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1. BEVEZETES

Az Egészségligyi Viladgszervezet kimutatdsai alapjan, 2023-ban, vilagszerte, tovabbra
is a sziv- és érrendszeri megbetegedések a feleldsek a legtobb haldlozasért. A betegségcsoport
kialakulasanak hatterében, nagyon gyakran a kardiovaszkularis kalcifikacié all. Egy olyan
komplex betegségrdl van szd, amely egyarant jellemz6 a nagyerekre, aortdkra, arterioldkra és
a szivbillentytiikre, és az esetek tobbségében kronikus veseelégtelenség kiséri.

A valvularis megbetegedések szamos tipusat, a szivbillentylik szoveti matrixat alkoto
sejtek, csontsejtekké torténd differencialédasa okozza. A folyamat progresszidja soran a
szivbillentyllk megvastagodasa, merevsége, elcsontosoddsa figyelhetdé meg, melynek soran
részben vagy teljesen megszlinik nativ funkcidjuk.

A témavalasztasomat az indokolta, hogy a meszesedés patogenezisében szerepet jatszo
fobb jelatviteli titvonalak még nem teljesen ismertek, ezért fontos, hogy minél részletesebben
feltarjuk a betegség mogott allo molekularis bioldgiai mechanizmusokat.

A kutatas célja a kalcifikalt szivbillentylikben lezajlé gyulladds és mineralizacid
kozotti kapcsolatok vizsgélata, 1 szignaltranszdukcios Utvonalak azonositasa, a patologias
mili6 kialakulasaért felelos legfobb koroki tényezok gatlasa kénhidrogént kibocsatdé donor
molekulakkal.

A kutatasi téma fontossagat az adja, hogy a mortalitdsi arany ebben a betegcsoportban
nagyon magas, ¢s jelenleg nem all rendelkezésre, a klinikai gyakorlatban alkalmazott orvosi
kezelés a betegség progresszidjanak megallitasara, vagy a meszesedés visszaforditasara.
Jelenleg az egyetlen megoldas, a meszesedett szivbillentylik helyettesitése, mesterséges pl.
bioprostetikus billentytikkel. Sajnos az intervencié utan 10-15 évvel, a nagy biomechanikai
igénybevétel miatt, a betegek tobbségénél mar ismét megfigyelhetd a billentyli elégtelenség.

Munkédm soran olyan szabalyozési Utvonalat és metabolikus valtozasokat figyeltem
meg a szivbillentyilikben, amelyek a jovében lehetséges tdmadasi célpontokkd valhatnak a
kardiovaszkularis gyogyszerfejlesztés teriiletén.

Hipotéziseim alatdmasztasara és a kisérletek kivitelezéséhez, egészséges szivbillentyli
mintakat gytjtéttiink a Debreceni Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézetébdl. A
szivbillentyli transzplantacion atesett betegekbdl szarmazo, kalcifikalt bioldgiai mintdkat a

Debreceni Egyetem Szivsebészeti Intézete biztositotta szamunkra.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A valvularis kalcifikacio
2.1.1 A valvularis kalcifikacio epidemiologiaja és legfobb riziko faktorai

Az Egészségiigyi Viladgszervezet (World Health Organization, WHO) felmérése
alapjan, napjainkban a sziv- és érrendszeri megbetegedésekben, vildgszerte tobb mint
félmilliard ember érintett, és 2023-ban 20,5 millié halalesetért, azaz, a globalis mortalitas
kozel egyharmadaért feleldsek. A szivbillentyli miitétek leggyakoribb oka a meszes
aortabillentyli betegség (CAVD: Calcific Aortic Valve Disease). A betegség leggyakrabban a
65 év feletti népesség korében fordul eld (2-7%), és gyakori rendellenesség a kronikus
veseelégtelenségben (CKD: Chronic Kidney Disease) és a cukorbetegségben szenveddknél. A
CAVD aranya az elmult 10 évben nétt, és a betegség el6fordulasa a jovoben varhatdan
emelkedni fog. Egy szimulacidos modell eldrejelzése alapjan, a meszes aortabillentytli
betegségben szenvedd idds betegek szama 2050-re tobb mint kétszeresére fog ndvekedni,
mind az Egyesiilt Allamokban, mind pedig Eurépaban. A rutinszerien alkalmazhato,
hatékony, konzervativ terdpia hidnya miatt, tovabbra is a sebészeti beavatkozas az egyetlen
elérhetd lehetdség a CAVD kezelésére. A betegségnek szamos kockézati tényezdje van: az
¢letvitelb6l adodo rizikofaktorok a mozgasszegény életmod, a talzott foszfatbevitel, a
rendszeres alkoholfogyasztds és a dohdnyzis. Az élettani okok kozé tartozik a magas
vérnyomas, a tulsuly, az alacsony silirtiségli lipoprotein emelkedett szintje a vérszérumban, a
diabétesz, az oOregedés ¢és a kronikus vesebetegség. A kornyezeti faktorok kozott a
légszennyezettséget emlithetjiik. Ezek koziil néhany kockazati tényezd (pl. genetika, nemi
identitds, csalddi anamnézia) nem mddosithato, mig masok (pl. a dohanyzis, magas
vérnyomads, a csokkent fizikai aktivitas, alkoholfogyasztds) életmodbeli valtoztatasokkal

megeldzhetdk.

2.1.2 A szivbillentyii kalcifikacié patobiologiaja

A kardiovaszkularis kalcifikacio az egyik leggyakoribb, komplex szivbetegség a fejlett
orszagokban, amely egyarant jellemzd a nagy- és kozepes artéridkra, az aortdkra, a kisebb
arteriolakra és a szivbillentylikre. Kordbban egy passziv, degenerativ, az oregedéssel egyiitt
jar6 folyamatként irtdk le, napjainkra azonban kideriilt, hogy egy dinamikus, sejt és
molekularis szinten egyarant pontosan szabalyozott mechanizmusrdl van sz6. Szamos, stlyos

klinikai szovodménye lehet pl. bal kamrai hipertrofia, szivelégtelenség, szivinfarktus.



Tovabba jellemz6 az endotél sejtréteg integritasanak felszakadasa, plazma lipoproteinek
akkumulacidja, proinflammatorikus sejtek infiltrdcidja a szdvetbe, gyulladast kivaltd
citokinek megndvekedett szintje, az oszteogén transzkripcios faktorok aktivalodasa, majd
ennek kovetkeztében a szivbillentyli szovetre nem jellemzd6, csontspecifikus proteinek
megjelenése, hidroxiapatit kristdlyok képz6dése az extracellularis matrixban, melyek
heterogén elvaltozasokat eredményeznek a szivbillentylik szovetében.

A szisztémas foszfat-kalcium homeosztazis szabalyozasi zavara, a legtobb esetben a
kronikus vesebetegség, a végstadiumu vesebetegség (ESRD: End-Stage Renal Disease), vagy
csontritkulas kialakuldsahoz vezet és szerepet jatszik a CAVD felgyorsult progresszidjaban. A
CAVD-ra jellemz6 a magas morbiditasi és mortalitasi esetszam. Korabban, az oszteoporozist
¢s a fokozott csontreszorpcios aktivitast is Osszefiiggésbe hoztak a CAVD-el, ami szintén arra
utal, hogy a kalcium-foszfat anyagcsere rendellenesség, aktivan részt vesz a patogenezisében.

A CKD-s betegekben a sziv- és érrendszeri kalcifikdcid egyik legpotensebb és
legfontosabb iniciatora a szérum emelkedett foszfat szintje. Régdta ismert tény, hogy a
hiperfoszfatémia, mint fiiggetlen kardiovaszkularis rizikofaktor kapcsolodik a CKD-hez.

A CAVD-ben a szivbillentytit alkoto intersticialis sejtek, csontszerii sejtekké alakulnak
at, ezaltal jelentdsen hozzdjarulnak a szdvetek mineralizacidjdhoz. A vaszkuldris simaizom
sejtekre és a VIC-re jellemz6 specifikus gének, pl. a-SMA aktivitasa csokken. Ezzel
parhuzamosan azon gének expresszidja fokozodik, amelyek részt vesznek az oszteogenezis €s
az oszteo-kondrogén folyamatokban pl. RUNX2 (runt-related transcription factor 2). A
csontokban a RUNX2 egy oszteogén transzkripcios faktor, melyet az oszteoblasztok
(csontsejtek) képzodésének ,,f6 mester regulatoranak” tekintenek azaltal, hogy szabalyozza a
pluripotens mezenchimalis dssejtek éretlen oszteoblasztokka, majd érett oszteoblasztokka és
végiil oszteocitakka torténd differencidlédasat. Transzlokacidja a citoszolbdl a sejtmagba,
elinditja az intersticialis sejtek oszteoblaszt irdny fenotipus valtasat, valaszul az olyan
patologias tényezOkre, mint a magas foszfattartalom. Igy az ektopids mineralizacioban is
fontos szerepet jatsz6 regulacidos fehérje. A kalcifikacid korai szakaszaban, a RUNX2
transzkripcios faktor sejtmagi lokalizacidja eldsegiti az alkalikus foszfataz enzim (ALP:
Alkaline phosphatase) aktivitasanak fokozodasat.

A mineralizdcio késObbi fazisdban fokozddik a csontmatrixra jellemzd gének
aktivitasa, melynek kovetkeztében a szivbillentyli szoveti strukturijara nem jellemzo,
csontspecifikus fehérjék pl. oszteokalcin jelennek meg. Az CAVD-ben szenvedé betegek
sebészileg eltavolitott aorta billentyliiben, gyakran figyelhetd meg disztroéfias mineralizacio,

rendezetlen meszesedési gocokkal. Az explantdlt mintdk 15%-aban azonban jOl szervezett



csontmatrix talalhatd, oszteogén metapldziaval, amely magédban foglalja a laminaris csontot,

oszteocitakkal, oszteoblaszt-szerli sejtekkel, csontveldvel és zsirsejtekkel.

2.2 A kénhidrogén donor molekulik jellemzdi

Az elmult évtizedekben a vegyészmérnokdk, jelentds erdfeszitéseket tettek a H2S-t
tartalmazo donorok szintetizalasara, kutatasi és terapias felhasznalas céljabol. A molekulakat
ugy tervezték, hogy hidrolizissel vagy mas kémiai mechanizmussal szulfidot szabaditsanak
fel. Kisérleti koriilmények kozott, a kénhidrogén bioldgiai rendszerekbe torténd bejuttatasara,
szamos szervetlen szulfidsot alkalmaztak, beleértve a natrium szulfidot (Naz2S-t) és a natrium-
hidrogén-szulfidot (NaSH). Vizes kozegben, feloldodaskor, nagyon gyorsan szabaditjak fel a
szulfidot, amely masodpercek alatt eloszlik. A szervetlen szulfidsok allatkisérletekben torténd
felhasznalasa, gyakran félrevezetd eredményekhez vezethet. Az intravénds vagy
intraperitonedlis injekciok rendkiviil magas, helyi HzS-koncentraciét eredményezhetnek a
beadas helyén, ami toxikus hatasokat valthat ki. Azt is meg kell jegyezni, hogy a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 szulfidsok altaldban kiilonbdzd ardnyu szennyezddéseket
tartalmazhatnak, ami befolyasolhatja a kisérleti eredményeket. Ezért a szervetlen szulfidsok -
bar alkalmasak in vitro kisérletekre - kevésbé elonyodsek in vivo vizsgalatokhoz.

Ebbdl kovetkezden, a figyelem, a szintetikus, szerves, a kénhidrogént lassan
kibocsajté donor molekuldk (példaul GYY4137) tervezése felé fordult, melyek tartds, akar
tobb Oran at tartd H»S kidramlast biztositanak.

Li és munkatarsainak sikeriilt a Lawesson-féle kéntartalmt reagensb6l (2,4-bis(4-
methoxyphenyl) -1,3,2,4-dithiadiphosphetane-2,4-disulfide) és morfolinbol egy 0j generacios,
a szulfidot lassan generalo készitményt (GYY4137) eléallitani. GY'Y4137-bdl protonalodasi
reakcioval, tovabbi analdogokat, példaul AP67-et [(4-methoxyphenyl) pyrrolidin-1-
ylphosphinodithioc acid] és AP72-t [(4-methoxyphenyl) (piperidin-1-yl) phosphinodithioc
acid] lehet eldallitani. Ezek a termékek valdsziniileg ionizacion mennek keresztill, és
fiziologias pH mellett szolubilis sokat képeznek. A biologiai rendszerekben, a stabilabb H2S-
kibocsatd vegyiiletek, mint példaul az AP72, rendkiviil vizoldékonyak, ugyanakkor, a
szulfidsokhoz képest, sokkal lassabban engedik ki a hatéanyagot. Ezeket a kén tartalmu
molekuldkat, in vitro és in vivo vizsgalatokban is hasznaltdk mar, utobbi esetben
intraperitonedlisan juttattdk be a szervezetbe. A sziv- és érrendszeri megbetegedésekben a
kén-tartalmu vegyiiletek, terdpias gyogyszereként wvald, klinikai alkalmazhatosaga,

nagymértékben fligg a 1ézi0k kozelében 1€vo helyspecifikus aktivitdsuktol.



Fontos megjegyezni, hogy a donorok koncentracidja nem egyenld a teljesen
felszabaduld szulfid mennyiségével, és minden lassan hat6 donor molekula, eltérd
szulfidleadd potenciallal rendelkezik. Emellett a kutatok egyre inkabb felismerik, hogy a
kénhidrogént lassan leadd készitmények, valoszinlileg jobban utanozzdk az endogén kén
pufferrendszer hatasait, mivel az oldodasuk sebessége, nem valtja ki a szulfid lokélis

A human gyogyaszatban val6 alkalmazéasok egyik problémaja, az optimalis adagolési
mod megvalasztdsa, mivel a vizsgalatok tobbségében a donorokat intraperitonealisan
alkalmazzak. Tovabba az emberek sziv- és érrendszeri megbetegedései kronikusak, az
allatkisérletek pedig altalaban rovid taviak az emberi alkalmazasokhoz képest. Ez
sziikségessé teszi a kénhidrogén hosszu tavu alkalmazasanak, emberekre gyakorolt hatdsainak
kutatasat, hogy minél hatékonyabb, helyi koncentraciot talaljunk, minimalis toxicitas mellett.
A probléma megoldasa lehet a donor vegyiiletek szerv- vagy szdvetspecifikus modon torténd
adagolésa.

Azonban, intracellularis szinten a hatékony dozisok, a donorok célpontjaitdl fiiggenek.
Kiilonosen a mitokondriumot célz6 donoroknak, mint az AP39-nek 3 nagysagrenddel
kevesebb beadott koncentraciora van sziiksége (10® mol/L) a kedvezd hatas eléréséhez, mint
a citoszolban kibocsato AP72-nek (10° mol/L). Fontos megjegyezni, hogy minden kisérleti
molekulanak, specifikus és sziik terapids tartoméanya van, ami az alkalmazott ddzisok
beallitasatol is fiigg.

Az ilyen koncentraciok tullépése nemcsak a hatas elvesztéséhez, hanem toxicitdshoz is

vezethet.

2.3 A Kkénhidrogén terapias alkalmazasanak lehetéségei a sziv- és érrendszeri

megbetegedésekben

A H2S magas szintje toxikus a bioldgiai rendszerekben, ugyanakkor az alacsony
koncentraciojardl bebizonyosodott, hogy fontos sejtvédd folyamatokat kozvetit.

A kénhidrogénnek szdmos lehetséges funkcidja van a fizioldgids ¢€és a koros
allapotokban, beleértve a CAVD-t is. Nagyon sok ¢lettani folyamatot szabalyoz, melyek
fontosak az érrendszer homeosztazisanak fenntartdsdban, példaul, az oxigénérzékelést, a
gyulladast, az immunmodulaciot és az oxidativ stressz elleni védelmet. Ugyanakkor, a
legjabb vizsgéalatok kimutattak, hogy a csokkent H2S termelés és szdveti koncentracioja,
elOsegiti az érrendszeri rendellenességek kialakuldsat, példaul az érelmeszesedést, az oxidativ

stresszt és a kronikus gyulladasokat.



Korabbi vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a H>S gatolja a vaszkularis
simaizomsejtek és a  szivbillentyli intersticidlis  sejtek  oszteoblaszt  iranyu
transzdifferencialodasat, és ApoE’/ hianyos egerekben is megsziinteti az aorta billentyiik
meszesedését. Tovabba megfigyeltiik, hogy a HoS koncentracidja csokkent a CAVD-ben
szenvedd betegek billentyliszOvetében. Azonositottunk harom kiilonb6z0, meszesedést gatlo
utvonalat, melyeken keresztiil a kénhidrogén kifejti hatasat: a, korlatozza a szervetlen foszfat
noveli a mineralizaciot gatld pirofoszfat szintjét.

Allatmodellben és in vitro kisérletekben, az endogén kénhidrogén szintézis
transzszulfuraciés enzimeinek (CSE és CBS) géncsendesitésével fokozodik a sziv- és
érrendszert érintd meszesedés.

CSE-deficiens egerekben, az endogén H2S képzddés csokkenése eldsegiti az atheroma
képzddést, amit az exogén NaSH kezelés kompenzal. Ezen kiviil, a CSE szabalyozza az
aramlastol fiiggd, vaszkularis remodellinget, az érrendszer predilekcids régidiban. Human
vizsgalatok sordn azt talaltdk, hogy az érrendszeri betegségben szenveddk vérmintdiban,
szignifikansan alacsonyabb volt a kering6 szulfid koncentracioja, az egészséges kontrollokhoz
képest. Tovabba, az is bizonyitott, hogy az alacsonyabb H>S-szintekkel rendelkezd
betegeknél, a revaszkularizaciés mitéteket kovetd 36 hoénapon beliil, a halalozas
valoszinlisége jelentdsen megnott.

Szamos betegség tarsul a mitokondridlis funkciok karosodasaval. A mitokondriumot
célzo H2S donor, az AP39 egy olyan farmakologiai készitmény, melyet elsésorban a
mitokondrium  fiziologidjdnak tanulmanyozéisara fejlesztettek ki, ¢és a kiilonbozo
sejttipusokban javitotta a mitokondrialis bioenergetikat. Ugyanakkor, képes megakadalyozni
a reaktiv oxigéngyokok képzOdését, és megdrzi a mitokondridlis membranok integritast.
Szivtranszplantacié soran, igazoltdk, hogy az AP39 megvédte a szivizomsejteket az
ischaemias-reperfizios sériiléstél, és hasonld hatssal volt a vesegraftokra is. Igy ez a
készitmény, nagyon igéretesnek tlinik, a mitokondrialis funkcié zavaraval jar6 betegségek

kezelésében.



3. CELKITUZESEK

1. Kutatécsoportunk kordbban bizonyitotta, hogy a kénhidrogén gatolja a szivbillentylik
meszesedését, ezért megvizsgaltuk, hogy a gyulladasban is van-e hasonlo hatésa.

2. Vizsgalatainknak egy masik célja volt, hogy feltarjuk a kalcifikacio és a gyulladas kozotti
Osszefiiggéseket.

3. Megfigyeltiik, hogy a H2S gyulladidscsokkentd hatdson keresztiil, lassitja-e az aorta
billentylik meszesedésének progresszidjat.

4. Hipotéziseink igazolasara in vitro, in vivo és ex Vivo kisérleteket terveztiink, szulfidot
felszabaditd donor molekuldk alkalmazéasaval.

5. Szakirodalmi adatok hidnyaban, diagnosztikat terveztiink a biologiailag hozzaférhetd
kénhidrogén, fizioldgias koncentracidjanak vizagdlatdra egészséges ¢és kalcifikalt
szivbillentyiikben.

6. Tanulmanyunk célja volt, hogy felmérje a human egészséges és meszes aortabillentyiikb6l
szarmazo intersticialis sejtek valaszat meszesed6 kornyezetben, proinflammatorikus citokinek
jelenlétében.

7. Célunk volt bemutatni, a H.S-szint szabalyozasat egészséges és CAVD-betegek
aortabillentytiben.

8. Vizsgiltuk az egészséges ¢és meszes szivbillentylilkben végbemend metabolikus
valtozéasokat.

9. Feltételeztiik, hogy a kontrol és a kalcifikalt szivbillentylikben, a kénhidrogén szint
valtozasa Osszefiigg a mitokondriumban lezajlo katabolizmusaval, ezért elemeztik az
oxidaciojaban kulcsszerepet jatsz6 enzimek expresszidjat.

10. Az AP39 egy specifikus, a mitokondriumot célzo szulfid donor, amely javitja a beteg
sejtekben a mitokondrium bioenergetikajat. Megnéztiik, hogy a kordbban vizsgalt
kénhidrogén vegytiletekhez hasonléan van-e antiinflammatorikus €s anti-kalcifikacios hatasa.
11. Az AP39 egy lassu felezési idejli molekula, ezért célunk volt dsszehasonlitani a hatasat, a

H2S-t gyorsan kibocsato donorral.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 A kisérletek soran hasznalt vegyszerek és reagensek

Valamennyi vegyszer analitikai reagens vagy annal jobb mindségli, és a Sigma-
Aldrich-t61 (St Louis, MO, USA) szereztiik be, kivéve azokat, amelyeknél kiilon feltiintettiik a
forgalmaz6 nevét. A B-(4-hidroxi-fenil) -etil-jod-acetamidot (HPE-IAM) a Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA) vasaroltuk. A kisérleteinkben hasznalt szulfid donor
molekulakat - az AP39 [(10-ox0-10-(4-(3-thioxo-3H-1,2-dithiol-5yl) phenoxy)decyl)
triphenylphosphonium bromide] és az AP72 (4 methoxyphenyl) (piperidin-1-yl)
phosphinodithioc acid) - Matthew Whiteman ¢és munkacsoportja szintetizaltak
laboratériumunk szamara. A szulfid torzsoldatokat a kezelések elott frissen készitettiik

fiziologias sooldatban.

4.2 Human szovetmintak feldolgozasa, sejtek izolalasa, tenyésztése

A human, beteg aortabillentyiiket (CAV: Calcific Aortic Valves) 2018 augusztusa ¢és
2021 majusa kozott (58 beteg) az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Regionalis Tudomanyos
¢s Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB), 61538-2/2017/EKU ¢és 5643-2021 szamu
engedélyével gyljtottilk olyan betegek mitéti mintaibol, akiknél stlyos sziikiilettel jaro
CAVD-t diagnosztizaltak, ezért teljes aortabillentyll transzplantacion estek at. A Helszinki
Nyilatkozat alapjan a betegek mfitét eldtt, a szdbeli tajékoztatast kovetden, beleegyezd
nyilatkozatot irtak ala, melyben hozzajarulnak az eltavolitott szerv kutatasi célbdl torténd
felhasznalasahoz. A mintakat az operaciot kovetden, steril PBS (Phosphate-buffered saline)
oldatban, a Debreceni Egyetem Szivsebészeti Intézetétél kaptuk. Az egészséges
aortabillentyliket (HAV: Healthy Aortic Valves) a rendelkezésiinkre 4ll6 informaciok alapjan
sziv- ¢és érrendszeri megbetegedésben nem szenvedett, Ongyilkos vagy traumatikus
események kovetkeztében elhunytak holttestébdl (N=5) szereztilk be a Debreceni Egyetem
Igazsagiigyi Orvostani Intézetének kozremiikodésével, a ETT-TUKEB, 5038-2018 sorszdmon
kiadott engedélyével. A VIC-ket a szivbillentyilik szovetébdl kettes tipusu kollagenaz (600
U/mL1) (Worthington Biochemical Corporation) enzim alkalmazasaval izolaltuk. A mintak
enzimes emésztését 37 °C-on, 45 percig, sejttenyésztd inkubatorban végeztiik. Ezt kovetden a
sejtszuszpenziot sejttenyésztd flaskdba pipettdztuk, majd mdésnap a le nem tapadt sejteket
lemostuk, és friss tapfolyadékban ndvesztettiik tovabb. Minden kisérletiinket 5 kiilonb6zd

donortdl szarmazd sejtekkel végeztikk. Az izoladlashoz ¢és a kezelésekhez magas

crc



Modified Eagle Medium) hasznaltunk, melyet a kisérleti koriilményektdl fiiggéen 10%
aranyban foetalis borjuszérummal (FBS: Fetal bowine serum, Life Technologies, Vienna,
Austria), 100 U/mL penicillinnel, 100 U/mL streptomycinnel, tovabba L-glutaminnal és
natrium piruvattal egészitettiink ki. A sejteket 90%-os konfluencia elérése utan, 2-es
passzazsnal kezeltilk. A szakirodalombdl ismert tény, hogy a fenolok nagy mennyiség
kénhidrogént képesek abszorbedlni a folyadékokbol, ezért a szulfidos kisérleteinket,

fenolvords indikatortdl mentes tapkozegben végeztiik.

4.3 Az allatkisérletek kivitelezése

Az allatokon elvégzett modszerek Osszhangban voltak az emberi kisérletekkel
foglalkozo felelés bizottsagok (intézményi és nemzeti) etikai normaival és a 2008-ban
feliilvizsgalt 1975-6s Helsinki Nyilatkozattal. A jelen tanulmanyban elvégzett allatkisérleteket
az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsiga a DE
MAB/157-5/2010 nyilvantartdsi szamon hagyta jova, kovetve az allatok gondozasara és
felhasznalasara (beleértve a haldszatot is) vonatkoz6 Intézményi és Orszagos Iranyelveket. A
C57BL/6 ApoE™ egercket a Charles River Laboratories International Inc. cégtél vasaroltuk,
¢és a Debreceni Egyetemen specialis, szabalyozott hémérsékletti (24 °C), koérokozomentes
kortilmények kozott tartottuk, az Intézményi Etikai Bizottsdg irdnyelveinek megfelelden. Az
egereket véletlenszerlien négy csoportra osztottuk. Az elsé csoport (N=7) nem zsirdus eledelt
lecseréltiik atherogén diétara (15% zsir, 1,25% koleszterin, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Németorszag), ezaltal indukaltuk az aortabillentyli gyulladast és/vagy a meszesedést. Az
atherogén diétaval parhuzamosan a harmadik csoport allatait intraperitonealisan AP72-vel
(266 mmol/testtomeg kilogramm (ttkg); N=7), mig a negyedik csoportba keriilt kisérleti
allatokat foszfattal pufferelt sooldattal oltottuk, minden masodik napon. 8 héten keresztiil,
minden masodik héten, az Osszes csoportbol néhany egyedet felhasznaltunk, a gyulladdsos
folyamatok in vivo id6beni modellezése céljabol. A mintakat -70 °C-on taroltuk. A
szivbillentyiiket és mas létfontossagl szerveket (sziv, maj, vese, 1¢ép, tiido, aorta), a 8 hetes
kezelés utan kipreparaltuk és fagyasztas utan, -70 °C-on taroltuk. Minden allatot lassan
emelkedd, szabalyozhato, tomoritett CO2 inhalacidés modszerrel altattunk el. A beavatkozasok
alkalmaval, fajdalmat, stresszt nem okoztunk az allatoknak. Az &ltalunk hasznélt do6zisok,
nem eredményeztek pusztulast a kisérleti egyedek kozott. Az atherogén taplalék Osszetétele:

nyers tapanyagok (%): nyersfehérje 19%; nyers zsir 15,2%; nyersrost 3,4%; nyershamu 6,3%;



keményit6 25,6%; cukor 11,2%; adalékanyagok (kilogrammonként): A-vitamin 15 000 NE;
D3-vitamin 1000 NE; E-vitamin 110 mg; K3-vitamin 5 mg; C-vitamin 0 mg; réz 13 mg.

4.4 A kalcifikacié indukalasa, kalciummérés, Alizarin Red S festés

A VIC-ket 80%-os konfluencia elérésekor, 12 lyuku tenyésztdedényben novesztettiik
novekedési médiumban, kalcifikdldo médiumban kiegészitve 2,5 mmol/L szervetlen foszfattal
(Na2HPO4/NaH2PO4 oldat) és 1,8 mmol/L kalcium-kloriddal (CaCly). Egyes kisérletekben a
kezelések soran a kalcifikalo tapkozeget kiegészitettiik 10 umol/L AP72-vel vagy 5 nmol/L
AP39-el, gyulladast kivalt6 10 nmol/L TNF-o vagy IL-1B citokinekkel. Az altalunk
alkalmazott foszfat- és kalcium koncentraciok megfeleléen modellezik a CAVD betegek
vérmintaiban mérhetd szinteket. Az i1dofiiggd kisérleteknél a tenyésztés elsé napjat a 0.
napnak tekintettiik. Az 5. nap utan a sejteket kétszer mostuk foszfat tartalmua séoldattal (PBS,
pH 7.4), majd 0,6 mol/L sésav oldattal dekalcifikaltuk. Ezt kdvetden a sejteket 10 mmol/L-€s

--------

crer

(NaCl; pH 7,2), 1 % Triton X-100, 0,5 % Nonidet P-40 és proteaz gatlo (Complete Mini, F.
Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) tartalmu lizispufferrel szolubilizaltuk, majd a
mintak fehérjetartalmat, BCA (Bicinchoninic Acid: bicinkoninsav) protein assay kit (Pierce,
Rockford, IL, United States) hasznalataval, spektrofotometridas modszerrel mértiik meg. A
modszer lényege, hogy a fehérjék lagos kdzegben redukaljak a Cu®* ionokat Cu* ionokka. A
bicinkoninsav egy nagyon specifikus kromogén reagens, mely a Cu® ionokkal lila szinii
komplexet képez és abszorpcids maximuma 562 nm-en van. A vizsgalt fehérje koncentracioja
aranyos az abszorbancidval. Az Osszegyljtott feliiluszok kalciumtartalmat kvantitativ,
kolorimetrids moddszerrel (QuantiChrom Calcium Assay Kit, Gentaur; 65-DICA-500);
Brussels, Belgium) hataroztuk meg, és a mintak fehérjetartalmara normalizaltuk. A kit-ben
talalhatd egy fenolszulfonftalein festék, amely nagyon stabil kék szinli komplexet képez,
elsdsorban a szabad kalciummal. A komplex jellegzetes elnyelési maximummal rendelkezik
612 nm-en, melynek intenzitdsa egyenesen aranyos a mintaban 1évo kalcium koncentracioval.
A kit hasznalata minimalisra csokkenti az olyan anyagok altal okozott interferenciat, mint a
lipidek, fehérjék és egyéb asvanyi elemek. Az eredményeket ng kalcium/mg fehérje forméaban
abrazoltuk.

Az extracellularis kalcium depozitumok kvalitativ meghatarozasara, az Alizarin Red S festés

az egyik legelterjedtebb metodika. A kisérletek lejarta utan, a PBS-el tortént mosast kovetden,



szobahdmérsékleten, 10 percig 3,7%-o0s paraformaldehid oldattal fixaltuk a sejteket. A fixalas
utan ismét PBS-el tortént mosas kdvetkezett, majd a kalcium kristalyokat, 2%-0s Alizarin Red
S oldattal festettiik, 10 percig, szobahdémérsékleten. A feleslegben maradt festdoldatot, 3
egymast kovetd, desztillalt vizes mosassal tavolitottuk el. A megfestett sejteket Leica DMIL
LED sztere6 mikroszkoppal, Leica DMC4500 kameraval, Leica LAS szoftverrel 4.9.0 és 10x-
es nagyitas alkalmazésaval tettiik lathatova. Minden egyes kisérleti csoportbol 5-5 db képet
készitettiink. A meszesedett (vords szinil) régiokat Imagel szoftverrel értékeltiik ki. A
program alkalmazéasaval, a szineket elvalasztottuk egymastdl, €s csak a vords arnyalatot
tartalmazo képeket hagytuk meg. Végiil meghataroztuk a vords szinre vonatkozd, pixel

denzitas értékeket, és grafikonon abrazoltuk.

4.5 Alkalikus foszfataz enzim kimutatasa

Az alkalikus foszfatdz enzim lathatova tételére, 12 lyuku tenyésztéedényben tenyésztettiik €s
médiumban 6nmagaban, vagy kiegészitve gyulladast kivaltd, 10 nmol/L TNF-a vagy IL-1p
citokinekkel, majd a kisérlet lejarta utan, kétszer PBS-el mostuk 6ket. A festéshez sziikséges
citrat torzsoldat desztillalt vizzel tortént 1:50 aranyu higitasaval citrat oldatot készitettiink,
amelyet acetonnal 2:3 ardnyban elegyitettiink. A citrat-acetonos eleggyel 1 percig fixaltuk a
sejteket, majd gyorsan, legalabb 3 alkalommal mostuk Oket desztillalt vizzel. A festdoldatot
Naphtanol AS-MX - Fast Violet B 1:24 aranya higitasaval készitettik. A keverék
halvanysarga szinli, €s fényérzékeny. A festés sordn a sejteket szobahdmérsékleten, sotétben,
30 percig inkubaltuk a festéoldattal, majd kétszer alaposan mostuk &ket. Az eredmény
vizualizalasara Leica DMIL LED mikroszkopot, Leica DMC4500 kamerat és a Leica LAS
Software 4.9.0 verziojat hasznaltuk. A meszesedett régidkban a fokozott enzim expresszid
lilas szinli festédést mutatott, amit 10x nagyitasu fényképek készitésével dokumentaltunk. A
fotokat Imagel szoftverrel elemeztiik ki a fentebb leirt modon, és a lila szinre vonatkoz6 pixel

denzitas értékeket abrazoltuk.

4.6 Fehérjék analizise Western blot technikaval

A VIC-et 6 lyuka tenyésztéedényben tenyésztettiik és kezeltik, 5 napig magas
kiegészitve 10 umol/L AP72-vel vagy 5 nmol/L AP39-el vagy gyulladast kivalto, 10 nmol/L
TNF-a vagy IL-1p citokinekkel. A kisérletek lejarta utin PBS-ben tortént mosast kovetden,

szolubilizaltuk és meghataroztuk a mintdk fehérjetartalmat a fentebb leirt modon. A kisérletek



végén citoplazma ¢€s sejtmag frakciot, vagy teljes sejtlizatumot hasznaltunk a vizsgalatokhoz.
A lizatumokat centrifugaltuk 10 percig, 12000 rpm-el, majd B-merkaptoetanolt tartalmazo
natrium dodecil szulfat (SDS) oldatban, 95 °C-on, 10 percig denaturaltuk. Mindegyik
mintabol legalabb 10 vagy 20 pg proteint vittiink fel 10%-os natrium dodecil szulfat-
poliakrilamid gélre (SDS-PAGE). A human egészséges ¢€s kalcifikalt szovetekbdl kozelitdleg
10-15 mm nagysagu darabokat metszettiink le, majd folyékony nitrogén alatt, dérzsmozsarban
elporitottuk. A gélelektroforézishez ebben az esetben 40 pg fehérjemintdt hasznaltunk. A
futtatas 100 V fesziiltséggel tortént. Ezt kovetden a gélbe kertlt fehérjéket, 0,45 um porus
méretli nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A blottolast 100 V fesziiltséggel, 75 percig
végeztik. A kdvetkezO 1épésben, legaldbb kétszer, dvatosan mostuk a membranokat TBS-T
(0,1% Tween-20-al kiegészitett Tris pufferelt sdoldat) mosopufferben. A blokkolas soran a
nem specifikus antitest kotOhelyek elfedéséhez, 6%-0s tejporban, 4°C-on, 1 oran at, egy
billegtetdn inkubaltuk a membranokat. Az blokkolas utdn ismét TBS-T-vel tortént mosas
kovetkezett. A mosas utdn a membranokat, 16 6ran at, 4 °C-on, billegteton az alabbi
elsédleges antitestekkel inkubaltuk: anti-huméan TNF-o (Thermo Fisher Scientific; PAS-
19810; 400 ng/mL), anti-human IL-1p (Invitrogen; 17 h18116; 400 ng/mL), anti-human ALP
(Abcam; ab65834; 1000 ng/mL), anti-human CSE (Proteintech Group; 12217-1-AP; 1000
ng/mL), anti-human SO (Thermo Fisher Scientific; PA5-21705; 1 mg/mL), anti-human
ETHE1 Thermo Fisher Scientific; PA5-56040; 0,30 mg/mL), anti-human SQR (Proteintech
Group; 17256-1-AP; 550 pg/mL), anti-human TST (Abcam; ab166625; 0,08 mg/mL), anti-
human CBS (Proteintech Group; 14787-1-AP; 700 pg/mL), anti-human RUNX2 (Proteintech;
20700-1-AP; 60 ng/mL) nyulban termeltetett anti-human NF-xB (Cell Signaling Technology;
D14E12; 400 ng/mL). Az antitesteket 1%-os tejporban, 1:500 aranyban higitottuk. A 16 6ra
eltelte utdin a membranokat alaposan atmostuk TBS-T oldattal. Ezt kvetden 1 6ran keresztiil,
billegteton, 4 °C-on, torma peroxidazzal (HRP: Horseradish peroxidase) konjugalt anti-nyul
(GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA, NA934, 1:15000 higitasban) vagy anti-
egér (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA, NA931, 1:15000 higitasban) 1gG
masodlagos antitesteket hasznaltunk a membranok inkubalasara. Az 1 ora lejarta utdn, a
membranokat 3-szor 10 percen at mostuk TBS-T-vel. A kialakult antigén-antitest
komplexeket torma-peroxidaz kemilumineszcencias detektalo rendszerrel (Amersham
Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA; RPN2109) sotét szobaban, rontgen filmen tettiik
lathatova. A jelek el6hivasa utdn a membranokrol eltdvolitottuk a korabban bekotddott
antitesteket ¢s ismét 6%-0s tejpor oldatban blokkoltuk, majd anti-human glicerinaldehid-3-
foszfat-dehidrogenaz antitesttel (GAPDH) (Cat no. N13300-221, Novus Biologicals, LLC,



Littleton, CO, USA) 1:1000 higitasban inkubaltuk. A masodlagos antitestet ebben az esetben
is 1:15000 higitasban hasznaltuk. Az eredmények lathatova tétele a fentebb emlitett modon
tortént. A GAPDH, mint haztartdsi fehérje el6hivasaval, igazoltuk, hogy minden egyes
mintabol, egységes fehérjemennyiséget vittiink fel az SDS-PAGE gélekre a futtatas soran. Az
eléhivott rontgen filmeket a szkennelés utan Imagel Fiji szoftver alkalmazasaval, minden
esetben denzitometraltuk és a kapott értékeket a GAPDH denzitasi értékeire normalizaltuk. A
sejtmagi frakciok vizsgalatanal, haztartasi fehérjeként a Lamin B1 (Proteintech, 12987-1-AP;
55ug/150ul) antitestet hasznaltuk €s a normalizalasokat is erre végeztiik. A kapott relativ

denzitasi eredményeket grafikonon abrazoltuk.

4.7 Immunfluoreszcens festés

A VIC-et 24 lyuka tenyésztéedénybe helyezett, 12 mm atmérdji feddlemezeken
médiumban 6nmagaban, vagy kiegészitve 20 umol/L AP72-vel vagy 5 nmol/L AP39-el. A
kénhidrogént kibocsatd donor molekulakkal torténd kezeléseknél, minden esetben fenolvords
indikatortol mentes tapfolyadékot hasznaltunk. A festési protokoll minden egyes Iépése
kozott, legalabb haromszor PBS-el mostuk a korongokat. A kezelési id6 letelte utan a sejteket,
a haromszori mosast kovetden 3,7%-0s formalinnal, szobahdmérsékleten, 15 percig fixaltuk.
A kovetkez6 1épésben 0,3%-0s Triton X-100 oldattal permeabilizaltuk a sejteket, igy fokoztuk
a membranok atjarhatosagat az antitestek szdmara. Az aspecifikus kotohelyek lefedése miatt,
a permeabilizalas utan szobahdmérsékleten, 1 6ran at, 10%-os kecskeszérummal blokkoltuk a
korongokat. A blokkolast kovetden, elsédleges antitestként, 1:500 higitasban, egérben
termeltetett anti-human TNF-a-t (Santa Cruz; sc-52746; 100 pug/mL) és nytlban termeltetett
anti-human IL-1p-t (Invitrogen; 17h18116; 400 ng/mL) hasznaltuk a VIC-ben expresszalodo
TNF-a és az IL-1p kimutatasara. A TNF-a antitestet kecskében termeltetett anti-egér Alexa
Fluor 488 fluoroforral jelolt IGg antitesttel (Thermo Fisher Scientific; A11004), az IL-1p-t
pedig kecskében termeltetett anti-nyul Alexa Fluor 488 fluoroforral kojugalt IGg antitesttel
(Thermo Fisher Scientific; A11070 sotétben) tettiik 1athatova. Minden mésodlagos antitestet
1:500 higitasban hasznaltunk, és a feddlemezeket szobahdmérsékleten, 1 oran at, sotétben,
billegtetdn inkubaltuk. A hidroxiapatit kristalyokat [VISense Osteo 680 fluoreszcens probaval
(OsteoSense; PerkinElmer; NEV10020EX) festettiik. A sejtmagok megfestését Hoechst
33258-al végeztik. Az NF-kB transzkripciés faktor nukledris transzlokéaciojanak
feltérképezésére, elsddleges antitestként nyulban termeltetett anti-human NF-xkB-t (Cell

Signalling Technology; D14E12; 400 ng/mL) hasznaltunk, szintén 1:500 higitasban. A



jelolésre masodlagos antitestként, 1:500 higitasban, kecskében termeltetett, anti-nytl Alexa
Fluor 488 fluorofort valasztottunk. A festéseket Leica TCS SP8 STED-CW (Stimulated
Emission Depletion-Continuous Wave: stimulalt emisszio kioltas) szuperfelbontasi
fluoreszcens nanoszkopidval (Leica Microsystem Mannheim, Németorszag) fotoztuk. A
rendszer 3 db folyamatos hullamu gerjesztd 1ézerrel (CW: folyamatos hullamu) (488, 532,
638 nm), tovabba egy szintén folyamatos hullamu 660 nm-es kiolto 1ézerrel rendelkezik. A
képeket Leica Application Software X programmal készitettiik, a Huygens Professional
(Scientific Volume Imaging B.V., Hilversum, Hollandia) szoftverrel pedig dekonvolvaltuk. A
kiértékeléseket, Image) Fuji szoftverrel végeztiik. Meghataroztuk az egyes fehérjék
szinintenzitdsat, tovabba a sejtmag frakciok esetében a transzkripcidos faktorok
kolokalizaciojat. A szindrnyalatok szézalékos teriileti aranyat grafikonon abrazoltuk. Az
immunfluoreszcens festések (nukleusz, osteosense, IL-1B és TNF-a) kiilonallo képeit az

antitest kontrollokkal egyiitt a 3. kiegészité abran mutatjuk.

4.8 Nuklearis és citoplazmatikus fehérje extrakcio

crer

novekedési médiumban, kalcifikdldé médiumban 6nmagaban, vagy kiegészitve 10 pmol/L
AP72-vel. A kénhidrogént kibocsatdo donor molekuldval torténd kezeléseknél, minden esetben
fenolvords indikatortol mentes tapfolyadékot hasznaltunk. A kisérletek lejarta utdn a
tapfolyadékot eltavolitottuk €s a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd sejtkaparoval 2 ml-es
centrifugacsovekbe gylijtottiik. A pelletekhez jéghideg, hipotonias, citoplazmatikus
lizispuffert (20 mmol/L Tris-HCI pH 8,0, 100 mmol/L NaCl, 300 mmol/L szacharoz, 3
mmol/L MgCly, és proteaz inhibitor oldata) adtunk hozza. A sejtszuszpenziokat 15 percig,
jégen inkubaltuk. Centrifugalas (8000 x g, 4 °C-on 15 percig) utan a feliiluszot, ami a
citoplazmatikus fehérjefrakciot tartalmazta, 1,5 mL-es centrifugacsovekbe 6sszegylijtottiik. A
megmaradt pelleteket kétszer mostuk PBS-sel, és jéghideg nukleéris extrakcios pufferben (20
mmol/L Tris—HCI1 pH 8,0, 300 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA pH 8,0 és proteaz inhibitor
oldata) tjra szuszpendaltuk, amit egy 27-es tiivel ellatott fecskenddvel végeztiink. Végiil a
lizatumot 8000 x g-vel, 4 °C-on 20 percig centrifugaltuk. A kapott feliiliszo tartalmazta a

crer



4.9 A kénhidrogén szintek meghatirozisa sejtlizitumokbél médositott metilénkék

modszerrel

A szulfidszinteket cink precipitacidos modszerrel mértiik meg, melyet eldszor Gilboa és Garber
dolgoztak ki, majd A. D. Ang és munkatarsai moédositottak. A sejtlizatumokhoz (50 pl)
hidroxidot, és szobahOmérsékleten, 60 percig, asztali keverteton inkubaltuk, hogy
csapadékképzéssel a mintdkban 1évd szulfidot elvalasszuk az egyéb kromoforoktdl. Az
inkubacios id6 letelte utan a képzoédott cink-szulfid csapadékot, 2000 x g-vel, 5 percig
centrifugaltuk. A feliiliszo6t ezutan eltavolitottuk, és a visszamaradt pelletet, intenziv
vortexelés kdzben, 1 ml desztillalt vizzel mostuk. A kdvetkezd 1épésben ismét 2000 x g-vel,
szobahémérsékleten, 5 percig centrifugdltuk a mintakat. A feliiliszot dvatosan ledntottik, és a
pelletet 160 pl desztillalt vizzel feloldottuk, majd 40 uL eldre 6sszekevert festék oldattal (20
pul 20 mmol/L dimetil-p-fenilén-diamin-dihidroklorid (NNDP) feloldva 7,2 mol/L-es
1,2 mol/L HCl-ban) inkubaltuk. A folyamat soran, a szulfid reagal az NNDP-al, mely reakciot
az FeCl3 katalizalja és metilénkék keletkezik. Az inkubacid sotétben tortént, melynek soran 1
mol/L szulfidbodl, 1 mol/L metilénkék képzodott. 10 perc elteltével a keletkezett metilénkék
karakterisztikus elnyelési hullamhosszat 667 nm-en, spektrofotométerrel (Beckman DU-800)
hataroztuk meg. A pontos szulfid koncentraciokat eldzetesen felvett kalibracios egyenes és a
metilénkék extinkcids koefficiensének (30 200 M lcm™) segitségével szamitottuk ki. Az
eredményeket a mintdk fehérjetartalmara normalizaltuk, és umol/L Osszes kénhidrogén/mg

fehérje értékben abrazoltuk.

4.10 A biolégiailag hozzaférheté H2S detektalasa LC-MS/MS technikaval

A mérések az Orszagos Onkoldgiai Intézetben Budapesten torténtek és az Akaike és
munkatarsai altal kidolgozott mddszeren alapul az alabbiak szerint: a kriogén modon poritott
egészséges és kalcifikalt human szivbillentyii szovetet 5 mmol/L B-(4-hidroxi-fenil)-etil-jod-
acetamidot (HPE-IAM) tartalmazo jéghideg metanolban szuszpendaltak és alkilaltak. Az
egyes elokészitési 1épések kozott a mintakat folyamatosan jégen tartottak. A szonikalas utan a
derivatizalast 37 °C-on, 20 percig végezték, majd a mintdkat 14 000 x g-vel 4 °C-on, 10
percig centrifugaltdk. 100 pl feliilaszokat megsavanyitottdk 5 pl 10%-os hangyasavval, és az
injekcio beadasa el6tt 0,1%-0s FA/H20-val a kétszeresére higitottak. A szoveti pelleteket 1%-
0s SDS/PBS-ben feloldottak, ultrahanggal kezelték, és a fehérjetartalmat BCA vizsgalattal



meghataroztak. A  folyadékkromatografias-tandem tomegspektrometrias (LC-MS/MS)
méréseket Thermo Q-Exactive Focus Orbitrap tomegspektrométerrel végezték, amely egy
Thermo Vanquish UHPLC-hez (ultra-nagy teljesitményti folyadékkromatograf) wvolt
kapcsolva. A derivatizalt analitokat Phenomenex Kinetex C18 (50 % 2,1 mm, 2,6 um belso
atmérdjli) oszlopon, 0,1% FA/H20 (A) és 0,1% FA/MeOH (B) eluensekkel valasztottak el. A
linearis gradiens elucio alkalmazasaval, a B eluens ardnyat 15 perc alatt a kezdeti 5%-rol
95%-ra novelték, majd 2 perc alatt fokozatosan csokkentették 5%-ra, €s ott tartottak 3 percig a
kovetkezd injekcido beaddsaig. A kolonna hémérséklete 30 °C, az aramlasi sebesség 0,3
ml/perc, az injektalasi térfogat 5 pul volt. Az alkilezett szulfid termékek MS/MS detektalasa
pozitiv ionizaciés modban tortént. Mennyiségiiket egy kivalasztott molekulaion egy
specifikus fragmensének vizsgalataval hataroztdk meg. A 389 m/z értékli prekurzor ion 252
m/z értékli fragmentumanak kimutatdsara nagyobb energidju litkozési disszociaciot (HCD:

Higher Energy Collision Dissociation) alkalmaztak.

4.11 Kisérleti egységek

Az ,N” az egyes csoportokban hasznalt szovetmintdk vagy a kisérleti allatok szamat
mutatja. Az ,,n” az egymastodl fiiggetlen kisérletek ismétléseinek szamat jeloli, melyekbdl az

eredmények szdrmaznak.

4.12 Statisztikai elemzés

Az intersticidlis sejteken végzett kisérletekbdl szarmazo adatokat GraphPad Prism
5.02 statisztikai szoftverrel (GraphPad Software Inc., 7825 Fay Avenue, Suite 230 La Jolla,
CA 92037) elemeztiik. A diagramokon feltiintetett statisztikai eredmények, legaldbb ot,
egymastol fliggetlen kisérletbdl szarmazo adatok atlaganak standard hibajat jeloli. Minden
statisztikai adatot atlag + SEM értékkel adtunk meg. Két adatcsoport dsszehasonlitisa esetén
Student-féle t-probat, kettonél tobb, megegyezO szorasu, normalis eloszlasi adatcsoport
Osszehasonlitdsanal egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA) végeztiink,
kiegészitve Bonferroni tobbszords Osszehasonlitdsi utd teszttel (post hoc). Az dabrak
jelmagyarazatai jelzik a szignifikans eltéréseket a kiilonb6zd p-értékek szerint: * (p<0,05), **
(p<0,01), *** (p<0,001). A p<0,05 értek szignifikans volt. Az ns. jelzés a nem szignifikans

eredményekre utal.



5. EREDMENYEK

5.1 A human kalcifikalt aortabillentyiikben a gyulladast kivalto citokinek expresszidja
megemelkedik

A vizsgalatainkban szereplé6 CAV mintdk olyan betegekbdl szarmaztak, akiknél sulyos
billentyl elégteleséget diagnosztizaltak, ezért teljes aortabillentyli cserén estek at. A gyulladas
kimutatasara a meszesedett aortabillentyiiket megfestettiik proinflammatorikus citokinekre,
IL-1B-ra és TNF-a-ra. A kontrol festések kivitelezéséhez hasznalt egészséges
aortabillentyliket (HAV), a rendelkezésiinkre all6 informécidk szerint, sziv- és érrendszeri
megbetegségekben nem szenvedd, Ongyilkossdgi vagy traumatikus eseményekben
elhunytakbol kaptuk. Az ilyen esetekben, fontos volt a billentylik legkevesebb 20 oran beliili
eltavolitasa az elhunytak testébdl. A CAV allapotban a von Kossa intenziv festddése sulyos
billentytimeszesedést mutatott. A kalcifikalt mintdkban a mineralizaciot, az 1L-1f és a TNF-a
fokozott expresszioja kovette az egészséges kontrolokhoz képest. A Western blot analizis
soran is kimutattuk, hogy a gyulladast eldsegit6 citokinek szintje szignifikansan magasabb a
CAV-ban, mint a HAV-ban. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a korabban feltart

megfigyelésekkel, hogy a gyulladas és a meszesedés a CAVD egyik fontos jellegzetessége.

5.2 Az exogén moédon beadott H2S gatolja a gyulladas kialakulasat apolipoprotein E-
hidnyos egerek (ApoE™) aortabillentyiiiben

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy a kénhidrogén, zsirdis diétaval etetett, ApoE™
egerekben megakadalyozta az aortabillentylik meszesedését. Megvizsgaltuk, hogy a hasonld
koriilmények kozott, zsirban gazdag diétan tartott, ApPOE” egerek aortabillentyiiiben a
kialakult gyulladasat is befolyasolja-e a H.S. Kisérleteinkben az AP72-t, egy lassu felezési
ideji, szulfidot kibocsato donor vegyiiletet alkalmaztunk, amelyrél kutatocsoportunk
korabban bemutatta, hogy a human szivbillentyiik mineralizaci¢jat er6sen gatolja. Az AP72
szulfid tartalmi vegyiiletet a kisérletbe vont egerekbe, kétnaponta, intraperitonealis
modszerrel, 266 mmol/ttkg dozisban juttattuk be. Az eredményeink alapjan, a vizsgalt
kénhidrogén vegyiilet szignifikdnsan gatolta az aortabillentyiitk megvastagodasat ¢s az IL-1]
¢s TNF-o gyulladasos citokinek expresszidjat. Hasonldéan a human CAV-hoz, a magas
zsirtartalma étrenddel taplalt ApoE” egerek aortabillentytiiben, az IL-1B-re és TNF-a-ra
pozitiv festddést mutato intersticialis sejtek szama joval Kifejezettebb volt a kontrol egerekhez
képest. Azonban, az AP72-kezelés jelentésen csokkentette mind az IL-1f, mind a TNF-a

expressziojat magas zsirtartalmu étrenddel taplalt ApoE™ egerek aortabillentyii szovetében.



Hasonlé eredményeket figyeltiink meg ex vivo kisérleti koriilmények kozott is. ApoE” egerek
billentytliib6l 2 mm-es szovetdarabkakat metszettiink le, €s tenyésztettiink, majd a meszesedés
kivaltasara nagy foszfat-expoziciot alkalmaztunk. Jol 1athatd, hogy az Alizarin Red S festés az

AP72-vel kezelt billentyli intersticialis sejtek meszesedését szignifikdnsan csokkentette.

5.3 Az endogén H2S termelés csokkenése fokozza a nagy koncentracioju foszfat altal

kivaltott gyulladast a human szivbillentyii intersticialis sejtekben

aortabillenty(ib6l szarmazo intersticialis sejtekben is jelentés meszesedés alakult Ki. Tovabba
megfigyeltiik, hogy a magas foszfat expozicionak kitett human VIC-ben, az IL-1p, és a TNF-
a gyulladast eldsegitd citokinek, mind transzlacios szinten és transzkripcids szinten egyarant
erdsen indukalddott. A sejtek AP72-vel tortént kezelését kovetden, szignifikdnsan csdkkent az
extracellularis matrixban a kalcium depozitumok felhalmozodésa, ami egyiitt jart a gyulladast
eldsegitd citokinek indukciojanak csokkenésével. Munkacsoportunk korabban megfigyelte,
hogy a CSE és a CBS - a fiziologias kénhidrogén képzdodéséért felelds legfobb enzimek -
expressziojanak csokkenésével, az endogén H,S termelddése is mérséklodik, amely eldsegiti a
VIC-ek meszesedését. Igy az endogén H,S gyulladasgatlé hatisdnak tesztelésére, a CSE és a
CBS gének miikodésének gatlasaval kisérleteket végeztiink. Eredményeink az mutattak, hogy
a magas foszfat expozicionak kitett VIC-ben, a CSE és a CBS gének specifikus, kis
interferald RNS-kel tortént kettds géncsendesitése, nagymértékben fokozta az IL-1B és a
TNF-a gyulladast kivalto citokinek expresszidjat. Kisérleteink alapjan arra kovetkeztettiink,

hogy kalcifikacids koriilmények kozott, a kénhidrogén a gyulladas progresszidjat szabalyozza.

5.4 A H2S akadalyozza a gyulladasos folyamatok progressziojat az NF-kB aktivitas

gatlasan keresztiil

Jol ismert, hogy az NF-kB transzkripcios faktor szabalyozza a gyulladast elinditd
kivaltoé citokinek, mint példaul az IL-1B és a TNF-a expresszioi kovetnek. Korabban mas
munkacsoportok bizonyitottak, hogy a H>S képes az NF-kB transzszulfuralasara, ami a
befolyasolja-e az NF-kB aktivalodasat meszesedést kivaltd tapkdzegben tartott sejtekben. Az
immunfluoreszcens festések konfokalis mikroszkopos kiértékelése azt mutatta, hogy az NF-

kB a novekedési médiumban tenyésztett szivbillentyli intersticidlis sejtek citoplazmajaban



crer

talalhato. A sejtek foszfatexpozicidja azonban kivaltotta az NF-«kB transzlokacidjat a
citoplazmabol a sejtmagba. Az AP72-vel végzett kezelés azonban megakadalyozta az NF-kB
megjelenését a meszesedést kivaltd médiumban tartott VIC-ek sejtmagjaban. Az
immunfluoreszcens festések eredményeinek megerésitésére a VIC-ek citoplazma és sejtmag
frakcioit Western blot analizissel is megvizsgaltuk NF-kB-ra. Eredményeink azt mutattak,
hogy az NF-«xB a sejtmagban a foszfat expozicié hatasara jelent meg, mig szintje csokkent a
citoplazmatikus frakcioban. Fontos megfigyelés volt, hogy transzlacids szinten is igazolni

tudtuk, hogy a nagy koncentracioji foszfatnak kitett VIC-ben, az AP72 kezelés szignifikansan

crer

erer

szivbillentyii intersticialis sejtek mineralizaciojat

A RUNX2 az oszteogén folyamatok kulcsfontossaghi transzkripcios faktora, amely a
vaszkularis simaizomsejtek és a szivbillentyll intersticialis sejtjeinek korai oszteoblaszt iranya
transzdifferencialodasat szabalyozza. Kivancsiak voltunk, hogy meszesedét kivaltd
koriilmények kozott, van-e kapcsolat az NF-kB és a RUNX2 transzkripcids faktorok kozott
human VIC-ben. A kisérletek tervezése soran, human VIC-et tenyésztettiink kalcifikacios
tapkozegben, ahol az NF-kB gén aktivitasat géncsendesitéssel csokkentettiik. Amint az
varhat6 volt, a nagy foszfat expozicio hatasara a RUNX2 szintje jelentdsen megemelkedett a
sejtmagban. Az NF-«B specifikus siRNS-el tortént géncsedesitését kovetden azt tapasztaltuk,
hogy nagymértékben csokkentette a RUNX2 nukledris transzlokaciojat. Ennek a
megfigyelésnek a megerdsitésére az NF-kB aktivitdsat egy masik utvonalon, farmakoldgiai
inhibitor (SC75741) alkalmazaséaval is legatoltuk. Az eredmények egyértelmlien mutatjak,
hogy a sejtek kezelése az SC75741 szintetikus NF-kB inhibitorral szignifikansan csékkentette
mind az NF-kB gyulladast szabalyozo transzkripcids faktor, mind a RUNX2 kalcifikaciot
szabalyozd transzkripcios faktor megjelenését a nukleuszban. Annak érdekében, hogy tovabbi
megerdsitést kapjunk arra vonatkozéan, hogy a VIC-k gyulladasos folyamata szabalyozza az
NF-kB-n keresztiil a mineralizaciot, a sejteket ismét meszesedést kivaltdé médiumban
tenyésztettiink, ahol az NF-xkB gént ujra elcsendesitettiik, és kovettik a kalcium
felhalmozodasat az extracellularis matrixban. Fontos, hogy a meszesedést kivaltd milidben
novesztett sejtek extracellularis matrixdban, az NF-kB gén aktivitdsdnak csokkentése gatolta a

kalcium depozitumok felhalmozodasat.



5.6 ApoE™ egerek szivbillentyii intersticialis sejtjeiben a kalcifikacié soran, az NF-kB és
a RUNX2 fokozott expresszioja ¢és nuklearis kolokalizacioja kovetkezik be — a

kénhidrogén mindkét folyamatot gatolja

A nagy zsirtartalmi étrenden tartott ApPoE” egerekben kialakul a szivbillentyiik
meszesedése. Munkacsoportunk korabban a CAVD-ben kimutatta, hogy a szivbillentyiik
meszesedése, sulyos gyulladassal jar egyiitt. Mivel in vitro kisérleteinkben a H2S gatolta mind
kB-fiiggének bizonyult, megvizsgaltuk a lokalizaciojukat a zsirdus étrenden tartott ApoE”
egerek aortabillentyliiben. A kénhidrogén szabalyozé hatasat, intraperitonealisan beadott
AP72 donor molekulaval modelleztik. Amint azt a kettds immunhisztokémiai festések
mutatjak, az atherogén étrenden tartott ApoE” egerek aortabillentyiiiben az NF-kB és a
RUNX2 expresszidja a 8. héten volt a legnagyobb. A kisérleti allatok AP72-vel valo kezelése
szignifikansan gyengébb festddést eredményezett mind az NF-kB, mind a RUNX2 esetében
az aortabillentyiik szovetében. Konfokalis mikroszkdpos vizsgalattal kimutattuk, hogy az NF-
kB és RUNX2 transzkripcids faktorok, a 4. héten féleg a sejtek perinukledris teriiletén
lokalizalédtak, majd 8. héten mar transzlokalodtak a nukleuszba. A STED nanoszkopia
alkalmazasa a szivbillentylimintdkon azt mutatta, hogy az NF-xB és a RUNX2
kolokalizalodott a sejtek perinuklearis régioiban és a sejtmagokban (a kolokalizacids arany:
60,75% + 7%). A zsirdis étrenden tartott ApoE”" egerek AP72-vel tortént kezelése, jelentésen

csokkentette az NF-kB és RUNX2 sejtmagban valo megjelenését.

5.7 A CAVD-ben az emelkedett CSE szint és az alacsony bioldgiailag hozzaférheto H2S

szint egyiitt jar a proinflammatorikus citokinek fokozott expresszidjaval

Ismert tény, hogy a CAVD egy gyulladasos betegség ¢és a H2S pedig szabalyozza a
vaszkularis meszesedést, ezért megvizsgaltuk a proinflammatérikus citokinek és a CSE
expresszidjat a human aortabillentytikben. Az aortabillentytli cserén atesett, sulyos CAVD-el
diagnosztizalt betegek szivbillentyliit megfestettiik IL-1p és TNF-o gyulladast eldsegitd
citokinekre, valamint CSE-ra. A kontroll mintakhoz egészséges aortabillentytliket kaptunk
ongyilkossdgi vagy traumatikus eseményekben elhunytakbol, és a rendelkezésiinkre alld
informaciok alapjan, sziv- és érrendszeri betegségekben nem szenvedtek. A kalcifikaciot az
IL-18 és a TNF-a proinflammatorikus citokinek fokozott expresszidja kisérte a meszes
aortabillentylikben (CAV). Megfigyeltik, hogy a CAVD-el diagnosztizalt betegek

aortabillentyliiben a CSE-expresszio szignifikansan megemelkedett az egészségesekhez



képest. Mivel a CAVD-betegek aortabillentyiiiben emelkedett CSE-szintet talaltunk,
megmértiik a biologiailag hozzaférheté H,S-szinteket a CAVD-betegekbol és az egészséges
egyénekbdl szarmazd  szivbillentyli szovetekben. A vizsgalatok  kivitelezéséhez
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (LC-MS/MS) moédszerét alkalmaztuk.
Meglep6 moédon a CAVD-betegek aortabillentyli szovetében jelentésen alacsonyabb volt a

biologiailag hozzaférheté HoS-szint, mint a HAV-szovetekben.

A CSE mellett a CBS egy masik enzim, amely katalizalja az endogén kénhidrogén
bioszintézisét. Emiatt megvizsgaltuk a CBS expressziojat human egészséges ¢és meszesedett
aortabillentylikben. Az immunhisztokémiai és Western blot elemzések egyértelmiien azt

mutattak, hogy a CBS-szint nem valtozott a CAV-ben a HAV-hez képest.
5.8 A VIC sejtek mineralizacidja és gyulladasos valasza magas foszfatkoncentraciora

A VIC sejtek mineralizacidos potencialjanak és a meszesedést kivaltd ingerekre adott
gyulladasos valaszanak felmérésére a HAV és CAV szovetekbdl izolalt intersticialis sejteket
irany fenotipus valtasat. A CAVD-ben szenvedd betegekbdl szarmazd VIC sejtekben a
tulzott foszfat expozicid robusztus valaszt valtott ki, ami a kalcium extracellularis matrixban
torténd felhalmozodasaban és a gyulladast kivalto citokinek, az IL-1p és a TNF-a emelkedett
szintjében tiikkrozodik. Az egészséges donoroktdl szarmazd VIC sejtekben szignifikansan
kevesebb kalciumlerakodast és alacsonyabb IL-1p és TNF-o expressziot figyeltiink meg, mint
a CAVD betegekbdl szarmazo sejteknél. Megvizsgaltuk a sejtes véalaszokat az egészséges
emberekbdl szarmazo VIC sejtekben, amelyeket kalcifikaciot kivaltd tapkozegben
tenyésztettiink, 0sszehasonlitva a ndvekedési médiumban tartott sejtekkel. Figyelembe kell
venni, hogy a jobb oldali panelek y tengelyein 1év6 értékek 1ényegesen alacsonyabbak, mint a
bal oldali paneleken 1év6k. Amint a jobb oldali paneleken lathato, a nagy foszfat koncentracio
eredményeként fokozodott a meszesedés, valamint az IL-1p és a TNF-a szintje IS
megemelkedett a HAV szovetekbdl szarmazo VIC sejtekben, mig a névekedési médiumban

tartott sejtekben a kalcifikacios és a gyulladasos valasz nem aktivalodott.

5.9 A proinflammatorikus citokinek fokozzak a CAVD betegekbél szarmazo VIC sejtek

mineralizacidjat

A proinflammatorikus citokinek koézponti szerepet jatszanak a CAVD kialakulasaban

€s progresszidjaban, ezért megvizsgaltuk, hogy az IL-1p és a TNF-a citokinek fokozzak-e az



emelkedett foszfattartalom altal kivaltott meszesedést a VIC sejtekben. A CAVD-betegekbdl
szarmazo VIC sejtek foszfattal kezelése, kivaltotta a kalcium depozitumok lerakddasat az
extracellularis matrixban. Az IL-1p vagy a TNF-a proinflammatorikus citokinekkel tortént
kezeléseket kdvetden a kalcium fokozott felhalmozodasat tapasztaltuk ezekben a sejtekben a
csak foszfattal kezelt sejtekhez képest. Ennek megfeleléen a CAVD-s betegek VIC sejtjeiben,
alkalikus foszfataz enzim expresszidjat, amit a \Westen blot analizis is alatamasztott, és ezt a
fokozott indukciot az ALP-festés is igazolta. Ezek az eredmények sszhangban vannak azzal
a hipotézisiinkkel, hogy a VIC-ek oszteoblaszt fenotipussa torténé transzdifferencialodasa

Osszefiigg a gyulladassal.

5.10 Az egészséges aortabillentyilikbdl szarmazo VIC sejtekben a meszesedés atmeneti

gatlasat a proinflammatorikus citokinek okozzak

Meglepetésiinkre, amikor a HAV szdvetekbdl szarmazd VIC sejteket IL-1B vagy TNF-a
proinflammatorikus citokinekkel kezeltikk, a nagy foszfat koncentracio altal kivaltott
meszesedés nem kovetkezett be. A magas foszfattartalmu kozegben tenyésztett egészséges
aortabillentylikb6l szarmazo VIC sejtek extracellularis matrixaban fokozodott a kalcium
felhalmozodasa. Fontos megfigyelés, hogy az 5 napig, az IL-1p vagy TNF-a kezelésnek Kitett
sejtekben, szignifikansan csokkent a kalcium lerakddasa, ugyanakkor ez az anti-kalcifikacios
hatas a 14. napon mar nem volt kimutathatd. Ennek megfeleléen mindkét proinflammatorikus
citokin gatolta az oszteoblaszt-specifikus gén, az ALP expresszidjat, amit a Western blot
analizis ¢és az ALP-festések is igazoltak. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az egészséges
aortabillentylikb6l szarmazo VIC sejtekben, az IL-1B és a TNF-a kezelés, atmenetileg képes

gatolni a magas foszfatszint altal kivaltott oszteoblaszt iranyu fenotipus valtast.

5.11 A CSE/H:S szabalyozza a human egészséges aortabillentyiib6l szarmazé VIC sejtek

meszesedésének IL-1P és TNF-a altal kivaltott atmeneti gatlasat

Az eldz6 eredmények alapjan, a HAV-VIC sejtekben a foszfat-indukalta meszesedés
progresszidjat, a proinflammatorikus citokinek atmenetileg képesek gatolni. Azonban a
folyamat hatterében all6 molekularis mechanizmusok nem ismertek, ezért feltarasukra
modositott metilénkék modszerrel megvizsgaltuk a sejtekben endogén Uton képzédott HoS
szinteket. A nagy foszfattartalmu tapkozegben tartott egészséges aortabillentyiikbdl izolalt

VIC sejtekben a teljes H»S-szint fokozatos csokkenését figyeltiik meg. Ezzel szemben a



proinflammatorikus IL-1p vagy TNF-a citokinekkel kezelt sejtekben a kénhidrogén szint az 5.
napig emelkedett, majd azt kdvetden a 14. napra fokozatosan lecsdokkent. Kordbban szdmos
aktivatort, koztiikk az IL-1B-t vagy a TNF-a-t azonositottunk, melyek képesek a CSE enzim
expressziojat indukalni vaszkularis sejtekben. Ezért megvizsgaltuk a CSE enzim
expressziojanak valtozasat HAV-VIC sejtekben. Mind az IL-1f, mind a TNF-a szignifikansan
novelte a CSE enzimfehérje szintjét a HAV-VIC sejtekben, ami a mineralizaci6 CSE altal
kozvetitett szabdlyozasara utal az endogén H2S termelésen keresztiil.

Korabban megfigyeltiik, hogy az endogén kénhidrogén termelés mérséklése a CSE ¢és
a CBS kénhidrogén termelé enzimek expresszidjanak csokkentésével elésegiti a VIC-ek
kalcifikaciojat. Ezért megvizsgaltuk, hogy a proinflammatorikus citokinek atmeneti,
meszesedést gatlo hatasa fligg-e a CSE-szinttdl. Azt az eredményt kaptuk, hogy a meszesedést
kivaltoé kornyezetben, amikor 5 napig a CSE és CBS génekre specifikus, kis interferald6 RNS-
ek hasznalataval csdkkentettiik a kénhidrogén termeld enzimek expressziojat, mind az IL-1j,
mind a TNF-a proinflammatorikus citokinek elvesztették a kalcifikaciot gatld hatasukat, amit
a HAV sejtek extracellularis matrixaban végbement kalcium lerakddas jelentés ndvekedése
tiikrozott.
Megvizsgaltuk, hogy a CAVD-betegek aortabillentyiiibél izolalt intersticialis sejtekben, a
CSE-szintje emelkedett-e a proinflammatorikus citokin kezelés hatasara. Mig az inorganikus
foszfat Gnmagéaban adva, jelentdsen megnovelte a CSE fehérje expressziojat, addig sem az IL-
1B, sem a TNF-o nem valtoztatta meg a szintjét. Ezzel szemben a nagy foszfattartalmua
médiumban tenyésztett intersticialis sejtekben a modositott metilénkék modszerrel mért teljes
H2S szint szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll médiumban tartott sejtekhez képest. Ezen
tilmenden, amikor a kalcifikacios médiumot kiegészitettiik IL-1p-val vagy TNF-a-val, a

citokin kezelés tovabb csokkentette a teljes, endogén HoS szintet.

512 A H2S mitokondrialis metabolizmusa megnovekedett a CAVD-betegek

aortabillentyiiiben

A CSE fokozott expresszidjat, csokkent H2S-szint kisérte a CAVD-betegek aortabillentytliiben
az egészséges kontrollokhoz képest. Ez az ellentmondasos megfigyelés arra utalhat, hogy a
CSE aktivitasa csokken a CAVD betegek aortabillentyli szoveteiben, ami csokkent H2S-
termeléshez vezet. Ezért, hogy mélyebb betekintést nyerjlink a transzszulfuracios folyamat
enzimaktivitasaiba, kén metabolom elemzéseket végeztiink. A cisztein, és a homocisztein
szintje hasonlé volt, mig a cisztationin szintje alacsonyabb volt a CAVD-betegek

aortabillentyliiben, mint az egészséges aortabillentyiilkben. Ezek az analitok nem csak



szubsztratok, hanem kiilonb6z0 enzimatikus Utvonalakon a CSE és mas transzszulfuracios
enzimek termékei is lehetnek, igy egymadssal Osszekapcsolt enzimatikus utvonalakon
keletkeznek és hasznaljak fel dket. A lantionin leginkabb a CSE enzim H2S-termelésének a
mellékterméke, amely akkor keletkezik, amikor az enzim 2 cisztein molekulat hasznal fel a
kénhidrogén szintézishez. Ezért megmértiik a lantionin szintet az aortabillentylik szoveteiben.
Fontos, hogy a CAVD-betegek aortabillentyiiiben a lantionin szint magasabb volt, mint az

egészséges aortabillentyiikben.

Ezek az eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy a CSE enzim mikoddoképes a
CAVD-betegek aortabillentyiiiben. Erre a megfigyelésre alapozva feltételezziik, hogy a
kalcifikalt aortabillentylikben, a bioldgiailag hozzaférheté kénhidrogén alacsonyabb szintje,
fokozott CSE-expresszio mellett, a H>S megndvekedett metabolikus fluxusanak a
kovetkezménye. Ezért megvizsgaltuk az SQR, ETHEIL, SO és TST fehérjék expressziojat,
amelyek a H>S mitokondrialis katabolizmusaban részt vevé kulcsfontossagli enzimek. Ezen
enzimek expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a CAVD-betegek meszesedett
aortabillentyliiben, mint az egészséges aortabillentylikben, ami valéban a kénhidrogén
katabolizmus megnovekedett sebességére utal. Ez megmagyarazhatja a megemelkedett CSE
expresszio mellett megfigyelt, alacsonyabb biologiailag hozzaférhetd kénhidrogén szinteket.

Ezek az enzimek a cisztein-perszulfid metabolizmusaban is részt vesznek, ezért a
transzperszulfidacios reakciokat figyelembe véve megmértik a fehérje perszulfidacid
(CysSH/Cys%) szintjét az egészséges és a kalcifikalt aortabillentyiikben, azonban nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget.

Mivel a vaszkularis Kalcifikacio egyik legerdsebb ismert induktora a megemelkedett plazma
foszfatszint, ezért megvizsgaltuk, hogy a VIC-ek thlzott foszfatexpozicidja megvaltoztatja-e,
a H2S oxidacidjaban szerepet jatszo mitokondridlis enzimek expresszidjat. Fontos, hogy a
foszfatban gazdag médiumban tenyésztett egészséges VIC sejtek fokozott SQR, ETHEL, SO
és TST expressziot mutattak. Ezek az eredmények, valamint az a megfigyelés, hogy a kontroll
koriilményekhez képest a 14 napig magas foszfattartalmu tapfolyadékban tenyésztett HAV-
VIC sejtek fokozott CSE-expressziot és alacsonyabb HoS szintet mutattak, arra utal, hogy a

nagy foszfat expozici6 valoban magasabb szulfid-fluxust indukal.



5.13 A mitokondrialis kénhidrogén donor giatolja a magas foszfatszint altal kivaltott

kalcifikaciot a human aortabillentyii intersticialis sejtekben

A mitokondriumot célzé H2S donorok egy uj modszert kinalnak annak tesztelésére, hogy a
mitokondriumokban helyreéllitott kénhidrogén szint megakadalyozhatja-e a VIC sejtek
oszteoblaszt fenotipussa torténd transzdifferencialédasat. A CAVD-betegekbdl szarmazo
aortabillentyli intersticidlis sejteket, nagy foszfat koncentracidju médiumban, AP39
vegylilettel kezeltiik, ami egy specifikus, a mitokondriumot c€lzd, kénhidrogént felszabadito
donor molekula, és vizsgaltuk a kalcifikaciora gyakorolt hatasat. Amint az varhato volt, a
nagy foszfatkoncentracié mellett, a VIC sejtek, oszteoblaszt fenotipus valtasa beindult, amit a
kalcium felhalmozodasa is tiikr6z a sejtek extracellularis matrixaban. A VIC sejtek
mitokondriumait célzé6 kénhidrogén kezelés, AP39 donor alkalmazasaval, jelentsen
csokkentette az extracellularis kalcium felhalmozodasat, amit az Alizarin Red S festések és a
kozvetlen kalciummeérések is mutattak, meger6sitve ezzel a mitokondrialis HoS metabolizmus

kulcsszerepét az aortabillentyli integritdsanak fenntartasaban.

5.14 A mitokondrialis kénhidrogén donor giatolja a magas foszfatszint altal kivaltott

gyulladast a human aortabillentyii intersticialis sejtjeiben

Mivel a kalcifikacid és a gyulladds folyamata Osszefiigg a CAVD patogenezisében, ezért
megvizsgaltuk, hogy az AP39 mitokondrialis H2S donor molekula befolyasolja-e a VIC sejtek
gyulladasat. Ahogy az varhaté volt, a gyulladdsos citokinek, mint az IL-1B és a TNF-a
expresszioja, transzkripcios €s transzlacios szinten egyarant, szignifikdnsan megemelkedett, a
kalcifikacios médiumban tartott human intersticialis sejtekben. Azonban a sejtek AP39-el
tortént kezelése jelentdsen csokkentette a magas foszfatszint miatt megemelkedett
proinflammatorikus citokinek szintjét. A specifikus, mitokondriumot célz6 H>S donor
gyulladasgatld hatdsanak tovabbi igazoldsdra, immunfluoreszcens festéseket is végeztiink
kalcifikaciora (Osteosense), valamint IL-1p ¢és TNF-a gyulladdsos citokinekre. Az
immunfluoreszcens festések vizualizalasa STED-CW nanoszkdp technoldgia alkalmazasaval
tortént. A sejteket magas foszfat tartalmi médiumban tenyésztettiik, és a kalcium
felhalmozddasa az extracellularis matrixban jelentdsen megemelkedett, amit az IL-1f és TNF-
a erds festddése kisért. A kiértékelés soran egyértelmiivé valt, hogy az AP39 kezelés
szignifikdnsan gatolta a kalcium felhalmozodasat az extracellularis matrixban, és

megakadalyozta az IL-1 és a TNF-a expressziojat.



6. MEGBESZELES

Ez a tanulmany az els6, amely ravilagit az NF-kB és a RUNX2, mint a gyulladas ¢s a
vaszkularis mineralizacié kozotti kapcsolatra, és bemutatja, hogy a kénhidrogén hogyan
szabalyozza a proinflammatorikus citokinek expressziojat, majd ezt kovetden
megakadalyozza az aortabillentyli meszesedésének tovabbi progresszidjat. A CAVD-ben a
meszesedés mellett a gyulladas egy fontos patologias folyamat, ami az érintett aortabillenty(i
szovet  heterogenitasat  eredményezi. A szOovet  mineralizdcios  allapotanak
megkiilonboztetésében a meszes ¢s nem meszes teriiletek aranya ad timpontot. A CAVD egy
aktiv, sejt- és molekularis szinten egyarant jol szabalyozott gyulladasos betegség. Ahogy azt a
National Heart Lung and Blood Institute és mas kutatocsoportok kimutattak, a gyulladas egy
kritikus iniciacios tényez6 a szivbillentyii betegségek kialakulasaban. Megjegyzendd, hogy a
specifikus molekularis- és biokémiai mechanizmusok, azonban mind a mai napig, nem
teljesen ismertek.

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a RUNX2 o0szteogén transzkripcids faktor
kulcsfontossagu szerepet jatszik a sziv- és érrendszeri meszesedésekben, beleértve a CAVD-t
is. Példaul az intracellularis foszfatszint emelkedése eldsegiti a RUNX2 nuklearis
upregulacioja egy maladaptiv valasz az érrendszer sériilése soran, urémids kornyezetben €s
hiperglikémias koriilmények kozott, és ez potencialis terapias célpont lehet az erek
mineralizacidjaban. Munkacsoportunk ¢és masok korabbi vizsgalataikban kimutattak a
RUNX2-t a szivbillentyliszovetet alkotd intersticialis sejtek magjaban, amely az oszteoblaszt
iranyu fenotipus valtas egyik korai jele.

Megfigyeltiikk, hogy a kénhidrogén CSE és a CBS enzimek altal torténé endogén
termelése, valamint a HoS-t felszabadito donor molekulak, mint példaul az AP72 alkalmazasa,
gatolja az aortabillentyli meszesedés kialakulasat ApoE” egerekben, és a megakadalyozza a
human  szivbillentyli  intersticialis  sejtek  oszteoblaszt-szeri  sejtekké  torténd
transzdifferencialodasat. Harom kiilonb6zé meszesedést gatlo utvonalat figyeltik meg,
melyek szabalyozasan keresztiil a kénhidrogén kifejtheti hatdsat: 1. gatolja a RUNX2
a pirofoszfat, mint anti-kalcifikacios vegyiilet képzdését. Ezek a korabbi tanulmanyok és
eredményeink arra késztetnek benniinket, hogy megvizsgaljuk, a HoS gyulladas csokkentd
hatasa hozzajarulhat-e az aortabillentyli mineralizacidjanak gatlasahoz, és ez a mechanizmus a

RUNX2 szabalyozasan keresztiil torténik-e az intersticialis sejtekben.



Az AP72 kivalo vizoldékonysaggal ¢és lassi HS-termeléssel rendelkezé donor
molekula, 6sszehasonlitva a szulfidot gyorsan kibocsato vegyiiletekkel, mint példaul a Na»S
¢s a NaSH. Egyre inkabb felismerik a tényt, hogy a kénhidrogént lassan felszabadito donorok
potencialisan jobban utdnozzak az endogén H>S pufferrendszer hatasait, mivel alacsony
szulfidszintjiiket lassan generaljak. Ezért kisérleteinkhez AP72 vegyiiletet hasznaltuk. Fontos
eredmény, hogy a H2S exogén uton torténd beaddsa megsziintette az ApoE” egerek
aortabillentyliiben, a magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott gyulladasat, amelyet a TNF-a és
IL-1P szintek csokkenése tiikkr6z. Ennek megfelelden a magas foszfat expozicié altal kivaltott
TNF-a és IL-1P szintek emelkedése csokkent a human szivbillentyli intersticialis sejtekben
AP72-vel tortént kezelés utan. Annak vizsgalatara, hogy az endogén kénhidrogén termelésnek
van-e gyulladascsokkentd hatasa, géncsendesitéssel mérsékeltik a CSE és a CBS gének
aktivitasat. Mivel a CSE/CBS expresszid kozotti kolcsonhatdst Nandi és Mishra tarta fel,
bizonyitva, hogy a CBS hianya felszabalyozza a CSE fehérjeszinteket, kettds géncsendesitést
alkalmaztunk. Az endogén HzS termelés csokkentése fokozta a TNF-a és az IL-1f szintjének
foszfat altal kivaltott emelkedését a szivbillentyl intersticidlis sejtjeiben. Ez az eredmény
egyértelmiien jelzi az endogén kénhidrogén termelés altal a gyulladas szabalyozasat.

A proinflammatorikus citokinek, az IL-1p és a TNF-o expressziojat az NF-«kB
nukledris transzlokacidja szabalyozza. Nemrég kideriilt, hogy az NF-«B aktivalodasat a
kénhidrogén gatolja. Ez a tanulmany arra késztetett benniinket, hogy megvizsgaljuk, hogy a
gyulladés és a meszesedés Osszefligg-e a f6 szabalyozo transzkripcids faktorok, az NF-kB és a
RUNX2 szintjén. A fenti megéllapitasokat megerdsitve, az AP72 megakadalyozta az NF-«kB
sejtekben. Azt is megfigyeltiik, hogy a RUNX2 aktivalodasat gatolja a HoS. Ezért az NF-xB
aktivitasat géncsendesitéssel, valamint farmakoldgiai inhibitor alkalmazasaval korlatoztuk,
majd a RUNX2 aktivalodasat nyomon kovettiik a foszfat kezelésnek Kitett szivbillentyii
intersticialis sejtekben. Fontos eredmény, hogy a foszfat nem indukalta a RUNX2
gyulladast elGsegitd €és az oszteogén jelatviteli Utvonalak kozott. Az eredményeink
megerdsitésére in vivo kisérleteket végeztiink és Kimutattuk, hogy az NF-kB és a RUNX2
expresszidja az aortabillentyii meszesedése sordn az ApoE”" egerekben megnétt, azonban a
kénhidrogén terapia mindkét transzkripcidés faktor szintjét jelentdsen csokkentette. Az
aortabillentyli meszesedésének progresszioja soran, erds kolokalizaciot figyeltiink meg az NF-
KB és a RUNX2 kozott a perinuklearis régioban és a sejtmagokban az intersticialis sejtekben.
Vizsgalatunk tehat azt sugallja, hogy a RUNX2, kénhidrogén (CSE/CBS) altali szabalyozasa



az NF-xB-n keresztiil torténik, ami anti-kalcifikdciot eredményez, és ezaltal kapcsolatot
teremt a gyulladas és a mineralizaci6 kozott a CAVD-ben.

Elsoként mutattuk be a CAVD-betegek aortabillentyiiibdl izolalt intersticidlis sejtek
kénhidrogén szintjének metabolikus szabalyozasa €s a mineralizaci6 folyamata kozotti
kapcsolatot. Hipotézisiinket arra alapoztuk, hogy az egészséges aortabillentylikh6z képest, a
CAVD-betegek aortabillentyliiben szignifikdnsan alacsonyabb kénhidrogén szinteket
mutattunk ki, melyhez a H>S-t generalo CSE enzim, valamint az oxidacidjaban részt vevo
mitokondrialis enzimek magasabb expresszidja tarsult. Ennek megfelelden az egészséges
human aortabillentylikb6l izolalt VIC sejtek, a kalcifikacidos milidben utdnozzak a patologias
allapotra jellemzdé transzszulfurdciés enzimek expresszids profiljat, azaz a CSE
megnovekedett  expresszidjat, valamint a mitokondridlis kénhidrogén  oxidaciod
kulcsenzimeinek, az SQR, az ETHEL, az SO és a TST emelkedett szintjeit. Feltételezziik,
hogy a CAVD aortabillentytikben, és a beldliik izolalt VIC sejtekben megfigyelt, alacsonyabb
biologiailag hozzaférhetd6 H>S szintek, a kalcifikaciés kornyezet altal kivaltott, és
megnodvekedett mitokondridlis kénhidrogén fogyasztasi ratdnak a kovetkezménye.

A H2S megnovekedett mitokondridlis katabolizmusa megmagyarazhatja az altalunk
megfigyelt alacsonyabb, biologiailag hozzaférheté HoS-szinteket, azonban ismert, hogy ezt a
jelenséget mas mechanizmusok is okozhatjadk. A CSE megemelkedett expresszidja nem
feltétleniil jar egyiitt a HoS-termelés sebességének az emelkedésével a kalcifikalt
aortabillentytikben. Szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CSE enzim képes
foszforilalodni a Ser377 aminosavon, és ez az enzim aktivitasanak csokkenéséhez vezethet.
Mindazonaltal az egészséges szovetekhez képest, a CAVD-betegek aortabillentyiiiben
megfigyelt emelkedett lantionin szint arra utalt, hogy a CSE enzim aktiv, és a H2S-képzddés
mértéke akar meg is emelkedhet a CAVD-ben.

A masik fontos, endogén kénhidrogén termeld enzim, a CBS megvaltozott
expresszidja Ujabb magyarazatot adna a CAVD-ben tapasztalhaté alacsony biologiailag
hozzaférhetd HaS szintekre. Azonban immunhisztokémiai és Western blot analizisekkel
kimutattuk, hogy a CBS expresszija a kalcifikalt aortabillentylikben hasonld volt az
egészséges aortabillentyiiben megfigyelthez. Ez az eredmény arra utal, hogy a CAVD-ben
kimutatott alacsonyabb bioldgiailag hozzaférheté H2S szintek nincsenek Osszefiiggésben a
CBS miikodésével.

A HyS egy fontos jelatviteli molekula, amely az elmult években egyre nagyobb
figyelmet kapott a sziv- és érrendszerben betdltott sokoldala funkcidi miatt. Laboratoriumunk

korabban a kénhidrogénrdl kimutatta, hogy a CSE altali endogén termelésén és az exogén



modon beadott kénhidrogént felszabadito donor molekuldkon keresztiil, egyrészt gatolja az
aortabillentyli meszesedését ApoE” egerekben, masrészt gatolja a huméan valvularis
intersticialis  sejtek és a  vaszkularis  simaizomsejtek  oszteoblaszt  irdnyu
transzdifferencialodasat.

A cisztein perszulfidacié és a mitokondridlis elektrontranszport lanc feltételezett
kolesonhatdsai miatt, a kénhidrogén katabolizmusa soran aktivalodo enzimek, koztiik az SQR,
ETHEI1, SO és TST expresszidi fokozoédhatnak a perszulfidok/poliszulfidok metabolizmusa
soran is. Ugyanakkor a H>S képzddése indukélhatja is a perszulfidok/poliszulfidok
megemelkedett szintjét vagy metabolizmusat. Azt is meg kell jegyezni, hogy a reaktiv
kénformak (beleértve a H>S-t is) mérésére jelenleg rendelkezésre allo legkorszeriibb
detektalasi modszerek, mesterségesen modosithatjdk azok fajlagossadgat. Ezért nagyon nehéz
megkiilonboztetni, hogy a megfigyelt biologiai hatdst a kénhidrogén vagy a
perszulfidok/poliszulfidok kozvetitik. Ennek ellenére megmértik a teljes fehérje
perszulfidacids szintjét az egészséges és a kalcifikalt aortabillentyiikben. A vizsgalat soran
valtozatlan fehérje CysSH/Cys% perszulfid szinteket figyeltiink meg, amelyek a fent emlitett
detektalasi problémak miatt, nem zarjdk ki a perszulfidok szerepét, ugyanakkor nem
tdmasztjak ald a kénhidrogén kdzvetlen szerepét sem a vizsgalati rendszereinkben.

A proinflammatorikus citokinek, mint az IL-1B és a TNF-a fokozott expresszidja
Osszefliggésben all a CAVD-el, ezért a gyulladas a betegség egyik legfobb ismertetdjele. A
CAVD egy aktiv, komplex, oszteogén folyamat, melynek kialakuldsaban és progresszidjaban
a gyulladas kozponti szerepet jatszik. Ezek az ismeretek arra késztettek benniinket, hogy
tanulmanyozzuk az IL-1PB és a TNF-a human VIC sejtekre kifejtett hatasat, kalcifikacios
koriilmények kozott. Amint azt kordbban feltartuk, mind az IL-1B, mind a TNF-a elésegitette
a human VIC sejtek meszesedését, fiiggetleniil a sejtek eredetétdl, pontosabban attél, hogy
egészséges személyek vagy CAVD-betegek aortabillentyiiibdl szarmaznak. Ugyan a sejtek
eredetétdl fliggden, jelentds kiillonbségek vannak a sejtes valaszok mértékét és idotartamat
illetéen, amit a kalcifikéacid erdssége €s a gyulladasos citokinek termelése is tiikroz, ezeknek a
véalaszoknak a végsd iranya ugyanaz volt mindkét allapotban. A kalcifikacio progresszidja
gyorsabb volt, az IL-1B és a TNF-a szintézise pedig kifejezettebb a CAVD-betegek
intersticidlis sejtjeiben, ami a beteg aortabillentylik kalcifikacios kornyezetének, és ezaltal
oroklott oszteoblaszt fenotipust elkotelezettségiiknek tulajdonithato.

Lagoutte és munkatarsai bizonyitottak, hogy a kénhidrogén jelentds szerepet jatszik az
emldssejtek bioenergetikdjdban a mitokondridlis elektrontranszport lanc stimulalasaval. A

mitokondriumot célz6 H2S donorral, az AP39-el végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy



jotékony hatast gyakorol a sejtek bioenergetikai paramétereire. Ezért megvizsgaltuk, hogy a
kénhidrogén szintek mitokondriumokban torténd helyredllitasa, specifikus, mitokondriumot
célzo szulfid donorral, szabalyozza-e a VIC sejtek kalcifikacigjat. Az AP39 molekulanak a
VIC sejtekben megfigyelt kalcifikaciot gatldé hatdsa, aldtdmasztja a mitokondridlis
kénhidrogén metabolizmus alapvetd szerepét az aortabillentyll integritdsanak megdrzésében.
Vizsgalataink sordan a kénhidrogén mérések nem voltak specifikusak a
mitokondriumokra, ezért kisérleteket végeztink NaSH-al (altalanos H2S donor) és
Osszehasonlitottuk az AP39-el, hogy kizarjuk a citoplazmatikus kénhidrogén hatasat a VIC
nmol/l dézisnal, ami az AP39 optimalis koncentracidja volt. Ha dsszehasonlitottuk az AP39
¢s a NaSH hatékonysagat, azt talaltuk, hogy a mitokondriumot célzé6 AP39 kénhidrogén

donor, hatékonyabb volt 5000-szer alacsonyabb koncentracioban. Ez a megfigyelés azt jelzi,

crer

crer

van a kordbbi megfigyelésekkel, amelyek a kalcifikacio és a gyulladéas kozotti patofizioldgiai
Osszefliggést mutatjak a CAVD-ben.

Fontos eredményiink, hogy az egészséges aortabillentylikbdl szdrmazo intersticialis
az IL-1B és TNF-a kezelés hatasara, szemben a CAVD-betegekbdl izolalt sejtekkel. A
proinflammatorikus citokineknek ez az elény0s tulajdonsdga a H2S biogenezisével is
Osszefliggésbe hozhat6d, mivel mind az IL-1B, mind a TNF-a fokozta a CSE expressziojat,
aminek eredményeként a kénhidrogén szintek novekedését figyeltiik meg. Annak tesztelésére,
oszteoblaszt iranyu fenotipus valtasanak gatlasaért, géncsendesitéssel csokkentettiik a CSE és
a CBS enzimek expressziojat. Szdmos kiilonbozd bioldgiai rendszerben végzett vizsgalat
kimutatta, hogy a szulfid/perszulfid termeld aktivitast figyelembe véve a CSE és a CBS
bizonyos mértékig kompenzalni tudjdk egymast, ezért ezen enzimek kettds géncsendesitését
alkalmaztuk. Az endogén kénhidrogén termelés csokkenése a meszesedést gatldo hatdsok
elvesztéséhez vezetett kalcifikacios kornyezetben. Ez azt jelenti, hogy a CSE altal termelt
vagy az IL-1p indukalt.

A valvularis intersticialis sejtekhez hasonloan, a CSE expressziojat a TNF-a és az IL-

1B fokozhatja az érrendszer mas sejtjeiben is, beleértve a simaizomsejteket, az endotéliumot



¢s a makrofagokat. A CSE a vaszkularis patologiakban szerepet jatszd, biologiailag aktiv
molekuldkkal vagy koros anyagcseretermékekkel is indukdlhatd, mint példadul az oxidalt
LDL-hez kapcsolodo peroxidok, az ateroszklerotikus plakk lipidek, valamint a hem vagy az
oxidalt hemoglobin. Ezek az 6sszetevok a CAVD kialakulasédhoz is szorosan kapcsoldodnak és
hozz4ajarulhatnak a CSE fokozott expresszidjahoz az aortabillentyiikben.

Feltételezziik, hogy kalcifikacios kornyezetben a megnovekedett, mitokondridlis katabolizmus
sebessége miatt, az endogén kénhidrogén szint jelentésen lecsokken, ami eldsegiti a VIC
sejtek meszesedését a CAVD-ben. Azonban a CSE enzim expresszidjanak upregulacidja
fokozott  kénhidrogén generalassal jar, amely egy adaptiv, anti-kalcifikacios

védémechanizmust biztosit a sejtek szamara.



7. OSSZEFOGLALAS

Ismert tény, hogy a gyulladéas kulcsszerepet jatszik a CAVD patogenezisében és az
NF-xB transzkripcios faktor a gyulladéas egyik kdzponti szabalyozoja. A proinflammatorikus
citokinek, mint az IL-1P és a TNF-a expresszidja szignifikinsan megemelkedett a CAVD-ben
szenvedd betegek és zsirdus étrenden tartott ApoE” egerek meszesedd aortabillentyiiiben.
Munkacsoportunk korabban bemutatta, hogy a kénhidrogén gatolja a human aortabillentyliben
a meszesedést. Ezt igazoltak kisérleti eredményeink, ugyanis az endogén H>S-termeld
enzimek, a CSE ¢és a CBS kettds géncsendesitése fokozta a mineralizacidt és a gyulladast a
human kalcifikalt aortabillenty(ibdl izolalt VIC sejtekben. Megvizsgaltuk, hogy a kénhidrogén
az anti-kalcifikacios hatasat, a gyulladas csokkentésén keresztiil fejti-e ki. Eredményeink
alapjan, az NF-kB transzkripciés faktor géncsendesitése vagy farmakologiai gatlasa
megakadalyozta a RUNX2 — a csontképzddést szabalyozo transzkripcids faktor - nuklearis

Megfigyeltiik, hogy H2S-t felszabadito6 AP72 donor molekulaval tortént kezelés,
megakadalyozta az ApoE” egerek aortabillentyiiiben és huméan VIC sejtekben az NF-«xB és a

Elsoként bizonyitottuk, hogy a RUNX2 kénhidrogén (CSE/CBS) altali szabalyozasa
az NF-xB-n keresztiil torténik, ami kapcsolatot teremt a gyulladds ¢és a wvalvularis
mineralizacié kozott.

Feltartuk a human aortabillentylik H2S-szintjének metabolikus szabalyozasat. A CSE
enzim magasabb expresszioja ellenére, alacsonyabb biologiailag hozzaférhetd H2S és
magasabb IL-1f és TNF-a szinteket mutattunk ki CAVD betegek aortabillentyiiiben az
egészséges egyénekhez képest. Az eredmények tiikrében, elsOként elemeztik a H2S
mitokondrialis oxidaciojaban részt vevl enzimeket, koztilk a SQR, az ETHEI1, az SO és a
TST szerepét a valvularis mineralizacioban.

Bemutattuk az AP39, egy specifikus, a mitokondriumot célzé H2S-t kibocsajtd donor
molekula, anti-kalcifikacids és anti-inflammatorikus hatasat.

Az értekezés klinikai relevanciaja, hogy az altalunk vizsgalt kénhidrogént felszabadito
donor molekulak hosszu felezési idejliek, igy a hatdanyagot lassan, szabalyozott médon adjak
le, ezaltal biztositjak a fiziologiasan toleralhatdé kénhidrogén koncentraciot, igy a jovoben a

sziv- és érrendszeri megbetegedések kezelésében potencidlis gyogyszerjeloltekké valhatnak.



8. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

A CSE/CBS altal termelt H2S gatolja az aorta billentylibdl izolalt intersticidlis sejtek
gyulladasat és meszesedését.

A HS-t felszabadité donor molekulak csokkentik az aorta billentylibdl izolalt intersticialis
A H2S megakadalyozza a gyulladas és a meszesedés kialakuldsat az apolipoprotein E hidnyos
egerek aortabillentylijében.

A H2S gatolja az NF-kB nukledaris transzlokaciojat €s az IL-1p és TNF-a expressziojat.

A RUNX?2 aktivacigja és nuklearis transzlokacidja az NF-kB altal szabalyozott kalcifikaciot
kivalté milidben.

A gyulladas és a mineralizacio folyamatat a két {6 transzkripcids faktorok, az NF-«xB és a
RUNX2 kapcsoljak dssze.

A CSE enzim magasabb expresszidja ellenére, alacsonyabb a biologiailag hozzaférhetd H»S
¢s magasabb az IL-1p és TNF-a szintje a CAVD-betegek aortabillentyli szovetében az
egészséges egyénekéhez képest.

Az egészséges humdn aorta billentylibdl izolalt VIC-ek utdnozzdk a humdan patologiat,
meszesedést kivaltd koriilmények kozott, mivel az emelkedett CSE-expresszio itt is alacsony
H»>S-szinttel jar.

A H>S-katabolizmusban részt vevé mitokondrialis enzimek, koztiik a SQR, a ETHE]1, a SO és
a TST expresszioja fokozottan szabalyozott a meszes aortabillentyli szovetekben, amely az
endogén H2S szintek csokkenéséhez vezet.

Hasonlo fehérje expressziés mintazatot mutattak a VIC-ek magas foszfat expoziciora adott
valaszként in vitro kisérletekben.

Egy specifikus, a mitokondrium bioenergetikdjat javito H2S donor, csokkentette a gyulladast
és a kalcifikaciot a VIC-ben.

Mindkét proinflammatorikus citokin (IL-1B és a TNF-a) fokozta a meszesedést a meszes
aortabillentylikbdl szdrmazd VIC-ben. Ezzel szemben az egészséges billentylibdl izolalt
sejtekben a mechanizmus elején, dtmenetileg gatoltdk a meszesedését, mely hatds a CSE-

indukcion és az endogén HzS-generalason keresztiil kdzvetitett.
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