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Bevezetés

Az érrendszert érint6 ektopias kalcifikaciot hossz idén keresztill az dregedéssel egyutt jard

passziv, degenerativ folyamatnak tekintették. Mara viszont szamos kutatasi eredménynek
koszonhetéen vilagossa valt, hogy a kalcifikacio az érfalban lokalizalédé sejtek altal aktivan
szabalyozott folyamat, mely foszfatban és kalciumban gazdag hidroxiapatit kristalyok
lerakodasahoz vezet az érfalban. Jelenlegi ismereteink alapjan a kalcifikécid kialakulasanak
els6dleges oka a kalcifikaciot gatld inhibitorok (pl. pirofoszfat, matrix Gla protein, fetuin-A)
és a kalcifikacidért felelés induktorok (pl. foszfat, kalcium, inflammatoérikus citokinek) kézotti
egyensuly megbomlasa. Megjelenési formaja szerint harom f6 tipust kiilonboztetiink meg: az
intima, a média és a billentyll kalcifikaciot. Az intima kalcifikacio a kodzepes méreti
artériakban, ateroszklerotikus plakkokkal asszocialva, pontszeriien; ezzel szemben a média
kalcifikacid az erek teljes keresztmetszetében jelenik meg, mely soran az erek rugalmatlanna
valnak, majd balkamrai hipertrofia és végul szivelégtelenseg alakul ki. A média kalcifikéacio
leggyakrabban a kronikus vesebetegségben szenved6 betegeket érinti.
Az aorta sztendzis, masnéven az aorta billentyli sziikiilete az egyik leggyakoribb szivbillentyii
betegség a fejlett orszagokban, melyet a szivbillentyiik kalcifikacioja okoz. Kialakulasaban és
progresszidjaban szamos rizikofaktor jatszik szerepet. A betegséget okozhatja velesziletett
genetikai rendellenesség, az aorta billentyliket éré talzott mechanikai stressz (pl. magas
vérnyomas), tovabba kiilonboz6 metabolikus rendellenességgel (pl. diabétesz) és egyéb stlyos
betegséggel (pl. kronikus veseelégtelenség) tarsulva is eléfordulhat.

A végstadiuma krénikus veseelégtelensegben (CKD) szenvedd betegek korében a
szivbillentyli kalcifikacié az egyik leggyakoribb, mortalitasért felel6s kardiovaszkularis
szovodmény. A szivbillentyi Kkalcifikacié patomechanizmusa nagy hasonlésagot mutat a
vaszkularis kalcifikacioval. Szamos kutatasi eredmény bizonyitja, hogy a CKD betegben
jelenlevé hiperfoszfatémia és hiperkalcinémia a vaszkuldris kalcifikacion til, a szivbillentyll
kalcifikacio legfobb induktorai is, melyek a szivbillentytiket felépitd szivbillentyl intersticialis
sejtek oszteogén iranyu differencialédasat és kalcifikéacidjat indukaljak.

A kozelmultban az érrendszert érintd kalcifikacioval Gsszefiiggésben egy ujonnan feltart
tényezd a szoveti hipoxia. A megfeleld oxigén szint biztositasa nélkiilozhetetlen a cellularis és
szisztémas homeosztazis fenntartasaban. A hipoxiara adott valasz kdzponti eleme a hipoxia-
indukalt faktor (HIF) jelatviteli utvonal. Kronikus vesebetegségben szenvedd betegek
veséjében kimutattdk a HIF-1 indukcidjat, melyet Osszefliggésbe hoztak a kronikus

vesebetegség progresszidjaval, valamint Mokas és munkatérsai kimutattdk a HIF-1a fokozott



expressziojat kronikus vesebeteg patkanyok aortajaban, valamint azt, hogy az emelkedett
inorganikus foszfat (Pi) stabilizalja a HIF-1a-t érfali simaizomsejtekben. Tovabbi in vitro
kisérletekben bizonyitottak, hogy a hipoxia fokozza az érfali simaizomsejtek foszfattal indukalt
kalcifikaciojat.

A hipoxia hatasa a reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzddésére a mai napig ellentmondasos
tudomanyteriilet; egyes munkakban a hipoxia hatisara csokkend, mig masokban emelkedd
ROS termelddést irtak le. A tilzott ROS képzddés szerepet jatszik a vaszkularis kalcifikacio
billentyiikben, valamint az érfali simaizomsejtek oszteogén iranyu differencialodasa soran. A
ROS képzodés vaszkularis kalcifikacioban betoltott jelentds szerepére utal az is, hogy az erfali
simaizomsejtek oszteogén iranyu differencialodasa antioxidansokkal gatolhato.

A krénikus vesebetegség gyakran tarsul mas betegségekkel, melyek kozil leggyakoribb az
anémia. Az anémia jelentdsen noveli a betegek mortalitasat és morbiditasat. Az anémia
kezelésének egyik lehetséges alternativaja az eritropoézis stimuldld agensek (ESA)
adminisztracidja. Az ESA fokozza az EPO szintézist, ndveli a hemoglobin szintet, azonban
szamos tanulmany kimutatta, hogy az emelt d6zisi ESA ndveli a kardiovaszkularis események
bekovetkezésének kockazatat, ezért alternativ terapias lehetdségek kifejlesztésere volt sziikség.
Felmerdlt a prolil-hidroxilaz (PHD) enzim inhibitorok hasznalata, melyek a PHD enzim
gatlasan keresztul aktivaljak a HIF-1 utvonalat, ezaltal fokozzak az eritropoetin szintézist. A
klinikai vizsgalatok alapjan a GlaxoSmithKline altal kifejlesztett prolil-hidroxilaz inhibitor, a
kis molekulasulyt Daprodustat (GSK1278863) tiint a legigéretesebbnek, melyet 2020-ban

Japanban torzskonyveztek krénikus veseelégtelen betegek anémiajanak kezelésére.



Anyagok és mddszerek

Kisérleteinkben humén valvularis intersticidlis sejtekkel (VIC) és human aorta
simaizomsejtekkel (HAoSMC) dolgoztunk, amelyeket sejttenyészté inkubatorban, 21% O:
tartalom mellett 37 °C-on és 5% CO- jelenlétében tenyésztettilk. Hipoxias kezelés soran a
sejteket moduléris inkubator kamraba helyeztik, melyen hipoxiés gazkeveréket (1% Oz, 5%
CO2 és 94% N») aramoltattunk. Szamos kisérletben alkalmaztunk hipoxia mimetikumokat,
kobalt-kloridot (200 umol/L), deferoxamint (DFO, 40 umol/L), Daprodustatot (DPD, 20
pmol/L), valamint HIF-1 inhibitorként chetomint (12 nmol/L). A kalcifikacié indukalashoz
szervetlen foszféattal (Pi, 1,5-2,5 mmol/L, pH 7,4) és kalciummal (Ca, 0,3 mmol/L CaCly)
kiegészitett tdpfolyadékot hasznaltunk.

Alizarin voros (AV) festéssel detektaltuk az extracellularis matrixban felhalmoz6do
kalcium depozitumokat. Ehhez a sejteket paraformaldehid oldattal fixaltuk, majd AV
oldattal festettiik. Az eredmény fényképes dokumentalasat kovetéen az AV festést
kvantaltuk, melynek soran a bek6tédott AV festéket hexadecilpiridinium klorid oldatban
feloldottuk, és 562 nm-en fotometraltuk.

A Kkalcifikalt sejtek extracellularis matrixanak kalcium tartalménak meghatarozasahoz a
sejteket dekalcinaltuk 30 percig szobahdmérsékleten. A sdsavas feliiluszo kalcium tartalmat
QuantiChrom Calcium Assay kit-tel hataroztuk.

A sejtek életképessegét MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lium-bromid)
modszerrel hataroztuk meg. A kezelt sejtek életképességét a kezeletlen sejtek
életképessegéhez viszonyitva, szazalékban adtuk meg.

A sejtek fehérje expresszidjanak vizsgalatat Western blot analizissel végeztiik, mely soran
a teljes sejtlizdtumokat 7,5-10%-0s SDS poliakrilamid gélen vélasztottuk el, majd
nitrocellul6z membranra blottoltuk, blokkoltuk tejpor oldattal és az elsddleges antitesttel
inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on. Méasnap a membranokat 1 6ran keresztil torma-
peroxidazzal konjugalt anti-nyul vagy anti-egér masodlagos antitesttel inkubaltuk, majd a
detektalashoz kemiluineszcens Western ECL reagenst hasznaltunk és az eredményt rontgen
filmen, illetve digitalisan rogzitettik.

Géncsendesitést rovid interferalo RNS (siRNS) konstruktokkal vegeztink. A transzfekciot
Lipofectamine® RNAIMAX reagenssel végeztik.

A ROS képzédés vizsgalatahoz a sejteket a kezelés végén 5-(és-6)-klorometil-2',7'-
diklorodihidrofluoreszcein diacetét, acetil észtert (CM-H.DCFDA) inkubaltuk 30 percig. A
sejteket az inkub&cié utan HBSS-el mostuk és a fluoreszencia intenzitast meértuk (488 nm



gerjesztés/533 nm emisszid) 30 percenkent 4 oran at. Nehany kisérletiinkben alkalmaztunk
N-acetil cisztein (NAC, 1 mmol/L) antioxidanst is.

A kronikus veseelégtelen (CKD) egérmodellen végzett vizsgalatainkat a “Hipoxia szerepe
a vaszkularis kalcifikacioban” cimii 3/2018/DEMAB sziamon nyilvéantartott etikai
engedélyben leirtak szerint végeztiik. A kisérletekben 15 darab C57BL/6 egeret (8-12 hetes,
him) hasznaltunk fel. A CKD indukalasahoz eltér6 foszfat és adenin tartalmu, kétfazisu
diétat alkalmaztunk, a DPD-t pedig 1% metilcellulézban szuszpendaltuk és naponta oralisan
adagoltuk a kétfazisu diéta masodik szakaszaban.

Az egerek plazma, urea és kreatinin szintjeit Cobas® c502 készulékkel hataroztuk meg. A
hematolOgiai paramétereket citrattal antikoagulalt vérbol Siemens Advia-2120i automatéval
hataroztuk meg.

A lagyszoveti kalcifikacio kimutatasara OsteoSense festéket és IVIS Spectrum In Vivo
Imaging készliléket hasznaltunk.

Az egér sziv vizsgalatahoz a szovetdarabokat 10%-os formalinban fixaltuk, majd paraffinba
agyaztuk, majd a 4 um vastagsagl metszeteken hematoxilin-eozin és von Kossa festést

vegeztunk.



Célkituzés
A rendelkezéslinkre all6 legfrissebb szakirodalmi adatok alapjan az alabbi hipotéziseket

fogalmaztuk meg.

I. Hipotézis: A magas foszfat és kalcium, mint kettés oszteogén stimulus a HIF jelatviteli
atvonal aktivacidjan keresztiil indukalja a szivbillentyti intersticidlis sejtek oszteogén iranyu
differencialodasat és kalcificikaciojat in vitro.

I1. Hipotézis: A hipoxia a HIF jelatviteli Gtvonal aktivaciojan keresztul fokozza a VIC-ek OM-
indukalt oszteogén iranyu differencialodasat és kalcifikacidjat in vitro.

I11. Hipotézis: A hipoxia az emelkedett reaktiv oxigén gyokok termelddésén keresztiil fokozza

a VIC-ek oszteogén iranyu differencialodasat és kalcifikéaciojat in vitro.

IV. Hipotézis: a CKD-asszociélt anémia kezelésére alkalmazott prolil-hidroxilaz inhibitor, a

DPD fokozza a szivbillentyi kalcifikaciot in vivo.

V. Hipotézis: A hipoxia szinergista modon fokozza human aorta simaizomsejtek (HA0SMC)

magas foszfattal indukalt kalcifikéciojat.



Eredmények

1. A kettés oszteogén stimulus hatasa a szivbillentyii intersticialis sejtek oszteogén iranyd

A Kisérlet soran a kalcifikaciét magas foszfat (2,5 mmol/L) és magas kalcium (0,3 mmol/L)
tartalmu oszteogén médiummal (OM) indukaltuk. Megallapitottuk, hogy az OM Kkezelés
1d6fliggd modon novelte az oszteogén iranyu differencialédds markereinek (Runx2, ALP,
utvonal szerepét a VIC-ek oszteokondrogén iranyu differencialodasaban és kalcifikéaciojaban,
mely sordn megallapitottuk, hogy a OM kezelés a HIF-1a, HIF-2a, és a szabalyzasuk alatt allo
Glut-1 fehérjék fokozott expresszidjat eredményezte. Ezt kovetden a HIF jelatviteli Gitvonal
kalcifikaciéban betoltott szerepének bizonyitdsara targetdlt siHIF-1a és siHIF-2a
géncsendesitest alkalmaztunk, amely a Kkalcifikacié teljes gatlasdhoz vezetett. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az oszteogén stimulus hatasara indukalédé HIF jelatvitel
utvonal aktivan reszt vesz a VIC-ek OM-indukalt kalcifik&cidjaban normoxias korilmények

kdzott.

2. A hipoxia hatdsa a HIF jelatviteli utvonal aktivaciojara, valamint az szivbillentyii

Els6ként megvizsgaltuk a HIF jelatviteli Gtvonal aktivaciojat szivbillentyli intersticialis
sejtekben hipoxias kortilmények kozott, mely a vizsgalt célfehérjék (HIF-1a, HIF-2a, Glut-1)
fokozott expresszidjat eredmenyezte. Ezt kovetden a sejteket oszteogén médiummal kezeltiik
normoxias és hipoxias korulmények kozoétt. Megallapitottuk, hogy a hipoxia fokozza a VIC-ek
OM-indukélt oszteogen irany( differencialodasat és az extracellularis métrix (ECM)
kalcifikacidjat. Annak megéllapitasara, hogy a HIF jelatviteli Utvonal szerepet jatszik-e a
hipoxia kalcifikaciot fokozo hatasaban, elséként a HIF-1 inhibitor chetomint alkalmaztunk.
targetalt HIF-1a, illetve HIF-20 SiRNS-eket alkalmaztunk kilon-kulon, illetve egyuttesen,
mely a HIF-1a, illetve HIF-2a. expresszidjanak csokkentése a kalcifikéacid részleges, mig
mindkeét HIF-a alegység expresszidjanak egyiittes csokkentése pedig a kalcifikacio teljes
gatlasat idézte eld. Ezt kdvetéen harom kiilonbdz6 hipoxia mimetikum: a kobalt-klorid (CC),
a deferoxamin (DFO) és a Daprodustat (DPD) hatasat vizsgaltuk VIC-ek oszteogén
tapfolyadékkal indukalt kalcifikéaciojara, és megallapitottuk, hogy az altalunk hasznélt hipoxia

mimetikumok mindegyike jelentésen fokozta a HIF-1a, és a HIF-2a fehérjék expresszidjat, és



a VIC-ek extracellularis matrix kalcifikaciojat. Ezen eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy
a hipoxia altal indukalt HIF jelatviteli tvonal kulcsszerepet jatszik a VIC-ek OM-indukalt

kalcifikaciojanak hipoxia altali fokozddasaban.

3. A ROS képzoédés szerepe a szivbillentyii intersticialis sejtek oszteogén iranyu
A sejteket oszteogén médiummal kezeltiik normoxias es hipoxias kdrtlmények kdzott, majd
megmértik az intracellularisan képz6dé ROS mennyiségét. Megallapitottuk, hogy az OM
fokozta a VIC-ek ROS termelését normoxias illetve hipoxias korilmenyek kdzott is. Tovabba,
kimutattuk, hogy a hipoxia a normoxidhoz viszonyitva fokozta a ROS termelddést mind
kontroll, mind OM koriilmények kozott. Ezt kovetden antioxidans (N-acetil-cisztein)
jelenlétében megvizsgaltuk a ROS képz6désének mértékét és azt tapasztaltuk, hogy a NAC
hatékonyan csokkentette a ROS termelddés OM-mel indukalt, illetve hipoxia-altali
fokozodasat. Mivel a tulzott ROS képzddés sejthalalhoz vezethet, ezért megvizsgaltuk a VIC-
ek életkepességét is. Az oszteogen stimulus normoxids korilmények kozott enyhe, mig
hipoxias korliilmények kozott fokozottabb sejtpusztulast idézett eld, melyet a NAC kezelés
hatékonyan gatolt. Ezt kovetéen megvizsgaltuk a NAC szivbillentyli intersticialis sejtek
kalcifikacidjara gyakorolt hatasat, és azt tapasztaltuk, hogy a NAC a reaktiv oxigén gyokok
képzOdésének csokkentésén keresztiil hatékonyan gatolta az OM-indukalt kalcifikéciot
normoxias és hipoxias kdérulmények kozott egyarant. Ezek az eredméynek arra utalnak, hogy
a hipoxia az emelkedett reaktiv oxigén gyokok termelodésén keresztil fokozta a VIC-ek

oszteogén iranyu differencialodasat és kalcifikacidjat.

4. A DPD hatasa a szivbillentyt intersticialis sejtek kalcifikacidjara in vitro és in vivo
CKD egérmodellben

Korabbi kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a CKD-asszocialt anémia kezelésére
alkalmazott kis molekulasulyu prolil-hidroxilaz enzim inhibitor, a DPD jelent6sen fokozza a
VIC-ek OM-indukalt kalcifikacidjat, ezért tovabbi vizsgalatot végeztiink a DPD kalcifikéciot
fokoz6 hatdsmechanizmusdnak felderitésében. Ennek érdekében HIF-1a ¢és HIF-2a
géncsendesitést vegeztiink, és megallapitottuk, hogy a HIF-1a, illetve a HIF-2a csokkent
expresszioja a kalcifikacio reszleges gatlasat eredményezte. Ezt kovetéen beallitottunk egy in
vivo egérmodellt, mely soran C57BL/6 egerekben kétfazisu diétaval veseelégtelenseget

indukaltunk. A kisérletben a DPD-t az anémiat sikeresen korrigal6 dézisban (15 mg/kg/nap)



adtuk az egereknek, és meghataroztuk a vesebetegség klinikai paramétereinek valtozasat.
Megallapitottuk, hogy DPD kezelést6l fliggetleniil a szérum foszfat, urea és kreatinin szintje
fokozodott. Tovabbd megvizsgéltuk a DPD hatdsadt a hematoldgiai paraméterekre, és
megallapitottuk, hogy a CKD altal eléidézett anémiat a DPD kezelés hatékonyan korrigalta.
hidroxiapatit-specifikus OsteoSense™ festéket alkalmaztunk, melyet az analizis el6tt 12 éraval
intravénasan juttattunk az egerekbe. A kalcifikéaciot kozeli infravoros képalkoto technika
segitségevel detektaltuk, mely sordn a CKD-s egerek szivében magasabb fluoreszcencia
intenzitast mértiink a kontroll egerekéhez viszonyitva, mig a DPD-vel kezelt egerek szivének
fluoreszcencia intenzitdsa meghaladta a CKD-s egerekét is. Tovabba a sziveken szdvettani
vizsgalatként hematoxilin-eozin festést, valamint a kalcifikacio kimutatésa céljabol von Kossa
és AV festést végeztiink. A von Kossa és AV festések alapjan megéllapitottuk, hogy a
CKD+DPD csoportba tartozd egerek szivszovetein lathatd a legerdsebb festddés, amely
fokozott szivbillentyli kalcifikdciora utal, mig a kontroll csoportba tartozo egerek szivében
kalcifikacio egyaltalan nem volt detektalhat6. Ezek az eredmények dsszességében arra utalnak,
hogy az altalunk alkalmazott DPD dozis bar hatékonyan korrigalja a CKD-asszocialt anémiat,

de fokozza a sziv kalcifikaciojat veseelégtelen egerekben.

5. A hipoxia hatasa a human aorta simaizomsejtek (HA0SMC) magas foszfattal indukalt
kalcifikaciojara

A vaszkularis simaizomsejtek intima és média kalcifikacié soran is kertlhetnek hipoxias
kornyezetbe, ezért utolso kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy hogyan hat a hipoxia human aorta
simaizomsejtek (HA0SMC) OM-indukalt kalcifikdciojara. A HAOSMC-et kiilonboz6
hipoxias korulmények kozott és megallapitottuk, hogy a hipoxia dozis és idofiiggé modon
fokozza a HA0SMC foszfat indukalt kalcifikéciojat. Ezen eredmények egyiittesen megerdsitik

a hipoxia kalcifikaciot fokoz6 hatdsat human aorta simaizomsejtekben is.



Diszkusszio

A kronikus veseelégtelenség egy irreverzibilis és progressziv, besziikiilt vesefunkcioval jard
sulyos megbetegedés, melyben szenvedd betegek korében a mortalitasért foleg a szivbillentyli
kalcifikacio felelés. A CKD betegekben az asvanyi- és csontanyagcsere zavar kdvetkeztében
kialakult hiperfoszfatémia és hiperkalcémia a szivbillentyli kalcifikacio legfébb induktorai,
mely a aorta szivbillentyiiket felépitd intersticialis sejtek oszteogén iranyu differencialodasat
tapfolyadékkal indukaltuk a VIC-ek oszteogén iranyu differencialodasat, és megallapitottuk,
hogy a kettds oszteogén stimulus iddéfiiggd mdodon novelte az oszteogén specifikus markereinek
(Runx2, ALP, Sox9) fehérje expresszidjat és indukalta az VIC-ek kalcifikaciojat. A szoveti
hipoxia szamos betegség, mint példaul a CKD patomechanizmusaban is fontos szerepet jatszik.
Els6ként Mokas és munkatarsai mutattak ki, hogy CKD-ban a hipoxia nem csak a veset érinti,
hiszen a HIF-1a expresszidjanak fokozodasat irtdk le az aorta média rétegben is kronikus
vesebeteg patkanymodellben. Mokas és munkatérsai vizsgaltdk a hipoxia hatasat az érfali
simaizomsejtek magas foszfattal indukalt kalcifikacidjaban és arr6l szamoltak be, hogy a
magas foszfat a HIF-1a stabilizaciojat idéz el6 normoxias koriilmények kozott. Munkank soran
hasonl6 mechanizmust figyeltink meg a VIC-ek esetében is, hiszen a magas foszfat tartalmu
oszteogén tapfolyadék a HIF jelatviteli utvonal aktivacigjat idézte elé normoxiaban.
Kimutattuk, hogy az OM-indukélt HIF jelatviteli Gtvonal aktivéacidja fontos szerepet jatszik
VIC-ek kalcifikacijdban, melynek legfébb bizonyitéka, hogy a HIF-la és a HIF-2a
géncsendesités hatasara az OM-indukalt kalcifikacio elmaradt.

A HIF jelatviteli utvonal tovabbi vizsgalatanak céljabdl megvizsgaltuk a hipoxia VIC-ek
OM-indukalt kalcifikaciora gyakorolt hatdsat. Megéallapitottuk, hogy a hipoxia altali HIF
jelatviteli Gitvonal aktivalodasa jelentés mértékben novelte a hipoxia specifikus markerek (HIF-
lo, HIF-20, Glut-1) és az oszteogén markerek (Runx2, Sox9) fehérje expresszidjat, tovabba
szinergista modon fokozta a VIC-ek OM-indukalt kalcifikéacidjat. Korabban a hipoxia foszfat
indukalt kalcifikaciot fokozd hatasarél szamoltak be VSMC-k oszteogén differencialodasa
soran is, melyet a mi kutatocsoportunk is megerdsitett. A VIC-ek OM-+hipoxia indukalt
kalcifikaci6janak hatterében tovabbvizsgaltuk a HIF jelatviteli utvonal szerepét, mely soran
megallapitottuk, hogy a chetomin részlegesen gatolja a VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciojat,
mig a célzott HIF-1o vagy HIF-2a géncsendesitést kilon-kulon alkalmazva a kalcifikacio
csokkenéseét, egylttes alkalmazasuk esetén pedig a kalcifikacié teljes gatlasat tapasztaltuk. A

hipoxia VIC-ek OM-indukalt kalcifikaci6jaban betoltott szerepének tovabbi vizsgalatdhoz



kiilonb6z6 hipoxia mimetikumokat (CC, DFO, DPD) is alkalmaztunk. Az altalunk alkalmazott
mimetikumok mindegyike stabilizalta a HIF alfa alegységet es fokoztak a VIC-ek OM-indukalt
kalcifiké&cidjat normoxias kortlmények kozott. Ezek az eredmények azt bizonyitjék, hogy a
hipoxia HIF-1a és HIF-2a fiiggd modon fokozza a VIC-ek OM indukalt kalcifikéciojat.

A talzott ROS képzddés altali oxidativ stressz szamos betegségben, koztiikk a szivbillentytli
kalcifikacié patomechanizmusaban is szerepet jatszik. Munkank soran kimutattuk, hogy
hipoxia hatasara fokozodik ROS képzddés mind a kontroll, mind az oszteogén stimulussal
kezelt sejtekben. Tovabba, hogy a hipoxia+OM stimulacié hatasara jelentésen csokkent a
sejtek életképessége is. A hipoxia altali fokozott ROS képz6dést és az életképesség csokkenését
az altalunk alkalmazott antioxidans (NAC) hatékonyan gétolta.

A CKD gyakran tarsul anémiaval. A CKD-asszocialt anémia kezelésére szolgal6
eritropoézist stimulald &gensekkel kapcsolatban a kdzelmultban végzett vizsgalatok soran
kideriilt, hogy ezen gyogyszerek alkalmazasa jelentdsen megndveli a sziv és érrendszeri
szovodmények kialakulasadnak kockézatat. Ezért egy 1) gyogyszercsoportot fejlesztettek ki, az
ugynevezett prolil-hidroxilaz (PHD) inhibitorokat, melyek kozll a legigéretesebb szer a
Daprodustat (DPD), mely a prolil-hidroxilaz domén géatlasan keresztil a HIF-1 jelatviteli
atvonal aktivaciojahoz és az eritropoézis indukcidjahoz vezet. Korabbi kisérleteink soran
kimutattuk, hogy a DPD fokozza a VIC-ek OM altal indukalt kalcifikaciojat. A DPD
kalcifikéaciét fokoz6 mechanizmus vizsgalatdhoz HIF-1oa, illetve a HIF-2a géncsendesitést
végeztlink, ami a kalcifikéacié részleges gatlasat eredményezte. Miutan az in vitro kisérleti
eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a DPD fokozza a VIC-ek OM-indukalt
egérmodellben is. A CKD indukalasat kétfazisu diétaval valdsitottuk meg, mely soran a diéta
maésodik fazisaban a DPD-t oralisan adagoltuk az egereknek. Megallapitottuk, hogy a CKD
altal eldidézett anémidt a DPD kezelés hatékonyan korrigalta, mig a magas szérum urea,
kreatinin és foszfat szintet nem befolyasolta, viszont fokozta a sziv és a szivbillentyiik
kalcifikaciojat. Korabbi kutatasi eredményeink sordn a DPD hasonld kalcifikaciot fokozo
hatasat tapasztaltuk aorta kalcifikacioban. Osszegezve elmondhatjuk, hogy a HIF jelatviteli
utvonal hipoxia és hipoxia mimetikumok &ltali aktivacioja HIF-1a, HIF-2a és ROS-fiiggd
maodon fokozza VIC-ek OM-indukalt kalcifikaciojat. Az Gj generéacidés PHD inhibitor DPD bar
hatékonyan korrigalja a CKD-asszocialt anémiat, ezzel pArhuzamosan fokozza a szivszovet és
mechanizmus hozzajarul-e a CKD betegeket érinté sulyos kardiovaszkularis események

bekovetkezéséhez tovabbi vizsgalatokra van szlikség.



Az értekezésben ismertetett Uj tudomanyos eredmények dsszefoglalasa

1. A kettds oszteogén stimulus a HIF jelatviteli utvonal aktivaciojan keresztiil indukalja a
szivbillentyi intersticidlis sejtek oszteogén iranyu differencialodasat és kalcifikaciojat.

2. A hipoxia a HIF jelatviteli Gtvonal aktivaciojan keresztil HIF-1a és HIF-2a fliggé modon
fokozza a VIC-ek OM-indukalt oszteogén iranyu differencial6daséat és kalcifikaciojat.

3. A hipoxia az emelkedett reaktiv oxigén gyokok termelédésén keresztil fokozza a VIC-ek
OM-indukalt oszteogén iranyu differencialodasat és kalcifikacidjat, mely antioxidanssal
hatékonyan géatolhato.

4. A DPD hatékonyan korrigalja a kronikus vesebetegség kovetkeztében kialakult anémiat,
viszont a HIF jelatviteli Gtvonal aktivaciojan keresztiil fokozza a sziv és szivbillentyii

kalcifikacidjat in vivo CKD egérmodellben.
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