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1. Roviditések jegyzéke

AGE: eldrehaladott glikacios végtermék

ALP: alkalikus foszfataz

ARS: Alizarin Red S

ATF4: Aktival6 transzkripcids faktor 4

ATF6: Aktivalo transzkripcios faktor 6
ATP/UTP: adenozin-trifoszfat/uridin-trifoszfat
BMP-2: csont morfogenetikus fehérje 2
BMP-4: csont morfogenetikus fehérje 4
BMP-6: csont morfogenetikus fehérje 6

Ca: kalcium

CaP: Kalcium-foszfat

c¢AMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CHOP: ER stresszhez kapcsolodo apoptotikus faktor
CKD: kronikus vesebetegség

CKD+DPD: Kronikus vesebetegség + Daprodustat kezelés
CO:: Szén-dioxid

CTRL: Kontroll (kezeletlen) csoport

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO: dimetil-szulfoxid

DPD: Daprodustat

ECM: extracelluléris matrix

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA: enzim kapcsolt immunoszorbens assay
eNOS: endotelialis NO-szintaz

EPO: eritropoietin

ER: Endoplazmatikus retikulum

Erol: az ER oxidoreduktin-1

ERS: Endoplazmatikus retikulum stressz

ERAD: ER-asszocialt degradacioban



FBS: {otalis borju szérum

FGF23: fibroblaszt ndvekedési faktor 23

FIH-1: Factor Inhibiting HIF

FMT: Fluorescence Molecular Tomography — fluoreszcencia molekularis tomografia
Gpx: glutation-peroxidaz

H&E: Hematoxilin és eozin festés

H:0:: hidrogén-peroxid

HAo0oSMC: Human Aortic Smooth Muscle Cell — humén aorta simaizomsejt
HIF: Hypoxia-Inducible Factor — hipoxia-indukalt faktor
HIF-1a: hipoxia-indukalt faktor 1 alfa

HPRT: hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz
IVIS: In vivo imaging system

IRE1: Inozitol-fliggd enzim 1

MGP: matrix Gla protein

MSX2: Msh homeobox 2

Nox: NADPH-oxidaz

OCN: oszteokalcin

oxLDL: Oxidalt alacsony stirliségii lipoprotein

PBS: foszfattal pufferolt sdoldat

PHD: prolil-hidroxilaz

PHI: Prolil-hidroxilaz inhibitor

Pi: inorganikus foszfat

PPi: Pirofoszfat

Prdx: peroxiredoxin

PTH: mellékpajzsmirigyhormon

ROS: reaktiv oxigén gyok

Runx2: runt-related transzkripcios faktor 2

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SOD: szuperoxid-diszmutaz

So0x9: Sry-boksz transzkripcios faktor 9



TGF-: transformal6 ndvekedési faktor beta

UPR: Unfolded Protein Response — hibas fehérjefeltekeredésre adott valasz
VEGEF: vaszkularis endotélidlis novekedési faktor

VHL: von Hippel-Lindau

VKS: von Kossa-festés

VSMC: vaszkularis simaizomsejt

XBP1: X-box binding protein transzkripcids faktort



2.Bevezetés

A kronikus vesebetegség (CKD) vilagszerte emberek millidit érinti és jelenleg a nyolcadik
leggyakoribb haldlozasi ok. Az élettartam novekedése €s a tarsadalom eléregedése miatt a CKD
jelentésége varhatoan tovabb fog emelkedni az elkdvetkezd évtizedekben, tovabbi jelentds
anyagi terheket rova az egészségiigyi ellatorendszerre. A CKD betegekben megfigyelhetd a
kardiovaszkularis rendszer (nagy €s kozepes erek, szivbillentylik) kalcifikacioja, ami jelentdsen
hozzajarul ezen betegek kardiovaszkularis eredetli haldlozasahoz.
folyamatnak tekintették, melynek soran a foszfat és a kalcium megemelkedett plazma
koncentracioja a kalcium-foszfat sok lerakodasat idézi el6 a lagy szovetekben. Az elmult 25 év
attorést hozott a vaszkularis kalcifikacié mechanizmusanak megértésében, és bizonyossagot
nyert, hogy a folyamat sejtek altal medialt és aktiv szabalyozas alatt all.

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

Az adeninnel kivaltott CKD modellben intersticialis fibrozis, tubulus kdrosodas és jelentds
vaszkularis kalcifikacio alakul ki. Az adenin modell elénye, hogy a CKD kifejlédése nagy
hasonldésagot mutat az emberekben kialakuld veseelégtelenséggel. Az in vivo képalkotd
technikdk egyre nagyobb jelentdséggel birnak, nem csak a diagnosztikdban, hanem az
alapkutatisokban is. Igy példaul a kozeli infravoros képalkotas - melynek nagy elénye a
mélyebb szdveti penetracio - alkalmas lehet a kalcifikacio detektalasara.

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

hidroxilaz inhibitor kalcifik4ciot fokozo hatasaban az endoplazmas retikulum stressz szerepét.



3.Irodalmi attekintés

3.1. Ektopias kalcifikacio

Ektopids kalcifikacio alatt kalcium-sok rendellenes lerakddasat értjiik kiilonbozo
lagyszovetekben. Ez két f6 modon alakulhat ki: disztrofids kalcifikacio esetén a szovet
karosodéasa vezet a kalcifikacidhoz, mig a metasztatikus kalcifikidcio hatterében szisztémas
eltérés, mint példaul magas kalciumszint vagy vesebetegség all.

Régen a lagyszoveti vagy ektopias kalcifikdciot passziv folyamatnak tekintették, de mara
jelentds kutatasi eredmények bizonyitottdk, hogy aktiv, kiilonbozo sejtek altal szabalyozott
folyamat, amelyben szerepet jatszik szdmos jelatviteli Gitvonal aktivalodasa, a kalcifikdcios
induktorok és inhibitorok egyensulyanak felborulasa, valamint genetikai tényezdk is (1,2). Az
ektopids kalcifikacio legismertebb megjelenési forméi a vaszkularis kalcifikdcid, a

szivbillentyii- és vesekalcifikacio, valamint a kalcifilaxis (1. abra).
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1. abra Az ektopias kalcifikacié f6 megjelenési formai. Aorta-, billentyli-, vesekalcifikacio és kalcifilaxis. Az
ektopias kalcifikacid soran csontszeri anyag rakodik le a lagyszovetekben. Leggyakoribb a hidroxiapatit
felhalmozodasa. Az ektdpias kalcifikacid fokozottan jelenik meg a kronikus veselégtelenségben, valamint tipusai
kifejezettebbek kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegekben.

A vaszkularis kalcifikacié az ektopids kalcifikacio leggyakoribb form4ja, melynek soran a
kalctumsok, elsdsorban a kalcium- és foszfattartalmu hidroxiapatit az érfalban rakddnak le. A

kalcifikacio értintheti a tunica intimat, az ér legbelsébb rétegét, valamint a tunica mediat, ennek



megfeleléen megkiilonboztetlink intima- illetve média kalcifikaciot (3). Az intima kalcifikéacio
a kozepes méretli artéridkban, ateroszklerotikus plakkokkal asszocialtan, pontszeriien, mig a
média kalcifikacid az erek teljes keresztmetszetében jelenik meg. A média kalcifikécio
leggyakrabban a CKD-ban szenvedd, illetve a 2-es tipusu diabéteszes betegeket érinti.

A szivbillentyti-kalcifikaci6 aortabillentyli sziikiiletet okoz, ami az egyik leggyakoribb
szivbillentyli betegség a fejlett orszagokban. A szivbillentyti-kalcifikacio is aktiv, a billenty(i
intersticialis sejtek részvételével zajlo szabalyozott folyamat, ami kezdetben az intima majd a
média kalcifikdcioval mutat hasonldsagot.

A kardiovaszkularis rendszer kalcifikiacioja mellett gyakran megfigyelhetd a vese
kalcifikacioja, amely érintheti a vesekéreg vagy a veldalloméany teriiletét. Két f6 formaja ismert:
a nefrokalcindzis, amikor diffuz kalciumlerakodas figyelhetd meg a parenchymaban, és a
nephrolithiasis, amikor jol koriilhatarolt kéképzddés torténik a gylijtérendszerben. A vese
kalcifikaci6 hatterében leggyakrabban anyagcserezavarok allnak, példaul hiperkalcémia,
hiperfoszfatémia, vesetubularis acidozis vagy CKD. A lerakodéasok rontjak a vesefunkciot,
elosegitik a gyulladast és fibrozist, igy hosszu tdvon hozzajarulhatnak a progressziv
vesekarosodashoz, kiilondsen elérehaladott CKD betegekben.

A kalcifilaxis, masnéven kalcifikdldo urémids arteriolopathia egy ritka, sulyos allapot,
amelyet a kis és kozepes méretii arterioldk falanak kalcifikacioja, intimalis proliferacidja és
trombdzisa jellemez. Leggyakrabban végstadiumu vesebetegségben fordul elé, de a nem
urémias formdja is ismert. A folyamat kovetkeztében a bor és a zsirszovet iszkémidja és
nekrozisa alakul ki, amely fajdalmas, nehezen gyogyuld fekélyek megjelenéséhez vezet,
elsdsorban az als6 végtagokon vagy a torzson. A kalcifilaxis pathomechanizmusa Gsszetett,
szerepet jatszhat benne a kalcium- és foszfatanyagcsere-zavar, magas parathyorid hormonszint,
K-vitamin-hidny, valamint gyulladdsos és prokoagulans éallapotok. A kalcifilaxis prognézisa

rossz, a haldlozas gyakran szepsis vagy szoveti nekrozis kovetkezménye.



2. abra A hidroxiapatit modellje. A hidroxiapatit az érelmeszesedés soran kialakulo érfali meszesedés egyik f6
asvanyi komponense, amely hozzajarul az artéridk merevségének fokozodasahoz. Felhalmozodasa az érfalban a
plakkok stabilitdsat és szerkezetét is befolyasolja, ezaltal szerepet jatszik a betegség elOrehaladasaban és
szovédményeiben.

3.2. Kronikus vesebetegség és szovodményei

A CKD a vesefunkci6 tartos, progressziv csokkenését jelenti, amelynek végstadiumaban
veseatiiltetés vagy rendszeres szervpotlo dializis kezelés sziikséges (4). Leggyakoribb kivalto
okai koz¢ tartozik a diabétesz mellitusz, kiilondsen a 2-es tipust, amely vilagszerte a CKD
vezetd etiologiai tényezdje, valamint a hipertonia, amely az érfal karositdsa és glomerulus-
szlirés romlasa révén jarul hozza a vesefunkcid csokkenéséhez. Emellett glomerularis
betegségek (pl. glomerulonephritis), policisztas vesebetegség, valamint kronikus gyulladésos
¢€s autoimmun allapotok is szerepet jatszanak a CKD kialakulasdban.

Epidemioldgiai szempontbol a CKD vilagszerte novekvéd egészségiigyi kihivast jelent.
Becslések szerint a feln6tt populacid 8-16%-at érinti valamilyen stddiumu CKD, és a
prevalencia a kor elérehaladtaval, a diabétesz €s hipertonia elterjedtségével parhuzamosan nd.
A CKD korai szakaszaban gyakran tlinetmentes, ezért a diagnézis sokszor késén torténik,
amikor mar jelentds szervi karosodas alakult ki, ami fokozza a kardiovaszkularis és mortalitasi
kockazatot (5).

A CKD nemcsak a vesék filtracios kapacitasat érinti, hanem szdmos szisztémas
szovoédményt is okoz. A kiemelkedd tarsbetegségek kozé tartozik az anémia, mely
multifaktoridlis eredeti. Legfobb oka az eritropoetin (EPO) vesében torténd csokkent

termelddése, de hozzajarulhat a vasanyagcsere zavara kovetkeztében fellépd vashidny, a
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kronikus gyulladéds, a vorosvérsejtek lerovidiilt €lettartama, valamint a folsav- és B12-
vitaminhiany is (6). Az anémia kezelést igényel, hiszen jelent6sen rontja a betegek
¢letmindségét, valamint fokozza a kardiovaszkularis kockazatot. A kezelés alapjat a vaspotlas
(oralis vagy parenteralis) és rekombinans EPO-készitmények vagy ezek alternativajaként
hematopoetikus stimulald szerek (ESA, erythropoiesis-stimulating agents) adjak. Az utobbi
¢vekben 1) terapids lehetéségként jelentek meg a hipoxia-indukalta faktor (HIF) utvonalat
szabalyozé prolil-hidroxilaz inhibitorok (PHI). Ezen HIF-PHI-k a HIF utvonal aktivaciojan
keresztiil serkentik a szervezet sajat eritropoetin-termelését ¢és fokozzdk az eritropoézist
valamint javitjak a vasfelhasznalast, és szajon at is adhatok (7). A HIF-PHI gyogyszerek
legfontosabb képviseloi a Roxadustat, a Daprodustat, a Vadadustat, az Enarodustat, a
Desidustat, a Molidustat és a Vadadustat, mely gydgyszerek kiilonb6z0 orszagokban és
régiokban eltérd engedélyezési stitusszal rendelkeznek. A HIF-PHI-k koziil elséként a
Daprodustat hasznalatat engedélyezték Japanban 2020-ban, majd az Egyesiilt Allamokban
2023-ban, CKD-hoz tarsult anémia kezelésére.

A CKD masik jelentds tarsbetegsége az asvanyianyag- és csontbetegség(CKD-MBD),
masnéven veseoszteodisztrofia (8). A CKD-MBD-t szisztémés rendellenesség, amely tobb
szervet ¢€s szervrendszert érint, és a sziv- €s érrendszeri betegségek, a csonttorések és egyéb
szovodmények miatti fokozott halalozasi kockézattal jar (9). A CKD-MBD a CKD korai
szakaszaban alakul ki, ezért rendkiviil fontos a CKD-MBD korai stadiumban torténo

kimutatasa, mely lehetséges a CKD-MBD szérum markereinek monitorozasaval (10).

A CKD-MBD korai fazisaban a vesefunkcid mérsékelt csokkenése mar finom, de
bioldgiailag jelentds valtozasokat indit el a kalcium-foszfor-hormon tengelyben. A csokkent
foszfatkivalasztas kovetkeztében nd a szervezet foszforterhelése, amely kompenzatérikusan
fokozza a fibroblaszt ndvekedési faktor 23 (FGF23) és a parathormon (PTH) szekrécidjat. Az
emelkedett FGF23 gatolja az la-hidroxildz aktivitasat, ezaltal csokken a kalcitriol
(1,25(0OH):Ds) termelés, ami mérsékli a bélrendszeri kalciumfelszivodast (11).

A kialakulé hipokalcémia és hiperfoszfatémia stimulalja a mellékpajzsmirigyet, igy
megindul a masodlagos hyperparathyreosis. Ebben a szakaszban a csontelvaltozasok és az
érkalcifikécio még tobbnyire nem észlelhetdk, azonban a prokalkifikacids jelatviteli utak mar
aktivalodhatnak, elokészitve a késobbi struktaralis eltérések kialakulasat.

A CKD-MBD masodik szakaszaban jelentkezik a kardiovaszkuldris rendszer kalcifikaciodja,
melynek soran kalcium-és foszfat kristalyok rakddnak le az érfalban és a szivbillentylikben

(12),(13). A CKD-MBD harmadik szakaszaban a csontanyagcsere rendellenességei
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csonttorésként manifesztaldédnak (14),(15). Az urémias masodlagos hiperparatiredzis, amelyet
a magas keringd PTH koncentracio és a mellékpajzsmirigy-hiperplazia jellemez a kronikus
vesebetegségben, fokozott csontatépiilést idéz eld, amely szintén csonttoréshez vezet (16).
Jelenleg a CKD-MBD megel6zésére szolgalo terapias lehetoségek nagyon korlatozottak; céljuk

a kalcium-, foszfor-, PTH- és D-vitamin-anyagcsere egyensulyanak helyreallitasa.

3.3. Az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranyu fenotipus

valtasanak induktorai és inhibitorai

A kalcifikacio cellularis mechanizmusa tobbféle biologiai folyamatot foglal magaba. A
kalcifikaci6 lehet fiziologias példaul a csontképzdodés, vagy patoldogias folyamat, mely
kategoriaba soroljuk az érfali-, és billenytiikalcifikaciot, valamint a meszes gocok kialakulasat
daganatokban.

A szérum, illetve a lokalis kalcium- és foszfat-ion koncentraciok megndvekedése jelentds
szerepet tolt be a lagyszoveti kalcifikacioban, ugyanis ha a [Ca?"] x [PO+"] szorzat meghalad
egy kiiszobot, akkor kalcium-foszfat kristalyok kicsapodasa indul meg. Ez bekodvetkezhet
vesebetegségben (hiperfoszfatémia), hiperparatiredzisban (fokozott kalciumfelszabadulds a
csontokbol), valamint D-vitamin tuladagolés esetén is (17).

A vaszkularis simaizomsejtek (VSMC-k) oszteokondrogén transzdifferencialodasa a
vaszkularis kalcifikacidé sejtszintli alapmechanizmusa, egy aktivan szabalyozott folyamat,
amely hasonlit a csontképzddéshez, €s a kalcifikaciot eldidézo induktorok €s inhibitorok kdzotti
egyensuly felborulasanak kovetkezménye (3. abra) (18).

Az oszteokondrogén differencidlodas egyik legerdsebb és egyben leginkabb kutatott
induktora a megemelkedett szervetlen foszfat (Pi), amelyet a CKD betegekben kialakulo média
kalcifikacio legfontosabb patofiziologiai kivaltd tényezdjének tartanak (19), (20), (21). A
megnovekedett extracellularis kalciumszint (Ca) szinergista hatast fejt ki a P1 altal kivaltott
kalcifikacioval, és egy friss tanulmany kimutatta, hogy a taplalékkal bevitt kalcium mennyisége
Osszefiigg az érfali kalcifikacidval és az artérids merevséggel (22).

A Pi és Ca mellett tobb egyéb induktort is azonositottak, amelyek eléidézhetik a VSMC-k
fenotipusvaltasat. A csont morfogenetikus fehérjék (BMP-K), a transzformalé novekedési
faktor beta (TGF-B) csalad tagjai, amelyek sokoldali szabalyozd szerepet toltenek be a
fejlodésben és a szoveti homeosztazisban és eredetileg a csontregeneracido induktoraiként
jellemezték ket (23). Ezek koziil a BMP-2, BMP-4 és BMP-6 jelenlétét kimutattak kalcifikalt

ateroszklerotikus 1ézidkban, ¢&s feltételezik, hogy szerepet jatszanak a kalcifikacio
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folyamataban (24). A BMP-2-r6l kKimutattak, hogy a Pi felvételének fokozasan keresztiil vesz

A CKD-n kiviil a média kalcifikacié diabéteszes betegekben is gyakori, és fliggetlen
prediktora a sziv-érrendszeri eredetii haldlozasnak (26). Ennek hatterében a magas gliikkoz
illetve az el6érehaladott glikacios végtermékek (AGE-k) kalcifikaciot fokozo hatasa all (27). A
szteroid-szeri molekulak, példaul a dexametazon, az Osztradiol és a D3-vitamin szintén
szerepet jatszanak az érfali kalcifikdcié indukcidjaban. Az inflammacio altalanossagban
kapcsolatban all az érfali kalcifikacioval, és tobb gyulladdsos citokin (példaul a TNF-a,
oncostatin M, IL-1B, és IL-6) szerepét is igazoltak a folyamatban (28),(29,30).

A szisztémdas hatasok mellett helyi tényezOk is hozzajarulhatnak a kalcifikacidhoz.
Példaul az oxidalt alacsony stiriiségli lipoprotein (oxLDL), amely az ateroszklerotikus
1éziokban felhalmozddik, hozzajarul az intima kalcifikaciohoz (31),(32). Ezen tilmenden ijabb
vizsgalatok kimutattdk, hogy a hipoxia — vagyis az alacsony oxigénszint egy adott szovetben —
eloidézi a VSMC-k oszteokondrogén transzdifferencialodasat, és felgyorsitja a Pi altal kivaltott
kalcifikaciot (33).

A pro-kalcifikdciés hatdsokat szamos kalcifikicios inhibitor ellenstlyozza, melyek
aktivitdsa normal koriilmények kozott megvédi a lagyrészeket a kalcifikéaciotol. A kalcifikécios
inhibitorok egyik csoportjat az extracellularis Ca-szabalyozé fehérjék, példaul a matrix Gla-
fehérje (MGP) és a fetuin-A alkotja (34),(35). Egy masik inhibitorcsoportba tartozik a
pirofoszfat (PPi) és kiilonbozd extracellularis nukleotidok, mint példaul az ATP és az uridin-
trifoszfat (UTP), amelyek az ekto-nukleotid-pirofoszfataz/foszfodiészteraz enzimatikus
hasitasaval PPi forrasként szolgalnak (36). Ezen kiviil bizonyos kationok, példaul a magnézium

¢és a vas, szintén gatoljak az érfali kalcifikaciot (37),(38). Kronikus vesebetegségben ezeknek
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az inhibitoroknak a szintje gyakran csokken, mikdzben az induktoroké megné, ami az érfali

meszesedés iranyaba tolja el az egyensulyt.

Kalcifikaciohoz kapcsolodé
betegségek:
*  Erelmeszesedés

CKD

'~ Kering6 induktorok:

S Lo * Pi
Szisztémas inhibitorok:

Ca

Urémias toxinok
Citokinek

Lipidek

Glilkoz és glikicios
végtermékek

.
*  Fetuin-A « Diabétesz
*  SzolubilisKlotho .
*  Oszteoprotegerin
.

Genetikai eredeti

Oszteopontin Kalcifikicioban jekentds szerepet
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*  Matrix Gla protein vezikula szekrécio
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3. abra A vaszkularis kalcifikaci6 mechanizmusa, induktorok és inhibitorok. A kalcifikacio inhibitorai és
induktorai kozotti egyenstly felborulasa kulcsfontossagii az érrendszeri kalcifikacio patologiajaban.
Amennyiben az inhibitorok nem gatoljak, a keringd €s helyi kalcifikacios induktorok eldidézik a VSMC-k
oszteokondrogén differencialodasi folyamatat, melynek sordn a simaizomsejtek elveszitik kontraktilis
fenotipusukat ¢és oszteoblaszt-szerli sejtekké alakulnak at. Az érrendszeri kalcikfikacioban szdmos
mechanizmust azonositottak, mint példaul a gyulladas, a reaktiv oxigéngyokdk (ROS) termelésének
fokozodasa, az apoptdzis, a matrixvezikula felszabadulasa és az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz.

(Toth A, Balogh E, Jeney V. Regulation of Vascular Calcification by Reactive Oxygen Species. Antioxidants
(Basel). 2020 Oct 8;9(10):963.)

3.4. Az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén differencialodasanak

hatterében allo jelentésebb molekularis mechanizmusok

Az érfali simaizomsejtek oszteokondrogén iranya differencialodasa soran a VSMC-k
elveszitik kontraktilis fenotipusukat, és oszteoblaszt- vagy kondrocitaszerii sejtté alakulnak at.
A kalcifikécié mechanizmusdnak tanulmanyozasa soran szamos olyan molekuléris Gitvonalat
azonositottak, melyek dont6 modon befolyasoljak ezt a folyamatot (39). Ezek koziil,
disszertacidom irodalmi attekintésében csak az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz és a
hipoxia-indukalt faktor (HIF) utvonalak bemutatasara szoritkozom, melyek kapcsolodnak az

altalam végzett és a disszertdcidban bemutatott munkahoz.
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3.4.1. Az ER stressz

Az ER a szekrécios utvonal elsd organelluma, ahol a kivélasztott és a membranfehérjék
hajtogatasa, poszttranszlacios modositasa és Osszeszerelése torténik (40). Az ER miikodésének
zavara ER stresszt okoz, amelyet a hibasan hajtogatott fehérjék felhalmozddasa jellemez az ER-
ban. Az ER stressz és a fehérjetoxicitas karos hatasainak ellenstlyozasara a sejtek védekezo
mechanizmust fejlesztettek ki, amelyet hibas fehérjefeltekeredésre adott valasznak (unfolded
protein response, UPR) neveziink (41). Az UPR egy 6sszehangolt, bonyolult talélési valasz,
amelynek célja a hibasan hajtogatott fehérjék felhalmozodasanak csokkentése és a normalis
ER-funkci6 helyreallitasa (41).

Azonban ha az ER stressz tartosan fennmarad, vagy az adaptiv valasz sikertelen, akkor egy
terminalis UPR program aktivalodik, amely apoptotikus sejthalalhoz vezet. Genetikali
mutaciok, kornyezeti tényezok €s az dregedés mind kivalthatjak a kronikus ER stresszt és az
UPR hibas miikddését, amelyek fontos szereploként jelennek meg tobb betegség, példaul a
cukorbetegség, gyulladas, daganatok, neurodegenerativ és kardiovaszkularis betegségek
patomechanizmusaban (42).

A hibasan hajtogatott fehérjék fokozott mennyiségét az ER-ban harom transzmembran
receptor érzékeli: a PERK (protein kinaz R (PKR)-szeri ER kindz), az ATF6 (aktivalo
transzkripcios faktor 6) és IRE1 (inozitol-fiiggd enzim 1), amelyek az UPR harom agat alkotjak
(43). A szenzorokat a BiP/GRP78/Hspa5 chaperon tartja inaktiv allapotban. A hibasan
hajtogatott fehérjék ER-ban vald felhalmozodasa esetén a BiP molekuldk a szenzorokrol
disszocialodnak, és aktivalodnak az UPR jelatviteli mechanizmusai (4. abra).

A PERK aktivacidja az eukaridta transzlaciés iniciacios faktor 2a (elF2a)
foszforilaciojahoz vezet, ami altalanossagban a fehérjeszintézis blokkolasat valtja ki.
Ugyanakkor a PERK/elF2a, aktivacio hatasara szelektiven megné az aktivald transzkripcios
faktor 4 (ATF4) expresszidja, amely a sejtmagba jutva olyan UPR-célgéneket indukal, tobbek
kozott a C/EBP homoldg proteint (CHOP), amelyek a normal ER-funkci6é helyreallitasat
szolgaljak (41). Az ATF6 aktivalodasat kovetéen az ATF6 a Golgi apparatusba transzlokalodik
és hasitodik. Ezt kovetden az ATF6 N-terminalis aktiv fragmentje a sejtmagba transzlokalodik,
ahol ER chaperonok valamint ER-asszocialt degradacioban (ERAD) résztvevé gének
transzkripcigjat indukalja. Az IRE-1 aktivalodasat kovetden az IRE-1 molekulak
oligomerizalodnak ¢és autofoszforildlodnak, mely folyamatok eredményeként aktiv RNéaz-za
valnak. Az IRE1 hasitja az X-box binding protein transzkripcios faktort (XBP1) kodolé6 mRNS-
t. A hasitott XBP1-rdl atirt aktiv XBP1 a sejtmagba transzlokalddik, és az ATF6-hoz hasonlo
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modon ER chaperonok és ERAD gének transzkripcidjat fokozza. Tartésan fennallo ER stressz
esetén az IRE1 stresszkindzokat, mint példaul c-Jun N-terminalis kinéz és p38 mitogén-aktivalt

protein kinaz aktival és apoptdzist indukal.

ER stressz induktorok
7

-

BIP a nem feltekeredett fehérjékhez kotodik
és disszocial PERK, ATF6 és IRE1

|/~ PERKSES ATF6 IRE1

[ )
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hasitas  ,,xpp-1 sXBP1
/ l \ Hasntott ATF6
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\ ATF4 CHOP ERAD
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Csokkentett ER feemeiese
Citoprotektiv gén Fehérje
transzkripcio Apoptozis degradacio
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4. Abra Az ER stressz jelatviteli itvonal. ER stressz hatasara aktivalodnak az ER stressz szenzorok, a PERK,
az ATF6 és az IRE1. Az aktivalt PERK foszforilalja az eIF2a-t, mely altalanossagban transzlacié gatlast okoz,
ugyanakkor szelektiven fokozza az ATF4 és a CHOP expressziojat. Az ATF6 a Golgi apparatusban hasitodik.
Az aktivalodott ATF6 serkenti az ER chaperonok expressziojat. Az ER stressz az IRE1 autofoszforilaciojat is
kivaltja, aktivalva endoribonukleaz aktivitasat, ami hasitott aktiv XBP-1-ek termelédéséhez vezet, ami ER
chaperonok és ERAD gének transzkripcidjat fokozza. https://www.researchgate.net/figure/ER-stress-
signaling-pathway-Upon-induction-of-ER-stress-the-ER-chaperone-BiP-binds-to_figl 260647260

Az utdbbi években egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy az ER stressz és az UPR aktivacidja
kulcsszerepet jatszik az érrendszeri kalcifikdcioban, melyben szerepet jatszik az, hogy az ER
stressz alapvetden befolydsolja a sejtek talélését, az apoptdzist, valamint az oszteogén gének
expressziojat is befolyasolja. Az ATF4 aktivalodasa fokozza az érfali simazomsejtekben a
csontképzé gének, mint példaul a Runx2 és az osterix expressziojat (44). Emellett az ATF4
részt vesz az anyagcsere-folyamatok atalakitasdban is, példdul a foszfat- ¢és
kalciumanyagcserében, foszfattranszporterek és egyes kalciumkdtd fehérjék expresszidjanak
fokozasan keresztiil (45).

Vaszkularis kalcifikacié szempontjabol az ER harom szenzora illetve aga koziil kiemelkedd

fontossagunak bizonyult a PERK/eIF20/ATF4 utvonal (46). Duan és munkatarsai kimutattak,
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hogy a nikotin- és D-vitamin-indukalt érfali kalcifikacié a patkanyok aortijaban az ER stressz
markereinek (Grp78 és Grp94) fokozott expresszidjaval tarsult (47). Emellett az ER stressz altal
kivaltott apoptozis markerei, mint a CHOP ¢és a kaszpaz-12, szintén megemelkedtek, ami azt
sugallja, hogy az UPR termindlis programja aktivalodott a meszesedd aortaban. Késdbbi
tanulmanyok az ATF4 kritikus szerepét igazoltadk az ER stressz altal kivaltott VSMC
oszteokondrogén differencialodas kozvetitésében (48) (49). Az ATF4 tulzott expresszidja
kozott azonositottak a Runx2-t, az oszteokalcint, valamint az alkalikus foszfatazt.

Az ER stressz tartds fennallasa a proteosztazis helyredllitdsanak sikertelensége esetén
apoptotikus program aktivalasahoz vezet. Duan és mtsai azt is kimutattak, hogy az ATF4
nemcsak az oszteogén atprogramozodasban, hanem az ER stressz-medialt apoptdzisban is
kulcsszerepet jatszik (47). Az ATF4 fokozza a CHOP expresszidjat, amely a sejthalal iranyaba
tereli a VSMC-ket. Az apoptozis soran keletkezé apoptotikus testek mineralizaciés magként

szolgalnak, ezzel tovabb erdsitve a kalcifikaciot.

3.4.2. Hipoxia és a HIF utvonal aktivacioja

A HIF-1 egy heterodimer transzkripcids faktor, amely egy oxigénérzékeny alfa alegységbdl
(HIF-1a) és egy stabil béta (HIF-1B) alegységbdl all (50). Normoxia alatt a HIF-1a
folyamatosan szintetizalodik, prolil-hidroxilaz enzimek (PHD-k) kozremiikodésével két
konzervalt prolin aminosavan hidroxilalodik majd ubikvitindlodik a von Hippel-Lindau E3
ubikvitin ligaz altal és proteaszomalisan degradalodik (51).

Hipoxias koriilmények kozott az oxigénfiiggd PHD-k inaktivak, ami a hidroxilacio-
ubikvitinicio-degradacid elmaradasdhoz és végsdsoron a HIF-1a stabilizdlodasahoz vezet. A
citoszolban feldusult HIF-1a a sejtmagba transzlokalodik, majd dimerizaldédik a sejtmagban
konstitutiv modon jelenlévd béta alegységgel. A heterodimer a HIF-1 célgénjeiben talalhato
hipoxia valaszelemekhez (HRE) kotddik, koaktivator molekuldkat, mint példaul p300-at €s
ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) valaszelem-kotd fehérjét toboroz (5. abra). A HIF-1
komplex tobb mint 100 hipoxia-érzékeny célgén transzkripcidjat aktivalja, melyek szerepet
jatszanak a sejt/szovet/szerv tuléléséhez a hipoxias kornyezetben (51).

A HIF-1 éltal indukalt legjelentdsebb adaptiacidos mechanizmusok magukban foglaljak a

vérképzés és az angiogenezis fokozdodasat, és az anyagcsere anaerob iranyu eltolodasat a
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gliikozfelvétel ¢és glikolizis fokozddasan ¢és a mitokondriumok oxigénfelhasznaldsnak

Normoxia <« Oxigéngradiens —— Hipoxia

csOkkentésén keresztiil (52) (53).

HIF

e HIF_1 - Célgének

Degradalédas (Sejtmag

5. abra A HIF-1 utvonal. Normoxidban a HIF-la alegység prolil-hidroxilaz enzimek (PHD-k)
kozremiikddésével két konzervalt prolin aminosavan hidroxilalodik, ubikvitinalddik a von Hippel-Lindau E3
ubikvitin ligaz altal majd degradalodik. Hipoxias kdrnyezetben a HIF-1a alegység hidroxilacioja elmarad, az
alegység stabilizalodik és a sejtmagba transzlokalodik, ahol heterodimert képez a HIF-1P alegységgel. Az
aktiv HIF-1 a hipoxia valaszelemeket tartalmazo gének promoter régiodihoz kotédve indukalja a hipoxia altal

szabalyozott gének transzkripcidjat.

Az utobbi 10 év kutatasi eredményei arra utalnak, hogy a hipoxia szerepet jatszik az érfali
kalcifikacio kialakuldsdban. Hipoxids epizddokkal jardo betegségekben, mint példaul
asztmaban, kronikus obstruktiv tiidobetegségben (COPD) és obstruktiv alvdsi apnoéban
megfigyelhetd az aorta kalcium tartalmanak emelkedése (54),(55). A hipoxia mindkét, az érfalat
érint6 kalcifikaciotipusban — vagyis a média- €s intima kalcifikacidban is — jelen van.

A média kalcifikacié jelentésen fokozdodik CKD-ben. Ismert, hogy a CKD betegek
veséjében hipoxia van, mely gyorsitja a CKD progresszidjat a vesefibrdzis, a gyulladas ¢€s a

koros angiogenezis fokozasan keresztiil (56),(57). Ujabb eredmények szerint a CKD-hez
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tarsuldo hipoxia nem korlatozodik kizarolag a vese szovetére, hanem az érrendszerben is
kimutathat6 (58).

Az intima kalcifikacié fokalisan, ateroszklerotikus plakkokhoz asszociéltan jelenik meg.
Az ¢érelmeszesedéses plakk jellemzden hipoxids teriilet, kiilondsen, ha az intima
ateroszlerotikus plakkok kozEépsé régidiban allatkisérletes modellekben €s humén nyaki verdér-
1éziokban is kimutattdk (59,60). A hipoxia hatdsara neovaszkularizacioét — vagyis kapillaris-
szerlli mikroerecskék bendvését figyelték meg a megvastagodott média- €és intima-rétegbe —,
ami az elSrehaladott ateroszklerotikus plakkok jellegzetes vonasa (61). Ujabb bizonyitékok
azonban arra utalnak, hogy a hipoxia és az azt kovetd neovaszkularizdci6 mar a korai
ateroszklerotikus 1éziokban is megjelenik (62), kiilondsen akkor, ha az intima vastagsaga
meghaladja az oxigén diffuzids hatarat (kb. 200-250 pm) (63). Allatkisérletek azt is kimutattak,
hogy a hipoxia gyorsitja az érelmeszesedés progresszidjat (64,65). A plakk hipoxia
kapcsolatban all a neovaszkularizacioval, az anyagcsere-atalakulassal, a lipidfelhalmozddas
fokozodasaval, a gyulladas er6s6désével és a fokozott proteolizissel (66),(67).

Szamos vizsgalat mutatott ki dsszefliggést a HIF-1a szintje és az érfali kalcifikacio kozott.
Példaul 2-es tipusu diabéteszes betegekben a plazma HIF-1a-szintje €s a koszoruér-kalcifikacid
mértéke kdzott pozitiv korrelaciot talaltak (68). Egy masik tanulmany kimutatta, hogy a HIF-
la a meszesedett teriiletekkel egyiitt lokalizalodik szikiilt szivbillentyiikben (69). Ezen kiviil
kalcifikaciot eldsegitd faktorokat taldltak pulmonalis artérids hipertonidban szenvedd
betegeknél is (70). Ugyanakkor a tény, hogy a hipoxia és a kalcifikacio egyiittesen fordul eld,
nem feltétleniil jelenti azt, hogy a hipoxia okozati szerepet jatszik az érfali meszesedésben.

Ezt a kérdést tobb friss tanulmany vizsgalta. Ruffenach és munkatarsai kimutattak, hogy a
pulmonalis artérids hipertonia fokozott tiidOartérias kalcifikacioval és a Runx2 expresszidjanak
novekedésével jar a betegek tiidejében (70). Emellett in vitro kisérletekkel igazoltdk, hogy a
Runx2 tartds expresszidja aktivalja a HIF-la-t, amely végiil a pulmonalis simaizomsejtek
oszteoblaszt-szerli sejtté torténd transzdifferencialodasahoz vezet (70). Mokas €s munkatarsai
vizsgaltak a hipoxia hatasat érfali simaizomsejtek magas foszfattal (Pi) kivaltott oszteogén
a Pi altal indukalt oszteogén transzdifferencidlodast és kalcifikaciot, ami relevans mechanizmus
lehet a CKD-ben megfigyelt dsvanyianyag-egyensulyzavarhoz tarsulo kalcifikdcioban (58).
Nemrég kutatocsoportunkban Balogh és munkatarsai kozvetlen bizonyitékot talaltak arra, hogy

A VSMC-k tartds hipoxidnak vald kitettsége oszteokondrogén atprogramozast eredményez,

19



amelyet a Runx2 és Sox9 transzkripcids faktorok expresszidjanak novekedése jellemez (71).
Erdekes modon a VSMC-k hossza tava hipoxids expozicidja az extracellularis matrix
mineralizéaciojat is kivaltotta (71).

A hipoxia mellett a HIF-1 aktivalasara szolgalo HIF-PHI-k kalcifikaciéra kifejtett hatasat
is vizsgalta kutatocsoportunk. Toth és munkatarsai kimutattak, hogy a Daprodustat (DPD)
fokozza a VSMC-k magas Pi-tal kivaltott kalcifikaciojat (72). A DPD kalcifikaciot fokozo
hatésa lecsokkent HIF-1a illetve HIF-2a hidnyaban, és teljesen elmaradt mindkét HIF-a
alegység hianyaban (72). In vivo CKD egérmodellben kimutattdk, hogy a DPD korrigéalja a
CKD-asszocialt anémiat, azonban a DPD anémiat korrigal6é dézisa fokozza az aorta és a vese

kalcifikdciojat (72).

3.5. In vitro, ex vivo és in vivo modellek a kalcifikacio vizsgalatara

Az in vitro kalcifikécios modellek elengedhetetlen eszkdzok a kalcifikécio molekularis és
sejtszintli mechanizmusainak vizsgalataban. Ezekben a modellekben izolalt sejtek (primer
sejtek vagy sejtvonalak) kontrollalt koriilmények kozott, sejttenyésztd rendszerekben keriilnek
vizsgalatra. E modellek segitségével azonositottak szamos indukalod tényezot (pl. foszfat,
kalcium, hipoxia) és inhibitorokat (pl. fetuin-A, matrix Gla-fehérje, pirofoszfat, magnézium,
vas), valamint feltartdk a molekularis mechanizmusokat, példaul az oszteokondrogén
transzdifferencialodast a simaizomsejtekben (73),(74),(75). A jelenleg alkalmazott in vitro
modellek ko6z¢ tartoznak az érfali simaizomsejtek (VSMC) leggyakrabban emberi vagy allati
aortabol izolalt sejtek, amelyek magas foszfat vagy kalcium hatasara kalcifikalodnak (76). A
billentyii-intersticialis sejtek (VIC) aortabillentylikbdl izolalt sejtek, amelyek foszfat, hipoxia
vagy gyulladisos stimulus hatdsara oszteoblaszt-szerli fenotipust vesznek fel (77). Az
endotélsejtek (EC) bizonyitottan szerepet jatszanak az érfali kalcifikacioban az endotél-
mezenchimalis 4tmenet révén (78). Az Ossejtek (MSC) szintén képesek oszteokondrogén
iranyba differencidlodni, és modellként szolgalnak a kalcifikacid tanulméanyozéaséara (79). A
kettds sejttenyészet (EC—VSMC kokultara), amely az endothelium ¢és simaizomsejtek kozotti
kommunikécio patoldgias szerepének vizsgalatat teszi lehetéveé (80).

A vizsgalatok sordn a gyakran haszndlt induktorok kozé a foszfat, a kalcium, B-
glicerofoszfat, a hipoxia és magas gliikkdz, D-vitamin, dexametazon tartozik. A foszfat fokozza
a Runx2 és oszteokalcin expressziojat, mikdzben csokkenti a simaizom markerekét (81). A
kalcium noveli a Pi-felvételt, szinergikus kolcsonhatas figyelhetd meg a foszfattal (82). A -

glicerofoszfat foszfatforrasként szolgal, emeli az ALP-aktivitast (83). A hipoxia aktivalja a
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crer

valt ki a magas gliikéz, D-vitamin, dexametazon, amelyek szintén fokozzdk az oszteogén
atprogramozodast (84).

Az ex vivo szovettenyésztés egy atmeneti modellrendszer az in vitro és in vivo rendszerek
kozott Az ex vivo szovettenyészetes modellek szamos eldnyt kinalnak a kardiovaszkularis
meszesedés kutatasaban. Ezek a modellek megorzik a szoveti szerkezet és a sejtkapcsolatok
komplexitasat, mikozben az in vitro sejtkultirak egyszerti kisérleti kezelhetGségét is tobbé-
kevésbé biztositjak. Igy lehetévé teszik, hogy szervszintii folyamatokat vizsgaljunk kontrollalt
korilmények kozott. Az ilyen modellekben vad tipusu egerekbdl szarmazd vagy
sejtspecifikusan génkiiitott egerekbdl izolalt szovetek tanulmanyozhatdk, ami segiti az 1j,
meszesedésben szerepet jatszo gének azonositasat (85). Emellett az orokletes emberi
betegségek (példaul GACI, PXE, HGPS stb.) allatmodelljeibdl szarmazo aortak vagy billentyiik
ex Vivo tenyésztése is lehetéséget ad a patomechanizmus mélyebb megértésére. Ugyanakkor
hianyoznak beldliik a szisztémas tényezok (pl. hormonok, immunsejtek), igy az in vivo
modellekhez képest korlatozottabbak (86).

Az aorta szervtenyészet egy széles korben alkalmazott ¢és hatékony moddszer az érfal
meszesedésének tanulmdnyozasara. Eredetileg Diglio és munkatarsai alkalmaztak elészor a
patkany aorta-gyiirik ex vivo tenyésztését az uj erek novekedésének vizsgalatara (87). Ezt
kovetden Akiyoshi és munkatarsai 1étrehoztak a vaszkularis meszesedés ex vivo modelljét,
amelyben C57BL/6 egerek thoracalis aortajat izolaltak, majd inorganikus foszfattal stimulaltak
a kalcifikaciot (88). Ez a modell lehetové teszi, hogy a vérnyomastdl és a keringéstdl
fliggetleniil vizsgaljuk az érfal meszesedésének sejtes és molekularis folyamatait.

Az aorta kalcifikacid mellett a szivbillentyl kalcifikacidja is vizsgalhaté ex vivo
koriilmények kozott. Az elsé ilyen modellt Watts és munkatarsai dolgoztak ki. Emberi aorta és
pulmonalis billentyiiket izolaltak a halal beallta utan 24 o6ran beliil, majd 48 oran at
tenyésztették, hogy felmérjék a szovet életképességét (89). Késobb kidolgoztak a sertés
billentyiik szervtenyészetes modelljét is (90), amelynek nagy elénye, hogy a sertés billentyti
anatomidja és szerkezete nagyon hasonlé az emberéhez, a mintdk kdnnyen beszerezhetdk, és
alkalmasak a gyogyszeres vagy genetikai beavatkozasok hatasainak vizsgalatira. Ujabban
Chester ¢és munkatarsai kifejlesztettek egy olyan modellt, amelyben teljes sertés
szivbillentytiket kezeltek lipopoliszachariddal (LPS) és foszfattal, amivel sikeresen indukaltak
a meszesedést (91). Ezen kiviil szarvasmarha- és juhbillentyti-lemezeket is gyakran hasznalnak

az aortasztenozis kutatasara (92).
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Az aorta illetve billentyl kalcifikacio in vivo modellrendszerekben is tanulmanyozhato. Az
intima ¢és média kalcifikacid vizsgélata eltéré modellekben lehetséges. Az intima kalcifikacio
modelljei tobbnyire ateroszklerotikus modellek (apolipoprotein E vagy LDL receptor deficiens
egerek zsirdis diétaval indukalt érelmeszesedése), ezzel szemben a média kalcifikacio
tanulmanyozasara gyakran CKD egérmodelleken torténik. A CKD éallatmodellek kiilonbozo
moédon prezentdljadk az emberi betegség aspektusait, példaul a vesekarosodas mértékét, a
glomerulusfunkcié romlésat, a tubulointersticialis fibrézist, a gyulladést, valamint a tarsuld
szovodményeket, mint példaul a vaszkularis kalcifikacio, a hiperfoszfatémia vagy a szekunder

hiperparatireozis.

A CKD tanulményozasara szamos allatmodellt alkalmaznak. A leggyakoribb modellek
kozé tartozik az 5/6 nefrektomia, amely sordn a kisérleti allat vesetomegének nagy részét
eltavolitjak, igy mesterségesen idéznek eld tartdés vesekdrosodast. Ez a modell jol tiikkrozi a
CKD progressziojat és a hozza kapcsolodo szovodményeket, példaul a vaszkularis kalcifikaciot
(93). Egy masik fontos modell az adenin-indukalt CKD, ahol a taplalékba kevert adenin toxikus
hatasa révén alakul ki vesekarosodés. Ez a mddszer kiilondsen alkalmas a foszfor-anyagcsere
zavarainak €és az érmeszesedés vizsgalatira (94). Emellett 1éteznek genetikailag modositott
egerek, amelyekben célzottan lehet vizsgalni bizonyos gének szerepét a CKD kialakuldsaban
¢s lefolyasaban. Végiil a diabéteszes modellek, példaul a streptozotocinnal eldidézett
cukorbetegség, lehetdvé teszik a diabéteszes nefropdtia tanulményozasat (95). Ezek az
allatmodellek fontos eszkozt jelentenek a CKD patomechanizmusanak jobb megértéséhez,
valamint 01 terapias lehetdségek fejlesztésehez — kiilondsen olyan szévédmények esetén, mint

a vaszkularis kalcifikacio, amely a CKD egyik stlyos kovetkezménye.

3.6. A vaszkularis kalcifikacio detektalasi modszerei

A kalcifikacio detektalasara szdmos modszer alkalmazhat6. A modszerek lehetnek festési
eljarasok, melyek hisztologiai metszeteken vagy en face modon a teljes Kkiteritett aortan
alkalmazhatok. A két legelterjedtebb festési mod az alizarin vords, illetve a von Kossa festés.

A von Kossa festés egy klasszikus hisztokémiai eljaras, amelyet a szovetekben talalhato
asvanyi kalcium (féként kalcium-foszfat) kimutatdsara haszndlnak. Bar gyakran emlegetik
kalciumfestésként, valojaban a foszfat- vagy karbonat-anionok eziisttel valo kimutatasan alapul
(96). Valojaban tehat nem a kalciumot, hanem a foszfatot/karbonatot mutatja ki, indirekt médon
utalva a kalcifikaciora. Az aortakalcifikacié mellett CKD-ben gyakran kialakul patologias

kalcifikécio a szivbillentylikben, a vese tubulusokban és a perivaszkularis szovetekben. A von
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Kossa festést széles korben hasznaljak allatmodellek (pl. patkany, egér) vese-, ér- és
csontszoveteiben valamint human vesebiopsziak vagy post mortem mintak elemzésére (97).

Az alizarin voros festés szintén egy klasszikus hisztokémiai modszer, amelyet a
kalciumionok kozvetlen kimutatdsara haszndlnak szovetmintdkban vagy sejtkultirakban.
Kiilonosen elterjedt a csontképzddés, kalcifikacio, és oszteogén differenciacio vizsgalatara
egy anionos azo-festék, amely pH-fliggé szelektiv modon narancs-piros szinii kelatkomplexet
képez a kalcium ionokkal. A szinintenzitds aranyos a kalcium mennyiségével, igy
kvantifikdlhatdé is. Az ARS festést széles korben alkalmazzdk a tubuldris és vaszkularis
kalcifikdci6 megjelenitésére, patologias kalcifikacio jelzésére, oszteogén differenciaciod
vizsgalatara vagy az oszteoblaszt aktivitas és mineralizacioé kimutatasara is (98).

3.6.1. Az OsteoSense festék

Az elmult 10 évben uj festékek és festési eljarasok is kifejlesztésre kertiltek, melyek a
modern képalkotd modszerekkel 6tvozve alkalmasak lehetnek a lagyszoveti kalcifikacio
detektalasara. Ebbe a csoportba tartozik az OsteoSense, mely egy fluoreszcensen jeldlt

biszfoszfonat alapti molekula (6. abra).

H 1 OH
N\AKOQOH
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6. abra Az OsteoSense molekula szerkezete. Az OsteoSense egy fluroforral jelolt biszfoszfonat alapu

kalcium-koté molekula. https://www.revvity.com/ask/ivisense-osteo-fluorescent-probes

A festék biszfoszfonat-csoportja nagy affinitdssal kotdédik a csontfelszinhez vagy a frissen
mineralizalodo régiokban jelenlévd hidroxiapatithoz, vagyis a kalcium-foszfat kristalyos
formajahoz. A molekuldhoz kapcsolt fluorofér (pl. VivoTag 750) kozeli infravords
tartomanyban (750 nm) bocsat ki fényt, ami mély szdveti penetraciot és alacsony hattérzajt
biztosit (99). Nem radioaktiv és nem invaziv mddszerként alkalmas ¢l allatokban torténd
optikai képalkotasra (In vivo Imaging System (IVIS), Fluorescence Molecular Tomography
(FMT) rendszerekben).
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Az OsteoSense elsddleges alkalmazasi teriilete az oszteoblaszt aktivitds, a csontképzddés és
csontatépiilés in vivo optikai kovetése volt, melyet napjainkban is gyakran alkalmaznak
kisallat-modellekben a csontban zajlé dsvanyianyag-beépiilés valos idejii kovetésére, példaul
osteoporosis, torésgyogyulds vagy csontattétek modellezése soran (100). A csontvizsgalatokon
tul hamar kidertilt, hogy ugyanaz a hidroxiapatit-affinitas lehetové teszi lagyszoveti patologias
kalcifikdciok kimutatasat is. Ennek megfeleléen az OsteoSense alkalmazhatdsagat
kiterjesztették vaszkularis kalcifikacid, szivbillentyli-meszesedés, valamint renalis és egyéb

lagyszoveti mineralizacio in vivo vizsgalatara.

Az OsteoSense elsdsorban az extracellularis térben, illetve a matrixhoz kototten felhalmozodo
hidroxiapatit kristalyokat jeldli, igy foként a mineralizacidé elérehaladottabb, kristalyos
fazisainak detektalasara alkalmas. Bar bizonyos esetekben intracellularis struktirdkhoz tarsulo
kalciumlerakodésok is megjelenhetnek, a festék hozzaférhetdsége €s penetracidja korlatozott
lehet, ezért az intracellularis kompartmentekben (pl. vezikuldkban) jelenlévd, korai vagy amorf

kalcium-foszfat formak kimutatasa nem minden esetben megbizhato.

Fontos elonye, hogy a fluoreszcens jel kvantitativ modon is értékelhetd, mivel intenzitasa
aranyos a jelenlévé hidroxiapatit mennyiségével. A jel mérhetd képalkotd rendszerekkel vagy
fluoreszcens plate readerrel, és tipikusan relativ fluoreszcencia egységekben (RFU) kertil
kifejezésre, amely megfeleld kalibracié mellett a mineralizacié mértékének dsszehasonlitdsara
alkalmas. Az OsteoSense érzékenysége lehetdvé teszi kis mennyiségii kalcifikacio detektalasat
is, azonban a mérhetd jelintenzitast befolyasolhatjdk technikai és biologiai tényezok, példaul a

szoveti fényelnyelés, autofluoreszcencia, véraramlas, valamint az allat fiziologiai allapota.

Szamos eldnye mellett az OsteoSense festék legfobb korlatja, hogy nem alkalmas a kiilonb6z6
kalctumformak (pl. amorf vs. kristalyos) megkiilonboztetésére, mivel specifikusan a kristalyos
hidroxiapatithoz kotédik. Ennek kovetkeztében az eredmények értelmezése eltérhet a
klasszikus hisztokémiai modszerekt6l. Mig a von Kossa festés a foszfattartalmti asvanyi
lerakodasokat, az Alizarin Red S pedig a kalciumionokat jeloli szélesebb spektrumban, addig
az OsteoSense kifejezetten a hidroxiapatit jelenlétét detektdlja, igy a kiilonbdz6é modszerek

eredményei csak ezen sajatossagok figyelembevételével vethetdk dssze.
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4. Célkitiizés

4.1.A CKD-asszocidlt  lagyszoveti  kalcifikdcid  tanulményozésa  érdekében
kutatécsoportunkban szerettiink volna egy nem invaziv CKD egérmodellt és a
kalcifikaci6 detektalasara alkalmas érzékeny és specifikus modszert meghonositani. A
szakirodalmi adatok alapjan az adenin és magas foszfat tartalmu tappal eldidézett CKD
egérmodell meghonositasat tiztiik ki célul. Tovabbi célunk volt kifejleszteni egy
modszert, melynek segitségével az Osteosense fluoreszcens festéket in vivo alkalmazva
képessé valunk a CKD-asszocialt kalcifikacié detektalasara kiilonféle lagyszovetekben.

4.2. Kutatocsoportunk korabbi munkajaban kimutatta a CKD betegek anémiakezelésében
alkalmazott PHI Daprodustat kalcifikaciot fokozo hatasat in vitro sejtes modellben,
valamint in vivo CKD egérmodellben. Ezzel kapcsolatban vizsgaltuk a DPD pro-
kalcifikacios hatdsanak molekularis mechanizmusat, melynek keretében célul tiiztiik ki

az ER stressz szerepének tisztazasat.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Anyagok

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

amennyiben ezt eltéréen nem jeldltiik.

5.2. Sejttenyésztés

A kisérletek soran human aorta simaizomsejtekkel (HAoSMC, Cell Applications Inc, San
Diego, CA, USA) dolgoztunk, amelyeket Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
tapfolyadékban tenyésztettiink 10% fotalis borji szérummal (FBS) (10270-106, Gibco, Grand
Island, NY, USA), 1% L-glutaminnal, 1% natrium-piruvattal, és 1% antibiotikus, antimikotikus
reagenssel kiegészitve. A sejteket inkubatorban 5% CO; jelenlétében 37 °C-on tenyésztettiik. A
kisérletekhez a sejteket konfluens allapotig tenyésztettiik, és 5-8 passzdzs szdm kozott

hasznaltuk fel.

5.3. A HAoSMC Kkalcifikaciojanak indukalasa
soran a 2% FBS tartalmiit DMEM tapfolyadékot inorganikus foszfattal (Pi, 1,5-2,5 mmol/L, pH
7,4) és kalciummal (Ca, 0,3 mmol/L) egészitettiik ki. A tapfolyadékot 3 naponta cseréltiik a

kisérletek befejezéséig.

5.4. Alizarin voros festés és mérés

A sejtek kalcifikaciojat ARS festéssel detektaltuk. A kisérlet végén a 96 lyukl platen
tenyésztett sejtekrdl eltavolitottuk a tdpfolyadékot, foszfattal pufterolt sooldattal (PBS-sel)
atmostuk, majd 4%-o0s paraformaldehiddel fixaltuk 20 percen keresztiil. A fixalast kdvetéen a
sejteket Ujbol atmostuk PBS-sel, majd a sejtekhez 2%-0s ARS (pH 4,2) oldatot adtunk. 15 perc
mulva a festéket eltdvolitottuk, majd a platet desztillalt vizzel mostuk. Lefényképeztiik a platet,
majd 100 pl hexadecilpiridinium-klorid oldatot (100 mmol/L) adtunk hozza, mely feloldja a
bekotddott festéket, igy a meérés kvantitativva tehetd. A mintdk abszorbancidjat mikroplate

olvasoval (BioTek TS 800) 562 nm-es hulldmhosszon mértiik le.

5.5. Oszteokalcinszint meghatarozasa

Az oszteokalcin méréshez a sejteket 6 lyukt platen tenyésztettilk. A kezelés végén a

sejtekrdl eltavolitottuk a tapoldatot, PBS-sel mostuk, majd 100 pl etilén-diamin-tetraecetsavat
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(EDTA-t) (0,5 mol/L, pH 6,9) adtunk hozz4. Az oszteokalcin koncentracidjat az EDTA-s
feliilluszobol ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) mddszerrel hatdroztuk meg a

gyari protokollnak megfelelden.

5.6. Az extracellularis matrix kalciumtartalmanak meghatarozasa

Az extracellularis matrix kalciumtartalménak méréséhez a sejteket 96 lyuku platen
tenyésztettiik. A kezelés végén a sejtekrdl eltavolitottuk a tdpoldatot, PBS-sel mostuk, és 0,6
szobahdmérsékleten. A sosavas feliiluszo kalcium tartalmat QuantiChrom Calcium Assay kit-
tel (Gentaur, Kampenhout, Belgium) hataroztuk meg az eldirt protokollnak megfeleléen. A
dekalcinalast kovetden a sejteket Gjra atmostuk, majd lizaltuk 0,1% NaOH és 0,1% SDS
Waltham, MA, USA) hataroztuk meg és a kalciumtartalmat a fehérjetartalomra normalizalva

adtuk meg.

5.7. Western blot

A Western blot modszerhez a sejteket 6-lyuku platen tenyésztettiik és a kisérlet végeztével
120 pL 2x Laemmli lizis pufferben lizaltuk. A kapott lizatumot 5 percig 95 °C-on denaturaltuk,
szonikaltuk (2x5 masodperc) majd ujabb 5 percig denaturaltuk. Mintanként azonos mennyiségii
fehérjét (50 ul) 7,5% vagy 10%-0s SDS poliakrilamid gélen valasztottunk el Bio-Rad Mini
Protean késziilékkel 100 V fesziiltségen. Ezt kdvetden a fehérjéket nitrocelluléz membranra
blottoltuk (10600002, GE Healthcare, Amersham, Germany) 12 V fesziiltségen, 45 percen at
félszaraz blottoloval (Bio-Rad Inc, Hercules, CA, USA). A membrant 6%-os tejpor oldattal
blokkoltuk 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten, majd a membranhoz adtuk az elsédleges
antitestet 5%-os tejpor oldatban. Az elsddleges antitesteket: az anti-ATF4 antitestet (#11815;
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 0.34 pg/ml, msx. A membrant az elsddleges
antitesttel 12 6ran at 4 °C-on billegtettiikk, majd a membrant TBS-T-vel (Tris-sel pufterolt
fiziologias sooldat, mely 0,1% Tween 20 detergenst tartalmaz) tobbszor atmostuk. Ezt kovetden
a membranokat 1 Ordn keresztil masodlagos antitesttel (anti-rabbit) tartottuk
szobahOmeérsékleten. Az inkubalast kovetden a membranokat Gjbol TBS-T-vel mostuk, majd
Western ECL reagenssel (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA) hivtuk eld. Az eredményt rontgen
filmen, illetve digitalisan rogzitettiik (LI-COR, Lincoln, NE, USA). A savok intenzitdsat a

késziilek szoftverébe épitett analizald szoftver, illetve a GelQuant szoftver segitségével
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hataroztuk meg. A detektalast kovetden a membranokat ujrajeldltiik anti-p-aktin antitesttel (sc-

47778; Santa Cruz Biotechnology, Inc), melyet 0.5 pg/ml koncentracidban alkalmaztunk.

5.8. A CKD indukcioja C57BL/6 egerekben adenint és foszfatot tartalmazo

diétaval

Az egerekkel végzett kisérleteinket a Debreceni Egyetem Kutatasetikai Bizottsaga altal
kiadott érvényes engedély (10/2021/DEMAB) birtokaban végeztilk. A kisérletek soran
C57BL/6 him (n=24), 8-12 hetes egereket vizsgaltunk. Az egereket véletlenszertien 2, kontroll
valamint CKD csoportra (n=12) osztottuk. A kontroll csoport standard ragcsalotapot kapott,
mig a CKD-t 2 fazisu adenint tartalmazo diétaval valtottuk ki, melyek sordn az egerek 6 hétig
0,2% adenin és 0,7% foszfat tartalm(, majd a 7. héttdl 0,2% adenin és 1,8% foszfat tartalmt
ragesalo tapot kaptak tovabbi 3 héten keresztiil (S8106- S075 és S8893-S006 SSsniff, Soest,
Németorszag). A DPD hatdsat egy masik kisérletben vizsgaltuk, melynek sordn 10 hetes
C57BL/6 egereket (n=30) harom csoportra osztottunk: kontroll, CKD, CKD+DPD. A CKD-t
az el6z0 kisérlettel megegyezd modon, kétfazisi adenint €s emelt foszfatot tartalmazo diétaval
valtottuk ki. A DPD-t (MedChemExpress, Princeton, NJ, USA) a kisérlet 7. hetétdl naponta
adagoltuk 1% metilcelluléozban szuszpendalva oralisan, mig a DPD kezelésben nem részesiild

egerek azonos térfogatu vivoanyagot kaptak.

5.9. A kalcifikacio detektalasa OsteoSense festékkel

crer

alkalmaztunk (NEV10053EX, PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA). A kisérlet végén
az allatokat izofluran belélegeztetésével boditottuk, majd az OsteoSense festéket 80
nmol/teststly kg dozisban juttattuk be a retro-orbitalis vénas sinuson keresztiil. A képalkotast
18 oraval az injekciot kovetden végeztik. Az egerek COz baditasat kdvetden, szivpunkcion
keresztiil vért vettiink, majd 5 mL jéghideg PBS-sel perfundaltuk 6ket, és az Osszes szervet
eltavolitottuk. A szerveket fekete hattérre helyeztiikk, majd vilagos latoteres és fluoreszcens
felvételeket készitettiink IVIS Spectrum In Vivo Imaging System késziilékkel (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA). Az OsteoSense 750EX festék gerjesztési maximuma kb. 750 nm,
emisszidés maximuma pedig 770 nm kozelében taldlhatd, ami alkalmasséd teszi mély szoveti
képalkotasra, alacsony hattérjel mellett, mivel ebben a spektralis tartoményban minimalis a
szoveti autofluoreszcencia. A festék abszorpcids spektruma nagyjabol 730—-760 nm kozé esik,
csticsabszorpcidja 750 nm koriil van. Képalkotasi protokollunkban a gerjesztést 750 nm-en

végeztiik, a fluoreszcencia-emisszidt pedig 770 nm-en gyiijtottiik a gyartdi utmutatasnak
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megfeleléen. A fluoreszcens jelintenzitast az IVIS késziilék beépitett szoftverével mértiik és

elemeztiik.

5.10. Laboratoriumi értékek meghatarozasa

Az egerektdl vett vérbdl szérum urea, kreatinin, foszfat és kalcium szinteket hataroztunk
meg a Cobas® ¢502 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) automata késziilék

segitségével.

5.11. Hisztologia

A szerveket 10%-os formalinban fixaltuk és paraffinba agyaztuk. Ezt kdvetden 4 um vastag
metszeteket vagtunk. A metszeteket deparaffindltuk, majd rehidrataltuk. Ezek utén
Hematoxilin-eozin, von Kossa, valamint Alizarin Red S festést végeztiink. Az Alizarin Red S
festés soran a metszeteket elore elkészitett 2%-os Alizarin Red oldatba tettilk 5 percre és
dehidrataltuk alkohol sorozat segitségével. A von Kossa festéshez a metszeteket 1%-os eziist-
nitrat oldatba helyeztiikk UV fény ald 1 6ran keresztiil. Ezt kovetden 5%-o0s natrium-tioszulfattal

mostuk 5 percig, végiil neutral fast red segitségével ellenfestettiik.

5.12. Kvantitativ valos idejii PCR

A szervekbdl teljes RNS-t izolaltuk Tri-reagenssel (Molecular Research Center,Cincinnati,
OH, USA). Az RNS cDNS-sé atirasat High-Capacity cDNS Reverse Transcription Kit
(AppliedBiosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével végeztiik. A
PCR reakcidhoz iTaqTM Universal SYBR ® GreenSupermixet (Bio-Rad Laboratories) és az
alabbi tablazatban felsorolt primereket hasznaltuk (1. tablazat). A PCR reakciot a CFX96 Real-
Time System (Bio-Rad Laboratories) késziilékben hajtottuk végre. A target mRNS relativ

mennyiségét a AACt modszerrel hataroztuk meg, melynek normalashoz HPRT-t hasznaltunk.

1. Tablazat A kvantitativ valos ideji PCR soran hasznalt primerek

Gén Forward (5°-3") Reverse (5°-3”)

Runx?2 GCATCCTATCAGTTCCCAATG | GAGGTGGTGGTGCATGGT
Sox9 GCTCTACTCCACCTTCACTTAC | TGTGTGTAGACTGGTTGTTCC
BMP2 CGGACTGCGGTCTCCTAA GGGGAAGCAGCAACACTAGA
HIF-1a GTTGCCACTTCCCCACAATG TTCACTGTCTAGACCACCGG
HPRT TCCTCCTCAGACCGCTTTT CCTGGTTCATCATCGCTAATC
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5.13. Statisztikai analizis

A statisztikai analizisek elvégzéséhez a GraphPad Prism 8.01 szoftvert alkalmaztuk. Az
adatok normal eloszlasanak ellendrzését Shapiro-Wilk teszttel, a p értékek meghatarozasat
parametrikus tesztekkel végeztik. A két csoport kozotti statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket kétoldali Student-féle z-probaval, a kettdnél tobb csoport Osszehasonlitasat
ANOVA tesztet kovetd Tukey-féle tobbszoros 0sszehasonlitd analizissel, mig a szamos kezelési
csoport egyetlen kontrollal torténd 6sszehasonlitdsat ANOVA tesztet koveté Dunnett’s post-hoc

teszttel elemeztiik. A p <0.05 értékeket tekintettiik szignifikansnak.
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6. Eredmények

6.1. OsteoSense festés alkalmazasa lagyszoveti kalcifikacio detektalasara

CKD egérmodellben

6.1.1. Az adenin és magas foszfattartalmu diéta vesebetegséget idéz elo

C57BL/6 egerekben

A lagyrészek meszesedését adeninnel indukalt CKD egérmodellben vizsgaltuk, 8 hetes him

C57BL/6 egereken. A 24 egeret véletlenszertien kontroll (CTRL) és CKD csoportba osztottuk.

A CKD csoportban az egerek 6 hétig emelt foszfat- (0,7%) €s adenintartalmu (0,2%) tapot

kaptak, majd tovabbi 3 hétig magas foszfat (1,8%) és adenin tartalmt tapot (7A abra). A

kontroll csoportba tartozé egerek normal ragesalotapot kaptak, melynek foszfattartalma 0,3 %

volt (7A abra). A kisérlet vége elott csoportonként 8-8 egeret izoflurdn boditds mellett

Osteosense festékkel oltottuk be, majd masnap szén-dioxid, vért vettiink t6liik, valamint

szerveket gyijtottiink (7B abra). A CKD egerekben a plazma urea valamint a kreatinin szintje

megemelkedett a kontroll egerekhez képest, ami a vesekarosodast jelzi (7C-D abra).
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7. abra A CKD indukcidja adenin és magas foszfat tartalmu diétaval CS7BL/6
egerekben. (A-B) A kisérleti protokoll vazlata. Szérum urea (C), kreatinin (D), foszfat (E)
¢és kalcium (F) szintek. Az oszlopdiagrammokon az atlag + szoras lathatd. ***p<0.005,

A vesefunkcid progressziv romldsa foszfat retencidhoz, a plazma foszfat szint

emelkedéséhez vezet. A foszfat szint megemelkedése patofizioldgias jelentdségli a lagyszdveti

kalcifikacioban, kiilonosen akkor, ha egyidejiileg a plazma kalciumtartalma is emelkedik. Ezért
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a plazmabdl a vesefunkcid paramétereinek meghatarozéasan kiviil foszfat- és kalciummeérést is
végeztiink. A CKD egerek plazma foszfat szintje jelentésen megemelkedett a kontrollokhozhoz

képest, azonban a kalcium szintnél szignifikans eltérést nem tapasztaltunk (7E-F abra).

6.1.2. Az aorta kalcifikaciojanak kimutatasa OsteoSense festéssel CKD
egerekben

Az egerek boncolasat kovetden az aortat sztereoszkop alatt levalasztottuk a szivrdl és

megtisztitottuk a kotoszovettdl. Az aortakrol a mintagytiijtést kovetd 4 oran beliil felvételeket

készitettlink az IVIS Imaging muszer segitségével.

A Aorta B
- P Osteosense
Vilagos latoterd fluoreszcencia
. s 25- e
g A
S 20+
89 s
=35
o - 1.5 Ala
g2
po v
%v1.0 A‘A
N
9 057 22
& 'ﬁ‘j
l 0.0
- CTRL CKD
0.2 04 06 08 1.0 1.2 1.4 x10°
Epi-fluoreszcencia
C
H&E VKS ARS ARS
& RANSAY
N RN
El < ]
LS
R, L 3
9]
[a) ;
X
o | il

8. abra Aorta kalcifikacié kimutatasa egerekben. Az egereket az el6z6 abran bemutatott
modon kezeltik. (A) A CTRL és CKD egerek aortairdl késziilt vilagos latdteres és
fluoreszcens felvételek. (B) Teljes epifluoreszcens jelintenzitas. Az oszlop-diagrammokon
abrazolt adatok atlag + szorasként vannak kifejezve, n = 8. A p érték kiszamitasahoz t-probat
alkalmaztunk. ***p<0.005 (C) CTRL és CKD egerek aortajanak szovettani analizise.
Reprezentativ hematoxilin-eozin (H&E) von Kossa (VKS) ¢és alizarin vordos (ARS)
felvételek. Lépték: 200um.

Az OsteoSense jelintenzitdsa szignifikdnsan magasabb volt a CKD egerek aortajaban a
kontroll egerek aortdjdhoz viszonyitva (8A-B dbra). Az OsteoSense festés kalcium

felhalmozodast mutatott ki a CKD egerekbdl szarmazd aortdk teljes hosszaban. A
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legintenzivebb festddést a hasi régidban detektaltunk, kiilondsen a veseartéria kiindulasi
helyén, valamint az aortaivben (8A dbra). Csoportonként 4-4 egeret OsteoSense festés
kihagyésaval dolgoztunk fel. Ezen egerek szerveinek egy részét paraffinba dgyaztuk, masik
részébOl RNS-t izolaltunk. A paraffinba adgyazott aorta mintdkbol metszeteket készitettiink,
melyeken hematoxilin eozin, von Kossa és ARS festést végeztiink. A kontroll és CKD egerekbdl
szarmazo aorta mintak hisztologiai képe nagyfoku hasonlosagot mutatott, szerkezeti elvaltozast
nem talaltunk, eltekintve néhany kalcifikécios gécponttdl, melyet ARS festéssel detektaltunk a
CKD egerek aortdjaban (8C abra).

6.1.3. A vese kalcifikaciojanak kimutatasa CKD egerekben

Az OsteoSense festés intenziv kalcifikaciot jelzett a CKD egerek veséjében, ugyanakkor a
kontroll egerek veséjében alacsony volt a jelintenzitas (9A-B abra). A vildgos latoteres
felvételeken a CKD-s egerek veséjében szovet szerkezeti modosuldsokat, atrofiat és fibrozist
detektaltunk, melyek a veseelégtelenségre jellemzd elvaltozasok (9A abra). A H&E festés
tubularis dilataciot mutatott, és a meszesedés mind alizarin voros, mind von Kossa festéssel

kimutathat6 volt a CKD egerekbdl szarmazo vesékben (9C abra).
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9. abra Vese kalcifikacié kimutatiasa egerekben. (A) A CTRL és CKD egerek veséirdl
késziilt vilagos latoteres €s fluoreszcens felvételek. (B) Teljes epifluoreszcens jelintenzités.
Az oszlop-diagrammokon abrazolt adatok atlag + szdorasként vannak kifejezve, n = 8. A p
értek kiszamitdsahoz t-probat alkalmaztunk. ***p<(0.005 (C) CTRL és CKD egerek
ves€jének szovettani analizise. Reprezentativ hematoxilin-eozin (H&E) von Kossa (VKS)
¢s alizarin voros (ARS) felvételek. Leéptéek: 200pum.
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6.1.4. Az oszteokondrogén markerek expresszioja fokozodik CKD
egerek aortajaban és veséjében

Jelenlegi ismereteink szerint az érfali kalcifikacio egy aktiv folyamat, melynek soran
oszteokondrogén iranyt differencidlodas zajlik. Ezért a kovetkezd kisérletiinkben az
oszteokondrogén markerek expressziojanak CKD hatasara bekdvetkezd valtozasat
tanulmanyoztuk kontroll és CKD egerekbdl szarmazo6 aorta illetve vese RNS mintakban. Négy
transzkripcids faktor, a Runx2, Sox9, Msx2, és a Bmp2 mRNS szintjeit hataroztuk meg.
Altalanossagban elmondhaté, hogy az oszteokondrogén transzkripciés faktorok mRNS
expresszioja CKD hatéasara fokozddott a kontrollhoz képest, az aortdban és a vesében is. A
szovetek kozott azonban jelentds eltéréseket tapasztaltunk a tekintetben, hogy mely
transzkripcids faktor szintje valtozott jelentésebben. Az aortdban az Msx2 és Bmp2 szintje
emelkedett leginkabb, ezzel szemben a vesében a Sox9 és a Runx2 expresszioja fokozodott

legnagyobb mértékben (10A-B abra).
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10. 4bra Oszteokondrogén transzkripcios faktorok mRNS expresszioja CTRL és CKD
egerekbol szarmazo aorta és vese mintakban. (A és B) Az aortak és vesék mRNS marker
szintjei CTRL és CKD egerekben. Az adatok atlag + szoraskéntban vannak kifejezve, n=4.
A p érték kiszdmitdsahoz t-probat alkalmaztunk. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005,

6.1.5. Sziv, tiido és majkalcifikacio kimutatasa CKD egerekben

Ezt kovetden azt vizsgaltuk meg, hogy a CKD-indukalt kalcifikacid érint-e mas
létfontossagu szervet. Elsdként a szivet, a tiidét és a majat elemeztik. A CKD egerekbdl

szarmazo6 sziv és tiidé mintdkban a teljes szervet érintd OsteoSense festddést detektaltunk.
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11. abra Sziv-, tiido- és majkalcifikacio kimutatasa egerekben. (A, C, E) A CTRL és
CKD egerek szivérdl, tiidejérdl, illetve majarol késziilt vilagos latoteres és fluoreszcens
felvételek. (B, D, F) Teljes epifluoreszcens jelintenzitas. Az oszlopdiagrammokon abrazolt
adatok atlag + szorasként vannak kifejezve, n = 8. A p érték kiszamitasdhoz t-probat
alkalmaztunk. **p<0.01, ****p<0.001

A szivben a jel intenzitdsa az aorta belépési pontjanal volt a legintenzivebb, a tiido esetében
pedig a tiidékapundl (11A-D abra). A kontroll egerekbdl szarmazo szivekben csak a f6 erek
belépési pontjainal tapasztaltunk OsteoSense pozitivitast. A szivhez és tiid6hoz viszonyitva
alacsonyabb intenzitdsu OsteoSense festddést tapasztaltunk a CKD egerek majaban. A lebenyek
festddése a majartéria belépési pontja kornyéki centralis régidban volt megfigyelhetd, a
lebenyek periférids részei nem mutattak festddést (11E-F abra). A CKD egerekbdl szarmazo
m4j szovetek OsteoSense jelintenzitasa szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll egereké

(11E-F abra).
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6.1.6. Az oszteogén markerek mRNS szintje emelkedett a CKD egerek
szivében, tiidejében és majaban

A szivben, a tiidében és a majban is vizsgaltuk az oszteokondrogén markerek mRNS

szintjét kontroll és CKD egerekben. A Runx2 és Bmp?2 szintek emelkedését tapasztaltunk CKD

egerek szivében és madjaban, ugyanakkor a tiidében a Sox9 mRNS szintje emelkedett

szignifikansan a kontroll egerekéhez képest (12A-C abra).
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12. abra Oszteokondrogén transzkripcios faktorok mRNS expresszioja CTRL és CKD
egerekbol szarmazo sziv, tiidé és maj mintakban. (A-C) A sziv, tiidé ¢s maj mRNS
markerek szintjei CTRL és CKD egerekben. Az adatok atlag + szorasként vannak kifejezve,
n =4. A p érték kiszamitasdhoz t-probat alkalmaztunk. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005

6.1.7. Az agy, a szem ¢és a 1ép nem érintett a CKD-indukalt lagyszoveti
kalcifikacioban
Ezt kovetéen a kontroll és CKD egerek agyaban, szemében és 1épében vizsgaltuk a
kalcifikaciot OsteoSense festéssel. Mind a kontroll, mind a CKD egerek agyaban detektaltunk
mikromeszesedéses gocpontokat, azonban az agyak Osszes fluoreszencia intenzitdsa nem
mutatott statisztikailag szignifikéns kiilonbséget a két csoport kozott (13A-B abra).
Egyes egereknél mind a kontroll, mind a CKD csoportbol OsteoSense jelet figyeltiink meg
a retindban, amely gyakrabban jelent meg a CKD csoportban (13C abra). A fluoreszcens jel
intenzitasanak atfogd elemzése azonban nem mutatott kiilonbséget a két csoport kozott (13D
abra). Sem a kontroll sem a CKD egerek 1épében nem tapasztaltunk kalcifikéciot (13E-F
abra). Az OsteoSense festéssel parhuzamosan az agy és 1ép mintakbol meghataroztuk az
oszteokondrogén markerek mRNS szintjeit, melyek nem kiilonbdztek a kontroll és CKD

allatokbol szarmazo6 mintdkban (13G-H abra).
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13. abra Az agy, a szem és a lép kalcifikaciojanak vizsgalata egerekben. (A, C, E) A
CTRL és CKD egerek agyarol, szemérdl, illetve 1épérdl késziilt vildgos latoteres és
fluoreszcens felvételek. (B, D, F) Teljes epifluoreszcens jelintenzitds. Az oszlop-
diagrammokon abrazolt adatok atlag + szoérasként vannak kifejezve, n = 8. A p érték
kiszamitasdhoz t-probat alkalmaztunk. (G-H) Az agy és a 1ép mRNS markerek szintjei
CTRL és CKD egerekben. Az adatok atlag + szérasként vannak kifejezve, n = 4. A p érték
kiszamitasdhoz t-prébat alkalmaztunk.
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6.2. A DPD Kkalcifkaciora Kkifejtett hatasanak vizsgalata in vivo
CKD egérmodellben és in vitro human érfali VSMC-ken

6.2.1. A DPD aktivalja a HIF-1 utvonalat és ER stresszt indukal
C57BL/6 egerekben

Kutatocsoportunk korabbi munkdjaban kimutatta, hogy a hipoxia a HIF tutvonal
aktivaciojan keresztiil fokozza az érfali simaizomsejtek kalcifikacios hajlamat. Ezen kiviil
munkacsoportunk azt is bizonyitotta, hogy a hipoxia mellett a hipoxia mimetikumok — melyek
normoxias koriilmények kozott aktivaljak a HIF utvonalat — is pro-kalcifikacios hatasuak. A
DPD a CKD-asszocialt anémia kezelésére kifejlesztett PHD inhibitor, mely a PHD gatldsan
keresztiil aktivalja a HIF utvonalat. Ebben a fejezetben a DPD-vel kapcsolatos eredményeinket
mutatom be.

A DPD vizsgélata soran 15 C57BL/6 him (8-12 hetes) egeret véletlenszerlien harom
csoportba (n=5/csoport) osztottunk be; CTRL, CKD és CKD+DPD (CKDD). A kontroll egerek
normal ragcsalotapot kaptak. A CKD-t az el6z0 fejezetben ismertetett moédon, adenin- és magas
foszfat-tartalmu diétaval indukaltuk (14A abra). A DPD dozisat eldkisérletekben hataroztuk
meg, ¢és azt a legalacsonyabb dozist vélasztottuk, mely megeldzte, hogy a CKD egerekben
anémia alakuljon ki. Ennek megfeleléen kisérletiinkben a DPD-t oralisan adagoltuk 15
mg/kg/nap dozisban, a kisérlet utolsé 3 hetében (14A abra). Az egerek teststilyat hetente
meértiik, a hematologiai paramétereket és a vesefunkciot a kisérlet végén hataroztuk meg. Mind
a CKD, mind a CKDD egerek kezdeti sulyuk kortilbeliil egyharmadat elvesztették a kisérlet
soran (14B abra). A DPD teljesen mértékben korrigalta a CKD altal kivaltott vérszegénységet,
amit a CTRL és a CKDD egerek hasonlé hemoglobin-, vorosvérsejtszam- €¢s hematokritértékei
mutattak (14C, E dbra). A megemelkedett plazma urea-, kreatinin- és foszfatszintek azt
mutattak, hogy a CKDD egerek vesefunkcidja ugyanolyan mértékben romlott, mint a CKD
egereké (14F-1 abra). A CKD-kezelés nem valtoztatta meg a plazma kalciumszintjét (141
abra). A vesében és az aortdban vizsgaltuk néhany HIF célgén (gliikkoz transzporter 1 (Glutl),
vaszkularis endotelialis novekedési faktor A (VEGFA)) és ER stressz marker (ATF4, CHOP,
gliikoz-regulalt protein 78 (GRP78)) mRNS expressziojat. Megallapitottuk, hogy a CKD
hatasara fokozddott a Glutl, az ATF4, a CHOP ¢és a GRP78 mRNS expresszidja a vesében (14J
abra). A DPD-kezelés mind a HIF, mind az ER stresszvalaszt fokozta (14J abra). Az aortaban
a CKDD-kezelés haromszoroséara novelte a Glutl, a VEGFA és a CHOP mRNS expresszidjat a
CTRL-hoz viszonyitva (14K abra).
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Az ER stressz marker ATF4 és CHOP fehérjeexpresszidjanak jelentés novekedését figyeltiik
meg CKDD egerek veséiben (14L dbra).

A

w
(]
o

. C57/BLS, 10 hetes, him, n = 5/csoport

B _‘_5_ !".é.‘.- — .qu

40

-
o

30

Testtémeg (g)
b
Hemoglobin (g/L)
Viéridsvértest (tera/L)

2 N &R o ®

m
m
@
I

057 [ Trxes 300 60 ==, 5 mmxx 25
_ p— . . . _—
- 4 — . . = -y =
3° . 3 20 * 240 - Em 21
£ 03 E “l 2 23 I E 18
5 — am S
<] — E
: 0.2 3 10 E 2 g2 £10
§ 0.1 k ] S 1 5 05
£ £l < €

0.0 0- 0 0 0.0

Normalizalt mRNS

L
Vese I
Ctd  CKD CKDD N o0
s s . 3 g "
ATFA =| o i o . e i | - 50 4 §6
= £ 3
CHOP - “rgww -37 O by
- =]
2 2
B-aktin —| S— e —— ————— - 37 %0
Ctrl CKD CKDD Ctrl CKD CKDD

14. abra A DPD fokozza a HIF ttvonal és az ER stressz aktivaciojat CKD egerekben.
(A) A kisérleti protokoll vazlata; (B) Testtomeg; (C) Hemoglobin; (D) Vorosvértest; (E)
Hematokrit; (F) Urea; (G) Kreatinin; (H) Foszfat; (I) Kalciumszint; (J és K) mRNS
markerek szintje vese-és aortamintdkban; (L) ATF4 és CHOP fehérjeexpresszidja vese
lizatumban. A membranokat B-aktinra normalizaltuk. Reprezentativ western blot analizis.
Az adatok atlag + szordsban vannak kifejezve, n=5. A p érték kiszdmitasahoz ANOVA-t
alkalmaztunk, majd Tukey tobbszords Osszehasonlitd tesztjét alkalmaztuk. *p<0,05,
*%p<0,01, ***p<0,005, ****p<0,001

39



6.2.2. A DPD fokozza a lagyszoveti kalcifikaciot CKD egerekben

Ezt kovetéen a DPD aorta és vesekalcifikaciora kifejtett hatasat vizsgaltuk OsteoSense
festéssel az el6z6 kisérleti elrendezésben. A CKD egerek veséjében €s aortajaban az OsteoSense
festés jelentOs kalcifikaciot mutatott, mely a DPD-vel kezelt CKDD egerekben tovabb
er6sodott (15A-D abra). Az aorta kalciumszintjének mérése alatdmasztotta a DPD kalcifikaciot
fokoz6 hatasat (15E abra). A kalcifikacio a fizioldgias csontképzddéshez hasonld, szabalyozott
folyamat, ezért a kovetkezo 1épésben az oszteo-/kondrogén markerek expressziojat vizsgaltuk
vese- és aorta mintakban. A kontroll egerekhez képest a Runx2, a Sox9, a BMP2 és a Msx2
mRNS szintje magasabb volt a CKD egerek veséiben. A DPD-vel kezelt allatok veséiben a
Sox9 ¢és Msx2 mRNS szintje szignifikansan magasabb volt a CKD egerekhez viszonyitva (15F
abra). Az aortdban a CKD a BMP2 mRNS expressziojanak novekedését valtotta ki a
kontrollhoz viszonyitva, mig a CKDD a Sox9, BMP2 és Msx2 mRNS szintjének jelentds
emelkedését okozta (15G abra).
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15. abra A DPD fokozza a lagyszovetek kalcifikaciojat a CKD egerek veséjében és
aortajaban. (A, C) A CTRL, CKD ¢és CKDD egerek veséjének €s aortdjanak vildgos
latoteres és fluoreszcens felvételei BF: Brigh-field, OS: Osteosense fluoreszcencia, OL:
Overlay. (B, D) Teljes epifluoreszcens jelintenzitds. (E) Az aortdk Ca-tartalma
fehérjeszintre normalizdlva. (F) Oszteogén markerek mRNS- szintjei a vesében ¢€s az
aorta mintdkban. Az adatok atlag + szorasként vannak kifejezve, n=5. A p érték
kiszamitasdhoz ANOVA-t alkalmaztunk. maid Tukey tobbszords dsszehasonlito tesztiét
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Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a DPD-kezelés hipoxia valaszt és
ER-stresszt valt ki, noveli az oszteo-/kondrogén markerek expressziojat, és elOsegiti a

kalcifikaciot a CKD egerek veséjében és aortajaban.

6.2.3. A DPD ER stresszt indukal, valamint elésegiti a HAoSMC-k Pi-
indukalt kalcifikacigjat

A DPD kalcifikaciot fokozo hatdsa hatterében allo mechanizmust in vitro koriilmények

kozott HAoSMC kalcifikacios modellt alkalmazva vizsgaltuk tovabb. Tekintettel arra, hogy a

vesében a DPD kezelés hatasara az ATF4 expresszioja jelentdsen megemelkedett, és az ATF4

kalcifikacioban betoltott kulcsszerepe ismert, elséként a DPD ATF4 expresszidjara kifejtett

hatasat vizsgéltuk. Kimutattuk, hogy a DPD dozisfiiggd modon fokozza az ATF4 mRNS és

fehérje expresszigjat is HAoSMC-ken (16A-B abra).
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taptalajban tenyésztettiik DPD (10 umol/l) jelenlétében vagy hidnyaban. (A-B) Az ATF4
mRNS ¢és ATF4 fehérjeexpresszioja teljes sejt lizatumokban (6 6ra). Reprezentativ Western
blot és normalizalas B-aktinra (n=3). (C) Reprezentativ Alizarin vords festés (4 nap) és
kvantalasa (n=5). (D) HCl-ben oldott extracellularis matrix mintadk Ca-tartalma. (E) EDTA-
val szolubilizalt extracellularis matrix mintdk osteokalcin (OCN) tartalma (8 nap). Az
adatok atlag + szorasként vannak kifejezve. A p érték kiszamitdsdhoz ANOVA-t majd Tukey
tobbszords Osszehasonlitd tesztjét alkalmaztuk. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005,
*aAEp<0,001.
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A DPD kalcifikaciora gyakorolt hatasat normal és emelt foszfatszint mellett is vizsgaltuk.
A DPD (10 pmol/L) 6nmagéban nem idézett eld kalcifikaciot, azonban jelentésen fokozta a
foszfat (2 mmol/L) kalcifikacidét indukaldé hatasat (16C abra). A DPD jelenléte az
extracellularis matrixban foszfat hatasara dasuld kalcium mennyiségét 2,4-szeresére fokozta
(16D abra). Emellett DPD jelenlétében az extracellularis matrixban felhalmoz6ddé OCN
mennyisége is mintegy négyszeresére fokozodott a csak foszfattal kezelt sejtekhez képest (16E

abra).

6.2.4. A DPD ATF4-fiiggco6 modon fokozza a simaizomsejtek
kalcifikaciojat

Az ATF4 kalcifikacidoban betoltott kulesszerepe jol ismert, ezért kovetkezo kisérletiinkben azt

vizsgaltuk, hogy a DPD pro-kalcifikacios hatasa Osszefiiggésben all-e az ATF4 fokozott

expresszidjaval. Ennek érdekében az ATF4 expressziojat siRNS technologia alkalmazasaval

csokkentettiik. A géncsendesités hatékonysagat Western blot analizissel ellendriztiik, amely

szignifikans mértéki ATF4 fehérjeszint-csokkenést igazolt a kontrollhoz képest (17A abra).

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy az ATF4 csokkent expresszidja miként befolydsolja a DPD
altal indukalt kalcifikacids folyamatokat. Eredményeink azt mutattak, hogy az ATF4 kiiitése
jelentésen mérsékelte a DPD kalcifikaciot fokozo hatasat. A kalcifikacid mértékét Alizarin
voros festéssel értékeltiik, amely az extracelluléris kalciumlerakodasok csokkenését jelezte az

ATF4-silencing hatasara.

Ezeket az eredményeket kvantitativ mérésekkel is alatdmasztottuk: meghataroztuk az
extracellularis matrix kalciumtartalmat, valamint az oszteokalcin (OCN) szintjét, amelyek

szintén szignifikdns csokkenést mutattak ATF4 knockdown mellett (17B-D abra).
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Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a DPD pro-kalcifikicios hatdsa legalabb

részben az ATF4 expresszidjanak fokozasan keresztiil érvényesiil.
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17. abra Az ATF4 kulcsszerepet jatszik a DPD kalcifikaciot fokozé hatasaban. (A) A
HAo0oSMC-ket megemelt szervetlen foszfat (2 mmol/L) és DPD (10 pmol/L) tartalmu
oszteogén tapfolyadékban tartottuk Scr (scrambled) vagy ATF4-ellenes siRNS jelenlétében.
(A) ATF4 és B-aktin fehérjeexpresszidja teljes sejt lizatumbodl (24 h). (B) Reprezentativ
Alizarin voros festés és mennyiségi meghatarozasa (4. nap). (C) Kalcium akkumulacié az
extracellularis matrixban (4. nap). (D) Az extracellularis matrix OCN tartalma (6. nap). Az
adatok atlag + szérasban vannak kifejezve. A p érték kiszamitasdhoz ANOVA-t majd Tukey
tobbszords 0sszehasonlito tesztjét alkalmaztuk. **p<0,01, ***p<0,005, ****p<0,001.
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7. Diszkusszio

Osszességében ez a tanulmany kimutatta, hogy az OsteoSense festés érzékeny és hatékony
modszer a kronikus vesebetegséghez tarsuld lagyrész-meszesedés kimutatdsara. A képalkotd
szer megbizhatéan azonositott tobb meszesedett szervet, €s feltarta az ektopikus meszesedés
szovetspecifikus mintazatait. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a korabbi
ismereteinkkel, amelyek kimutattdk a meszesedés szisztémdas jellegét kronikus
vesebetegségben, kiilondsen az érrendszeri és veseszovetekben. Korrelaciot talaltunk az
OsteoSense pozitivitds és az oszteokondrogén differencidlodasi markerek megndvekedett
expresszioja kozott, €s megallapitottuk, hogy az oszteokondrogén markerek szévetspecifikusan
moduldlodnak CKD koriilmények kozott. Az OsteoSense festés olyan szervekben is kimutatott
kalcifikaciot, mint a maj és a sziv, amelyeket ritkdbban vizsgalnak a standard CKD
modellekben. Specificitdsa, roncsoldsmentes jellege és az egész szerv vizsgalatara vald
képessége miatt az OsteoSense hatékony eszkdz az ektopikus meszesedés in vivo és ex vivo
értékeléséhez. Igéretesnek tinik a jovébeli preklinikai vizsgalatok szamaéra, amelyek célja a
lagyrészek meszesedési mechanizmusainak megértése és a meszesedésgatld terapiak

kifejlesztése és azok hatékonysaganak értékelése.

A kardiovaszkularis rendszer kalcifikacidja a kronikus veseelégtelenség gyakori
komplikacioja, mely szerepet jatszik a CKD betegek korai kardiovaszkuldris okra
visszavezethetd haladlozasdban. A kardiovaszkularis rendszeren kiviil egyéb lagyszovetek
kalcifikacioja is bekovetkezik CKD-ban, melyek koziil legismertebb a vesekalcifikacio, mely
szerepet jatszik a CKD sulyosbodéasaban, és a kalcifilaxis, melynek soran a dermis kis és
kozepes méretli arteriolai kalcifikdlodnak, melynek kovetkeztében nehezen gyogyulo fekélyek
alakulnak ki az als6 végtagokon vagy a torzson. A tobbi szerv €s szovet kalcifikacioja kevésbé
kutatott.

Kutatocsoportunk érdeklddésének kozéppontjdban a CKD-asszocidlt kalcifikacio
mechanizmusdnak megeértése all, melynek egyik modellrendszere az adenin tartalmu diétaval
kivaltott CKD C57BL/6 egerekben. Az utobbi években keriilt latdteriinkbe az OsteoSense
festék, melyet par kutatdcsoport alkalmazott kalcifikdcid szdmszerlsitésére. Ezekben a
munkéakban az OsteoSense festést in vitro végezték el kalcifikalt VSMC-ken, aortdkon, illetve
szivbillentyiikon (101) (102). Ugyanakkor az OsteoSense festék in vivo is alkalmazhato, €s
szamos csontosodasi folyamatokkal kapcsolatos munkaban hasznaltak. Az OsteoSense festést
in vivo korilmények kozott aorta kalcifikdcid kimutatasara kutatocsoportunk alkalmazta

elsoként (72).
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Az aorta és a vese mellett a szivben, a tlidoben és a méjban talaltunk CKD-val 6sszefiiggd
meszesedést, mig a kontroll egerekbdl szarmazd szervekben nem észleltiink kalcifikaciot. A
sziv, kiilondsen az aorta- ¢és mitralis billentyllk meszesedése gyakran tarsul kronikus
vesebetegséghez, kiilonosen a hemodializisben részesiilo CKD betegek korében. A
billentylimeszesedés 10-20 évvel korabban jelentkezik kronikus vesebetegeknél, mint az
atlagpopulacioban, ami hozzéjarul a kardiovaszkularis események magas eléforduldsdhoz és
prevalenciajahoz még a fiatal kronikus vesebetegeknél is (105).

A tiid6 kalcifikalédasa ugyancsak gyakori CKD betegekben; egy nemrégiben késziilt
tanulmany alapjan, melyben mellkasi CT ¢és rontgenfelvételeket analizaltak, a CKD betegek
3%-anal észleltek tiidomeszesedést (106). A mi eredményiink dsszhangban all Westenfend ¢€s
munkatarsai korabbi tanulméanyéval is, melyben a szerzék tiiddmeszesedést detektaltak 5/6
nefrektomiaval kivaltott CKD egérmodellben (107). Emberekben a CKD-val Osszefiiggd
majkalcifikacio nagyon ritka. Az irodalomban mindodssze 7 korabban leirt esetet taldltunk. Ezen
ritka megfigyelések alapjan igy tlnik, hogy a diffuz majkalcifikaci6 CKD-ben elsdsorban
olyankor alakul ki, amikor csokken a m4j perfizidja. A hét eset koziil a majkalcifikacid két
betegnél szeptikus sokk utan alakult ki, két mésik betegnél pedig vérzéses sokk volt a klinikai
hattérben (108),(109).

Az OsteoSense festés nagy érzékenysége lehetévé tette szamunkra, hogy eldszor
észleljiink diffuz majkalcifikdciot CKD egérmodellben. Ez a modszer tehat lehetdséget ad a
ritka allapot jelenleg ismeretlen mechanizmusdnak tanulmanyozasara. Aktiv kalcifikacios
mechanizmusokra utal az, hogy a CKD hatasara kalcifkalodott szovetekben, illetve szervekben
megemelkedett egyes oszteokondrogén differencialodasban kulcsszerepet jatszo transzkripcios
faktorok szintje.

A CKD az agy szerkezetére és miikddésére egyarant hatassal van (110). Vinters és
munkatarsai egy nemrégiben végzett tanulméanyban 40 CKD-s beteg boncolasaval az agy
neuropatoldgiai rendellenességeit vizsgaltak. Az alanyok tobb mint felénél ischaemids infarktus

alakult ki, amely nagy artéria ateroszklerdzissal és arterioloszklerozissal jart egytitt (111).

crer

crcr

egerek kozott.
A szemet illetden a szaruhartya-, kotOhartya- és retina-meszesedések gyakran

megfigyelheték  hemodializisben részesiild  kronikus  vesebetegeknél — (113)(114).
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Kutatocsoportunk korabbi munkajaban adeninnel indukalt CKD modellben szaruhartya
meszesedést mutatott ki kalcifikaciora hajlamos DBA/2J egerekben, ¢és bizonyitékot talaltunk
arra, hogy a magas foszfat- és kalciumszint Runx2-fiiggé mddon valtja ki a szaruhartya
hamsejtjeinek oszteokondrogén differencialodasat (115). Az itt bemutatott kisérletben C57BL/6
egerekben nem lattunk szaruhartya-meszesedést, de OsteoSense jelet tapasztaltunk a szem
retinalis rész¢bdl, ami gyakoribb volt a CKD csoportban, mint a kontroll csoportban, bar a
kiilonbség nem volt szignifikans.

A 1ép meszesedése ritka, de egy nemrégiben késziilt, tobbkozpontu vizsgalatban
beszamoltak a 1ép meszesedésérdl kalcifikdcios urémids arteriolopatiaval diagnosztizalt
betegeknél (116). Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a CKD nem valtott ki 1ép meszesedést
C57BL/6 egerekben. Az OsteoSense festéssel Osszhangban nem taldltunk emelkedést az

oszteogén markerek mRNS szintjében a CKD egerek agyaban és 1épében.

A kalcifikacio mellett a CKD szdmos egyéb szisztémas szovOdményt is okoz, melyek koziil
kiemelkedd jelentdségli az anémia, mely nagymértékben rontja a CKD betegek életmindségét,
fokozza a betegség progresszidjat és hozzajarul a kardiovaszkularis eredetii, valamint barmely
okra visszavezethetd haldlozashoz.

Disszertaciom masodik felében a CKD-hoz tarsulé anémia kezelésére alkalmazott uj
hatasmechanizmustt PHI, a DPD kalcifikaciora kifejtett hatasat vizsgaltam in vitro érfali
simaizomsejt modellen, valamint az el6zéekben részletesen bemutatott adenin-indukalt CKD
egérmodellben. A DPD a PHI csaladba tartozo gyogyszer, mely a HIF ttvonal aktivacidjan
keresztlil serkenti a szervezet sajat eritropoetin-termelését, fokozza az eritropoézist és a
vasfelszivodast, ez altal korrigalja az anémiat (7). A DPD-t 2020 6ta hasznaljak Japanban, és
2023 6ta az Egyesiilt Allamokban CKD-hoz tarsult anémia kezelésére.

Munkacsoportunk kordbbi munkajaban kimutatta, hogy az adenin-indukalt CKD
egérmodellben anémia alakul ki, mely sikeresen korrigalhato DPD-vel (72). Ugyanakkor azt is
HIF-1 atvonal indukcidjan keresztiill (72). Munkam soran tovabb vizsgalva a DPD pro-
kalcifikacios hatasmechanizmusat megallapitottuk, hogy a DPD in vitro koriilmények kozott
ER stresszt indukal érfali simaizomsejtekben. A kiilonb6zd ER stressz Gtvonalakat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a DPD els6sorban az ER stressz PERK agat aktivalja, melynek
eredményeként fokozddik az ATF4, és a CHOP expresszioja. Az ATF4 kulcsszerepet jatszik a
vaszkularis kalcifikacid6 mechanizmusaban, melynek legdontébb bizonyitéka, hogy

simaizomsejt targetalt ATF4 knock-out egérben CKD koriilmények kozott elmarad a média
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kalcifikacioja (117). Ezzel 6sszhangban all a mi eredményiink is, miszerint ATF4 hidnyaban
elmarad a DPD kalcifikaciot fokozo hatésa.

A DPD kalcifikaciora gyakorolt hatasmechanizmusat tovabb vizsgalva megallapitottuk,
hogy a DPD 15 mg/kg/nap dozisban alkalmazva korrigalja a CKD egerekben kialakult anémiat;
a DPD-vel kezelt egerek hemoglobin és hematokrit szintje a konroll szintjén marad. Korabbi
eredményiinkkel 6sszhangban a DPD fokozta az aorta kalcifikaciot CKD egerekben. Munkank
soran a vese kalcifikaciojat is vizsgaltuk, és az aortahoz hasonldan a kalcifikaci6 fokozodasat
talaltuk DPD-vel kezelt CKD egerekben. A DPD fokozta az oszteokondrogén markerek (Sox9,
Runx2, BMP2, Msx2) ¢és a HIF target gének (Glut-1, VEGFA) mRNS expresszidjat mind az
aortaban, mind a vesében. In vitro eredményeinkhez hasonléan a DPD fokozta az ER stressz
markerek az ATF4, CHOP és GRP78 mRNS expresszidjat aortaban és vesében is.

Osszegezve masodik tanulmanyunkat, a szakirodalmi adatokkal ©sszhangban
megallapitottuk, hogy a DPD alkalmas a CKD-asszocialt anémia korrigalasara. Ugyanakkor
aggalyokat vet fel az, hogy pozitiv hatasa mellett a DPD fokozza az ER stresszt és a CKD
vizsgaltak dializalt vesebetegekben 2,5 éven keresztiil, és azt talaltdk, hogy az anémia sikeres
korrekcioja mellett a betegek negyedénél alakultak ki sulyos kardiovaszkuléris sz6védmények
(Singh AK, 2021. N. Eng. J. Med.). Tovabbi vizsgalatokat igényel annak megallapitasa, hogy
a CKD betegeket érintd kardiovaszkularis szovédmények kialakuldsaban a DPD kalcifikaciot

fokoz6 hatésa szerepet jatszik-e.

8. Konkluziok

Munkénk soran a CKD-asszocialt lagyszoveti kalcifikdcio tanulméanyozasara egy nem
invaziv CKD egérmodellt és a kalcifikaci6 detektalasara alkalmas érzékeny és specifikus
moddszert honositottunk meg. Tovabba vizsgaltuk a DPD pro-kalcifikaciés hatdsanak

molekularis mechanizmuséban az ER stressz szerepét.

A disszertaciot megalapozo két publikalt tanulmany legfontosabb megéllapitasai:
e Az OsteoSense festés hat¢konyan azonositja az aorta kalcifikaciojat a korai szakaszban,
mig a hagyomanyos festési technikak ebben a stddiumban alig mutatnak ki kalcifikaciot.
e Az OsteoSense festéssel kimutathato a vese, a maj, a tiido és a sziv kalcifikacioja CKD

egerekben.
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A CKD nem indukalt kalcifikéciot a 1épben, az agyban, illetve a szemben.

Az OsteoSense pozitivitas korreldciot mutat az oszteokondrogén transzkripcios
faktorok fokozott mRNS expresszidjaval.

A DPD korrigélja az anémiat CKD egerekben.

A DPD fokozza az aorta és vesekalcifikaciot CKD egerekben.

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

A DPD fokozza az ATF4 és CHOP ER stressz markerek expressziojat érfali
simaizomsejtekben.

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

crer
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9. Osszefoglalas

A kronikus vesebetegség vilagszerte novekvo népegészségiigyi probléma, amelyet magas
kardiovaszkuldris mortalitas kisér. A CKD egyik f6 szovédménye a vaszkularis és lagyszoveti
kalcifikaci6, amely aktiv, sejtszinten szabalyozott folyamat, koézponti eleme az érfali
simaizomsejtek oszteokondrogén fenotipusvaltasa.

Munkank egyik célja egy adeninnel és magas foszfattartalmi tappal kivaltott CKD
egérmodell kialakitasa, valamint a kalcifikacidé nem invaziv kimutatasa volt, specifikus
OsteoSense fluoreszcens festék alkalmazasaval. Masik célunk a DPD pro-kalcifikacios
hatasanak hatterében all6 molekularis mechanizmus feltérképezése volt, mely munkaban
hasznaltuk az elézéekben kidolgozott CKD egérmodellt és a kalcifikacio detektalasara
optimalizalt OsteoSense festést.

Az in vivo képalkotasi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az OsteoSense festék alkalmas a
CKD-asszocialt lagyszoveti kalcifikdcid detektdldsara, kiilondsen az aortdban, vesében,
szivben, tiidoben ¢és méjban. A kalcifikalt szovetekben az oszteogén markerek expresszidjanak
fokozodasat is megfigyeltiik.

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

hatasaban.
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10. Summary

CKD is an increasing global public health problem, accompanied by high cardiovascular
mortality. One of the major complications of CKD is vascular and soft tissue calcification, an
active, cell-regulated process in which vascular smooth muscle cells undergo
osteo/chondrogenic transdifferentiation.

One of the aims of our work was to establish a CKD mouse model induced by adenine and
a high-phosphate diet, and to achieve non-invasive detection of calcification using the specific
fluorescent dye OsteoSense. Another goal was to elucidate the molecular mechanisms
underlying the pro-calcific effects of DPD, employing the previously established CKD mouse
model and the optimized OsteoSense-based detection method for calcification. Using in vivo
imaging, we demonstrated that OsteoSense is suitable for detecting CKD-associated soft tissue
calcification, particularly in the aorta, kidney, heart, lung, and liver. In the calcified tissues, we
also observed increased expression of osteogenic markers.

Our findings on DPD showed that DPD effectively prevents the development of anemia in
CKD mice. However, it also has adverse effects, as it enhances calcification. Using in vitro and
in vivo approaches, we identified a central role for the transcription factor ATF4, a key

component of the UPR, in mediating the calcification-promoting effect of DPD.
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