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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A vaszkularis kalcifikdcio

A vaszkularis kalcifikacio, fiiggetlen rizikotényezoként, szerepet jatszik szamos érrendszeri
megbetegedés patogenezisében, ugymint az ateroszklerotikus plakk kialakulasa,
miokardialis infarktus, koszorér betegség és megemelkedett ischemias epizodok periférias
érbetegségekben. A koszoruerek kalcifikacidja noveli a hirtelen szivhalal esélyét. A dializalt
betegek artéria kalcifikacidja szoros Osszefliggésben van a magas vérnyomassal, mely
hozzajarul a sziv- és érrendszeri ischemias betegségek és a bal kamra hipertréfia
kialakulasahoz.

A vaszkularis kalcifikacionak két eltéré6 megjelenési formaja van: (1) az intima kalcifikacio,
mely az ateroszklerotikus plakkok megjelenéséhez kothets, valamint (2) a media
elasztikus lamina szintjében, és nem mindig tarsul ateroszklerozissal. A vaszkularis
kalcifikacio ez utobbi megjelenési forméja igen gyakran fordul el6 hemodializalt
betegekben, tovabba a kalcifilaxis - mely diffaz arteriola kalcifikaciot és bér nekrdzist
mutatd tlinetegyiittes - kialakulasa is majdnem kizardlag 5. stadiumi kronikus
vesebetegségben (chronic kidney disease; CKD) szenved§ betegekben fordul eld, és
kiemelked6en magas haldlozasi aranyt mutat.

Megemelkedett foszfat (Pi) szint gyakran lathatd végstadiumu vesebetegségben szenvedd
betegeknél, ahol a Pi homeosztazis zavart szenved, mivel a vese képtelen exkretalni a
foszfatot. A vaszkularis kalcifikdci6 a kardiovaszkuldris megbetegedések fliggetlen

rizikofaktoraként meghatarozo kockazati tényez6 a hemodializalt betegek haldlozasaban.

1.2.  Simaizomsejtek kalcifikdciodja és oszteoblasztos differencidcidja

A vaszkularis kalcifikacié kialakulasaban az asvanyi anyagok metabolizmusanak zavara
nagyon fontos rizikofaktornak tekinthetd. A magas extracellularis Pi szint nagyban
hozzajarul a vaszkularis kalcifikacio kialakuldsahoz. Korabbi tanulmanyokban igazoltak,

hogy a megemelkedett Pi szint vaszkularis simaizomsejtek (vascular smooth muscle cell;

szabalyozott folyamat, melyben a VSMC-k oszteoblasztszerii sejtek fenotipusat veszik fel.



Ezt az elgondolast az is alatdmasztja, hogy ezen sejtekben megemelkedik a Runt-related
transcription factor 2 (Runx2) expresszioja, mely egy oszteoblaszt-specifikus transzkripcids
faktor. A Runx2-nek kulcsszerepe van az oszteoblaszt differenciacioban, a csont matrix
fehérjék expresszidjanak szabalyozasaban, kovetkezésképpen a csont mineralizacidban. Az
alkalikus foszfataz (ALP; a korai oszteogenezis fontos enzime) és az oszteokalcin (OCN; az
egyik f60 nem-kollagén fehérje a csontmatrixban) expresszidjanak emelkedése szintén
megfigyelheté a VSMC-k magas extracellularis Pi szintre adott valaszaban.

A VSMC-k apoptdzisa, amely mind az intimaban az ateroszklerotikus plakkok esetében,
mind pedig a mediaban CKD esetében lathato, szintén hozzajarul a vaszkularis kalcifikacio
kialakulasahoz. Az apoptotikus VSMC-k kalcifikaciés magként is funkcionalhatnak, illetve

aktivan koncentralhatjak a kalciumot és a foszfatot a hidroxiapatit képzéshez.

1.3.  Oszteoklasztok kialakuldsa és szerepe az érelmeszesedésben

1.3.1. Az oszteoklasztok differencidcidja

Az oszteoklasztok (osteoclast; OC) sokmagvil oOriassejtek, melyek a monocita/makrofag
vonal eredetli, csontreszorpciora specializalodott sejtek. A makrofagok OC-iranyu
(macrophage/monocyte colony stimulating factor-1; M-CSF-1) és az NFkB aktivator
receptor ligand (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand; RANKL). A RANKL
és az NFkB aktivator receptor (receptor activator of nuclear factor kappa-B; RANK)
interakcioja révén tovabbi gének aktivalodnak. Az aktivalt T-sejt nuklearis faktor,
citoplazma 1 (NFATcL) kulcsszerepet jatszik az OC-ok érésében az OC-specifikus gének
expresszidjanak szabalyozasa utjan, mint példaul a dentritikus sejt-specifikus
transzmembran fehérje (DC-STAMP), a tartarat-rezisztens savas foszfataz (TRAP), a
katepszin K (CatK) és a kalcitonin receptor (CTR).

1.3.2. Oszteoklasztok az érfalban

Az ateroszklerotikus plakkok kalcifikalt régidinak kornyezetében o0szteoklaszt-szerti
(osteoclast-like cell; OLC) sejtek jelennek meg. A funkcionalisan aktiv OLC-k jelent§ségét
a vaszkularis kalcifikdcidoban szamos esetben bizonyitottak. A miikodé6 OLC sejtek
nélkiilozhetetlenek az érrendszerben a mineralizalt depozitumok reszorpcidjahoz, illetve az

OLC sejtek funkciovesztése a vaszkularis kalcifikacio folyamatat segiti eld.



Erelmeszesedéses plakkokban a csontképz3dés egy gyakori jelenség, melyet a VSMC-K,
oszteoblasztok és OLC-k jelenléte jellemez. Az OLC-k infiltralédd makrofagokbol
differencialodnak ¢s elsGsorban a koleszterol kristalyok és a mineralizacido kornyékén
figyelhetek meg. Az OLC-k kialakuldsa az érrendszerben fiigg a RANKL-t6l, melyet
kiilonféle sejttipusok, tgymint VSMC-k és endotél sejtek is nagy mennyiségben
szekretalnak. Az artéridk mélyebb szoveti rétegeiben az OLC-k képesek a depozitumok
bontasara, ezaltal csokkentik a kalcifikacid mértékét és ellensulyozzak a VSMC-kbdl
szarmazo oszteoblasztok aktivitdsat. Az egyenstly felbomlasa a VSMC-kbdl szarmazd
oszteoblasztok csontképzése és az OLC-k csontreszorpcidja kozott patologias kalcifikacios
folyamatokhoz vezet az érfalban.

1.3.3. Az oszteoklaszt-differencidcio gatldsa

A RANK expresszidja, valamint a RANK-RANKL interakcioja nélkiilozhetetlen az OC-k
differencialodnak OC-k. Az oszteoprotegerin (OPG) egy szolubilis RANKL receptor,
melynek szerepe van a csontreszorpcié szabalyozasaban azaltal, hogy gatolja az OC-k
miikodését. Az OPG dimerként verseng a RANK receptorral a RANKL-ko6tésért, ily moédon
gatolja a RANK-RANKL interakciot. Az NFATcl oszteoklasztogenezisben betdltott
kulcsszerepére vilagitanak ra azok a tanulmanyok, melyek NFATc1-deficiens egerek sériilt
képesek OC sejtekké differencialodni RANKL hatdsara. Zwerina €s munkatdrsai mar
korabban leirtak, hogy a hem gatolja az oszteoklasztogenezist és az OC-specifikus markerek
(TRAP, CTR és DC-STAMP) expresszidjat azaltal, hogy indukalja a hem-oxigenaz-1-et

(HO-1), a hem katabolizmus legfontosabb enzimét.

1.4. A ferril-hemoglobin jelenléte az ateroszklerotikus plakkokban

Az ateroszKlerotikus 1éziok sériilése révén gyakran alakul ki plakkon beliili hemorrhagia.
Ezen bevérzett komplikalt plakkokat erésen oxidalo millieu jellemzik, mintegy ,,halal zonat”
képezve a vorosvértestek szamara. Az eritrocitdk ezen halal-zonaban 1épve szétesnek, a
kiszabadul6 hemoglobin (Hb) gyors oxidacion megy keresztiil, mely soran methemoglobin
(MetHb, Fe3*) és ferril-hemoglobin (FHb, Fe**=0?%) képzédik. A Hb oxidaciojat hem
felszabadulas is kiséri. Kutatocsoportunk korabban igazolta, hogy a bevérzett komplikalt
1éziokban MetHb és FHb talalhato, a FHb pedig potencialis pro-inflammatorikus mediator



az endotél sejtekben, indukalja azok morfoldgiai valtozasait, fokozza az endotel-réteg

az oxidalt Hb formaknak jelentds szerepe van az ateroszklerdzis patogenezisében.

1.5. A HaS képzddése és biologiai funkcidja az érrendszerben

A kén-hidrogént (Hz2S) kezdetben toxikus gaznak tekintették, bar nemrégiben felismerték,
hogy a szén-monoxid és a nitrogén-monoxid mellett a harmadik endogén gaz-transzmitter.
Eml6sokben a H2S harom enzim, a cisztationin-B-szintaz (CBS), a cisztationin-y-lidz (CSE)
és a 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz ~ (MST)  segitségével képzddhet a
transzszulfuraciés 1utvonalon, homociszteint, cisztationint ¢és L-ciszteint hasznalva
szubsztratként.

Az érrendszerben a H2S a VSMC-k CSE enzim akivitasa révén képzodik. A H2S-nek
szamos fizioldgiai hatisa van az érrendszerben: (1) dilatalja az ereket azaltal, hogy nyitja a
simaizomsejtekben az adenozin-5’-trifoszfat-szenzitiv K* csatornakat, (2) kardioprotektiv
hatdsi az iszkémia/reperfuzié okozta karosodas és a miokardialis infarktus ellen és (3)
sériilést kovetéen megdvja a mitokondriumok szerkezetét és funkcidjat. Egyre tobb
bizonyiték tamasztja ald, hogy a H2S-nek kozvetlen ateroszklerdzist gatld hatasa van. A HzS
magas koncentracioban apoptozist indukal, csokkenti a VSMC-k endotelin-indukalta
H2S gétolja az alacsony stirtiségii lipoprotein és az ateréma plakk lipidek oxidacigjat. CKD-
ban betoltott funkcidjat tekintve, a CKD 5. stadiumu betegeknél a plazma H2S szintje
alacsonyabb, mint az egészséges embereknél.

Tovabbi bizonyiték a H2S érbetegségekben betoltott jotékony hatasara, hogy a kalcifilaxis
sikeresen kezelhetd intravénas sodium-tioszulfat terapiaval, melynek hatterében az all, hogy
a sodium-tioszulfat emeli a CSE enzim expresszidjat és ezaltal noveli a H2S biogenezisét.
Tovabba azt is megfigyelték, hogy a H2S csokkenti a patkdnyokban a nikotin és D3 vitamin-

indukalta vaszkularis kalcifikaciot.



2. Célkitizések

A vaszkularis kalcifikacio progressziojat két folyamat hatarozza meg: a simaizomsejtekbol
differencialodott  oszteoblaszt-szeri  sejtek  extracellularis  matrix-képzése ¢és a
makrofagokbol differencialodott OLC sejtek matrix reszorpcidja.  Vizsgalataink
kozéppontjaban azon faktorok megismerése allt, melyek hatdssal vannak ezekre a
folyamatokat.

1. Célul tiztiik ki annak a kérdésnek a tisztazasat, hogy a bevérzett aterdmakban nagy
mennyiségben jelenlévd kiilonbozd oxidaltsagn Hb formak vajon hogyan befolyasoljak az
OLC sejtek vaszkularis kalcifikaciot kompenzald hatasat.

e  Megvizsgaltuk, hogy a kiilonbozé Hb formak hogyan hatnak az OLC sejtek
differencialodésara és csontreszorpcios aktivitasara.

e Ismert, hogy a HO-1 enzim gatolja az oszteoklasztogenezist. Feltételeztiik, hogy
az oxidalt hemoglobinok HO-1 indukalé-képességiik révén befolyasoljak az OC-
differenciaciot, igy a HO-1 szerepét HO-1 géncsendesitett illetve HO-17- knock-
out sejteken vizsgaltuk.

e Megvizsgaltuk, hogyan befolydsolja az oxidalt Hb a kozvetlen RANK-RANKL
interakciot, mely az OC-iranyt differenciacié nélkiilozhetetlen 1épése. Tovabba
azt is vizsgaltuk, hogy az oxidalt Hb az oszteoklasztogenezis mely jelatviteli
utvonalan fejti ki hatasat.

e  Bevérzett ateroszklerotikus plakkokban vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a FHb

2. Célunk volt annak megismerése, hogy a H2S hogyan befolyasolja a vaszkularis
kalcifikaciot.

e Megvizsgaltuk, hogy az exogén eredetli H2S-nek milyen hatdsa van a HAoSMC

e Az endogén H2S-termeld enzim aktivitdsanak gatlasaval tanulmanyoztuk, hogy
milyen hatasa van az endogén H2S szint csokkenése a HAoSMC-k oszteoblaszt-

e  Célul thztik ki annak feltarasat, hogy mely enzim hidnyaban alakul ki a CKD

betegekre jellemzd alacsony H2S szint.



3. Anyagok és médszerek

3.1.  Engedélyek

Munkank soran a human arteria carotis mintakat carotis endarterektomian atesett betegektol
gyijtottiink, melyeket a Debreceni Egyetem Sebészeti Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre.
A minta gyiijtése a Magyar Kormany Egészségiligyi Tudomanyos Tanacsanak Tudomanyos
és Kutatds FEtikai Bizottsig jovahagyasidval, a DE OEC RKEB/IKEB 3712-2012
regisztracios szamu engedélyével késziilt.

Vizsgalatainkhoz egészséges ¢és 5. stadiumu veseelégtelenségen szenvedd betegekt6l
gylijtottink vérmintikat, melyhez engedélyt a Nr. DEOEC RKEB/IKEB 3287A-2010
szamon a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsaga adott ki. frasos
beleegyez0 nyilatkozatot minden résztvevd aldirt. A tanulmany megfelel az 1975 évi

Helsinki Nyilatkozat etikai iranyelveivel.

3.2.  Betegek

A kontrollok egészségiigyi dolgozok koziil keriiltek ki, akik nem rendelkeztek olyan ismert
betegségekkel, mint hipertenzio, dislipidemia, maj- és vesemiikodési zavarok (n=23, atlag
¢letkor 53 év, 9 nd és 14 férfi). A beteg csoportba 5. stadiumia CKD betegek tartoztak, akik
hemodializis kezelésben részesiilnek dializis kdozpontunkban (n=21, atlag életkor 61 év, 13

nd és 8 férfi).

3.3.  Sejttenyésztés és reagensek

Human Aorta Simaizomsejtek (HA0oSMC) a Cambrex Bioscience-t61 (Wokingham, UK), az
egér RAW264.7 makrofagok az ATCC-t6l (Manassas, VA, US) szereztik be.
Kisérleteinkhez hasznalt vegyszereket, ha masként nem jeloltiik, a Sigma (St. Luis, MO,
USA) cégtol szereztiik be. A sejteket 10% FBS (Gibco, Thermo Scientific, Waltham, MA,
US) tartalmi DMEM-ben (Dulbecco's Modified Eagle Medium) tenyésztettiik.

3.4. In vitro oszteoklasztogenezis
RAW264.7 makrofagokat tenyésztettink 24 lyuka tenyésztdedényben ndvekedési
médiumban vagy 50 ng/mL RANKL (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag)

jelenlétében (oszteoklasztogénikus médium). Kétnaponta cseréltiik a tenyésztokozegeket.



3.5. Csontveld eredetii mononukledris sejtek izoldaldsa

Csontveldi eredetli mononukledris sejteket (BMDMs) vad tipusii és hem-OXigenaz-1
deficiens egerek femur és tibia csontjabol izolaltunk Madaan és munkatarsai szerint. Az
izolalt BMDM sejteket 5 napig tenyésztettik RANKL (100 ng/mL) és M-CSF (50 ng/mL)

tartalmti médiumban 6nmagéaban vagy 10 umol/L FHb jelenlétében.

3.6.  Tartardt-rezisztens savas foszfatiz (TRAP) festés

RAW264.7 sejteket oszteoklasztogenikus médiumban tenyésztettiink 5 napig, majd az OC-
iranya differenciaciot TRAP festéssel vizsgaltuk Leukocyte Acid Phosphatase kit
segitségével a gyartd ajanlasa szerint. TRAP pozitiv sokmagvu sejteket (t6bb mint 3
sejtmag/sejt) oszteoklasztoknak tekintjiikk. Az OC-k teriiletét Image J software-rel hataroztuk

meg.

3.7.  Csontreszorpcios vizsgalat
Az OC-k csontreszorpcios aktivitasanak méréséhez a RAW 264.7 sejteket hidroxiapatit
bevonati Corning OsteoAssay Surface Plate-en tenyésztettiik 6 napig. Image J software

segitségével mértiik meg a kialakult OC-k altal lebontott teriiletek nagysagat.

3.8. Hem-oxigendz aktivitds mérése
6 lyuku tenyésztéedényben kezelt RAW264.7 sejtek mikroszoma frakcioit hasznaltuk a HO
aktivitds meghatarozasahoz, Balla G és munkatarsai munkdja alapjan. A HO enzim

aktivitasat a képzddott bilirubin/mg fehérje/60 perc egységben fejeztiik ki.

3.9.  Immunhisztokémia

Az arteria carotis mintdkat 4%-0s formaldehid oldatban fixaltuk 1-3 napig. A kalcifikalt
mintakat ezt kovetéen 1 mol/L EDTA/Tris pufferrel dekalcinaltuk. 5 pm vastagsagu
paraffinba agyazott mintakat xylen oldattal deparaffinizaltuk, majd etanollal rehidrataltuk,
végiil desztillalt vizzel mostuk. Immunhisztokémidhoz a mintdkat Dako EnVision FLEX
Peroxidase-Blocking Reagent-ben (Dako Glostrup, Denmark) inkubaltuk 5 percig. A sorozat
metszeteket TRACP (Roche, Manhheim, Germany) vagy katepszin K (Abcam, Cambridge,
UK) vagy CD68 (Roche) vagy FHb ellenes antitesttel inkubaltuk ultraview univerzalis DAB
detektalo kitet alkalmazva. Az immunfestések intenzitasait DFC 420 kameraval felszerelt

Leica DM2500 fénymikroszkoppal detektaltuk.



3.10. Hemoglobin prepardlds

A hemoglobin preparalast egészséges Onkéntesektdl szarmazo heparinnal alvadasgatolt
vérbol végeztik DEAE Sepharose CL-6B oszlopon, ioncserélé kromatografiaval. MetHb
eléallitasdhoz a Hb praparatumot hem csoportra nézve 1,5-szeres molaris mennyiségi
KsFe(CN)s-dal inkubaltuk 30 percig 25°C-on. FHb eléallitasahoz a Hb preparatumot hem-

csoportra nézve 10-szeres molaris mennyiségii H202 oldattal inkubaltuk 60 percig 37°C-on.

3.11.  Keresztkitott hemoglobinok detektilasa Western blottal

Egészséges kontroll, kalcifikalt ateromat vagy bevérzett kalcifikalt ateromat tartalmazo
arteria carotis mintakat 12%-os SDS gélen elektroforetizaltunk. A hemoglobin dimereket,
tetramereket és polimereket HRP-vel jelolt anti-human Hb poliklondlis antitesttel (Abcam,

1:15000) mutattuk ki.

3.12. Human carotis mintdik spektrum analizise

Egészséges carotis, kalcifikalt ateromat, valamint bevérzett kalcifikalt ateromat tartalmazé
carotis mintdkat folyékony nitrogénben torténd fagyasztast kovetden poritottuk, majd
foszfat-pufferelt soéoldatban (phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4) szonikalassal
homogenizaltuk. A mintakat 12000%g sebességen 20 percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot
Beckman DU-800 spektrofotométeren 500-700nm hullamhossz tartomanyban fotometraltuk.

3.13.  Sejt proliferdcio vizsgalata
A RAW264.7 sejteket 24 lyukl tenyésztéedényben tenyésztettiik 1-4 napon keresztiil. Az

€16 sejtek mennyiségét MTT-vizsgalattal hataroztuk meg.

3.14. Immunfluoreszcens festés

24 oras kezelést kovetéen a fixalt és blokkolt mintakat NFATcl (Novus Biologicals,
Littleton, CO, US) ellenes antitest oldattal inkubaltuk. A masodlagos antitest Alexa Fluor®
488 (Thermo Scientific) fluoroforral konjugalt kecskében termeltetett anti-egér IgG volt. A
sejtmagokat Hoechst festékkel festettik. A nuklearis transzlokaciot TCS SP8 STED
mikroszkoppal Leica Application Software X (Leica, Mannheim, Germany) segitségével

vizsgaltuk.



3.15. Citoplazma és sejtmag fehérje extrakcio

A 6 lyuki tenyészt6 edényben kezelt sejteket 10 mM HEPES pH 7.9, 50 mM NaCl, 0,5 M
Szukréz, 0,5% Triton X-100, és proteaz gatlokat tartalmazé pufferben lizaltuk, 10 percig
jégen inkubaltuk, majd ezt kovetéen 1000 xg sebességen 5 percig centrifugaltuk. A feliiliiszo
tartalmazza a citoplazma fehérje frakciot. A sejtmagfehérjét tartalmazo pelletet magfehérje
extrakeids pufferrel (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,5% Sodium deoxycholate, 0,1%
SDS, és proteaz inhibitorok) szolubilizaltuk.

3.16. Rekombindns egér 6xHis-RANKL expresszio

A rekombinans, N-terminalis végén 6xHis tagelt egér RANKL-ot E.coli Rosetta 2 sejtekben
termeltettiink. C57BL egerek tlidé szovetébdl RNS-t szeparaltunk, reverz transzkripcioval
cDNS-t allitottunk eld, majd ezt pTriex-4 Neo vektorba klonoztuk. A protein expressziot 1
mM Izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzaadéasaval indukaltuk. A sejteket hideg
lizis pufferben (50 mM NaH2POs, 300 mM NaCl, 1% TritonX-100, proteaz inhibitorok és 1
mg/ml lizozim, pH 8.0) lizaltuk. A rekombinians RANKL fehérjét Protino Ni-TED 150
oszlopon, a gyartd utasitasai alapjan tisztitottuk meg, ezutan Pierce™ High Capacity
Endotoxin Removal Resin (Thermo Scientific) segitségével endotoxin-mentesitettiik. A

rekombinans fehérje minéségi analizisét Coomassie festéssel és Western blottal végeztiik.

3.17. Invitro RANK-RANKL interakcié vizsgdlata

RAW264.7 sejteket lizaltunk hideg lizis pufferben (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl, 2x
proteaz inhibitor és 1% Triton X-100). A lizatum feliiluszojat 4°C-on 15 pg RANK
antitesttel billegtettiik. Ezt kovetden az antigen-antitest komplexeket protein A/G magneses
gyongyokkel (Thermo Scientific) inkubaltuk. Ezt kovetéen a gydngydket haromszor
mostuk detegergenseket tartalmazo hideg puffer oldattal (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM
NaCl, 0,05% Igepal CA630 és protedz inhibitorok), majd haromszor detergenseket nem
tartalmazo pufferrel (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl) és koinkubaltuk 1pug RANKL-dal
vagy 1pg RANKL és 10uM FHbD elegyével szobahdémérsékleten 60 percig. A gydnygyoket
ezutan mostuk haromszor 50 mM Tris pH 7.5 és 150 mM NaCl tartalmazo6 pufferrel és a
mintakat elualtuk redukaldé agens nélkiili 2xSDS minta-pufferrel 50°C-on 10 percig. A
RANK-RANKL interakci6é vizsgalatdhoz az eluatumokat 100 mM ditiotreitollal (DTT)
egészitettiik ki, 95°C-on 10 percig denaturaltuk.



3.18. Kalcifikdcio indukdldsa
Konfluens HAoSMC sejteket kalcifikalo médiumban tenyésztettiink, melyhez a novekedési
médiumot 3 mmol/L szervetlen foszfattal (NazHPO4/NaH2POs pH 7.4) egészitettiik ki.

Kisérleteink soran a sejttenyésztd médiumokat kétnaponta friss médiumra cseréltiik.

3.19.  Kalcium depozicio mérése

3.19.1.  Kalcium depozicio mennyiségi meghatdrozdsa kolorimetridas modszerrel

A 48 lyuk tenyésztbedényben kezelt sejteket kétszer mostuk PBS oldattal és
dekalcifikaltuk 0,6N sosav oldattal. A mintak kalcium tartalmat QuantiChrome Calcium
Assay Kit (Gentaur, Hayward, CA, US) segitségével hataroztuk meg a gyartd utasitisai
szerint. Ezt kovetden a sejteket 0,1 mol/L NaOH és 0,1% SDS elegyével szolubilizaltuk,
fehérje tarlamukat BCA protein assay kit (Thermo Scientific) segitségével hataroztuk meg.
A mintak kalcium tartalmat fehérjetartalomra normalizaltuk.

3.19.2.  Alizarin Red festés

A 48 lyuku tenyésztbedényben kezelt sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd 4%
paraformaldehid (PFA) oldatban fixaltuk. PBS-sel t6rténé mosast kovetden 2% Alizarin Red

S oldattal inkubaltuk 5 percig. Ezt kovetden haromszor mostuk desztillalt vizzel.

3.20. Alkalikus- foszfatdz aktivitds mérése

HAoSMC sejteket 6 lyuku tenyészt6edényben kezeltiink, majd kétszer mostuk PBS-sel,
szolubilizaltuk 1% Triton X-100 és 0,9% NaCl tartalma oldatban. 130pl Alkaline
Phosphatase Yellow Liquid Substrate oldathoz 50ug proteintartalmi mintat adtunk, és a p-
nitrofenol képz6édés kinetikajat 37°C-on 30 percig 405nm-en detektaltuk. A kinetikus gorbe

maximalis meredekségét hasznaltuk az aktivitas szamitasahoz.

3.21.  Intracelluldris foszfdat mérése

A sejtek szervetlen foszfat tartalmat QuantiChrome Phosphate Assay Kit (Gentaur)
segitségével hataroztuk meg. A tenyészeteket kétszer mostuk PBS-sel, ezt kovetden
szolubilizaltuk 1% Triton X-100 oldattal. A foszfattartalmat a mintdk fehérjetartalmara

normalizaltuk.

3.22.  Oszteokalcin mérés
A tenyészetek oszteokalcin tartalmanak méréséhez az extracellularis matrixot 0,5 mol/L

EDTA-ban (pH 6.9) oldottuk, ezt kovetden Osteocalcin Assay Kit (Bender MedSystems,



Vienna, Austria) segitségével a sejttenyészetek fehérjetartalmara normalizalva hataroztuk

meg az értékeket.

3.23. Plazma HzS koncentrdcio meghatdrozdsa

A CKD betegekt6l és egészséges kontroll személyekt6l szarmazd vérmintakat centrifugaltuk
(3000%g 3 perc), majd 40 ul plazmamintat adtunk az 50 pl 1% cink-acetatot, 40 pl 30
mmol/L FeCls-ot [1,2 mol/L HCl-ban oldva] és 50 ul 20 mmol/L N,N-dimetil-p-
fenilendiamin dihidrokloridot [7,2 mol/L HCl-ban oldva] tartalmazd reakcidelegyhez. A
fehérje-mentesitést 70ul 10% triklorecetsav hozzaadasaval végeztik. Ezt kovetden a

reakcidelegyet centrifugaltuk (3000xg 30 perc), majd a feliiliszo abszorbanciajat 670 nm

3.24.  Periférias Mononukledris sejtek (PBMC) szepardldsa

Periférias mononuklearis sejteket vérb6l, Histopaque 1077 segitségével gradiens
centrifugalassal izolaltunk. CSE aktivitdas méréséhez a sejtszuszpenziot 100 mmol/L kalium-
foszfat pufferben (pH 7.4) ultraszonikaltuk vagy a CSE fehérje-szintli expresszid
vizsgalatahoz 1% Triton X-100 oldatban, proteaz inhibitorok jelenlétében szolubilizaltuk
vagy a CSE mRNS mennyiségi meghatarozasahoz TriReagent segitségével tartuk fel a

sejteket és tovabbi felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

3.25.  Cisztationin y-liaz aktivitas mérése

CSE aktivitds mérését Stipanuk moddszere alapjan végeztilk. A human PBMC sejtek CSE
aktivitasat cisztationin lebontas és cisztein képz6dés utjan mértiik. A sejtlizatumokat 60
percig 37°C-on inkubaltuk 2 mmol/L cisztationin, 0,25 mmol/L pyridoxal 5’-foszfat és 100
mmol/L Tris-HCI jelenlétében. Ezt kdvetden savas ninhidrin reagenst adtunk az elegyhez és
5 percig forraltuk. A mintdk szobahére torténd lehiilése utan a cisztationin és cisztein

tartalmakat 455 és 560 nm-en mért abszorbancia értékek segitségével hataroztuk meg.

3.26.  Kvantitativ polimerdz lancreakcio

Total RNS izolacioja TriReagent (Zymo Research, Irvine, CA, US) segitségével tortént, a
mintdk reverz transzkripcidjat High Capacity cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA) segitségével végeztiik. A CKD betegek és kontroll csoport periférias mononuklearis
sejtjeib6l QIAamp® RNA Blood Mini kittel (Qiagen, Hilden, Germany) preparaltunk RNS

mintakat. Fluoreszcens jelolésii TagMan probakat (Thermo Scientific) hasznaltunk a gének



expresszidjanak vizsgalatdhoz, melynek soran a 20 pl reakcidelegy 10 pul cCDNS-bél és 10 pl
Master Mix-bél (Thermo Scientific) allt, mely 1 pul TagMan Assayt tartalmazott. A Runx2,
Pit-1 ¢és CSE gének kvantalasa iQ SYBR Green Supermix-szel (Bio-Rad) tortént. A
detektalast iCycler iQ Real Time PCR rendszerrel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
végeztiik.

3.27.  Western blot

Az NFATcl és NF«B nuklearis transzlokacié kimutatasahoz sejtmag- illetve citoplazma-
fehérje extraktumokat, az egyéb fehérje expresszids szintjének meghatarozasahoz teljes
sejtlizatumokat 12%-0s SDS-PAGE elektroforézissel valasztottuk el. Az oszteokalcin
kimutatasahoz az extracellularis matrixot 0.5 mol/L EDTA oldattal (pH 6.9) oldottuk, majd
a mintdkat 16,5% Tris-Tricin/Peptid-PAGE gélre vittik fel. Az elektroforézist kovetden
nitrocelluléz membranra blottoltuk a mintékat, 5% tejporral vagy 5% BSA-val (bovine
serum albumin) szobahémérsékleten blokkoltuk 1 6rdn at, majd az elsédleges antitestekkel
4°C-on, 16 Oran at billegtetve inkubaltuk. Az antigen-antitest komplexeket
kemilumineszcencidval tettilk lathatdva (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK).
Detektalast kovetden a membranokat Gjra jeldltik GAPDH-ra, HSP-90-re vagy Lamin B1-

re. A kemilumineszcencia kvantalasat Image J software-rel végeztiik.

3.28. siRNS tarnszfekcio
HO-1 és CSE-specifikus siRNS-eket, valamint negativ kontroll sSiRNS-ek (Ambion, Austin,
TX, US) transzfektalasat a sejtekbe Oligofectamin Reagent (Invitrogen, Carlsbhad, CA, US)

segitségével végeztiik, a gyartd utasitasai szerint.

3.29. Statisztika

A statisztikai analizist GraphPad Prism 5 szoftverrel végeztiik. Az eredményeket
atlagatstandard hibaként abrazoltuk. Az eredmények statisztikai elemzéséhez
egyszempontos Anova posthoc Bonferroni vagy Newmann-Keuls probat vagy t-tesztet
hasznéltunk. A p <0.05 szignifikancia szintet *, a p <0.01 szignifikancia szintet ** és a p

<0.001 szignifikancia szintet *** jeldli.



4. Eredmények

4.1. A FHb gatolja az oszteoklasztogenezist és az OC-K csontreszorpcios aktivitdsdt

A makrofagok RANKL hatasara képesek oszteoklasztokka differencialodni. Munkank soran
azt vizsgaltuk, hogy a kiilonbozé hemoglobin-formaknak milyen hatdsa van a RANKL-
indukalta oszteoklasztogenezisre. Ehhez egér makrofag RAW264.7 sejteket tenyésztettiink
50 ng/ml RANKL-tartalmi oszteoklaszt-differenciald mediumban 6nmagaban, vagy Hb,
MetHb vagy FHb jelenlétében. Elsdként TRAP festéssel és csontreszorpcids aktivitas
mérésével vizsgaltuk meg a kiilonb6z6 Hb-formak hatisat az oszteoklasztogenezisre.
Kisérleteinkben a hemet, mint RANKL-indukélta oszteoklasztogenezis gatldszert, az
oszteoklasztosodas gatlasanak pozitiv kontrolljaként alkalmaztuk. A RANKL-indukalta OC
differenciaciot és csontreszorpcios aktivitast szignifikdnsan gatolta a hem és a FHb, ellenben
a Hb és a MetHb esetében ez a hatas nem figyelhetd meg. Ezek utan megvizsgaltuk, hogy a
FHb koncentracidja és oszteoklasztogenezist gatld hatasa kdzott van-e Gsszefiiggés. TRAP-
festéssel és csontreszorpcios vizsgalattal megmutattuk, hogy a FHb OC képzddést gatld
hatasa dozis-fliggd, mar 2,5 pmol/L koncentracioban szignifikansan képes gatolni az OC-k
kialakulasat.

Megvizsgaltuk, hogy a FHb citotoxikus-hatas miatt képes-e gatolni az OC differenciaciot. 4
napig tenyésztettliink RAW264.7 sejteket RANKL-dal 6nmagéban vagy FHb jelenlétében,
majd MTT analizissel kiilonb6z6 idépontokban (1-4 napig) vizsgaltuk a sejtproliferaciot és
viabilitast. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kontroll kezelt sejtekhez viszonyitva
RANKL hatasara csokken a RAW264.7 sejtek proliferacioja, akarcsak a RANKL+FHb-nal
egyidejileg kezelt sejtek esetében is, viszont a FHb-nak nem volt proliferativ hatasa a
sejtekre a RANKL-dal 6nmagaban kezelt sejtekhez viszonyitva. Ezt kovetden megnéztiik,
hogy a csokkent proliferacio Osszefiiggésbe hozhatd-e apoptotikus sejthaldl jelenségével.
Immunoblot segitségével hasitott kaszpaz-3 fehérjét vizsgaltunk, mely hatékonyan jelzi az
apoptotikus sejthalalt. Bizonyitottuk, hogy az oszteoklasztogenezis soran nem okoz

sejthalalt a RANKL kezelés FHb-nal kiegésziilve.

4.2. A FHb csokkenti a RANKL-indukdlta OC-specifikus gének expressziojat

......

valtozasa, ezért megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé Hb formaknak milyen hatasa van az OC-

specifikus fehérjék (CTR, DC-STAMP és NFATc1) expresszidjara mind RNS, mind fehérje



szinten. A RANKL szignifikansan indukalta a CTR és a DC-STAMP expressziojat a
RAW264.7 sejtekben, melyet a FHb és a hem jelentdsen, mig a MetHb kisebb mértékben
csokkentette. A Hb nem volt képes gatolni a RANKL hatasara megemelkedett CTR és DC-
STAMP expresszidjat. A RANKL-indukalta NFATc] szint emelkedését csokkentette a FHb

és a hem, mig a Hb és MetHb nem volt képes gatolni a fehérje megemelkedett expresszidjat.

4.3. A FHb oszteoklasztogenezist gatlo hatisa nem HO-1 medidlta folyamat.
Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy a FHb HO-1-et indukal endotél sejtekben,
tovabba ismeretes, hogy in vitro a hem, a HO-1 indukcidjan keresztiil, gatolja az
oszteoklasztogenezist. Ezért megvizsgaltuk, hogy a FHb OC-képzddést gatlo hatdsa
Osszefliggésben van-e a HO-1-indukaloé hatasaval. A FHb, hasonléan a hemhez, HO-1
expressziot indukdl RAW264.7 sejtekben, amely RNS, fehérje, valamint a HO enzim
aktivitas fokozodasan is kimutathato.

HO-1-specifikus siRNS-sel csendesitettiik a HO-1 expresszidjat és vizsgaltuk a RANKL-
indukalta oszteoklasztogenezist FHb jelenlétében. Kimutattuk, hogy a FHb HO-1-
csendesitett sejtekben is gatolja az OC-k kialakulasat, melyet TRAP-festéssel,
csontreszorpcios analizissel és a CTR mRNS szintjeinek mérésével is bizonyitottunk.

Fenti eredményeinket vad tipusa (HO-1*/*) és HO-1 knock out (HO-17") egerekbdl
szarmazo6 BMDM sejteken is megerdsitettiik. Kimutattuk, hogy a FHb gatolja a RANKL-
indukélta CTR expressziojat mind a HO-1""* mind pedig a HO-17- BMDM sejtek esetében.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a FHb oszteoklasztogenezist gatld hatasa, a hemt6l

4.4. A FHb gatolja a RANK-RANKL interakciot

Az OC-k kialakulasanak feltétele a RANKL kotddése a RANK receptorhoz, a RANKL
pedig kozvetleniil indukalja a RANK expresszidjat. Ahhoz, hogy feltarjuk milyen
molekularis mechanizmus mentén gatolja a FHb az OC kialakulasat, megvizsgaltuk, hogy a
FHb befolyasolja-e a RANKL-indukalta RANK expressziot. Kimutattuk, hogy a FHb
szignifikansan csokkenti a RANKL hatasara bekovetkezett RANK expressziot mind mRNS,
mind fehérje szinten. Immunoblottal vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a FHb
csokkenti a sejt-asszocialt RANKL mennyiségét. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az
exogén RANKL  sejt-asszociacidja  jelent6sen  lecsokken — amennyiben  az

oszteoklasztogenikus médium FHb-t is tartalmazott. Fenti eredményeink megerdsitése



céljabol laboratoriumunkban N-terminalis 6xHis taggel ellatott egér RANKL-ot allitottunk
el6. Kémcso kisérletiink soran RAW264.7 sejtekbél immunoprecipitacioval RANK fehérjét
tisztitottunk, melyet RANKL-6xHis (1pg) jelenlétében dnmagaban vagy FHb hozzaadasaval
fehérjéhez. Vizsgalataink megerdsitették azt az in vitro megfigyelésiinket, hogy a FHb
gatolja a RANK-RANKL interakciot. Eredményeink azt bizonyitjadk, hogy a FHb a

45. A FHb gatolja a RANKL-indukalta OC-differencidcio szignalizdciojat
A RANK-RANKL interakcid szamos jelatviteli utvonalat indit be, mely a makrofagok OC-

c-Fos indukcidja, a p38 és JNK foszforilacioja, valamint az NFkB és NFATcl nuklearis
transzlokacioja. Eredményeink megerdsitik azt a hipotézisiinket, hogy a FHb gatolja a

RANK-RANKL interakcigjat, ezaltal pedig a RANK downstream szignalizaciojat.

4.6. A bevérzést tartalmazo kalcifikalt léziokban Hb oxiddcios folyamatok zajlanak
Korabbi tanulmanyainkban kimutattuk, hogy a bevérzett komplikalt ateroszklerotikus
plakkokban oxidalt hemoglobin-formak vannak jelen, melyet jelen vizsgalatainkkal is
alatamasztottunk. Spektrofotometrids elemzéssel kimutattuk, hogy a bevérzett komplikalt
1ézidkat tartalmazo érmintakban oxidalt Hb talalhatd, mig az egészséges érmintakban vagy
bevérzés nélkiili kalcifikalt 1éziokban nem mutathato ki oxidalt Hb. Az egészséges kontroll
érmintakhoz vagy kalcifikalt ateroszklerotikus plakkokhoz viszonyitva, a bevérzett
komplikalt plakkokban jelentés mértékben van jelen keresztkotott Hb dimer, tetramer és
multimer.
4.7. A FHb jelenléte osszefiiggésben van az OLC sejtek hidnydval a bevérzett
kalcifikalt léziokban
Ezt kdvet6en azt vizsgaltuk, hogy a FHb jelenléte befolyasolja-e az OLC sejtek kialakulasat
bevérzett kalcifikalt plakkokban az egészséges carotis mintakhoz és kalcifikalt ateromakhoz
képest. A Ca depozitumok jelenlétét Von Kossa festéssel vizsgaltuk, amely Kiterjedt

extracellularis kalcium felhalmozodast mutatott ki a kalcifikalt plakkokban és a bevérzett



kalcifikalt plakkokban. A bevézett kalcifikalt plakkokban jelentés mennyiségii FHb
mutathatd ki, mig az egészséges és kalcifikalt plakkok esetében nem figyelheté meg pozitiv
festddés. A sokmagvu, OC karakterii oridssejtek jelenlétét TRAP festéssel és CatK festéssel
mutattuk ki. A kalcifikalt plakkokban, a kalcifikalt teriiletek kornyezetében szamos TRAP-
és CatK-pozitiv OLC sejtet azonositottunk, mely alatamasztja az OLC sejtek jelenlétét
kalcifikalt erekben. Ezzel ellentétében, a bevérzett kalcifikalt plakkok esetében az OLC
sejtek szama elenyész6, a kiterjedt plakk-kalcifikacié ellenére is. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az OLC sejtek jelenléte a bevérzett kalcifikalt ateromakban szignifikdnsan
kevesebb a bevérzés nélkiili kalcifikalt plakkokhoz viszonyitva, a bevérzett kalcifikalt

plakkokban pedig jelentés mennyiségli FHb van jelen.

4.8. A HaS dozis-fiiggden csokkenti a HAoSMC sejtek mineralizdcidjdt

A vaszkularis kalcifikacio vizsgéalatahoz egy olyan in vitro modellt hoztunk 1étre, melyben a
HA0SMC-ket 7 napon 4t kalcifikalé6 médiumban (normal névekedési médium 3 mM Pi-vel
kiegészitve) tenyésztettiink dnmagéaban vagy HzS jelenlétében. Pi hatdsara az extracellularis
Ca depozicio fokozodott, melyet a H2S koncentracio-fiiggd modon gatolt. Szignifikans
gatlast 50 umol/L NaHS koncentracional tapasztaltunk. A HeS kalcifikaciot gatlo hatasnak
tovabbi megerdsitéséhez Alizarin Red festést is végeztiink. A Kalcifikald médiumban
tenyésztett sejtek esetében vordsen festddd kalcium depozitumokat figyelhettiink meg, mig

H>S hatasara az extracellularis kalcium felhalmozodas lecsokkent.

4.9. A HaS gdtolja a HAoSMC sejtek oszteoblasztos differencidciojat

Az mar ismeretes, hogy a vaszkularis kalcifikacid in vivo nagymértékben hasonlit a csont
mineralizaciora, ezért megvizsgaltuk, hogy a H2S gatolja-e a HA0SMC-k oszteoblaszt-szerii
patogenezisében kulcsszerepet jatszo ALP és OCN expresszidjat vizsgaltuk HA0OSMC-ken
HaS jelenlétében. A sejteket kalcifikalo médiumban tenyésztve ~10-szeres ALP-aktivitas
emelkedést tapasztaltunk a kontroll tenyészetekhez képest, melyet a Ha2S dozis-fiiggéen
gatolt. Az ALP aktivitashoz hasonloan, Pi hatasara jelentés mértékii OCN szekréciot
mutattunk ki, melyet a Hz2S dozis-fliggben gatolt.

Ezt kovetden a kalcifikacio mester regulatoranak, a Runx2 transzkripcios faktornak az

expresszidjat vizsgaltuk in vitro modellinkben. Kimutattuk, hogy a Pi novelte a Runx2



mRNS szintjét a kontroll médiumban tenyésztett sejtekhez képest, melyet a H2S
szignifikansan gatolt.

A Pi-indukalt kalcifikdcioban fontos szerepet jatszik a Pit-1 natrium-fosztfat
kotranszporteren keresztiil torténé Pi felvétel. Kimutattuk, hogy a HzS koncentracio-fiiggd
modon gatolja a sejtek Pi felvételét. Ezt kovetden vizsgaltuk a Pi felvételben kulcsszerepet
jatszo Pit-1 transzporter expresszidjat. Pi hatasara szignifikansan fokozodott a Pit-1

expresszoja a HAOSMC-kben, melyet a HzS kezelés jelentGsen gatolt.

4.10. Az endogén H3S képzodése gatolja a HAoSMC sejtek kalcifikdcidjdt és

......

Az érrendszerben a simaizomsejtek H2S termelése egy piridoxal-5’-foszfat-dependens
enzim, a CSE altal torténik. Eddigi eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a CSE enzim
gatlasa fokozott kalcifikacidhoz vezethet. A CSE aktivitasat eldszor egy jol ismert
gatloszerrel, a DL-propargilglicin (PPG) segitségével gatoltuk. A PPG-vel kezelt sejtekben
markans CSE-aktivitas csokkenést tapasztaltunk, melynek hatasara kétszeresére emelkedett
az extracellularis matrix kalcium tartalma a PPG-vel nem gatolt sejtekhez viszonyitva. Ezen
tilmenden, a PPG novelte az ALP aktivitast és az OCN expresszidjat. A CSE-aktivitas
szerepét a kalcifikacié gatlasaban a CSE gén SiRNS-sel torténd csendesitésével is
bizonyitottuk. Ezen vizsgalataink megerdsitették, hogy a CSE aktivitas gén-csendesitéssel
torténd csokkentése a kalcifikacid fokozddasahoz vezet.

4.11. Végstadiumu vesebetegek csokkent plazma H>S szintje csokkent CSE-aktivitassal

tarsul

Perna és munkatarsai korabban kimutattak, hogy a végstadiumu vesebetegek plazmajanak
H2S szintje alacsonyabb a kontroll populaciohoz képest, mely hemodializis soran tovabb
csokken. Jelen eredményeink megerdsitették ezt a megfigyelést. Mivel az érrendszerben
torténd HaS termelés legfontosabb enzime a CSE, ezért megvizsgaltuk a végstadiumi
veseelégtelenségben szenved$ betegek és egészséges kontroll személyek periférias
mononuklearis sejtjeinek CSE expresszidjat és aktivitasat. CSE expresszidjaban sem mRNS
sem fehérje szinten nem mutatkozott kiilonbség a két mintavételi csoport kozott. Ellenben a
CSE aktivitasat vizsgalva — melyet cisztationin fogyassal és cisztein képzddéssel mértiink- a
veseelégtelenségben szenvedd betegek mononuklearis sejtjei jelentds aktivitas csokkenést

mutattak az egészséges kontrollokhoz viszonyitva.



5. Osszefoglalas

A vaszkularis kalcifikacio kialakulasa két ellentétes iranyu folyamatnak: az oszteoblaszt-
szerli sejtek megemelkedett mineralizaciojanak és az oszteoklaszt-szeri sejtek csokkent
csontreszorpcidjanak az eredménye. Munkank sordan azokat a tényezdket vizsgaltuk,
amelyek hatassal lehetnek ezekre a folyamatokra.

Az ateroszklerotikus plakkok bevérzése igen gyakori jelenség, melynek eredményeként a
sejtekbdl kiszabadulé Hb az erds oxidativ kdrnyezetben FHb-na oxidalodik. Azt vizsgaltuk
vajon az oxidalt Hb hatassal van-e az OC-k kialakulasara, ezaltal befolyasolva a kalcium
eltavolitasat a kalcifikalt ateroszklerotikus 1éziokbol. A FHb csokkentette a RANKL-
indukalta csontreszorpcids aktivitdst és gatolta az oszteoklaszt-specifikus gének
expresszidjat. Ezen tilmenden a FHb gatolta a RANK-bol kiindulé oszteoklasztogenezis
jelatviteli Utvonalait. Ezek a hatdsok hem-oxigenaz 1 enzimtdl fiiggetlenek, melyet HO-1
gén knock-out RAW264.7 sejteken és egerekben is megmutattunk. A FHb verseng a
RANK-kal a RANKL-kotésért, ami egy lehetséges mechanizmust mutat, melynek révén a
FHb akadalyozza az oszteoklaszt differenciaciot. Koros human carotis artériak esetében, az
OLC-k nagymennyiségben vannak jelen a kalcifikalt plakkokban ¢és a kalcium
felhalmozodas kornyékén lokalizdlodnak, mig a FHb felhalmozodast mutatd bevérzett
1éziok esetében a kalcium akkumulacié ellenére is ezen sejtek szama lecsokkent. A FHb
ezen hatdsai azt bizonyitjak, hogy a bevérzett ateromakban jelenlévé FHb egy olyan
kiilonleges mikrokdrnyezetet teremt, melyben az OLC-medidlta kalcium depozicid
eltavolitasa akadalyozott, ezaltal gatolt az érrendszer endogén kalcium reszorpcios
képessége.

Munkank soran vizsgaltuk a H2S lehetséges szerepét a Pi-indukalta VSMC oszteoblaszt
annak exogén vagy endogén eredetétdl, gatolja az oszteoblaszt-specifikus gének (ALP, OCN
és Runx2) expresszidjanak emelkedését. A Pit-1-en keresztiil torténd Pi-felvétel gatlasa
elengedhetetlen része a HAoSMC sejtek H2S hatasara bekovetkezd kalcifikacios és
fenotipus-valtasi folyamat jotékony befolyasolasahoz. Végstadiumia CKD betegekben a
redukalédott CSE aktivitas csokkent H2S szinthez vezet, mely megkonnyiti a kalcifikacio
megjelenését az érrendszerben. Ezek az eredmények Uj stratégiat nyujtanak a vaszkularis

kalcifikacio kialakulasanak gatlasdhoz.
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