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1. Bevezet6 és irodalmi attekintés
1.1. Kronikus vesebetegség, végstadiumu veseelégtelenség, vesepotlo kezelések

A fejlett orszagokban a kronikus vesebetegség (KVB) egyre jelent6sebb
epidemiologiai problémat jelent. A vese funkcié alapjan 5 stddiumot
kiilonboztetiink meg, ahol az 5. stddium mar nagyrészt a vesepotldo kezelésre
szoruld végstadiumu veseelégtelenséget jelenti. Egyes becslések szerint a lakossag
10%-a szenved kronikus vesebetegségben, azonban csak egy részik keril
felismerésre idejében, sajnos igen gyakran siirgésséggel kell vesepotlo kezelést
inditani.

A kronikus vesebetegség stadiumait a glomerulus filtracios rata (GFR)
alapjan lehetséges beosztani. A becsiilt GFR (estimated GFR, eGFR) szamitasanal
nagy esetszamu tanulmdnyok alapjan, olyan tapasztalati képletet igyekeztek
megalkotni, mely a szamitashoz sziikséges tényleges vizsgélatokat (pl.: vérvétel,
vizeletgylijtés, stb.) minimalizaljdk és a laboratorium szamara egyébként is
hozzaférheté antropometria adatokat hasznaljak fel. 2009-ben kollaboracios
vizsgalat kapcsan keriilt megalkotasra a ,,Chronic Kidney Disease -
Epidemiology” (CKD-EPI) formula, mely mar 90 ml/perc/1,73 m’ig képes
megbecsiilni a vesefunkciot jellemz6 eGFR értéket.

Az eGFR érték birtokaban a stadium beosztast elvégezhetjiik, a
rendszeresen ellendrzott vesefunkcid meghatarozassal pedig pontosan nyomon
kovethetjiik a valtozas dinamikajat. Az I. stadium esetén az eGFR érték a normal
tartomanyban van, viszont a fennalld strukturdlis és a funkcionalis eltérések
alapjan mar hasznalhatjuk ezt a besorolast. A III. stddium megbontisa 2
alcsoportra a kronikus vesebetegség kimenetelében €szlelhet progresszio alapjan
tortént, mely szerint 45 ml/perc/1,73 m2-es értéket elérve a folyamat progresszidja
mar nem allithaté meg, egyetlen lehetdség a folyamat elérehaladasanak lassitasa. A
progresszi6 soran, vagy egy¢b Uton kialakult 15 ml/perc/1,73m2 értéket elérd, vagy
ennél is kisebb esetben a vesefunkciot mar végstadiumu veseelégtelenségnek
nevezziik.

A kiesett vesefunkcid potlasara a vesetranszplantacio a legmegfelel6bb,
azonban a kronikus vesebetegséggel kiizdok szamos tarsbetegséggel rendelkeznek,
melyek relativ vagy abszolut modon kontraindikéljak a beavatkozast. Amennyiben
a vesetranszplantacid nem lehetséges, vagy a beliiltetett vese funkciovesztésének
kovetkeztében a vesefunkcid ismételten 10 ml/perc ala csokken, akkor dializis
kezelés valik sziikségessé. A dializisnek két f6 formdja ismert, a hemodializis ¢s a



peritonealis dializis. A hemodializis soran a beteg vérét féligatereszté membranon
atvezetve dializdl6 oldat segitségével megtisztul a kis molekulasulya
salakanyagoktol diffuzio segitségével. A diffuzion és ellendramlés elvén miikodo
kezelési tipust hemodializis modalitdsnak is nevezziikk. Hemodializis soran a
membran kb. 10 kDa pérus méretét meghaladé molekuldk esetén gyakorlatilag
nincs lehetségiink diffiizioval méregtelenitést végezni. Az elmult évtizedekben
szamos technikat dolgoztak ki a nagyobb molekulaméretii anyagok eltavolitasara.
A hemofiltracié soran megndvelt hidrosztatikus nyomas alkalmazasaval a
konvektiv transzportnak nevezett folyamat segitségével nyilik lehetéség a
méreganyagokat a plazmaval egyiitt eltavolitani. Kezelésenként legalabb 18 liter
folyadékeltavolitdas sordn csokkent kardiovaszkularis rizikot és jobb tulélési
eredményeket irtak le. Az elveszitett folyadék mennyiséget steril infuzids oldattal
sziikséges poétolni. Fontos hatranya a hemodializishez viszonyitott rosszabb
salakanyag eltavolitas az alacsonyabb molekulatomegii anyagok viszonylatdban.
Mondhatni kompromisszumként, de sokkal inkabb mindkét modalitids eldnyeit
figyelembe véve alkottak meg a hemodiafiltracios kezelést. A jarobeteg ellatasként
veégzett, de mégis intézethez kotott, a betegek szallitasaval jar6 hemodializissel
szemben a peritonealis dializis a betegek szamara egy sokkal szabadabb életet,
jobb életmindséget biztosit. A hasi dializis alapja a hashartyanak féligateresztd
membranként valdé alkalmazasa. A vékony egyrétegli kobhambol és basalis
membranbdl all6 struktira lehetévé teszi a salakanyagok diffuzioval torténd
dializal6 oldatba jutdsat. A szervezet szamara felesleges folyadékeltavolitisa a
dializal6 folyadékban 1évd gliikoz altal fenntartott onkotikus nyomads hatdsara
valdsul meg.

1.2. A vesebetegség rizik6faktorai és a vesebetegség, mint riziké faktor

A kronikus vesebetegség kialakulasanak hatterében szamos szisztémas
betegség allhat, melyeket azonban a manifesztalodd vesebetegség is stlyosbithat.
Jol ismert a magasvérnyomas-betegség, az érelmeszesedés és a cukorbetegség
szerepe a vesebetegségek létrejottében. Ugyanakkor a hipertonia és a diabetes
képes tobbszorosére emelni az érelmeszesedés kialakulasanak ¢és gyors
progresszidjanak a kockazatat, ill. a fokozott érelmeszesedés pedig a
magasvérnyomas betegséget stlyosbithatja. Mindharom esetben azonban a
vaszkularis rendszerre kifejtett direkt és indirekt hatasok folytdn nagysagrendekkel
képesek emelni a kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis megbetegedések és
halalozasok kockazatat. A fejlett orszagokban a kardiovaszkularis eredeti



halalozas a vezetd halalokok ko6zott szerepel, annak ellenére is, hogy az utdbbi
évtizedekben robbandsszertien javult a kardiologiai intervencids ellatas, sokkal
szélesebb kort ismeretekkel rendelkeziink a betegségek kialakuldsdhoz vezetd
allapotokkal kapcsolatban, ezaltal a megel6zésre is sokkal komolyabb hangsulyt
lehetne fektetni.

Epidemiologiailag az ordkletes korképek (pl.: policisztds vesebetegség
mindkét formaja, Alport-szindroma, korom-patella szindroma, vékony basalis
membran betegség, stb.) és direkten a veseszovetet érinté korképek, mint
glomerulonephritisek, interstitialis nephritisek és tubulopathiak is jelentds szerepet
jatszanak a kronikus vesebetegségek kialakulasaban. Az alapbetegség vagy a
megjelenésével. A proteinuria azonban nemcsak diagnosztikai paraméter, hanem a
vesebetegek fokozott kardiovaszkularis rizikojanak egyik fliggetlen kockézati
tényezdje.

1.3. Vaszkularis eltérések vesebetegségben

A kronikus vesebetegség romlasaval egyenes aranyban fokozodik a
kardio- és cerebrovaszkularis riziko. A kardiovaszkularis megbetegedések jelentik
a legfobb haldlozasi okot a KVB-ben szenvedd betegek szamara. Ennek
figgvényében a vaszkularis kalcifikacio és a szovodményei tovabbra is komoly
klinikai kihivast jelentenek, amit csak fokoz a tény, hogy a vesepotldo kezelést
igényld végstadiumti veseelégtelenség kapcsan felgyorsul a progresszio. A
vaszkularis kalcifikacié kapcsan két kiilonbozo entitast kell megkiilonboztetniink,
mely szOvettani vizsgéalatok kapcsan el is kiilonithetd egymastol, de gyakran a
tarsbetegségek miatt akar egyszerre is jelen lehet és egyiittesen ronthatjdk a
betegek életmindségét és  okozhatnak sulyos kovetkezményeket. Az
intimaszklerdzis ateroszklerotikus 1éziokban jelentkezik, mig a tunica media
simaizomsejtjeit érintd kalcifikaciot a Monckeberg-féle szklerozisban latjuk. Az
érrendszer egészét érintd kalcifikacidban egy alaposan szabalyozott folyamat soran
a simaizomsejtek csontsejtszerti sejtekké alakulnak at. A transzdifferenciacios
folyamat sordn a simaizomsejtre jellemz6é fehérjemintazatot (pl.: alfa-aktin,
SM22alfa) elveszitik és oszteoblasztra jellemzo fehérjék expresszidja indukalddik.
Emelkedik az oszteokalcin, az oszteopontin, az oszteoprotegerin, a matrix Gla
protein és az alkalikus foszfataz szintje. Az alkalikus foszfatdz enzim szintjében
bekdvetkezd valtozas jol mutatja a sejtek atalakulasat. Szamos faktort sikeriilt

azonositani, melyek a vaszkularis kalcifikacio kialakulasat és progresszigjat



elésegitik, ill. gatoljak. Az egyik legpotensebb induktor az emelkedett foszfat szint.
A kronikus vesebetegek esetén a vaszkularis kalcifikacio jelentOs riziko faktora a
hiperfoszfatémia, és a szekunder hiperparatire6zis terapidjaban alkalmazott D-
vitamin kezelés.

1.4. Hemoxigenaz-ferritin rendszer szerepe a vaszkularis betegségekben

Korabban kutatécsoportunk mar igazolta, hogy a hem-oxigenaz-1/ferritin
rendszer aktivalasa kedvezden befolyasolja a magas inorganikus foszfat indukalta
in vitro kalcifikaciot. Az eredmények alapjan a vas fiiggetlentiil a redox allapotatol
kiszabadulva a hem csoportbol képes gatolni a kalcium lerakodasat dozisfiiggd
modon simaizomsejteken magas inorganikus foszfat jelenlétében. (1.16) Tovabbi
vizsgélatok soran sikeriilt azonositani a gatldo hatasért felelds, vas altal indukalt
ferritin nehéz lanc expressziot. A rekombinans nehézlanc és specialis aktiv
centrumaban gatolt mutans variansaval tortént kezelés soran sikeriilt azonositani a
ferroxidaz aktivitas protektiv hatdsat. Az elérehaladott kronikus vesebetegség és a
vesepoOtld kezelést igényld veseelégtelenség gyakran tarsul a hiperfoszfatémia
mellett vashiannyal. A vas hiany és a csokkent intracellularis ferritin nehézlanc
egyiittesen rontja a kalcifikacios folyamatot a vesebetegek esetében és valoszintileg
a FtH tultermeltetése gatlo hatasti lehet az érrendszer mineralizaciojaban
elérehaladott KVB-ben.

1.5. Véralvadasi rendszert érint6 valtozasok vesebetegségben

Szamos kutatd vetette mar fel kutatasi témaként a koagulacios rendszer és
vérlemezkéket érintd valtozdsok vizsgalatat hemodializalt betegekben. Korabbi
extracorporalis keringést vizsgald tanulmanyunkban sikeriilt beazonositani a
fehérvérsejt  aktivacidt a véralvadasi rendszer receptorok ismeretében.
Tanulmanyok soran gyakran meriilt fel kérdésként a vérlemezkék szamaban és
funkciojaban, a vérlemezke, endotél sejt és koagulacios rendszer protrombotikus
iranyba bekovetkezd valtozasainak vizsgalata. Azonban ezidaig csak egy
alkalommal vizsgaltak a vérlemezke aktivaciot a HD és HDF 6sszehasonlitasaban
és a CONTRAST vizsgalat alvizsgalataként lett publikdlva. A szerzék HDF
betegek korében emelkedett vérlemezke asszocialt aktivacios markert irtak le, de a
szolubilis beta-thromboglobulin vizsgalatakor csokkent vérlemezke degranuldciot
észleltek, igy a kapott eredmények alapjan sejtes és szolubilis faktorok
vonatkozésadban nem lehetett egyértelmiien allast foglalni.



2. Célkitilizések

A kronikus vesebetegség elérehaladtaval a vaszkularis kalcifikacio {iteme
egyre kifejezettebb, melynek koszonhetéen folyamatosan ndvekszik a
kardiovaszkularis rizikdé, ami a végstadiumi veseelégtelen betegek esetén a
leggyakoribb ok a megbetegedések és halalokok kozott. Az irodalomban az
inorganikus foszfat mellett szdmos vegylilet vonatkozasaban irtak le kalcifikaciot
fokoz6 hatast, tdbbek kozott az organikusan kotott foszfat és az aktivalt D-vitamin
is ezek koz¢ tartozott. A korabbi kisérleteink soran a sejtkultirakhoz adott hemmel
az extracelluldris mineralizacié gatolhato volt. A gatlas hatterében az intracellularis
ferritin szintézis indukalddasat, azon beliil is a ferroxidaz aktivitas kulcsfontossagu
szerepét sikeriilt azonositani.

Elsé vizsgalatunkban a célkitlizésiink tehat a vaszkularis kalcifikacid in
vitro modellezése volt organikus foszfat és aktivalt D-vitamin alkalmazasaval.
Tovabbi célunk volt a ferritin és a ferroxidaz aktivitas univerzalis gatlé hatasanak
bizonyitasa, ill. olyan ferritin szintézist fokozo6 alternativak kiprébalasa, mellyel
nem noveljiik a szervezet vas terhelését.

A vesepotld kezelésre szoruld végstadiumil veseelégtelen betegek
hemosztazis paramétereiben jelentds valtozasok alakulnak ki, melyek részben a
felhalmozodo salakanyagok, részben pedig a dializis kezelések hatasara jonnek
létre. Tanulmanyok mar tobb alkalommal is foglalkoztak a vérlemezkék dializis
kezelés alatt bekovetkezé funkcié valtozasaval, azonban a kiilonb6zé kezelési
modalitasok dsszehasonlitasaban még eddig nem torténtek vizsgalatok.

A dializis kezelések alatt végbemend vérlemezke aktivacio vizsgalatat
tliztiik ki masodik tanulmanyunk céljaul, mely soran mind felszini, mind szolubilis
faktorok vizsgalatat és a sejtes konjugdtumok szintjének meghatdrozasat kivantuk
elvégezni. Korabbi vizsgalatok kapcsan a monocita és neutrofil sejtek és
vérlemezkék altal alkotott heterotipikus aggregdtumokat és a szolubilis markerek
koziil a P- és E-szelektin valamint a von Willebrand faktor valtozasait kdvetnénk
nyomon a dializis kezelések.

Mindkét vizsgalatunk kapcsan a téma felvetések és célkitiizéseink alapja a
kronikus vesebetegségek soran észlelheté fokozott kardiovaszkularis rizikd
hatterében allo korélettani folyamatok alaposabb megismerése, ahol lehetséges

terapias timadaspontok azonositasa és potencialis megoldasok keresése volt.



3. Anyagok és Médszerek
3.1. Sejtkultira

A Kkisérleteinkhez hasznalt human aortabol szdrmazé simaizomsejteket
(HAoSMC) 3 kiilonbdzd forrasbol szereztiik be: Cell Applications (San Diego,
CA), Lonza (Allendale, NJ), Cambrex (Wokingham, United Kingdom). A sejtek
Osszesen 5 kiilonbozo, egymastol fliggetlen donorbol szarmaztak. A sejteket magas
glikéz tartalmi DMEM oldatban tenyésztettiik, melyet a sejtek fokozott
anyagcseréjére utalo pH csokkenés esetén, de legkésébb minden masodik nap
cseréltiink. A kisérletek soran a mar konfluenssé valo sejtek esetén elegend6 volt 2

naponta cserélni a tapoldatot.
3.2. Alkalikus foszfataz aktivitas mérés

A sejteket 7 napon at kezeltiik. A kezelés végén a sejtekbdl szolubilizald
oldattal (1% Triton-X 100, 0,5% Igepal CA-630, 1% Complete Mini protedz
inhibitor, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM Tris) szuszpenziot készitettiink. A
mérés soran az alkalikus foszfataz a p-nitrofenil-foszfatbol egy foszfat-csoportot
lehasitva hozza létre a p-nitrofenolt, melyet fotométer segitségével tudunk
detektalni. A kinetikus gorbék maximalis meredekségét alapul véve az

eredményeket a mintak fehérje tartalmara normalizalva adtuk meg.
3.3. Alkalikus foszfataz enzimaktivitas

A kisérletekhez hasznalt sejteket 7 napon keresztil a kezelési
protokollnak megfelelé novekedési, illetve kezelési médium segitségével kezeltiik.
A festési eljarashoz a Sigma 85L3R kit-jét hasznaltuk fel.

3.4. Kalcium depozicio mérése

A sejtek kezelése 48-lyuku plate-eken tortént 7 napon keresztiil. PBS-el
mosva a sejteket el6szor 0,6 mol/L-es HCI oldattal 24 6ran at 37°C-on inkubalva
dekalcifikaltuk, majd 0,1 mol/L NaOH ¢és 0,1% SDS tartalmi oldattal
szolubilizaltuk. A dekalcifikacio soran nyert feliiliszo mintakbol hataroztuk meg a
segitségével hataroztuk meg, majd a mintadk kalcium tartalmat a nyers adatokbodl a
fehérjetartalomra normalizdlva pg kalcium/mg fehérje formatumban adtuk meg.

A mineralizacié kimutatasara Alizarin Red festést is alkalmaztunk, mely
sordn a sejteket ugyancsak a szokasos 7 napos protokollal kezeltiik majd festettiik a



sejteket és fénymikroszkop segitségével fényképesen dokumentaltuk az
eredményeket.

3.5. Oszteokalcin meghatarozas

Az oszteokalcin meghatarozast a sejtek extracellularis matrixabol
végeztiik el. A 7 napos kezelést kdvetéen eldszor a sejtek extracelluldris matrixat
oldottuk fel, majd szolubilizalo-oldat segitségével készitettink fehérje
meghatarozashoz alkalmas mintakat. Az extracellularis matrixbol szarmazo mintak
oszteokalcin tartalmat szendvics ELISA mddszer segitségével hataroztuk meg. A
kapott eredményeket a szolubilizalt mintak fehérje tartalmara normalizaltuk.

3.6. Fehérjetartalom meghatarozas

A kiilonb6z6 mérési protokollok sordn hasznalt szolubilazalastol
fiiggetleniil a mintdk fehérje tartalmanak meghatdrozdsa minden esetben BCA
reagens segitségével tortént.

3.7. Western blot

A kisérletek soran nyert mintak fehérjetartalmanak ismeretében minden
esetben elére maghatarozott mennyiségii fehérje tartalmat vittiink fel a gélekre. Az
elektroforézishez10%-os SDS-PAGE gélt hasznalva 100 V fesziiltséggel futtattuk a
mintékat a standard létra megfelelé szétvalasaig. A blottolashoz 0,45 pm porus
méretli nitrocellul6z membrant hasznaltunk és 75 percen at 100 V fesziiltséggel
végeztik. A membrdnokat a vizsgdlt fehérjékre specifikus elsddleges, majd
peroxidazzal konjugalt faj specifikus masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A
membranokhoz adott el6hivoszer segitségével soOtétszobaban rontgen film
eléhivasaval tudtuk vizualizdlni az eredményeket. A mintdk felvitt egységes
fehérjetartalmanak  bizonyitdsira a  membranokat gliceraldehid-3-foszfat
dehidrogenazra (GAPDH) is megvizsgaltuk. Az eléhivott filmeket minden esetben
denzitometraltuk és a kapott eredményeket a GAPDH denzitasara normalizaltuk.
3.8. Kvantitativ RT-PCR

A 7 napos kezelés befejeztével a sejteket homogenizaltuk, majd a mintak
teljes RNS tartalmat izolaltuk. Reverz transzkripcidé soran oligodT alkalmazasaval
allitottunk elé6 cDNS-t. A cDNS-b6l az alkalikus foszfatdiz mRNS expresszidjat
multiplex TagMan Gene Expression Assay segitségével hatdroztuk meg és
normalizaltuk a GAPDH mRNS szintjé¢hez.



3.9. Ferritin nehéz lanc siRNA transzfektalas

A sejteket passzalast kdvetden kb. 60-70%-o0s konfluenciaig tenyésztettiik,
majd FtH és negativ kontroll siRNA-t hasznaltunk szérum- és antibiotikummentes
média jelenlétében, mikozben Oligofectamine segitségével elvégeztik a
transzfektalast. A sejteket a transzfektalast kovetéen 4 napig kezeltik, mely id6
alatt bizonyitottan jelen volt az siRNA gatl6 hatasa.

3.10. D-vitamin receptor agonistak in vivo vizsgalata

Az alvizsgélatunkba 5 végstadiumu veseelégtelen beteget vontunk be,
akik hetente 3 alkalommal intermittdld0 hemodializis kezelést kaptak és
vesebetegségiik miatt szekunder hiperparatiredzisban szenvedtek. Mind az 5 beteg
esetén fennalltak a paricalcitol és a kalcitriol indikacios kritériumai a Magyar
Nephrologiai Térsasag iranyelvei alapjan. Az egységes mintavételi protokoll miatt
a hemodializis kezelések befejezésekor, a gydgyszerbeadasa eldtt és 10 perccel az
utan torténtek a mintak levételei. A vérmintakat tartalmazé csdveket 10 percig,
2000 g alkalmazasaval 4°C-on centrifugaltuk, majd a véralvadasgatolt mintak
plazmajat Osszegyijtottiik és -70°C-on lefagyasztva tartottuk a felhasznalasukig.
Az in vitro kisérletekhez a sejteket a betegek plazmamintdinak és szérummentes
novekedési média 1:1 aranyl keverékével kezeltiik 5 napon keresztiil. A kisérletek
sordn a vizsgalatainkban a gyogyszerbeadasat kovetden levett vérmintak plazmajat
apoferritin hozzaadasaval is kiegészitettiik.

A vizsgalat teljes egésze, beleértve a vizsgalati protokollt; a beteg
bevalogatas, irdsos betegtajékoztatd és beleegyezé dokumentumait a Debreceni
Egyetem Kutatas Etikai Bizottsaganak és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével és jovahagyasaval
tortént, és csak a részletes felvilagositast kovetden irdsos beleegyezésiiket add
betegek esetén végeztiik el a mintavételeket.

3.11. Beteg bevalogatas és dializis kezelések

A vérlemezkék aktivacidjat vizsgdld tanulmanyunkba 28 végstadiumu
veseelégtelen beteget valogattunk be. Az intervencios vizsgalat longitudinalis nem-
randomizalt onkontrollos paraméterekkel rendelkezett. A Debreceni Egyetem
Kutatas Etikai Bizottsaga és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsaga is elfogadta és tamogatta a vizsgalati protokollt. A
részletes irasos ¢és szobeli tajékoztatast kovetden a résztvevOk irdsos
beleegyezésiiket adtak a vizsgalatba. A résztvevok életkora 18 és 70 kozotti,



atlagosan 53 £13,8 év. A 28 résztvevo kozott 13 férfi és 15 nd volt. Minden beteg a
vizsgélatot megelézden legaldbb 3 honapja mar dializdlt volt és atlagosan
89,5+74,5 honapot toltottek el a kronikus dializis programban. A betegek hetente 3
alkalommal vettek részt kezelésen. Allandé volt a résztvevék esetén a dializalo
gépek vér pumpa sebessége, atlagosan 366,1+63,7 mL/perc és a dializalé oldat
aramlasi sebessége (439.3£76,5 mL/perc). A tulhidraltsag kovetkeztében a
betegektél eltavolitasra kerild nettd ultrafiltracid6 hemodializis esetén
kezelésenként 2703,6 = 1118,0 mL volt, mig hemodiafiltracional 2432,1 +£1014,4
mL. A dializis hatékonysaga vizsgalatunk soran hemodializis alatt az atlagos OCM
Kt/V érték 1,48 + 0,2 volt és 3 beteg nem érte el a kivant 1,3-es értéket, mig
hemodiafiltracio esetén a Kt/V érték 1,67 + 0,21-nek adodott és csak 1 beteg nem
érte el a sziikséges hatékonysagot.

Dializis kdzpontunkban a hemodiafiltraciés modalitas a standard kezelés,
igy a vizsgalatunk kezdetén a mintavételt ezen csoporthoz végeztiik el. A modalités
valtas okozta zavard tényezOk kivédése miatt 2 hétig alkalmaztunk hemodializis
kezeléseket miel6tt a vérlemezke markerek vizsgéalatdhoz a mintakat ismételten
levettiik volna, immaron a hemodializis csoporthoz. A kezelésekhez hasznalt
dializal6 folyadék mindkét modalitds esetén megegyezett. A végsé oldat 138
mmol/L natriumot, 1,25 mmol/L kalciumot, 0,5 mmol/L magnéziumot, 1 g/L
gliikozt és 2 vagy 3 mmol/L kaliumot tartalmazott, ez utdbbi a betegek szérum
kalium szintjének megfeleléen keriilt beallitdsra. Az oldat bikarbonat tartalmat a
28-38 mmol/L kozotti intervalumon beliil volt lehetdségiink valtoztatni, hogy a
dializis kezelések el6tt meghatarozott plazma bikarbonat szintet 20-22 mmol/L
kozott tudjuk tartani. Hemodiafiltracidos kezelések esetén a filtralasra kertilt
folyadék mennyiséget szubsztiticiés oldat formajaban poétolja a dializalé gép,
melynek Osszetétele megegyezik a dializald oldattal. Kezelésenként a
szubsztiticios oldat térfogata 23,4 + 3,8 liter volt.

3.12. Vérvétel és sejtszamlalas

A vérvétel a dializis szerelék megfeleld szakaszabol tortént eldre
meghatdrozott idében alvadasgatolt csdveket hasznalva. A sejtszamok
meghatdrozasa minden esetben automata késziilékkel tortént a vérvételtdl szamitott
2 6ran beliil. A kezelések alatt bekovetkez6 hemokoncentracid miatt a sejt
szdmokat a vorosvértest szamokra normalizaltuk.



3.13. Vérlemezke szegény plazma készités és a szolubilis markerek mérése

A teljes vérbél ugyancsak a hemokoncentracié miatt albumin
meghatarozas tortént. A szolubilis P- és E-szelektin szintek meghatarozasa ELISA
moddszerrel tortént a gyartd eldirdsainak megfeleléen. A von Willebrand faktor
szintek vizsgalata turbidimetrias méréssel tortént. A szolubilis markerek nyers
adatait minden esetben a hemokoncentraci6 nyomonkovetésére végzett albumin
koncentracié méréshez normalizaltunk.

3.14. Aramlisi citometrias vizsgilatok

A vérlemezke felszini P-szelektin expresszidja ¢és a fehérvérsejt-
vérlemezke heterotipikus aggregdtum mérése 4aramlasi citométer segitségével
tortént. A felszini P-szelektin meghatarozashoz CD42a-FITC ¢és CD62-PE
antitesteket, a fehérvérsejt-vérlemezke heterotipikus aggregatumok kimutatasahoz
CD14-PE ¢és CD42a-FITC antitesteket alkalmaztunk, majd aramlasi citométeren

tortént meg az analizis.
3.14. Statisztikai analizisek

A vérlemezkék aktivalodasat vizsgalva az eredmények normal
eloszlasanak kimutatdsdhoz Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltunk. Mivel a
legtobb paraméter nem-normalis eloszlast kovetett, ezért egyvaltozés analiziseket
végeztiink Mann-Whitney U-préba vagy fliggetlen mintas t-proba segitségével.
Ahol lehetséges volt parositott mintas vizsgalatokat végeztiink, melyhez Wilcoxon-
féle eldjeles rangszam probat vagy parositott mintas t-probat alkalmaztunk.
Spearman-féle p értéket hataroztunk meg a korrelacios analizisekhez.

A simaizomsejteken végzett kisérletek soran szerzett eredményeink
statisztikai elemzéséhez GraphPad Prism 5 szotvert hasznaltuk és egyszemponti
ANOVA probat végeztiink post hoc Bonferroni-féle tobbszords osszehasonlitasi
prébaval.



4. Eredmények

4.1. A magas foszfat és aktivalt D-vitamin okozta vaszkularis kalcifikacio
gatolhat6 a ferritin molekula ferroxidaz aktivitasaval és ez a hatas elérheto a
ferritin gyogyszeres indukcidjaval is

Elsédleges célunk a csontsejt iranyu atalakulds kimutatdsa volt human
aortabol szarmazo vaszkularis simaizomsejteken (HAoSMC) béta-glicerolfoszfat
(BGP) és az aktivalt D3 vitamin (kalcitriol) kezelés hatasara. Mindkét induktor
képes volt emelni az alkalikus foszfataz enzim (Alp) aktivitasat dozisfiiggden, és
az indukcio a kezdeti gyors emelkedést kdveten a 7. napon érte el a maximumat,
majd lassu csokkenés volt észlelhetd. A megndvekedett enzim aktivitas hatterében
Western blot segitségével sikeriilt igazolni az Alp enzim fehérje szinten is
jelentkezé fokozott expresszidjat. A fehérje expresszid novekedés a BGP és a
kalcitriol esetében is dozisfliggd volt, mig egyiittes alkalmazéasuk esetén additiv
hatést észleltiink.

Megvizsgaltuk az apo- és holoferritin hatasat az Alp indukcidjara BGP-el
¢és kalcitriollal 6nmagaban vagy egyiitt kezelt HAoSMC esetén. A kisérleteink
eredményei alapjan mindkét ferritin forma képes volt csokkenteni az Alp
aktivitasat és nem sikeriilt szignifikans kiilonbséget kimutatni kozottiik. Mivel a
ferritin molekula H és L 1lancboél tevédik dssze, igy konnyen adodott a kérdés, hogy
rekombinans ferritin H (FtH) és L (FtL) fehérje hasznalataval vizsgaljuk az
esetleges Alp indukciot befolydsold hatasukat. Tovabba vizsgalni kivantuk a FtH
mutdns H222 jelzésre hallgatd formdjat, mely az aktiv centrumban taldlhatod
mutdcié miatt ferroxiddz aktivitdssal nem rendelkezik, egyebekben viszont
megegyezik a vad tipussal. Az alkalikus foszfataz aktivitds mérés megmutatta,
hogy transzformacio gatlas csak a FtH esetén jelentkezett, vagyis a ferroxidaz
aktivitassal nem rendelkezé6 L és H222 lanc esetén nem észleltiink valtozast az
indukci6 gatlasaban.

Az exogén ferritin direkt szerepének bizonyitasat kovetden az endogén
uton szintetizalodo ferritint vizsgaltuk a HAoSMC sejtek atalakuldsat mediald
folyamatok esetén. Az endogén ferritin szintjét vas(IIl)-ammoénium citrat
hozzéadasaval indukaltuk. A sejteken novekvd dozisi vas kezelés mellett
vizsgéltuk a BGP ¢és kalcitriol altal indukalt Alp aktivitast, melyet dézisfliggéen
sikeriilt is gatolni. A ferritin specifikus szerepét megerdsiteni az Alp indukcid
gatlasaban leginkabb siRNA alkalmazasaval tiint célszertinek. A sejteket tehat
ismételten vas(Ill)-ammoénium citrat kezelésnek vetettiik ala, de ebben az esetben



egy résziikket anti-FtH siRNA kezelés mellett. A FtH indukcid gatlasa miatt a
hozzéadott vas nem tudta csdkkenteni az Alp indukciojat a BGP és kalcitriol kezelt
sejtekben. Tehat elmondhat6, hogy az FtH szint emelése, mely fiiggetleniil, hogy
kiilsé forrasbol szarmazik, vagy exogén vas hatasara endogénen szintetizalodik,
direkt modon képes csokkenteni a kalcifikaciot eldidézé folyamatok soran
jelentkezé Alp aktivitas ndvekedését. A kisérletek soran a 4 napos kezelés soran
koriilbeliil 80%-os fehérjeszintii expresszid csokkenést sikeriilt elérni a FtH lanc
esetében.

A vas, mint élettani ferritin induktor mellett 1éteznek mas anyagok is,
melyek képesek az endogén ferritin expresszidjat ndvelni. Valasztasunk a 3H-1,2-
Dithiole-3-thione-ra (D3T) esett. A BGP ¢s kalcitriol egylittes jelenlétében kezelt
simaizomsejtekhez novekvd dozisban adtuk a D3T-t és forditott aranyossag volt
megfigyelhetd az alkalmazott D3T dézis és az Alp aktivitds vonatkozasaban.
Western Blot segitségével sikeriilt igazolni a D3T dozisfiiggd, ferritint indukalo
hatasat. A D3T hatasanak hatterében a H-ferritin szerepét feltételezve FtH elleni
siRNA kezelést alkalmaztunk a sejteken és igy tortént enzimaktivitds mérés. Az
eredmények alapjan a D3T kezelés hatastalannak bizonyult az Alp aktivitas
gatlasaban BGP ¢és kalcitriol kezelést kdvetden az anti-FtH siRNA-val transzfektalt
sejteken. A negativ kontroll siRNA alkalmazasa mellett az Alp aktivitas
csokkenését észleltiik. A kisérlet soran a silencing hatékonysaga 70% koriilinek
adodott.

Kovetkezd 1épésként a ferritin gatldé mechanizmusédra koncentraltunk,
hogy kimutathassuk az Alp enzim gatldsdban, ezaltal a simaizomsejtek csontsejt
iranyu atalakulasaban a pontos tdmadaspontjat. A sejteket 7 napon keresztiil BGP
és kalcitriol jelenlétében kezeltiik, majd a sejteket szolubilizaltuk €s a lecentrifugalt
minta feliilluszojat felhasznalva mértiink enzimaktivitast, melyet a hozzaadott
ferritin molekulakkal direkt moédon probaltunk gatolni. Kontrollként az ismert Alp
aktivitast gatld levamizolt hasznaltuk. Az eredmények alapjan sem az apo-, sem a
holoferritin nem képes direkt médon gatolni az enzim aktivitasat, szemben példaul
a levamizollal. Mivel az aktivitds mértékét a fehérje mennyisége is meghatdrozza,
igy ezt kovetéen Western blot technika segitségével vizsgaltuk meg az Alp fehérje
szintli valtozasait. A kalcifikald kezelés hatasara jelentkezé megndvekedett Alp
expressziot mind az apo-, mind a holoferritin képes volt meggatolni. transzkripcio
szintjén jelentkezé gatlas kimutatdsa miatt RT-PCR vizsgalatot végeztiink. A
mintdk Alp mRNS indukcidjaban jelentkezd valtozasokat a GAPDH mRNS



szintjéhez normalizaltuk és a ndvekedési médiaval kezelt mintdk ardnyaban
vizsgaltuk. A kalcifikacios kezelés hatdsara transzkripcids szinten jelentkezé Alp
indukciot is sikeriilt gatolni a apo- és holoferritin hozzdadasaval, ezaltal
bizonyitani, hogy a ferritin hatasa transzkripcios szinten jelentkezik.

A coruloplazmin a szervezet legfébb rézkotd és -szallito fehérjéje, melyet
dontéen a majsejtek termelnek. Mindamellett a kisérleteinkben, mint a H-
ferritinhez hasonlo, ferroxidaz aktivitassal rendelkez6 fehérje jutott nagyon fontos
szerephez. A coruloplazmin a ferroxidaz aktivitasanak kdszonhetden dozisfiiggd
modon képes csokkenteni a megnovekedett Alp aktivitast. Az alacsony aktivitas
hatterében a gatolt fehérje expresszio all, melyet Western blottal is ala lehetett
tdmasztani.

Habar az Alp, mint a mineralizdci6 korai markerének expresszidja
fokozodott BGP és kalcitriol kezelés hatdsara, azonban még az 5 kiilonb6z6
donortdl szarmazo sejtekkel sem sikeriilt magat a mineralizaciot kivaltani 3 hétig
folytatott kisérletek mellett sem. Az irodalmi adatokat figyelembe véve is
leginkabb  szarvasmarha  simaizomsejteket hasznalnak a  kalcifikacios
vizsgalatokban, mivel ezek a sejtek sokkal kdnnyebben mineralizalodnak, mint a
human simaizomsejtek. A sejteket a kisérleteinkben tovabbi 1,2 mmol/L
inorganikus foszfat ¢és 0,9 mmol/L kalcium hozzaadasaval, kalcifikacios
médiumban kezeltiikk és igy a D3T és vas altal indukalt ferritin kalcifikacios
folyamatokat gatl6 hatdsait mar nemcsak az Alp vonatkozisdban, hanem a
mineralizacios folyamataban is lehetéségiink nyilt vizsgélni. Kalcifikacios médium
hataséara granularis depozitumok jelentek meg a sejtkultirakban, melyek azonban
teljesen hianyoztak a novekedési médiumban kezelt kontroll esetekben. Sikeriilt
kimutatni a vas és a D3T esetében is a granularis depozitumok alacsonyabb szamat
a kalcifikacios médiummal kezelt sejtekhez képest. Az extracellularis kalcium
depozici6 mértéke is dozisfiiggben csdokkent mind vas, mind D3T alkalmazasa
soran és mindkét esetben jelentds gatlas volt észlelheté 25, ill. 50 pmol/L
koncentréci6 esetén. Nemcsak a vas, mint potens ferritin induktor, hanem a D3T is
képes kifejezett intracellularis ferritin szint emelésre, ezért megvizsgaltuk, hogy a
megfigyelhetd jelentds gatldo hatast a kalcium depozicidra képes-e az apoferritin
leutanozni. A  kisérletek sordan a vasmentes ferritin forma 2 mg/mL
koncentracidban alkalmazva képes volt teljesen meggatolni a kalcium
akkumulalodasat az extracellularis térben. A vas és D3T gatl6 hatasanak hatterében
a FtH szerepét feltételezve siRNA technikéaval specifikusan csendesitettiik el az



adott gén mitkodését, mellyel kb. 70%-o0s hatékonysagot tudtunk elérni. A sejteket
ismételten vassal és D3T segitségével kezelve mar a kalcifikdcios média
jelenlétében sem sikeriilt a mineralizacidt gatlo hatast kimutatni. Ezen eredmények
alapjan egyértelmtiinek latszik, hogy a vas és D3T extracellulldris mineralizaciot
gatlo hatasanak letéteményese és mediatora a megnovekedett intracellularis FtH.

A csontspecifikus oszteokalcin jelenléte az extracellularis matrixban jol
korrelal a simaizomsejtek atalakulasi folyamataval. A sejteket 7 napon at
kalcifikacios médiaval kezelve szignifikans emelkedést észleltiink az oszteokalcin
szintjében. A vas és D3T is képes volt csokkenteni az oszteokalcin fokozott szintjét
és mindezt dozisfliggd modon. Az apoferritin hatdsara ugyancsak eltiint az
osztekalcin indukcié. A FtH elcsendesitésével a simaizomsejteket a kalcifikalo
miliében vassal és D3T-vel kezelve nem észleltiik a oszteokalcin akkumulaciot
gatlo hatast A fentieket 6sszegezve megallapithato, hogy a ferritin, és azon beliil is
a H ferritin indukci6éja a simaizomsejtek kalcifikacids és transzdifferencidcios
folyamatainak legfébb mediatora.

A D-vitamin analog paricalcitol képes volt emelni az Alp aktivitasat
simaizomsejtekben és az indukalo hatas az alkalmazott d6zis nagysagatol fliggéen
emelkedett. A kezelés soran alkalmazott apo- és holoferritin ferroxidaz aktivitasa
képes volt a paricalcitol altal indukalt Alp aktivitds emelkedést is legatolni.
Kalcitriol vagy paricalcitol terapidban részesiild, szekunder hiperparatiredzisban
szenvedd végstadiumi veseelégtelen betegek plazma mintdjaval kezelve a
simaizomsejteken 5 nap utan vizsgaltuk az Alp aktivitdsban bekdvetkez6
valtozasokat. A kalcitriol és a paricalcitol is képes volt szignifikdnsan emelni az
Alp aktivitasat, de a paricalcitol esetén kisebb mértékii emelkedést tudtunk csak
detektalni. Apoferritin in vitro hozzaadasa mellett az induktortol fliggetleniil
mindkét esetben észlelhetd volt az aktivitast gatld hatas.

4.2. A hemodiafiltraciés kezelés soran kisebb mértékii a thrombocyta
aktivacio, mint hemodializis modalitas mellett

A vérlemezkék felszini P-szelektin értékek mar a dializis kezelések
elejétdl kezdve joval a korabban leirt 3% alatti referencia tartomany felettiek
voltak Ki kell hangstlyozni, hogy az els6é mintak levétele eldtt megvartuk, amig a
szerelék teljesen feltoltddik vérrel, mely 4-5 perces folyamatot feltételez a dializald
gépek esetén. fgy valojaban mar par perc eltelt a kezelésekb6l mikor a kezdeti
minta (0. ora) levételre keriilt. HD kezelés mellett magasabb felszini P-szelektin
szinteket észleltiink, mint HDF esetén, mely kiilonbség a kezelések idejének



elérehaladtaval egyre kifejezettebbé valt. Habar a plazma mintakban a szolubilis P-
szelektin értékek medianja a kezelések végén a referencia tartomanyban maradt
mindkét esetben, meg kell emliteni, hogy jo néhany esetben észleltiink a referenci
fels6 hataranal magasabb értékeket. Bar a szolubilis P-szelektin értékek a kezelés
alatt emelkedést mutattak, de csak az 1 O6ras mintak esetén volt szignifikdns a
kiilonbség az adatok kozott, és abban az esetben is a HDF kezelés soran volt
magasabb.

A vérlemezke aktivacio nyomon kovetésére indirekt aktivacios tesztet is
alkalmaztunk, mely soran a heterotipikus aggregatumokat vizsgaltuk. A monocyta-
vérlemezke aggregatumok vizsgalata soran kifejezett emelkedést észleltiink, mely
a korabban az irodalomban is leirt 38%-os kontroll csoport értékhez képest
meglepden magasnak bizonyult. Az aggregdtumok ardnya folyamatos emelkedést
mutatott a vesepotld kezelések alatt, €s minden esetben magasabb volt HD kezelés
esetén és a kiilonbségek szignifikdnsnak is adodtak statisztikailag. Az elézével
megegyezd tendenciat sikeriilt megfigyelni a neutrofil-vérlemezke aggregatumok
aranyanak valtozasaban a kezelések alatt. Ugyancsak szignifikansan magasabb
értékeket kaptunk HD kezelés kapcsan a monocyta-vérlemezke aggregatumok
vonatkozasaban minden vizsgalt idépontban HDF kezeléssel dsszehasonlitva.

Az extrakorporalis keringés kapcsan bekdvetkezd endotél sejt sériilés
régota ismert, és leggyakrabban a szolubilis E-szelektin (sE-szelektin) és von
Willebrand faktor (vWF) antigén szintjének valtozasat vizsgalva ki is mutathato.
Minden idépontot figyelembe véve is csak néhany esetben észleltiink a gyarto altal
javasolt fels referencia hatarnal (51 ng/mL) magasabb sE-szelektin szintet. A
mérések sordn nem észleltiink kiillonbséget a kezelési modalitasok kozott és a
kezelések alatt a sE-szelektin medianjai sem valtoztak. A vWF antigén
vonatkozasaban sem sikeriilt kimutatni valtozast a kezelési tipusok k6zott, azonban
a sE-szelektin és a vWF antigén szintje is emelkedést mutatott HD kezelés esetén,
mely a von Willebrand faktor esetén szignifikans is volt.



5. Megbeszélés

A human aorta simaizomsejtek vizsgalata soran észlelt eredményeink
egyértelmilen alatdmasztjdk a H-ferritin gatld szerepét a simaizomsejtek
mineralizacidjat ¢s csontsejt iranyt atalakulasat kiséré folyamatokban. A
transzformacios folyamatot BGP és/vagy kalcitriol jelenlétében sikeriilt kimutatni.
Ezen kisérletek igazoltdk a korabban inorganikus foszfat és nagy dozisu aktivalt D-
vitamin hatasara leirt HAoSMC kalcifikaciot. Az alkalikus foszfatdz
expresszidjanak nyomon kovetésével képesek voltunk a mar korabban leirt mdédon
HAoSMC csontsejt irdnyt atalakulasat vizsgalni. A H-ferritin hatdsat sikeriilt
kimutatni a kalcifikacios folyamatok gatldsdban fliggetleniil magatdl az
induktortol. Osszefiiggésben az eldzdekkel pedig magénak a ferroxidaz
aktivitasnak tudtuk igazolni az elsdleges szerepét a mineralizacios
folyamatokban. A ferritin alternativ moédon torténd indukcidjat sikeriilt elérniink a
korabban csak kemoterapidk mellékhatasainak csokkentésére hasznalt D3T
alkalmazéasdval. A D3T hatasara kialakult ferritin indukcién keresztiil gatolni
tudtuk a simaizomsejtek transzdifferenciacios folyamatat és meg lehetett elézni az
paricalcitol terapidban részesiilé végstadiumu veseelégtelen betegek szérum mintai
segitségével csontsejt iranyu transzformaciot igazolni a tenyésztett HAoSMC
sejtkulturakban, melyeken aztan a FtH hozzaadasaval ugyancsak gatldo hatast
talaltunk.

A kardiovaszkularis betegségek sajnos tovabbra is a vezetd halalokok
kozott szerepelnek az eldrehaladott kronikus vesebetegség és a végstadiumu
veseelégtelenség vonatkozasaban. Az illesztett kardiovaszkularis eredet(i halalozas
bizonyitottan 10-20-szor gyakoribb a kronikus vesebetegekben az atlag
populaciéhoz viszonyitva. Az emelkedett prevalencia hatterében, legaldbb is
részben a fokozott vaszkuldris kalcifikdcio 4all. A wvaszkularis kalcifikacio
felgyorsulasaban egyértelmiien az urémias miliének van fontos szerepe, amit
alatamaszt a mar fiatal korukban is vesepotld kezelést igényld betegek esetén a sziv
és érrendszeri betegségek kifejezetten emelkedett kockazata. Az emelkedett
inorganikus foszfat szint Onmagaban is szignifikans riziko faktor ¢és a
kalcifikacioban betdltott szerepét mar tobb tanulmanyban is elsddlegesnek irtak le.
A mineralizacios folyamatok hatterében egyéb induktorokat is sikeriilt azonositani.
A D-vitamin receptor agonistadkkal kapcsolatban is jelentek meg kdzlemények,
melyekben az érrendszer fokozott meszesedésérol szamoltak be. Azonban a



kiilonboz6 vegyiiletek alkalmazasa soran jelentds eltérések tapasztalhatoak. A
végstddiumu veseelégtelenséghez gyakran tarsuld szekunder hiperparatiredzis
terapidjaban széles korben alkalmazzak a kalcitriolt és analog vegyiileteit.

A ferritin egy Osi szférikus relative igen nagy fehérje, mely igen
konzervativ harom-dimenzids szerkezettel rendelkezik és a legfontosabb
intracellularis vastarold6 molekula. A ferritinek a szférikus fehérjeburokban
egymasra igencsak hasonlito csaladot alkotnak, kifejezetten a vas megkotésére €s
hatalmas mennyiségben torténd tarolasara tervezve biztonsagos, szolubilis és
mégis konnyen hozzaférhetd formaban. A ferritin molekula 24 alegységbdl épiil
fel, melyek a nehéz (heavy, H) és konnyi (light, L) lancok valtozatos
kombinaciojabol rakodik 0Ossze, melyben szerepe van az adott sejt
vashaztartdsanak, szovet- és szervspecificitdsanak. A két ferritin polipeptid igen
hasonl6 szerkezetli, de csak a nehézlanc rendelkezik ferroxidaz aktivitassal, mely
képes a vas redox allapotai kozotti atalakuldst katalizalni, ezaltal biztonsagosan a
ferritin molekula belsejében létrehozni egy vas magot. A Fe2+ ionb6l Fe3+ ion
keletkezése soran felszabaduld elektron a vas mag koriil delokalizalt formaban
passzivan koveti a raktarozasi folyamatot. Maximalisan egy ferritin molekula
esetén 4500 vas atom épiil be ionizalt formaban a bels6 magba. A sejt a szamara
pillanatnyilag felesleges vastol szabadulva a ferritin molekula segitségével képes
tarolni a veszélyes kationt, melyet azonnal képes mozgodsitani amennyiben
sziikséges a sejt ¢élettani folyamataihoz. Jelen tudasunk a ferritinnel és a biologiai
funkcidjaval kapcsolatban az utdbbi évtizedben lett sokkal szélesebb kort,
koszonhetden annak, hogy mar nemcsak a vas metabolizmusanak és
homeosztazisanak fenntartasaért felelds funkcidjat, hanem egyéb élettani és
korélettani folyamatokban betdltdtt szerepét is megismertiik. Korabban mar
sikeriilt bizonyitanunk, hogy a hem ¢és vas altal medialt FtH indukcié képes gatolni
a magas inorganikus foszfat indukalta kalcifikaciot és csontsejt iranyu
differenciaciot. A ferritin hatdsa Osszetett, transzkripcios szinten jelentkezd
folyamatot feltételez. A megfigyelt gatlo hatas hatterében pedig sikeriilt a ferritin
nehéz lanc ferroxiddz aktivitdsdnak szerepét igazolni. Ugyancsak meg kell
emliteni, hogy a FtH nemcsak aktivan képes a csontsejt iranyu atalakuldst gatolni,
hanem képes a csontsejtek aktivitasat csokkenteni a Cbfa-1 szintjének csokkentése
révén. A Cbfa-1 jelen tuddsunk alapjan az oszteogenezist medialé legfontosabb
transzkripcios faktor, mely felelds a csontsejt specifikus gének expresszidjanak
szabalyozasaért. Elséként sikeriilt igazolni, hogy a kapcsolatot a kronikus



vesebetegség kapcsan oly gyakran jelentkezé megvaltozott vas haztartas és a
vaszkularis kalcifikacio kozott. A ferritin expresszidjanak fokozasa terapias
konzekvencidval rendelkezhet, emiatt dontottink 1ugy, hogy potencialis
farmakologiai induktorokat probalunk ki kalcifikaciés modelliinkben. Kivancsiak
voltunk, hogy a gydgyszeres stimulalast kovetden képesek vagyunk-e hasonld
gatlo hatast észlelni, mint a vas indukcio kovetkeztében képzodd ferritin esetében.
A voksunkat a D3T mellett tettiik le, melyet daganatos betegségek megelézésében
hasznalnak és bizonyitottan anti-oxidans hatassal rendelkezik. Sikeriilt igazolnunk
a D3T hatasara indukalodott ferritin gatlo hatasat simaizomsejteken az inorganikus
foszfat és kalcitriol altal kivaltott csontsejt iranya atalakulasban. A D3T a
keresztesvirdguak rendjébe tartozd ndvényekben természetes modon is eldfordulod
vegyiilet, azonban human alkalmazasra eddig még nem torzskonyvezett, de szamos
tanulméanyban igazoltak mar jétékony hatasat.

Osszefoglalva vizsgalatunk eredményeit kijelenthetjiik, hogy a H-ferritin
indukcidjan keresztiil a simaizomsejtek transzformacios folyamata a csontsejtek
iranyaba jelent6s mértékben gatolhatd. Az eredmények a korabbi kozléseknek és
kutatocsoportunk eredményeinek is tovabbi bizonyitékaul szolgaltak. A
parenteralisan adott vas nagy mennyiségben reaktiv oxigén gyokok kialakulasat
idézheti el6 igy hatalmas az igény, olyan alternativ lehetOségek irant, melyek a
ferritin szintézis fokozasan keresztiil képesek a vaszkularis kalcifikaciot gatolni.
Allatkisérletek és tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy a D3T
megallja-e helyét és id6vel preventiv és/vagy terapids lehetdségként szamolhatunk-
e majd vele.

A vérlemezke aktivacio vizsgalata kapcsan dsszességében sikeriilt jelentds
valtozasokat detektalnunk az aktivaciés markerek szintjében a két kiilonbozo
kezelés tipus kozott. A vérlemezke szam és a szolubilis P-szelektin értékeiben a
kezelések alatt észlelt folyamatos emelkedés ellenére csak néhany esetben sikeriilt
szignifikans kiilonbséget igazolni a kezelési modalitisok egymassal torténd
Osszehasonlitdsa soran. A heterotipikus aggregatumok kialakuldsa a korabbi
vizsgalataink sordn nyert adatokhoz képest is fokozott mértékben volt
megfigyelhetd, mely a kezelések soran tovabb emelkedett, kiilondsen igaz volt ez a
hemodializis esetében. A monocita-vérlemezke aggregatumok esetében
szignifikdnsan magasabb szinteket talaltunk HD esetén, mint HDF kezelések soran.
A neutrofil-vérlemezke aggregatumok szintjének valtozasa is folyamatos



emelkedést mutatott az id6 fiiggvényében, de sokkal kisebb szignifikancia szint
mellett. Az endotél sejtek aktivaciés markereinek, mint az E-szelektin és von
Willebrand faktor, emelkedését csak a HD csoportban sikeriilt kimutatni és ott is
csak a VWF esetén sikeriilt szignifikdns kiillonbséget taldlni. Korabbi
vizsgalatainkbdl szarmazé ¢és az irodalmi adatok felhasznéalasaval sokkal
komplexebb folyamatként tekinthetiink a kronikus vesebetegségben jelentkezd
hemosztazis eltérésekre, melyben egyszerre jelentkezhetnek vérzéses és
trombotikus epizodok. E kettds eltéréseket €pp a vérlemezkék specialis funkcidival
tudjuk magyarazni. A kronikus vesebetegek vérlemezke funkcidit vizsgalva
gyakran észlelhetiink eltéréseket, melynek hatterében az urémias toxinok, a
nitrogén oxidok megnovekedett termelése és az anaemia allhat, ugyanakkor a
dializalt betegek vérlemezkéi a kezelések alatt folyamatosan aktivalt allapotban
vannak és a kezelések ismétlodése soran alakul ki az tugynevezett kimertilt
»vérlemezke szindroma”. Még a legkorabbi vizsgalatok is leirtdk a vérlemezke-
leukocita aggregatumok megjelenését a dializis kezelések alatt, de inkabb csak a
primer vérlemezke aktivaciohoz kototték. Mar abban az id6ben is fontos
biokompatibilitasi markerként tekintettek az aggregaciora. Késébbi vizsgalatok
igazoltdk a vérlemezkék becsapdazodasat és részleges kotddését kiilonosen a
nagyobb vérlemezkék esetén az extrakorporalis keringésben, és felmeriilt a
szolubilis markerek, mint példaul a béta-thromboglobulin szerepe a vérlemezkék
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folyamatokat fény és elektronmikroszkdp alkalmazéasaval vizsgaltak. A dializalo
membranok biokompatibilitisa tobbek kozott a  vérlemezkék szdmanak
monitorozasaval egyszerlien vizsgalhaté és az utdobbi iddben hasznalatos nagy
biokompatibilitdsi membranok esetén, mint a poliszulfon is mar csak elenyészd
mértékben észlelhetd vérlemezke szam csokkenés. A vizsgalatunk soran a kivalo
biokompatibilitas ellenére szignifikans kiilonbséget talaltunk a vérlemezke szam
csokkenésében mindkét kezelési mod kapcsan, bar dramaian nagy valtozast azért
nem észleltiink.

A hemodializis kezelés kapcsan nemcsak a vérlemezke aktivacio, hanem a
leukocitak aktivacidja is megfigyelhetd létrehozva ezzel a heterotipikus
aggregatumokat. A kronikus vesebetegek esetén mindig szamolnunk kell a
szervezetilkben folyamatosan jelen 1év6 kisfokil gyulladassal. A gyulladasos
markerek szintjét tobbek kdzott befolyasoljak a fertdzések, szamos kisérébetegség



¢és a dializis kezelések, mint intermittalé stimulusok. Az egyik legalapvetobb
gyulladasos marker a C-reaktiv protein esetében mar régdta ismert, hogy képes a
prokoagulans faktorként viselkedni a monocitdk szoveti faktor expresszidjanak
fokozédsan keresztiil. Az aktivalodott vérlemezkék kotédése a monocitdkhoz és
neutrofilekhez a P-szelektin fehérjén keresztiil valosul meg, de a kotés 1étrejottéhez
sziikséges a P-szelektin glikoprotein ligand 1 (PSGL-1), mely citokinek hatasara
jelenik meg a sejtek felszinén. Sajat megfigyelésiink alapjan az aramlasi
citométerrel végzett vizsgalatok a legérzékenyebbek a vérlemezke és/vagy
leukocita aktivacié kimutatasaban, ha a két kezelési modalitast kell egymassal
Osszehasonlitanunk. A jelentés emelkedés az arany-standardnak szamito
vérlemezke P-szelektin szintjében arra enged kovetkeztetni, hogy a nagyon magas
heterotipikus aggregatumok aranya a mieloid vonal sejtjei és a vérlemezkék kozott
leginkdbb elsddlegesen a vérlemezkék aktivaciojabol indul ki, ahogy ezt a
korabbiakban is feltételezték. Ezt a jelenséget gyakorlatilag a kezelés legelején,
még a dializald szerelék vérrel torténd feltdltése alatt is észleltiik és a fisztula
szlraskor levett induldsi adatokhoz képest is szignifikans emelkedést mutatott az
eltelt néhany perc alatt is. Mivel ilyen rovid id6 alatt a visszadramlas érdemben
elhanyagolhato, igy a megfigyelt eredmények hatterében leginkabb a fokozott
turbulens aramlas allhat. Korabbi klinikai vizsgalataink alkalmaval mar sikeriilt
igazolni emelkedett vérlemezke P-szelektin szinteket és monocita-vérlemezke
aggregatum aranyt obez és diabeteses betegekben, tovabba korondria sztent
implantacié soran kontroll egyénekhez képest. Mindamellett meg kell jegyezniink,
hogy ilyen mértékii emelkedést az aggregdcidban nem sikertilt igazolni korabban
még egyetlen beteg csoport kapcsan sem, mint a jelen tanulmanyunkban HD és
HDF kezelés esetén. Habar korabbi vizsgalatok mar utaltak az aggregatumok
példaul a fokozodo artérias merevség, melynek pontos korfolyamata még mindig
magyarazatra var. Mindazonaltal a szolubilis faktorok szerepe feltételezhetd a
vérlemezke/leukocita aktivacio hatterében, mivel a kéros folyamatok
propagalasdban a vér aramlasa folytdn az egész szervezetre kifejthetik hatdsukat
valdsziniileg a komplement rendszer aktivalasan keresztiil. Korabban mar sikeriilt
igazolni a HDF kezelés kiméletesebb hatdsat a bal kamra diasztolés funkcidjat
vizsgdlé sziv ultrahangos paraméterek esetén HD kezeléssel szemben. A
vérlemezke aktivacié markereiben bekdvetkez6 valtozasok megfigyelését tiiztiik ki
célul 6sszehasonlitva a kiilonbozo dializis kezelési tipusokat.



Habar az egyik legutobbi meta-analizis soran hasonld szenzitivitas volt
észlelhetd a vaszkularis eltérések kapcsdn mind a szolubilis, mind a vérlemezke
asszocialt P-szelektin esetében, ugyanakkor a dializis kezelés alatt egyiittesen
vizsgalva e két markert mar sokkal szembetiindbb a kiilonbség és bizonyithatéan
joval magasabb a vérlemezke P-szelektin érzé¢kenysége a szolubilis P-szelektinnel
szemben. Michelson altal mar korabban is javasolt moédon a legérzékenyebb
vérlemezke aktivacidban hasznalatos mérési modszer a monocita-vérlemezke
konjugatum mennyiségének meghatarozasa, mivel a vérlemezkékbol a P-szelektin
képes a keringésbe keriilni. A beteg csoportunkban megfigyelt adatokat figyelembe
véve a vérlemezke-leukocita aggregatumok ugyancsak kivald szenzitivitassal
rendelkeznek még a kozel maximalis értékek esetén is, melyeket gyakorlatilag csak
in vitro kisérletek soran tudtunk reprezentalni agonista stimulalast kovetoen.

Szemben a vérlemezke aktivacios markerekkel a szolubilis endotél
aktivaciés marker E-szelektin esetében nem sikeriilt véltozast kimutatnunk a
kezelések alatt. Az E-szelektin szintézise de novo az endotél sejteket irt stimulusok
hatasara tud emelkedni és ennek megfeleléen mind az expresszio kialakulasahoz,
mind a véraramba keriiléshez tekintélyes idére van sziikség. Ellentétben az E-
szelektinnel a von Willebrand faktor az endotél sejtek Weibel-Palade testecskéiben
raktarozodik és képes azonnal mobilizalodni, amint az endotél sejt aktivacidja
bekovetkezik. Valoszintileg ezzel magyardzhato a dializis kezelések alatt észlelt
kiilonbség a két fehérje szintjében és ez lehet az oka, hogy példaul a HD kezelés
soran miért emelkedhetett meg szignifikansan a kezelés végére.

Az elézéekben részletezett megfigyelések alapjan tehat kijelenthetjiik,
hogy a HDF a HD kezeléshez képest sokkal kiméletesebb hatast, mely igy kevésbé
befolyasolja vaszkularis rendszert. A hattérben allo folyamatokat a két dializis
kezelés tipus alapvetden eltéré fizikai mechanizmusai magyarazhatjak. Bar
mindkét modalitds soran ugyanazt a tipust dializatort hasznalja, ugyanazzal a
porus mérettel, de amig HD soran a salak anyagok eltavolitasa csak diffuzio utjan
valosul meg, addig HDF kezelések alatt konvektiv transzport is zajlik. A konvektiv
transzport dnmagaban is képes kis és kozepes méretti, kb. 5-40 kDa molekulasulyu
proteinek kivélasztasat dramaian fokozni mindamellett, hogy a kisebb molekulak
esetén is nagyobb mértéki az eltavolitas, mint HD esetén. Tovabbi vizsgélatok
sziikségesek majd annak eldontésére, hogy a HDF esetén észlelt alacsonyabb
aktivacio hatterét lehet-e magyarazni a vérlemezke aktivacioban résztvevd egyéb

faktorok megnovekedett eliminacidjaval.



6. Osszefoglalas

A kronikus vesebetegség sulyosbodasdval parhuzamosan fokozodik a
kardiovaszkularis rizikd. A megndvekedett rizikd hatterében mar vannak jol
ismert, kutatocsoportunk altal is azonositott faktorok (pl.: inorganikus foszfat,
vashiany, stb.), ill. irodalmi adatok alapjan szamos olyan tényez6 (pl.: D-vitamin és
analog vegyiiletei, kumarin szarmazékok, stb.), melyek elOsegitik a vaszkularis
kalcifikacio kialakulasat, progresszidjat. Sikeriilt az aktivalt D-vitamin és a szerves
foszfat donor béta-glicerolfoszfat segitségével in vitro modellezni a Mdnckeberg-
féle mediasclerosis soran észlelhetd simaizom kalcifikaciot. A ferritin nehéz lancon
keresztiil a ferroxidaz aktivitds indukaldsaval sikeriilt gatlé hatast igazolnunk ¢és ez
a gatldo hatas jelentkezett nemcsak a vas, hanem alternativ uton végbemend
indukci6 esetén is.
vérlemezkék  szamaban  és/vagy  funkcidjaban  bekovetkezd  valtozas.
Vizsgalatunkban sikeriilt igazolni, hogy a dializis kezelés 6nmagaban képes a
vérlemezkék aktivacidjat fokozni, de az irodalomban is Ujnak szamitd
eredményként sikeriilt bizonyitanunk a hemodiafiltraciés kezelés kedvezdbb
hatésat a vérlemezke aktivacioé vonatkozasaban.

Mindkét munkdm sordn probaltunk olyan teriileteket vizsgalni, melyek a
végstadiumu  veseelégtelen betegek fokozott kardiovaszkuldris rizikdjanak
hatterében lejatszodo patofiziologiai folyamatok részletesebb megismerése révén
segithet a mindennapi gyakorlat szamara is hasznos terapias lehetdségek

kidolgozasaban.
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8. Koszonetnyilvanitas:

Els6ként témavezetdémnek és testvérének szeretnék koszonetet mondani,
hogy lehetéségem volt ilyen kivald szinvonali szakmai miihelyben dolgozni és
megvaldsitani a munkamat. K6széndm mindkett6jiikk folyamatos tdmogatasat és,
hogy mindig toretlen lelkesedésiikkel, kitartd és pozitiv hozzaallasukkal a
tudomany szeretetének atadasara torekedtek. Megtanitottak a tudomany irdnti
aldzatra. Magas szintli szakmai tudasukkal, emberséges hozzaallasukkal és
baratsagukkal példaképiil szolgalnak a késébbiekben is szamomra.

Koszonetet mondok a Vaszkularis Biologiai Laboratorium minden
jelenlegi és korabbi dolgozdjanak. Kiilon koszonet dr. Oros Melindanak, dr.
Banyai Emesének, Zavaczki Erzsébetnek, Sikura Katalinnak és Barna Erikanak a
segitségiikért.

Kollaboracioban végzett kisérletekben nyujtott segitségéért koszonet illeti
Prof. Dr. Kappelmayer Janost és kutatd csoportjanak tagjait: Dr. Hudak Renatat,
Fejes Zsoltot és Debreczeni Ildikoét, akik hatalmas részt vallalva jarultak ahhoz
hozza, hogy ez a munka megsziilethessen.

Ko6szondm a segitségét Dr. Jeney Viktorianak és Balogh Enikdnek.

Legvégiil, de a legnagyobb szeretettel mondok kdszonetet csaladomnak,
akik szeretetteljes, nyugodt hatteret biztositottak szamomra az elmélyiilt
munkahoz. Hittek a munkam sikerében és bizakodasukkal erét adtak.

A kutatasok a Eurdpai Unié tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap
tarsfinanszirozasaval megvalosult TAMOP-4.2.2, A-11/1/KONV-2012-0045, a
BMC Korea Research Fund, a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alap
(OTKA) K112333 ¢és T75199, a Magyar Nephrologiai Tarsasag valamint a Magyar
Tudoményos Akadémia (11003) tdmogatasaval valosultak meg.

Ezt a munkat nagy szeretettel ajanlom feleségemnek, Adriennek, és

gvermekeimnek, Zsombornak és Csongornak!



