP-9: matrix metalloproteinaz 9
MSX2: Msh homeobox 2

MTB: mangan-TBAP-klorid

NAC: N-acetil-cisztein

Nox: NADP(H)-oxidaz

OCN: oszteokalcin

OSA: obstruktiv alvasi apnea

PBS: foszfattal pufferolt sooldat

PHD: prolil-hidroxilaz

Pi: inorganikus foszfat

Pit-1/2: natrium-foszfat-ko-transzporter 1/2
rhEPO: rekombinans eritropoetin

ROS: reaktiv oxigén formak

Rot: rotenone

Runx2: runt-related transzkripcios faktor 2
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SM-22¢: simaizom protein 22 alfa

Sox9: Sry-boksz transzkripcids faktor 9
SP: natrium-piruvat

TNF-a: tumor nekrdzis faktor 1 alfa
VEGF: vaszkularis endotélidlis ndvekedési faktor
VSMC: vaszkularis simaizomsejt

a-SMA: alfa simaizom aktin



2. Bevezetés

A vaszkularis kalcifikacié az érfalban megtalalhato, kélciumban és foszfatban gazdag
lerakodas, amelyet korabban passziv, az 6regedéssel egyiitt jard folyamatnak irtak le. Az utobbi
két évtized aktiv kutatdsanak koszonhetGen azonban fény deriilt arra, hogy a vaszkularis
kalcifikacionak tobb formaja létezik és egy aktiv, els6sorban a vaszkularis simaizomsejtek
részvételével zajlo szabalyozott folyamat. A wvaszkularis kalcifikdcié szamos betegség
kronikus veseelégtelenséggel. A kronikus vesebetegségben (CKD) szenvedd betegek magas
mortalitdsdhoz jelentds mértékben hozzéjarul a vaszkularis kalcifikacio.

A vaszkularis kalcifikacid induktorainak ¢és inhibitorainak, valamint molekularis
mechanizmusanak feltarasa egy napjainkban is aktivan kutatott tudomanyteriilet. Az egyik
nemrég feltart tényezé az érfali hipoxia. A média rétegben talalhato érfali simaizomsejtek
oxigén és tapanyagellatdsa a lumen irdnydbodl valosul meg. Patologias érfal megvastagodas
kovetkeztében azonban a vaszkularis simaizomsejtek hipoxiassa valnak.

Csokkent oxigén tenzid esetén az ecukaridta sejtekben miikodd, a homeosztazis
szabalyozasaban részt vevé hipoxia-indukalo faktor 1 (HIF-1) aktivalodik, melynek els6dleges
szerepe a tilélés biztositasa oxigénhianyos kornyezetben. A HIF-1 titvonal aktivacidja azonban
a homeosztazis fenntartasa mellett patologias folyamatok beinditasaban is szerepet jatszhat.

A HIF-1 utvonal aktivacioja egyben terapias célpont is. A CKD-ban szenvedd betegek
anémiajanak kezelésre alkalmazott 1 generacios gyogyszerek, mint példaul a Daprodustat
(DPD) a prolil-hidroxilaz enzimek gatlasan keresztiil aktivaljak a HIF-1 utvonalat és az
eritropoézist.

Az ¢rfali hipoxia jelentds etiopatogenetikai tényezd az €relmeszesedésben, azonban a
vaszkularis kalcifikaciora kifejtett hatasa kevésbé ismert. Ezért munkdm sordn a hipoxia és a
DPD  hatasat  vizsgaltam  vaszkuldris simaizomsejtek  oszteokondrogén  transz-
differencialodasara. A DPD pro-kalcifikacios hatasat az in vitro modszeren kiviil ex vivo aorta

szOvettenyészetben és adeninnel indukalt veseelégtelen egerekben is vizsgaltam.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Vaszkularis kalcifikacio

A vaszkularis kalcifikacié a lagyszoveti, ugynevezett ektopias kalcifikacio leggyakoribb
forméja, melynek sordn kéalciumban és foszfatban gazdag hidroxiapatit rakodik le az érfalban.
A hidroxiapatit lerakddas az erek intima vagy a média rétegeiben kovetkezhet be, ennek
megfeleléen megkiilonboztetiink intima- és média kalcifikaciét. Az intima kalcifikacid a
kozepes méretli artéridkban, ateroszklerotikus plakkokkal asszocidlva, pontszeriien; ezzel
szemben a média kalcifikacio az erek teljes keresztmetszetében jelenik meg [1].

Az intima kalcifikacioban a plakk belsejébe infiltralodé immunsejtek altal termelt citokinek és
novekedési faktorok jatszanak szerepet. Az intima kalcifikacionak tobb megjelenési forméja
van ¢és ismert, hogy a kalcifikdcio megjelenési formatol fliggden befolyasolja a plakk

progressziojat [2].
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1. abra A gyulladas, a mikrokalcifikacié és makrokalcifikacié kozotti kapesolat. A
magas rizikoji ruptirara hajlamos plakkokat a nagyméretli nekrotikus mag, a vékony
fibrézus sapka és az intenziv gyulladas és mikrokalcifikacio jelenléte jellemzi. Ezzel
szemben a vastagabb fibrozus sapka és a makrokalcifikaciéo inkabb a stabil plakkok
jellemzoje [3].




A mikrokalcifikdcid6 mar az érelmeszesedés kezdeti stddiumaban, az intima megvastagodasa
soran megfigyelhetd. Az érelmeszesedés eldrehaladtaval a kalcifikacios nodulusok széma és
mérete is nd, itt megkiilonbdztethetd makrokalcifikacio, illetve lemezes kalcifikacio [2].
Korabbi vizsgalatok szerint a stabil plakkokban féleg lemezes kalcifikacio, mig az instabil
plakkokban mikrokalcifikacio figyelheté meg (1. dabra) [2,3].

A média kalcifikacio leggyakrabban a CKD-ban szenvedd, illetve a 2-es tipust diabéteszes
betegeket érinti. A média kalcifikacio kovetkeztében az erek rugalmatlannad vélnak, a
pulzushullam terjedési sebessége és a szisztolés nyomas fokozodik, majd balkamrai hipertrofia
¢és végiil szivelégtelenség alakul ki [4]. Végstadiumu vesebetegségben szenvedd betegektol,
valamint CKD allatmodellekbdl szarmaz6 aorta mintakban az érfal strukturalis felépitésének
megvaltozasat, fokozott kalcium depoziciot, hidroxiapatit kristalyok jelenlétét és csokkent
elasztin szintet figyeltek meg [5]. Az intima és a média kalcifikacio eléfordulhat egyiittesen is
CKD-asszocialt ateroszklerozisban [1]. A vaszkularis kalcifikacid legsulyosabb forméaja az
ugynevezett kalcifilaxis, mely kizarolag 5-6s stadiumu CKD-s betegeket érint, melynek soran
az arteriolak meszesedése, valamint a bér nekrozisa és fekélyesedése figyelheté meg [6].

A CKD-ban szenvedé betegekben az érrendszer érintettségének kovetkeztében jelentdsen
nagyobb a kardiovaszkularis események bekovetkezésének kockazata, mint az atlagos
populacidban [1]. Egy friss tanulmany becslése szerint a kronikus vesebetegség prevalenciaja

vilagszerte mintegy 13.4%, azaz a CKD globalis népegészségiigyi problémanak tekinthetd [7].

3.2 A vaszkularis simaizomsejtek szerepe a kalcifikacioban

A vaszkularis simaizomsejtek nem véglegesen differencidlodott sejtek, nagyfoku
plaszticitassal rendelkeznek, igy kiilonb6z6 stimulusok hatasara fenotipus valtozason mennek
keresztiil (2.dbra) [8].

Egészséges artéridkban a vaszkuldris simaizomsejtek kontraktilis fenotipussal
rendelkeznek, mely fenotipus f6 markerei az alfa-simaizom aktin (a-SMA), a simaizom miozin
nehéz lanc, valamint a simaizom protein 22 alfa (SM-22a) [9]. Szoveti karosodas, valamint
stressz  hatdsara a vaszkuldris simaizomsejtek ugynevezett szintetikus  sejtekké
differencialodnak, melyek f6 funkcidja az extracellularis matrix stabilizalasa és a szovet
regeneracidja €s az érelmeszesedéses plakkot boritd fibrozus sapka létrehozasa [9,10]. A
szovetkarosodas helyreallitasat kovetéen a szintetikus érfali simaizomsejtek ujra felveszik

jellegzetes, kontraktilis fenotipusukat.
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2. abra A vaszkularis simaizomsejtek lehetséges fenotipus valtozasai. Az érelmeszesedéses
lézidban azonositott vaszkularis simaizomsejt fenotipusok és a differencialodasukat kivalto
induktorok [8].

A kontraktilis érfali simaizomsejtek oxidalt alacsony denzitasu lipoprotein (LDL) hatasara
a makrofagokbol képz6do6 habos sejtekhez hasonlo sejtekké alakulnak, amelyek jellegzetessége
a szkevendzser receptorok kifejezése és tovabbi oxidalt LDL felvétele [11]. Sejt-eredet
nyomonkovetéses vizsgalatok soran kimutattdk, hogy az érelmeszesedéses plakkban talalhato
habos sejtek jelentds hanyada simaizomsejt eredetii.

Adipogén stimulus hatasara, mint példaul dexametazon vagy inzulin, a vaszkularis
simaizomsejtek képesek adipocita iranyba is differencialodni, mely soran adipocita-specifikus
transzkripcids faktorokat, mint példaul peroxiszoma proliferator altal aktivalt gamma receptort
(PPARY), és fehérjéket (adipszin, leptin) expresszalnak [8,12].

A sejtoregedés egy visszafordithatatlan folyamat, amelynek oka a proliferacids potencial
csokkenése. Az Oregedd sejtek osztodas helyett gyulladasos citokineket ¢és kiilonb6z6
novekedési faktorokat, valamint proteazokat termelnek. A sejtéregedéshez vezethet a talzott
oxidativ stressz és a DNS karosodas. Tanulmanyok kimutattdk, hogy a wvaszkularis
simaizomsejtek oregedése fokozza a kalcifikacios hajlamot és az oszteoblaszt-specifikus
markerek, a Runt-related transzkripcids faktor (Runx2), alkalikus foszfataz (ALP), I-es tipusu
kollagén expressziojat [13].

Az érfali simaizomsejtek vaszkularis kalcifikécio szempontjabol legjelentdsebb fenotipus
valtasa az oszteokondrogén iranyu differencialodas. Az oszteoblaszt-szerii sejtek jellemzdje a
simaizomsejt markerek (a-SMA, SM-22a) csokkent szintje, valamint az o0szteoblaszt- és

kondrocita specifikus fehérjék fokozott expresszidja. A vaszkularis simaizomsejtek
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oszteokondrogén iranyu differencidlédasa nagymértékii hasonlosdgot mutat az Ossejtek
oszteogenezisével, mindkét folyamat f6 szabdlyozdja a Runx2, az oszteogén iranyu
differencialodas mester transzkripcids faktora. A Runx2 vaszkularis kalcifikacioban betoltott
kulcsszerepét bizonyitja, hogy simaizomsejt-specifikus delécidja esetén a kalcifikacio elmarad
[14]. A Runx2 mellett tovabbi transzkripcios faktorok, a SRY-Box transzkripcios faktor (S0x9),
Msh Homeobox 2 (Msx2) és az osterix is aktivalodik €s szerepet jatszik a vaszkularis
simaizomsejtek oszteokondrogén differencialodasanak szabalyozasaban. Az oszteokondrogén
transzkripcids faktorok aktivalodasa fokozza az oszteoblaszt-specifikus fehérjék, oszteokalcin
(OCN) és ALP expresszidjat [15,16]. Egy friss 6sszefoglald cikkben részletesen bemutattak a
plakkban lokalizal6d6é simaizomsejteket és megallapitottak, hogy a vaszkularis simaizomsejtek
kiilonb6z6 stimulusokra bekdvetkezo fenotipus valtasa részlegesen ugyan, de visszafordithato
és terapias céllal modosithatd [17-19]. Ez alol kivételt képezhetnek a lipidekkel felt61tott habos
sejtté differencidlodott érfali simaizomsejtek, melyek proinflammatorikus medidtorok

kifejezését kovetden apoptozison mennek keresztiil [17].

3.3 A vaszkularis kalcifikacio induktorai és inhibitorai

Az elmult évtizedek kutatasi eredményei jelentds attorést hoztak a vaszkularis kalcifikacio
patomechanizmusanak megértésében. A kalcifikacidval jaro betegségek tanulmanyozasa soran
a kalcifikacioban szerepet jatszo folyamatokat, valamint kalcifikaciés induktorokat és
inhibitorokat azonositottak (3. dbra) [20].

Fiziologias koriilmények kozott keringd és lokalis inhibitorok akadalyozzdk meg a
hidroxiapatit gocképzddést, illetve gocndvekedést a lagyszovetekben. Ezen inhibitorok kozé
tartozik a fetuin-A, melynek hianya fokozott vaszkularis- és lagyszoveti kalcifikaciot idéz el
fetuin-A deficiens egerekben [17]. A szolubilis Klotho és a fibroblaszt névekedési faktor-23
(FGF-23) szoros interakcidban felelds a foszfat szint szabalyozasaért azaltal, hogy kontroll alatt
tartja a vese proximalis tubulusain keresztiil megvaldsulo6 foszfat reszorpciot. Klotho hianyaban
az FGF-23 nem képes szabalyozni a foszfat homeosztazist, mely a vaszkularis simaizomsejtek
kalcifikaciojahoz vezethet [23].

Egy tovabbi szolubilis inhibitor az oszteoprotegerin (OPG), mely a nuklearis faktor kappa-
B ligandumhoz (RANKL) kot6dve, gatoljaa RANK-RANKL interakciot [24]. Az oszteopontin

(OPN) egy mineralizalt szovetekben talalhato extracellularis fehérje, mely negativ toltési

11



foszfoszerin oldallancainak koszonhetden erésen koti és meggatolja a hidroxiapatit

precipitaciojat [25].

Kalcifikaciohoz kapcsolodo
betegségek: Kering& induktorok:
*  Erelmeszesedés Pi

Szisztémas inhibitorok: CKD Ca

*  Fetuin-A *  Diabétesz Urémids toxinok

+  Szolubilis Klotho Genetikai eredeti Citokinek
*  Oszteoprotegerin Lipidek
*  Oszteopontin Kalcifikicioban jekentds szerepet Glikéz és glikicios
jatszo folyamatok: vegtermékek
Lokalis inhibitorok: Kalcifikalo extracellularis Csont morfogenikus
*  Matrix Gla protein vezikula szekrécio proteinek
*  Pirofoszfit (PPi) Reaktiv oxigéngyok termelés
Endoplazmatikus  retikulum Lokilis induktorok:
stressz, apoptozis *  OxidaltLDL
Autofigia * Lipoprotein{a)
Citokinek

_@_ Oszteokondrogén
differencialodas
Kontraktilis VSMCs Oszteoblaszt-szeriisejt

3. abra A vaszkularis Kkalcifikaci6 mechanizmusa, induktorok és inhibitorok. A
kalcifikacios induktorok és inhibitorok egyenstlyanak megbomlédsa kulcsfontossagi a
vaszkularis kalcifikacio patomechanizmusidban. Amennyiben a keringd induktorok (Pi, Ca
stb.) szintje megnd® a szisztémds és lokalis kalcifikacios inhibitorokkal szemben,
bekovetkezik a vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu fenotipus valtdsa. A
vaszkularis kalcifikaci6 hatterében all6 mechanizmusok az extracelluldris vezikula
szekrécid, ROS termelddés, endoplazmatikus retikulum stressz és az apoptozis [20].

A matrix Gla protein (MGP) egy K-vitamin fiiggd kalcifikacios inhibitor, mely a kalcifikalt
érfali simaizomsejtekben talalhat6. Az MGP a hidroxiapatit kristalyhoz kotédve meggatolja
annak tovabbi novekedését, valamint gatolja a csont morfogenikus protein 2 (BMP-2) jelatviteli
utvonal aktivalodasat. Az MGP fontossagat mutatja, hogy MGP deficiens egerekben jelentds
mértéki kalcifikaciot mutattak ki [23,26]. Egy tovabbi jol karakterizalt kalcifikacids inhibitor
a pirofoszfat. A pirofoszfat az ATP/UTP hidrolizise soran képzddik, mely reakciot az ekto-
nukleotid pirofoszfataz 1 (ENPP1) enzim katalizalja [27]. A pirofoszfat képz6désében szerepet
jatszo fehérjék mutaciodja ritka lagyszoveti kalcifikacios betegségekben nyilvanul meg, mint
példaul a pseudoxantéma elasztikum (PXE) vagy a csecsemdkori artérias kalcifikacio (GACI)
[28,29]. Tanulmanyok igazoltak, hogy CKD-ban szenved6 betegekben jelentésen csokkent a
plazma pirofoszfat szint, amely 0sszefliggésben allhat a fokozott vaszkularis kalcifikacioval
[30].
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Az inhibitorok mellett szamos keringd ¢és lokalis kalcifikacids induktort ismeriink. Az
inorganikus foszfat (Pi) a vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu
differencialodasanak legjobban karakterizalt és CKD-ban szenvedd betegekben legrelevansabb
induktora, igy a Pi szerepét a kovetkezo fejezetben fogjuk részletesen bemutatni.

A kalcium szédmos fiziologias folyamatban jatszik szerepet, tobbek kozott jelatviteli
folyamatokban, izomkontrakcidoban €s a véralvadasban. A szérumban talalhat6 kalcium ionizalt
formaban van jelen, szintjét szorosan szabalyozza a D-vitamin, a paratiroid hormon és a
kalcitonin. Torténetileg a kalciumot azonositottak elszor a miokardalis infarktus és a koronaria
artéria kalcifikacio {6 rizikofaktoraként, ezenkiviil hozzajarul a stabil érelmeszesedéses plakk
kialakulasahoz [31]. Tehat a Pi mellett az emelkedett szérum kalcium szint is kulcsszerepet
jatszik a vaszkularis kalcifikacio kialakulasaban, hiszen szamos tanulmany eredménye szoros
kapcsolatot mutat az emelkedett kalcium szint és a hidroxiapatit kristalyok jelenléte, valamint
a kardiovaszkularis diszfunkcio és mortalitas kozott [32].

Kronikus veseelégtelenségben az emelkedett Pi mellett jelentds kalcifikacios hatast
tulajdonitanak egyes urémids toxinoknak, mint példaul az indoxil-szulfatnak. Az urémiés

crer

koriilmények az érfali simaizomsejtek abnormadlis sejtosztdoddsdhoz, migracidjdhoz,
jelentds rizikofaktora a vaszkularis kalcifikacionak, mely nagymértékben hozzajarul a
diabéteszes betegek magas kardiovaszkularis mortalitdsdhoz. A diabéteszes betegek elhizassal,
hiperglikémiaval ¢és diszlipidémiaval jellemezhetdek [35]. A diabéteszes betegekben
elérehaladott koronaria artéria kalcifikacio és carotid artéria kalcifikacio figyelheté meg [35].
Tanulméanyok igazoltak, hogy az emelkedett gliik6z szint, valamint az eldrehaladott glikacios
végtermékek  fokozzdk a  vaszkularis simaizomsejtek  oszteokondrogén irdnyu
differencialodasat [8,36,37].

A gyulladas az ateroszkler6zis régota ismert jellemzoje, mely jelentés pro-kalcifikacios
hatassal is bir. A gyulladas pro-inflammatorikus citokinek, tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a),
interleukin-6 (IL-6), interleukin-13 (IL-1B) és onkosztatin M képzddésével jar, amely
Az IL-1 gyulladasos utvonal kalcifikacidoban betdltott szerepét bizonyitja, hogy a kalcifikacio
gatolhatd IL-1 receptor ellen termeltetett monoklonalis antitesttel (Canakinumab)
hiperkoleszterinémias egérmodellben [41]. A pro-inflammatorikus citokinek mellett az oxidalt
LDL-rél is kimutattak, hogy vaszkularis simaizomsejtekben fokozza az oszteogén iranyu

differencialodast. Tovabba a lipoprotein(a) is indukalja az érelmeszesedéses plakk

crer
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[23,42,43]. Ezen kiviil kimutattak, hogy az oxidalt foszfolipidek ellen termelt monoklonalis
antitest csokkentette a lipoprotein(a) altal indukalt oszteogén iranyt differenciaciot [44].

A csont morfogenikus proteinek heterodimer transzmembran receptorokhoz kdtodve
keresztiil. A csont morfogenikus fehérjék legismertebb tagja a BMP-2, mely szerepe jol ismert
a vaszkularis kalcifikacié patomechanizmusaban; a vaszkularis simaizomsejtek 0Szteo-
kondrogenikus differencialodasa soran [45]. A BMP-2 fokozza a sejtek foszfat felvételét, amely
a Runx?2 aktivacidjan keresztiil fokozza az oszteoblaszt-specifikus fehérjék expresszidjat (ALP,
OCN, Msx2, osterix), mely a vaszkularis simaizomsejtek mineralizaci6jahoz vezet [46]. A
BMP-2 mellett a BMP-4 jelenlétét is kimutattak kalcifikalt érelmeszesedéses 1ézidkban [23,46—
48].

3.4 A foszfat szerepe kronikus vesebetegség-asszocialt vaszkularis kalcifikacioban

Normadl koriilmények kdzott a vese a szérum foszfat-szint f6 szabdlyozoja, a szlirt foszfat
80-90%-a visszaszivodik a proximalis tubulusokban natrium/foszfat ko-transzporterek
segitségével. Normal koriilmények kozott a sziirt foszfat 15%-a vizelettel iriil a szervezetbdl
[49]. Kronikus vesebetegség soran a vese elégtelen mitkodésének kovetkeztében csokken a
foszfat kivalasztas, igy megnd a szérum foszfat szint €s hiperfoszfatémia alakul ki. A foszfat
nagyon fontos szerepet jatszik mind a cellularis mind a szisztémas homeosztazisban [50]. A
foszfat sziikséges az ATP szintézishez, jelatviteli folyamatokhoz, nukleinsav szintézishez,
tovabba a csont egyik f6 alkotoeleme [51]. Az emelkedett foszfat szint jelent6s rizikofaktora
kardiovaszkularis események bekovetkezésének kronikus vesebetegségben szenvedd
betegekben, valamint a magas foszfat szint hajlamossa teszi ezeket a betegeket a vaszkularis
kalcifikacio kialakulasara [51]. Az emberi szervezetben a szérum fizioldgias foszfat szintje 2,5-
4,5 mg/dl kozott van [27]. A szérum foszfat szint korrelal a koronaria artéria kalcifikacio
kialakulasaval egészséges, normal foszfat szintii egyénekben is [50]. A foszfat szint normal
tartomanyon beliili 1 mg/dl-es novekedése is jelentdsen noveli a kardiovaszkularis betegségek
incidenciajat és prevalenciajat [50].

A téaplalékkal bevitt foszfat az enterocitakban abszorbealddik a natrium-fliiggd foszfat ko-
transzportereken keresztiil (Pit-1/Pit-2) [51]. A foszfat dozis-és id6fliggé modon fokozza a Pit-
1 expressziojat egér €és patkdny simaizomsejtekben, melynek hatdsara megemelkedik az
intracellularis Pi szint [51,52]. A magas intracellularis Pi hatasara emelkedik az
oszteokondrogén transzkripcidés faktorok (Runx2, Msx2, Sox9, osterix) expresszidja, €s

fokozodik az altaluk szabalyozott csontképzddésben szerepet jatszo fehérjék (ALP, OCN)
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kifejezddése és csokken a kontraktilis simaizomsejt markerek (a-SMA, SM22a) expresszidja
[16,51-53]. A Pit-1 csendesitése csokkenti a Pi-indukalt kalcifikaciot vaszkularis
simaizomsejtekben, mely tovabbi bizonyiték a Pit-1 kalcifikacidban betdltott kulcsszerepére
[51].

Korabbi tanulmanyok alacsony Pit-2 expressziordl szamoltak be Vvaszkularis
simaizomsejtekben, azonban késébb igazoltak, hogy vaszkularis simaizomsejt-specifikus Pit-1
deficiens egerekben a Pit-2 expresszidja jelentésen megnd. Pit-1 deficiens egerekben a Pit-2
expressziojanak valtoztatasa befolyasolja a simaizomsejtek Pi felvételét és a kalcifikaciot. A
Pit-2 expresszio csokkentése (knock-down) a foszfat-indukalt kalcifikacio gatlasat okozza,
ugyanakkor a Pit-2 overexpresszidja esetén fokozodik a Pi felvétel és a kalcifikacio [54]. Tehat
a Pit-2-nek nagyon fontos kompenzatorikus szerepe van a Pit-1 csokkent szintje vagy hianya
esetén, ezzel bizonyitva, hogy a Pit-2 is jelentés szerepet jatszik a Pi transzportban és a Pi-
medialt kalcifikacioban vaszkularis simaizomsejtekben [54]. Ezzel ellentmondban Yamada és
munkatarsai azt mutattak ki, hogy Pit-2 deficiens egerekben fokozodik a kalcifikacié kronikus
vesebetegségben szenvedd-indukalt egérmodellben, ami a Pit-1/Pit-2 rendszer tovabbi
komplexitasara utal [55].

Az intracellularis Pi vezikularis transzportfolyamatok révén keriil ki a sejtbdl és az
extracellularis matrixban halmozodik fel (matrix vezikula 100-500 nm), vagy kiilonb6zo
testfolyadékokban (szérum, vizelet, cerebrospinalis folyadék) van jelen exoszomak (50-150
nm) formajaban [19,51]. Matrix vezikulanak eredendben a csontsejtek altal szekretalt, Pi-ban
¢és kalciumban gazdag partikulakat nevezziik, amelyek jelenlétét a csontképzddés soran
mutattak ki elséként. A késobbiekben kalcifikald matrix vezikuldk jelenlétét irtak le
érelmeszesedéses plakk belsejében, aortak média rétegében, valamint kalcifikalt human aorta
billentyiikben [57-59]. Hasonldan a csonthoz, valdszinii, hogy a matrix vezikulak a kalcifikacio
nukleédcios helyeiként funkciondlnak és a hidroxiapatit kristdlyokkal egyiitt fokozzak a
kalcifikaciot [51,60].

3.5 A hipoxia és a HIF-1 Utvonal aktivacidja

A hipoxia az az allapot, amikor az oxigén tenzidoja alacsonyabb, mint az adott
szervre/szovetre/sejtre jellemz6é normalis oxigén szint. A megfelelé oxigén szint biztositasa
nélkiilozhetetlen a celluldris és szisztémds homeosztazis fenntartdsdban. A hipoxiara adott

valasz kozponti eleme a hipoxia-indukalt faktor 1 (HIF-1) atvonal. A HIF-1 egy heterodimer
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transzkripcios faktor, amely egy oxigén érzékeny alfa (HIF-lo) és egy konstitutivan

expresszalodo béta alegységbol (HIF-1pB) all (4. dbra) [61,62].

Citoplazma .
Normoxia

0,,Fe?*

Prolil hidroxila

Nuklearis L Proteoszomalis
transzlokacio Prolil hidroxilacié Ubikvitinacio degradécié

Hipoxiaaltal regulalt fehérjék
/ transzkripcioja

Sejtmag

HIF-1  HIF-1a

4. abra A HIF-1 utvonal miikédése. Normoxias koriilmények kozott a HIF-1a hidroxilalodik,
ubikvitinalodik és proteoszomalisan degradalodik. Ezzel szemben hipoxias kornyezetben a HIF-1a
hidroxiléci(')ja elmarad a fehérje stabilizalodik és transz lokél()dik a sejtmagba ahol heterodimert

crcr

valaszado6 elemhez kotodve aktlvalja ezen gének transzkripciojat.

Fiziologias koriilmények kozott a HIF-1o alegysége folyamatosan termelddik, prolil-
hidroxilaz (PHD) enzimek altal hidroxilalodik, majd ubikvitindciot kovetden proteoszomalisan
degradalodik [63]. A PHD enzimek oxigén, vas és alfa-ketoglutarat fliggd hidroxilazok, melyek

csokkent oxigén tenzio mellett nem képesek a HIF-la hidroxiléci(')jéra. igy hipoxiés

crer

crer

kotddik, és inicialja transzkripcidjukat [64,65].

Meg kell emliteniink, hogy a HIF még 2 masik alfa alegységgel rendelkezik (HIF-2a és
HIF-3a), azonban a hipoxiara adott celluléris szabalyzasban a HIF-1a és HIF-2a szerepe ismert
[66,67]. AHIF-1a és a HIF-2a struktaralisan hasonl6 felépitésiiek és koordinaltan szabalyozzak
szamos célgén expresszidjat. Az eritropoézis szabalyzasaban elsésorban a HIF-2a vesz részt,

mely foként a vese peritubularis intersticialis sejtjeiben expresszalodik [68,69].

3.6 A HIF-1 dtvonal aktivaciojanak jelentésége vaszkularis korképekben
Az oxigén szoveti diffizios tadvolsdga mintegy 200-250 um, mely lehetévé teszi, hogy az

oxigén az érfalat boritd endotél egysejtrétegen keresztiil eljusson a média réteg simaizom

16



sejtjeihez. Ez megakadalyozza az oxigén eljutasat a média rétegbe, mely igy hipoxiassa valik.
A hipoxia jelenlétét mind human plakkokban, mind érelmeszesedéses allatmodellekben
kimutattak [70,71].

A hipoxianak jelentds szerepe van az érelmeszesedéses plakk progresszidjaban [64,66,67].
Hipoxia hatasara az anyagcsere anaerob iranyba tolodik el, melyet a sejtek gliikoz felvételének
¢és felhasznaldsanak emelkedése, valamint a laktat és tovabbi savas anyagcsere termékek
képzddésének fokozodasa jellemez [73,74]. Az anaerob glikolizis fokozodasanak célja az
oxidativ foszforilacio csokkent ATP termelésének kompenzalasa a hipoxias kornyezetben.

A hipoxia a habos sejtek képzddését is befolyasolja. Hipoxias kornyezetben a
makrofagokban fokozodik a zsirsav szintézis, a lipid cseppek, trigliceridek és szterolok
akkumulacidja, ezzel egyidejlileg csokken a zsirsavak béta oxidacidjaban résztvevd enzimek
expresszidja [75]. A hipoxia gyulladasos folyamatokat is indukal a plakk belsejében, melynek
hatasara emelkedik a pro-inflammatorikus citokinek (IL-1B, TNF-a, IL-8) és a sejtadhézids
molekulak vaszkularis sejtadhézidos molekula (VCAM-1) és intercellularis adhéziés molekula
(ICAM-1) expresszioja [76].

A hipoxia a plakk stabilitasat is befolyasolja. Szamos tanulmany beszamolt a proteolitikus
aktivitassal rendelkez0 matrix metalloproteinazok (MMP-K) szerepérdl az érelmeszesedéses
plakk progresszidjaban [76]. Nakano és munkatarsai kimutattak, hogy a kronikus hipoxia
fokozza az érelmeszesedést és az MMP-9 aktivitasat apolipoprotein E deficiens egerek
aortajaban. Kimutattak, hogy a hipoxia altal indukalt oxidativ stressz fokozza az extracellularis
matrix (ECM) bontasat, melyben az MMP-9 enzim jatszik szerepet [77].

A hipoxia egyik tovabbi, jol ismert hatasa az angiogenezis indukalasa. Hipoxia hatasara a
plakkba a vasa vasorum iranyabdl benovo 1j erek strukturaja nem megfeleld, szivarognak és
torékenyek, mely a plakk bevérzéséhez vezet. Egyre tobb adat utal arra, hogy a plakk
hemorragia fontos eleme a plakk progresszidjanak, és szerepet jatszik az érelmeszesedéssel
Osszefliggd akut kardiovaszkularis események kivaltasaban [78-80].

Az érelmeszesedés mellett a hipoxia jelentds szerepet jatszik a kronikus vesebetegség és a
végstadiumu veseelégtelenség patogenezisében is [81-83]. Amint a vesekarosodas meghalad
egy kiiszobértéket, a tubulointersticium hipoxidssd, majd fibrotikussd valik, mely a
peritubularis sejtek elvesztéséhez ¢és iszkémias sériiléshez vezet [84,85]. Kronikus
vesebetegségben szenvedd betegek veséjében kimutattdak a HIF-1 indukciojat, melyet
Osszefiiggésbe hoztak a CKD progresszidjaval [86].

A HIF-1 utvonal kronikus vesebetegség-asszocialt kalcifikacioban betoltott szerepét

elséként Mokas és munkatarsai vizsgaltak [83]. Kimutattak a HIF-1a fokozott expresszidjat
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CKD-s patkanyok aortajaban, valamint azt, hogy a magas P1i stabilizalja a HIF-1a-t vaszkularis
simaizomsejtekben [83]. Tovabbi in vitro kisérletekben bizonyitottak, hogy a hipoxia fokozza
kalcifikacioban betoltott kulcsszerepét bizonyitja a kalcifikacié elmaradéasa simaizom targetalt
HIF-1a deficiens egerek aortajabol izolalt vaszkularis simaizomsejtekben [83]. Osszességében
ezek az eredmények nagy eldrelépést jelentenek a HIF-1a és a CKD-asszocialt vaszkularis
kalcifikacio kapcsolatanak megértésében, és felvetik a lehetdségét a HIF-1 utvonal terapids
célpontként vald alkalmazasanak a CKD-ban szenved6 betegeket érint6é kalcifikacio
megeldzésében.

Szoveti hipoxia egyéb betegségekben is megfigyelhetd, mint példaul az obstruktiv alvasi
apnea (OSA)-ban, illetve kronikus obstruktiv tiidébetegségben (COPD) szenvedd betegekben.
Az OSA egy alvashoz kotott 1égzési rendellenesség, melynek soran a nem folyamatos kilégzés
miatt intermittalo (szakaszos) hipoxia alakul ki, mely fokozza a vaszkularis simaizomsejtek
(VEGF) és az nuklearis faktor kappa B (NF-kB) kifejez6dését, valamint a reaktiv oxigén
formak (ROS) képz6dését [72]. Az OSA-ban szenvedd betegekben fokozott a kardiovaszkularis
betegségek kialakuldsanak kockézata, az ateroszklerdzis, a koronaria artéria kalcifikacio €s az
abdominalis aorta kalcifikacioja [72,87]. Ezzel szemben a COPD nem csupan egy 1égzési
megbetegedés, hanem egy szisztémas betegség is. A COPD-ben szenvedé betegekben
magasabb a pro-inflammatérikus citokinek szintje, tovabba kardiovaszkularis betegség,
diabétesz, oszteoporozis és vesekarosodas figyelheté meg [88]. Komputer tomografias (CT)
vizsgalattal igazoltadk, hogy a COPD-s betegekben a vér alacsony oxigenizacidja €s a koronaria
artéria kalcifikacio kozott szoros osszefiiggés lehet [88]. A COPD betegek magas halalozasért

a kardiovaszkularis események okolhatok.

3.7 A hipoxia és a ROS képz&dés kozotti kapcsolatrendszer

Fiziologias koriilmények kozott, redox reakciokban ROS képzdédik, melyek, mint
intracellularis szignalok kiilonb6zé jelatviteli folyamatokban vesznek részt. Ugyanakkor a
magas koncentracioban termelédé ROS felboritja a ROS képzddés €s eliminalas egyensulyat,
mely oxidativ stresszhez vezet. A tulzott ROS képzdédés a biomolekulak strukturalis és
funkcionalis valtozasahoz vezet és végeredményben szovetkarosodast eredményezhet. Szamos
sejtbiokémiai folyamat képes szuperoxid termelésre, melyek koziil a vaszkularis kalcifikacioval
a mitokondrialis és a NAD(P)H-oxidazok (Nox) altal medialt ROS képzddést hoztak

Osszefliggésbe. A mitokondrium az intracellularis ROS képzddés egyik {6 organelluma. Az
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elektron transzport lanc mitkkddése soran az elektronok az I-es, Ill-as és IV-es komplexeken
keresztiil transzportalédnak protonok kilépése mellett. Az igy képz6do elektrokémiai gradiens
felhasznalasaval torténik az ATP képzddése ADP-bol és Pi-bdl, mely kozben az oxigén 95%-a
redox reakcioban vizz¢ alakul. Azonban foleg az I-es ¢s IlI-as komplexeken elektron szivargas
kovetkezhet be, mely azt eredményezi, hogy az oxigénbdl szuperoxid anion képzédik, ami
oxidativ stresszt indukal. Az intracellularis ROS masik jelentds forrasa a Nox enzimek altal
katalizalt reakcio. A Nox izoenzimek feladata az elektron transzfer NADH-r6l vagy NADPH-
rol molekularis oxigénre, amelynek soran szuperoxid vagy hidrogén-peroxid képzodik [89].

A hipoxia hatasa a ROS képzddésre a mai napig ellentmondasokkal teli tudomanyteriilet;
egyes munkakban a hipoxia hatasara csokkend, mig masokban emelkedé ROS termelddést irtak
le. A tartos hipoxia pulmonaris hipertenzidhoz vezet a tiiddben. Hipoxia hatasara a tiid6 ereiben
vazokonstrikcio kovetkezik be, melynek hatterében az emelkedett intracellularis kalcium szint
¢és a fokozott mitokondrialis ROS termel6dés all [90]. A hosszantarté hipoxia fokozott ROS
termelddéshez vezet a pulmonaris artéria simaizomsejtjeiben (PASMC) és endotélsejtjeiben is
[91]. A hipoxias pulmonaris hipertenzid vizsgalata soran ellentmondasba {itk6z6 eredmények
szlilettek; Mehta és tarsai csokkent, mig Waypa €s munkatdrsai, valamint szdmos tovabbi
kutatds eredménye fokozott ROS képzddésrdl szamolt be PASMC-ben és koronaria artéria
simaizomsejtekben [92,93]. Waypa és munkatarsai voltak az els6k, akik megvizsgaltak a
hipoxia ROS termelddésre gyakorolt hatasat szubcellularis kompartmentekben. Kimutattak,
hogy hipoxias koriilmények kozott a mitokondrium membran kozti tere a ROS forrasa, mig a
mitokondrium matrixdban csokkent ROS képzddést tapasztaltak patkany tiidébdl izolalt
PASMC-ben [93]. A hipoxiaban a csokkent ROS képzddés hatterében adaptacios mechanizmus
is allhat, melynek soran a HIF-1 aktivaci6 eredményeként fokozddik az antioxiddns gének
expresszioja [94].

Chandel és munkatarsai els6ként mutattdk ki, hogy a mitokondridlis eredeti ROS a
transzkripcids aktivacioban is részt vesz, tobbek kozott a HIF-1a aktivaciojahoz vezet [95,96].
Hipoxias koriilmények kozott a NAD(P)H-oxidazok feltehetden szinergista modon jatszanak
szerepet a ROS képzddésben a mitokondriummal, aktivalva a hipoxiara adott celluléris véalaszt
Emelkedett ROS képzddést detektaltak human kalcifikalt aorta billentyiikben, valamint
vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialodasa soran [98-100]. A ROS
képzddés vaszkularis kalcifikacioban betoltott jelentds szerepére utal az is, hogy a vaszkularis
simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencidlodasa antioxidansokkal gatolhatd [98—
100].
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3.8 Hipoxia mimetikumok: Uj generacios terapias lehetdségek a krénikus vesebetegség-
asszocialt anémia kezelésében

A kronikus vesebetegség gyakran tarsul mas betegségekkel, melyek koziil leggyakoribbak
a kardiovaszkularis betegségek és az anémia. Az anémia jelentésen noveli a CKD-ban szenved6
betegek mortalitasat és morbiditasat, a korhazban toltott idét, valamint nagymértékben
csokkenti az életmindséget. A CKD-ban szenvedd betegekre jellemz6 anémia hattérében tobb
tényez6 all; a csokkent eritropoetin (EPO) képzddés, a dializis soran fellépd vérveszteség,
valamint a vas csokkent gasztrointesztinalis felszivodasa a fennallo kronikus gyulladas miatt,
mely gyakori nem-dializalt és dializalt CKD betegekben is [101].

Ezen folyamatok abszolut vashidanyhoz vezetnek, ezért a kronikus vesebetegség-asszocialt
anémia kezelésében elsddleges szempont a megfelelé6 hemoglobin és hematokrit értékek
visszaallitasa. Az anémia kezelésének lehetséges alternativai az eritropoézis stimulalo dgensek
(ESA) adminisztracidja és vér transzfuzié. Az ESA fokozza az EPO szintézist, noveli a
hemoglobin szintet és korrigalja az anémiat, azonban szdmos tanulmany kimutatta, hogy az
emelt dozisi ESA noveli a kardiovaszkularis események bekovetkezésének kockazatat [101].
Az ESA alkalmazasanak bevezetése eldtt a vér transzfuzid volt a legelterjedtebb terdpia az
anémia kezelésére. Egy 2012-es adat szerint a nem dializalt CKD betegek mintegy 20%-a, akik
az ESA-t nem toleraljak jol vér transzfizidban részesiiltek a 2012-es KDIGO (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes) eléirasoknak megfeleléen [102].

Egy igéretes kezelésnek tlint a rekombinans erithropoetin (rhEPO) alkalmazasa, amelyet
rutinszeriien kezdtek alkalmazni CKD-ban szenvedd betegekben, hogy csokkentsék a
transzfuzios igényt. A CHOIR tanulményban t6bb, mint 1000 egyén bevonasaval vizsgaltak az
epoetin-alfa hatasat, és kimutattak, hogy a heti epoetin-alfa adminisztracié a hemoglobin szint
novelése mellett jelentdsen fokozta a kardiovaszkularis rizikét és toxicitast [103].

Az ESA alkalmazasa soran fokozott kardiovaszkuldris rizikdt és fokozott trombus
képzddést tapasztaltak CKD-ban szenvedd betegekben ezért alternativ terapias lehetéségek
kifejlesztésére volt sziikség. Ezért a legfrissebb, 2021-es KDIGO eldirasokban mar a PHD
enzim inhibitorok keriiltek a kdzéppontba, amelyek a PHD enzim gatlasan keresztil aktivaljak
a HIF-1 utvonalat [104,105]. Ezek az inhibitorok a HIF-1 komplex aktivalasan keresztiil
fokozzak az eritropoetin szintézist a CKD-ban szenvedd betegekben valamint fokozzak a vas
mobilizaciojat a csontvel6ben [105]. Mivel ezeket az inhibitorokat oralisan alkalmazzak, ez a
dializalt betegek szamara is nagy konnyebbséget jelent [105]. Egy, aggodalomra okot add

mellékhatasa lehet a hosszantart6 alkalmazasnak, a tumor képzodés [106]. Jelenleg négy olyan
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inhibitor all rendelkezésre anémiaban szenvedé CKD betegek részére, amelyekkel Klinikali
vizsgalatokat végeztek: a Roxadustat, a Vadadustat, a Daprodustat és a Molidustat [105].

A Roxadustat esetén tobb, mint szaz egyén bevonasaval végzett vizsgalat soran kimutattak,
hogy napi alkalmazas mellett nétt az atlagos hemoglobin szint a placebot kapott csoporthoz
képest [105]. Fazis 2 vizsgalatok soran dializalt betegekben 7 héten beliil a Roxadustat t6bb,
mint 2 mg/dl-rel ndvelte a betegekben mért atlagos hemoglobin szintet [107].

A Vadadustat fazis 2 vizsgalata soran kronikus vesebetegségben szenvedd betegekben
alkalmaztak 300, illetve 400 mg-os napi dozisban 28 napon keresztiil és a hemoglobin szint
jelentés emelkedését és a ferritin szint csOkkenését tapasztaltak, mely azt jelenti, hogy a vas
mobilizalodott a raktarakbol [105]. Valamint végeztek egy vizsgalatot 93 nem dializalt CKD-
ban szenved6 beteg bevonasaval és az eredmények arra utalnak, hogy a Vadadustat sikeresen
novelte az EPO szintet [105]. Végeztek egy tanulmanyt 210 nem dializalt CKD beteg
bevonasaval is, akik korabban ESA kezelésben részesiiltek az anémia korrigalasara. A
tanulmany eredményei szerint a Vadadustat-kezelt csoport esetében mintegy 54,9%-kal
emelkedett a hemoglobin szint [108].

A Bayer Healthcare éltal kifejlesztett Molidustat CKD éllatmodellben torténd alkalmazésa
soran a Molidustat csokkentette a vérnyomast, valamint korrigalta az EPO szintet is [109]. Ezt
kovetden megvizsgaltak a Molidustat hatasat CKD-ban szenveddé betegekben a DIALOGUE
tanulmanyban. A Molidustat hatasat megvizsgaltak nem-dializalt és ESA kezelésben nem
részesiilt CKD-ban szenved6 betegekben, valamint darpoetin, illetve epoetin alfa kezelésen
atesett CKD-ban szenved$ betegekben is. Az eredmények azt mutatjak, hogy a Molidustat
eredményesen elérte €s tartotta a kivant hemoglobin szintet az ESA-r6l torténd valtas utan
[110].

A GlaxoSmithKline altal kifejlesztett prolil-hidroxildz inhibitor a kis molekulastlyu
Daprodustat (GSK1278863) [111]. A DPD hatasat nem-dializalt és dializisre szorulo CKD-ban
szenvedd betegekben vizsgaltak kiilonbozé dozisokban 28 napon keresztiil [111]. A DPD jol
toleralhatdo volt és nagymértékben novelte a hemoglobin szintet. Emellett jelentésen
csokkentette a hepcidin szintet, novelte az EPO szintet és indukalta a nem EPO-fiiggd
eritropoézist is, igy a Daprodustat igen igéretesnek tlinik és felvalthatja az ESA kezelést a CKD-
ban szenvedd betegek korében. Egy hosszabb idejii klinikai tesztelés soran kimutattak, hogy
akar 10 mg napi dozis elegendé a hemoglobin célérték eléréséhez [111]. A GlaxoSmithKline
2020-ban bejelentette, hogy Japanban a sikeres klinika eredmények hatasara engedélyezik a
DPD alkalmazasat CKD-ban szenveddé betegekben. Azonban a lehetséges kardiovaszkularis

kimenetelt, mely az ESA és rekombindns EPO alkalmazédsa soran is felmertilt, egyetlen
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tanulmany sem vizsgalta, viszont az ASCEND-D tanulmdnyban, mintegy 2964 egyén
bevonasaval (2016 novemberétdl 2018 augusztusdig 35 orszag 431 centrumdbdl gyiijtott
randomizalt beteg) nyomon kovették mind a hemoglobin szintek valtozasat mind a
kardiovaszkularis események bekovetkezését DPD-vel torténd kezelésben részesiilé CKD
betegekben. A tanulmany soran a DPD-vel valo kezelésben részesiilt egyének 25,2%-anal
kovetkezett be valamilyen kardiovaszkularis esemény. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a DPD

is fokozhatja a kardiovaszkularis rizikot [112].
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4. Célkitlzések

Az irodalomban fellelhetd informaciok alapjan a kdvetkezd hipotéziséket és célkitlizéseket

allitottuk fel:

1. Hipotézis: a hipoxia a HIF-1 aktivaciojan keresztiil fokozza a vaszkularis
simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialddasat in vitro.
Célkitlizések:

e A hipoxia ¢és hipoxia mimetikumok hatasanak vizsgilata human aorta

e A hipoxia hatdsanak vizsgalata human aorta vaszkularis simaizomsejtek
oszteokondrogén differencialddasara.

e A HIF-1 utvonal gatlds hatdsanak vizsgalata humdan aorta Vaszkularis
simaizomsejtek hipoxia altal indukalt oszteokondrogén differencialodasara.

2. Hipotézis: a hipoxia a ROS képzddés fokozasan keresztiil fokozza a vaszkularis
simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialddasat in vitro.
Célkitlizések:

¢ A hipoxia hatdsanak vizsgalata human aorta vaszkularis simaizomsejtek ROS
termelésére.

e A ROS termelés gatlas hatdsanak vizsgdlata human aorta Vvaszkuléris
simaizomsejtek  hipoxia  altal  indukalt  oszteokondrogén  iranyu
differencialodésara.

e A ROS képzddés és a HIF-1a aktivacid kozotti interakcid vizsgédlata human
aorta vaszkularis simaizomsejtekben.

3. Hipotézis: a hipoxia ROS-fiiggé modon fokozza az egér aorta kalcifikacidjat ex vivo.
Célkitlizések:

e A  hipoxia hatasanak vizsgalata egér aorta kalcifikaciora ex vivo
szovettenyészetben.

e AHIF-1 atvonal, illetve a ROS termelés gatlas hatasanak vizsgalata hipoxia altal
indukalt egér aorta kalcifikaciora ex vivo szovettenyészetben.

human aorta vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialodasat in

vitro.
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Célkitlizések:

e A DPD hatésanak vizsgalata human aorta vaszkularis simaizomsejtek a HIF-1
utvonal aktivacidjara.

e A DPD hatasanak vizsgalata humén aorta vaszkuléris simaizomsejtek magas
foszfattal indukalt oszteokondrogén differencidlodésara.

e A HIF-1 1utvonal gatlas hatasanak vizsgalata humén aorta Vvaszkularis
simaizomsejtek magas foszfattal és DPD-vel indukalt oszteokondrogén iranyu
differencidlodasara.

Célkitlizések:

e A DPD hatdsdnak vizsgalata egér aorta magas foszfattal indukalt

crer

crer

e A DPD hatasdnak vizsgalata az aorta kalcifikdcidjara kronikus vesebeteg

egérmodellben in vivo.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Anyagok
Kisérleteink soran a Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA) termékeit hasznaltuk,

amennyiben ettdl eltéréen nem jeloltiik.

5.2 Sejttenyésztés

Kisérleteinkben humén aorta simaizomsejtekkel (HAoSMC, Cell Applications Inc, San
Diego, CA, USA) dolgoztunk, amelyeket DMEM tapfolyadékban tenyésztettiink 10% fotalis
borji szérummal (FBS) (10270-106, Gibco, Grand Island, NY, USA), 1% natrium-piruvattal,
1% L-glutaminnal és 1% antibiotikus, antimikotikus reagenssel kiegészitve, 5% CO:2
jelenlétében 37 °C-on. A kisérletekhez felhasznalt sejteket a konfluens (>90%) allapot eléréséig

tenyésztettiik 5-0s és 8-as passzazs szdm kozott.

5.3 Hipoxia kezelés

A sejtek szamdra a hipoxias kornyezetet tigynevezett modularis inkubator kamrdban
biztositottuk, amely kamréba eldre elkészitett gdzkeveréket (5% O2, 5% CO2 és 94% N2, Messer
Hungarogéz) injektaltunk 1 dl/perc dramlasi sebességgel. A normoxias allapot biztositasahoz
21% Oz, 5% CO2 és 74% N2 (Messer Hungarogaz) tartalmu gazkeverékben tartottuk a sejteket.
Szamos kisérletben alkalmaztunk hipoxia mimetikumokat, kobalt-kloridot (200 pmol/L),
deferoxamint (DFO, 20 umol/L), 2,2’-bipiridilt (100 umol/L), illetve alkalmaztunk egy HIF-1
inhibitort, a chetomint (6 nmol/L, Tocris, Bristol, Egyesiilt Kiralysag).

5.4 A kalcifikacio indukalasa magas foszfattal
A kalcifikacié indukalashoz szervetlen foszfattal (Pi, 1,5-2,5 mmol/L, pH 7.4) kiegészitett
2% FBS tartalmt DMEM tapfolyadékot hasznaltunk. Kisérleteink egy részében a kalcifikalo

médiumot kalciummal (Ca, 0,6 mmol/L CaCly) is kiegészitettiik.

5.5 Alizarin voros festés

A kalcifikaciot alizarin vords festéssel detektaltuk. A kisérlet végeztével a 96 lyuka
lemezen tenyésztett sejtekrél eltavolitottuk a tapfolyadékot, PBS-sel mostuk, majd 4%-0s
paraformaldehiddel fixaltuk. A fixalast kovetéen a sejteket jbol atmostuk PBS-sel majd a
sejtekhez 2%-os alizarin voros (pH 4,2) oldatot adtunk. Tiz perc mulva a festéket eltavolitottuk,
majd a lemezt desztillalt vizzel mostuk. A lemez fényképezése utan a sejtekhez 100 pl

hexadecilpiridinium-klorid oldatot (100 mmol/L) adtunk, mely feloldja a bekotédott festéket,
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igy a mérés kvantalhatova tehetd. A mintak abszorbanciajat 562 nm-es hullamhosszon mértiik

le mikrolemez olvaséval (BioTek TS 800).

5.6 Az extracellularis matrix kalcium tartalmanak meghatdrozasa

A sejteket 96 lyuka lemezen tenyésztettiik és kezeltiik. A kezelés végén a sejtekrol
dekalcinaltuk az extracellularis matrixot 30 percig szobahdmérsékleten. A sésavas feliiliszo
kalcium tartalmat QuantiChrom Calcium Assay kit-tel (Gentaur, Kampenhout, Belgium)
hataroztuk meg a gyartd altal megadott instrukciokat kovetve. A dekalcinélast kdvetden a
sejteket ujra atmostuk PBS-sel majd lizaltuk 0,1% NaoH és 0,1% SDS tartalmt pufferben. A

e yey

USA) hataroztuk meg és a kalcium tartalmat a fehérjetartalomra normalizalva adtuk meg.

5.7 A sejtek viabilitasanak vizsgalata

A sejtek életképességének vizsgalatahoz a sejteket 96 lyuku sejttenyészté lemezen
tenyésztettilk. A kezelés végén eltavolitottuk a tapfolyadékot, majd 100 pul MTT (3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid) reagenst adtunk hozzajuk. Ezutan a
sejteket minimum 3 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Az inkubacio végeztével az MTT-
oldatot eltavolitottuk és a képz6dott formazan kristalyokat 100 pL dimetil-szulfoxidban
oldottuk fel és meghataroztuk az egyes mintak abszorbanciajat 577 nm-en mikrolemez
olvasoval. A kezelt sejtek életképességét a kezeletlen sejtek életképességéhez viszonyitva,

szazalékban adtuk meg.

5.8 Kvantitativ valés idejl polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

A sejteket 6 lyuku lemezen tenyésztettiik. Az RNS izolalasahoz a sejteket a kezelés végén
Trizol (RNA-STAT60, Tel-Test B Labs, Friendswood, TX, USA) reagenssel lizaltuk. A mintak
tisztasagat a 260 és 280 nm-en mért abszorbanciajuk aranya alapjan hataroztuk meg. Az
abszorbanciakat NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) spektrofotométer
segitségével hataroztuk meg. A koncentracid6 meghatarozasa utan a mintakbol 2 pg RNS-t
irtunk at cDNS-sé, melyhez High Capacity cDNA RT Kkitet (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltunk. A PCR reakciot valds idejii qPCR
késziilékkel (CFX96 Real-Time System, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA) végeztiik. A target

gének amplifikacioja soran iTaq Universal Probes Supermix master mixet (Bio-Rad, Inc.) és
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validalt FAM fluoroférral konjugalt TagMan probat és a hozza elére megtervezett primereket
hasznaltuk. Vizsgalataink soran VEGFA (Hs.00900055), GLUT1 (Hs. 00892681), RUNX2
(Hs.535845), SOX9 (Hs1001343), MSX2 (Hs00741177), ALP (Hs00768162), OCN
(Hs01587814) ¢és GAPDH (Hs02758991), valamint ciklofilin A (Hs0414521) gének

expressziojat vizsgaltuk.

5.9 Western blot analizis

A sejteket 6 lyuka sejttenyészt6 lemezen tenyésztettiik. A sejteket 120 uL 2x Laemmli lizis
pufferben lizaltuk. A kapott lizdtumot 5 percig 95 °C-on denaturaltuk, szonikaltuk (2x5
masodperc) majd jabb 5 percig denaturdltuk. Mintanként azonos mennyiségti fehérjét 7,5-
10%-o0s SDS poliakrilamid gélen valasztottuk el Bio-Rad Mini Protean késziilékkel 100 V
fesziiltség alkalmazasa mellett. A mintakat nitrocellul6z membranra blottoltuk (10600002, GE
Healthcare, Amersham, Germany) 12 V fesziiltségen, 45 percen 4t félszaraz blottoloval (Bio-
Rad Inc, Hercules, CA, USA). A membrant 6%-os tejpor oldattal blokkoltuk 1 6ran keresztiil
szobahémérsékleten, majd a membranhoz adtuk az elsédleges antitestet 5%-0s tejpor oldatban.
Az elsddleges antitesteket; az anti-HIF-1a antitestet (GTX127309, GeneTex, Irvine, CA, USA)
0,5 pg/ml, az anti-HIF-2a antitestet (#7096, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)
2,5 ug/ml, és az anti-Glut-1 antitestet (GTX1309, GeneTex) 0,5 ng/ml, az anti-Runx2 antitestet
(20700-1-AP; Proteintech, ROSemont, IL) 0,2 pg/ml, az anti-Sox9 antitestet (ab184547;
Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) 1 pg/ml, az anti-ALP antitestet (sc-30203; Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Dallas, TX, USA) koncentraciéban alkalmaztuk. A membrant az
elsédleges antitesttel egy éjszakan keresztiil 4 °C-on billegtettiik, majd a membrant TBS-T-vel
(Tris-sel pufferolt fiziologias sdoldat mely 0,1% Tween 20 detergenst tartalmaz) 3-szor mostuk
gyorsan ¢és 3-szor 10-15 percig. Ezt kovetéen a membranokat 1 oran keresztiil torma
peroxidazzal konjugalt anti-nytl (NA934, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ,
USA) és anti-egér (NA931, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA) masodlagos
antitesttel inkubaltuk szobahdmérsékleten. Az inkubalast kovetden a membranokat jbol TBS-
T-vel mostuk 3-szor gyorsan, majd 3-szor 10-15 percen at, majd Western ECL reagenssel (Bio-
Rad Inc., Hercules, CA, USA) hivtuk el6. Az eredményt rontgen filmen, illetve digitalisan
rogzitettiikk (LI-COR, Lincoln, NE, USA). A savok intenzitasat a késziilék szoftverébe épitett
analizalo szoftver, illetve a GelQuant szoftver segitségével hataroztuk meg. Detektalast
kovetden a membranokat ujrajeldltiik anti-B-aktin antitesttel (sc-47778; Santa Cruz

Biotechnology, Inc), melyet 0,5 ug/ml koncentracioban alkalmaztunk.
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5.10 VEGF szint meghatarozasa
A sejteket 96 lyuku sejttenyészté lemezen tenyésztettiik. A kezelés végeztével a feliiliszot
Osszegyljtottiik, majd a sejtek altal szekretdlt VEGF mennyiségét ELISA (R&D Systems,

Minneapolis, MN, USA) modszerrel hataroztuk meg a gyartoi eldirasoknak megfeleléen.

5.11 Oszteokalcin szint meghatdrozasa

A sejteket 6 lyuku lemezen tenyésztettiik, majd a kezelés végén a sejtekrdl eltavolitottuk a
tapoldatot, DPBS-sel mostuk, majd 100 ul EDTA-t (0,5 mol/L, pH 6,9) adtunk hozza. Az

crer

MN, USA) modszerrel hataroztuk meg a gyarto altal eldirtaknak megfelel6en.

5.12 ROS képzddeés vizsgalata

A sejteket 96 lyuku sejttenyésztd lemezen tenyésztettilk. A kezelés utan a sejteket PBS
pufferrel mostuk és 5-(és-6)-klorometil-2',7'-diklorodihidrofluoreszcein diacetat, acetil észtert
(CM-H.DCFDA) adtunk (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) hozzajuk (10 umol/L, 30
perc, 37°C-on). A sejteket az inkubécio utan HBSS-el mostuk és a fluoreszencia intenzitast
mértiik (488 nm gerjesztés/533 nm emisszid) 30 percenként 4 6ran at. Néhany kisérletiinkben
alkalmaztunk antioxiddnsokat is. Altalanos gyokfogoként az N-acetil-ciszteint (NAC, 5
mmol/L), szuperoxid-dizmutaz mimetik-ként Mn(I1I)-tetrakis (4-benzolsav) porfirin kloridot
(MTB, 50 pumol/L, Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, TX, USA), hidrogén-peroxid
megkdtésére natrium-piruvatot (SP, 5 mmol/L), Nox1/4 enzim gatlasara GKT137831-et (20
pmol/L, MedChemExpress, NJ, USA) és a mitokondrialis elektron transzport gatlasara rotenont
(5 umol/L) alkalmaztunk.

5.13 Géncsendesitées

A HIF-1a génexpresszio csokkentéséhez HIF-1a targetalt Silencer® select (#AM16708,
Thermo Fisher Scientific) siRNS-t alkalmaztunk. A modszer kontrolljaként negativ kontroll
SIRNS-t hasznaltunk (#4390843, Thermo Fisher Scientific). A sejtek transzfektalasahoz pedig
Lipofectamine® RNAiIMAX reagenst (13778075, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk

a gyarto protokolljdnak megfelelden.

5.14 Allatkisérletek

Az éllatkisérleteket az egyetemi és nemzetkozi etikai szabalyoknak megfelelden végeztiik,
a kisérletek elvégzéséhez €rvényes etikai engedéllyel rendelkeziink. A hipoxia hatdsanak

vizsgalatahoz 8-10 hetes, ndstény és him C57BL/6 egereket (n=24) hasznaltunk, amelyeket
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véletlenszerien négy csoportra osztottunk: kontroll, 12, 24 és 48 oras kezelés. Azon egereket,
melyek a hipoxias csoportba keriiltek, megfeleld mennyiségli vizzel és élelemmel ellatott
ketrecekben tartottuk, amelyeket attetsz6 akril kamrakba helyeztiink. Ebbe az akril kamraba
elore elkészitett gazkeveréket (10% Oz nitrogénben, Messer Hungarogdz) adagoltunk 5-10
L/perc aramlasi sebességgel. A normoxids csoportban 1évo egerek a fentebb emlitett
korilmények kozott, szintén elére elkészitett gazkeveréket (21% Oz, 79% N, Messer
Hungarogaz) kaptak 5-10 L/perc aramlasi sebességgel. A kisérlet végeztével az egereket szén-
dioxiddal altattuk, perfundaltuk 5 ml steril hideg DPBS-sel, majd kinyertiik az aortat és a tiid6t,
melyeket folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottunk és felhasznalasig -80 °C-on taroltunk. A
DPD hatasanak vizsgalata soran 8-12 hetes C57BL/6 egereket (n=25) 6t csoportra osztottunk:
kontroll, CKD, CKD+DPD 5mg/kg/nap, CKD+DPD 10 mg/kg/nap, CKD+DPD 15 mg/kg/nap.
A kronikus veseelégtelenséget adenin tartalmu diétaval valtottuk ki, melynek soran az egerek
6 hétig 0,2% adenin ¢és 0,7% foszfat tartalm, majd a 7. héttél 0,2% adenin és 1,8% foszfat
tartalmt ragesald tapot kaptak (Ssniff, Soest, Németorszag). A DPD-t (MedChemEXxpress,
Princeton, NJ, USA) a 7. héttél naponta oralisan, 1% metilcellulozban szuszpendalva

adagoltuk, mig a DPD kezelésben nem részesiilé egerek azonos térfogati vivéanyagot kaptak.

5.15 Az aorta kalcifikacio detektdlasa kalcium méréssel és Osteosense festéssel

cres

csoportba osztottuk: kontroll, CKD és CKD+DPD 15mg/kg/nap. Az egereket a kisérlet
végeztével izoflurannal (Baxter, Deerfield, IL, USA) elaltattuk, majd egyedenként 2 nmol
OsteoSense festéket (OsteoSense 680 EX, PerkinElmer, MA, USA) injektaltunk az egerekbe
retro-orbitalisan. 24 ora elteltével az egerek életét szén-dioxid-dal kioltottuk, majd az aortat
izolaltuk, megtisztitottuk és az aortak fluoreszencia intenzitasat 1VIS Spectrum In Vivo
Imaging miiszerrel (PerkinElmer, MA, USA) hataroztuk meg. A képalkotds és mérés utan az
aortak kalcium tartalmat is meghataroztuk. Ehhez az aortakat felnyitottuk, majd apr6 darabokra
feliilaszo kalcium tartalmat a fentebb emlitett médon QuantiChrom kalcium assay kit-tel

hataroztuk meg, ¢és a Ca tartalmat fehérje tartalomra normalizalva adtunk meg.

5.16 A vesefunkcid és az anémia laboratoriumi paramétereinek meghatarozasa
A vesefunkcio €s a hematoldgiai paraméterek meghatarozasat Nas-citrattal antikoagulalt
vérplazmabol végeztiik el. Az urea és kreatinin szinteket Cobas® ¢502 késziilékkel (Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany), a hematologiai paramétereket Siemens Advia-2120i
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hematologiai analizatorral (Tarrytown, NY, USA) hataroztuk meg 800 Mouse C57BL

programmal.

5.17 Ex vivo aorta szovettenyészet modell

Az aorta szovettenyésztése soran C57BL/6 egerek (n=53) aortajat aszeptikus koriilmények
kozott izolaltuk, majd a sejttenyésztés soran is alkalmazott, emellett 2,5 pg/ml fungizonnal
(Merck, Darmstadt, Németorszag) kiegészitett DMEM tapfolyadékban tartottuk normoxias és
hipoxias koriilmények kozott, illetve egyes kisérletekben DPD jelenlétében. A tapfolyadékot
minden masodik napon cseréltiik. Pozitiv kontrollként oszteogén médiumban kezeltik az
aortakat, melyet 2,5 mmol/L inorganikus foszfattal, egyes kisérletekben a foszfaton kiviil 0,6
mmol/L kalciummal egészitettiink ki. Egyes csoportokban N-acetil-ciszteint (NAC) és
chetomint is alkalmaztunk a hipoxias kezelés mellett. A kisérlet végén az aortakat megmostuk
DPBS-ben, longitudinalisan felnyitottuk, apro darabokra vagtuk és 25 ul 0,6 mol/L sésavval 24
oréan keresztiil dekalcinaltuk. A sdsavas feliiliszobol meghataroztuk a kéalcium tartalmat, amit

az aorta nedves tomegére normalizaltunk.

5.18 Hisztolodgia

Az aorta gylriiket a kisérlet végeztével 10%-os neutrdlis formalinban fixaltuk, majd
paraffinba dgyaztuk és 4 um vastagsagli metszeteket készitettiink. Deparaffinalast kovetden von
Kossa festést és hematoxilin-eozin (H&E) festést végeztiink a gyart6 leirasa alapjan (ab150687;
Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag).

5.19 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist a GraphPad Prism szoftver (8.01, San Diego, CA, USA) segitségével
végeztiikk. Minden in vitro kisérletet legalabb haromszor ismételtiink meg. A normal eloszlas
vizsgalatara Shapiro-Wilk tesztet hasznaltunk, majd a P értékek meghatarozasahoz
parametrikus teszteket alkalmaztunk. Két csoport szignifikancia szintjének meghatarozasdhoz
kétfarka Student-féle t probat, harom, vagy annal tobb csoport 6sszehasonlitdsa soran ANOVA
tesztet, majd Tukey-féle poszt-hoc analizist végeztiink. A p<0,05 értéket szignifikansnak
tekintettiik.
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6. Eredmények

6.1 A hipoxia fokozza a vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu
differencialédasat

Elséként megvizsgaltuk a HIF-1 utvonal aktivaciojat humén aorta Vvaszkularis
simaizomsejtekben hipoxias koriilmények kozott, valamint hipoxia mimetikumok (kobalt-
klorid, deferoxamin és 2,2’-bipiridil) jelenlétében és megallapitottuk, hogy a hipoxia és a
hipoxia mimetikumok nagymértékben fokoztdk a HIF-1 utvonal aktivacidjat. A hipoxia
mimetikumok koziil a kobalt-klorid idézte eld a legjelentdsebb HIF-1 aktivaciot. Ezt kdvetden
meghatéaroztuk a HIF-1a szabalyzasa alatt all6 célfehérjék, a gliikoz transzporter 1 (Glutl) és a
VEGFA fehérjék expresszidjat és eredményeink azt mutatjak, hogy mind a hipoxia, mind a

hipoxia mimetikumok fokoztak a Glutl és VEGFA expressziojat (5. dbra, A és B).
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5. dbra A HIF-1 utvonal hipoxia és hipoxia mimetikumok altali aktivacioja human
aorta vaszkularis simaizomsejtekben. A sejteket normoxias (21% O2) €s hipoxias (5%
02) koriilmények kozott tartottuk, valamint hipoxia mimetikumokat (CC: kobalt-klorid, 200
pmol/L; DFO: deferoxamin, 20 pmol/L, BP: bipiridil, 100 pmol/L) alkalmaztunk. (A)
Reprezentativ HIF-10, Glutl és B-aktin Western blottok 12 oras kezelést kdvetden teljes sejt
lizatumbol. HIF-loo és Glutl p-aktinra normalizalt fehérje expresszidja. Az
oszlopdiagrammokon feltiintetett 4tlag = SD minimum 3 fiiggetlen kisérlet eredményébdl
szarmazik. (B) Szekretalt VEGFA expresszio 48 oras kezelést kovetden (n=6). * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,005, **** p<(0,001 normoxias kontrolhoz viszonyitva.

Ezutdn megvizsgaltuk az oszteokondrogenikus markerek, Runx2, Sox9 és ALP fehérje
expresszidjat és eredményeink arra utalnak, hogy a hipoxia fokozza a vaszkularis
simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialédasat (6. dbra, A és B). Tovabba
megvizsgaltuk a csontban talalhaté kalcium kotd fehérje, az oszteokalcin szintjét €s
megallapitottuk, hogy hipoxias kezelés hatdsara az oszteokalcin szint 1d6fliggd ndvekedést

mutat human aorta vaszkularis simaizomsejtekben (6. abra, C).
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6. abra. A hipoxia fokozza az oszteokondrogenikus markerek expressziojat vaszkularis
simaizomsejtekben. A sejteket normoxias (21% O2) és hipoxias (5% O2) koriilmények
kozott tartottuk. (A) Reprezentativ Runx2, Sox9, ALP és B-aktin Western blottok 12 oras,
3 és 6 napos kezelést kovetden teljes sejtlizatumbol. Runx2, Sox9 és ALP B-aktinra
normalizalt fehérje expresszidja. (C) Az oszteokalcin id6fiiggé felhalmozodasa az
extracellularis matrixban. Az eredmények (atlag = SD) minimum 3 fliggetlen kisérlet
eredményébdl szarmaznak. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,005, **** p<0,001 normoxias
kontrolhoz viszonyitva, ns= nem szignifikans
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6.2 A hipoxia fokozza a vaszkularis simaizomsejtek extracellularis matrix mineralizaciojat

crer

vaszkularis simaizomsejtekben, valamint pozitiv kontrollként oszteogén stimulust is
alkalmaztunk. Eredményeink azt mutattak, hogy a hipoxias kezelés id6fiiggé modon fokozza
az ECM Kkalcifikacigjat vaszkularis simaizomsejtekben. A kalcifikacio mértéke kisebb, de
Osszemérheté az oszteogén stimulussal kivaltott kalcifikacioval (7. dbra, A és B). Emellett
megvizsgaltuk a hipoxia és az oszteogén stimulus hatasat a sejtek életképességére, és
megallapitottuk, hogy egyik kezelés sem csokkentette a sejtek viabilitasat a 10 napos kezelést
kovetden (7. dbra, C).
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7. dbra A hipoxia indukalja a vaszkularis simaizomsejtek extracellularis matrix
mineralizacidjat. A vaszkularis simaizomsejteket normoxias €s hipoxias koriilmények
kozott tartottuk, valamint oszteogén médiummal (0,6 mmol/L Ca és 2,5 mmol/L P1)
kezeltik. (A) A Ca felhalmozddas idofliggése az extracellularis matrixban. (B)
Reprezentativ alizarin vords festés és annak kvantifikdlasa (10. nap). (C) A sejtek
¢letképessége (10. nap). Az eredmények (atlag + SD) 3 fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak.
#* p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001 normoxias kontrolhoz viszonyitva, mig * p<0,01,
### p<0,005 a hipoxia és az oszteogén csoport dsszehasonlitdsaban.
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6.3 A hipoxia a HIF-1 Utvonal aktivaciojan keresztil fokozza a vaszkularis simaizomsejtek
oszteokondrogén differencidlodasat

Kovetkezd kisérletinkben a HIF-1 utvonal szerepét vizsgaltuk a vaszkularis
simaizomsejtek hipoxia-indukalt oszteokondrogén iranyu differencidlodasaban. Ennek soran a
HIF-1 transzkripcids aktivitasat gatlé chetomint alkalmazva meghataroztuk a VEGFA és Glutl
mRNS, valamint fehérje expresszigjat. Megallapitottuk, hogy a chetomin gatolta a VEGFA és

Glutl expresszidjanak hipoxia altal eldidézett emelkedését (8. dbra, A-C).
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8. dbra A hipoxia a HIF-1 utvonal aktivaciojan keresztiill fokozza a vaszkularis
koriilmények kozott tartottuk chetomin (6 nmol/L) jelenlétében. (A) VEGFA és Glutl
relativ mRNS szintje 6 6ras kezelést kovetden. (B) VEGFA szint vizsgalata 48 oras kezelés
utan. (C) Glutl Western blot 12 o6ras kezelést kovetden, amelyet B-aktin antitesttel ujra
jeloltink. (D) Oszteokondrogenikus markerek relativ mRNS szintjei 6 oras kezelést
kovetden, amelyeket GAPDH-ra normalizaltunk. (E) Runx2 fehérje expresszidjanak
vizsgalata 12 6ras kezelés utdn, amelyet B-aktinra normalizaltunk. (F) Oszteokalcin szint 15
napos kezelést kovetden. (G) Reprezentativ alizarin voros festés és annak denzitometralésa.
Az eredmények (atlag + SD) 3 fliggetlen kisérletbdl szarmaznak. * p<0,05, ** p<0,01. ***
p<0,005 normoxids kontrolhoz viszonyitva, * p<0,05, # p<0,01, * p<0,005 hipoxia és
hipoxia+chetomin csonortok kozott.
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Ezt kdvetéen megvizsgaltuk a chetomin hatasat az oszteokondrogenikus markerek mRNS
expresszidjara és azt tapasztaltuk, hogy a chetomin teljes mértékben meggatolta az
oszteokondrogén markerek (Runx2, Sox9, Msx2, OCN, ALP) mRNS szintjének hipoxia altali
fokozodasat (8. dbra, D). Kimutattuk tovabba, hogy chetomin jelenlétében elmarad a Runx2 és
az oszteokalcin fehérjék expresszidjanak hipoxia altal eléidézett fokozodasa (8. dbra, E, F),

valamint a vaszkularis simaizomsejtek hipoxia altal indukalt kalcifikacidja is (8. dbra, G).

6.4 A ROS szerepe a vaszkularis simaizomsejtek HIF-1 aktivacidjaban

Kovetkezd kisérleteinkben a hipoxia ¢s a ROS képzddés kapcsolatat vizsgaltuk a
vaszkularis simaizomsejtek hipoxia-medialt oszteokondrogén iranyt atprogramozdodasa soran.
Elsdként a humén aorta vaszkularis simaizomsejtek ROS termelését mértiilk meg normoxias és
hipoxias (5% O2) koriilmények kozott, valamint antioxidansokkal torténd kezelést kovetden.
Megallapitottuk, hogy hipoxia hatdséara fokozddik a vaszkularis simaizomsejtek ROS termelése

(9. abra, A).
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9. dbra A ROS képzédés szerepe a HIF-1o hipoxia altali stabilizaciéjaban. A sejteket
normoxias €s hipoxias (5% O2) koriilmények kozott tartottuk és kiilonféle antioxidansokkal
(NAC (N-acetil-cisztein): 1 mmol/L, MTB (MnTBAP-klorid): 50 umol/L, SP (natrium-
piruvat): 5 mmol/L, GKT: 20 pmol/L, Rot (rotenon: 5 pmol/L) kezeltiik 4 6ran keresztiil.
(A-C) Intracellularis ROS termelédés vizsgalata. (D) HIF-1a Western blottok 12 6ras
kezelést kovetben NAC, SP és Rot jelenlétében B-aktinra normalizadlva. Eredményeink
(atlag + SD) 3 fiiggetlen kisérlet eredményebdl szarmaznak. * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,005, **** p<(,001 normoxias kontrolhoz viszonyitva, # p<0,05, ** p<0,01, #* p<0,005
hipoxids kezeléshez hasonlitva.
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Ezt kovetden a képzodott ROS tipusat és keletkezésének helyét vizsgaltuk, ezért kiillonbdzo
antioxidansok jelenlétében megvizsgaltuk a ROS képzddés mértékét. Az glutation
prekurzoraként ismert antioxidans N-acetil-cisztein (NAC), a hidrogén-peroxid fogd natrium-
piruvat €s az elektron transzportlanc I-es komplexétnek miikodését gatlé rotenon hatékonyan
gatolta a hipoxias koriilmények kozott tartott vaszkularis simaizomsejtek ROS képzddését,
mely arra utal, hogy a hipoxia hatasara képz6d6 ROS mitokondrialis eredetii hidrogén-peroxid
(9. dbra, B-C). Ezt kovetéen a ROS termel6dést gatld antioxidansok jelenlétében
megvizsgaltuk a vaszkularis simaizomsejtek HIF-1a expresszidjat. Megallapitottuk, hogy a
ROS képzodés csokkenésével parhuzamosan az antioxidansok csokkentették a vaszkularis
simaizomsejtek HIF-1a expresszidjat (9. abra, D).

A ROS képzddés és a HIF-1la kozti interakcid jol ismert, azonban a szakirodalomban
szamos ellentmondas taldlhatdé az exogén ROS ¢és a HIF-la expresszidja, valamint
transzkripcids aktivitdsa kozott. A ROS képzddés és HIF-1a kozotti lehetséges interakciod
feltarasa céljabol a vaszkularis simaizomsejteket hidrogén-peroxiddal kezeltik és
megvizsgaltuk a sejtek HIF-1a expresszidjat. Megallapitottuk, hogy a hidrogén-peroxid
dozisfiiggé modon fokozta a sejtek HIF-lo expressziojat (10. dbra, A). Ezt kovetden
megvizsgaltuk a HIF-1 gatlo chetomin hatasat a ROS képzddésre hipoxias koriilmények kozott
¢és kimutattuk, hogy a chetomin gatolta a ROS termelédést (10. dbra, B).
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10. abra A ROS képzodés és a HIF-1a aktivacié kozotti interakceié. A sejteket hidrogén-
peroxiddal (1-100 umol/L) kezeltiik, valamint hipoxias koriilmények kozott tartottuk
chetomin (C) (6 nmol/L) mellett. (A) HIF-10 Western blot és kvantalasa 30 perces kezelést
kovetéen B-aktinra normalizdlva. (B) intracellularis ROS termelddés vizsgalata.
Eredményeink (atlag + SD) 3 fiiggetlen kisérlet eredményébdl szarmaznak. *** p<0,005,
##%% p<(,001 normoxids kontrolhoz viszonyitva, ** p<0,005 hipoxias kezeléshez
hasonlitva, ns= nem szignifikdns
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6.5 A ROS szerepe a vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén differencialdodasaban
és az extracellularis matrix kalcifikacidjaban

crcr

ROS fliggését vizsgaltuk human aorta vaszkularis simaizomsejtekben.
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11. dbra A ROS szerepe a vaszKularis simaizomsejtek hipoxia-medialt
oszteokondrogenikus differencialéodasaban és kalcifikaciojaban. A sejteket normoxias
¢és hipoxias (5% O3) koriilmények kozott tartottuk antioxiansok (NAC (N-acetil-cisztein:1
mmol/L, SP (natrium-piruvat): 5 mmol/L, Rot (rotenon): 5 pmol/L) jelenlétében. (A-B)
Runx2 és Sox9 relativ mRNS expresszidja 6 oras kezelés utan. (C) Runx2 Western blot 12
oras kezelést kovetden B-aktinra normalizalva. (D) Reprezentativ alizarin vords festés 10
napos kezelést kovetden. (E-F) Extracellularis matrix kdlcium €s oszteokalcin tartalma. Az
eredmények (atlag + SD) 3 fiiggetlen kisérlet eredményébdl szarmaznak. ** p<0,01, ***
p<0,005 normoxias kontrolhoz képest, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,005 hipoxids
kezeléshez hasonlitva.
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Megallapitottuk, hogy a Runx2 és Sox9 mRNS expresszidjanak hipoxia altali fokozodasa
antioxidansok jelenlétében elmarad (11. dbra, A-B).

Ezen kiviil megvizsgaltuk a Runx2 fehérje expresszidjat és megallapitottuk, hogy
antioxidansok jelenlétében csokkent a Runx2 expresszidjanak hipoxia altali novekedése (11.
abra, C). Tovabba meghataroztuk az antioxiddnsok hatdsat a vaszkularis simaizomsejtek
kalcifikécioja, kélcium tartalma és oszteokalcin szintje is nagymértékben csokkent vaszkularis
simaizomsejtekben (11. dbra, D-F).

Ezt kvetéen megvizsgaltuk a hipoxia hatasat in vivo, egérmodellben is. Meghataroztuk a
tid6 Glut-1 és Runx2 mRNS expressziojat és megallapitottuk, hogy a Glut-1 12 6ra, mig a
Runx2 24 ora elteltével mutatott szignifikans emelkedést (12. dbra, A-B). Ezzel parhuzamosan

az aortakban is jelentdsen nétt a Glut-1 és Runx2 mRNS szintje (12. dbra, C-D).
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12. abra A hipoxia fokozza az oszteokondrogenikus atprogramozodast az egerek
tiildejében és aortajaban. C57BL/6 egereket (n=6/csoport) normoxids és hipoxids (10%
O>) koriilmények kozott tartottunk 12, 24 és 48 oraig. (A-B) Glut-1 és Runx2 mRNS szintje
tiid6ben és (C-D) aortaban. * p<0,05, ** p<0,01
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A hipoxia kalcifikaciora kifejtett hatasat ex vivo aorta szovetkultura modellben vizsgaltuk
tovabb. Ehhez els6ként aszeptikus koriilmények kozott eltavolitottuk a C57BL/6 egerek
aortdjat, majd a kotdszovettdl megtisztitott aorta darabokat normoxiés €s hipoxias koriilmények
kozott, valamint oszteogén tapfolyadékkal stimulalva tartottuk 6 napon keresztiil. Kimutattuk,
hogy a hipoxids kezelés hatdsara tobb, mint hatszorosara nodtt az aorta kalcifikacioja
normoxidhoz viszonyitva. Tovabba, oszteogén stimulus jelenlétében a kiilonbség még
jelentdsebb, kozel tizszeresére ndtt a kalcifikacid mértéke normoxids koriilményekhez képest

(13. dbra, A).
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13. abra A hipoxia ROS-fiiggé modon fokozza az aorta Kkalcifikaciojat ex vivo
koriilmények kozott. C57BL/6 egerekbdl izolalt aorta darabokat (n=5/csoport) 6 napig
tartottuk normoxids ¢€s hipoxids koriilmények kozott normal tadpfolyadékban, illetve
oszteogén tapfolyadeékban (0,6 mmol/L Ca és 2,5 mmol/L Pi). Egy szeparalt kisérletben a
hipoxiaban tartott aortakhoz NAC-t (N-acetil-cisztein) (5 mmol/L) illetve chetomint (Chet)
(6 nmol/L) adtunk. (A-B) Az aorta mintak kalcium tartalma. ** p<0,01, *** p<0,005
normoxids kontrolhoz képest és # p<0,05 hipoxias kezeléshez hasonlitva.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a ROS képzodés és HIF-1 aktivacio szerepét az aorta €x Vivo

crer

chetomin is gatolta az aorta kalcium tartalmanak hipoxia altali emelkedését (13. abra, B).

6.6 Daprodustat fokozza a HIF-1 Utvonal aktivaciojat

A CKD-asszocidlt anémia kezelésére prolil-hidroxildz inhibitorokat fejlesztettek ki. A

klinikai eredmények alapjan az egyik legigéretesebb szernek a GlaxoSmithKline altal eléallitott
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Daprodustat (DPD) bizonyult, és Japanban a DPD bevezetésre keriilt a klinikai gyakorlatba
CKD-ban szenved6 betegek anémiajanak kezelésére. Azt kovetden, hogy bemutattuk a hipoxia
¢s a HIF-1 aktivaci6 fontossdgat a vaszkuldris kalcifikacio patomechanizmusaban,

megvizsgaltuk a DPD lehetséges kalcifikaciot fokozo hatasat.
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14. abra A DPD fokozza a HIF-1 utvonal aktivaciéjat. A vaszkularis simaizomsejteket 1-
100 pmol/L DPD (Daprodustat) jelenlétében kezeltiink 24 oran keresztiil. (A-D) HIF-1a,
HIF-2a és Glutl Western blottok B-aktinra normalizalva (n=3). (E) Szekretalt VEGF-A
szint. ** p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001

Els6ként a DPD HIF-1 ttvonal aktivacigjara kifejtett hatasat teszteltiik, és megallapitottuk,
hogy a DPD dozisfiiggd modon fokozza a HIF-1a, a HIF-2a, Glutl és VEGF-A expresszidjat
(14. dabra, A-E).
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6.7 A Daprodustat fokozza a vaszkularis simaizomsejtek foszfattal indukalt kalcifikaciojat
és ex vivo egér aorta szovettenyészetben

Ahogy az el6z6 abran lathatjuk 10 pmol/L DPD mar elegendé6 a HIF-1 utvonal
aktivaciojahoz, ezért a tovabbi kisérleteinkben ezt a dozist alkalmaztuk. A DPD kalcifikaciora
kifejtett hatasat kiilonb6zd Pi szintek mellett tanulmanyoztuk. A kalcifikdcios kisérletlink
eredménye azt mutatta, hogy a Pi-ot dnmagaban alkalmazva csak az altalunk alkalmazott
legmagasabb (2,5 mmol/L) koncentraciéban fokozta a kalcifikaciot, ugyanakkor a DPD
érzékenyitette a sejteket a Pi-indukalt kalcifikaciora, és a Pi+DPD-vel kezelt sejtek esetén a
kalcifikaci6 indukcidjahoz mér 2,0 mmol/L Pi elegendd volt 6 napon at tart6 kezelést kovetden
(15. dbra, A). A Pi és PitDPD altal indukalt kalcifikaci6 idObeliségét vizsgalva
megallapitottuk, hogy a DPD felgyorsitja a Pi altal indukalt kalcifikdciot vaszkuldris

simaizomsejtekben (15. dbra, B).
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15. abra A DPD fokozza a vaszkularis simaizomsejtek foszfat-indukalt extracellularis
matrix kalcifikaciojat. (A-C) A sejteket 1,5-2,5 mmol/L Pi koncentracid jelenlétében
tartottuk DPD (10 umol/L) jelenlétében vagy hianyaban 6 napon keresztiil. (D-E) Az egér
aorta darabokat (n=5) kontroll, magas Pi (2 mmol/L) és Pi+DPD (10 pmol/L) koriilmények
kozott tartottuk. (A) Reprezentativ alizarin vords festés és kvantifikalasa. (B-C) Az
extracellularis matrix kalcium és oszteokalcin tartalma. (D) Aorta kalcium tartalma (E)
Hematoxilin-eozin és Von Kossa festés (n=5). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005, ****
p<0,001
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Tovabba, a DPD jelentosen fokozta az extracellularis matrix OCN tartalmdnak Pi altal
indukalt emelkedését (15. dbra, C). Ezt kovetéen a DPD hatasat ex vivo egér aorta
szovettenyészetben vizsgaltuk tovabb. A steril koriilmények kozott izolalt aorta darabokat
kontroll, illetve emelt Pi tartalmu tapfolyadékban tartottuk DPD hianyaban vagy jelenlétében.
Az aortdk kalcium tartalmat 3, 5, illetve 7 napos kezelést kovetden hataroztuk meg. A kalcium
akkumulacidja a Pi-tal kezelt aortakban a hetedik napon mutatott emelkedést a kontrollhoz
viszonyitva, ugyanakkor a Pi+DPD-vel kezelt aortdk kalcium szintje mar a kezelés 6todik
napjan emelkedett volt (15. dbra, D). A kalcium mérés eredményét hisztologiai vizsgalattal
erdsitettik meg. Hematoxilin-eozin és von Kossa festéseket végeztink a kezelt aorta
metszeteken. A kontroll és magas Pi-tal kezelt aortakban kalcifikaciot nem tapasztaltunk,

ugyanakkor a Pi+DPD-vel kezelt aortakban von Kossa pozitivitast detektaltunk (15. dbra, E).
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6.8 A Daprodustat sikeresen korrigalja az anémiat, emellett fokozza az aorta kalcifikaciot
kronikus vesebeteg egérmodellben

A DPD vaszkularis simaizomsejtekben torténd vizsgalatat kovetéen beallitottunk egy in

vivo CKD egérmodellt, mely soran C57BL/6 egerekben veseelégtelenséget indukaltunk.
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16. abra A DPD vesefunkciora

A C57BL/6 egerek (n=25) a CKD indukalasa soran 6 héten at adenin+normal Pi tartalmu
tapot, majd a 7. héttdl adenin+1,8% Pi tartalmt tapot kaptak, majd a DPD kezelt csoport
5,10 és 15 mg/kg/nap dozistt DPD-t kapott oralisan. (B) Testsuly mérés eredménye. (C-E)
Szérum foszfat, urea és kreatinin szint. (F-H) Teljes vér hemoglobin koncentracidja,
vorosvertest szama €s hematokrit értéke. Az eredményeket atlag + SD értékben adtuk meg.
*p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001

és anémiara gyakorolt hatasa CKD egér modellben. (A)

A diéta elsd hat hetes periodusa soran 0,2% adenin és normal (0,7%) Pi tartalmu tappal, az

azt kovetd 3 héten 0,2% adenin

¢és emelt (1,8%) Pi tartalmu tappal idéztiik eld a kronikus
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vesebetegséget. DPD kezelés soran irodalmi adatok alapjan hdrom kiilonbozé dozist
valasztottunk ki (5, 10 és 15 mg/kg/nap) (16. dbra, A). A kezelés soran hétrél hétre nyomon
kovettik az egerek testsulyanak valtozasat, hiszen kronikus vesebetegségben ismert a
csonttomeg csokkenése. A testsulymérés eredményei alapjan kimutattuk, hogy a CKD egerek
stilya nagymértékii csokkenést mutatott DPD jelenlétében is (16. dbra, B). Ezt kovetéen a CKD
klinikai paramétereinek véaltozasat hatdroztuk meg DPD jelenlétében, illetve hidnyéaban.
Megallapitottuk, hogy DPD kezeléstdl fiiggetleniil a szérum foszfat, urea ¢és kreatinin szintje
fokozodott (16. dbra, C-E). Tovabba megvizsgaltuk a DPD hatasat a hematologiai paraméterek
tekintetében CKD kezelés jelenlétében. Eredményeink alapjan azt allapitottuk meg, hogy az
alacsonyabb dézisban (5 és 10 mg/kg/nap) alkalmazott DPD nem, azonban a legmagasabb
dozisu DPD sikeresen korrigalta a hemoglobin, a vorosvértest szam és a hematokrit CKD altal
indukalt csokkenését (16. abra, F-H).

Kovetkez6 kisérletiinkben a DPD lehetséges kalcifikaciot fokozo hatdsat vizsgaltuk meg.
Ebben a kisérletben a DPD-t az anémiat sikeresen korrigalé dozisban (15 mg/kg/nap) adtuk az
el6z0 kisérletnél részletezett modon. A DPD-vel nem kezelt egerek azonos térfogati 1% metil-
celluloz vivéanyagot kaptak. A kisérlet végén az izoflurannal elaltatott egerekbe retro-
orbitalisan osteosense (2 nmol/egér) festéket injektaltunk, és 12 ora elteltével izolaltuk az aortat.
A kalcifikaciot kozeli infravords képalkotd technika segitségével detektaltuk IVIS késziilékkel
(Perkin Elmer). A CKD egerek aortajaban mért fluoreszcencia intenzitas 1ényegesen nagyobb
volt a kontrollhoz viszonyitva (6,414x10% + 3,2153x108 vs. 1,378x10° = 0,35801x10°%). Az
osteosense festék felhalmozddasa még jelentdésebb volt a DPD kezelést kapd kronikus
vesebetegség egerekbdl szdrmazd aortdkban, mint a vivOanyagot kapo kronikus vesebeteg
egerek aortajaban (2,818x10° £ 1,06114x10°% (17. dbra, A). Az aortikat a fluoreszcencia
intenzitas mérést kovetden dekalcindltuk, és meghatiroztuk a sésavas feliiliszok kalcium
tartalmat. A CKD egerek aortajanak kalcium tartalma jelentésen meghaladta a kontroll allatok
aortajanak kalcium tartalmat, s a DPD kezelés hatasara a kalcium tartalom tovabbi fokozodasat
figyeltilk meg (17. dbra, B). A kalcifikaci6 kimutatasara az aorta metszeteken von Kossa festést
végeztiink, mely csak a DPD-vel kezelt CKD egerekbdl szarmazoé aorta mintakon mutatott

pozitivitast (17. abra, C).
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17. dbra A DPD fokozza a krénikus vesebetegség altal indukalt aorta kalcifikaciot in
vivo. (A) A 16-os abra A részének leirasa alapjan a C57BL/6 egerekben (n=15) CKD-t
indukaltunk, majd a DPD kezelt egerek (n=5) 15mg/kg/nap DPD-t, a vesebeteg csoport
(n=5) pedig azonos térfogati metilcellulozt kapott. Osteosense festés és kvantifikalasa
foton/masodpercben (p/s) kifejezve. (B) Az aortak kalcium tartalma. C) Hematoxilin-eozin
¢s von Kossa festés. Nagyitas: 100x, 800x. Az eredményeket atlag +SD értékekben adtuk
meg. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005

6.9 A Daprodustat pro-kalcifikacids hatasaban a HIF-1 dtvonal kritikus szerepet jatszik

A DPD egy prolil hidroxildz gatld hipoxia mimetikum, mely hatdsat a HIF-la
stabilizalasan keresztiil fejti ki. A tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a DPD
kalcifikaciot fokozo hatdsadba szerepet jatszik-e a HIF-1 utvonal aktivacidja és a HIF-la.
Els6ként HIF-1 gétl() chetomint alkalmaztunk, és megéllapitottuk, hogy a chetomin
oszteokalcin tartalmat (18. dbra, A-C). Ezt kovetéen a HIF-1a szerepét vizsgaltuk. A HIF-1a
knock-down sejteket siRNS technikaval hoztuk 1étre (18. abra, D), majd vizsgaltuk a sejtek
kalcifikacios képességét. Megallapitottuk, hogy a HIF-1a gén csendesitett sejtek kalcifikacios
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képessége elmarad a kontroll sejtekhez képest, melyet Alizarin vords festéssel, kalcium

méréssel €s oszteokalcin szint méréssel igazoltunk (18. dbra, E-G).
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18. abra A DPD HIF-1 fiigg6 médon fokozza a Kkalcifikaciot. A vaszkularis
simaizomsejteket chetominnal (12,5 nmol/L) el6kezeltiik (12 6ra), majd a kalcifikéciot Pi
(2 mmol/L) + DPD-vel (10 pmol/L) indukaltuk. (A) Reprezentativ alizarin voros festés és
kvantifikalasa (4. nap). (B-C) ECM kalcium (4. nap) és oszteokalcin szintje (6. nap). (D)
HIF-1a Western blot B-aktinra normalizalva 24 6ras kezelés utan teljes sejtlizatumbol (n=3).
(E) Reprezentativ alizarin voros festés és kvantifikalasa (4. nap). (F-G) ECM kélcium és
oszteokalcin tartalma (6. nap). ** p<0,01, *** p<0,005, **** p<0,001

46




7. Diszkusszio

Az ektopias kalcifikacio legismertebb €s legjobban tanulmanyozott formdja a vaszkularis
kalcifikaci6. A kalcifikacio elhelyezkedése szerint megkiilonboztetiink intima ¢és média
kalcifikaciot. A kalcifikacio soran kalciumban és foszfatban gazdag hidroxiapatit rakodik le az
érfal intima és média rétegében, melynek kovetkeztében az erek rugalmassaga csokken, és
jelentésen megnd a kardiovaszkularis betegségek kialakulasanak kockézata.

Az intima kalcifikacio fokalis, az érelmeszesedéses plakkok kornyezetében alakul ki. Az
intima Kkalcifikacio az aortaban és a nagy eclasztikus artériakban jelenik meg, jellegzetessége a
koleszterin ¢és lipidek felhalmozdodasa az endotél sejtréteg alatt, valamint a gyulladas és a
makrofagok akkumulécidja [113]. Ezzel szemben a média kalcifikacio az aorta és a muszkularis
tipust erek teljes keresztmetszetére kiterjed, hatterében a felborult kélcium, foszfat és D vitamin
metabolizmus all. A kalcifikacio soran megfigyelheté a vaszkularis simaizomsejtek
oszteokondrogén iranyt differencidloddsa, mely hasonlésagot mutat a fizioldgias
példaul kronikus vesebetegségben és 2-es tipusu diabéteszben [114] .

A szamos kiilonbség mellett az intima és média kalcifikacidé patomechanizmusaban van
egy koOzos pont, ami nem mas, mint a hipoxia. Az erek média rétegében talalhatod
simaizomsejtek az érlumen iranyabol diffiizio altal jutnak oxigénhez. Az oxigén szoveti
diffuzios tavolsaga limitalt, és amennyiben az endotél sejtréteg alatt felhalmozodo lipidréteg
vastagsaga ezt meghaladja, a plakk alatt elhelyezked6 simaizomsejtek hipoxidssa valnak [73].
A hipoxia az érelmeszesedéses plakk progresszidjat sokféle modon befolyasolja, azonban a
kalcifikaciora gyakorolt hatasat mi vizsgaltuk els6ként.

A hipoxia kronikus vesebetegségben szenvedd betegekben is jelen van, mely elsoként a
vesét érinti, de Mokas és munkatarsai a HIF-1a expresszidjanak fokozodasat irtak le az aorta
média rétegben CKD patkanymodellben [83,115].

A hipoxia ¢és a kalcifikacio kozotti lehetséges kapcsolatra utal néhany klinikai megfigyelés
is, melyekben alvasi apnoés betegekben abdomindlis aorta kalcifikaciot, illetve kronikus
obstruktiv tiidobetegségben szenvedd betegekben az alacsony véroxigén szint mellett
emelkedett pulmonaris és koronaria artéria kalcifikaciot figyeltek meg [87,88].

Ezekre a klinikai megfigyelésekre alapozva allitottuk fel hipotézisiinket €¢s munkank soran

a hipoxia kozvetlen hatasat vizsgaltuk a vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu

crer
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Kisérleteink sordn megallapitottuk, hogy a vaszkularis simaizomsejtek hipoxia altal indukalt
osztekondrogén atprogramozodasa HIF-1 fiiggd (8. abra). Ezzel 6sszhangban Ruffenach és
tarsai kimutattak, hogy HIF-1a taltermelése esetén fokozodott, mig HIF-10 hidnyaban csokkent
a pulmonaris artéria simaizomsejtek kalcifikacioja [117].

A hipoxia és ROS képzddés kozotti komplex kapcsolat megismerésével szamos
tanulmanyban foglalkoztak, azonban egymasnak ellentmond6 eredmények sziilettek. Egyes
publikaciokban a ROS képzddés csokkenését, mig masokban annak fokozodasat irtdk le
hipoxianak kitett sejtekben [88,89]. Ismert, hogy a hipoxia érzékeléséhez és a hipoxiara adott
valaszreakciohoz elengedhetetlen a mitokondrium 1égzési lancanak miikodése [118]. Hipoxias
koriilmények kozott mitokondridlis és NADPH-oxidéaz eredetii ROS is termelddik. A fokozott
ROS képzdédésnek kulesszerepet tulajdonitanak vaszkularis kalcifikacioban és a vaszkularis
simaizomsejtek oszteogén iranyu differencialodasaban [119,120].

Munkank sordn megvizsgaltuk a ROS szerepét a vaszkularis simaizomsejtek hipoxia altal
ismeretek egy részével Osszhangban kimutattuk, hogy a hipoxia fokozza a ROS képzddést
simaizomsejtekben (9-10. abra). Szelektiv inhibitorok segitségével arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a hipoxia altal a simaizomsejtekben generalt ROS mitokondriélis eredetii. Ezen
tulmenden megallapitottuk, hogy az antioxoidansok gatoljak a sejtek hipoxia altal indukalt
oszteokondrogén iranyu differencialodasat és HIF-1a expresszidjat (11. abra). A ROS és HIF-
1 rendszer kozotti komplex interakciokat tovabb tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a
hidrogén peroxid stabilizalja a HIF-10-t sSimaizomsejtekben. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a hipoxia és a ROS képzddés kozott egy pozitiv visszacsatolas figyelheté meg, melyben
a hipoxia fokozza a ROS képzddést, az emelkedett ROS pedig aktivalja a HIF-1 Gtvonalat.

Az in vitro modell mellett megvizsgaltuk a hipoxia hatasat in vivo egérmodellben is.
Kimutattuk, hogy hipoxias koriilmények kozott emelkedett a Runx2 mRNS expresszidja az
egerek aortajaban, mely arra utalhat, hogy a hipoxia fokozza az oszteogén iranyu
atprogramozodast egér aorta simaizomsejtekben (12. abra). Tovabba, ex vivo aorta
szovetkultaraban megvizsgaltuk a hipoxia altal indukalt kalcifikacio ROS és HIF-1 fliggését,
¢és megallapitottuk, hogy az aortdk hipoxia altal eldidézett kalcifikacioja gatolhatd mind
antioxidansokkal, mind HIF-1 inhibitorokkal (13. abra). Eredményeink azt sugalljak, hogy a
vaszkularis simaizomsejtek hipoxia altal indukalt oszteogén iranya atprogramozodéasa és

kalcifikacioja ROS és HIF-1 fliggd, ezen megallapitasainkat a 19. abran foglaltuk dssze.
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19. abra A vaszKkularis simaizomsejtek hipoxia altal indukalt oszteokondrogén
atprogramozoédasanak és kalcifikaciojanak hatterében allé lehetséges mechanizmus
[116]. A Vaszkularis simaizomsejtek csokkent oxigén tenzio érzékelése utan mitokondrialis
ROS-t termelnek, mely aktivalja a HIF-1 utvonalat. A HIF-1 utvonal aktivacidja a HIF-1
szabalyzasa alatt allo gének és az oszteokondrogén iranyu differenciacid marker génjeinek
atirodasahoz vezet, melynek eredményeként a vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén
atprogramozodason mennek keresztiik ¢s kalcifikdlnak, mely HIF-1 inhibitorral és
antioxidansokkal gatolhat6.
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Az emelkedett foszfat szint a vaszkularis kalcifikacio legismertebb induktora és
kulcsszerepet jatszik a CKD-asszocialt vaszkularis kalcifikacio kialakulasaban [50]. A kronikus
vesebetegség gyakran tarsul mas betegségekkel, mint példaul anémidval. Az anémia
kialakulasdnak hatterében a besziikiilt vesefunkcid kovetkeztében lecsokkent EPO szint és a
kronikus gyulladds okozta vashiany all [101,121]. A CKD-asszocialt anémia kezelésének
célpontja az EPO szint és a vOrOsvértest szam novelése, melyet ESA, valamint rhEPO
alkalmazasaval igyekeznek elérni, azonban szamos tanulmanyban leirtdk ezen gyogyszerek
kardiovaszkularis rizikot fokozo hatasat, mely kronikus vesebetegségben szenvedé betegek
esetében eleve megemelkedett [122].

Alternativ terapias lehetdségként meriilt fel az anémia kezelésre a HIF-1 utvonal
aktivacioja a prolil-hidroxilaz enzimek gatlasan keresztiil, mely az EPO szintézis indukalasahoz
vezet [103]. A prolil-hidroxilaz inhibitorok a HIF-1 stabilizaciojara gyakorolt hatasuk miatt
hipoxia mimetikumoknak tekintheték. Szamos gyogyszercég fejlesztett ki prolil-hidroxilaz
inhibitorokat, azonban a klinikai vizsgélatok sordn a legigéretesebbnek a Daprodustat
bizonyult, melynek alkalmazasat 2020-ban engedélyezték Japanban. A prolil-hidroxilaz
inhibitorok klinikai tesztelése sordn a kardiovaszkularis rizikdé tanulmanyozdsira nem
iranyultak széleskorii vizsgalatok, ezért munkdnk sordn azt a célt tliztiik ki, hogy megvizsgaljuk
a DPD, mint hipoxia mimetikum hatasat magas foszfattal indukalt kalcifikaciora in vitro, ex
vivo és in vivo modellekben. Munkank soran kimutattuk, hogy a DPD fokozza a vaszkularis
prolil-hidroxilaz inhibitorral, Roxadustattal is végeztek hasonlé in vitro kalcifikacios kisérletet,
melyben a mi eredményiinkkel Osszhangban azt talaltak, hogy a Roxadustat a DPD-hez
hatasat ex vivo aorta szervkultira modellben is megvizsgaltuk, és hasonléan az in vitro

kalcifikacios modelliinkben tapasztaltakhoz, megallapitottuk, hogy a DPD fokozza az aortak

Ezt kovetéen, a DPD hatasat egy CKD egérmodellben in vivo koriilmények kozott
vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a DPD 15 mg/kg/nap dézisban alkalmazva korrigalja a CKD-
asszocialt anémiat (16. abra), de a kronikus vesebetegségre jellemz6 paramétereket (szérum
kreatinin, urea) nem befolyasolja. Ugyanakkor vizsgalataink arra is fényt deritettek, hogy ebben
a dozisban alkalmazva a DPD fokozza az aorta kalcifikaciot (17. abra).

A DPD, mint hipoxia mimetikum a HIF-1 utvonal aktivalasan keresztiil fejti ki hatasat,

mely az EPO fokozott expressziojat idézi el6. A HIF-1 utvonal hipoxia altali aktivacidja
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crer

kalcifikaciot fokozé hatasaban a HIF-1 utvonal aktivacidja jelentds szerepet jatszik.

A DPD kalcifikaciot fokozo hatasa elmaradt HIF-1 inhibitor jelenlétében vagy HIF-1a
géncsendesitett sejtekben, mely feltételezéslink helyességét tdmasztja ala, és bizonyitja a HIF-
1 utvonal szerepét a DPD pro-kalcifikacios hatasaban (18. abra).

Mindezen eredményeket Osszegezve feltételezziik, hogy a DPD az anémia sikeres
korrigalasa mellett fokozhatja a CKD-asszocialt vaszkularis kalcifikaciot és a kardiovaszkularis
események bekovetkezésének kockazatat kronikus vesebetegségben szenved6 betegekben. Egy
tavaly megjelent, randomizalt, fazis 3 vizsgalat eredményeit Osszefoglald tanulmanyban
Osszehasonlitottak a CKD-asszocialt anémia kezelésére korabban alkalmazott epoietin alfa és a
DPD kardiovaszkularis kimenetelre gyakorolt hatasat olyan dializalt CKD betegekben, akik 8-
11,5 g/dl hemoglobin értékekkel rendelkeztek. A tanulmanyban 2964 beteg vett részt, a betegek
eredményeit 2,5 éven keresztiil vizsgaltak és megallapitottak, hogy a DPD-kezelt betegek
25,2%-aban mig az epoetin alfaval kezelt betegek 26,7%-aban figyeltek meg sulyos
kardiovaszkularis szovédményeket [112].

Ezek ismeretében az 0j generdcios hipoxia mimetikumok alkalmazasa elétt mérlegelni kell
a haszon/kockézat aranyt az anémia sulyossaganak és a beteg kardiovaszkularis allapotanak

figyelembevételével.
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8. Konkluzidk

Dolgozatom elsé részében a hipoxia altal eloidézett oszteokondrogén iranyu

differencialodast vizsgaltuk human aorta simaizomsejtekben in vitro, valamint ex vivo és

in vivo koriilmények kozott egerekben. Ehhez kapcsolédoan az alabbi megallapitasokat

fogalmaztuk meg:

A hipoxia fokozza a vaszkuldris simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu
A hipoxia altal eldidézett oszteokondrogén irdnyu atprogramozodas HIF-1 fiiggd.
A hipoxia fokozza a mitokondridlis eredetli ROS termelddését, mely ROS termelddés

jelentds szerepet jatszik a vaszkularis simaizomsejtek hipoxia daltal indukalt

crer

crer

A hipoxia altal el6idézett kalcifikacid reaktiv antioxidansokkal és HIF-1 inhibitorral

gatolhato egér aortaban ex vivo szovettenyészetben.

Dolgozatom masodik részében a kronikus vesebetegségben szenveddé betegek

anémiajanak korrigalasara Kkifejlesztett hipoxia mimetikum, a Daprodustat hatasat

vizsgaltuk emelt inorganikus foszfat szint mellett human aorta simaizomsejtekben in vitro,

valamint in vivo egérkisérletekben. Ehhez kapcsolodéan az alabbi megallapitasokat

tettik:

crer

crer

A DPD (15 mg/kg) korrigalja a CKD kovetkeztében kialakult anémiat in vivo, ezzel
parhuzamosan fokozza a CKD altal indukalt aorta kalcifikaciot in vivo.

A DPD kalcifikaciot fokozo hatdsanak hatterében a HIF-1 utvonal aktivacioja all.

52



9. Osszefoglalds

A vaszkularis kalcifikacié egy komplex, a vaszkularis simaizomsejtek, valamint szamos
induktor és inhibitor kozremiikodésével zajld aktiv folyamat, melynek soran bekdvetkezik a
vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyt differencidlédasa. A kalcifikacios
mikrokdrnyezet gyakran hipoxidssa valik, ezért munkank soran a hipoxia hatasat vizsgaltuk
vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialodasara. Kimutattuk, hogy a
hipoxia fokozza a vaszkularis simaizomsejtek hipoxia altal indukalt HIF-1a és célfehérjéinek,
valamint az oszteokondrogenikus markerek expressziojat és az extracellularis matrix
kalcifikaciojat. Kimutattuk, hogy a hipoxia fokozza a vaszkularis simaizomsejtek
mitokondrialis ROS termel6dését. A HIF-1 Gtvonal chetominnal torténd gatlasa csokkenti a
Vaszkularis simaizomsejtek hipoxia altal indukalt oszteokondrogén iranyu differencialédasat,
szkevendzserek jelenlétében elmaradt a vaszkularis simaizomsejtek hipoxia altal indukalt
oszteokondrogén iranya atprogramozodasa ¢és extracellularis matrix kalcifikacidja. Ex vivo
szovettenyészetben tovabb vizsgalddva kimutattuk, hogy a hipoxia fokozza az egér aorta
a hipoxia fokozza a vaszkularis simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu differencialodasat,
mely hatasban a HIF-1 Gtvonal aktivacioja és a mitokondrialis ROS termelédésének fokozodasa
Jjatszik szerepet.

A kronikus vesebetegséghez gyakran tarsul anémia. A Daprodustat egy prolil-hidroxilaz
enzim inhibitor, mely a kronikus vesebetegség-asszocialt anémia kezelésére kifejlesztett
ujgeneracios szerek egyike. Korabbi tanulmanyok kimutattak a HIF-1 aktivacio €s a vaszkularis
kalcifikacio kozotti kapesolatot, ezért a DPD foszfattal-indukalt kalcifikaciot fokozo hatasat
vizsgaltuk. Megéllapitottuk, hogy a DPD aktivalja a HIF-1 utvonalat és fokozza a Vaszkularis
a HIF-1a expresszidjanak csokkentése altali gatlasa megakadalyozza a DPD pro-kalcifikacios
hatasat. A DPD kalcifikaciot fokozo hatasat ex vivo egér aorta szovettenyészetben is kimutattuk.
A DPD kalcifikaciora gyakorolt hatasat in vivo koriilmények kozott is vizsgaltuk adeninnel
indukalt kronikus vesebetegség egérmodellben. Kimutattuk, hogy a DPD kezelés megel6zi az
anémia kialakulasat CKD egerekben, ugyanakkor fokozza az aorta kalcifikaciot.

A HIF-1 utvonal aktivaci6 pro-kalcifikdciés hatdsdnak ismerete olyan klinikai
tanulmanyokat siirget, melyekben az j generacids hipoxia mimetikumok kardiovaszkularis

rizikora gyakorolt hatasa felmérhetd.

53



10. Summary

Vascular calcification is a complex process mediated by the imbalance between
calcification inducers and inhibitors leading to osteochondrogenic differentiation of vascular
smooth muscle cells (VSMCs). The microenvironment of the calcified area is hypoxic,
therefore we examined the effect of hypoxia on the osteochondrogenic differentiation of
VSMCs. We determined that hypoxia increases the expression of HIF-1a and its target proteins
and the expression of osteochondrogenic markers in VSMCs. Then we showed that hypoxia
elevated the mitochondrial ROS production in VSMCs. The inhibition of HIF-1 pathway by
chetomin attenuated the hypoxia mediated osteochondrogenic differentiation, extracellular
matrix calcification and ROS production of VSMCs. We showed that in the presence of ROS
scavengers the hypoxia induced osteochondrogenic reprogramming and extracellular matrix
calcification of VSMCs is diminished. Furthermore, ex vivo aorta organ culture experiments
revealed that hypoxia accelerates the calcification of the mice aorta, which can be attenuated
by ROS and HIF-1 inhibitors. Our results reveal that hypoxia increases osteochondrogenic
differentiation of VSMCs, in which the activation of HIF-1 pathway and mitochondrial ROS
production play critical roles.

Chronic kidney disease (CKD) is frequently associated by anemia. Daprodustat is a prolyl-
hydroxylase enzyme inhibitor, which is one of the new generation drugs to treat CKD-
associated anemia. Previous studies demonstrated a link between HIF-1 activation and vascular
calcification, therefore we examined the pro-calcifying effect of DPD. We determined that DPD
leads to the activation of HIF-1 pathway and increases phosphate-mediated calcification of
VVSMCs. Pharmacological inhibition of the HIF-1 pathway or decreased expression of HIF-1a
abolished the pro-calcifying effect of DPD. We also showed the pro-calcifying effect of DPD
in ex vivo aorta organ culture model. We investigated the pro-calcifying effect of DPD in vivo,
in an adenine-induced CKD mice model. We showed that the administration of DPD prevents
CKD-associated anemia, but increases aortic calcification.

These results suggest the urge of clinical trials in which the cardiovascular risk of hypoxia

mimetics could be evaluated.
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