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Rovid osszefoglalé

Az egészségligyi ellatas fejlodése ellenére az akut veseelégtelenség (ARF) gyogyitasa
mind a mai napig komoly nehézséget okoz. A human gybdgyaszatban az ARF egyik
leggyakoribb oka a vese iszkémia/reperfuzios (I/R) karosodasa, ezért ennek a folyamatnak a
komplex proteomikai vizsgalatat, Gj biomarkerek és terapias célpontok keresését tliztik ki
kutatasunk céljaul.

Him ivarérett Wistar patkdnyokon létrehoztuk a vese I/R karosodasanak allatmodelljét,
¢s elvégeztiik a vesemintak Osszehasonlitd proteomikai analizisét kétdimenzids elektroforézis
¢s folyadékkromatografia-tomegspektrometria segitségével. 108 szignifikans valtozast mutato
fehérjét azonositottunk, melyeket adatbazisok segitségével funkcionalis, illetve génontologiai
csoportokba rendeztiink, a kozottiik 1évé kapcsolatrendszert feltartuk. Elemzésiinkkel az I/R
indukalta karosodas folyamataban kozponti szerepet betoltdé molekulaként azonositottuk a
Parkinson’s disease 7-et (PARKY). Igazoltuk a PARK?7 protektiv hatasat az oxidativ stressz
okozta karosodassal szemben. Vizsgalatainkat az ARF mellett mas oxidativ stresszel jaro
korképekre, igy a gyulladasos bélbetegségre, illetve colidkiara is kiterjesztettiik.

Az OTKA tamogatasaval szamos jelentds 1épést sikeriilt tenniink az ARF kivalto
okaként ismert I/R vesekarosodds molekularis mechanizmusanak megértéséhez. Az altalunk
azonositott, I/R patomechanizmusaban szerepet jatszo fehérjék - kiilonos hangsulyt fektetve a

PARKTY-re-, a késdbbiekben az ARF terdpias célpontjai lehetnek.



Short summary

Despite development in the intensive health care, treatment of acute renal failure
means a serious problem. The leading cause of acute renal failure (ARF) is
ischemia/reperfusion (I/R) induced injury, thus our aim was to better understand its complex
pathomechanism and to find new biomarkers and therapeutic targets.

Using the rat model of I/R induced ARF, comparative proteomic analysis of kidney
samples using two-dimensional gel electrophoresis followed by mass spectrometry was
performed. Our analysis revealed 108 significantly altered proteins in the kidney after I/R
induced injury. According to databases, these proteins were sorted into functional and gene
ontological groups, and possible connections were explored between them. Based on our
analyses, we identified the central role of Parkinson’s disease 7 (PARK7) in the
patomechanism of I/R induced kidney damage. Moreover we demonstrated its protective role
against cell damage caused by oxidative stress. Besides ARF, our experiments were also
extended to other oxidative stress related diseases, such as inflammatory bowel diseases and
coeliac disease.

Summarizing the results of the present proposal supported by OTKA, substantial steps
were made to explore molecular events of I/R induced ARF. We identified numerous proteins
playing roles in the patomechanism of I/R, of which PARK7 may serve as therapeutic target

in the treatment of ARF in the future.



Fébb eredményeink:

A vese iszkémia/reperfuzios (I/R) sériilésének hisztologiai analizise

Létrehoztuk a vese I/R kdrosoddsanak patkanymodelljét. A kisérlethez ivarérett him
Wistar patkanyok bal vese artériajat és vénajat 45 percre leszoritottuk, majd 24 oras
reperfuziot kovetden az allatok veséjét eltavolitottuk. Kontrollként almutdtt patkanyokat
alkalmaztunk. Az I/R karosodast kdvetden eltavolitott vesékbol késziilt szovettani metszetek
PAS festése jelentds patoldgiai elvaltozasokat mutatott. A veseparenchyma struktiraja
karosodott, tubularis atréfia, valamint hialin lerakodéasok jellemezték a vese intersticiumot (1.
abra/C, D). A kontroll (aloperalt) allatok veséiben ezzel szemben a vese strukturaja intakt

maradt, patologiai elvaltozasnak nem volt nyoma (1. abra/A, B).

1. Abra. Reprezentativ PAS festett képek kontroll (A, B) és I/R sériilésen atesett allatok
(C, D) veséirdl késziiltek. A piros nyilak az I/R karosodas kovetkeztében kialakult hialin
lerakddasokat jelzik: 100x nagyitas (A, C), valamint 400x nagyitas (B, D).

Az I/R sériilés indukalta akut vesekdrosodas patomechanizmusdban szerepet jatszo fehérjék

azonositdsa

Az ARF éallatmodelljének beallitasat kovetden megkezdtiik a kontroll, valamint I/R

csoportok Osszehasonlitd proteomikai elemzését. Ennek sordn a homogenizalt vesemintdkat
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fluoreszcens festékkel jeloltiik, majd izoelektromos fokuszalast kovetéen SDS poliakrilamid
gélelektroforézist végeztink. Az elemzés soran tobb mint 300 fehérje spot-ot (pottydt)
sikertilt azonositani DeCyder software (GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag) segitségével (2.
Abra). Ezek koziil az I/R karosodas hatésara 153-nak véltozott az intenzitasa, ezeket a spot-
okat valasztottunk ki tovabbi elemzésre, fehérje Osszetételiiket folyadékkromatografidhoz
csatolt tomegspektrometria (LC-MS) segitségével azonositottuk. A vese I/R sériilése kapcsan
108 fehérje mennyisége valtozott meg szignifikdnsan a kontrollokhoz viszonyitva p<0,05 (1.

Téblézat).

PP -

2. Abra. Reprezentativ gélkép az I/R karosodast elszenvedett vesékbél késziilt 2
dimenziés gélelektroforézisrol. A fehérjék eclvalasztasa izoelektromos pont alapjan (elsé

dimenzid) és molekula tomeg alapjan (masodik dimenzio) torténik.

Az I/R karosodds hatasdara megvaltozott mennyiségii fehérjék cluster analizise

Az LC-MS analizis sordn azonositott 108 fehérjét funkcidjuk alapjan 11 csoporba
soroltuk, melyek a kovetkezok voltak: citoszkeletonhoz kapcsolt fehérjék, stressz valaszban
résztvevé  fehérjék, szénhidrat-, lipid-, nukleotid/nukleinsav, aminosav ¢és mas

metabolizmushoz kapcsolt fehérjék, fehérjebontasban résztvevo fehérjék, DNS/RNS éréséhez



(processing) sziikséges fehérjék, jelatvitelben résztvevd fehérjék, valamint “vegyes” kategoria

(1. Tablazat).

Funkcionalis csoportok Tagjai
Citoszkeletonhoz kapcsolt fehérjék 5
Stressz valasz 23
Szénhidrat metabolizmus 17
Lipid metabolizmus 9
Nukleinsav és/vagy nukleotid metabolizmus 9
Aminésav metabolizmus 9
Egyéb metabolizmus 10
Fehérje bontas 10
DNS/RNS érés (processing) 6
Jelatvitel 4
Vegyes 6

1. Tablazat. A vese I/R sériilése kapcsan 108 fehérje mennyisége valtozott meg

szignifikansan, melyek funkcio6ik alapjan 11 csoportba sorolhatéak.

Az I/R sériilésben szerepet jatszo vj/ismeretlen fehérjék azonositdsa

A 2 dimenzios elektroforézis segitségével lehetévé valik az egészséges, valamint beteg
szovet génexpresszids mintazatainak dsszehasonlitasa, ezaltal j, az adott betegségre jellemzé
potencidlis 1j target molekuldk, és diagnosztikai markerek azonositdsa. Az altalunk
azonositott 108 fehérje koziil 59 szerepe korabban egyaltalan nem volt ismert sem a vese, sem
egyéb szovet I/R sériilésének patomechanizmusaban (2. Tablazat/A). Tovabbi 21 altalunk

azonositott fehérje szerepét mar leirtak a sziv, az agy, illetve a béltraktus I/R indukalta szoveti



sériilésében, de vesében még nem volt ismert funkciojuk (2. Tablazat/B). 26 fehérje esetében

pedig mar kordbban igazoltdk, hogy szerepik van az vesét érd

patomechanizmusaban (2. Tablazat/C).

A. Kiilonbozo szoveti I/R
indukalta sériilésben
korabban nem ismert

funkcidju fehérjék

ABHD14B,;ACAA2;ACMSD;
ACOT2; ADSS; AGMAT,;
AK3L1;AKR1A1;AKR1C12;
AKR7A2;AKR7A3, ANXAZ2;
APRT; ARBP; ATP50;
ATP6V1B2; BDH2; CAI,
CLIC5; CRYL1; CTSH; DCI;
DHDPSL; DHRS4; DLST,
DPP7; ERP29; FAH; FAHDI;

GALM; GLOD4; GOT],
GRHPR; GSN; GSTP1,
HAAO;HNRNPF; HSD17B10;
KHK;  MPST; MRPL12;
NIPSNAP1; OAT;,; PGAMI,
PGLS; PPAl; PRKAR2A,
PSMB5; PSMB7; PTER;

PYROXD1; QDPR; RANBP1,
RUVBL1;STARD10;TAGLN2
;TALDO1; UAP1L1; VPS4B

B. Vese I/R indukalta
sériilésében korabban
ismeretlen funkciot
beto6lto fehérjék

ALDOA; ANXA4;
BLVRA; CALB1; CAPZ,
CTSB; CTSL; ECHSI;
ENO1; GDI2; HSPDI1;
IDH2; IDH3A; NDUFV1,
NDUFV2; PARKY;
PDHB; PGK1; PZP;
SDHB,; SELENBP1,
SERPINA3N; SORD

I/R-6s inzultus

C. Vese I/R indukalta
sériilésében ismerten szerepet

jatszo fehérjék
ACTB; ACY1l, AKRI1BI;
ALB; ANXA1; APOAIL;

APOE; ATP5B; CAT; DAO;
DDAH2; GATM,; GPXS;
GSTA3; GSTA4; HP; IDH1,
LDHB,; MDH1, MSRA,;
PRDX1;, PRDX2 PRDXS3;
PRDX6; SERPINAL; TAGLN

2. Tablazat. A vesében I/R sériilés hatasira megvaltozott expresszioji fehérjék. A

tablazat az altalunk azonositott, szoveti I/R indukalta sériilésben kordbban ismeretlen

funkcioju fehérjéket (A), a vese I/R indukalta sériilésében korabban ismeretlen funkciot

betolté fehérjéket (B), tovabba vese I/R indukalta sériilésében ismerten szerepet jatszo

fehérjéket 6sszegzi (C).



Korabban ismeretlen fehérje karakteriztaldsa

A 2 dimenzios gélelektroforézis vizsgalatunk segitségével azonositottuk egy korabban
nem leirt, ismeretlen fehérje / unknown protein (UP) aminosav szekvencidjat is:
MEAALAVSRLPPHDPRTPALSVVDMHTGGEPLRIVHAGCPEVAGPTLLAKRRYMRQHLDY
VRRRLVFEPRGHRDMYGAILVPSELPDAHLGVLFLHNEGYSSMCGHAVLALGRFALDFGL
VPAPPEGTREAQVNIHCPCGLVTAFVECEGGRSCGPVRFHSVPAFVLASDLTVDVPGHGK
VVVDIAYGGAFYAFVSAEKLGLDVCSAKTRDLVNAASALTGAVKAQFKISHPESEDLGFLY
GTILTDGKDVYSEEPTTNICVFADEQVDRSPTGSGVTARIALQYHKGLLQLNQTRAFKSSAT
GSVFTGCAVREAKCGDFKAVIVEVAGQAHYTGTANLTVEDDDPLRDGFLLK

Az UP-ot kodolo gént Rattus norvegicusban mar leirtdk kordbban (hypothetical protein
LOC314214 [Rattus norvegicus] (NCBI Reference Sequence: NP 001101501.1)), ¢és
feltételezték, hogy transzlalodik rola fehérje, de semmilyen irodalmi adat nem allt
rendelkezésre magarol a fehérjérl. A patkanyban kimutatott UP-ot kodold nukleotid
szekvenciat szintén kimutattak mar az egér [Mus musculus] (NCBI Reference Sequence:
NP 080314.1), valamint a human [Homo sapiens] (NCBI Reference Sequence:
NP _653182.1) genomban is, de pontos funkcidjukat nem vizsgaltdk. Az UP kromoszéma
lokalizacioja és aminosav szekvencidja alapjan feltételeztiik, hogy a prokariotdkban mar leirt
prolin racemaz enzimmel lehet homolog, melynek terméke egy izomeraz és f6 funkcioja az L-
prolin D-prolinna torténd sztereokémiai inverzidjanak katalizacidja. Kampel és munkatarsai
kimutattak, hogy az egy honapon at, naponta 50 mg/ttkg dozisban, ivoviziikkben D-prolint
kapott Sprague-Dawley patkanyok esetében sulyos tubularis 1éziok alakulnak ki a vesében,
mig az L-prolint kapott patkdnyok veséjének hisztologiai képe nem tér el a kontrollokétol
(Kampel D. Toxicity of D-proline. 1990. Amino acids. pp:1164-1171). Ezek alapjan
feltételeztik, hogy az ismeretlen fehérje fontos szerepet jatszhat az /R

patomechanizmuséban.

Az ismeretlen fehérjét kodolo gén expresszidja kiilonbozo szovetekben

Az egérben expresszdlodd UP mRNS szinten torténd detektalasdhoz specifikus
primereket terveztiink. Ezen primerek segitségével megvizsgaltuk az UP mRNS expressziojat
kiilonboz6 szovetekben. Eredményeink szerint valamennyi vizsgalt szdvettipusban
(idegszovet, tido, sziv, maj, 1ép, gasztrointesztinalis rendszer, izom, here, valamint a vese)

kifejez6dott az UP-t kodolo gén (3. Abra).



Vastagbél
Vékonybél

3. Abra. Reprezentativ agaréz gélelektroforézis abra az ismeretlen fehérjét kodolé gén
expressziojarol a Kkiilonb6zé szovetekben. Az UP-t kodold gén kifejezodott az
idegszovetben, tiidében, szivben, majban, 1épben, gasztrointesztinalis rendszerben, izomban,

herékben, valamint a vesében is.

Az ismeretlen fehérje kimutatdsa vesében

Az UP funkciondlis vizsgalatdhoz, valamint szdveti kimutatdsdhoz rekombinans
human ¢és egér fehérjét, valamint specifikus antitestet allitottunk elé Proteogenix
(Schiltigheim, Franciaorszag) biotechnologiai cég kozremiikodésével. Valos ideji RT-PCR
adatainkat alapul véve az UP fehérje mennyiségét Western-blot-tal vizsgaltuk, melyhez
kontroll egér vesékbdl szarmazd szoveti homogenizatumot, valamint rekombindns humén és
egér UP-t (rUP) hasznaltunk. Az ismeretlen fehérjét 354 aminosav alkotja, mely alapjan a
becsiilt molekulastlya koriilbeliil 35-40 kDa. Er6feszitéseink ellenére Western-blot analizissel

nem sikeriilt a veseszovetben az UP-t kimutatni (4. Abra).

. g p—
— <4 50 kDa
_— —
W <= 37kDa
Vese Human Egér
rUP rUP

4. Abra. Reprezentativ Western-blot az ismeretlen fehérje kimutatasara. Western-blot

mérésiink soran csupdn a pozitiv kontrollként alkalmazott egér, valamint human rekombinans



UP-k (rUP) esetében tudtuk az UP specifikus jelet (35-40 kDa) detektalni. Az egészséges egér

veseszovetben nem kaptunk UP specifikus szignalt.

crer

egy publikacio [Visser WF et al. Identification of a human trans-3 hydroxy-L-proline
dehydratase, the first characterized member of a novel family of proline racemase-like
enzymes. Biol. Chem 2012. 287 (26): 21654-62], melyben leirtak, hogy valoban egy racemaz
szerli fehérjérél van szo, mely a transz-3-hidroxi-L-prolin aminosav tartalmu fehérjéket
bontja, koztik a kollagén IV-et is. A publikacié megjelenését kovetden vizsgalatainkat
kiterjesztettilk a proteomikai analizislink altal feltart egyéb fehérjék I/R sériilésben betoltott

szerepeére.

Fehérje interakcios halozatok feltérképezése

Halozat elemz6 szoftverek segitségével feltérképeztik az I/R inzultus hatasara
megvaltozott mennyiséget mutatod fehérjék kozotti lehetséges kapcsolatokat. A két dimenzios
gélelektroforézis segitségével azonositott fehérjék kozotti interakciok bioinformatikai
elemzése a vizsgadlod szemléletétdl fiiggetleniil ravilagithat fontos molekuléris kapcsolatokra,
valamint a grafelméleti és halozat-topologiai ismeretek segitségével a patomechanizmus
szempontjabol fontos géneket jeldlhet ki. Az interakcios vizsgalat ravilagitott a gliikkoz
transzporter 4 (GLUT4 — 43 db kapcsolat) valamint a Parkinson’s disease 7 (PARK7 — 4 db
kapcsolat) eddig nem ismert szerepére a vese I/R sériilésre adott molekularis valaszaban (5.
Abra). A GLUT4 gliikoztranszporter kozponti szerepe nem meglepd, hiszen az /R sériilés
altal kivaltott energia deficittel jaré allapot indukalhat valtozasokat a gliilkoz homeosztazis
fenntartasaért feleldés GLUT4 expresszigjdban. A PARK7 szerepét elsdsorban
neurodegenerativ betegségek (Parkinson-kor, Alzheimer-kor) kapcsan vizsgaltak, ahol leirtak
citoprotektiv (antioxidans, anti-apoptotikus, valamint molekularis chaperon) szerepét, vagyis,
hogy védelmet nyujt az idegsejtek oxidativ stressz altal okozott karosodasaval szemben. A
legtobb szervben, illetve szervrendszerben, igy a vesében betdltott szerepe azonban teljesen
ismeretlen, igy kutatocsoportunk elsdként vizsgalta a vese I/R  sériilésének

patomechanizmuséaban betoltott funkcigjat.
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5. Abra. Interakciés hilozat a vese I/R sériilését kovetden szignifikansan megvaltozé

fehérjék kozott. Az interakcios halozatot CytoScape program segitségével vizualizaltuk.

A GLUT4 és PARK7 mRNS expresszio valtozdasa I/R sériilést kovetoen

Proteomikai vizsgalataink megerdsitésére valds idejii RT-PCR moddszer segitségével is
meghataroztuk az I/R sériilés indukalta GLUT4, valamint PARK7 mRNS expresszidjanak
valtozasait a patkany vesékben. Eredményeink szerint mind a GLUT4 (6. Abra/A.) mind
pedig a PARK7 (6. Abra/B.) mRNS expresszidja szignifikansan csokkent I/R sériilést

kovetoen.
A. B.
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6. Abra. A gliikéz transzporter 4 (GLUT4) (A) valamint a Parkinson disease protein 7
(PARKY) (B) molekula mRNS expressziéja kontroll, valamint I/R sériilésen atesett
vesékben. A mérések sordn kapott mRNS expresszidra vonatkozd értékeket a mintdkban
talalhato glicerinaldehid—3—foszfat—dehidrogenaz expresszidjara normalizaltuk. Az dbrakon a
kapott adatok atlagtszoras értékét tiintettiik fel. A statisztikai analizis Mann-Whitney U teszt

segitségével, a GraphPadPrism szoftver 6.01-es verziojaval tortént. *p<0,05 vs. Kontroll.

A PARKT7 fehérje szint viltozasa I/R sériilést kovetoen

A PARKY7 fehérje mennyiségét Western blot segitségével hataroztuk meg az I/R soran
karosodott, illetve kontroll patkdnyvesék esetében. A Western blot analizis soran 20 kDa-nal
detektaltuk a PARK7-hez kothet6-, mig 43 kDa-nal a B-aktin-hoz kothet6 jelet. A PARK7

fehérje szintje szignifikdnsan csokkent az I/R sériilést kovetden a kontrollokhoz viszonyitva

(p=0.0159) (7. Abra).

PARK7 —»

B-aktin —»

1,2

o
SN
1

PARKY7/B-aktin relativ egységek
o
N

Kontroll I/R
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7. Abra. PARK7 fehérje szint az I/R sériilésen atesett, valamint kontroll vesékben.
A PARK7-hez kothetd jelet 20 kDa-nal detektaltuk, belsé kontrollként a B-aktint alkalmaztuk
(43 kDa). Az abrakon a kapott adatok atlag+szoras értékét tiintettiik fel. A statisztikai analizis
Mann-Whitney U teszt segitségével, a GraphPadPrism szoftver 6.01-es verzidjaval tortént..

*p=0.0159 vs. Kontroll.

A PARK7 overexpresszio hatasdnak vizsgdlata in Vitro humdn vese epitél (HK2), valamint

embriondlis veseszovet (HEK-293) eredetii sejtvonalakon

PARK?7 overexpressziot kovetéen vizsgaltuk a HK2 és HEK-293 sejtek oxidativ
stresszel szembeni érzékenységét. A HK2, illetve a HEK-293 sejtekben PARK7-GFP plazmid
segitségével overexpresszaltattuk a PARK7-et (8. Abra és 10. Abra). A sejteket 80%-0s
konfluencia mellett, FBS mentes DEMEM tapoldatban lipofectamin 2000 (ThermoFisher
scientific, Hamburg, Németorszag) transzfekcios agens segitségével transzfektaltuk, majd 24h
elteltével a transzfekcio eredményességét Olympus IX-81-es (Olympus Europa Holding Gmb,
Hamburg, Németorszag) inverz immunfluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk. A
PARKT7-GFP plazmiddal transzfektalt HK2 és HEK-293 sejteket 150 uM, valamint 250 uM
dozisu hidrogén-peroxid (H20.) kezelést alkalmaztunk. A PARKT7-et overexpresszalo HK2 és
HEK-293 sejtek védettnek bizonyultak a 150 uM valamint 250 pM doézisu H20:2 kezelés
sejtkarositd hatasaval szemben is (9. Abra és 11. Abra: **p<0,05 vs. 150 uM H202 kezelt, ##
p<0,05 vs. 250 uM H20: kezelt, ¥ p<0,01 vs. 150 uM H20> kezelt, € p<0,05 vs. 250 uM
H20> kezelt).
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8. Abra. A HEK293 sejtek transzfekcioja PARK7-GFP plazmid segitségével, 24h
elteltével. A PARK7-et overexpresszald sejtek zolden vildgitanak az Olympus IX-81-es

inverz fluoreszcens mikroszkop (100x nagyitas) alatt.

4,5 -

2,5 A -[

1,5 1
1 -
0,5 -
0
Kontroll 150uM H202 kezelt 150uM H202+PARK7- 250uM H202 kezelt 250uM H202+PARK7-
GFP plazmid kezelt GFP plazmid kezelt

9. Abra. PARK7 overexpresszalo, illetve kontroll (PARK7-et nem expresszalo GFP
plazmiddal transzfektalt) H2O2 kezelt HEK-293 sejtek LDH mérése. A PARK7-GFP
plazmiddal transzfektalt HEK-293 sejtek védettnek bizonyultak a 150 uM valamint 250 uM
dozisti H202 kezelés sejtkarositd hatasaval szemben. *p<0,05 vs. Kontroll, **p<0,05 vs. 150
uM H20:2 kezelt, #p<0,05 vs. Kontroll, ## p<0,05 vs. 250 uM H20 kezelt. A statisztikai
analizis Mann-Whitney U teszt segitségével, a GraphPadPrism szoftver 6.01-es verzidjaval

tortént.
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10. Abra. A HK2 sejtek transzfekciéja PARK7-GFP plazmid segitségével, 24h elteltével.
A PARKT7-et overexpresszaldo sejtek zolden vilagitanak az Olympus IX-81-es inverz

fluoreszcens mikroszkop (200x nagyitas) alatt.

1,6 ~

#
1,4 1
*
1,2 4 - €
¥ T

l _ —
0,8 A
0,6 A
0,4 -
0,2 A

0

Kontroll 150uM H202 kezelt 150pM H202+ PARK7- 250pM H202 kezelt 250puM H202+PARK?7-
GFP plazmid kezelt GFP plazmid kezelt

11. Abra. PARKY overexpresszalé, illetve kontroll (PARK7-et nem expresszalo GFP
plazmiddal transzfektalt) H20: kezelt HK2 sejtek LDH mérése. A PARK7-GFP
plazmiddal transzfektalt HK2 sejtek védettnek bizonyultak a 150 uM valamint 250 uM dézisu
H20, kezelés sejtkarositdé hatasaval szemben. *p<0,05 vs. Kontroll, ¥ p<0,01 vs. 150 uM
H20, kezelt, #p<0,05 vs. Kontroll, € p<0,05 vs. 250 uM H20; kezelt. A statisztikai analizis

Mann-Whitney U teszt segitségével, a GraphPadPrism szoftver 6.01-es verzidjaval tortént.
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A PARKY agonista compound 23, illetve ND13 peptid hatisdinak vizsgdlata in vitro humdn
vese epitél (HK2) sejteken

A 96-well plate-n 80%-ban konfluens HK2 sejteket, FBS mentes DEMEM
tapoldatban elOkezeltiik a PARK7 agonista comp23-al (dozisfiiggés beallitasat kovetden
0,0125 puM doézisban), illetve ND13 peptiddel (dozisfiiggés bedllitasat kovetéen 10uM
ddzisban). Huszonnégy oras inkubaciot kovetden 100 uM, illetve 150 uM H20».al kezeltiik a
sejteket, majd Gjabb 24h elteltével MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5- difenil-tetrazolium
bromid] tesztet végeztink. A comp23 és NDI13 peptid elékezelés 6nmagaban nem volt
hatassal a HK2 sejtek életképességére (p=ns, Kontroll vs. 0,0125 uM comp23 kezelt, p=ns
Kontroll vs. 10 uM ND13 kezelt), azonban fokozta a sejtek viabilitasat a H.O, kezeléssel
szemben (12. és 13. Abra: ** p<0,05 vs. 100 uM H20> kezelt, ** p<0,05 vs. 150uM H202
kezelt) .

1,4 -
1,2 A

1 .
0,8 -
0 6 **
0,4

*

0,2 -

0

Kontroll 0,0125uM comp23 100uM H202 kezelt 0,0125uM comp23
kezelt +100uM Kkezelt

12. Abra. A PARKY agonista compound 23-al elékezelt illetve elékezelést nem kapott
(kontroll) HK2 sejtek MTT analizise 100 pM H20: kezelést kovetéen. A 0,0125 uM
comp23-al elokezelt sejtek életképessége szignifikansan magasabb volt a csak 100 uM H20»
kezelést kapott sejtekhez képest. *p<0,02 vs. Kontroll, ** p<0,05 vs. 100 uM H20: kezelt. A
statisztikai analizis Mann-Whitney U teszt segitségével, a GraphPadPrism szoftver 6.01-es

verzidjaval tortént.
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**

14

1,2 1 [
1

08 -

0,6 -

0,2 A

Kontroll 10uM ND13 kezelt 150uM H202 kezelt 10pM ND13 + 150uM
H202 kezelt

13. Abra. A PARK7 agonista ND13-al elékezelt illetve el6kezelésben nem részesiilt
(kontroll) HK?2 sejtek MTT analizise 150 pM H20: kezelést kovetoen. A 10uM ND13-al
elékezelt sejtek viabilitasa szignifikansan magasabb volt a csak 150 uM H20> kezelést kapott
sejtekhez képest. *p<0,05 vs. kontroll, ** p<0,05 vs. 150uM H20, kezelt. A statisztikai
analizis Mann-Whitney U teszt segitségével, a GraphPadPrism szoftver 6.01-es verzigdjaval

tortént.

Osszegezve eredményeink azt mutatjik, hogy a PARK7 protektiv szerepet jatszik a
vese I/R kérosodasdban. Ezt az elképzelésiinket tdmasztjak ala megfigyeléseink, miszerint
mind a PARKY7 tubularis epitél sejtekben vald overexpresszidja, mind agonizmusa védi a

sejteket az oxidativ karosodassal szemben.
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Osszefoglalas

Az egészségligyi ellatas fejlodése ellenére az akut veseelégtelenség (ARF) gyogyitasa
mind a mai napig komoly nehézséget okoz. A jelenleg rendelkezésre all6 megeldzési
stratégiak ¢és terapids lehetoségek behataroltak, ¢s koziilik egyik sem képes Iényegesen
megvaltoztatni a betegség haldlozasi aranyat. Az ARF egyik leggyakoribb oka az erételjes
oxidativ stresszel jar6 iszkémia-reperfuzios (I/R) kéarosodas, igy kutatdsunk céljaul az /R
okozta akut vesekarosodas komplex molekuldris patomechanizmusénak feltarasat, 1j
biomarkerek és terapias célpontok keresését tiiztiik ki.

Him ivarérett Wistar patkdnyokon létrehoztuk a vese I/R karosodasanak allatmodelljét. Ezt
kovetden elvégeztiik a kontroll, valamint I/R inzultuson atesett vesemintdk Osszehasonlito
proteomikai analizisét kétdimenzios elektroforézis és folyadékkromatografidhoz csatolt
tomegspektrometria segitségével. A 108 szignifikans véltozast mutatd fehérjét az UniProt,
NCBI Pubmed, Ariadne Pathway Studio online adatbazisai, valamint a Cytoscape
halézatépitd program segitségével 11 funkciondlis, illetve génontoldgiai csoportba rendeztiik,
¢s a kozottiik 1évo kapcesolatrendszert feltartuk. Ennek sordn 59 olyan fehérjét azonositottunk,
melyek szerepe korabban egyaltalan nem volt ismert sem a vese, sem egyéb szovet I/R
sériilésének patomechanizmusaban. Emellett elemzésiink feltart egy addig ismeretlen fehérjét
(UP), melyrél szerkezeti homologia alapjan feltételeztiik, hogy prolin racemaz szerii funkcidja
révén szerepe lehet az L-prolin D-prolinna torténé atalakulasaban. A D-prolin felhalmozddasa
a vesében sulyos tubularis 1éziok kialakulasahoz vezet (Kampel D. Toxicity of D-proline.
1990. Amino acids. pp:1164-1171), igy feltételeztiik a jelentdségét az I/R indukalt
karosodasban. Kutatocsoportunkkal parhuzamosan egy masik kutatocsoport (Visser és
munkatarsai) is vizsgalni kezdte az addig ismeretlen fehérjét, melyrél igazolddott, hogy
valoban egy prolin racemaz-szerdi transz-3-hidroxi-L-prolin dehidrataz. Miutan egészséges
egér veseszovetben nem tudtuk detektdlni az UP-t fehérje szinten, ugyanakkor Visser és
munkatarsai eredményeiket 2012-ben publikaltak, vizsgalatainkat Kkiterjesztettik a
proteomikai analizisilink 4ltal feltart mas molekuldkra. Elemzésiink az I/R indukalta kdrosodas
folyamataban kozponti szerepet bet6lté molekulaként azonositotta a Parkinson’s disease 7-et
(PARKY). A PARK?7 szerepét korabban neurodegenerativ betegségek (Parkinson-kor,
Alzheimer-kor) kapcsan vizsgaltak, ahol leirtak citoprotektiv (antioxidans, anti-apoptotikus,

valamint molekularis chaperon) szerepét, vagyis, hogy védelmet nyujt az idegsejtek oxidativ
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stressz altal okozott karosodasaval szemben. A legtobb szervben, illetve szervrendszerben, igy
a vesében betdltott szerepe azonban teljesen ismeretlen volt, igy megkezdtik a vese I/R
karosodasaban betoltott funkcidjdnak pontosabb feltdrasat. A proteomikai analizisiink
eredményeit megerdsitve ugyanazon modellbdl szarmazd mintakon igazoltuk -valos idejii RT-
PCR ¢és Western blot modszerekkel- az I/R karosodas PARK?7 expressziot csokkentd hatasat.
Ezzel parhuzamosan HEK-293 vese epithél és HK-2 proximalis tubulus sejtvonalakon
overexpresszaltattuk a PARKT7-et-, illetve PARK7 agonistadk (compound-23, ND13)
hozzaadasaval fokoztuk aktivitasat, majd H2O2 kezeléssel oxidativ stresszt indukaltunk. A
sejtek allapotat MTT viabilitasi-, illetve LDH citotoxicitasi assay-el kovettiik nyomon.
Méréseinkkel in vitro igazoltuk a PARK7 protektiv hatasat vesében az oxidativ stresszel
szemben.

Munkaterviinkben megfogalmazottakkal 6sszhangban a vesében végzett proteomikai
elemzésiink alapjan fontos patologiai szereppel bird6 PARK7 expresszidjanak, funkcidjanak
vizsgalatat mas szervekre, mas korképekre is kiterjesztettiik. Igazoltuk a PARK7 mRNS ¢és
fehérje emelkedett expresszidjat coeliakids gyermekek duodenum nyalkahartyajaban,
valamint gyulladasos bélbetegségben (IBD) szenvedd gyermekek colon mintdiban és az IBD
allatmodelljében egyarant. A PARK7 IBD-ben betoltott szerepének tisztazasara jelenleg

funkcionalis vizsgalatokat végziink.
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