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BEVEZETES

A sziv- és érrendszeri meszesedés egy komplex betegség, amely magéaba foglalja a nagyerek,
aortak, valamint a szivbillentylik meszesedését, és amelyet a legtdbb esetben kronikus
veseelégtelenség (CKD) kisér. Rudolf Ludwig Karl Virchow, a ,,sejtpatoldgia atyja” volt az
els6, aki 1983-ban az érrendszeri meszesedés jelenségét, mint merev, ,,csontszerl”
degenerativ folyamatot irta le. Ma mar nyilvanvalo, hogy a kardiovaszkularis meszesedés egy
jOl szabalyozott és dinamikus folyamat, amely a sziv- és érrendszeri megbetegedésekbol
adodo halélozasok fokozott kockazatat idezi eld. Ismeretes tovabba, hogy a kardiovaszkularis
mineraliz&cié patologias progresszidja sokkal kifejezettebb cukorbetegek és kronikus
vesebetegek esetében (Davignon et al., (2004); Libby et al., (2002); NM Rajamannan et al.,
(2011); Stocker et al. al., (2004)).

A meszesedéssel jard aorta billentylik betegsege (CAVD: Calcified aortic valve disease-
meszes aorta billentyii betegség) a fejlett orszagok egyik leggyakoribb szivbetegsége, szintén
egy aktivan regulalt folyamat réven alakul ki (Yutzey et al., (2014)). Szdmos munkacsoport
leirta, hogy a CAVD-ben minden esetben, a mineralizicion Kkivil, megfigyelheték
lipidakkumulalt és gyulladasos teruletek is, melyek a szivbillentyti szovetén beliil a kialakult
Iéziok heterogenitasat eredményezik. A gyulladas az aorta billentyiilk betegségében egy
kritikus pontot képez a folyamat inicialodasaban, ahogyan azt a National Heart Lung and
Blood Institute (Rajamannan; (2011)) és mas kutatocsoportok (Mohler ER, (2001); Mazzone
A, (2004); Freeman RV, (2005); Dweck MR, (2012)) is 6sszefoglaltak munkajukban (Yutzey
KE; (2014)). A meszes és nem meszes régiok aranya meghatarozé lehet a meszesedés
stadiumanak meghatarozasahoz (Chester, (2011); Lusis et al., (2004); Mohler, (2004); Mohler
et al., (2001); Speer et al., (2004)). A stenotikus aorta billentyitk mineralizacidja soran a
szivbillentyiit alkoté VIC sejtek (Valvularis Interstitialis sejtek) myofibroblast-szert sejtekké
transzdifferencidlédhatnak, amelyek kontraktilitasi markerekkel jellemezhetok, mint példaul
alfa- simaizom -aktin (a-SMA); vagy osteoblast-szerti sejtekké alakulhatnak: ALP-aktivitas
megjelenésével a Kkalcifikacié korai szakaszaiban, majd megemelkedett osteocalcin
expresszioval és RUNX2 transzkripcios factor nuklearis transzlokaciojaval a sejtmagba, a
késObbi mineralizacios fazisokban (Nalini M. Rajamannan et al., (2003)).

A CKD-s betegekben a plazma megemelkedett foszfat-szintje a sziv-érrendszer
meszesedésének egyik legpotensebb/legfontosabb indukaldja (Hruska KA, (2008); Giachelli
CM, (2009); Adeney KL, (2009)). A magas foszfat egy natrium-fiiggé foszfat-kotranszporter
(Pit csatorndk (Crouthamel et al., (2013); X. Li et al., (2006)) altal kozvetitett folyamatban
indukalja az érrendszeri kalcifikaciot, azaltal hogy eldsegiti a foszfat fokozott felvételét a
sejtekbe (Ducy et al., (1997)).

Ferritin / ferroxidaz

A vas az €16 szervezetben esszencialis, elengedhetetlentl fontos szdmos sejtfunkcidban. A vas
potencialis toxicitassal rendelkezik, amelyet foként a ferritin molekuldk moduldlnak. A
ferritin egy antioxidans tulajdonsagu vastarold protein, amelyrdl kimutattak, hogy megvédi az
endotéliumot / simaizomsejteket / a szivbillentyii intersticialis sejtjeit a gyulladas karos
hatasaival, valamint a meszesedéssel szemben is (Balla G, (1992); Sikura KE, (2019)); Zarjou
A, (2009)). A ferritin nagyméretii molekula (450 kDa), funkcioja, hogy akar 4500 Fe atomot



taroljon egy biztonsdgos, gomb szerkezetii struktaraban, nem mérgezé formaban. A
ferritinnek két alegysége van, nehéz [H] és konnyt [L] lanc, amelyek ardnya a sejt, a szovet és
a szerv vas-ellatottsagatol fugg (Theil EC, (1990)). A ferritin H-lanca ferroxidaz aktivitassal
rendelkezik, amely elengedhetetlendil fontos ahhoz, hogy a potencialisan mérgezé Fe (II)
ionok Fe (IIl) —ként raktarozddjanak, ezaltal csokkentve az oxidativ ké&rosodasok
kialakulasanak lehet6ségét (Arosio P, (2002)). A ferritinnek a vastarolason és vashaztartas
szabalyozasan tal immunmodulalo szerepe is van, melyet Wang és Knovich et al. (2010) irt
le. A klinikumban a szérum ferritin szintje a szervezet vashaztartdsanak tukre, igy azt
vizsgalva kiilonb6z0 betegségekre (fertdézések, gyulladasok, kardiovaszkularis betegségek),
rendellenességekre derithet6 fény (Zarjou, Black et al. (2019)). A vas/ferritin pontos funkcioja
a gyulladdsos megbetegedésekben, illetve a sziv-érrendszer betegségeiben jelenleg még
kevéshé ismert és vitatott, munkankkal viszont megprobalunk részletes betekintést nydjtani a
vas/ferritin rendszer CAVD-ban és CKD-ben bet6ltott szerepére.

A H2S szerepe

A hidrogén-szulfid a harmadik ismert endogén gazotranszmitter, a nitrogén-oxidon €s a szén-
monoxidon kivul (Wang, (2002)). Korabi munkankban dsszefoglaltuk, hogy a NaSH-nak
jelent6s funkcidja van az érrendszer egészségének fenntartasaban azéltal, hogy gatolja az erek
vaszkuléris simaizomsejtjeinek mineralizaciojat (Zavaczki et al., (2011)). A cisztationin-y-
lidz (CSE), az endogén kénhidrogén termelésért felel6s enzim fontos feladatot Iat el a normal
sziv- és élettani funkcidkban, amint Jiang és munkatarsai, és mas munkacsoportok
osszefoglaltdk (Chen et al., (2007)). A szivbetegségek Kkialakuldsa a H.S termelés
elégtelenségében nyilvanul meg, amelyet példaul a szivkoszoruér betegek plazméjaban a H.S
alacsonyabb szintje jelez (Jiang et al., (2005); Shen et al., (2015)). Az agyszdvet normal
mitkodéséhez szikséges endogen HaS-termelést pedig a cisztationin-p-szintaz (CBS)
biztositja, ahogy K. Abe és H. Kimura is kimutatta (Abe et al., (1996)). A H2S hianyanak
potlasa mar megvaldsithato: Kang et al. (2017) szerint, a Lawesson’s reagens és a morfolin
reagaltatasa révén egy Uj generacios lasst H.S felszabadulast biztositdé molekula (GYY4137)
hozhatd létre. A GYY4137 protonacios reakcidja pedig még stabilabb kénhidrogént
felszabaditd vegylletet eredményez, mint példaul AP67 és AP72. Az AP72 kivaldan oldddik
vizben és nagyon lassan generalja a H.S-t, 6sszehasonlitva a gyors kénhidrogén-felszabadito
donorokkal, mint példaul NaSH és Na>S (Chitnis et al., (2013); Kang et al., (2017); Nagy
Péter et al., (2014)). Ezen tulmenden nemrégiben Rose, Moore et al., (2017) bizonyitotta,
hogy a kénhidrogénnek a sejtek jelatviteli folyamataiban poszt-transzlacidés médositasokban is
funkcionalis szerepe van. Allatmodellben és géncsendesitett in vitro modellekben is
megfigyelték a H>S mineralizacioban betoltott szerepét, melyet a CSE/CBS enzimrendszerek
alulmiikodésével tamasztottak ala (Rose, Moore et al. (2017)). Munkank e fejezeteben egy Uj,
részletes betekintést szeretnéenk bemutatni a kenhidrogén kardiovaszkularis funkcidjat
illetéen, in vitro és in vivo modellben is demonstralva.



CELKITUZESEK
A tanulmany célja

1. rész

A CAVD folyamata 0sszetett betegség, elsésorban az idéskoruakat érinti. A CAVD az egyik
vezetd halalozasi és morbiditasi ok, kiilonosen a fejlett orszagokban és a CKD-ben szenved6
betegek esetében. A CAVD progresszidja magaban foglalja a szivbillentyiit alkotd
génexpresszio kisér, progressziojat pedig hidroxiapatit lerakddasa Kkiséri a szivbillentyii
érintett szovetrészeiben. Habar tobb ismerettel rendelkeziink a CAVD kialakul&sahoz vezetd
patomechanizmusokrol, az egyetlen terdpids mddszer a betegség orvoslasdban mindmaig a
szivbillentyli transzplantaci6. Laboratoriumunk kordbbi munkaiban kimutatta, hogy a ferritin /
ferroxidaz fontos szerepet jatszik az érrendszer mineralizacidjaban. A ferritin / ferroxidaz
szerepér6l a kardiovaszkularis kalcifikaciéban azonban rendkivil kevés informécié all
rendelkezésiinkre.

- Szeretnénk feltarni a ferritin / ferroxidaz szerepét a magas foszfat altal indukalt CAVD
progresszidjaban in vitro és in vivo korilmeények kozott egyarant.

- Célunk a vas / ferritin lehetséges hatdsmechanizmusanak részletes felderitése a CAVD
kialakulasanak géatlasaban.

2. rész

A H2S szintje donté szerepet jatszik a CAVD progresszidjaban/elérehaladasaban. Mindezek
ellenére, azonban nincs bizonyiték, arra, hogy mi / miért okozta CAVD esetén a H.S deficitet.
Ebben a tanulmanyban, amely az els6 rész (a ferritin/ferroxidaz rendszer) megfigyelésein
alapul, célul tiztik ki, hogy U], kiemelt figyelmet forditsunk a H»S szerepére CAVD és a sziv-
érrendszeri betegségek mineralizacios folyamataiban.

- Elsédleges célunk megvizsgalni a H2S pontos szerepét CAVD progresszidjaban.
- A rendelkezésre allo, kénhidrogén donormolekulak altal tesztelni szeretnénk a H.S exogen

pétlasanak lehetéségeit in vivo és in vitro koralmények kozott a CAVD kialakulasanak
gatlasara iranyuloan.



MODSZEREK

A tanulményban felhasznélt 6sszes vegyszer analitikai tisztasdgl reagens volt, a Sigma-
Aldrich cég (St Louis, MO, USA) forgalmazasaban. A szulfid donor molekuldk, amelyeket
ebben a munkdban hasznéltunk - GYY4137 (P- (4-metoxi-fenil) -P-4-morfolinil-
foszfinoditioesav-morfolinso), AP67 (4-metoxi-fenil) (pirrolidin-1-il) -foszfinoditionsav) és
AP72 (4-metoxi-fenil) ) (piperidin-1-il) -foszfinoditionsav) — M. Whiteman altal szintetizaltak
(Kulkarni-Chitnis et al., (2015); L. Li et al., (2008); Whiteman et al., (2015)). A szulfid
torzsoldatokat minden esetben frissen készitettlk, vizben oldva.

Human szévetmintak és sejtek izolalasa

A human szivbillentyiiket szivbillentyii transzplantalt betegekt6l gytjtottiik; és két csoportra
osztva osztalyoztuk: meszet és lipidakkumulaciot tartalmazo szévetmintak (AS; N = 52),
valamint meszesedés nélkili, stlyos szivbillenty(i elégtelenségben szenvedé betegek mintai
(Al; N = 28). A tanulmanyban felhasznalt szivbillentytiket 2015. januar és 2017. december
kozott gytjtottiik (80 beteg) (Regiondlis Kutatasi Etikai Bizottsdg, Projektszdm: 61538-2 /
2017 / EKU és 4699-2016). A szivbillentylik nagy hanyadat alkoto VIC sejteket kollagenaz
(600 U / ml) (Worthington Biochemical Corp.) felhasznalasaval izolaltuk. Az izolalt sejteket a
2—4. passzéazsban alkalmaztuk. Az gsszes kisérletet 5 killénb6z6 donorbol szarmazé sejttel
vegeztik.

Aramlasi citometria

A sejteket fixaltuk és FITC-vel konjugalt egér, anti-human CD31 antitesttel (Abcam;
ab27333) jeloltuk, FACSscan aramlasi citométeren futtattuk. A sejtpopuléaciot méret (FSC) és
komplexitas (SSC) alapjan azonositottuk. Kontrollként izotipus mintat hasznaltunk.

Allatok

Az 0sszes in vivo kisérletet a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szolod
2010/63 / EU europai parlamenti irdnyelv és az ARRIVE irdnymutatasok alapjan végeztik:
British Journal of Pharmacology, 160: 1577-1579. Az ebben a vizsgélatban elvégzett
allatkisérleteket a Magyar Kormany Egészségiigyi Tudomanyos Tandcsa Tudomanyos és
Kutatasi Etikai Bizottsaga hagyta jova a DE MAB / 157-5 / 2010 nyilvantartasi szam alatt,
szintén az ARRIVE iranymutatasoknak megfeleléen. A C57BL / 6 ApoE -/ - egereket a
Debreceni Egyetem allathazaban tartottuk specialis, korokozdoktdl mentes koriilmények
kozott, az intézményi etikai bizottsag irdnymutatasaival 6sszhangban. Az egereket random
maodon négy csoportra osztottuk. A nem magas zsirtartalm( diétacsoport (N = 5) standard
(chow) diétat kapott. Az aortabillentylik meszesedéset, az egereket atherogén étrenden
tartasaval indukaltuk (15% zsir, 1,25% koleszterin, ssniffSpezialdidten GmbH, Soest,
Németorszag) 8 hetes kortol kezd6dden, 8 héten at. Atherogén étrenddel parhuzamosan az
egereket intraperitonealisan AP72 injekcioval (266 umol / testttmeg kg; N = 5) vagy
vivéanyaggal (so6oldat; N = 9) oltottuk, minden masodik nap, az el6z6ekben leirtak szerint. Az
egerek aortajat 8 hetes kezelés utan gytjtottiik. Valamennyi egeret szén-dioxiddal tulaltattunk,
ugyelve, hogy az eljaras lassu, kiméletes, minél kevesebb szenvedéssel jar6 legyen.
Atherogén tap-0sszetétele (magas zsirtartalmua étrend): Nyers tdpanyagok (%): Nyersfehérje



19%; nyers zsir 15,2%; nyersrost 3,4%; nyers hamu 6,3%; keményito 25,6%; cukor 11,2%;
Adalékanyagok (kg): A-vitamin 15 000 NE; D3-vitamin 1000 NE; 110 mg E-vitamin; 5 mg
K3-vitamin; 0 mg C-vitamin; réz 13 mg.

Kalcifikacid; kalcium mérés, Alizarin Red S festés

VIC sejteket kalcifikacios kozegben (2,5 mmol/L szervetlen foszfat és 1,8 mmol/L kalcium-
klorid) tenyésztettuk fenolred tartalmi vagy fenolred mentes tapfolyadékban 5 napig. A
feliliszok kalciumtartalmat a QuantiChrome Calcium Assay Kit (Gentaur) segitségével
hataroztuk meg, a mintak Kkalcium tartalmat azok fehérjetartalmara normalizalva pg/mg
dimenzioban adtuk meg. Az extracelluléris kalcium lerakddasok megjelenitésére Alizarin Red
S festést hasznaltuk. A sejteket 3,7% formaldehiddel 10 percig fixaltuk, 2% -os Alizarin Red
S oldattal festettiik, majd a festett sejtekr6l fénymikroszkoppal képeket készitettik (10x
nagyitas; Leica DMIL LED mikroszkop).

Osteocalcin mennyiségi meghatarozasa

Az osteocalcint EDTA-val szolubilizaltuk a sejtek extracellularis méatrixabdl majd ELISA
modszer (Bender MedSystem) segitségével hataroztuk meg annak szintjét a kiilonb6zo
kezeléseket kdvetden.

Alkalikus foszfataz festés

Az alkalikus foszfatdiz megjelenitéséhez a sejteket 24 lyukd tenyészt6edényekben
novesztettiik/kezeltiik, majd citrat-aceton oldatban (2: 3) fixaltuk, Naftanol AS-MX —Fast
Violet B oldattal (Sigma) festettiik. Fénymikroszkoppal a kezelésekr6l képeket készitettlink
(Leica DMIL LED mikroszkép, Leica DMC4500 kamera, LAS Software 4.9.0).

A sejtek életképességének vizsgalata

A sejteket 0,2% kollagénnel bevont fed6lemezen tenyésztettiik. NUCLEAR-ID® kék / voros,
a sejtek életképességét detektald reagenst adtunk a sejtekhez 1: 1000 higitasban, majd 30
percig 37 ° C-on inkubaltuk. Ezutan a sejteket fluoreszcens festéshez hasznalhatd ragasztoval
(Dako) rogzitettik Superfrost Ultra Plus targylemezen (Thermo Scientific). A képeket
immunofluoreszcens mikroszkoppal (Leica DM2500 mikroszkép, Leica DFC480 kamera)
készitettik.

Immunofluoreszcens festés

Eger monoklonalis anti-human a-SMA (Santa Cruz; sc-3225; 400 ng/ml); nyul, poliklonalis
anti-human von Willebrand faktor antitestet (Abcam; ab6994; 100 ng / ml) hasznaltunk
elsédleges antitestekként a VIC és az endotél sejtek azonositasara. A mintakat CY 3-konjugélt
Streptavidin-szekunder antitestekkel inkubaltuk (Jackson Immunoresearch; 016-160-084;
1000 ng / ml); Biotin (Jackson Immunoresearch; 715-065-150; 1000 ng / ml). Az LAMP1 és
H-ferritin kett6s festést nyul, anti-human LAMP1 (Abcam; ab24170; 1000 ng / ml) és egér,
anti-human H-ferritin (Santa Cruz; sc-376594; 400 ng / ml) antitestekkel készitettik;
masodlagos antitestek a kovetkezOk voltak: nyulellenes Alexa Fluor 488 LAMP-1- hez
konjugalva (Thermo Fisher Scientific; A11070; 2000 ng / ml); anti-egér Alexa 647 (Thermo



Fisher Scientific; A21244; 4000 ng/ml) H-ferritinhez konjugalva. A Sox9 festést nyul, anti-
human Sox9 (Abcam; ab26414; 2000 ng / ml) antitesttel, majd a nyulellenes Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific; A11070; 2000 ng / ml) mésodlagos antitesttel végeztiik. A magok
megfestésére Hoechst-6t (0,5 ng/ml) hasznaltunk. VIC sejtekben a RUNX2 transzkripcios
faktor lokalizacidjanak bemutatasara nydl, poliklonalis anti-human RUNX2-t (Proteintech,
20700-1-AP) hasznaltunk (higitas 1: 600) els6dleges antitestként, kecske, anti-nyul Alexa 488
(Thermo Fisher Scientific, A11070) fluoroforral jelolve, 1: 500 higitas mellett, 1 6ran at,
sOtétben, szobahémérsékleten inkubalva. A Hoechst-6t hasznaltuk a magok megjelenitésére.
A multicolor STED képalkotds segitségével, STED (Stimulated Emission Depletion)
nanoszkoppal keészitettlink fotdkat (Leica TCS SP8 STED-CW nanoszkopia; Leica
Microsystem Mannheim, Németorszag). A kapott STED képeket a Huygens Professional
(Scientific Volume Imaging B.V., Hilversum, Hollandia) szoftver alkalmazasaval
dekonvolvaltuk, kiértékeltik.

Nukleusz és citoplazma sejtfrakciok protein extrakcidja

A sejteket ndvekedési tapkozegben tenyésztettilk, és kalcifikacios tapkézeggel vagy anélkil
kezeltuk 20 umol/L AP72-vel kiegészitve. A kezelés utan a sejteket sejtkapardval
Osszegytijtottiik centrifugacsébe. A pelleteket kétszer mostuk PBS-sel, majd jéghideg 1x
citoplazmatikus lizispuffert (20 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, 100 mmol/L NaCl, 300 mmol/L
szachar6z, 3 mmol/L MgCl,, protedz inhibitor koktél) adtunk a pellethez. A
sejtszuszpenziokat jégen inkubaltuk 15 percig. Centrifugalds utdn a fellluszokat
Osszegytjtottiik, a pelleteket PBS-sel mostuk és jéghideg nukleéris extrakcios pufferben
szuszpendaltuk (20 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, 300 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA), pH 8,0,
proteaz inhibitor koktél). Ezutdn a mintakat 27 glzsos tlivel extrahaltuk, hogy a nukleéris
fehérjéket kinyerhessik, majd 8000 x g-nél 4 ° C-on 20 percig centrifugaltuk. A fellluszo
tartalmazta a nukleéaris frakciot. A mintak fehérjekoncentracidjat a BCA Protein Detection Kit
(Amersham) segitségével hataroztuk meg.

Western blot analizis

H-ferritin Western blot-ot nyudl, anti-humén H-ferritin ellenes antitesttel (Santa Cruz; sc-
376594; 400 ng/ml) végeztink, majd HRP-vel jeldlt nydl ellenes 1gG antitesttel konjugaltuk.
A Pit-1, Pit2 és LAMP1 kimutatasara nydl, anti-human Pitl antitestet (Abcam; ab177147;
2000 ng/mL), nyul, anti-human Pit2 antitestet (Proteintech; 12820-1-AP; 60 ng/mL), nyul,
anti-human-LAMP1 antitestet (Abcam; ab24170; 1000 ng/mL) hasznaltunk. Az ENPP2
Western blotot anti-human ENPP2 antitesttel végeztik (Thermo Fisher Scientific; PA5-
12478; 4000 ng/mL). A Sox9 Western blothoz nydl, anti-human Sox9 antitestet (Abcam;
ab26414; 2000 ng/mL) hasznaltunk. Tovabbi Western blotok: nydl, anti-human RUNX2
(Proteintech; 20700-1-AP; 400 ng/mL); nyul, anti-human TNF-a (Thermo Fisher Scientific;
PA5-19810; 400 ng/mL); nyul, anti-huméan IL1-p (Invitrogen; 17h18116; 400 ng/mL); nyul,
anti-human CSE 1: 600 higitasban (Proteintech, 12217-1-AP); nyul anti-human CBS 1: 600
higitasban (Proteintech, 14787-1-AP); egér, anti-human Ankyrin G1 antitest 1: 500 higitasban
(Life Technologies, 338800). Az antigén-antitest komplexeit torma-peroxidaz
kemilumineszcencia detektald rendszerrel (Amersham Biosciences; RPN2109) vizualizaltuk.



A fehérjeanalizisek normalizalast glicerdldehid-3-foszfat-dehidrogenazzal (GAPDH)
végeztik.

PCR (gRT-PCR)

VIC sejteket ndvekedési mediaban vagy meszesedést el6idézé tapkozegben tenyésztettilk 20
umol/L AP72-vel kiegészitve. 5 nap elteltével a sejteket dsszegylijtottiik. RNS-t az RNAzol
STAT-60 alkalmazésaval izolaltuk a gyart6 utasitasai szerint eljarva (TEL-TEST Inc.,
Friendswood, TX, USA). Az RNS-koncentraciojat NanoDropTM 2000c spektrofotométerrel
hataroztuk meg (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Ezt kovetéen a cDNS
szintézist cDNS Kkittel hajtottuk végre (Applied Biosystems, Foster City, CA). Az ENPP2 és
ANKZ1 (Thermo Fisher Scientific Inc.) és a GAPDH (Thermo Fisher Scientific Inc.) mRNS
szintjének meghatarozasara valds idejii PCR technikat hasznaltunk. A TagMan Universal
PCR Master Mix-et az Applied Biosystems-t6l (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia)
vasaroltuk. VVégul TagMan kvantitativ PCR-t (40 ciklust 95 ° C-on 15 masodpercig és 60 ° C-
on 1 percig) veégeztiink 96 lyuku plateken Bio-Rad CFX96-val (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, Kalifornia, USA). Az eredményeket GAPDH-ra normalizaltuk és az mRNS relativ
expresszidjaban fejeztik ki.

Intracellularis foszfatfelvétel

Valvuléris interstitialis sejteket 12 lyukl tenyésztéedényben novesztettiik, ndvekedési vagy
kalcifikéacids tapkodzegben (D-MEM) fenolred jelenlétében vagy hidnyaban, kiegészitve
APT72-vel vagy anélkil (20 umol/L), 5 napon keresztil. A sejteket 0,5% NP40 és 1% Triton-
X100 oldattal lizaltuk. A teljes sejtlizatumot 12 000 x g, 15 percig, 4 ° C-on centrifugaltuk. A
feluliszét QuanthiChrom kvantitativ kolorimetrikus foszfat kittel vizsgaltuk (BioAssays
System) 650 nm-en. A foszfatfelvétel mértékét a sejtek fehérjetartalmara normalizaltuk.

Pirofoszfat meghatarozasa

VIC sejteket fenolred-mentes tapkdzegben (D-MEM; Sigma) vagy kalcifikacios tapkdzegben
tenyeésztettiik, vagy AP72-vel (20 umol/L) egészitettiik ki. A szivbillentyii szoveteket (AS N =
3; Al N = 3) és a sejteket EDTA mentes detergenssel lizaltuk. VIC sejtek extracelluléris
folyadékabdl szervetlen pirofoszfatot (PPi) hataroztunk meg, PPiLightTM szervetlen
pirofoszfat kit segitségével (Lonza; LT-07-610). A folyamatos kinetikai vizsgalatot a gyartd
utasitasai szerint végeztik. A lumineszcenciat 2 6ran at figyeltik a SynergyTMHTX multi-
mode mikroplate-leolvaséval (BioTek Instruments, USA), 0,1 s integralt olvasasi idovel. A
relativ lumineszcenciat (RLU) a sejtek fehérjetartalmahoz viszonyitottuk.

Lizoszomak izolalasa

A sziveti és tenyésztett sejtekhez lizoszomainak elkilonitéséhez Lysosome Enrichment Kit-t
hasznaltuk (Thermo Fisher Scientific; 89839), a frakcidt gradiens ultracentrifugélassal
kilonitettuk el. Fehérje analizis céljabol a lizoszomakat 2% CHAPS-sel (Sigma Aldrich;
C2632-25G) lizaltuk Tris-pufferolt séoldatban (TBS; 25 mmol/L Tris, 0,15 mol/L NaCl; pH
7,2).



A szulfidszint meghatarozdsa AS és Al szivbillentyli szovetekbdl cinkprecipitacios
vizsgalattal

A szulfidszinteket cink precipitacios modszerrel hataroztuk meg, amelyet Gil-boa-Garber
(Gilboa-Garber, (1971)), és A. D. Ang et al. (Ang és mtsai., (2012)) fejlesztett ki. Az emberi
szivbillentyiiket folyékony nitrogén alatt poritottuk, majd PBS-ben (7,4 pH), szonikélassal
homogenizaltuk. Ezutdn a mintadt 12 000 x g sebességgel, 15 percig centrifugaltuk, a
lipidmentes tiszta feliiluszot 6sszegytijtottiik. 200 uL mintat elegyitettink 350 puL 1% cink-
acetattal és 50 pL 1,5 mol/L natrium-hidroxiddal, 60 percig razégépen inkubaltuk. Az
inkubalasi 1épést centrifugalas koveti, 2000 x g, 5 percig a keletkezett cink-szulfid
precipitatum elkllonitése céljabdl. A felliluszot ezutan eltavolitottuk, és a csapadékot 1 ml
desztillalt vizzel mostuk intenziv vortexeléssel, majd 2000 x g, 5 percig Ujra centrifugaltuk. A
fellluszot ezutan leszivtuk, és a pelletet 160 pl desztillalt vizzel feloldottuk, majd 40 pl
elokészitett festékkel (20 puL 20 mmol/L dimetil-p-fenilén-diamin-dihidrokloriddal (NNDP)
beoldva 7,2 mol/L sésavban (HCI) és 20 ul 30 mmol/L vas (I11) -kloridot (FeCI3) 1,2 mol/L
s0savban) megfestettiik. 10 perc elteltével a képzO6dott metilénkék (MB) abszorbancidjat
spektrofotométerrel mértik 667 nm-en. Mivel a reakcid soran 1 mol/L MB képz6dott 1 mol/L
szulfidbol, a koncentraciot az MB extinkcios egydtthatdjaval (30 200 M-1cm-1) hataroztuk
meg. A mintakat azok fehérjekoncentracidira normalizaltuk. Az eredményeket az umol/ L
képz6dott HoS / mg fehérje/ 60 percben adtuk meg.

H-ferritin, cisztationin-y-1az és cisztationin-B-szintaz kett6s silencing

H-ferritint, cisztationin-y-liiz (CSE) és cisztationin-p-szintaiz (CBS) géneket SiRNS-sel
(Ambion, s225998; 4392420; s3710) csendesitettiik. A szivbillentylit alkotd interstitidlis
sejteket 12 lyuku tenyésztéedényekben novesztettik antibiotikumok nélkili tapkozegben (D-
MEM, Sigma). A konfluencia kortlbelil 70% -nal a sejteket siRNS-sel transzfektaltuk H-
ferritin, CSE és CBS ellen (Ambion, s225998; 4390824; s289). A transzfekciot 4 6ran
keresztil minimalis szérumtartalmd tapkozegben (Opti-MEM; Gibco) végeztik. A
transzfekcio végén 30% FBS-t tartalmazd, antibiotikum-mentes D-MEM-et adtunk a
sejteknek. Méasnap a sejteket mostuk és AP72-vel kezeltik minden masodik napon, 5 napon
keresztl.

A CSE és CBS farmakologiai gatlasa

VIC sejteket 12 lyuku tenyészt6edényekben novekedési vagy meszesedési tapkozegben
tenyésztettik. A CSE, CBS és 3-MST gatlasat farmakoldgiai vegyuletek felhasznalasaval
hajtottuk végre: PPG; AOAA; KGA; AOAA + PPG; AOAA + KGA; PPG + KGA
(mindegyik inhibitor 20 pmol/L koncentracioban).

Immunohisztokémia

A szivbillentyl szoveteket formaldehiddel fixaltuk egy napon keresztul, majd TRIS pufferrel,
majd paraffinba agyaztuk. Ezt kovetéen a targylemezekre készitett metszeteket paraffin-
mentesitettiik xilolban 5 percig, majd Ujrahidrataltuk. Az optimalis immunohisztokémiai
eredmény eléréséhez a metszeteket peroxidaz-blokkold reagenssel kezeltiik tovabbi 5 percig
(3% hidrogén-peroxidot hasznaltunk az endogén peroxidaz aktivitds blokkolasara). Az
antigén visszanyerését, egy epitop-visszanyeré oldatban (Leica RE-7113) végeztik, pH = 6,



nagy nyomas alatt (IDA Avair 6 L magasnyomasu f6z0). Az ALP-H-ferritin kettOs
immunfestést;, az ALP-CSE vagy az a-SMA-CSE duplafestést EnVision FLEX / HRP
rendszerrel vegeztik. Az els6 THC-festést kovetden, amely az EnVision FLEX / HRP
detektalasi lépéssel lezarult, inkubalast végeztiink a méasodlagos monoklonélis antitesttel. A
DAB (barna szin) mellett VIP kromogént hasznéltuk a mésodik IHC reakcid6 mas szinnel
torténd (sOtét ibolya) kiemelésére. A kettds festéssel jelolt kiserletekhez metil-z6ld
ellenfestést végeztink. A mintakat a kdvetkezé primer antitestekkel inkubaltuk: nyul, anti-
huméan ALP antitesttel (Abcam; ab65834; 1000 ng/mL); egér, anti-human H-ferritin antitest
(Santa Cruz; sc376594; 400 ng/ml). Egyéb IHC-festéseket a kovetkezd antitestekkel
végeztlink: nydl, anti-human TNF-a (Thermo Fisher Scientific; PA5-19810; 400 ng/mL);
nyul, anti-human IL1-p (Invitrogen; 17h18116; 400 ng/mL); nydl, anti-humén CSE 1: 600
higitasban (Proteintech, 12217-1-AP); nyul, anti-human CBS 1: 600 higitasban (Proteintech,
14787-1-AP). Az antitest kotodést a Super Sensitive TM One Step Polymer-HRP IHC
detektal6 rendszer segitségével jelenitettik meg. Az antitestek expresszidjanak intenzitasat és
eloszlasat fénymikroszkép alatt (Leica DM2500 mikroszkép, DFC 420 kamera és Leica
Application Suite V3 szoftver, Wetzlar, Németorszag) detektaltuk. Az IHC mintak ALP és H-
ferritin kolokalizaciojat Image J szoftverrel hataroztuk meg.

Immunohisztokémia egér szivbillentyiikbol

A szoveteket egy napig formaldehidben fixaltuk, majd TRIS pufferrel rogzitettiik és paraffin
viaszba agyaztuk. Ezt kovetéen a metszeteket xilolban paraffin-mentesitettik, majd
Gjrahidrataltuk. A mintakat a kovetkez6 primer antitestekkel inkubaltuk: anti-CSE antitest 1:
1000 higitasban (Proteintech, 12217-1-AP), anti-SMA antitest 1: 1000 higitasban (Santa Cruz,;
SC-32251). Az antitest kot6dést a Super Sensitive TM One Step Polymer-HRP IHC detektald
rendszer jelenitette meg. Kromogénként folyekony DAB (BG-QD630-XAKm BioGenex)
reagenst adtunk a mintdkhoz. Az antitestek expresszidjanak intenzitasat és eloszlasat
fénymikroszképpal (Leica DM2500 mikroszkép, DFC 420 kamera és Leica Application Suite
V3 szoftver, Wetzlar, Németorszag) hataroztuk meg.

LDH citotoxicités vizsgalat

A tanulmanyban végzett kezel6kozegek lehetséges citotoxicitasat Pierce LDH Cytotoxicity
Assay Kit (Thermo Scientific) segitségével vizsgaltuk a gyartd utasitdsainak megfelelden.

Statisztikai analizis

Az adatokat a GraphPad Prism 5.02 szoftver (GraphPad Software Inc., 7825 Fay Avenue,
Suite 230 La Jolla, CA 92037) segitségével elemeztik. Az 6sszes statisztikai adatot
kozépérték £ SEM-ben fejeztik ki. Normalitasi tesztet és/vagy variancia-tesztet, Student-féle
t-tesztet, illetve Bonferroni post hoc teszteket végeztiink One Way ANOVA rendszerben. A p
<0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. rész
Vas, D3T és apo-ferritin (AF) szerepe az interstitialis sejtek mineralizacidjaban

Korabbi kutatdsaink alapjan, ahol a H-ferritin indukci6ja géatolta az érrendszert alkotd
H-ferritin intracellularis szintjének emelkedése hasonl6 hatdssal van-e a szivbillentytiket
alkotd VIC sejtek mineralizacidjara. H-ferritin expressziojanak indukalaséara vasat és D3T-t
hasznaltunk VIC sejteken. A Kkalcifikacios tdpkozeg 6nmagaban szignifikansan névelte a VIC
sejtek extracelluléris kalciumtartalmat. A vas és a D3T dozisfliggd modon szignifikansan
csokkentette az extracellularisan megjelené kalcium mennyiségét, valamint az osteokalcin
expressziojat. Az apo-ferritin (vas nélkul) szintén gatolta az extracellularis kalcium lerakodast
és a VIC sejtek osteokalcin szintjének emelkedését. Ezeket a megfigyeléseket Alizarin Red S
festés is alatamasztotta. Méréseink igazoltak korabbi megfigyeléseink eredményeit, miszerint
a kalcifikéaciés tapkozeg H-ferritin, vas, D3T vagy apo-ferritinnel torténd kiegészitése
megakadalyozza a kalcium lerakddasat és az osteokalcin expresszidjat, azaz a VIC sejtek
mineralizacidjanak kialakulaséat, ahogyan a vas, apo-ferritin vagy D3T expozicié utan a
megemelkedett H-ferritin- expresszié is mutatja. A H-ferritin gatlé szerepének tovabbi
megerdsitésére a VIC sejteket H-ferritin ellenes siRNS-sel transzfektaltuk. H-ferritin SiRNS
jelenlétében a vas vagy a D3T nem gatolta a kalcifikaciot, amint azt a kalcium és az
osteokalcin felhalmozddasa tukrdzi. Annak igazolasara, hogy a ferritin/ferroxidaz aktivitas
kiemelkedé szerepet jatszik a mineralizacié gatlasaban, egy masik fehérjét hasznaltunk, amely
szintén rendelkezik ferroxidaz aktivitassal, nevezetesen a cerulopazmin. A ceruloplazmin
vagy a H-ferritinnel torténé expozicio gatolta a VIC sejtek kalcifikaciojat, ezt tukrozi az
extracellularis matrix csdkkent kalciumtartalma, és az Alizarin Red S festés is igazolja.

A H-ferritin, vas vagy D3T altali indukcidja egészséges alanyokbol szarmazé VIC sejtekben,
valamint rekombinans H-ferritin adasara, de nem mutans H-ferritin222-re (amely nem
rendelkezik ferroxidaz aktivitassal), megakadalyozta a VIC sejtek mineralizacidjat.

Insufficiens és stenotikus aorta billentyiikb6l szarmazd VIC sejtek kalcifikacios potencialja

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a VIC eredete (insufficiens (Al) vagy a stenotikus
aortabillentytikb6l szarmazo (AS)) befolyasolhatja-e ezen sejtek kalcifikacios potencialjat. A
stenotikus aorta billentyti szovetbdl (AS) szarmazd VIC sejteknek nagyobb az osteoblaszt-
szerl sejtekké torténd transzdifferencialodasi képessége, amelyet az extracellularisan lerakddé
kalcium magasabb szintje és az osteokalcin megemelkedett expresszioja jelez. Ezen felil azt
talaltuk, hogy a vas és az apo-ferritin gatlo hatasa a mineralizacié soran jobban kifejez6dott az
Al eredetii szivbillentyli sejtekben, mint az AS eredetii VIC-ben. Erdekes, hogy a vas
expozicio gatolo hatasa elenyész6 a mineralizaciot illetéen AS VIC sejtekben, az Al VIC-hez
képest, azonban az apo-ferritin-kezelés gatolhatja a meszesedest, fuggetlenil a szivbillentyii



kalcifikacidjanak mértékétél. Ennek magyarazata az apo-ferritin magas koncentracioja lehet,
és arra utalhat, hogy a jelentdsen magasabb vasszint hasonld hatést fejthet ki AS eredeti VIC
markere, mely szintén megerdsitette a fenti megallapitasokat, és szintjei azt sugalltak, hogy az
apo-ferritinnek kifejezettebb gatlé hatdsa van az osteoblasztos transzformaciora, mint vas
esetén.

A vas, az apo-ferritin és a D3T hatasa a RUNX2 transzkripcids faktor lokalizaciojara

A runt-realted transzkripciés faktor 2 (RUNX2) az osteoblaszt aktivitas kulcsfontossagu
meghatarozéja (Komori T, (1997)), és szerepet jatszik a vaszkularis mineralizacio
patogenezisében (Steitz SA, (2001)). Ezert megvizsgaltuk, hogy a VIC osteoblasztos
differencialodasanak ferritin altali szabalyozasa a RUNX2 modulalasan keresztul torténik-e.
A tenyésztett VIC sejteket immunocitokémiai és Western blot analizissel vizsgaltuk, melynek
soran a kalcifikacios kdzegben tartott sejtekben RUNX2 nuklearis transzlokaciojat figyeltiik
meg. Vassal, apo-ferritinnel vagy D3T-vel torténd kezelés esetén viszont a RUNX2
transzlokécidja a magba nem tortént meg. Ezen kiviil a RUNX2 lokalizaciojat AS billenty(ib6l
szarmazod VIC sejtekben immunfestéssel, és az AS szivbillentylikb6l szarmazd teljes protein-
lizdtumbol is vizsgéltuk az Al szivbillentyiikkel Osszehasonlitva. Megallapitottuk, hogy a
RUNX2 az AS szovetekben a sejtek nukleéaris régidjaban talalhatd. Ezzel szemben az Al-bdl
szarmazd VIC-ben a RUNX2 nucleuson kivul helyezkedik el. A H-ferritin géncsendesités a
RUNX2 fokozott transzlokaciojat eredményezte a sejtmagba, igazolva ezzel a
ferritin/ferroxidaz rendszer fontossagat a valvularis mineralizacidban.

Sox9 a valvularis mineralizacidban

Korabbi kutatds a RUNX2 transzkripcios faktort igy mutatja be, mint a Sox9 antagonistaja
VIC sejtekben (Cheng A, (2010)). A Sox9 lokalizaciéjat immunocitokémiai és Western blot
analizissel vizsgaltuk VIC sejtekben. A ndvekedési mediaban tenyésztett sejtekben a Sox9 a
sejtmagban volt megfigyelhetd, mig a kalcifikacios korilmenyek kozott tenyesztett VIC
sejtek sejtmagjaban a Sox9 alig volt kimutathaté (3A és 3B abra). Ezzel szemben a Sox9
nukleéris lokalizacigjat fenntartottuk olyan sejtekben, amelyeket vas, apo-ferritinnel és D3T-
vel kiegészitett meszesedési tapkdzegben tenyésztettlink. Ezenkivil AS szivbillentytiket is
gyijtottiik, amelyekben makroszkdposan is megfigyelhetd volt a mineralizacié az Al eredetii
szivbillentyl szovetekkel ellentétben. A Western blot analizis a Sox9 nukleéris lokaliz&cidjat
mutatta az Al-bol szarmazo billentyiikben. Ezzel szemben, az AS szivbillentytikben a Sox9
sejtmagi lokacioja elenyészé mértékben volt detektalhato.

Vas, apo-ferritin, D3T és H-ferritin szerepe a VIC sejtek foszfat felvételére
Jono és Fukita et al., munkajukban kimutattdk, hogy a RUNX2 nuklearis transzlokacidjat az

intracellularis foszfat szint szabalyozza (Jono S, (2000); Fujita T, (2001)). Annak
vizsgalatahoz, hogy a H-ferritin valéban befolyasolja-e az intracellularis foszfat szintet, VIC



sejteket névekedesi vagy kalcifikacids, vagy vassal, apo-ferritinnel vagy D3T-vel kiegészitett
tdpkozegben tartottuk. Azt tapasztaltuk, hogy szignifikdnsan alacsonyabb az intracelluléris
foszfat szint a vassal, apo-ferritinnel vagy D3T-val kezelt sejtekben, mint a csak
mineralizacios korulmények kozott tartott VIC sejtekben. Fontos megjegyezni, hogy a
lizoszomalis foszfat szintjét vas expozicid hatasara szintén csokkenteni tudtuk a kontroll
szintjére, a kalcifikacios kdzegben tenyésztett VIC sejtekhez képest. Ennek megfeleléen a
Pitl (a foszfat-transzportért felelds membranhoz kapcsolodo csatornak) expresszidja a VIC
vassal, apo-ferritinnel vagy D3T-vel torténé kezelése utan csokkent. Ezenkivil a Pit2
expresszidja is csokkent H- ferritin indukcié hatasara. Az exogén H-ferritin adasara szintén
csokkent a Pitl fehérje expresszioja AS szovetekbol szarmazo VIC sejtekben.

H-ferritin asszocidlt foszfat lizoszomalis lokalizacioja

Az apo-ferritin is képes vas tarolasara, vas-oxi-hidrofoszfat-komplex forméajaban akar 2250 és
3800 atomot is (de Silva D, (1993)). A vas és a foszfat mennyisége a ferritin magjaban nem
fugg 6ssze annak alegység-0sszetételével. Megfigyeltiik, hogy LAMP1 (lizoszoma marker) és
H-ferritin kettés immunfestés esetén a két marker lizoszomalisan maximalis kolokalizaciot
mutatott. Ezen kivul a fuzionalt lizoszomakban a ferritin jelent6s felhalmozodasa figyelhet6
meg. A fenti megéallapitds megerdsitésére lizoszomakat izolaltunk tenyésztett és kezelt VIC
sejtekbdl, és H-ferritin / LAMPL kett6s festéssel vizsgaltunk kiilonb6z6 koriilmények kozott:
a tapkozegben; dnmagaban kalcifikacios tapkozegben, vagy vassal kiegészitve. A vassal
kezelt sejtek lizoszomaiban markans H-ferritin-szint emelkedést mutattunk ki, amelyre a H-
ferritin és a LAMPL1 egyiittes lokalizaci6ja mutatott ra.

Az extracelluléris pirofoszfat szerepe a szivbillentylik meszesedésének gatlasaban

A pirofoszfat (PPi) szintén kulcsfontossdgl inhibitora a mineralizciénak azaltal, hogy
kotédik a kialakuld hidroxiapatit-kristalyokhoz (Fleisch H, (1962); Terkeltaub RA, (2001)).
Ezért megvizsgaltuk a pirofoszfat szintjének valtozasait kalcifikacids kozegben. A vas / apo-
ferritin / D3T kezelés szignifikansan novelte a pirofoszfat szintjét, szemben a mineralizaciés
tdpfolyadékban tartott VVIC sejtekhez képest. Az ENPP2 a pirofoszfat f6 termel6 ektoenzime;
kivancsiak voltunk, hogy vajon az ENPP2 expresszidja korrelal-e a PPi-szinttel. A PPi-hez
hasonldan, az ENPP2 expresszidjanak csokkenését figyeltik meg kalcifikacios kortlmények
kdzott. Az ENPP2 emelkedett expresszidja és a magasabb PPi-szint a vas, apo-ferritin és
D3T-val kezelt VIC sejtekben megfigyelhetd volt, ellentétben a kalcifikéacios tapfolyadékban
tenyésztett sejtekkel. VIC sejtek H-ferritinnel torténé kezelése szintén ndvelte az AS
szovetekbdl szarmazo sejtek ENPP2 fehérje expresszidjat. Hogy meger6sitsiik a H-ferritin
fontossagat a pirofoszfat képzodés szabalyozasaban, VIC sejteket transzfektaltuk a H-ferritin
SiRNS-sel. H-ferritin siRNS jelenlétében a hozzaadott vas és a H-ferritin sem tudtak
megemelni a PPi szintjét. Az Ankyrin G1 fehérje expresszidjat a ferritin nem valtoztatta meg.



H-ferritin és ALP expresszid AS szivbillentyiikben

A fenti eredmények alapjan, kivancsiak voltunk, hogyan alakul a H-ferritin expresszioja VIC
sejtekben, CAVD allapotban. H-ferritin Western blot analizist végeztink AS és Al
szivbillentyiik szoveti lizatumaibol. Az AS billentyiikb6l szarmazd mintakban szignifikansan
magasabb H-ferritin szintet detektaltunk, az Al mintakhoz képest. CAVD mintakban a kettés,
ALP-H-ferritin immunohisztokémiai vizsgélatok is latvanyosan igazoltdk hipotézisiinket: az
ALP + és H-ferritin + sejteket figyelhettiink meg a szivbillentyii endotél rétegei felél indulva
egészen a teljesen meszes, kalcifikéacids gocig. A mineralizalt tertilett6l tdvolabb es6 részeken
tobb H-ferritin +, és kevesebb ALP+ festédést figyeltink meg a sejtekben, az arany 2,3: 1 +
0,41. Az ALP és a H-ferritin expresszidja fokozatos novekedést mutatott a kalcifikacios géc
irdnyaba, a H-ferritin és az ALP ardnya az AS szOvet meszes zénajaban 0,6 = 0,15-re
csokkent. Az Al szovetekbdl szarmazo szivbillentylikben az ALP és a H-ferritin pozitivan
festddo sejtek aranya mérsékelt és egyenletesen eloszlo volt. H-ferritin és az ALP arénya 2,2:
1+0,65.

Az AS billentylikben a megemelkedett H-ferritin szerepe, vas felhalmoz6dasa nélkili
gyulladasos folyamatokban

Kordbbi eredményeink felvetették a kérdést, hogy vajon a megndvekedett H-ferritin
expresszidt vas expozicié okozza-e. A kérdés megvalaszolasahoz az AS billentytiket Prussian
Blue (vasfestés)-val festettilk, és azt talaltuk, hogy az er6sen mineralizalt teruletek korll
elenyész6 a vas mennyisége. Torti et al. korabban kimutattak, hogy a gyulladasos citokinek
magas expresszidja vas jelenléte nélkiul képes megemelni a H-ferritin expresszidjat (Torti SV,
(1988); Tsuji Y, (1991)). Mindamellett, a gyulladas is fontos szerepet jatszik a CAVD
progresszidjaban (Rajamannan, (2011)). Mindezek okan immunohisztokémiai vizsgalatokat
és Western blot analizist végeztink gyulladidsos markerek, TNF-a és IL1-B tekintetében,
egészseéges emberi szivbillentylikb6l és AS szdveteken. Fontos megfigyelésiink, hogy a
megemelkedett H-ferritin expresszié valoban alatdmasztja a gyulladésos citokinek, TNF-a és
IL1-B megnovekedett fehérje szintjét az AS szdvetekben, az egészséges aorta billentylikhoz
képest.

H-ferritin funkcidja az AS szovetekbdl szarmazé VIC sejtek gyulladasos folyamataiban

Annak tesztelésére, hogy a ferritin / ferroxidaz rendszer képes-e gatolni a gyulladas
kialakuldsdt CAVD-ben, AS-szovetekb6l szarmazo VIC-sejteket kezeltlink H-ferritinnel.
Megaéllapitottuk, hogy H-ferritin expozicioval gatolhatdé a TNF-o és IL1-B gyulladasos
markerek expresszioja.



2. rész
A H>S szerepe a szivbillentyiiket alkoto intersticialis sejtek mineralizacidjaban, in vitro

Kiilonboz6 HoS donorok hatésait vizsgaltuk humén aorta billentyiikb6l izolalt intersticialis
sejtek mineralizacios folyamataiban. A sejteket kalcifikacios kdzegben tenyésztettiik, amely
tapfolyadék (D-MEM) 2,5 mmol/L szervetlen foszfatot és 1,8 mmol/L kalcium-kloridot
tartalmazott. A VIC sejteket HoS-sel kezeltiik: egyszerii NaSH és Na»S szulfid-sokkal,
amelyek a pH-figgvényében instant modon keénhidrogént szabaditanak fel; valamint uj,
kénhidrogént lassan felszabadul6 szulfiddonorokkal (AP67 és AP72, GYY4137). Ahogyan
vartuk, a VIC sejtek osteoblasztos transzformécidja kalcifikacios kdrnyezetben bekovetkezett,
amelyet extracellularis kalcium felhalmoz6désa, valamint osteokalcin és fokozott ALP
expresszid jelez. A Kkisérletben hasznalt kenhidrogén donorok doézisfiiggd modon
csokkentették az extracellularisan lerakdéddé kalcium mennyiségét. A NaSH maximalis,
kalcifikaciot gatlo hatasa 150 umol/L, Naz2S és GY'Y4137 100 umol/L koncentracioban volt a
leghatékonyabb, mig az AP67 méar 50 umol/L koncentracional gatolta a kalcifikaciot. A HzS
donorok kozil az AP72 bizonyult a leghatékonyabb kalcifikacids gatloszernek, mar 20
umol/L koncentracio mellett szignifikdns ALP és osteokalcin szint csokkenés volt
detektalhat6. Mindemellett az AP72, kisérleteinkben hasznalt dozisa nem fejtett ki citotoxikus
hatast VIC sejteken. A mineralizacids folyamatok gatlasdban mindegyik donormolekul&nél
jellegzetes ,,U” alaku gorbét figyeltink meg. Az 6sszes H2S donor a fentiekben megadottnal
magasabb koncentraciokban torténé alkalmazasa a kalcifikacié gatld hatas koncentracio-
fliggd csokkenését eredményezte. Ezekbdl a mérésekbdl kivalasztottuk a leghatékonyabb HoS
donort (AP72) tovabbi vizsgalatok céljabol, hogy feltarjuk azt a mechanizmust, amellyel a
H>S szabélyozza/szabalyozhatja a szivbillentylik meszesedési folyamatait.

Korabbi munkacsoportok mar kimutattak, hogy a fenolnak H2S kot6 hatdsa van (Huang et al.,
(2017)), ezért a fenol kénhidrogén koto képességének vizsgalatara az AP72 donormolekulat
fenolred-mentes  kdzegben alacsonyabb koncentracioban alkalmaztuk VIC sejteken
mineraliz&cids kozegben. Fenolred mentes mediaban alkalmazott AP72 donormolekula joval
kisebb koncentracidban is (2 nmol/L- 5 umol/L) szignifikansan géatolta a VIC sejtek
mineralizacidjat; ezzel parhuzamosan az osteokalcin felhalmozodasat és a foszfat felvételét.
Az alkalikus foszfataz és az Alizarin Red S festés az AP72 kalcifikacié gatlo hatasat szintén
igazolta 2 nmol/L koncentraciondl. A kénhidrogén donormolekuldk leghatékonyabb
osteoblasztos transzformaciét gatlé koncentracioja nem okozott citotoxicitast VIC sejtekben.

Az AP72 expozicio hatasa VIC sejtekben a RUNX2 foszfat altal kivaltott nuklearis
transzlokéacidjara

A RUNX2 az érrendszer simaizomsejtjeinek és a VIC korai osteoblasztos
differencialodasanak kulcsfontossagu transzkripcios faktora. Kivancsi voltunk, hogy az AP72
kezelés a mineralizaciot el6idézé tapkozegben tenyésztett VIC sejtekben befolyasolja-e a
RUNX2 lokalizéaciojat. Immunofluoreszcens festés alapjan azt talaltuk, hogy a RUNX2 a VIC
sejtek citoplazméajdban lokalizalodik. VIC magas foszfattal torténé expozicidja a RUNX2
transzlokacidjat eredmenyezte a sejt citoplazmajabdl a sejtmagba. Immunofluoreszcens
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megvizsgaltuk izolalt citoplazma és magfrakciok felhasznalasaval. Megallapitottuk, hogy
kalcifikéacids kdzegben a RUNX2 a sejtmagba transzlokalddott, mikdzben a citoplazmaban
1év6é mennyisége csokkent. AP72 kezelés hatdsara kalcifikacios kozeghen a RUNX2 magi
transzlokécidja nem kovetkezett be.

A RUNX2 lokalizaciojat human, kalcifikalt (AS) és meszesedés nélkiili szivbillentyiikben is
megvizsgaltuk. Konfokalis mikroszkopia és a Western blot analizis is azt az eredményt adta,
hogy human AS eredetii billentylikben a RUNX2 egyodntetiien a sejtmagban talalhato. Al
szivbillentylikben ennek ellenkez6jét tapasztalatuk, a RUNX2 citoplazmatikus lokalizacioja
volt. Fontos megjegyezni, hogy a tul magas koncentracioban alkalmazott kénhidrogén
donorok, eés az AP72 200 umol/L-es expozicidja ugyanugy a RUNX2 nukleéris
transzlokacidjat segiti el a citoplazmabol.

A PPi-termelés valtozasa endogén H»S hianyaban és jelenlétében

A PPi ismert, anti-kalcifikacios molekula, amelynek expresszidjat az ENPP2 és az ANK1
szabalyozzak. Ennek értelmében megvizsgaltuk, hogy a H.S hatassal van-e a PPi-termelésre,
valamint az ENPP2 és ANK1 expressziojara VIC sejtekben. Az ENPP2 expresszidjanak
csokkenését tapasztaltuk kalcifikécids kozegben tenyésztett VIC-ben a kontrollhoz képest. A
sejtek AP72-vel torténd expozicidja megszintette ezt a hatdst; az ENPP expresszid
szignifikansan megemelkedett a kontroll sejtekben megfigyelt szinthez képest is. A
mineralizacios korulmények kozott novesztett VIC sejtekben az ANK1 fehérje szintje nem
valtozott a kontrollhoz képest. Ezzel szemben az AP72 kezelés ANK1 expresszidt indukalt,
mind mMRNS, mind pedig fehérje szinten. Kovetkezésképpen a generalt PPi mennyisége
csokkent kalcifikacios koriilmények kozott VIC sejtekben, mig az AP72 kezelést kovetden a
PPi-termelés szignifikdns novekedését detektaltuk. A GYY4137 és az AP67
donormolekulékat szintén teszteltiik VIC sejteken PPi vonatkozéasaban. Ezek a H2S donorok
kevéshé emelték meg a PPi-szintet az AP72-hodz képest. A gyors HoS-felszabadité molekulak
(NaSH és NazS) csak a kontroll értékhez kozelit6 mértékig voltak képesek ndvelni a PPi
expresszidjat. Human szivbillentyiik teljes fehérjelizatumabol is elvégeztiik az ENPP2 és PPi
szintek vizsgalatat; eredményeink alapjan pedig az AS szovetekbdl szarmazoé mintakban
szignifikansan alacsonyabb ENPP2 expresszidt és alacsonyabb PPi szintet detektaltunk az Al
mintakhoz képest.

A CSE és CBS fehérjeszintii valtozasai VIC sejtek mineralizacidjaban

Az endogén H.S anti-kalcifikacios hatasainak vizsgalatahoz az endogén kénhidrogén
termelésért felelés enzimet: CSE silencingeltiik SIRNS-sel. Eredményeink alapjan a CSE
silencingje nem okozott szignifikans kalcium felhalmozodast VIC sejtekben. Azonban a CSE
géncsendesitése CBS expresszidjanak novekedését eredményezte, amely egy masik,
piridoxal-5'-foszfat (PLP vagy B6 vitamin) fliggé transzulfuracios enzim, €s ugyancsak részt
vesz az endogén H,S termelésében. Ennek okdn mind a CSE és CBS géneket is
silencingeltik, hogy megvizsgaljuk, hogy az extracellularis matrixban a kalcium lerakddast
befolyasolja-e. Eredményeink alapjan a CSE és a CBS egyiittes silencingjével a mineralizacio



szignifikdns novekedését eredményezte VIC sejtekben. Ami arra utal, hogy a
transzszulfurécios utak valdsziniileg szabalyozzak a mineralizaciés mechanizmusokat. Ezutan
farmakolégiai inhibitorokkal is végeztink Kkisérleteket: CSE (PPG), CBS-sel (AOAA)
egylttes  expozicidjaval vizsgaltuk VIC sejtek osteoblasztos transzformaciojat.
Megaéllapithatjuk, hogy a CSE és CBS egyuttes farmakologiai gatldsa szintén ndveli az
extracellularis kalcium felhalmozddasat VIC-ben. Ezen felil mindharom szintetikus inhibitort
CSE (PPG), CBS (AOAA) és 3-MST (KGA) kualon-kulon és egymassal kombinalva is
megvizsgaltuk kalcifikacios kozegben. Az AOAA + PPG; AOAA + LKGS és PPG + LKGS
farmakolodgiai inhibitorok szintén szignifikansan csokkentették a H.S termelést VIC
sejtekben. Erdekes modon a CSE és CBS egyiittes silencingje, a RUNX2 nuklearis
transzlokécidjat nem befolyésolta a kalcifikacios kdzegben. Ezenkivil megfigyeltik, hogy az
elsé és a harmadik napon hogyan alakul a VIC sejtek mineralizicidja. Az els6 napon nem
talaltunk szignifikans valtozast a kalcium mennyiségében, viszont a harmadik napra a kontroll
mintdhoz képest szignifikans kalcium tartalom emelkedés volt megfigyelhetd a kalcifikacios
kontroll kdzeghez képest. Ezzel szemben a CSE / CBS siRNS-sel silencingelt VIC sejtekben
szignifikdnsan megnovekedett extracellularis kalciumtartalmat detektaltunk mar az els6
napon. Az mineralizacié harmadik napjara dupla silencingelt mintakban még robosztusabb
kalcium akkumulacio volt megfigyelhets. A VIC sejtek H>S termelése mineralizacios
kdzegben lecsokkent, a CSE/CBS kettés silencingje azonban tovabb csdkkentette az endogén
kénhidrogén szintjet. Végil megvizsgaltuk a 3-MST expressziot CSE/CBS siRNS-sel kezelt
VIC sejtekben. Eredményeink alapjdn a CSE/CBS dupla silencing csokkentette a 3-MST
fehérje expresszidjat.

A kénhidrogén és a foszfatfelvétel kapcsolata VIC sejtek mineralizacidjaban

A sejt foszfatfelvétele kulcsfontossagu a mineralizacié folyamataban, ezért az intracellularis
foszfatszint alakulaséat vizsgaltuk VIC sejteken, ahol megfigyeltlik, hogy a kalcifikacios
tapkozegben tenyésztett sejtek foszfatfelvétele szignifikansan megemelkedett a ndvekedési
mediaban tartott sejtekhez képest. A VIC AP72-vel valo kezelése csokkentette a sejtek
foszfatfelvételét. A foszfatfelvétel AP72 &ltali gatlasdnak magyarazata érdekében megmértik
a foszfatcsatorndk (Pitl; Pit2) fehérje expresszidjat kalcifikacidés kozegben és/vagy AP72
jelenlétében. Meéréseink alapjan az AP72 nem befolyasolta a Pitl és Pit2 csatornak
expressziojat. Feltételezziik, hogy ezeknek a csatornaknak a szulfid altal indukalt transzlacids
modositasa befolyasolhatja a foszfat felvételét. A hipotézis alatdmasztasara vagy cafolasara
irdnyuld mérések folyamatban vannak.

H>S generéacid és CSE expresszio human aorta billentyiikben

Az emberi szervezetben a CSE az egyik f6 endogén kénhidrogén termelé enzim. CSE
expresszidjat Western blot analizissel vizsgéltuk huméan AS és Al szivbillentyli szoveti
lizdtumaibdl. AS szivbillentyiikben, ahol massziv meszesedés volt megfigyelhet6, magasabb
CSE expresszidt taldltunk, az Al eredetii, meszesedés nélkili mintdkhoz képest. Ezzel
szemben a szulfidszintek (amely Zn? * &ltal lagos korilmények kozott kicsaphato a
szivbillentyiikk szoveti lizatumaibol), szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a meszes AS



billentytimintakban, mint a meszesedés nélkuli Al billentyiikben. CSE lokalizacidja céljabol
kettés immunohisztokémiai festést (CSE-SMA és CSE-ALP) végeztiunk, szintén Al és AS
billentyiikon. AS szdvetben kevesebb SMA + és tobb CSE + sejt volt detektalhatd, mint Al
szOvetekben. Az ALP-CSE kettos festés esetében az AS billentyli metszetekben magas CSE
expresszié mellett ALP + sejtek is megfigyelhetdk voltak, mig az ALP + sejteket az Al
billentyiikben nem talaltunk. Osszességében megallapithatjuk, hogy a VIC sejtek
osteoblasztos transzformacio iranyaba mutatott potencialja fugg a VIC eredetét6l. Ugyanazon
kisérleti korilmények kozott az AS billentyiikkb6l szarmazé VIC sejtek kordbban
kalcifikalodtak, mint az Al VIC sejtjei. Az Al billentyiikben detektalt magasabb CSE-szintet
késobbi kalcifikacio kisérte.

A H>S szerepe apolipoprotein E deficiens egerekben szivbillentytiinek meszesedésében

A Von Kossa festés alapjan a magas zsirtartalm( étrenden tartott ApoE -/ - egerek aorta
billentytiiben meszes gocok jelentek meg, szemben a normal diétan tartott ApoE ~/ - egerekkel,
ahol a szivbillentyiilk meszesedése nem volt megfigyelhetd. A H>S mineralizacio gatld
hatdsanak in vivo igazolasara intraperitonealisan AP72-t (266 umol / testtémeg kg) adtunk és
vizsgaltuk a szivbillentyiilk meszesedését, magas zsirtartalmt étrend mellett. Eredményeink
alapjan az AP72 szignifikansan gatolta a szivbillentyllk meszesedését, illetve annak
kialakulasat, valamint az extracellularis matrix expanzidjat. Hasonl6an, a human aorta
stenozishoz, a magas zsirtartalmua étrenddel taplalt egerek meszes aortabillentyiiiben a CSE +
sejtek mennyisége megnovekedett, a normal étrendli egerek szivbillentyliihez képest.
Kovetkezésképpen, a magas zsirtartalmi étrenden tartott egerek aorta billentytiiben mérhet6
teljes CSE expresszidé csokkenthet6 a HoS exogen potlasa altal. Az alfa-SMA festés pedig
igazolta, hogy az AP72 kezelés fenntartja az egerek aortabillentyiit alkoto intersticialis sejtek
fenotipusat.



OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban bemutatott tanulmanyok két kilonféle, a CAVD progresszidja szempontjabol
rendkivual fontos molekuldkat mutatnak be. Az 1. részben laboratériumunk korabbi
eredményeire dsszpontositottuk, melynek célja, hogy megértsiik a ferritin / ferroxidaz gatl6
szerepének molekuldris mechanizmusdt a magas foszfattal indukalt CAVD-ben.
Eredményeink arra utaltak, hogy a ferritin / ferroxidaz nem csupan a kardiovaszkularis
mineralizacio hatékony gatldja, hanem kulonféle gyogyszerek, példaul a D3T altal exogen
maodon indukalhatd. A 2. részben szintén egy, laborunk kordbbi munkajanak megallapitasa
talalhatd: az endogén H»S szint mineralizacios koralmények kdzott csokken. Az endogén H.S
szint és a meszesedés kozotti kapcsolat kevésbé ismert, viszont az utdbbi években kutatott
terilet. Munkankban célunk volt részletesebben megvizsgalni a HoS szerepét magas foszfat
altal kivaltott szivbillentyli mineralizaciéban. Eddigi eredményeink alapjan megallapitottuk,
hogy a H2S endogén szintje a CAVD elérehaladtaval csokken, mely feltehetéleg a HoS-t
termelé CSE enzim strukturdlis médosulasaval magyarézhaté (Bibli, Hu et al. (2019)). A
szervezetben kialakuld kénhidrogén-deficiencia pétolhaté kénhidrogént felszabadité donor
molekuldkkal, amelyek a jovoben mint lehetséges terapids gyogyszerek valhatnak elérhetové
(Sikura, Potor et al. (2019)). A dolgozat témajaul szolgalo két kdzlemény az elsé olyan
munkdk, amelyek két kiilonb6z6 molekula mechanizmusaba nytjtanak betekintést
ugyanabban a klinikai allapotban (CAVD), valamint els6ként kinalnak 0j gyogyszerészeti
lehetdségeket, innovativ terapids modszereket a CAVD ¢és a kardiovaszkularis
megbetegedések gydgyitasaban.

A vas homeosztézis / H2S egyensily és a szivbillentylik meszesedése kozotti kapcsolatot még
nagyon kevesen vizsgaltdk, és a szivbillentyli mineralizacié patomechanizmusénak ismerete
még gyerekcipdben jar. Noha a legtobb kardiovaszkuldris megbetegedés, jelen esetekben a
kardiovaszkularis rendszer mineralizacidja a szervezet vashaztartasanak felborulasa és/vagy
H>S hidny kovetkeztében alakul ki, a terapias kezelés hianydban a CKD-ben vagy CAVD-ben
szenvedd betegeknél a vese vagy a szivbillentyllk (vagy mindkettd) transzplantacidja a
legtobb esetben elkerllhetetlen. Vas esetében a CKD-s betegekben a retikuloendotelialis
sejtekben vas felhalmozddasa figyelhetd meg, amelyet magasabb ferritin szint kisér a
plazmaban. Ez a ndvekedés a retikuloendotelialis sejtek vas szekrécidjanak kovetkezménye,
mely altal a vas hozzaférhetGsége a tobbi sejt szamara szignifikansan alacsonyabb. Ez a
mechanizmus az intracellularis ferritin kimerllését és kronikus, gyulladdsos betegség
kialakulasat és az ezt kovetd vérszegénységet eredményezi. Megfigyeléseink elsd részében
osszefoglaltuk, hogy a vas metabolizmusanak rendellenessége nagymértékben hozzajarul a
magas foszfat indukalta szivbillentyi-kalcifikacio kialakulasahoz. A D3T oralisan adagolt
terapiajaval azonban (ferroxidaz rendszer indukcidja) a szivbillentylk/sziv-érrendszer
meszesedése megeldzhetd.

A tanulmany maésodik részében demonstraltuk, hogy a CAVD kialakulasa soran a szervezet
endogén kénhidrogén ellatasa szenved zavart. Meszes human szivbillentylikben a H2S
képzddésében tapasztalt deficienciat a CSE enzim magas szinti expresszidja kisérte. Szamos
tanulmany kimutatta, hogy a H.S termelés hianya szivbetegségek kialakulasahoz vezet, ahogy
azt, a szivkoszoriér betegségben szenvedd betegek plazmajaban mérhetd alacsonyabb H2S



szintje is jelzi (Jiang, Wu et al. (2005);(Shen, Shen et al. 2015)). A H2S hianya exogén médon
potolhatd egy, a Lawesson reagensbdl és morfolin reakcidjabol szarmaztathato, Uj generécios,
lassu kénhidrogén felszabadulést biztositd vegylletek altal (GYY4137). A GYY4137
protonacios reakcidja pedig még stabilabb H,S-felszabadité vegyuleteket eredményez, mint
példaul AP67 és AP72. Habar a valvularis kalcifikacio és az endogén H>S homeosztazis
kozotti  kapcsolat kevésbé ismert, bemutatott eredményeink egy masik szempontbdl
megkozelithetd stabil terapias eljarast kinalnak CAVD gy6gyitdsaban. Nem utols6 sorban
eredményeink azaltal hogy részletes betekintést nyujtanak a CAVD patogenezisébe, Uj
lehet6ségeket kinalnak a vas- és/vagy az endogén kénhidrogén hiany okozta klinikai
kardiovaszkularis allapotok kialakuldsanak megeldzéséhez vagy csokkentésére irdnyuld jobb
tervezeési stratégidk kifejlesztéséhez.

Uj eredmények

1. A H-ferritin/ferroxidadz vas vagy 3H-1,2-ditioil-3-tion (D3T) éltal indukéalva gatolja a
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csokkenti a RUNX2 nukleéris felhalmozédasat.

3. A H-ferritin gatolja a szivbillentyli sejtek foszfatfelvételét és a lizoszomalis foszfat-
felhalmozddast azaltal, hogy csokkenti a foszfat csatornak expressziojat; a H-ferritin
foszfatkoto képessége altal a ferritin-foszfat komplexet lizoszomalisan lokalizélja, valamint
fokozza a pirofoszfat képzdést az ENPP2 indukciodjaval.

4. A stenotikus aorta billentylik szovettani elemzése igazolta a H-ferritin magas expressziojat
és relativ dominancidjat az ALP felett, azokban a régiokban, ahol mineralizacié nem volt
detektalhato.

5. A H-ferritin csokkenti a gyulladdsos markerek (TNF-a és IL1-p) expressziojat a human AS
szivbillentyiikbdl szarmazo6 VIC sejtekben.

6. CSE és CBS eredetii H2S és a kénhidrogént felszabadité donormolekulak gatoljak az aorta
billentyilik mineraliz4ciojat.

7. Az anti-kalcifikacios hatdsok a foszfatfelvétel gatlasdval, a RUNX2 nuklearis
transzlokacidjanak megakadalyozasaval, a pirofoszfat szintjének megemelése altal valdsulnak
meg.

8. H2S felszabaditdé donorok és a CSE / CBS eredetii H2S terdpias potenciéllal rendelkeznek
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