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1. Bevezetés

A végstadiumu vesebetegség a kronikus vesebetegség (CKD)
progresszidjanak végso stadiumat jelenti, mely a népesség tobb
mint 10%-4t érinti. Vilagszerte a morbiditas és mortalitas egyik
vezetd oka. A korképhez visszafordithatatlan mértéki
vesefunkcio-romlas tarsul, amelynek kezelése dializissel vagy
vesetranszplantacioval lehetséges. A vesepotld kezelések koziil
a transzplanticié joval eldnyodsebb, mivel jobb hosszutava
kimenetelt és jobb életmindséget biztosit. A transzplantaciokor
fellépd iszkémia/reperfuzios karosodas (IRI), mértéke mind a
rovid- mind a hosszutavu kimenetelt jelentdsen befolyasolja. A
IRI mellett a hideg iszkémia hossza is korreldl a késdi graft
funkcioval.

Az IRI egy komplex patofiziologiai folyamat, melyben szamos
koros mechanizmus vesz részt ugy, mint: neutrofil granulocitak
aktivacioja, reaktiv oxigéngyokok felszabaduldsa, valamint
egyéb gyulladasos faktorok és citokinek felgyiilemlése.

A Sigma-1 receptor (SIR) egy multifunkcionalis
transzmembran fehérje. Legnagyobb mennyiségben a kdzponti
idegrendszerben taldlhatdé meg, de a periférids szervek is

expresszaljak Gigy, mint a m4j, a tiido, a sziv és a vese. Szamos



molekuléris folyamatban részt vesz, hatasat foként kiilonbozo
ion-csatornak szabalyozasan keresztill fejti ki.

Kutatocsoportunk kimutatta, hogy a SIR agonista fluvoxamin
(FLU) kezelés protektiv a vese IRI-vel szemben. A
renoprotektiv  hatds az Akt-eNOS jelatviteli utvonal
modulacidjan keresztiil valosul meg, amelynek terapids

alkalmazasara nemzetkdzi szabadalommal

(PCT/HU2015/00014) rendelkeziink.



. Célkituzések

A FLU renoprotektiv hatdsanak a vizsgalata
vesetranszplantacios patkanymodellben

FLU hatésanak a vizsgélata ex vivo hideg iszkémids
modellben

Uj SIR agonista (VCC904125) fejlesztése, mely nem jut
at a vér-agy gaton

A VCC904125 renoprotektiv hatdsanak vizsgalata vese
IRI egérmodellben

VCC904125-tel  kiegészitett  prezervaciés  oldat
hatasanak a vizsgalata hideg iszkémias modellben

Az S1R-medialt hatdsmechanizmus igazoldsa SI1R
knock-out egerek alkalmazaséaval

A SI1R aktivacio gyulladascsokkentd és antiapoptotikus
molekularis mechanizmusainak feltérképezése



3. Modszerek

3.1. Renalis izograft autotranszplantacio patkany modell

Kisérleteink soran 8 hetes, 200£15 g sulyu ivarérett him Wistar
patkanyokat hasznaltunk. Az altatdst kovetéen a jobb vese
artériat és vénat kipreparaltuk, majd perfundaltuk és 2 o6rara az
alabbiak egyikét tartalmazo edénybe taroltuk:

(1) hideg Custodiol perfuzios oldat

(i1) (i) 10 puM FLU-t tartalmazo hideg Custodiol

perfuziods oldat

2 ora elteltével a veséket visszahelyeztiik a patkanyokba és vég-
a- véghez anasztomozist végeztiink a rendlis artérian, vénan,
valamint az ureteren. Az ellenoldali veséket eltavolitottuk. A
meleg iszkémias id6 minden esetben 35 perc volt.

3.2. Vese iszkémia/reperfuzios modell

6 hetes him C57BL/6J és SIR knock out egereket 25 perces
unilateralis  iszkémidnak  vetettik ala, kontralateralis
nefrektomia mellett. Az iszkémia eldtt 30 perccel i.p. kezeltiik
az allatokat: fiziologids sooldattal (IRI), vagy VCC904125-tel
(IRI+VCC). Kontrollkeént aloperalt allatok szolgaltak. A vér és
veseszOvet mintakat 24 oraval a reperfuziot kvetden gytijtottiik
be.

3.3. Hideg iszkémias modell

A patkanyok és az egerek veséit pefrundaltuk Custodiol, vagy
S1R agonista tartalmt Custodiol prezervacios oldattal, 80—100
mmHg nyomason. Ezt kovetden a veséket ugyanebben az
oldatban jégen tartottuk 2 vagy 24 6ran keresztiil, majd 4%-os
pufferolt paraformaldehidben (pH 7,4) fixaltuk tovabbi
vizsgalatok céljabol.

3.4. Vesefunkcios paraméterek mérése

Megmértiik a szérum kreatinin, szérum karbamid szérum AST,
vesefunkcios paramétereket.



3.5. VCCI904125 szintézis

A VCC904125 hatéanyagot 5 kémiai lépesben szintetizaltuk
(1.4bra).
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l.abra. A VCC904125 szintézisének utvonala

3.6. In silico szamitasok

A vegyliletek haromdimenzios szerkezeteit a LigPrep
segitségével, OPLS3e erdtér alkalmazésaval éllitottuk eld. A
fiziko-kémiai ~ paramétereket  (oktanol-viz ~ megoszlasi
egylitthato, a BBB-permeabilitas és a polaris felszin) a QikProp
programmal szamoltuk.

3.7. Radioligand kotodési assay

10 uM koncentracioban meghataroztuk a VCC904125 kotodését
a S1R-hoz valamint hERG-csatornahoz.

3.8. RP-HPLC mérés

C57BL/6J egereket FLU-val és VCC904125-el kezeltiink. 30
percel késébb termindltuk, majd agy ¢és vese mintdkat
gyljtotiink. Homogenizélast kovetéen RP-HPLC-vel megértiik
a SIR agonistak mennyiségét.

3.9. In vitro modellek

In vitro kisérleteinkben human proximalis tubularis sejtvonalon
(HK-2) 1% 02, 5% CO», and 94% N, gazkeverékkel hipoxiat,



lipopoliszachariddal (LPS) gyulladést indukaltunk. A sejteket
10 uM SIR agonista VCC904125-tel kezeltiik.

3.10. Reverz transzkripciés Kkvantitativ  polimeraz
lancreakcio (RT-qPCR)

Total RNA isolation Mini Kit segitségével patkany és egér
vesébol, valamint HK2 sejtekbdl teljes RNS-t izolaltunk, majd
Maxima First Strand ¢cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR
alkalmazasédval komplementer DNS-t szintetizaltunk. A
tubularis karosodas, az apoptozis €s a gyulladas folyamataiban
szerepld gének relativ expresszigjat SYBR Green I Master
enzim mix hozzaadasaval, RT-qPCR modszerrel mértiikk. Az
eredmények analizise LightCycler 96 v.1.1.0.1320 szoftverrel
tortént.

3.11. Waestern blot analizis

Fagyasztott vagy liofilizalt mintakbol protein lizis puffer
segitségével teljes fehérjét izolaltunk. A denaturalt fehérjét 4-
20% gradient Mini-PROTEAN TGX SDS- poliakrilamid gélen
elektroforézis altal szétvélasztottuk, majd nitrocelluléz
membranon rogzitettiik. Blokkolast kdvetéen a membranokat
specifikus antitest oldatokban (cCasp3, Hifla, pCAMKII,
pNfkb) inkubaltuk egy ¢jszakan at. Mosast kovetéen a
membranokat torma-peroxidazhoz kotott masodlagos antites
oldatokban inkubaltuk 1 6ran keresztiil. A membranokat ismét
mostuk, majd a vizsgalt fehérjéket Luminata Forte szubsztrat
hozzaadésaval, Molecular Imager VersaDoc MP 4000 System
segitségével detektaltuk. A denzitometrias analizist Quantity
One Analysis 4.6.6 szoftverrel

3.12. Szovettan
Formalinban fixalt, majd paraffinba agyazott patkdny és egér

vese mintabol 3 um vastag szeleteket metszettiink, majd
targylemezen rogzitettiik. A metszeteket perjodsav-Schiff,



reagenssel festettilk. A digitalizalast kovetéen az analizist
Panoramic Viewer v.1.15.2 segitségével végeztiik.

3.13. Terminalis dezoxinukleotidil-transzferaz dUTP nick
vég jelolés (TUNEL) esszé

Formalinban fixalt, majd paraffinba agyazott patkany vese
mintdbol 5 um vastag szeleteket metszettiink, majd Superfrost
targylemezen rogzitettik. Az apoptotikus sejtek jelolése
TUNEL esszé modszerrel, Apoptag® Peroxidase In situ
Apoptosis Detection Kit segitségével tortént. A digitalizalast
kovetden az analizist Image J szoftverrel végeztiik.

3.14. Immunhisztokémia

Az egér vese mintabol 5 um vastag szeleteket metszettiink, majd
targylemezen rogzitettiik. Ezt kovetden anti-CD45, anti-CD68,
anti-CD4 antitest oldatban inkubaltuk. A jelolés végeztével
digitalizaltuk. Az analizist Qpath szoftverrel végeztiik.

3.15. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést GraphPad Prism szoftverrel (10.6.1
verzid) végeztik. A mintaeloszlast Shapiro-Wilk normalités
teszt alapjan hataroztuk meg. A tobbszoros
Osszehasonlitdsokhoz és lehetséges interakciok vizsgalatdhoz
egyutas ANOVA ¢és Holm-Sidak post-hoc tesztet hasznaltunk,
nem- normal mintaeloszlas esetén pedig Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikdnsnak a P<0,05 értéket
tekintettiik.



4. Eredmények

4.1. S1R agonista javitja a vesefunkciot és mérsékli a vese
strukturalis  karosodasat  autotranszplantaciot
kovetéen

Elézetes eredményeink alapjan  jelen  kisréletiinkben
megvizsgaltuk a FLU hatasat vese autotranszplantacios
modellben, 24 o6raval a transzplantaciot kovetéen a FLU
javitotta vesefunkcios paramétereket (szérum karbamid és AST)
¢s csOkkentette a korai tubuléris karosodas markerek szintjét
(KIM-1 és NGAL).

A FLU-kezelt vesék PAS festett metszetein enyhébb
hisztologiai karosodast figyeltiink meg. A glomerulusok
intaktak voltak, a tubuldris plazma és sejtmagok normalis
festodést mutattak, a kefeszegélyek megtartottak voltak.

4.2. A FLU csokkentette a gyulladast transzplantaciot
kovetéen

A transzplantacid utani gyulladds hozzéjarul a veseallograft

karosodasdhoz. SIR aktivacié hatdsara a FLU-t tartalmazo

prezervacids oldatban tarolt vesékben csokkent a leukocyta-

infiltracié, valamint az MCP-1, IL-la és IL-6 mRNS-

expresszioja.

4.3. A S1R agonista FLU mérsékli a vese hideg iszkémias
karosodasat

Kisérletiinkben mar 2 ora hideg tarolas utdn strukturalis
karosodast tapasztaltunk. A FLU-t tartalmazo prezervacios oldat
lassitotta a karosodas progresszigjat, valamint a FLU-val kezelt
vesék karosodasa 24 6ra hideg iszkémiat kdvetden hasonld volt,
mint kezeletlen vesék esetén 2 ora utan.

A FLU antiapoptotikus hatasait TUNEL ¢és kaszpaz-3
immunfestéssel igazoltuk, mivel mindkét esetben csokkent
pozitiv sejtszamot tapasztaltunk 2 és 24 ora elteltével is.



44. A FLU renoprotektiv hatasa SIR knock-out
egerekben elmarad

Hideg iszkémias kisérletiinket megismételtik S1R knock-out
egerekben. Mig FLU kezelés vad tipusu egerekben 24 o6ra hideg
ischaemiat kovetden szignifikdnsan mérsékelte a tubuldris
strukturalis karosodast és az apoptozis mértékét, addig ezek a
hatdsok SI1R knock-out egerekben nem voltak megfigyelhetdk.

4.5. VCC904125: vér-agy gat penetracio, kotodési
affinitas

In  silico  szadmitdsokat  végeztink a  VCC904125
farmakokinetikai  tulajdonsdgainak  meghatarozasara. A
szamitasok alapjan a VCC904125 minimalis vér-agy gat
penetracios képességgel rendelkezik. A radioligand kotédési
assay szerint a VCC904125 10 uM -os koncentracidban hasonld
kotddést mutatott a SIR-hoz mint a FLU.

4.6. A SIR agonista VCC904125 nem jut at a vér-agy
gaton

RP-HPLC technikdval megmértiik a VCC904125 ¢és a FLU

mennyiségét egér vesében €és agyban. A vesében mindkét SIR

agonistat kimutattuk, mig az agyban csak a FLU volt jelen.

Eredményiink bizonyitja, hogy a VCC904125 nem jut ar a vér-

agy gaton.

4.7. A VCC904125 csokkentette a tubularis hipoxiat és az
LPS-indukalta gyulladast

HK-2 sejteket eldkezeltik SIR agonistaval majd hipoxias
kornyezetbe helyzetik. A VCC904125 csokkentette a f6
hipoxids marker HIFIA mRNS szinjtét, igy mérsékelve a
tubuléris hipoxiat. LPS indukalta gyulladdsra a TLR2, TLR4,
NFKBI, ILIB, IL6, and TNF mRNS szintje megemelkedett. Az
Uj S1R agonista VCC904125 csokkentette a gyulladasos
markerek €s a proinflammatorikus citokinek mennyiségét.

4.8. A VC(C904125 csokkentette a vese I/R karosodasat 24
oraval a reperfuziot kovetéen



A S1R protektiv szerepének tovabbi bizonyitasara az egereket
VCC904125-tel kezeltiik. 24 o6ra reperfuziot kovetden a szérum
karbamid kevésbé volt emelkedett a kezelt allatokndl. A korai
tubularis karosodas markerek (KIM-1 és NGAL) mRNS szinjtei
emelkedtek iszkémiat kovetéen, amit a SI1R agonista
szignfikiansan csokkentett.

PAS- festett vese metszeteken massziv strukturélis karosodast
tapasztaltunk (hialin felhalmozddas, vakuolizacio, kefeszegély
vesztés ¢€s tubularis nekrozis). A VCC904125-tel kezelt allatok
veséiben kevésbé volt jelen az akut tubularis nekrézis.

4.9. A VCC904125 renoprotektiv hatasa S1R knock-out
egerekben elmarad

A renoprotektiv hatds S1R-medidltsdganak bizonyitdsara a
kisérletet SIR knock-out egereken is elvégeztik. Sem
funkcionalis, sem hisztologiai paramétereken nem tapasztaltunk
renoprotektiv hatast SIR7/~ egerekben.

4.10. A S1R agonista VCC904125 mérsékelte az IRI okozta
apoptozist és csokkentette a gyulladast.

A VCC904125 csokkentette az akut és a kronikus hipoxia
(HIF14 és HIF24) markerek szintjét. Az iszkémiat kovetden
emelkedett P53 és proapoptotikus BAX szintet tapasztaltunk
amit a SIR agonista kezelés szignifikansan csokkentett.
Tovabba megemelkedett az apoptdézisban kritikus szerepet
betoltd kaszpaz-3 fehérje szinjte is, ami a VCC904125-tel kezelt
csoportban kevésbé volt megfigyelhetd.

Végezetiil a VCC904125 a kezelés mérsékelte az ILI1f és a TNF

crer

keresztul.

4.11. Nem volt megfigyelhet6 gyulladasos sejtes infiltracio
az iszkémias karosodast kovetéen

24 o6raval a reperfuziot kovetden nem volt megfigyelhetd

CD45* leukocita vagy CD68" makrofadg infiltraci6 egyik

vizsgalt csoportban sem.
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4.12. A VC(C904125 csokkentette a tubularis dillataciot a
hideg iszkémiat kovetden

A hideg iszkémias modellben vizsgaltuk, hogy a tarolés soran, a

transzplantaciot megelézéen csokkenthetd-e a szervkarosodas.

Eredményeink szerint a S1R agonista kezelés jelentOsen

mérsékelte a vese strukturalis kdrosodasat.
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5. Kovetkeztetések

12

A Sl1R-agonista FLU javitja a transzplantacios
kimenetelt patkdny autotranszplantaciés modellben a
tubularis karosodads, a gyulladds ¢€s az apoptozis
csokkentésével

Ex vivo hideg iszkémia soran alkalmazott FLU javitotta
a transzplantacio eldtti graft allapotot, igy novelhetd a
szervek maximalis taroldsi ideje ¢és a beiiltetésre
alkalmas szervek szdma

Az 1j SIR agonista VCC904125 nem jut 4t a vér-agy
gaton

Az uj S1R-agonista VCC904125 csokkenti a vese
iszkémia/reperfuzios karosodasat az apoptdzis ¢€s a
gyulladés gatlasan keresztiil

A VCC904125-t tartalmazd prezervaciés oldat
renoprotektiv hatasu ex vivo hideg ischaemia sordn

A FLU és a VCC904125 renoprotektiv hatdsa S1R
medialt, melyet SIR knock-out egereken igazoltuk
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