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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

RNS ribonukleinsav

RNSI RNS interferencia

SiRNS rovid interferald6 RNS

MRNS messenger RNS

asRNS Antiszensz RNS

HDI hydrodynamic injection, hidridinamikus bevitel
TT testtomeg

g gramm

MVHDI magas volumeni hidrodinamikus injektalas
AVHDI alacsony volumeni hidrodinamikus injektalas
IFN interferon

IFNo interferon alfa

IFNB interferon béta

dsRNS dupla szalit RNS

Jak Janus arcu kinaz

STAT Signal Transducer And Transactivator of Transcription
OAS oligoadenilat szintaz

ATP adenozin trifoszfat

RNazL ribonukledz L

TLR Toll Like Receptor

Polyl:C polyinozin-polycitidilsav

ALAT alanin amino transzferaz

mmol/I milimol/liter

ml mililiter

HE hematoxylin-eozin festés

PAS Perjodsavas-Schift reakcio

X -SZOros nagyitas

GFP z61d fluoreszcens fehérje

mGAPDH egér gliikoz aldehid foszfat dehidrogenéz

SD standard deviacio



PAZ
AS-ODN
esiRNS
PBMCs
DEPC
TLR
CpG
Rpm
RT-PCR
nm

pm

SLE

OD
ANA

IRI

PKD
HIF2a
VEGF
PDGF
TGFa
EGF
MMP
DNMT1
RASSF1A
GAG
IVIG
MRL/Ipr
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Piwi-Argonaute-Zwille

antiszensz oligodezoxinukleotid

endogén siRNS

periférias csontveldi mononuklearis sejtek
dietil pirokarbonat

Toll Like Receptor

citozin foszfo guanozin

rear per minute

real time reverse transcriptase polymerase chain reaction
nanométer

mikrométer

szisztémads lupus erythematodes

optikai denzitas

antinukledris antitest

iszkémia/reperfiizios karosodas
polycisztas vesebetegség

hipoxia indukalt faktor 2a

vaszkuléaros endotelialis novekedési faktor
trombocita eredetii novekedési faktor
transzformécios novekedési faktora
epidermalis novekedési faktor

matrix metalloprotedz

DNSmetil transzferaz1

Ras assosociated domain family 1A
gliilkozaminoglikan

intravénas immunglobulin

a human lupus egy egérmodellje



DOI:10.14753/SE.2012.1706

2. BEVEZETES - IRODALMI ATTEKINTES

Jelen tanulmanyban a vesebetegségek kezelésének lehetdségeit vizsgaltuk
modern génterapias €s hagyomanyos modon. Kisérleteinkben egereket kezeltiink
intravénas uton a ma egyre gyakrabban hasznalt rovid interferalo (si) RNS-ekkel, illetve
intravénas immunglobulinnal (IVIG), majd megvizsgaltuk a szervezet valaszreakcioit
gén (génexpresszid), sejt (enzim értékek), illetve szovet (szovettan) szinten.

Ezen egérmodelleken végzett vizsgalataink a vizsgalt terapias eljarasok klinikai

alkalmazhatdsagat tamasztjak ala.

2.1. AZ RNS INTERFERENCIA BEMUTATASA

A vesebetegségek egyik modern kezelési lehetésége a génterapia, melynek lehetdsége
jelenleg a legérdekesebb kutatasi témak egyike. Az els6 klinikai kiprobalasokat sulyos,
nemkivant mellékhatdsok miatt betiltottak; tizbol két paciensnél T-sejtes leukémia
fejlodott ki az X-kromoszoémahoz kapcsolt sulyos kombinalt immunhiany (X-linked
severe combined immune deficiency, X-SCID) kezelésére iranyuld retrovirus alapt
génterapidt  kovetden ['l. Ennek ellenére az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerengedélyezési Hivatal (Food and Drug Administration) tobb mint 1000,
kiilsnbdz6 fazisokban 16v6 génterapias klinikai kiprobalst tart nyilvan [°]. Napjainkban
mar szamos génterapias modszert alkalmaztak vesebetegségek kezelésére, mint pl. az
adenovirus vektorokat. A vese szoveti szerkezetének komplexitdsa miatt az egyszeri
génbevitel altaldban nem elég hatasos, ezért egyéb modszerekre van sziikség a
génbevitel hatékonysaganak fokozasara, mint pl. a vese hiitése [3], az elnyujtott
géntranszfer [*] vagy elektromos impulzusok alkalmazasa [°]. Mivel néhany halalesetet
is megfigyeltek adenoviralis [°], illetve retroviralis vektorok ['] alkalmazésa sorén, igy a
figyelem a mellékhatasokra iranyult. A virus vektorok mellékhatasai kozott szerepel a
fokozott immunvalasz és/vagy az inzerciés mutagenezis kialakuldsa (lasd késébb). A
vesebetegségek egy 1j, biztonsagosabb génterdpids lehetdségét biztositana az RNS
interferencia. Kisérleteink sordn elséként alkalmaztunk RNS interferenciat vesében [8],
mellyel sikeresen gatoltuk a vese ischaemidt kovetd reperfizids karosodasat
(apoptozist). Tovabbi kisérleteinkben vizsgaltuk a NADPH oxidazoknak (Nox-ok) a

vese iszkémia-reperfiiziés karosodasaban betoltott szerepét (nem kozolt adatok),
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azonban eddigi eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a Nox enzimek expresszidjanak
csendesitése nem befolyasolja jelentdsen a vese karosodasat iszkémia-reperfizioban.

Az antibiotikumokhoz hasonléan, melyek a prokariota szervezetek fejlodéséhez igen, az
eukariota szervezetek fejlédéséhez azonban nem sziikséges molekulakat tamadnak meg,
az SiRNS-kel iranyitott génterapia célpontjaiként is valaszthatunk az emberi szervezet
szamara idegen molekuldkat. A szisztémas mellékhatasok kialakulasa pedig
minimalizalhato a célszervek kizarolagos kezelése révén. Mindezek fényében az siRNS
medialt génterapia a virusfertdzések, rosszindulatii tumoros betegségek és a szemészeti
betegségek esetében all legkozelebb a klinikai alkalmazashoz. S6t, az siRNS-eket
terapids szerként mar ki is probaltak kiilonféle betegségekben (bakteridlis €s virdlis
fertdzésekben, autoimmun betegségekben, hypercholesterinaemiaban, neuropatias
fajdalomban, neurodegenerativ betegségekben, tumoros betegségekben, szeptikus
sokkban és nemi wton 4tviheté betegségekben) mind in vitro, mind pedig in vivo [°]. A
szerv-transzplantacio is potencialis teriiletévé valhat az ilyen génterapianak, mivel a
graft ex-vivo eltoltott idétartama idealis ablakot biztositana a graft karosito folyamatok
ban (pl. iszkémia-reperfiizio, kilokddési reakcid) részt vevé koros fehérjék
szervspecifikus csendesitésére, anélkiil, hogy a rovid RNS-eket a szisztémas keringésbe
juttatnank. Ezen esetben az in vivo kezelésnél sokkal hatékonyabb transzdukcios
protokollok valhatndnak alkalmazhatova, tovabba a graft beiiltetés eldtti ,,kimosassal”
eltdvolithatnank a fel nem vett siRNS-t és a carrier molekulat, megelézve a lehetséges

szisztémas mellékhatasok kialakulasat.

Az RNS interferencia (RNSi), amelyet rovid RNS-ek (short interfering RNS, siRNS-ek,
valamint short hairpin, ShRNS-ek) segitségével végezhetink, a génterapia
legigéretesebb  teriileteinek  egyikévé valt. Az SiRNS-ek nagysagrendekkel
hatékonyabbak a hagyomanyos antiszensz metodikaknal (antiszensz oligonukleotidok,
AS-ODN-ok) [**']. Az siRNS-ek alkalmazasanak lehetdségei a fertéz6 és autoimmun
betegségektdl egészen a rosszindulati daganatokig és a genetikai rendellenességekig
terjedhetnek [*?]. A tovabbiakban az RNS interferencia torténetét, hatdsmechanizmusat,

alkalmazasi lehetdségeit és mellékhatdsait mutatjuk be.
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2.1.1. AZ RNS INTERFERENCIA TORTENETE
Az RNSI jelenségét eldszor 1928-ban irtak le, amikor Wingard megfigyelte, hogy a
dohanymozaik virussal (ringspot virus) fert6zott dohanynovény felsé levelei

rezisztensek a virusfertozéssel szemben [13].

Az ezen folyamat mogott allo
géncsendesitési mechanizmust elészor ndvényekben [*] és gerinctelenekben [*°] irtak
le, és a kovetkezO folyamatokkal hoztak Gsszefiiggésbe:

e A novényekben megfigyelt dsi folyamattal, az ugynevezett koszuppresszioval

(lasd lent),

e a gombakban megfigyelt, illetve a transzpozonok altal kivaltott csendesitéssel,

e antiviralis védekezési mechanizmusokkal,

e génszabdlyozdssal, valamint kromoszdmalis mddositassal.

Novényekben és gerinctelenekben - feltehetdéen az antitest alapt adaptiv immunitast
pétolva - az RNSi védi meg a génallomanyt a virusoktol és a transzpozonoktol; az
emlds sejtekben betoltott szerepét még ma sem ismerjiik teljesen. Jorgensen €s kollégai
egy szerencsés véletlen sordn fedezték fel a mechanizmust, amikor 1990-ben a petunia
chalcone szintetdz (chsA) génjének aktivitdsat kivantak fokozni kiils6leg bejuttatott
oligonukleotidokkal, hogy ezéltal az anthocyanin pigment termelését fokozzak, igy
sotétebb lila virdgi novényt fejlesszenek ki. Meglepd moddon, néhany igazoltan
transzgenikus petunia részlegesen elvesztette mind az endogén, mind a transzgén
chalcone szintetaz aktivitdsat, és viragaik tarkak lettek, fehér teriileteket tartalmaztak
[16]. Jorgensen ezt a folyamatot ,,koszuppresszionak™ nevezte el.

Késébb, Mello és munkatarsai antiszensz RNS-eket (asRNS-eket) alkalmaztak
Caenorhabditis elegans hengeresféregben. Ez volt a géncsendesités els6 allatmodellje
[*"]. Megfigyelték, hogy ha C. elegans-ba hosszu kettds szala RNS-eket (double
stranded RNA, dsRNS) juttattak be, az a vele homoldg hirvivd (messenger) RNS
szalainak egyszerre torténd beaddsa akéar tizszer hatékonyabb csendesitést
eredményezett, mint egy szal egyediili hasznalata. Ezt az eljarast poszt-transzkripcios
géncsendesitésnek (post-transcriptional gene silencing, PTGS) nevezték el. Felmeriilt,
hogy a PTGS a novényekben, gombakban ¢és Drosophila-ban megfigyelt

koszuppresszié rokona lehet [*®]. Bar az RNSi alacsonyabb rendii eukariétikban torténd
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felfedezése nem valtott ki szamottevd érdeklddést, az orvosbioldgiai kutatds figyelme
egy csapasra az RNSi-re iranyult, amikor annak emlés sejtekben vald eléfordulasat is
felfedezték. Tuschl €és munkatarsai kimutattak, hogy az RNSi emlds eredetii tenyésztett
sejtekben (human embrionalis vese 293, HEK 293 és Hela sejtekben) is kivalthato,
ugyancsak szekvencia specifikusan. A folyamatot a csendesitendé génnel homolog
rovid dsRNS inditja el, mely hosszabb dsRNS-ekbdl keletkezik a ribonukleaz III
hasitasanak eredményeképpen [*°]. Napjainkig az siRNS-eket szamos allatmodellben
alkalmaztak mar sikeresen, mint példaul nematoda [*°], Drosophila [*], hidra [%],
zebradanio [%*], egér [**, ?°] és patkany [*°] modellekben.

A PTGS soran tehat a dsRNS molekuldk irdnyitjadk az indukalé molekula kis
darabokra vagasat [*'], illetve a cellularis és a virdlis mRNS-ek lebontasat [*]. E
folyamatok eredménye képpen a cél mRNS nem tud felszaporodni a citoplazmaban, bar
mennyisége még detektalhaté szinten marad [*°].

Osszegezve, az RNS interferencia in vivo szerepe a gazdaszervezetnek a
virusoktol vald védelemben van, mivel a virusok életciklusa soran gyakran keletkeznek
dsRNS-ek [*]. Az idegen RNS szekvencidk felismerése és hasitisa a virus fertdzés
gatlasat eredményezi. Az RNSi a novényekben egy Osi virus-ellenes védekezési
modszer, az azonban még nem tisztazott, hogy van-e szerepe az emlds sejtek virus-
ellenes védekezésében vagy a génszabalyozds mas folyamataiban. Az RNSi tovabbi
fontos szerepe a genom védelme az idegen genetikai elemek, transzpozonokkal

szemben. Az RNSi mechanizmusanak leirasaért Fire és Mello 2006-ban orvosi Nobel

dijat kapott.

2.1.2. AZ RNS INTERFERENCIA MECHANIZMUSA ES JELLEMZOI
2.1.2.1. Az SIRNS-ek keletkezése

Az RNSi kiilonb6zd 1épéseinek felfedezése utan lehetségessé valt az egész
mechanizmus leirasa. Az elmult években lényeges eldrelépést jelentett az RNSi
legfontosabb 1épéseinek tisztazasa. Az in vitro €s in vivo kisérletek soran az RNSi-nak,
illetve a PTGS-nek egy kétlépéses modelljét allitottak fel: melyben az els6 1épés (RNSi
kezd6 1épése) az RNS nukleazok dsRNS kotése és feldarabolasa 21-25 nukleotid
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hosszisagu RNS fragmensekre (siRNS-ekre). A masodik 1épés soran ezek az siRNS-ek
belépnek az RNS indukalta csendesité komplexbe (RISC), amely lebontja az SiRNS-sel
homolog mRNS-t. Mindezek ismerete mellett 1ényeges megemliteni, hogy jelenleg is
keveset tudunk még az RNS-fehérje komplexekrdl és ezek kialakulasarol.

A hosszu dsRNS-eket egy specifikus nukleaz, a ribonukledzok RNaz III csaladjaba
tartozé dicer alakitja at siRNS-¢é [*']. A dicer a dsRNS-eket oly modon hasitja, hogy a
termék 3’ végén 2-3 nukleotidnyi tallogas (overhang), az, 5’ végén pedig foszfat csoport
legyen egységesen. A dicer kozel azonos strukturaval talalhatdé meg a férgekben, a

gombakban, a ndvényekben és az emldsokben is (konzervativ fehérje).

2.1.2.2. Az RNS interferencia hatismechanizmusa

Az siRNS-ek jellegzetes szerkezetiikkbdl adoddan (egy szabad 5’-foszfat vég, amit
19 - 21bazispar (bp) hosszu kettds szali RNS kovet és a 3° végen két parositatlan
nukleotidbol 4ll6 overhang talalhatd) [**] beépiilnek az RNS 4ltal indukalt csendesité
komplexbe (RNA induced silencing complex, RISC), amely egy tobb alegységbdl allo
ribonukleoprotein komplex. A RISC-ben az siRNS-e¢k széttekerednek: egy szensz és
egy antiszensz szalra bomlanak, amelyek koziil az antiszensz szal iranyitja a cél mRNS
felismerését ¢s hasitasat. Az aktivalt RISC tartalmazza

e az antiszensz RNS szalat,

e egy Argonaute gén homolog fehérjét, amely az RNS-eket kot6 fehérje,

e tovabba egyéb faktorokat is, amelyek kozé egy, a cél RNS hasitasaért felelds

endonukleaz is tartozik [*°].

A RISC ATP jelenlétében aktivalodik és az siRNS szélait szétcsavarja. A tovabbiakban
az antiszensz szal iranyitja az RNSi tovabbi lépéseit: a RISC-ben megkotott antiszensz
siRNS szal kotédik a vele komplementer mRNS-hez, majd a RISC komplex
feldarabolja azt.
Az mRNS elhasitdsa kovetkeztében a transzkripcido és transzlacio teljes folyamata
megszakad, mig a DNS mennyisége valtozatlan marad. Mas szdval, a fehérje szintézis a

genom intaktsaga mellett gatlodik (1. abra).
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sejtmag
NS ’_ Aktiv RISC

Transz-
kripcié

MRNS — '%/J

Célszekvencia

— — — — MRNS lebomlas

~

Fehérjeszintézis
citoplazma

1. dbra: A csendesité mechanizmus: RNSi szintén inicializalhaté kémiailag szintetizalt
siRNS-ek sejtekbe juttatasaval. Ezek a molekulak 19-21 bazispar méretii RNS-ek,

amelyek a célszekvenciaval homoldgok.

Osszefoglalva tehdt, az RNS interferencia mechanizmusanak altalinossagai a
kovetkezok:

e az indukalo molekula dsRNS,

e acél MRNS feldarabolasanak alapja szekvencia-homologia,

e a lebontast végzd komplex szamos olyan fehérjét tartalmaz, melyek szerkezete

¢s funkciodja a legtobb szervezetben és sejtben konzervativ.

2.1.2.3. Az RNS interferancia energiaigénye
Az RNSi folyamata energiaigényes reakciokat tartalmaz (1. tablazat), melyet

ATP megvonasos kisérletekkel igazoltak [**]. Az RN4z aktivitas az ATP mennyiségén

crer

megkotésének folyamata egyaltalan nem igényel magnéziumot [35].

11
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ATP fiiggo 1épések az RNSIi soran

Hossz dsRNS hasitasa SIRNS-sé (dicer)

siRNS szdlak széttekerése a RISC-ben (helikaz végzi)

Cél mRNS felismerése

Cél mRNS feldarabolasa

1. tdblazat: ATP-t igényld reakciok az RNSi mechanizmusa soran

2.1.2.4. Az RNS interferencia hatasanak amplifikadlasa

Az RNSi egyik tovabbi tulajdonsdga, hogy katalitikus természettel (siRNS
amplifikacio) bir, igy néhany dsRNS molekula is elegendé a folyamatosan atirodo cél
mRNS hosszitavi csendesitésére. Habar a dsRNS siRNS-sé valo atalakitdsa soran
torténik némi amplifikédcio, ez még mindig nem elégséges a fent emlitett nagyfoku cél
mRNS degradaciohoz. Lipardi és munkatarsai igazoltak, hogy az RNS dependens RNS
polimeraz szamara mind az egyszalu, mind a kétszali RNS templatként szolgalhat. A
cél mRNS feldarabolasa soran keletkez6 hosszi, dsRNS szakaszok révid idon beliil
siRNS-ekké alakulnak at, amplifikalva ezaltal az RNSi folyamatat. Leirtak azt is, hogy a
3’ hidroxi és az 5’ foszfat csoport jelenléte szigortian kotelezd az RARP éltal iranyitott
primer extenzichoz [*®]. Sijen és munkatarsai mindezeken tal még azt is kimutatta, hogy
a c¢l mRNS feldarabolasa soran keletkezd 1) siRNS-ek (ugynevezett masodlagos
SiIRNS-ek) kiilonboznek az eredeti (trigger) siRNS-ektdl. A masodlagos siRNS-ek altal
kivaltott RNSi-t tranzitiv (,,atviheté”) RNSi-nak nevezte el [*'].

Az RNSi mechanizmusanak tovabbi érdekessége, hogy a 21 nukleotid
hosszusagl antiszensz siRNS szal majdnem olyan hatékonyan csendesit, mint az siRNS
duplex [*, *], mivel az asz siRNS is beépiil a RISC-be, csak kisebb hatékonysaggal,
mint a kettds szalu siRNS [*°]. Azon tény, hogy a nagy mennyiségben beadott ds SIRNS
kompetitiven gatolja az asz siRNS-t, szintén alatamasztja azt a felvetést, hogy a két
molekulat azonos rendszer dolgozza fel. Mivel az asz siRNS-ek gyorsabban érik el

maximalis aktivitasukat, mint a kettds szaluak, feltételezik, hogy az asz siRNS-ek a

12
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mechanizmus egy késdbbi - az effektor nukledzhoz kozelebbi - pontjan csatlakoznak a

folyamathoz [*].

2.1.2.5. Az RNSi élettartalma

Az RNSi-vel végzett génexpresszid csokkenés, azaz csendesités soran a
génexpresszio visszaszoritasarol (knockdown) van sz6 és nem pedig annak kiiktatasarol
(knockout). Gyorsan 0sztodd sejtekben az siRNS-ek maximalis hatasa 2-3 napig tart
mind in vitro [**], mind in vivo [*] adatok alapjan. A csendesité hatas tartama azonban
gazdaszervezettdl fiiggden is valtozik; egerekben minddssze néhany napig figyeltek
meg hatékony csendesitést, mig human féemldsokben a 11. nap utdn is jelentds
csendesitéssel lehet szamolni [**]. Az siRNS hatasanak idStartama mindezek mellett
fligg a célszerv szerkezetétdl, a célgéntdl, illetve a rola folyd atirds tulajdonsagaitol, a
kezelt fajtol, valamint az adott sejttipus osztodasi idejétél. Ez utobbi kiemelkedd
jelentdséggel bir, ugyanis az RNSi hatasanak idéaranyos gyengiilése a sejtosztodasok
soran bekovetkezd siRNS-higuldsanak tudhaté be.. Ezzel ellentétben, differencialt
sejtekben, mint példaul a makrofagokban, az in vivo RNSi hatasa tobb napig eltart

egyetlen dozis beadasa utan is [*].

2.1.2.6. SIRNS szintézis

Az siRNS technologia segitségével elméletileg barmely sejttipus barmely génjének
mitkodése csokkenthetd. A dSRNS-ekkel végzett post-transzkripcionalis génszabalyozas
alkalmazasanak szamos mellékhatasa ismert, mint példaul a dsRNS altal kivaltott, nem
specifikus géncsendesités [*°]. Korabban ugy vélték, hogy a 30 bazisparnal rovidebb
dsRNS-ek, mint példaul az siRNS-ek, nem valtanak ki nem specifikus géncsendesitést.
Caenorhabditis elegans-on ¢és Drosophila melanogaster-en végzett kisérletek
bebizonyitottak, hogy a hosszii dsRNS-ekhez hasonldan a szintetikus, rovid SIRNS-ek is

47]. Mindezek miatt ma mar az siRNS-ek

képesek mellékhatdsok kivaltasara |
szerkezetét gondosan optimalizaljak, mely elengedhetetlen az RNSi specificitdsahoz.

Mivel ugyanazon cél mRNS kiilonbozd régidira tervezett siRNS-ek csendesitési

13
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hatékonysaga eltérd [*®], kulcsfontossagh az siRNS altal indukalt géncsendesités magas
foka optimalizalasa, valamint a kiilonboz6 - csendesités szempontjabol fontos —
paraméterek, (hossz, masodlagos szerkezet, cukorgerinc tipusa, és szekvencia
specificitas) vizsgalata a lehetséges legtobb kisérleti faj esetében (muslica, human, stb)
[*]. Habar altaldnos szabaly eddig nem sziiletett az siRNS-ek optimalis kivalasztasaval
kapcsolatban, mégis, néhany kovetendd alapelvet érdemes figyelembe venni:

e Olyan szekvencidt valasszunk, ami a start kodont6él 50 — 100 bazisparnyira
helyezkedik el.

e A start kodonhoz kézeli 5 vagy 3” UTR-t érdemes kihagyni, ugyanis az UTR-t
kot fehérjék, illetve a transzlacio elindulasaért felelds fehérjekomplexek
zavarhatjak a RISC kotédését.

e Az siRNS guanin-citozin (GC) tartalmat tanacsos 30 és 70% kozott beallitani.
Mindezek mellett, Ui-Tei és munkatarsai szerint a hatékony siRNS-ek szintéziséhez az
alabbiak figyelembe vétele is sziikséges:

e Adenin/Uracil jelenléte az antiszensz szal 5° végén,

e Guanin/Citozin jelenléte a szensz szal 5° végén,

e tobb, mint4 nukleotidnyi A/U gazdag szakasz jelenléte az antiszensz szal 5’

végen,

e hosszu G/C szakasz hidnyozzon a szensz szal 5° végérol.

Szamos, kénnyedén elérheté siRNS-t tervezd program létezik [*°,>'], melyek a fent
felsoroltakat figyelembe véve adnak javaslatot a leghatékonyabb siRNS szekvencia(k
tervezésere.

Az siRNS-eket tehat kémiai uton is szintetizalhatjuk [*°].

Az siRNS szintézisre vonatkoz6 javaslatokat a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

14
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Szekvencia AA(NI9TT

Tulnyulo végek 2 nukleotidnyi, 3’ végen UU

Hosszisag 21 nukleotid

Csoportok 5’ foszfat, 3’ hidroxi

Masodlagos szerkezet siRNS, shRNS diszrupcios energidja >-10
kcal/mol [*%]

Terminacios jel 4-5 T a szal végén

2. tablazat: Az siRNS szintetizalasahoz alapvetd fontossagu szempontok (A=adenin,
T=timin, N=nukleotid)

2.1.2.7. siRNS adatbadzisok

Napjainkban az RNSi-t alkalmazé kisérletek szama rohamosan nd, mely
lehetdvé tette az adatbazisok létrejottét. Az siRNSdb nevii adatbazis [**] az SIRNS-ekkel
végzett kisérletek gylijteménye, melyet azért hoztak 1étre, hogy segitse a kutatokat a
kisérletekben hasznalt siRNS-ek helyes kivalasztasaban. Ezen adatbazis génkdzpontiian
nyljt segitséget az siRNS-t alkalmazoé kisérletekben. Mindezeknek koszonhetéen a
felhasznal6 megismerheti az érdeklédése kozpontjdban allo siRNS gatlasi képességét,
fobb fizikai tulajdonsagait (termodinamikai tulajdonsagok) és nem specifikus hatésait

[54] .

213. A ROVID RNS-EK INTRACELLULARIS BEVITELENEK
LEHETOSEGEI

Az RNSI-t alkalmazo6 terapia szamara a rovid RNS-ek sejtbe vald bejuttatasa
még napjainkban is komoly akadalyt jelent, mivel az emlds sejtek sejtmembranja a
negativ toltésii SIRNS-ek szamara nem vagy alig atjarhato, valamint az in vitro médon
alkalmazott transzfekcios modszerek egy része nem alkalmazhat6 in vivo. Mindemellett
az siRNS-ek gyors renalis kivalasztasa miatt az in vivo felezési idejiilk nagyon rovid

(masodpercek-percek tartomanyba esik). A szintetikus SIRNS-ek sejtbe valo
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bejuttatasanak egyik megoldasa lehet az siRNS prekurzorok virus vektorokkal vald
expresszidja, vagy az siRNS &sszekapcesolasa un. hordozoé lipidekkel vagy fehérjékkel
(2. abra). Az siRNS-eknek bizonyos peptidekhez val6 kapcsolodasarol azt is kimutattak,
hogy elésegiti ill. megkdnnyiti az SIRNS-ek sejtmembranon keresztiili transzportjat [*°].
A sejt-specifikus bejuttatds, amely soran az siRNS-eket sejtfelszini receptor
ligandokhoz vagy antitestekhez kapcsoljuk, lecsokkenthetné a potencidlis toxicitdst
mind a viralis, mind a nem-viralis eredetii vektorok esetében. .

Ma mar szamos virus-alapt, (adenovirus, adeno-asszocialt virus, onkoretrovirus,

lentivirus vektorok) és nem-virus alapu (liposzomak, nanorészecskék vagy peptid-lipid

transzfekcios eljarasok) beviteli rendszer 1étezik az siRNS-ek sejtekbe juttatasara.

O virus

Plazmid
(ShRNS) citoplazma
Viralis
vektor ssRNA
= dicer RNS dependens
O RNS polimeréaz
ATP l
4?\7/ dsRNS

liposzéma

2. dbra: Kiils6 és belsd utvonalak, melyeken keresztiil gatlé siRNS kertilhet a sejtbe:
Jobb oldali nyilak: RNSi élettani szerepe. Bal oldal (szaggatott nyilak): SiRNS

mesterséges bejuttatasa a sejtbe.

2.1.3.1. Virus alapu bejuttatdsi stratégidak
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Az RNSi-t alkalmazo kisérletek legproblémasabb része a megfeleld vektor
kivalasztasa. A szovet-specifikus promoterek ¢és a célsejtek felszinén talalhato
specifikus receptorok ellen irdnyitott virus antigének széles skaldjanak kdszonhetden
szinte minden sejttipust transzdukalhatunk virus vektorokkal. A nagy valasztékban
rendelkezésre 4ll6 virus vektorok elénye, hogy egyszerii az eldallitaisuk ¢és az
alkalmazasuk. Amennyiben stabil transzgén expressziora van sziikségilink, érdemes
retrovirus, illetve AAV vektor-rendszereket alkalmazni. Az Osszes tObbi vektorral
l1étrehozott expresszio atmeneti jellegii. Mindezek mellett, a virus vektorok tovabbi f6
hatranya a gazdaszervezet elleniik iranyuld immunvalasza: a virust semlegesitd
antitestek a virus vektor els6 beadasa utan rovid id6n beliil megjelennek, amely miatt az
ugyanazon szerotipusu viralis vektor ismételt alkalmazasa lehetetlenné valik. Ezen
probléma megoldasara szolgdl a virus antigének megvaltoztatasa, a virus burkdnak
modosita, valamint az un. pszeudotipizalas, amely sordn a gazda tropizmus szélesithetd
vagy sziikithetd. Az irodalomban szamos virus vektorral végzett kisérlet ismeretes mint

pl. az adenovirus [56,57, 8 59], adeno-asszocialt virus [60, 61 62 63], retrovirus[64] és a

65 66 67 [68
H H

lentivirus [, ] vektorok.

2.1.3.2. Nem-virus alapu bejuttatdsi stratégiak

Az eldzéekben emlitettek alapjan a virus vektorok szamos esetben nem
alkalmazhatoak. Ilyenkor a nem virus alapt vektorral kivitelezett bejuttatasi modszerek
jonnek szoba. Szamos stratégia létezik a hatékony, nem-virus alapu bejuttatds esetére

mind in vitro, mind pedig in vivo. A tovabbiakban ezek részletezésérol lesz szo.

Hidrodinamikus injektalas (hydrodynamic injection, HDI)

Az siRNS-ek in vivo bejuttatasabdl szarmazd gyogyaszati elényoket egerekben
mar kimutattak. Szintetikus siRNS-ek in vivo sejtbe juttathatoak az un. modositott
»hidrodinamikus transzfekcios eljarassal”, amely egy magas nyomdasu, magas térfogati
injektalasi modszer. Ezt eredetileg antiszensz oligonukleotidok és plazmid DNS sejtbe

jutattasara dolgoztak ki. Ragcsalé modellekben a hidrodinamikus kezelés soran a farok
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(vagy a himvesszO) véndit alkalmazhatjuk. Amikor az siRNS-eket rovid idon
(maximum 10 mdasodperc) beliil, nagy térfogatba (az allat keringd vértérfogatanak 50-
100%-a-) intravénasan injektaljuk, a folyadék feltorlodik az als6 tir6s véna (vena cava
inferior) rendszerében. Ez a torlddas olyan magas vénas és kapillaris nyomast hoz 1étre,
amely soran az SIRNS-ek a bd vérellatasu parenchimds szervek (maj, vese, stb.)
fenesztralt endotél rétegén keresztill atpréselddnek [*°]. Korabbi kisérleteinkben
igazoltuk, hogy a hidrodinamikus kezelést kovetden az egerek hepatocitainak koriilbeliil
90%-a vette fel az siRNS-t, amelynek kovetkezményeként a Fas (apoptozis) receptor
expresszioja 80-90%-os csokkenést mutatott [**].

Van de Water és kollégai leirtak, hogy az SiRNS intravénas beadasa utan az a célgén
funkcigjanak csendesitéséhez elegendd mértékben akkumulalédik a vese proximalis
tubulusaiban , mig ehhez képest bizonyos szervekben (vazizom, agy, bélrendszer, tiido,
1ép) minddssze negyvened annyi siRNS-t figyeltek meg. ["°]. Larson és munkatarsai a

kiilonb6z6 lokalizacidban beadott, magas nyomdasu beviteli modszereket hasonlitotta

Ossze, melyenek eredményeit a 3. tablazatban foglaltuk Gssze.

Beviteli médszerek és az altaluk l1étrehozott szignifikans transzdukcio

lokalizacioja
Hidrodinamikus Standard Intraperitonealis Rectalis bevitel
farokvéna kezelés | farokvéna kezelés bevitel (200 pl) (100 pl)
(1000 pl) (200 pl)
My Lép Lép
Vese Maj Vastagbél
Hasnyéalmirigy Csontveld Csontvel6
Lép
Csontveld

3. tablazat: A kiilonb6z6 helyre, magas nyomassal beadott fluoreszcens siRNS-ek

felvételi helyei [

71].
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A hidrodinamikus kezelés bar ragcsalokban hatékonynak bizonyult, az eljaras a beadott
nagy térfogat miatt mégsem alkalmazhato a human klinikumban. Ugyanakkor
létrehoztak mar egy olyan szamitogép altal vezérelt HDI moddszert, mely felveti a
human alkalmazhatésag lehetSségét ['2]. Kisebb térfogatt injekcid vagy helyi
(szervspecifikus) vénak katéterezése megfeleld alternativa lehet az siRNS helyi
bejuttatasara. Szamos kisérletben bizonyitottak, hogy az SiRNS-ek bejuttathatoak a
kdzponti idegrendszerbe [], a szubretinalis térbe, valamint ["] a peritonedlis iiregbe

["°] is ahol megfeleld hatékonysaggal fejtik ki hatasukat.

Transzfekcios reagensek

Az siRNS-ek sejtbe torténd bevitelének modszere alapvetd fontossagii az RNSi
mechanizmuséanak 1étrejottéhez. Ma mar a legkiilonfélébb transzfekcidos reagensek
allnak rendelkezésre az siRNS-ek intracellularis bevitelének eldsegitésére.
Az siRNS transzfekcios reagensek leggyakrabban kationos lipid alapt vegyiiletek,
melyek mintegy ,,becsomagoljak™ az sSiRNS-t, megakadalyozva ezzel a lebomlasukat és
fokozva a sejtbe valo felvételiiket akar in vivo is. llyen kationos lipid példaul amit vese
transzdukciora ~ mar  alkalmaztak  az N-[1-(2,3-Dioleoiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilammonium metilszulfat (DOTAP) [°, 7).
A Lipofectamine RNAiMax transzfekcios reagens in vivo siRNS magas beviteli
hatékonysagat sajat eredményeink is aldtdmasztjak. Husz szazalékos Lipofectamine
oldatban 50 pg fluoreszcensen jelzett siRNS-t (Block-1T) komplexaltunk, melyet a
vesevénaba injektaltunk (300 pl-es végtérfogatban). Harminc perccel késébb a vese

tubularis epithel sejtek erds pozitivitast mutattak (lasd késobb, 3. abra).
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3. abra: Az siRNS intracellularis felvétele vesében (400X) 30 perccel a BLOCK-IiT
Alexa Flour Red Fluorescent Oligo hidrodinamikus injektalasa utan. A fényképet N2.1
filterrel készitettiik (excitacio: 515 — 560 nm kozott) Leica DC500 mikroszkdpon.

A transzfekcids reagensek kereskedelemben beszerezhetd tipusait a 4. tablazatban

foglaltuk 6ssze.

20



DOI:10.14753/SE.2012.1706

Reagens neve

Gyartoé cég

Rnotion transzkefcids reagens SPRIME

Gene Ereaser siRNS transzfekcios reagens | Agilent Biotechnology-Stratagene
Products

Silencer siRNS transzfekcios kit Ambion

SIPORT Ambion

SIPORT XP-1 transzfekcios reagens Ambion

SiPORT Amine transzfekcios reagens Ambion

siPORT lipid transzfekcios reagens Ambion

PURPLE NIMT transzfekcios reagens Bulldog Bio Inc.

GenomeONE-Neo EX HVIJ-E 1 ill. 4

viralis transzfekcids reagens

Cosmo Bio Co., Ltd.

TriFECTIn

Integrated DNA Technologies

Lipofectamine RNAIMAX transzfekcids | Invitrogen
reagens
Lipofectamine 2000 reagens Invitrogen

SiRNS teszt kit

Lonza Cologne AG

siIMPORTER kit Millipore
TransIT®-siQUEST transzfekcios reagens | Mirus Bio LLC.
TransIT®-TKO transzfekciods reagens Mirus Bio LLC.

Fluorescein-siRNA transzfekcios reagens

New England Biolabs

TransPass R1 transzfekcios reagens

New England Biolabs

Lullaby®-siRNA transzkekcids reagens

OZ Biosciences

DreamFect

0OZ Biosciences

Nanofectin siRNA

PAA Laboratories, Inc.

INTERFERIN siRNS transzfekcios

reagens

Polypus Transfection

JetPRIME transzfekcids reagens

Polypus Transfection

jetSI conc.10 mM siRNS beviteli reagens

Polypus Transfection
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JetSI-ENDO transzfekcios reagens Polypus Transfection

PromoFectin-siRNA Promocell GmbH

X-treme GENE siRNS transzfekcids | Roche Applied Science

reagens

siRNA transzfekcios médium Santa Cruz Biotechnology, Inc.
N-TER Nanoparticle siRNS transzfekcios | Sigma-Aldrich

reagens

GenMute siRNS transzfekcios reagens SignaGen Laboratories

4. tablazat: A jelenleg rendelkezésre allo, forgalomban 1évo siRNS transzfekcios

reagensek listaja.

Bevitel rovid hajtiikanyar RNS-t (ShRNA) tartalmazoé plazmidokkal

Korabban, az emlés gének funkcidjanak vizsgalati nehézségeit a hatékony és
stabil funkcidvesztést eredményezd moddszerek hidnya okozta. Ezen probléma
megoldasanak céljabol specialis, siRNS-t expresszalé vektorokat fejlesztettek Kki,
melyek segitségével a génexpresszid stabilan csendesithetd, igy funkcidvesztéses
fenotipusok hozhatéak létre [®]. Ezt megvalosithatjuk rovid hajtiikanyar RNS-eket
(short hairpin RNS, shRNS) expresszaloé plazmidokkal is. Sikeres transzfekcié utan a
sejtekben elkezdédik a kodolt shRNS termelédése. Az shRNS-ek rovid, specialis
szerkezetli RNS-ek, melyek egy szensz szalbol, egy hajtiikanyarbdl (5-9 bp hosszusagu)

és egy komplementer antiszensz szalbol allnak ["°].

Elektroporacio és szonoporacio: transzfekcio elektromos aram és ultrahang
segitségével

Az elektroporacid soran elektromos daram segitségével a makromolekuldk
(fehérjék, DNS, RNS) sejtmembran permeabilitdsa, tehat a sejtmembranon torténd
atjutasuk fokozodik. Leginkabb in vitro hasznaljak, azonban in vivo alkalmazasara is

ismert néhany példa (bor, izom, agy). Patkanyokban, rogton az siRNS veseartériaba
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torténd beadasa utan alkalmazott elektroporacié a célfehérje jelentés knock-down-jat
eredményezte a glomerulus mesangialis sejtjeiben [, ®']. Ugyanakkor szamolni kell
azzal is, hogy maga az elektroporalas aktivalhatja a sejtek stressz-jelatviteli utvonalait,
ezzel jelentés mellékhatasokat 1étrehozva [?2]. Megvalosithatd alternativat jelentene a
szonoporacid (ultrahang seQitségével torténd bevitel, lasd lent), mely az
elektroporacidohoz hasonloan nyitja meg a sejtek porusait és fokozza az siRNS felvételét
[*], azonban kevesebb mellékhatast valt ki [**]. Az ultrahang ezen hatésa tovabb
erOsithetd az ultrahang kontrasztanyagok segitségével, melyek valdjaban gazzal toltott
buborékok, melyek kidurranasakora gaz kilovellése soran keletkezett erével hozzak

1étre a terapias molekula sejtbe torténd bevitelét [*°, #].

SiRNS konjugalasa sejt-specifikus antitestekhez

Mivel az antitestek egyik alapvetd tulajdonsaga a specificitas, antitestek
alkalmazasat is felvetették az SiRNS-ek célzott bevitelére [°']. Az antitesttel iranyitott
bevitel elénye, hogy a monovalens antitestek nem aktivaljak a komplement rendszert,
ami egyébként gyakran aktivalodik kiilonboz6 nukleinsavak hatasara [*°]. Az antitest
alapt molekulakat els6sorban a malignus szolid tumorok ¢és a leukémiak kezelésében
vélik elénydsnek, mivel nagyfoku specificitassal és affinitassal rendelkeznek [*].

Tanulmanyunkban a fehérje alapi (antitestekhez kotott) siRNS beviteli

modszerét nem vizsgaltuk, ezért a tovabbiakban csak irodalmi adatokra hivatkozunk
90 91 92 9394 95
[ 1
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2.1.4. AZ RNSi GYOGYASZATI ALKALMAZASA
A genomban el6fordulé barmilyen elvaltozas a poszttranszkripcids géncsendesités
célpontja lehet. A genetikai elvaltozadsok mellett RNSi-vel kezelhetéek:

e a fertdzések (mind akut, mind kronikusgyulladas [°] vagy bakterialis szeptikus
sokk [*], hepatitis C virus [*'] okozta majbetegség, sulyos akut 1égzési
szindroma (severe acute respiratory syndrome, SARS) [*°], influenza [*°], HIV-1
fertzés [**]),

e aneurodegenerativ betegségek

e ¢sarosszindulati daganatok (1asd késdbb).

Mindezeken tul végeztek mar a fulminans hepatitisz enyhitésére [*], az iszkémia-
reperfizid utani vesekarosodas csokkentésére [¥], szivtranszplantacid esetén a graft
tulélésének meghosszabbitasara (a perfundald oldatba torténd TNFa, complement-3,
illetve Fas ellenes siRNS-ek hozzaadasa révén) [**Y] iranyulo siRNS kiséreteket is.

Kimutattdk, hogy az RNSi szamos mas intracellularis patogén korokozo ellen is

1921 ¢s a Trypanosoma [***] ellen. Az RNSi helyi

hatékony, példaul a Mycobacterium [
siRNS injektalassal alkalmazhato a tumorok novekedésének lassitasara, gatolhato vele a
human papilloma virus-fert6zés (HPV) okozta carcinogenezis [104], az attétképzodés,
illetve a daganatok vaszkularizacioja is. Az RNSi-t mind in vitro, mind in vivo sikeresen
alkalmazték rosszindulati daganatok ellen. Az siRNS-eket és shRNS-eket alkalmaztak
az agy- ['%°], emls- ['®] és petefészek-tumorok [**'] allatmodelljeiben.
Neurodegenerativ betegségek szintén lehetnek az RNSi gyogyaszati célpontjai, mivel a
mutans gének csendesitése szdmos progressziv neurodegenerativ betegség kifejlodését

lassithatja, mint példaul az Alzheimer [** 109,

] vagy a Huntington-korét [
Az RNSIi-t alkalmazo terapiak egyre nagyobb jelent6séggel birnak. Jelenleg a
legfontosabb kérdés az siRNS-eknek a terdpias hatas helyére valo juttatdsa. Klinikai
vizsgélatok varhatoak fert6zd, orokletes, neurodegenerativ és rosszindulatu daganatos
megbetegedéseksiRNS-ekkel torténd kezelésére.

Az Egyesiilt Allamokban napjainkig 18 SiRNS-t és egy shRNS-t hasznalé klinikai

fazisu kisérletet tartanak szamon. Ezeket az 5. tablazatban mutatjuk be.
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Alkalmazott Betegség Azonsité kéd Fazis
dsRNS
SIRNS Pachonychia congenita NCT00716014 Befejezett
SIRNS Id6skori macula degeneracio | NCT00363714 Befejezett
SIRNS Iddskori macula degeneracié | NCT00395057 Terminalt
SIRNS Melanoma malignum NCT00672542 Folyamatban
SIRNS Chronicus myeloid leukemia | NCT00257647 Befejezett
SIRNS Szolid tumorok NCT00689065 Folyamatban
SIRNS Elérehaladott szolid tumorok | NCT00938574 Folyamatban
SIRNS Diabéteszes macula oedema NCT00306904 Befejezett
SIRNS Kronikus latoideg atrofia NCT01064505 Folyamatban
SIRNS hypercholesterinaemia’ NCT00927459 Terminalt
SIRNS Pre-eclampsia NCT00154934 Terminalt
SIRNS Neuroblastoma NCT01075360 Befejezett
SiRNS Idéskori macula degeneracio | NCT00557791 Visszavont
SIRNS Heveny veseelégtelenség | NCT00554359 Befejezett
megakadalyozésa
cardiovascularis mutéten
atesett betegekben
SiIRNS Vesetranszplantaltak graft | NCT00802347 Folyamatban
funkcidjanak megnyujtasa
SIRNS TBX3 szerepe az Ossejt | NCT00581152 Ismeretlen
differencidcidban
SiIRNS Neuroblastoma onkogenezise | NCT01058798 Befejezett
SIRNS Idéskori macula degeneracio | NCT00259753 Befejezett
ShRNS Antitumor vakcina NCT01061840 Folyamatban

5. tablazat: Jelenleg az FDA altal regisztalt siRNS-t, illetve ShRNS-t alkalmazo klinikai

fazisu kisérletek.

! Liposzomalis siRNS készitmény
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2.1.5. AZ RNS INTERFERENCIA ALKALMAZASA VESEBETEGSEGEKBEN
2.1.5.1. Az apoptozis szabdlyozdsa vese iszkémia-reperfizios karosodasban (IRI)

A vesét érinté iszkémia-reperfizios karosodas (IRI) kozponti jelentéséggel bir
szamos korélettani folyamatban, mint példaul a transzplantacié, a heveny
veseelégtelenség, vagy a szepszis/shokk. A vese iszkémia-reperfuzids karosodasa soran
kialakul6 heveny tubulusnekrézis akar veseelégtelenséghez is vezethet, amely még
napjainkban is a vezetd haldlokok kozott szerepel az intenziv osztalyokon.
Pathomechanizmus szempontjabol az iszkémia soran jelentkezé sejtkarosodas nagyobb
részt nekrézishoz vezet, mig a reperfizid soran dominéld elvéltozas az apoptdzis. A
reperfuzids fazis sordn létrejovo sejthaldl kiterjedése akar nagyobb is lehet, mint az
iszkémia alatti nekrozisé.

Korabbi munkdnk soran a Fas molekula expresszidjanak hatasat vizsgaltuk egér
vesében, mely soran azt talaltuk, hogy a Fas SiRNS-t kapott egerek jobb tulélési
arannyal és vesefunkcidval rendelkeztek, mint azok, amelyek csak fizioldgias s6oldatot,
vagy indifferens (zo6ld fluoreszcens fehérje (GFP) spesifikus) SIRNS-t kaptak. Tehat, a
helyi és szisztémas Fas siRNS kezelés (akar kozvetleniil az iszkémia utan is) megvédte
az egerek veséjét az iszkémia-reperfuzios karosodastol [°]. Ezzel egyidejiileg a vese
komplement-3 és a caspase-3 expresszidja lényegesen csokkent a specifikus siRNS
kezelés utan, amely megvédte az egereket a halalos kimenetelli vese IRI-tol. Ezeken
feliil a Fas-t, illetve a caspase-8—at célz6 rovid hajtitkanyar RNS-ek (ShRNS-ek) viralis
bevitele szintén megvédte az egereket a vese IRI-tdl, ramutatva ezzel a pro-apoptotikus
fehérjéknek RNSi-vel torténd csendesitési lehetdségére ¢és ezek reperfuzids
kérosodasban jatszott szerepére [*°]. Mindezek mellett, a Fas-t [*"], illetve a caspase-8-
at ["] célzé siRNS-ek beadasa megovta az egereket a fulminans hepatitistél és a
szepszist6l is (vakbél punkcios modell). Ennek soran a majban és a 1épben csokkent
intenzitast apoptozist figyeltek meg, amely alacsonyabb szérum majenzim szinttel és

eldnyosebb tuléléssel tarsult.
2.1.5.2. Az RNSi alkalmazdsa kronikus vesebetegségekben

Az RNSi hasznalatdval mezangialis sejtek felszaporodasat sikeriilt meggatolni

diabéteszes nefropatia modellben a p8 molekula csendesitése révén, amely egy
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endothelin altal indukalt molekula [**#]. Egyre nvekvé figyelem iranyul az 6roklott és a
sporadikus policisztas vesebetegségre (PKD), mivel a PKD olyan ordkletes
vesebetegségek, amelyek végstadiumu veseelégtelenséget okoznak. Ezek az RNSI
célpontjava valhatnanak. A Smad fehérjék RNSi révén elért atmeneti csendesitése a
TGFB1 altal indukalt tubulointersticidlis fibrozis kialakuldsat teljes mértékben

meggatolta.

2.1.5.3. Az RNSi alkalmazdsa vesetumorokban

A Von Hippel-Lindau (VHL) betegséget a VHL tumorszuppreszor gén
inaktivacidja okozza, amely testszerte el6forduld haemangiomak, és vesesejtes veserak
kialakulasdhoz vezet. A VHL gén terméke (pVHL) gatolja a hypoxia indukalt faktor 2
(HIF2a)-t. Hypoxias koriilmények kozott a HIF2a szamos fehérjét indukal, mint
avaszkularis endotelialis novekedési faktort (VEGF), a trombocita eredeti novekedési
faktor B-t (PDGF-B), a transzformacios novekedési faktor a-t (TGFa), az epidermalis
novekedési faktort (EGF) illetve a matrix metalloprotedzokat (MMPs). Egér modellben
a HIF2a gatlasa a retroviralis vektorokkal expresszalt rovid hajtiikanyar RNS-ekkel
megfeleld mértékben gatolta a tumor kialakuldsat a pVHL-hidnyos vesesetjes veserak

sejtjeiben.

A vesesejtes veserak prognozisa meglehetdsen rossz a tumor erds attétképzo
tulajdonsdga miatt. Az interferon alfa2 (IFN-02) igazoltan hosszabbitotta a
metasztatikus vesesejtes veserakkal rendelkezd betegek életét, mivel apoptozist kivalto
hatassal rendelkezik. Az interferonok klinikailag is bizonyitott rakellenes tulajdonséagai
tovabb fokozhatdak vesesejtes veserdkban, illetve malignus melanoméban a DNS
metiltranszferdz 1 (DNMT1) célzasdval, amely a metilalt, és ezaltal inaktiv
tumorszuppresszor gének (mint példaul a Ras Asszocidlt Domén Csalad 1A génje,
RASDF1A) demetilalasa révén azokat aktivva teszi, igy azok tumorellenes hatast

fejtenek ki.

A Ras szupercsaladba tartozé kis monomer GTPazok vesebetegségek esetén is fontos

rrrrrrrr
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........

célzo terapidk kozott nagy lehetdséget nyujtana a Ras géneket célzd géncsendesités
(Harvey Ras (Ha-Ras) és a Kirsten Ras (Ki-Ras) gatlasa révén). A Ras-t célzd
génterapia hasnyalmirigyrak kezelésében mar 2-es fazist klinikai kiprobalas alatt all,

hasznos terapias eszkoz lehetne malignus vesebetegségek kezelésében is.

2.1.6. AZ RNSi LEHETSEGES MELLEKHATASAI
A kovetkezo fejezetben az siRNS-ek nagy koncentracioban vald alkalmazasanak

lehetséges mellékhatasait mutatjuk be (4. abra).

Komplement
aktivacio IFN vélasz

1 /!

aktivacio

Off-target hatasok
Az endogén RNSi
Utvonalak gatlasa

Nem kivant géncsendesités Transzlaciés stop

4. abra: Az RNAL1 lehetséges mellékhatésai (6sszefoglald abra)

2.1.6.1. Az interferon vilasz aktivildsa, jelatviteli utvonalai, és az interferonok
hatdsai

Az egyszalo RNS virusok replikicioja soran koztes termékként gyakran
keletkeznek dsRNS-ek [***]. A gazdasejtek erbteljes valaszrekacioi miatt szamos dsRNS

virus fejlesztett ki olyan replikacios stratégiat, melynek eredménye- képpen a gazdasejt
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citoplazmajaban nem jelenik meg a dsRNS [**]. A kettés szalu RNS molekulak a sejtek
citoplazméjaban mélyrehat6 é€lettani reakciot valthatnak ki: egyetlen dsRNS molekula is
elég az interferon (IFN) valasz aktivalasdhoz. Az interferonok tobb funkcidval bird
citokinek, amelyek a gazdaszervezet immunologiai funkcioit modulaljak.,Képesek
gatolni a tumorsejtek novekedést és a virusok replikaciojat. Az interferonok (IFN-o0k)
[**°] tehat dontd szereppel birnak a virus elleni védekezésben és az immunrendszer
aktivalasaban [**°]. Az l-es tipust IFN-ok (IFNa és az IFNP) termelédésének direkt
kivalto faktora a (virusok életciklusa soran termel6dé) kettés-szalit RNS-ek. A dsSRNS-
ek aktivaljak a Janus arct kinaz és az atirast aktivalo (signal transducer and activator of
transcription) (Jak/STAT) jelatviteli utakat [*'"], amely az IFN o/B altal indukalhato
gének aktivalasahoz vezet.

A citoplazmaban taldlhatdé dsRNS aktivalja a dsRNS altal aktivalt fehérje kinaz-R-t
(protein kinase-R, a tovabbiakban PKR). A PKR egy olyan, az interferonok altal
indukalt enzim, mely az eukariota szervezetek széles korében kimutathatod (konzervativ
fehérje). A PKR a legtobb sejttipusban konstitutiv. mdédon expresszalodo fehérje,
melynek expresszidja interferonok vagy a dsRNS hatdsara akar OtszOrOsére is
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megemelkedhet [*™°]. A PKR-t a tokéletes bazisparosodassal rendelkez6é dsRNS-ek igen

kis koncentracidja (10 - 100 ng/ml) is aktivalhatja, viszont az egyszala RNS, DNS,
RNS-DNS hibridek, valamint a modositott bazist tartalmazé dsRNS duplexek nem [**°].
A hosszu, tokéletes bazisparosodassal bir6 dsRNS-ek magas koncentracidja ezzel
ellentétben gatolja az enzimet. Az aktivacido kovetkeztében két jelatviteli utvonal
indulhat meg:

1. Az egyik soran a PKR foszforiladlja a fehérjeszintézist megkezdd eukaridta
iniciacios faktor (eIF2) alfa alegységét, mely révén nem specifikus modon
gatlodik a transzlacio folyamata, végeredményként pedig a virusfertdzés
tovaterjedése.

2. A PKR-tdl kiinduldé masik reakciout soran az aktivalt PKR foszforilalja az IkB
regulator fehérjét, mely emiatt elengedi a Nuklaris (transzkripcios) faktor (NF)-
kB —t, lehetdvé téve annak aktivalodasat. Az aktivalt NF-kB ezutan a sejtmagba
jut és fokozza a promoter régidoikban NF-kB kotéhellyel rendelkezd gének

120

transzkripcidjat [“"], ezek koziil is leggyakrabban az IFN-f3 génjét.
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Az antiviralis valaszban betoltott fontos szerepe mellett a PKR a (virussal nem
fert6zott) sejtek osztodasat, a cellularis €s a viralis fehérjeszintézisét szabalyozza, illetve
ezeken tul, normal koriilmények kozott tumorszupresszor funkcidt is tulajdonitanak
neki.

A fentiek mellett megemlitendd, hogy az IFN valasz kivaltasanak létezik egy PKR
fiiggetlen utja is, amely soran a dsRNS akar kozvetleniil is aktivalhatja az IFN-ok
expressziojat. Mindegyik utvonal eredménye, hogy a sejt a kdrnyezetébe bocsijtja az
IFN-okat (parakrin hatas), melyek a kornyez6 sejtekben is indukaljak az IFN-stimulalt
géneket (ISG-k) [**].

2.1.6.2. Az Oligoadenilat-szintetaz (OAS) szerepe az antivirdlis valaszban

A virus ellenes valasz tovabbi részeként a dsRNS-ek aktivaljak a 2°,5°-
oligoadenilat szintetazt (2°,5’-oligoadenylate synthetase, tovabbiakban OAS). Az aktiv
OAS ATP-t, illetve mas nukleotidokat polimerizal oligoadenilat lancokka 2°,5” kotések
létrehozasaval [*?]. Az IFN-ok hatisénak masik fontos mediatora egy latens
endoribonukledz, a ribonukledz L (RNé4zL), melyet a fent leirt 2°,5’-oligoadenilatok
jelenléte aktival. Az RNazL szerepe a cellularis és viralis RNS, valamint az esZRNS
feldarabolasa a poliuracilsavat (UpA, UpG vagy UpU-t) tartalmaz6 helyeken ['2°]. Az
aktiv RNé4zL tehat nem specifikus modon bontja le az intracellularis RNS-eket [*2],

1o , . . aaa. 125
meggatolvan a virusfertdzés terjedését [

]. Emellett az RNazL antivirdlis hatasat az
apoptozis indukalasa révén is kifejti: a human RNazL overexpresszioja fokozta az egér
fibroblast sejtvonal (NIH3T3) sejtjeinek apoptozisat. Az analdgiat kovetve, az RNazL
gatlasa csokkentette a fibroblasztok polyinozin-polycitidilsav (poly I:C) altal indukalt
apoptozisat, bizonyitva, hogy az apoptdzis az RNazL révén az antiviralis valaszban

alapvetd szereppel bir ['%°].

Az siRNS-el végzett kisérletek kezdetén azt gondoltak, hogy az siRNS-ek tal rovidek
ahhoz, hogy interferon valaszt indukaljanak. Sledz és munkatarsai azonban felfedezték,
hogy a kiilonb6zé célgének ellen tervezett siRNS-ek in vitro interferon valaszt

indukéalnak [**]. Fish és munkatarsai megfigyelték, hogy 21 nukleotid hosszusagu
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shRNS szekvencidkat expresszalo lentivirus vektorokkal fertdzott sejtekben az OAS1

gén indukalédott [*%?].

2.1.6.3. A célgéneken kiviili csendesités (off-target silencing)
Az siRNS és a cél mRNS kozotti tokéletes bazisparositas kovetkeztében az

RNS;i altal létrehozott csendesités igen specifikus. Megfigyelték azonban [*%

], hogy az
siRNS-ek magas koncentracioja képes célgéneken kiviili, egyéb gének csendesitésére is
(off-target silencing). A célponton kiviili csendesités azt jelenti, hogy az siRNS nem
csak az eredetileg célzott gén mRNS-ét, hanem a részlegesen komplementer
szekvenciakat IS csendesiti. A multiplex endokrin neoplazia 1 (MEN1) gén ellen
tervezett tiz-féle SIRNS koziil egy fokozta a p53 és a p21 fehérjékexpressziojat, volt
olyan siRNS, amely csokkentette a p21 fehérjeexpresszidt, mig tovabbi kettd nem

okozott jelentds valtozast egyik fehérje expresszidjaban sem az al-transzfektalt

crer
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meg a p53-ra és a p21-re gyakorolt nem specifikus hatast [*]. Kovetkezésképpen, a

probléma megoldhaté az siRNS-ek gondos tervezésével és/vagy kiilonbozé siRNS
szekvenciak tesztelésével.

Sledz és munkatarsai megfigyelték, hogy hosszti, 500 bp méretii dsRNS-k (amelyek
megtalalhatoak Drosophila-ban és hengeresféregben) a PKR aktivalasaval képesek nem
specifikus szuppressziot létrehozni (mely PKR hianyos sejtekben 25%-0s volt, ezzel
szemben a vad fenotipusu sejtekben 75%) [127].

Jackson és munkatarsai megfigyelték, hogy emlds sejttenyészetben az eredeti siRNS
koncentraci6 ezredére vald csokkentése sem szilintette meg teljesen a célgénen kiviili

131

csendesitést [°]. A nem szekvencia specifikus csendesités problémajanak megoldasa a

kiilonb6z6 szekvenciak in vivo (allatmodellekben végzett) tesztelése lehet.

2.1.6.4. A velesziiletett immunrendszer aktivalodasa a Toll-Like Receptorok (TLR-ek)
révéen
A TLR-ok emldsokben fontos szerepet jatszanak a velesziiletett immunrendszer

miikddésében a patogénekhez asszocidlt molekularis mintazatok (pathogen associated
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molecular patterns, PAMPs) felismerésében [132], torténjen az a sejtfelszinen vagy az
endoszomakban. Ilyen PAMP pl. a baktériumok sejtfalanak lipopoliszacharid (LPS)
endotoxinja, a viralis dsRNS vagy a citozin-foszfoguanin (CpG) motivumok. Néhany
szekvencia, mint példaul a GU dinukleotidok vagy a GUCCUUCAA ¢s az UGUGU
szekvenciak [133,135] felelések a velesziiletett immunvalasz TLR-okon keresztiili
aktivalasaért. A TLR-ok a duplaszald siRNS-t is felismerik, melynek
kovetkezményeként intracellularis jelatviteli utvonalak aktivalédnak. A TLR-ek szamos
tipusa [134] koziil a TLR 3 [135], illetve a TLR 9 koti meg az RNSi-ban szerepet jatszo
dsRNS-eket [***] és a CpG motivumokat tartalmazo6 bakterialis/viralis DN'S-eket [**'].

Munkacsoportunk vizsgalatai nem terjedtek ki a TLR-ek szerepére, ezért a

tovabbiakban csak szakirodalmi adatokra hagyatkozunk [, 9.

2.1.6.5. A Komplement aktivdcio
A komplement aktivacionak harom utvonala 1étezik:

1. A klasszikus utvonal, mely soran az antigén altal kotott antitest (Ag-Ab)

aktivalja a komlement-1 (C1)- et.

2. Az alternativ atvonal, mely a C3 kozvetlen hidrolizisével aktivalodik.

3. A lektin atvonal, melyet a mann6z-kotott lektin (MBL) aktival.

A harom utvonal a C3 aktivaciojanal konvergal.
Az alternativ utvonalat konstitutivnak vélik, ez azonban normal koriilmények kozott
szupresszalt allapotban van a negativ modon szabalyoz6 komponensek (mint példaul a
H Faktor) révén. A H faktor egy olyan szolubilis glikoprotein, amely a szérumban
cirkuldl, illetve negativan toltott gliikdzaminoglikdnokhoz (GAGs) kapcsolodik. A
folyadék fazisban 1évé vagy felszinhez kotott polianionok (kis RNS-ek és egyéb
oligonukleotidok) utanozhatjdk a GAG-ok hatasat, mely soran a H-faktor szintje
lecsokken. Ez utobbi az alternativ Gtvonal aktivalédasdhoz vezet [140], amely alapvetden
fiigg a H faktor koncentracigjatol (a minimalis H faktor deplécids kiiszobkoncentracid
50 pg/ml) [**4].
Mindemellett a kationos liposzoémakba csomagolt oligonukleotidok ugyancsak képesek

a komplement rendszer aktivalasira majmokban, melyet sokkal inkabb a
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142
]

liposzomaknak, mint az oligonukleotidoknak tulajdonitottak [ Nem human

féemldsokben siRNS tartalmi nanorészecskék intravénas beadasakor viszont nem

jelentkezett kompelement aktivacio [**°].

2.2. KRONIKUS VESEBETEGSEGEK, EZEN BELUL A LUPUS NEPHRITIS
PATOFIZIOLOGIAI JELLEMZOI ES KEZELESI LEHETOSEGEI

A heveny veseelégtelenség az etiologiatdl fiiggetleniil az 50%-ot meghaladd
funkciovesztés utan a kivaltd ok megsziintetése ellenére is végstadiumu
veseelégtelenséghez vezethet. A kronikus veseelégtelenségnek a vesetraszplantaciot és a
dializist leszamitva, az egyetlen hatasos gyogyszeres kezelése a renin-angiotensin-
aldoszteron rendszer (RAAS) kiilonb6z6 tamadaspontu gatlasa. Ez azonban a
vesefibrozis folyamatat megallitani nem tudja.

Kronikus veseelégtelenséget gyakran okoznak autoimmun betegségek. A
szisztémas lupus erythematodes (SLE) az egyik leggyakoribb autoimmun betegség,
patomechanizmusaban a lll-as tipusu hiperszenzitivitas jatszik szerepet. A cirkulald
immunkomplexeknek a vesében és bdrben vald lerakodasa lokalisan aktivalja a

145

komplement rendszert [*™]. Mivel a betegségnek egyénre szabottan eltérd szervi

manifesztacioi lehetségesek, illetve a betegség lefolyésat illetden is egyéni eltérések
mutatkoznak, felmeriil, hogy a betegség kialakulasiban mas patomechanizmusok is
szerepet jatszhatnak [**®, *']. A human SLE-nek szamos klinikai manifesztacioja
ismert, melyek a betegtség lefolyasat illetden sem egységesek. A spektrum a stilyosabb
szervi érintettséget nem okozo antifoszfolipid szindromatdl - az enyhe kutan lupuson,
valamint a stlyosabb lupus nephritisen keresztiil, egészen a fulminans lefolyasu,
gyakran halalos kimenetelti idegrendszert tamadé neurolupusig vagy fulminans
antifoszfolipid szindromaig terjed [**?].

A lll-as tipust hiperszenzitivitasi reakcié soran immunkomplexek lerakodasa
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aktivalja a komplement rendszert [*]. Ez az altalanos mechanizmus nem magyarazza a

crer

betegség széles spektrumu Klinikai manifesztaciojat. Szamos lokalis faktorrol

bizonyosodott be, hogy jelent6s szerepet jatszanak a bor, illetve a vese lupus
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manifesztacioiban. llyenek példaul a vaszkularis cellularis adhéziés molekula (VCAM-

1) [1501 151 152 153

], a thrombomodulin [7¢], az E-selectin [™°], a neutrophil gelatinase-

B(NGAL)/lipocalin-2[***], a natural killer T (NKT)-sejtek [**°], az osztrogén [**°], a

tumor nekrozis faktor-alfa (TNFa) [**

12 (IL-12) [*®]). Mindezek mellett néhany genetikai faktor is [**°], mint példaul a CD1d
[160 161

], az interferon gamma (IFNy) és az interleukin-

], a béta(2)-mikroglobulin [**'], az MHC 1l osztaly (Ia) antigénje [**%], az Yaa gén

[163] befolyasolni latszik egerekben a szervspecifikus autoimmun eltéréseket. Ezen

adatok birtokaban mi is vizsgaltuk egér modelliinkdn a bor és a vese érintettség eltérd
patomechnizmusait.

Napjainkban az SLE kezelésében alkalmazott terdpidk nem specifikusak és szamos

164
]

toxikus mellékhatassal rendelkeznek ["]. A mellékhatasok minimalizaldsa érdekében a

modern terapids lehetdségek sokkal inkdbb az immunvalasz szabalyozdsdra, mint

szupprimalasara iranyulnak. Ilyen immunmodulalé tulajdonsaggal bird szer az

165

intravénas immunglobulin (IVIG) [7], mely vélhetéen az antitestek neutralizalasa, a

komplement faktorok megkotése és a membran karositdé komplex (membrane attack
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complex, MAC) kialakulasanak megakadalyozasa révén fejti ki hatasat [~°]. A magas

crer
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lupusét is [']. Klinikai fazisu kisérletekben a tiinetek remisszidjat, az anti-DNS antitest

szint csokkenését és emelkedett 6ssz komplement koncentraciot igazoltak [*%, 19, 179,
Az IVIG indikacioi (2 g/kg-os dozisban) kozé tartoznak az SLE sulyosabb
cyclophosphamidok dézisanak csokkentése [*"°,*'*]. Fontos azonban tudni, hogy a
magas dozisu (0.8-5 g/kg) IVIG terapianak sulyos mellékhatasa lehet az IVIG altal
indukalt nefrotoxicitds amely azonban ritkdn fordul eld [175, 176, 177, 178]. Az IVIG
asszocialt veseelégtelenség kialakuldsanak pontos mechanizmusa még ismeretlen. A
vese szovettani vizsgalata az elsédleges kanyarulatos csatornak (proximalis tubulus)
epitel sejtek vakuolizacidjat és duzzadasat igazolta, melyet ozmotikus nefrozisnak, mas

179]. Az ozmotikus nefrozis kialakulasat

180

néven hidropikus degeneracionak neveznek [
egyes rizikofaktorok egyidejii jelenléte eldsegiti [~ ]. Ilyenek:
e 65 év feletti kor

e Korabbi vesebetegség, vagy veseelégtelenség
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e cukorbetegség
o egyéb nefrotoxikus szer hasznalata az IVIG kezeléssel egy id6ben
e Volumenhiany

Az ozmotikus nefrozis talajan kialakult heveny veseelégtelenség incidencidja

megkozelitéen 1% [181, 182 183]. Korabbi kutatasok eredményei szerint a nefrotoxicitas

184] ’

oka az IVIG készitményekben talalhatd cukor komponens [ melyet az

immunglobulin G harmadlagos szerkezetének stabilizalasahoz hasznalnak [*%°, *%°]. A
legerGsebb, ozmotikus nefrozist kivaltd hatassal a felhasznalt szénhidratok koziil a
szachardz rendelkezik [**', *¥]. A modern IVIG preparatumokban cukor molekulak
helyett aminosavat (glicint) hasznalnak a harmadlagos térszerkezet stabilizalasara. A
glicin egy intracellularisan is jelenlévé aminosav, melyet a szahardzzal ellentétben a
vese tubulus hamsejtjei képesek lebontani. Ebbdl kovetkezik, hogy amig a szahardz
altal stabilizalt IVIG vesekarosodast okozott, addig a glicin tartalmt IVIG nem, vagy

ritkabban valtotta ki ezt a hatast [**

]. A maltéz tartalmu IVIG készitmények a glicinhez
hasonldan biztonsagosabb szernek bizonyultak a szaharéz tartalmuakkal szemben,
mivel a maltaz enzim jelen van az elsddleges kanyarulatos csatornak epitél sejtjeinek
kefeszegélyében, biztositva ezaltal annak lebontast.

Az MRL/MpJ-Faslpr egértorzsben (a tovabbiakban csak MRL/Ipr), melyet a

human SLE modellezésére hoztak 1étre [190],

autoreaktiv lymphoproliferacio ¢és
autoantitest termelés alakul ki 8 hetes életkortol kezdddéen [*°*]. Mindezek mellett IgG
lerakodassal, hypercellularitdssal és gyulladdsos sejtes besziirddéssel tarsult sulyos

glomerulonephritis is jelentkezik [*2, **]. A bérelvaltozasok a human lupuséhoz

194

hasonloak [~7], melyben immunkomplexek és (dontéen 3-as tipustl) komplement

lerak6das mutathaté ki [*°

1. A bérelvaltozasok féleg a lapockak kozotti bérteriileten, a
filleken és az orron mutatkoznak. Munkacsoportunk és masok is [196] felismerték, hogy
a terhesség [*'] vagy egyéb immunmodulalo szerek hasznalata soran [**%] az MRL/Ipr
egerek bor és vese manifesztacioi eltérdé lefolyast mutattak. Ennek soran az egerek
bértiinetei enyhiiltek, mig a vesetiinetek sulyosbodtak. A lupus szervspecifikus
megjelenésében a natural killer T-sejtek (NKT sejtek) is szerepet jatszanak, melyek
hatasa ugy tlinik, hogy a boérben fontosabb, mint a vesében [*6,1%Y]. Ez tovabb

hangsulyozza a lupus szervspecifikus megjelenését.

35



DOI:10.14753/SE.2012.1706

3. CELKITUZESEK, KERDESFELTEVES
Munkénk els6 részében célunk a napjainkban mind allat, mind human kisérletekben
egyre gyakrabban alkalmazott RNSi mellékhatasainak feltérképezése volt, mely soran

az alabbi kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

1. A hidrodinamikus uton, in vivo beadott rovid dsRNS-ek aktivaljak-e az
interferon valaszt a szervezet szintjén?
Vizsgalatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy az irodalmi adatokbol ismert in
vitro rovid dsRNS kezelés esetén leirt interferon valasz megjelenik-e a

szisztémasan alkalmazott rovid dsRNS kezelés soran.

2. Ha igen, akkor ez milyen gén- (STAT1 és OAS1), illetve citokin (TNFa, IL-
6, IL-12p40 és IFNB) expresszios mintazattal jar?

Vizsgalatainkban az interferon valasz-specifikus gének expresszids profilja (RT-

PCR) mellett vizsgaltuk a gyullados valaszreakcioban leggyakrabban résztvevd

citokinek vérszintjét (ELISA).

3. Okoz-e a magas volumenii hidrodinamikus injektalassal szemben az
alacsony volumenii hidrodinamikus injektalas un. nem specifukus
mellékhatasokat?
A kordbbi irodalmi adatoknak megfeleléen a kezelés hatdsara leginkabb hasiiri
parenchimds szervek (maj, vese ¢és 1€p) karosoddsat vartuk, ezért ezen szervek

szOvettani €s szervfunkcios paramétereit (ALAT, ASAT, BUN) tanulmanyoztunk.

Munkank masodik részében, mely soran SLE egérmodelljében hosszi tavi, magas

dozisu IVIG kezelést alkalmaztunk, a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Hogyan befolyasolja a hosszu tavi, magas dozisu glicinnel stabilizalt IVIG

s rer
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Az irodalmi adatokbdl ismert, hogy az IVIG kezelés hatisara a vese -és a
borelvaltozasok eltérd valaszreakcidkat mutatnak. Vizsgalatunkban arra kerestiik a
valaszt, hogy az MRL/Ipr egértorzsben kialakult lupust, kiilonos tekintettel a bor —és

veseérintettésgre, hogyan befolyasolja az altalunk valasztott IVIG kezelés.

2. Lathaté-e szervspecifikus eltérés a hosszu tavi, magas dozisu, glicinnel
stabilizalt IVIG kezelés hatasara (vesefunkcié, autoantitest szint mérése,
szovettani kiértékelés)?

Osszehasonlitottuk az altalunk alkalmazott IVIG-el kezelt allatok szdvettani eltéréseit
(bor és vese), vesefunkcids paramétereit és szérum autoantitest szintjeit a fiziologias

sooldattal kezelt kontroll csoport paramétereivel.

3. Rendelkezik-e a hosszii tavi, magas dozisi, glicinnel stabilizalt IVIG
kezelés in vivo toxicitassal a cukor oldattal kezelt kontroll csoporthoz
képest?

Vizsgaltuk a glicinnel stabilizalt IVIG kezelés vesére gyakorolt hatasat a
cukorkomponenssel ill. fiziologids soéoldattal kezelt esetekhez képest (szOvettan és

vesefunkcios paraméterek).
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4. ANYAG ES MODSZER

Kisérleteink soran egy-egy egérmodellen vizsgaltuk a vese RNS interferenciaval
(RNSi) ¢és az SLE intravénads immunglobulinnal (IVIG) torténd kezelésének
hatékonysagat, valamint lehetséges mellékhatdsait. A vesemiikddés funkcionalis
vizsgélatat részletes morfologiai és molekularis biologiai modszerekkel kiegészitve
elemeztiik.

Az aladbb leirt modszerek koziil az ELISA vizsgalatokat Godé Maéria, a szdvettani
eljarasokat Pekar Magdolna végezte, a tobbi moddszert témavezetdm iranyitasa alapjan

magam végeztem el.

4.1. Az interferon valaszt vizsgalé kisérletiinkben alkalmazott anyagok, médszerek
4.1.1. Vizsgalati allatok

A kisérletben hasznalt him, 25-30 g tomegii, NMRI (Naval Medical Research Institute)
egereket a ToxiCoop-tol (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be. Az allatokat altalanos
ragcsalo tappal és vizzel lattuk el. A kisérleteket az intézmény szabalyzata (Semmelweis
Egyetem Bizottsag 53/2001. (V.31.) ET.) és a magyarorszagi allatvédelmi torvények
(1998/XVIII, 243/1998(X11.31) alapjan végeztiik.

4.1.2. siRNS-ek

A csupasz, liofilizalt siRNS-eket a Dharmacon-tol (Lafayette, USA) vasaroltuk. A
kovetkez6 szekvencidkat hasznaltuk:

egér Fas (mFas):

5-pGUGCAAGUGCAAACCAGACTAT-3 (szensz)
5-pGUCUGGUUUGCACUUGCACTAT-3 (antiszensz),

761d Fluoresczens Fehérje (Green Fluorescent Protein, GFP):
5-pGGCUACGUCCAGGAGCGCACC-3 (szensz),
5-pUGCGCUCCUGGACGUAGCCUU-3 (antiszensz).
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Az SiRNS-eket dietil-pirokarbonattal (DEPC) RNaz mentesitett desztillalt vizben
oldottuk fel . Ezen torzsoldatot kozvetleniil a kezelés el6tt tovabb higitottuk ugy, hogy 1
ml (alacsony volumenii hidrodinamikus injektalas, AVHDI) steril fiziologias sdoldat 50

ug csupasz siRNS-t tartalmazzon (SalsolA, HUMAN, G6doll6, Magyarorszag).

4.1.3. Kezelések
Az siRNS-eket a modositott in vivo hidrodinamikus injektalas (HDI) protokollja

szerint [**°

] jutattuk be az egerekbe, Zhang moédszere szerint. 50 pug siRNS-t 1 ml
(AVHDI) fiziologias sooldatban oldottunk fel, majd ezt rovid id6 alatt (maximalisan 10
masodpercen beliil) injektaltuk be az egerek meleg vizfiirdo segitségével kitagitott
farokvénajaba (n=24). Az siRNS oldat beadasa utan 30 masodpercig komprimaltuk a
kezelési teriiletet, hogy megakadalyozzuk az injektalt oldat visszafolyasat.
Vizsgalatainkban harom kontroll csoportot hasznaltunk.

1, A kezelés kontrollban hasznalt allatokat fiziologias sooldattal kezeltik (n=24), a
hidrodinamikus injektalds hatasainak vizsgalata céljabol.

2, A negativ kontroll csoport tovabbi 5 egeret tartalmazott, amelyek nem kaptak
kezelést.

3, Az interferon valasz induklasa érdekében a pozitiv kontroll csoport (n=24) allatait 50
pg polyinozin-policitidil savval (polyl:C) (Sigma, P9582, Budapest, Magyarorszag)
kezeltiik, melyet 0,1 ml fiziologias sdoldatban oldottunk fel (végkoncentracio: 500
ug/ml) és az irodalmi adatoknak megfeleléen intraperitonealisan injektaltunk [2°°].

A magas volumenii hidrodinamikus injektalas irodalomban leirt méjkarosité hatdsanak
modellezésére az allatok farokvénajaba 10 masodpercen belill a testsuly 10 %-anak

megfeleld térfogata fizioldgias sdoldatot adtunk be, majd az allatokat 1, 3, 6, 16 és 24

6ra mulva ledltiik (n=10/csoport).

4.1.4. siRNS kimutatasa a szovetekben

Az SiRNS-ek sikeres felvételének, illetve intracellularis lokalizaciojanak
kimutatasa céljabol fluoreszcensen jelzett siRNS-t (BlockiT Alexa Fluor Red
Fluorescent Oligo, Invitrogen, 14750-100, Budapest) adtunk be az allatoknak a fent leirt

hidrodinamikus uton, majd 10-30 perccel a kezelés utan vesébdl, majbol és 1épbdl
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szarmazo6 szovetmintakat helyeztiink fagyaszté médiumba (O.C.T. Compound, 01480,
Surgipath Medical Inc., Richmond, USA) majd a mintakat folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk. Az 5 um vastag metszeteket DAPI tartalmi médiummal fedtik le
(Mounting Medium for Fluorescensce with DAPI, S3023, DAKO, Biomarker,
Budapest), majd a mintakat Leica DC500 CCD fényképezdérendszerrel ellatott Leica
DMR mikroszkoppal (Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszdg) 24 oran beliil
vizsgaltuk (Leica IM50 software).

4.1.5. Az allatok leolése

A Kkisérletben hasznalt egereket 6 és 24 oraval a kezelések utan oltik le. Az
allatok egy kiilon csoportjat az AVHDI kezelés utan masfél, 2, 6 és 9 oraval oltiink le a
szervfunkcios paraméterek és a plazma citokin szintjének mérése céljabol. A ledléseket
éteres anesztéziaval (08640-1-01-65, REANAL, Budapest, Magyarorszag) és a
véralvadas gatlasahoz hasznalt heparinizalassal (4958, Heparin Biochemie 5000NE/ml,
Németorszag) kezdtiik. Vért vettiink a bal kamrabol és centrifugalassal (4 °C, 2000 rpm,
10 perc) szeparaltuk a plazmat. Az egereket ezutan 20 ml, 4 °C-o0s Hank féle pufferolt
sooldattal (Hank’s Buffered Salt Solution, Sigma-Aldrich, H9394, Budapest,
Magyarorszag) perfundaltuk, amelyet a sziv bal kamrajaba juttatunk be fecskendohoz
csatlakoztatott, 18G-s tii segitségével. A Veséb6l, majbol és 1épbol kivagott
szOvetmintakat tovabbi RNS vizsgalatok céljabol milanyag fagyasztocsdvekbe

helyeztiink és a tovabbiakban -80 °C-on taroltuk.

4.1.6. Az alanin aminotranszferaz (ALAT) és aszpartat aminotranszferaz (ASAT),
vér nitrogén (BUN) mérése teljes vérben és plazmaban

Az alanin aminotranszferaz (ALAT), aszpartat aminotranszferaz (ASAT) (U/l)
és a vér nitrogén (BUN) (mg/dl) szintjeit Reflotron Plus automata segitségével
hataroztuk meg enzim alapu reagensekkel (Boehringer Mannheim, Németorszag). A
méréseket 32 pl plazmabdl, illetve teljes vérbdl végeztiik a kezelés utan 1, 3, 6, 16 és 24

oraval..
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4.1.7. RNS izolalas

Teljes RNS-t izolaltunk a ledlések soran gyijtott vese, maj, €s 1ép mintainkbol
TRIzol reagens segitségével (Invitrogen, 15596-018, Budapest, Magyarorszag). Az
izolalas soran a gyarto altal javasolt felhasznalasi utasitasokat kovettiik [201]. Roviden, 1
ml 4 C-os TRIzol-t adtunk 30-50 mg fagyasztott szovethez, melyet ezutan (szoveti
szerkezettdl ~ fiiggben)  40-100  madésodpercig  homogenizaltunk  FastPrep
homogenizatorban. A mintakat 0,2 ml chloroform (C2432, Sigma-Aldrich, Budapest)
jelenlétében szeparaltuk. A vizes fazisban megjelent RNS-t 0,5 ml isopropyl alkohol
(19516, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) hozzaadasaval precipitaltuk.
Centrifugalas utdn az RNS pelleteket 75% ethanollal mostuk és rovid ideig szaradni
hagytuk. A pelleteket ezutan 50-250 pul DEPC-cel kezelt vizben oldottuk fel, a pellet
méretétdl fiiggden. Az izolalt RNS-eket a tovabbiakban -80 °C-on taroltuk. A reverz
transzkripcio el6tt RNS mintainkat TURBO DNaz-zal (Ambion, 2238, Austin, USA)

kezeltiink a genomialis DNS kontamindci6é megsziintetése céljabol.

4.1.8. cDNS szintézis

Azonos mennyiségi (1 pg) RNS mintat SuperScript III (Invitrogen, 1808-093,
Budapest, Magyarorszag) enzim és random hexamerek (Integrated DNA Technologies,
Coralville, USA) felhasznalasaval cDNS-sé alakitottunk az alabbiak szerint. Egy ug
DNS-mentes RNS mintat 1 pl, 10 mM dNTP- vel (Molecular Bioprobes, 18427-013,
Csertex, Budapest, Magyarorszag) és 1,2 ul random hexamerrel kevertiink 6ssze és 65
°C-on inkubaltuk 5 percig, ezutan 1 percig jégre helyeztiik a mintékat, hogy leéllitsuk a
reakciot. Ezek utan 4 ul 5X , first strand” puffert, 1 pl 0,1 M dithiothreitol-t (DTT), 1 ul
RNase Out rekombinans ribonukleaz gatlot (Invitrogen, 10777-019, Budapest,
Magyarorszag) ¢s SuperScript III reverz transzkriptazt (18080-044, Invitrogen,
Budapest, Magyarorszag) (200U/ ul) vagy nukledz mentes vizet (a reverz transzkripcio
nélkiili reakciokhoz, mely a genomialis DNS-sel kontaminalt mintdk kimutatdsara
szolgélt) adtunk a mintdkhoz, lecentrifugaltuk a csdveket, és 1 6ran at 50 °C-0s
vizfirdében inkubaltuk Oket. A reakciot 15 perces, 70 °C-on torténd inkubalassal

allitottuk le. A cDNS-eket -20 °C-on taroltuk a RT-PCR reakciok lefuttatasaig.
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4.1.9. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

Az RT-PCR reakcidkat 1 ul cDNS minta, valamint Platinum Taq polimeraz
(Invitrogen, 10966-018) felhasznalasaval, egy IQ5 Bio-Rad iCycler (Bio-Rad,
Budapest, Magyarorszag) gépen végeztiik korabbi leirasok szerint [202]. A reakciokat 25
ul-es térfogatban, 96 lyuku plate-eken, triplikatumokban végeztiik, a kontroll gének
reakcidit a vizsgalt génekével parhuzamosan futtattuk. A kovetkezé primereket

hasznaltuk:

GAPDH forward 5’-TTCACCACCATGGAGAAGGC-3’,
reverse 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3’,

STATL1 forward 5°>-TTTGCCCAGACTCGAGCTCCT-3’,
reverse 5’-GGGTGCAGGTTCGGGATTCAA-3’,

OAS1 forward 5’-TATGCCCTGCCTCCCTTCCATC-3’,
reverse 5’-CTGTTGGGCTTTGGGCACCTTC-3".

A PCR termékek kimutatasahoz SYBR Green-t (Molecular Probes, 67563, Budapest,
Magyarorszag) hasznaltunk. A PCR reakciot a kovetkezd paraméterek szerint futtattuk
le:
1. 5 perc 95 °C-on (Taq aktivacid, kezdeti denaturalas),
2. 40 ciklus:
a. 95 °C, 20 masodperc (denaturalas),
b. 60 °C, 20 masodperc (primer kot6édés),

C. 65°C, 1 perc (termék szintézise).

A STATI1 és OASI1 gének relativ expressziojat a referencia génként hasznalt gliikoz
aldehid foszfat dehidrogendz (GAPDH) segitségével hataroztuk meg. A termék
homogenitasanak ellendrzése céljabol olvadaspont analizist végeztiink 55 °C-95 °C-on,

mely a termékek homogenitasat és a primerek specifikus kotddését timasztotta ala.
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4.1.10. Szovetmintak festése és kiértékelése

A majbol, 1épbdl és a vesébdl kis (0,5x0,5 cm) szovetmintakat vagtunk ki 6
illetve 24 6raval az AVHDI utén és formalinban (4,5%-os, pufferolt) fixaltuk egy napig,
ezutan dehidraltuk ¢és paraffinba agyaztuk. A 4-6 um vastag lemetszéseket
deparaffinaltuk, rehidraltuk és megfestettiik hematoxilin-eozinnal (H&E), illetve perjod
savas Schiff (PAS) reakciot végeztiink el rajtuk. Mintdinkat vak modon értékeltiik ki. A

fotédokumentaciot Leica DC500 mikroszkoppal készitettiik.

4.1.11. Plazma citokin szintek mérése ELISA mddszerrel

A plazma interleukin-6 (IL-6), interleukin-12 (I1L-12p40) (88-7064, 88-7120,
eBioscience), tumor nekrézis faktor alfa (TNFa) (MTAO0O, R&D Systems, Budapest,
Magyarorszag) ¢és interferon béta (IFNP) szintjét kvantitativ mdédon hataroztuk meg
(n=4) a forgalomban rendelkezésre all6 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
(42400-1, PBL Interferon Source, Budapest, Magyarorszag) kitek segitségével. A
Kiteket a gyartd ajanlasa szerint hasznaltuk a kovetkez6ek szerint. A 96 lyuka milanyag
lemezeket (plate-eket) antitesttel fedtiik be (coat-oltuk), majd 100 ul standard mintat,
valamint 100 vagy 50 pl mintat vittiink fel minden lyukba. Ezutan egy éjszakan at 4 C-
on (IL-6 és 1L-12p40), vagy két oran at szobahémérsékleten (TNFa) inkubaltuk a plate-
eket. Otszori mosas utdan 100 ul detekcids antitestet mértiink a lyukakba, majd 1 oras
inkubalas kovetkezett. Ujabb 6tszori mosas utan avidin-torma peroxid oldatot adtunk a
lyukakhoz (100  pl/lyuk), ¢és tovabbi 30 perces inkubacido kovetkezett
szobahomérsékleten. A lyukak 6tszori mosasa utan TMB szubsztrat oldatot adtunk a
reakciokhoz (100 pl/lyuk) és 15 percig allni hagytuk szobahOmérsékleten. Az optikai
denzitast 5 percen beliil mértiik le 450 nm-en (Perkin Elmer Victor 3 1420 Multilabel

counter).

4.1.12. Statisztikai elemzések
Az eredményeket n szamu fliggetlen kisérlet alapjan az atlag + standard hiba
(SEM) formajaban fejeztiik ki. A tobbszords 0sszehasonlitasok esetében a statisztikai

elemzéseket egyoldali ANOVA, illetve posthoc Tukeys HSD teszttel végeztiik
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(Statistica8 program segitségével). A p < 0,05 értéket vettilk statisztikailag

szignifikansnak.

4.2. Az IVIG hatasait felméro Kkisérletben hasznalt anyagok és modszerek
4.2.1. A Kisérleti allatok

MRU/Ipr (MRL/MpJ-fasTnfsrlpr, MHC haplotipus: H2:k) him egereinket
(Jackson Laboratories, USA) patogén mentes kornyezetben tartottunk filteres, egyénileg
ventilalt ketrecekben (Charles River Ltd, Budapest, Magyarorszag). A hagyomanyos
ragesald tap (Altromin, Lage, Németorszdg) ¢és a viz korlatlanul az allatok
rendelkezésére allt. Azonos alombol szarmazo 4 allatot tartottunk egy ketrecben a

szocialis kapcsolat fenntartdsa érdekében. A teststlyt heti rendszerességgel ellendriztiik.

4.2.2 Az allatok kezelése

A hosszu tavu, magas dozisu IVIG kezelés hatasainak felmérése céljabol az
allatokat heti egy alkalommal kezeltiik 10 %-os, glicinnel stabilizalt immunglobulin
(Bayer Gamimune N, 10%, Leverkusen, Németorszag) oldattal 6 hetes kortol 5 honapos
korig (10 kezelés). Az allatokat 5 honapos korukban oltiik le. A kezelési dozis 0,2 ml
(0,02 g)/10 g testsuly volt, farokvénan keresztiil. A magas dézisu human IVIG
kezeléshez képest (400 mg/kg) egereink 2000 mg/kg ddézisban kaptak az IVIG-et. Az
egereket a kezelések soran diethyl—éterrel elbdditottuk, testtomegiiket lemértiik, majd
IVIG-gel (n=8) vagy fiziol6ias sdoldattal (n=10) (steril Salsol A infuzid, 308 mOsm/I,
HUMAN, Go6dollé, Magyarorszag) kezeltiik valamelyik oldalsé farokvénan keresztiil,
melyet eldzetesen meleg vizbe torténd meritéssel (52-55 °C, maximum 5 masodpercig)
tagitottunk Ki.
A cukor (szahar6z, maltdz) altal stabilizalt IVIG prepardtumok mellékhatasainak
vizsgalata végett lupusra nem hajlamos, Naval Medical Research Institute (NMRI)
egereket kezeltlink 5%-os szaharoz, illetve 10%-os maltéz oldattal (amely megfelel az
IVIG készitményekben hasznalt szahar6z, illetve maltéz koncentracidknak) harom
egymast kovetu napon az IVIG kezeléssel azonos protokoll szerint (n=10).
Pozitiv kontroll egereinket egyszeri, 20%-os szaharoz, vagy 20%, illetve 40%-0s maltoz

oldattal kezeltiik szintén intravénasan, korabbi irodalom szerint (n=10) [***].
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Az Osszes allatkisérletet a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti Bizottsaganak

jovéahagyasa utan végeztiik el.

4.2.3 Az allatok ledlése

Az 6sszes, IVIG-gel, illetve fiziologias sooldattal kezelt allatot 5 honpos korban
oltik le pentobarbitadl anesztézia mellett: intraperitonealisan 1%-0s Nembutalt
(pentobarbital 10%, Phylaxia-Sanofi, Budapest, Magyarorszag) adtunk be, mely mellé
heparint is adtunk (Heparin Biochemie, 500 U/ml, Biochemie GmbH, Kundl, Ausztria)
a véralvadas megakadalyozasanak céljabol. A testtomeget lemértiik, majd a lapockdk
kozott leborotvaltuk a szért, hogy a lupus bér érintettségét megvizsgalhassuk. Atlagosan
Iml vért vettiink a retroorbitalis vénas plexusbodl, majd a plazmat azonnal szeparaltuk
centrifugalassal (1000 rpm/10 perc/4 °C). Az egereket 4 °C-0s HBSS-sel (Ca és Mg
nélkiil, Gibco, Budapest, Magyarorszag) perfundaltuk a vér szovetekbdl torténd
kimosasa céljabol. A perfuzios folyadékot és a vért az alsd lirds vénan (vena cava
inferior) ejtett metszésen at engedtiik tavozni az érpalyabol. Az interscapularis bort és a
vesét kipreparaltuk és eltavolitottuk tovabbi vizsgalatok céljabol. A vesefunkcio
felmérése érdekében a vér urea nitrogén (BUN; mg/dl) szintjét mértiik le Reflotron Plus
laboratoriumi  automatdn, enzimatikus csikreagensek segitségével (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Németorszag) a ledléskor vett vérbol. A szérumot 100ul-es
frakciokban fagyasztottuk le folyékony nitrogénben, majd tovabbi felhasznalasig —80

°C-on taroltuk.

4.2.4. Szovettani vizsgalatok

A borbdl és a vesébdl 0,5x0,5 cm-es szovetrészleteket fagyasztottunk le OCT
fagyasztd6 médiumba (O.C.T. Compound, 01480, Surgipath Medical Inc., Richmond,
USA), valamint formalinba helyezve fixaltuk (4,5%-os, foszfat pufferolt, Semmelweis
Egyetemi Gyodgyszertdr, Budapest, Magyarorszag) egy napig, majd dehidraltuk és
beadgyaztuk paraffinba. Négy-hat pum vastag metszeteket készitettiink, ezeket
deparaffialuk, rehidraltuk, majd megfestettiik hematolxylin-eosinnal (H&E), valamint
Mallory-féle trikrommal. Mindezek mellett perjod savas-Schiff reakciot is végeztiink
(PAS) mintainkon. A mintakat vak modon értékeltiik ki.
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A Kkisérletiinkben latott cutan lupus makroszkopos kiértékelését az interscapularis

régidoban, a fiileken és az orron végeztik el az allatok ledlésekor, majd késobb

mikroszkoposan kiértékelést is végeztiink. Az interscapularis teriilet bérének, valamint a

fiil pontozasanak leirasat a 6/A tablazatban tiintetjiik fel. A csoportok pontszamai az

egyes esetek pontszamainak atlagat jelzik.

A mikroszképos kiértékelést egy Leica DC500 mikroszkdpon végeztik kiilonbozd

nagyitasokat hasznalva. Az 0Gsszes fényképet ugyanezen mikroszkop segitségével

készitettik.

A mikroszkopos kiértékelés szempontjai a bérben (6/B. tablazat):

hyperkeratozis (a keratin réteg kiszélesedése az epidermisben),

acantozis (a tiiskés réteg — stratum spinosum — kiszélesedése),

a bazalembran elvaltozasai: megvastagodas, vacuolizacié, eosinophil
depozitumok, kanyargossag mértéke),

dermalis elvaltozasok (eosinophil depozitumok a kollagénkotegek kozott, a
dermis kiszélesedése),

gyulladésos sejtes besziirddés (dontden lymphocytak, plazma sejtek).
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Megfigyelés 0 1 2 3

Interscapularis Nincs Enyhe Sulyos Kiterjedt

régiod borelvaltozas sebesedés, elvaltozasok fekélyesedés a fiil

szOrzetvesztés érintettségével
nélkiil

Fiilek Nincs Hyperemia Sebek Kiterjedt sebesedés

elvaltozas kevesebb, mint | a ful feliletének
a fiil felének | tobb, mint felén
feliiletén
6/A. tablazat

Megfigyelés | Nagyitas | O 1 2

Hyper- 200X Normalis enyhe/ sulyos (a | Sulyos

/parakeratdzi keratin vastagsdga = | (keratin vastagsaga >

S epidermis) epidermis)

Akant6zis 200X maximalisan ~ 3-5 | Kozépsulyos A stratum spinosum
sejtsor a stratum | megvastagodas “utcakd rajzolatanak”
spinosumban eltiinése

Bazalis 400X Normalis BM Kozépsulyos Extrém vacuolizacio,

membran megvastagodas, megvastagodas,

(BM) vacuolizaciod eosinophil

depozitumok,
membran kanyargdssa
valasa

Dermalis 200X Normalis Kozépsulyos massziv  eosinophil

elvaltozasok megvastagodas depozitumok

Gyulladas 200X Nincs Kozépsulyos massziv gyulladas

subkutan gyulladasos
sejtes beszlirddés

6. tablazat: Borelvaltozasok pontozasi rendszere: makroszkopos (A), mikroszkopos (B)
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A kiértékelés szempontjai vesében (7. tablazat):

glomeruléris cellularitas (a gyulladasos sejtes infiltraci6 mértéke, mesangialis
proliferacid, és kovetkezetes kapillaris obstrukcio)
perivaszkularis ¢és tubulointersicialis beszlirddés (a

gyulladésos sejtes

gyulladdsos sejtek mennyisége a subcorticalis, periglomerularis, illetve
peritubularis artéridk koriil és az intersticiumban

tubulus nekrozis (10 kérgi latomezét random méddon pontoztunk Chetterjee €s
munkatarsai altal kidolgozott protokoll szerint [2**])

az erek elvaltozésait a kérgi €és periglomerularis kozépnagy veseartéria dgakban
értékeltiik ki

a tubulointersticialis fibrozist Mallory-féle trikrommal megfestett metszeteken
értékeltiik

PAS festett
metszeteken becsiiltiik fel 400X-os nagyitas mellett

Megfigyelés Nagyitas |0 1 2 3
Glomerularis 400x Normalis | Enyhe Kozépsulyos | Sulyos
cellularitas
Capillaris 400x Nincs Glomerulusok | Glomerulusok | Teljes, a
obstrukcid <Vs-aban Y5 - %5-aban glomerulusok
>%;-aban
Tubuloint. 200x Normalis | Enyhe Kozépsulyos | Sulyos
(mononuklearis) (perivenularis | (invazid a | (peritubularis,
gyulladas ¢és periglom.) | peritub. térbe) | periglom.  és
perivenularis)
Tubularis 400X Nincs TEC Magfestodés | Magfestodés
nekrozis duzzadasa, elvesztése a | elvesztése a
kefeszegély és | tubulusok '3 - | tubulusok >%:-
magfestddés | %3-dban aban
elvesztése a
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tubulusok

<Y-aban

Erelvaltozasok 200X Nincs Endothelitis tunica Transmuralis

muscularis elvaltozas
lymphocytas | fibrinoid

beszurédése nekrozis

/

7. tdblazat: Vese mikroszkopos kiértékelési rendszere
Egy adott veseminta végleges pontértékét a részpontok 6sszeadasaval kaptuk.

4.2.5. Immunhisztokémiai vizsgalat
A komplement 3 (C3) lerakddas kimutatasara a paraffinba agyazott mintakon

immunhisztokémiai reakciot végeztiink korabbi leiras szerint [*°]. Az 4tlagosan 5 pm
vastag metszeteket 10 percen at 4 °C-os acetonban fixaltuk, majd deparaffinaltuk,
rehidraltuk Tris-sel pufferolt séoldatban (Tris buffered saline, TBS). Az endogén
peroxidaz aktivitast 3%-0S (methanolban higitott) borju szérum albuminnal (bovine
serum albumin, BSA) végeztiik. A blokkol6 oldatban feloldott, kecske anti —egér C3
(1:200) elsodleges antitestet (Cappel Laboratories, Cochranville, PA, USA) 60 percig
inkubaltuk szobahémérsékleten a mintainkon. A masodlagos nyul anti-kecske,
peroxidazzal jelolt (IgG tipusu) antitestet (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) 30
percig inkubaltuk 1:200-as higitasban. Kétszeri TBS-es mosas utan (2-5 perc) el6hivtuk
az antigén-antitest reakciot 3,3’-diaminobenzidine (DAB) kromogén segitségével. A
metszeteken Mayer hemalaunnal festettik meg a magokat 5 percig. A metszeteket
lefedtiik.
A glomerularis festést vak modon értékeltiik ki 600X-os nagyitas mellett. Mintanként
30 glomerulust pontoztunk le az alabbi szemikvantitativ modszerrel:

e (0 =nincs festodés;

e 1 =gyenge/ <50% festddés;

o 2 =kdzéperods festddés a glomerulus >50%-aban.
A bdr C3 depozitumait a capillarisokban szdmoltuk latoterenként, 200X-os nagyitas

mellett.
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4.2.6. Lupus autoantitest panel vizsgalata

A mérésekhez Anti-Smiths (Sm), duplaszala DNA (dsDNA) és anti-hiszton (H)
antitesteket hasznaltunk a forgalomban jelen 1évé enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA, Orgentec, Mainz, Germany) kiteken a haszndlati javaslat szerint. Detekcids
antitestként torma peroxidazzal (horseradish peroxidase, HRP) konjugalt anti-egér IgG
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) hasznaltunk (1:1000 higitas PBS-en, kiegészitve
1% Tween-nel, illetve 1% BSA-val). Az autoantitestek normal hatarértékeit 12
egészséges NMRI egér szérumanak lemérésével hataroztuk meg. Az adatokat optikai
denzitds (OD)+£SD forméjaban fejeztiik ki. Az antinukleéris antitestet (ANA) indirekt
immunfluoreszcencia (IIF) révén hataroztuk meg, szubsztratként Hep-2 sejteket
hasznaltunk (The Binding Site, UK) a gyart6 javaslatai szerint. Detekcios antitestként
FITC-konjugalt anti-egér IgG-t alkalmaztunk (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
Negativ kontrollként 12 egészséges egér szérumat mértiik le. Szemikvantitativ pontizasi
rendszert hasznaltunk a kiértékeléshez, ahol az alabbiak szerint pontoztuk a mintainkat:

0: negativ minta,

1: az alacsony higitasban (1:40) enyhén pozitiv esetek,

2: az alacsony higitasban (1:40) erésen pozitiv esetek,

3: az alacsony és magas (1:80) higitasban egyarant pozitiv esetek,

4: a mindkét higitason erds pozitiviast adéo mintak.

Az adatokat az atlagos szemikvantitativ pont£SD forméjaban fejeztiik ki.

4.2.7. Statisztikai elemzések

Az adatokat atlag + standard deviaci6é formajaban fejezziik ki. A non-parametrikus
értekeket chi-négyzet teszttel, az atlagos és a tobbi folyamatos valtozdokat t-probaval,
illetve Mann—Whitney U-teszttel hasonlitottuk 6ssze. A p<0,05 értéket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5.1.Az interferon valaszt vizsgalé kisérlet eredményei

5.1.1. A hatékony siRNS felvétel vizsgalata immunfluoreszcens mikroszkoppal

A fluoreszcens jelzéssel ellatott siRNS (BlockiT) alacsony volument,
farokvénan keresztiili hidrodinamikus injektalasa utan azt talaltuk, hogy az SiRNS-ek
sikeresen bejutottak a vese tubulus hamsejtjeibe (5/ A abra), a majba (5/B abra) és a
1épbe (5/C éabra). Az injektalt siRNS-ek mar 10-15 perccel a beadas utan megjelentek a

tubularis hamsejtek citoplazmajaban.

| — |

5. abra: Az siRNS-ek intracellularis felvétele vesében (A), majban (B), és 1épben
(C) 30 perccel a BLOCK-IT oligonukleotid alacsony volumenii hidrodinamikus
injektalasa utan. (Leica DC500). A vonaljel6lés 37,5 um-t reprezental. (400X)
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Munkacsoportunk korabbi kisérletei soran RT-PCR-rel igazolta, hogy az egér Fas
(mFas) mRNS-t célzoé siRNS szekvencia specifikusan csendesitette a Fas expressziojat

az egerek veséjében [%].

5.1.2. A fiziologids sooldat alacsony volumenii hidrodinamikus injektalasa kismértékii
emelkedést okozott a STATI1 és OAS1 gének expressziojaban, ami nem fokozodott az
SIRNS-ek hozzdaddsa utdin

RT-PCR méréseink szerint a polyl:C-vel kezelt pozitiv kontroll egereinkben
szignifikans STAT1 és OAS1 génexpresszid fokozddast lattunk 6 és 24 oraval a kezelés
utan. Ez utobbit az altalunk vizsgalt szervek (vese, maj, 1ép) mindegyikében
megfigyeltiik (6. tablazat). Ezzel ellentétben, a majban és a vesében 6 oraval a
fiziologias sooldat AVHDI-a utan csak kisfokd STAT1 és OASI1 génexpresszio
fokozodast figyeltiink meg, a kezeletlen allatok értékeihez viszonyitva. A 1épben nem
figyeltiink meg STAT1, OASI expresszid fokozodast. Az OAS1 gén vese expresszioja
az id6 fliggvényében kis mértékben tovabb emelkedett, 24 oraval a kezelés utan (8.
tablazat).
Az siRNS-sel kezelt allatok STAT1 ¢és OAS1 génexpresszidoja nem mutatott
szignifikans valtozast sem a szervtdl, sem az siRNS szekvenciatél sem pedig az
idéponttol fiiggben a csak fizioldgias sooldattal kezelt allatok génexpresszios
mintdzatahoz képest. Tehat, az siRNS-ek fiziologias sdoldathoz torténd adisa nem

vezetett a STAT1 és OAS1 gének expresszidjanak tovabbi, szignifikans fokozddasahoz.

52



DOI:10.14753/SE.2012.1706

Kezelés | Vizsgalt | SIRNS Vese Mij Lép

utani gén tipusa

orak

6 STAT1 mFas 13,4 +4,1* 0,94 +0,1 3,5+3,5

6 STAT1 | GFP 15,9 +£5,5% 1,3 +0,2 2,5+0,5

6 STAT1 | Fiz.s6 14,6 +3,7* 1,21 £1,0 2,713

6 STAT1 polyl:C 72,4 £4,8%* 115,8 £3,5%* | 287,1 £72%**
6 OAS1 mFas 4.4+38 3,1+1,5 7.1£1,7

6 OAS1 GFP 6,5+2.2 5,5+3,8 9,4+5,5

6 OAS1 Fiz. s6 3,8 £0,8 8,5 £2,2%* 9,5+6,6

6 OAS1 polyl:C 19,5 £2,0%* 24,7 £3,9%% | 321 £4,0%*
24 STAT1 | mFas 14,09 £2,9% 2.1 +1,1 1,9 42,1

24 STAT1 |GFP 17,1 £6,0%* 2,0+£1,1 3,0£2,2

24 STAT1 | Fiz.so 16,2 £5,2% 1,7 £0,7 4,3+3,5

24 STAT1 polyl:C 43,5 +£0,7** 67,7 £1,7%* 125,1 £88,1**
24 OAS1 mFas 8,8 £5,8* # 10,7 £6,0* 4,81£9.,6

24 OAS1 GFP 11,1 £9,0* # 12,6 £6,0* 8,55+5,2

24 OAS1 Fiz. s6 10,7 £3,5* # 13,3 £7,3* 7,93+7,2

24 OAS1 polyl:C 28,9 £4,1%* 33,1 £2,8** 28,35 £6,0%*
0 STAT1 Kezeletlen | 10,3+2,6 0,8+3,7 2,242 4

0 OAS1 Kezeletlen | 3,4+1,3 3,513 4,2+1,9

8. tablazat: A STAT1 és OAS1 génexpressziojanak vizsgalata alacsony volumenii

hidrodinamikus kezelés utin RT-PCR modszerrel. mFas = mouse (egér) Fas, GFP =

Green Fluorescent Protein, zold fluoreszkalo fehérje). * = p < 0,05 vs. kezeletlen

csoport, ** = p < 0,01 vs. kezeletlen csoport, #: p< 0,05 vs a megfeleld 6 oras csoport.
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5.1.3. Az alacsony volumenii hidrodinamikus injektdldas hatdsara az dltalunk vizsgalt
szisztémas gyulladdsos citokinek (IFN, TNFa, IL-6 és IL-12p40) plazmaszintje nem
mutatott szignifikans emelkedést

A kezeletlen negativ kontroll egerekben az altalunk vizsgalt citokinek (TNFa, IL-6, IL-
12p40) plazmaszintje normal tartomanyon beliil mozgott. A polyl:C kezelés a pozitiv
kontroll csoportban ezen citokinek szintjét megemelte. Ezzel ellentétben az SIRNS
kezelés nem eredményezte jelen citokinek plazmaszintjének szignifikans emelkedését, a

polyl:C kezelt csoporthoz képest.

A plazma IFNP szintje 2 oraval a polyl:C beadasa utan emelkedett meg (210,85+164,28

pg/ml), mig a tébbi csoportban az IFNf szintje mérhetetleniil alacsony maradt.

A TNFa plazma szintje mindossze masfél oraval a polyl:C kezelés utan volt mérhet6 (6.
abra), majd azutan visszatért (mérhetetlen) alapszintjére, igy az 6sszes siRNS-sel kezelt,
illetve nem kezelt allatban 6 és 24 oraval a kezelések utan mar nem tudtuk kimutatni

jelenlétét a plazméban.

Plazma TNFa szintek 1,5 6raval a kezelés utan

300
250 =
~ * B polyl:C
E 200 { 1 B GFP
2 ns
— 150 - B mFas
o ( + o,
E 100 4 .,_|=|=_ O fiziolégias séoldat
i £ O kezeletlen
50 -
O .
csoportok

6. abra: A plazma TNFa szintjének vizsgalata ELISA modszerrel masfél oraval az

mFas siRNS (Fas), GFP siRNS (GFP), fiziologias séoldat és polyl:C alacsony
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volumenii hidrodinamikus beadasa utan. Az oszlopok az egyes csoportokat jelolik, a
hibavonalak a standard devidciot. mFas = mouse (egér) Fas, GFP = Green Fluorescent
Protein, z6ld fluoreszcens fehérje. * = p < 0,05 vs. fiziologias sdoldattal kezelt csoport,

ns = nem szignifikans vs. kezeletlen csoport.

A plazma IL-6 koncetracioja mérhetetleniil alacsony volt a kezeletlen egerekben. A
polyl:C injektalasa jelentds IL-6 szint emelkedést okozott, melynek csucspontja 2
oraval a kezelés utan jelentkezett, majd ezutdn koncentracidja gyors csokkenést
mutatott. Az SIRNS-sel kezelt allatok mintaiban szintén 2 oraval a kezelés utan
figyeltiik meg a csticskoncentraciot, a 6 illetve 9 6ras mintakban azonban mar visszatért
az alap szintre (7. abra). Az siRNS-selés a csak fiziologias sooldattal kezelt allatok
plazmainak IL-6 szintjei szignifikansan alacsonyabb koncentraciét mutattak a polyl:C-

val kezelt pozitiv kontroll csoporthoz képest (7. abra).

O2h

2150 - f > aeh

100 O9h

plazma IL-6 koncentracio
pg/ml)

50 |- L m
= —
0 T E— T == T
. polyl:C mFas GFP fiziologias kezeletlen
*=p<0,05 vs fizso

**=p<0,01 vs fizs6 sooldat
#=p<0,05 vs polyIC

csoport

7. abra: A plazma IL-6 szintjének vizsgalata ELISA modszerrel 2, 6 és 9 oraval az
mFas siRNS (mFas), GFP siRNS (GFP), fiziologias sooldat és polyl:C alacsony
volumenii hidrodinamikus beadasa utan. Az oszlopok a csoportokat jelképezik, a
hibavonalak pedig a standard deviaciét. mFas = mouse (egér) Fas, GFP = Green

Fluorescent Protein, zold fluoreszkald fehérje. *= p < 0,05 vs. fizioldgids sooldattal
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kezelt csoport, ** = p <0,01 vs fiziologias sooldattal kezelt csoport, #: p< 0,05 vs

polyl:C-vel kezelt csoport.

A plazma IL-12p40 koncentracioja Iényegesen magasabb volt a polyl:C kezelt pozitiv

kontroll csoportba a csak fiziologias sooldattal kezelt csoporthoz képest (p=4,32E-08).

Az IL-12p40 cstcspontjat 2 oraval a kezelés utan érte el. Az siRNS beadésa nem emelte

meg szignifikansan a plazma IL-12p40 szintjét sem a kezeletlen, sem a csak fiziologias

sooldattal kezelt csoport mintaihoz képest (8. abra).

2000 ————5—

-

1800 +—F~F— =« Y
1600 -—|%l=\

1400

1200 4+ ns

ns

O2h
E6h
O9h

plazma IL-12p40 koncentracio
(pg/ml)
|_\
o
o
o
i

polyl:C mFas GFP

*=p<0,05 vs polyIC i
kezelés

fiziologias kezeletlen
soéoldat

8. abra: A plazma IL-12p40 szintjének vizsgalata ELISA modszerrel 2, 6 és 9
oraval az mFas siRNS (mFas), GFP siRNS (GFP), fizioldgias sooldat és polyl:C

alacsony volumenii hidrodinamikus beadasa utan. Az oszlopok a csoportokat

jelképezik, a hibavonalak pedig a standard deviacidt. mFas = mouse (egér) Fas, GFP =

Green Fluorescent Protein, zold fluoreszkald fehérje. *= p < 0,05 vs. fiziologias

sooldattal kezelt csoport, ns = nem szignifikans a kezeletlen csoporthoz képest.

5.1.4. A polyl:C kezelés szervi karosoddssal jaro interferon vdlaszt valtott ki

A polyl:C intraperitonedlis injektalasa stilyos szoveti elvaltozdsokat okozott a

vesében.

A glomerularis kdrosodas az alabbi forméakban nyilvanult meg:
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- a mezangialis sejtek nekrozisa

- a mezangialis compartment kiszélesedése

- a glomeruldaris kapillariskacsok 6sszenyomodasa

Mindezek mellett tubularis nekrozist is megtigyeltiink, mely mind az elsédleges, mind a

masodlagos kanyarulatos csatornacskakat érintette. A fent emlitett elvaltozasok

sulyossaga az id0 fiiggvényében fokozodott, melynek jeleként a glomerularis és a

tubularis funkcié romlasat lattuk (9. tablazat).

Leolési ido Csoport Urea (mg/dl) ASAT (U/L)
2 mFas SiRNS 47,7+6,5 (0,1) 167,5+13 (1,0)
GFP siRNS 46,14£2.6 (0,1) 174,5+11,4 (0,5)

Fiziologias sooldat

41,8+5,1 (0,4)

167,3+22,1 (0,5)

Polyl:C 46,7+1,8 (0,1) 258,1£78,1 (0,01)*
6 mFas siRNS 41,6+13,7 (0,9) 167,2+10,3 (0,7)
GFP siRNS 40,6+14,8 (0,8) 161,4+73,6 (0,9)
Fiziologids séoldat | 42,5+4,1 (0,5) 164,9+13,8 (0,6)
Polyl:C 48,1+4,4 (0,01)* 290,5+118,7 (0,1)*
9 mFas SiRNS 39,8+7,3 (0,2) 165,6+14,1 (0,1)
GFP siRNS 48,1+4,4 (0,3) 153,3+13,6 (0,5)
Fiziologias sooldat | 45,3+4,9 (0,5) 144,14£30,06 (0,4)
Polyl:C 53,5+2,7 (0,01)* 503+195,7 (0,01)*
24 mFas SiRNS 46,9+2,2 (0,8) 165,5+3,5 (0,7)
GFP siRNS 47,2+17,4 (0,9) 159,5+6,4 (0,9)
Fiziologids séoldat | 46,1+2,9 (0,3) 156,5+30,4 (0,9)
Polyl:C 57,9+6,3 (0,01)* 550,7£56,2 (0,01)*
- Kezeletlen 43,6+1,3 158,6+22,8

9. tablazat: Teljes vér urea szintjének és aszpartat amino transzferaz (ASAT)

aktivitasanak vizsgalata 2, 6, 9 és 24 oraval 50 pg mouse (egér) Fas (mFas) siRNS,

Green Flourescent Protein (zold fluoreszkalé fehérje) (GFP) siRNS, polyinozin-

cytydil sav (polyl:C), illetve 1 ml fiziologias sdéoldat alacsony volumenii
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hidrodinamikus injektalas utan. A kezeletlen (negativ) kontrol allatok urea szintjét és
ASAT aktivitasanak adatait a tablazat utols6 soraban tiintettiik fel. A szamok az adott
csoport adatainak atlagat + SD-jat jelzik (n=6/csoport). Az Osszes csoportot a csak
fiziologias sooldattal kezelt csoport értékeihez viszonyitottuk (* = p<0,05).

A polyl:C kezelés hatdsara a 1épben a megakarioblasztok szdma megnovekedett. A
majban a hepatocytak apoptdzisa alakult ki, melynek jeleként a sejtmagok piknotikussa
valtak (9. abra). A polyl:C altal okozott szoveti karosodasokra vonatkozoan irodalmi

adatot nem talaltunk.
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9. abra: Szervi karosodas szoveti megjelenése a polyl:C-vel kezelt egerekben. A
polyl:C kezelés a vesében glomeruléris karosodast és tubularis nekrézist, a majban
hepatocytak apoptozisat, (a nyilak az 9/E abran piknotikus sejtmaggal rendelkezé
apoptotikus hepatocytdkra mutatnak) illetve a 1épben a megakariocytak szamanak
novekedését okoztak (nyilak, 9/C). A kezelést kdvetd 6-ik oraban ezek az elvaltozasok
még enyhék voltak (A, B, C), majd a 24-ik orara sulyossaguk fokozodott mind a
vesében (D), mind a majban (E) és a 1épben is (F). A vonaljelolés 25 um-t reprezental.
(HE, 200X)

5.1.5. Az siRNS-ek alacsony volumenii hidrodinamikus injektilisa utin nem
mutatkozott szervi funkciobeli és szoveti karosodds

Az alacsony volumeni protokoll szerint siRNS-sel kezelt egerek veséjében,
majaban és 1épében ép szoveti szerkezetet lattunk a ledlés utani 6-ik és 24-ik oraban
(10. abra).
A vese szoveti képe korrelalt a vese glomerularis, illetve tubularis funkcidjanak
papramétereivel. A siRNS kezelés soran mind a vér urea nitrogén szintje, mind az
aszpartat amino transzferdz (ASAT) (9. tablazat) aktivitdsa hasonld értékeket mutatott a
kezeletlen negativ kontroll csoporthoz képest.
A maj szerkezete megtartott volt (trabekularis), a portalis terek ugyancsak ép

szerkezetet mutattak, gyulladdsra vagy destrukciéra utalé jelet nem lattunk.
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10. abra: A vese, a maj és a lép szovettani vizsgalata mFas siRNS (A, B, C), GFP
siRNS (D, E, F) és fiziologias séoldat (G, H, I) alacsony volumenii hidrodinamikus
kezelés utin 24 oraval és kezeletlen (J, K,L) allatokban. A vonaljelolés 25 pm-t

reprezental. (HE, 200X)

5.1.6. A magas volumenii hidrodinamikus injektilds mdjra gyakorolt hatdsainak
vizsgalata.

Vizsgalatunkban a kiilonboz6 kezelésben részesitett egerek alanin amino
transzferdz (ALAT) plazma szintjét hasonlitottuk 6ssze, mivel ezen enzim szintjének
emelkedése tiikrozi legjobban a hepatocytak karosodasat. A kezeletlen egerek
csoportjaban az ALAT aktivitasa 13,33+0,85 mmol/l volt. Az ALAT aktivitasa mintegy

kétszeresére emelkedett meg az alacsony volumenti hidrodinamikus injekcié (AVHDI:
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1 ml) utan a kezeletlen allatokéhoz képest (11/A abra), majd 24 6ran belill visszatért az
alapértékére. Ezzel ellentétben, a magas volumentit MVHDI (2,5 ml) protokollja szerint
kezelt egerek esetében az ALAT aktivitasa két nagysagrenddel nétt. .A legmagasabb
értéket 3 oraval a kezelés utan mértiik, mind az AVHDI, mind a MVHDI esetében,
azonban 24 6raval a MVHDI utan az ALAT aktivitdsa még mindig két nagysagrenddel
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magasabb szintet mutatott (11/B abra).
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62




DOI:10.14753/SE.2012.1706

ALAT aktivitas MVHDI utan (teljes vér)
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11. abra: Majkarosodas iddlefolyasa alacsony (A) és magas volument hidroinamikus

kezelés (B) hatasara 1 €s 24 ora kozott.

A MVHDI sulyos majkarosodast okozott, amely szdvettanilag Kiterjed, konflualo
nekrozis képében jelent meg (12. abra).
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12. abra: Konfluidlo hepatocyta nekrézis 24 oraval a magas volumenii
hidrodinamikus injektalas utain A: H&E festett, B: PAS reakci6. A vonaljeldlés 25
um-t reprezental. (200X)

5.2.Az IVIG hatasait felméro kisérlet eredményei

5.2.1. A magas dozisu IVIG szisztémads addsa enyhitette a borbetegséget

A fiziologias sooldattal kezelt MRL/lpr egerekben a borbetegség 3 honapos
korban jelent meg legelészor, amely soran az interscapularis régioban és a fiileken
sz6rhullas (alopecia) és sebek jelentkeztek. Az allatok ledlésekor (az allatok 5 honapos
koraban) kifekélyesedést és kiterjedt szoveti destrukciot figyeltiink meg minden allaton.
Az IVIG kezelés szembetlinden enyhitette a ledléskor makroszkdposan latott a boron és

a fiileken megjelend tiineteket (10. tablazat).

A bor szdvettani vizsgalata soran sulyos intradermalis gyulladdsos beszlirddést lattunk,
amely a dermis kiszélesedéséhez vezetett. Hyper—¢s/vagy parakeratozis, a tiiskés réteg
kiszélesedése (acanthosis), illetve ez utdobbinak struktaralis destrukcidja (az un. “utcakd
rajzolat” elvesztése) volt lathatdo. Ezen bdrelvaltozasok nagyrészt enyhiiltek, vagy
gyakorlatilag eltiintek az IVIG kezelés hatasara (13. abra). A bdr bazalmembranjanak
megvastagodasa, vakuolizacioja és kanyarulatossa valasa ugyancsak gyakori elvaltozas

volt a kontroll (fiziologias soval kezelt) allatokban (10. tablazat). A mononuklearis
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(Ilymphocytak, plazmasejtek, monocytak, ritkdn eosinophil granulocytak) gyulladdsos
sejtes besziirddés szintén szignifikansan csokkent az IVIG kezelt csoportban. A
borelvaltozdsok  makroszkopos ¢és  mikroszkopos — kiértékeléséhez  hasznalt
szemikvantitativ pontrendszer alapjan azt talaltuk, hogy az IVIG kezelés szignifikansan
enyhitette a bortiineteket. Tovabba megfigyeltiik, hogy a kontroll csoport tagjaiban
generalizalt nyirokcsom6 megnagyobbodas alakult ki, mig az IVIG kezelt allatokban

nyirokcsomé megnagyobbodas kevésbé volt €szlelhetd (nem kozolt adatok).

IVIG (n=8) Fiziolégias séoldat P érték
(n=10)

Makroszkopos
Bor 0,75+0,34 1,3+0,4 <0,03
Fiil 0,25+0,12 0,8+0,2 <0,05
Mikroszkopos
Dermalis elvaltozasok 0,58+0,47 1,21+0,58 0,001
Bazalis membran 0,41+0,2 0,95+0,54 0,001
megvastagodas
Hyper-és/vagy parakerat6zis 0,39+0,1 0,66+0,28 0,02
Stratum spinosum 0,23+0,11 0,61+0,28 0,212 (ns)
kiszélesedése
Kifekélyesedés 0,11+0,33 0,4+0,51 0,089 (ns)
Gyulladasos beszlir6dés 0,35+0,21 0,75+0,42 0,123 (ns)
Osszesitett mikroszkopos 0,34+0,29 0,76+0,56 0,05
pontszam

10. tablazat: A bérelvaltozasok makroszkopos és mikorszképos jellemzéi IVIG-gel
és fiziologias séoldattal kezelt MRL/Ipr egerekben. A pontszamok az egy csoportba
tartozo esetek pontszamainak atlagait jelzik. A vizsgalt paraméterek koziil a non-
parametrikusokat chi-négyzet teszttel, az atlagot és a tobbi folyamatos valtozot t-

probaval hasonlitottuk dssze.
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13. abra: Bor érintettség vizsgalata az IVIG (bal oszlop) és fiziologias sooldattal
(jobb oszlop) kezelt MRL/Ipr egerekben. Eltérést nem mutatdé (A), és minimalis
szubkutan gyulladasos besziirddést mutatd borrészlet (C) IVIG kezelt egerekbdl. Hyper-
, €s parakeratozis (*) kiszélesedett stratum spinosummal, mononuklearis sejtes
besztir6déssel (200X), valamint megvastagodott, vakuolizalt (nyil) bazalmembran

részlete (inzert) fiziologias sooldattal kezelt kezelt allat borébdl (B). Kifejezett
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szubkutan plazmasejtes beszlir6dés fiziologias sooldattal kezelt egér bérébdl (200X,

inzert: 1000X, PAS) (D). Ep szerkezetii bér NMRI egérbél (E, 400X).

5.2.2. A glomerularis funkcio valtozdasa IVIG kezelés hatasara MRL/Ipr egerekben

A kezeletlen MRL/Ipr egerekben proliferativ tipust, hipercellularis lupus
nephritis alakult ki. A mezangialis sejtszaporulat mellett mononuklearis gyulladasos
besziirédés alakult ki amelyhez glomerularis hyalin lerakddas is tarsult. Ez utobbiak a
kapillariskapcsok obstrukcidjahoz vezettek. Ezen elvaltozasok jelenléte mind a
fiziologias sbdoldattal, mind az IVIG-el kezelt allatokban egyforman detektalhato volt
(11. tablazat, 14. abra).
A vér urea nitrogén szintje, amely a glomerularis filtracié alapveté jellemzdje,
hasonloképpen emelkedett volt mindkét csoportban, igazolva azt, hogy a hossza tavu,
magas dozisu, glicinnel stabilizalt IVIG kezelés nem befolyasolta a vesefunkciot (12.

tablazat).

Megfigyelés IVIG Fiziologias sooldat | P értékek
Glomerularis 1,96+0,5 2,19+0,38 0,296
cellularités

Arteritis 0,723+0,24 0,729+0,44 0,974
Glomerularis fibrozis | 2,2+3,2 3,15+1,78 0,468

(%)

11. tablazat: Az IVIG-el és fiziologias sooldattal kezelt allatok veséjének szovettani
vizsgalata. Az Osszesitett pontszamok a csoportba tartozo6 esetek pontszamainak atlagait

jelzik.
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14. abra: Glomerularis elvaltozasok IVIG-gel (A, kozépsulyos gomerularis

hipercellularitas), és fiziologias soéoldattal (B, kozépsilyos glomerularis
hipercellularitas) kezelt MRL/Ipr allatokban. (HE, 400X).

5.2.3. Tubulointesticialis elvaltozdasok

A gyulladasos sejtek bearamlasa a tubulointersticiumba altalanosan megfigyelt
elvaltozas volt mindkét csoportban. A gyulladasos besziirdédés mértéke minimalis
egyéni eltéréseket mutatott ugyan, azonban a két vizsgalt csoport kozott nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget. A latott arteritis €s a tubularis karosodas (tubulitis, tubularis
atrofia) mértéke ugyancsak hasonld volt a két csoportban (13. tablazat). A heveny
gyulladés jeleit (tubularis nekrozis, tubulitis kiterjedt gyulladassal és kovetkezményes
hamsejt pusztulassal) mind az IVIG, mind a fiziologias sooldattal kezelt allatok
vesecsatornacskaiban megfigyeltiik.
Az allatok le6lésének idejében a legjellemzdbb szdveti kép a tubulusok nekrozisa volt: a
tubularis hamsejtek duzzadasa, a kefeszegély és a magfest6dés elvesztése jellemezte ezt
a képet (16/C-F abra) (2,42+0,33 vs 2,22+0,446, p=0,269). Az intersticialis fibrozis,
melynek kimutatasara Mallory-féle trikrom festést alkalmaztunk, nem volt jelen egyik

csoportban sem (15. abra), egy-egy esetet leszamitva.
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15. abra: Az intersticialis fibrozis vizsgalata az IVIG-gel (A), és fiziologias
sooldattal (B) kezelt MRL/Ipr egerekben. Egyik esetben sem jelentkezett a fent leirt
elvaltozas. (Mallory féle trikrém festés, 200X)

A leolés id6pontjaban latott leggyakoribb érelvaltozas a perivenularis és a periartriolaris
lymphocytas besziirédés volt, melyek szintén nem mutattak eltérést a két csoport kozott
(lasd 11. tablazat).

Kezelés Urea (mg/dl)  SD (n=10) P érték
IVIG * 103,2 63,57 >0,05
Fiziologiés s6oldat 84,8 22,23

5% szahar6z (haromszor) 47 .4 2,08 >0,05
20% szahardz (egyszer) 64,3 4,03 <0,05
10% maltéz (haromszor) 53,2 6,04 <0,05
20% maltoz (egyszer) 65,2 14,51 <0,05
40% maltoz (egyszer) 60,8 51 <0,05
Kezeletlen allatok 39,26 4,12

12. tablazat: Vesefunkciés paraméterek (vér urea nitrogén, BUN) vizsgalata IVIG
és fiziologias sooldattal kezelt MRL/Ipr egerekben, valamint szaharézzal, és
maltozzal kezelt, illetve kezeletlen NMRI egerekben. A p értéket az IVIG-gel kezelt

allatok esetében a fiziologias sdoldattal kezelt allatok értékeihez hasonlitotva szamoltuk,
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mig a pozitiv kontroll allatok esetében a kezeletlen allatok értékeihez viszonyitottuk™

ezen csoportban n=8.

Megfigyelés IVIG kezelt egerek Fiziolégias sooldattal
(n=8) kezelt egerek (n=10)

Hyalin cseppek 2 2

Tubulitis 3 2

Tubularis atrofia 1 0

Plazma sejtek jelenléte 2 1

13. tablazat: A szovettani vizsgalat soran latott tubulointersticialis elvaltozasok
osszegzése IVIG és fiziologias sdoldattal kezelt MRL/Ipr egerekben (a szamok a

koros esetek szamat jelzik)
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16. abra: MRL/Ipr és NMRI egerek veséjének szovettani vizsgalata . HE festés (bal
oszlop), PAS reakcio (jobb oszlop). A és B: 5 %-o0s szahar6z oldat harom egymast
kovetd beadasa utan latott hidropikus degeneracioé a tubularis hamsejtekben (nyilak)
NMRI egérben Inzert: a hidropikus degeneraciora jellemzdé finom, szitaszeri
citoplazmatikus elvaltozdas (H&E, 400X). C ¢és D: Tubularis nekrdzis hidropikus
degeneracio nélkiil IVIG kezelt MRL/Ipr egerekben. E ¢és F: Fiziologids sooldattal
kezelt MRL/Ipr egerek veséjében latott tubularis nekrozis. G és H: NMRI egér eltérést
nem mutatd veseképe: megtartott kefeszegély-és tubularis ham, valamint tubularis

bazadlmembran. (HE és PAS, 400X)

5.2.4. A vese hidropikus degenerdcidjanak (ozmotikus nefrozis) vizsgdlata

A szahar6zzal kezelt pozitiv kontroll csoport egereinek veséjében kialakult
elvaltozasokat a proximalis kanyarulatos csatornaban figyeltiik meg, amely a tubularis
hamsejtek megduzzadasabol, a citoplazma finom, egyenletes megjelenésii, szitaszerlien
attiné vakuolizaltsagabol allt. Ez utobbi szoveti eltéréseket egyetlen IVIG, illetve
fiziologias sooldattal kezelt MRL/Ipr allatban sem figyeltink meg, megfigyeltiik

azonban az 5 %-os szahardz oldattal kezelt pozitiv kontrollokban (17. abra).
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17. abra: A vese hidropikus degeneraciéjanak vizsgalata maltoz kezelt NMRI

egerekben. Jobb oszlop: HE, bal oszlop: PAS reakcio. A és B: Harom egymast kdvetd

10%-o0s maltoz kezelés utani veseelvaltozas szoveti képe. C és D: Egyszeri, 20%-0s
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maltdz kezelésre adott szoveti rakcid. E és F: 40%-os maltoz kezelés utan megfigyelt

elvaltozasok. (HE, PAS, 200X)

A maltozzal kezelt pozitiv kontrollokban ugyancsak lattunk hidropikus degeneraciot,
ami azonban enyhébb volt a szaharézzal kezelt csoporthoz képest. A szoveti
elvaltozasok sulyossaga dozisfiiggének mutatkozott (17. abra). A maltoz, illetve
szahar6z kezelésben részesiilt allatok vér urea nitrogén szintje a normal és az MRL/Ipr
egerek értekei kozott helyezkedett el. A legmagasabb értékeket a 20%-os szahardz,
illetve 20%-o0s maltoz beadasa utan lattuk. A legkisebb mértékli vesefunkcid karosodast
a 10%-os maltozzal kezelt csoportban észleltik, amely megfelel a kereskedelemi

crer

tablazat).

5.2.5. Komplement-3 (C3) lerakodas vizsgdlata borben és vesében immunhisztokémiai
mdodszerrel

A bor esetében a C3 lerakodasat dontden az atréridkban figyeltilk meg, ezen
beliil is endotel sejtekben. Az IVIG kezelés hatasara a C3 lerakodas csokkenését lattuk
(18. abra).

Ezzel ellentétben, az IVIG kezelt egerek veséjében nem lattunk C3 csokkenést a
fiziologias sooldattal kezelt egerkehez képest (0,387+0,289 vs 0,384+0,267; p=0,975).
A C3 depozitumok lerakodasat foként a glomerulus kacsokban, ritkan az elsddleges
kanyarulatos csatornak hamsejtjeiben, valamint a tubulointersticialis erekben figyeltiik

meg.
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18. abra: Komplement-3 (C3) lerakodas vizsgalata bérben és vesében 1VIG (bal
oszlop) és fizioloégias sooldattal kezelt (jobb oszlop) MRL/Ipr egerekben
immunhisztokémiai reakciéval. A és B: a C3 lerakodas vesében nem mutat

kiilonbséget. C és D: Borben az IVIG kezelés hatdsara csokkent a C3 lerakodas. E és F:
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Negativ kontroll: NMRI egerek eltérést nem mutatd veséje. (E, 400X), és bore (F,
200X) (400 X)

5.2.6. Plazma autoantitest vizsgdlata IV1G kezelt MRL/Ipr egerekben ELISA
mdodszerrel és indirekt immunfluorszcencidval

Az anti-Sm, anti-DNS és anti-hiszton autoantitestek szérum szintjében nem
talaltunk szignifikans eltérést egyik csoport esetében sem. Az ANA indirekt
immunfluoreszcenciaval vizsgalt mintazata szintén hasonlo volt (nem volt szignifikans
eltérés) a két csoportban: az esetek tobbségében homogén (IVIG n=6, fiziologias
sooldat, n=5), néhany esetben granularis megjelenésii (IVIG n=3, fiziologias soéoldat n =

4) mintazatot lattunk (14. tablazat).

Csoport Anti-Sm Anti-DNS Anti-hiszton Anti-
nuklearis At

IVIG 3,7¢1.2 3,7+0,2 1,9+1,1 2,8+1,0

(MRL/lpr)

Fiziologias 3,8+1.7 3,6£0,3 1,4+0,4 3,0£1,5

sooldat

(MRL/lpr)

NMRI 0,01+0,1 0,10+0,02 0,02+0,01 Negativ

14. tablazat: IVIG és fiziologias sooldattal kezelt MRL/Ipr egerek betegség
specifikus (lupus) panele a negativ kontroll NMRI egereivel osszehasonlitva (atlag
optikai denzitas+SD), (p<0,05). Az IVIG és a fiziologias sooldattal kezelt egerek értékei

kozott nem volt szignifikans eltérés.
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6. MEGBESZELLES

6.1. A szisztémads SiRNS kezelés mellékhatdsainak vizsgadlata dallatmodellekben

A vesebetegségeket célzd6 modern terapids lehetdségek egyik leggyakrabban
alkalmazott formdja a rovid RNS-eket (siRNS, shRNS, stb) alkalmazé un. RNS
interferencia Az SIRNS-t alkalmazé klinikai fazisu kisérletek szama napjainkban
folyamatosan né (http://www.clinicaltrials.gov/ct/action/GetStudy), Magat a folyamatot
egyre tobb oldalarol vizsgaljak, azonban a géncsendesités nem kivant, nem specifikus
ill. toxikus in vivo hatasairdl még keveset tudunk. A human génterapia gyorsabb és
konnyebb elterjedésének tovabbi akadédlya az optimalis beviteli modszer hidnya [2%9].
Ragcsald modellekben a hidrodinamikus injektalas (HDI) az in vivo siRNS terapia
egyik legelterjedtebb beviteli formaja, melyet hatékonysaga miatt mar human
alkalmazasra is javasoltak. Ez utobbi azonban az emberi szervezetre gyakorolt sulyos
hatasai (nem tolerdlhatd beviteli térfogat) miatt nem alkalmazhato. A HDI elsd
protokolljaban a testtomeg 10%-anak megfeleld folyadékmennyiséggel (2,5 ml/25g
egér) végezték az injektalast, mely a majban reverzibilis és irreverzibilis szoveti

207

elvaltozasokat okozott [*']. A modszer alapja, hogy a hirtelen megemelkedett

intravaszkularis nyomas a vena cava rendszeréhez tartozo parenchimas szervek (mint
példaul a maj, a vese, illetve a Iép) ereinek belfelszinén elhelyezkedd endothel sejtek
kozotti fenesztraciok megnyildsdhoz vezet [208,209]. Kovetkezésképpen, ezen szervek
sejtjei az oldoszerrel egyiitt felveszik az oligonukleotidokat is, melyek késobb
létrehozzak a géncsendesitést/génexpresszid beindulasat. A majsejtek membran-
felszakadasanak kovetkezményeként mar az injektalast kovetd huszadik percben
megemelkedett az alanin amino transzferaz (ALAT) enzim szintje, mely csak a 4. napon

normalizalodott [°,%]. A majkarosodas feltehetSen reverzibilis volt: a nekrozis utin

212

megfigyelt sok mitotikus sejt a regeneraciora utalt [**“]. Az irreverzibilis sejtkarosodas

elkeriilésére munkacsoportunk [?*] és masok is [**®

] az eredeti protokollban
alkalmazottnal alacsonyabb térfogati oldoszert hasznal (1 ml /25 g egér). Az AVHDI
még hatékonynak bizonyult az siRNS-ek célsejtbe torténd felvételéhez és a

géncsendesités kivitelezéséhez [*].
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Munkank elsd részében az AVHDI egész szervezetre gyakorolt mellékhatasait
vizsgaltuk és hasonlitottuk Gssze az alacsony és a magas volumeni HDI egerekre
gyakorolt hatasat. Az AVHDI utani kisfoku, atmeneti jellegi ALAT emelkedés
hatterében feltételezéseink szerint a hepatocytak felszinén keletkezd ideiglenes porusok
megnyilasa allhat, mely nagysagrendileg Iényegesen alacsonyabb a korabbi
kisérletekben hasznalt MVHDI uténi extrém magas ALAT értékekkel, mely a méjsejtek
elhalasa miatt alakulhatott ki. Ezt a feltételezést a kisérketeinkben latottak 1is
alatdmasztottak:

e AVHDI: atmeneti, enyhe szoveti karosodas - alacsony ALAT értékek
e MVHDI: mgjsejtelhalas - magas ALAT értékek.

A kisérlet tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy az AVHDI kezelés hatdsira
jelentkezik-e expresszio fokozodas az interferon valasz génjeiben. Eredményeink azt
mutattak, hogy kisfoktt STAT1 és az OAS1 génexpresszié emelkedés jelentkezett az
egerek szoveteiben 6 és 24 oOraval a HDI kezelés utan. Mindez azt jelzi, hogy maga a
HDI is képes indukalni a gyulladasos valaszban részt vevd fehérjék génjeit, példaul az
interferon valasz génjeit. Az enyhe STATI és OAS1 expresszios emlekedés
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a polyl:C-vel kezelt, pozitiv kontroll allatokban,
jelezvén, hogy a fiziologias sooldattal (illetve SiRNS-sel) kezelt allatok STATI1 és
OASI expresszios novekedése egy olyan nem specifikus immunaktivacié része volt,
melynek nagysagrendje nem hasonlithatdo 0ssze a polyl:C-val kezelt pozitiv kontroll
egerekben latott massziv interferon valasz nagysagrendjével. A kezelt allatokban ezen
tal a kezelésre adott szoveti valaszreakciokat is megvizsgaltuk (szdvettani
modszerekkel) és azt talaltuk, hogy az Osszes allat altalunk vizsgalt szervében (1€p, m4j
¢és vese) megtartott szerkezetet lattunk, gyulladasos jelek nélkiil. A sz&veti morfoldgiai
vizsgalatainkat szoveti funkcios mérésekkel is kiegészitettiik (urea, ASAT és ALAT),
mely mely vizsgédlatok megerdsitették, hogy a vizsgélt szervek milkodése nem
karosodott  egereinkben. Ezen  megfigyelés alatdmasztotta  génexpressziods
eredményeinket. A fentiek mellett vér citokin (IL-6, IL12p40, TNFa és IFNB) mérések

1s aldtdmasztottdk az immunaktivacié hidnyat. A méréseket az adott citokin

crer
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idOpontjaul a kezelést kovetd 1,5 orat vettiik, mivel kordbban igazoltak, hogy a TNFa
szintje adott stimulus utan 1,5-2 6éra mulva éri el maximumat, majd 4-6 6ra mulva pedig
visszatér a normal szintre [214]), ennek ellenére sem talaltunk szignifikans
koncentracioemelkedést a vizsgalt citokinek esetében. Tehat, az IFN-ok altal stimulalt
gének (ISG-k) mar kis cellularis, illetve szubcellularis karosodas, mint példaul az
AVHDI hatasara is up-regualodnak jellegzetes szoveti megjelenés, valamint
gyulladasos citokineltérés nélkiil.

Mindezek mellett, kisérletiinkben a szisztémas siRNS kezelés utan kialakuld
mellékhatasokat is vizsgaltuk, ezen beliil is az interferon vélaszt. [*°]. Az RNSi
alkalmazasanak kezdetén ugy vélték, hogy a rovid, 19-21 nukleotid hosszisagi dsRNS-

ek nem aktivaljdk az IFN vélaszt [216 127

]. Ezt a megallapitast késobb in vitro [“], majd in
vivo is megkérddjelezték. Az interferon valaszt, mint az siRNS kezelés egy lehetséges
mellékhatasat elészor Sledz és munkatarsai irtak le, akik igazoltdk az ISG-ek és a
Jak/STAT utvonal in vitro aktivalodasat siRNS kezelés utan [*2']. Késébb beszamoltak
arrol, hogy a modositatlan, 19 nukleotid hosszisaghi siRNS-ek dozisfiiggben
kivalthatjak az IFNa és a TNFa termel6dést periférias vér mononuklearis sejtvonalban
(PBMCs) [*"]. Igaz, ezzel ellentétes allitist is kozoltek; mely szerint kémiailag
szintetizalt siRNS-ek nem indukaltak IFN termelddést, mikézben az in vitro (plazmidok
hasznélata révén) atirt siRNS-ek igen [**®]. Wesche-Soldato és kollégai nem talaltak
szignifikans IFNa és IL-6 emelkedést Fas és caspase-8 ellenes SiRNS-ek szisztémas

beaddsa utan [**°

]. Tehat, az SiRNS-ek mellékhatasainak 1étér6l és spektrumar6l
merdben ellentétes vélemények alakultak ki. Mindezek tudataban, sajat kisérletiinkben
az alacsony volumenii hidrodinamikus uton bevitt siRNS-ek hatasara 1étrejovo
interferon valaszt vizsgaltuk egerekben. Elso 1épésként a korabban is vizsgalt két ISG
(tehat a STATI ¢és az OAS1) expresszidos mintazatat mértiik fel. Eredményeink azt
mutattak, hogy az altalunk vizsgalt f6 parenchimas szervekben a csupasz siRNS
kezel6oldathoz (fiziologids sdoldathoz) adasa nem valt ki szignifikdns emelkedést a
STAT1 és az OAS1 gének expresszidjaban, Osszehasonlitva a pusztan fiziologias
sooldattal, avagy polyl:C-vel (pozitiv kontroll) kezelt allatokkal. Masodik 1épésként a

szoveti kdrosodas mértekét mértiik fel szovettani vizsgalatok révén, melyek soran azt

talaltuk, hogy szoveti kdrosodas egyik ledlési idopontban, valamint egyik szervben sem
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volt jelen. Szoveti morfologiai kiértékelésiinket szervfunkcids vizsgalatokkal 1is
kiegészitettiik (urea, ASAT és ALAT), melyek szerint szervfunkcios karosodas csak a
pozitiv kontroll (polyl:C) allatokban volt jelen. Harmadik 1épésként a vér citokin
szintjeit is megvizsgaltuk az siRNS kezelések utan. A TNFa szintje, mely egy
szisztémas gyulladdsos marker, kisérleteink sordn nem mutatott emelkedést a
szisztémasan alkalmazott siRNS kezelés utan, mely azt igazolja, hogy in vivo az siIRNS-
ek AVHDI-a nem valt ki szisztémas gyulladasos valaszreakciot.. Eredményeink szerint
a TNFa minddssze 1,5 oraval a polyl:C kezelés utan emelkedett meg, és szintje a
kezelés utani hatodik 6rara méréshatér ala csokkent.

Heidel és munkatarsai kimutattak, hogy a csupasz siRNS-ek (2,5 mg/kg)
egyszeri, magas volumen{i beadasa utan az IFNa és az IL-12 plazma szintje nem
emelkedik szignifikansan a polyl:C-vel kezelt pozitiv kontroll csoporthoz képest, ami az
interferon valasz hianyara utal [?°]. Adataink alatdmasztottdk Heidel hasonld
megfigyeléseit, mivel szignifikans IL-6, IL-12 és IFNPB koncentracioemelkedés csak a
polyl:C-vel kezelt egerekben volt jelen 2 6raval a kezelés utan. Az IFNP termel6dését
enyhén indukalta az mFas illetve GFP siRNS kezelés a két oras idépontban, azonban €z
sokkal kisebb fokban indukalddott a polyl:C kezelt pozitiv kontrollokhoz képest, és a 6.
illetve a 9. 6raban a kezelés utan mar el is tint. Mivel Sioud és munkatarsai leirtak,
hogy az siRNS-ek komplexalasa fokozhatja a gyulladasos citokinek termelédését
(elentés IL-6 termelédést figyeltek meg 6 oraval az siRNS-kationos liposzéma
farokvénas kezelése utan [**']), mi tovabbra is elényben részesitjiik a csupasz sSiRNS-ek
hasznalatat. Tehat, az in vivo beadott csupasz sSiRNS-ek nem/igen kis valdszintiséggel
valtanak ki IFN valaszt, azonban maga a hidrodinamikus injektalas kivalthat enyhe ISG

expresszid fokozodast.

6.2. Az intravénds immunglobulin szisztémds Iupus erythematodesre kifejtett
hatdsainak vizsgdlata egér modellen

A vesebetegségek kezelésében azonban érdemes megemliteni a kordbban
alkalmazott terapids eszkozoket is. Napjainkban szdmos, kordbban haszndlt terapids
eljarast kezdtek el ujra alkalmazni a vesebetegségek kezelésében. Ilyen terapids eljaras

az intravénas immunoglobulin kezelés (IVIG), melynek alkalmazasa autoimmun
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betegségekben régota vizsgalt kérdés [?%, ?%%]. Kisérletinkben lupusra hajlamos

MRL/Ipr egereken vizsgaltuk az IVIG betegségre kifejtett hatasait. Az MRL/Ipr
egerekben mar 6-8 hetes korban elkezd6dik az autoantitestek termelddése.
Kisérletiinkben az volt a célunk, hogy az IVIG kezelést a betegség legkorabbi
manifesztacioja, valamint a mar irreverzibilis szervi karosodas (a bér hegesedése, vagy
a vesekarosodas) el6tt kezdjiik meg. Mindezek miatt, kisérletiinkben az IVIG kezelést
az allatok 6 hetes koraban kezdtiilk meg. Az IVIG hasznalata korabban szamos jotékony
terapias eredményt ért el az SLE kezelésében, ennek ellenére a ritka, vesét érintd
komplikéaciok miatt kontraindikaltak az IVIG hasznalatat. A heveny veseelégtelenség
kialakulasanak esélye miatt az IVIG hasznalata SLE-ben kontraindikalt, annak ellenére,
hogy szamos kozleményben leirtak jotékony hatasat lupus nefritiszben (a fehérjetirités
csokkenése, a vesefunkcié stabilizalasa, szoOvettanilag igazolt aktivitas csokkenés)
[198224 2251 Mijutan kideriilt, hogy az IVIG nefrotoxicitisat valészinileg a
cukorkomponensnek (szahar6z) okozhatjak, az IVIG készitményeket megvaltoztattak és
jelenleg dontéen glicint, vagy maltozt hasznalnak az immunglobulinok szerkezetének
stabilizalasra. Mindezek mellett, még mindig léteznek egyéb tipusu cukorral (szaharoz,
gliikéz) stabilizalt IVIG preparatumok is [%%°].

A lupus nefritisz esetében az IVIG kezelést (korabbi tapasztalatok alapjan)
kétéli kardhoz hasonlitottak, mivel voltak esetek, melyekben egyértelmiien javult a
vesebetegség lefolyasa, de voltak olyan esetek is, melyekben a lupus nephritist tovabb
rontotta a kezelés. Sajat egérmodelliinkben hosszll tdvon és magas doézisban glicinnel
stabilizalt IVIG-el kezeltiik lupusos egereinket és vizsgaltuk a vese funkciojat, szoveti
eltéréseit. Eredményeink azt mutattdk, hogy a lupus nefritisz lefolyasat és sulyossagat
nem befolydsolta a hosszi tava IVIG kezelés: a vér urea nitrogén szintje és a
vesekarosodas szoveti megjelenése nem mutatott szignifikans eltérést az IVIG-gel,
valamint a fiziologias sooldattal kezelt allatokban. A vesefunkcios ¢és egyéb
szervfunkcids paraméterek mérésekor latott magas szords az allatok heterogenitasabol
fakadt.

Az ozmotikus nefrézis jelenlétét szintén vizsgaltuk az allatok veséjében. A

szovettani kiértékelés egyértelmiilen igazolta a hidropikus degeneracid jelenlétét a

pozitiv kontroll csoportokban (5% és 20%-os szahardz oldat), mig ezen elvaltozast nem
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azonositottuk az IVIG kezelt csoportban. Egy kordbbi kisérlet eredményeivel

sszhangban [*

] tehat mi is igazoltuk, hogy a magas dozist, hossza tavi, glicinnel
stabilizalt IVIG kezelés nem valtott ki ozmotikus nefrézist.

Manapsag maltdzzal stabilizalt IVIG készitmények is forgalomban vannak az
ozmotikus nefrotoxicitas elkeriilésére, habar néhany kozlemény leirja a heveny
veseelégtelenség kialakulasat maltozzal stabilizalt IVIG hasznalata utén is. Chako [**]
¢s Metallidis [229] leirta, hogy szamos lupus nefritiszes betegben jelentkezett heveny
veseelégtelenség maltoz tartalmu IVIG terapia utan. Ezen allapot szOvettani képe
megfelelt az ozmotikus nefrézis szoveti képének. Mindezt alatamasztja tanulmanyunk,
melyben a maltoéz kezelés (10, 20 és 40%-os maltoz oldattal) utan szintén kialakult

vakuolaris degeneracio (dozisfiiggd modon).

A vesebetegség mellett a bortiinetek sulyossagat is vizsgaltuk kisérletiinkben.
Korabbi irodalmi adatok szerint a komplement rendszernek nagy jelentéséget

crer

lerakodéasokat talaltak az SLE-s betegek, klinikailag ép, betegségmentesnek tling

- 2
bérében [*°

]. Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy a komplementek lerakodasa megelézi
a lupus bérmanifesztacio klinikai megjelenését. Azt is leirtak, hogy a komplementek
gatlasa védo hatassal bir a vaszkularis érintettséggel szemben, de nem befolyasolta az
anti-dszDNS antitest, valamint a keringd immunkomplexek szintjét egerekben 4.
Kisérletiinkben a bdrérintettséget mind makroszkoposan (fekélyesedés, alopecia), mind
mikroszkoposan (hyper-és parakeratosis, acanthosis, basal membran elvaltozasai,
gyulladasos besziirddés, dermalis elvaltozasok) kiértékeltiik, és azt talaltuk, hogy a
hosszt tava, magas dozisu IVIG kezelés szignifikdnsan enyhitette a bdrtiinetek
sulyossagat, egyes esetekben szinte el is tilintette azt. Komplement-3
immunhisztokémiai reakcionk kimutatta, hogy az IVIG kezelés hatasara szignifikdnsan
csokkent a komplement-3 pozitiv erek szdma a boérben, a fizioldgias sooldattal kezelt

kontroll csoporthoz képest. Munkdnkhoz hasonldéan, Gaedicke [232] ¢s Ballow [233] is

crer
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A komplement aktivacid szerepe lupus nefritiszben még nem ismert teljesen. A
komplement-3 tartalmi immunkomplex lerakdédas kozismert jelenség lupus

glomerulonefritiszben [234]. Néhany komplement faktor, mint példaul a B faktor hianya

[235] védo hatdssal rendelkezik lupus nefritiszben, mig masok (Clqg, C4, C2) hianya a

lupus kialakulasaval hozhatd Osszefiiggésbe mind egerekben, mind pedig emberekben.

Az MRL/lpr egerek glomerularis kérosoddsa az esetek tobbségében immunglobilin

236

lerakodassal jar [“°]. Mindezek mellett, az egerek lupus nefritiszének kiilonb6zo

megjelenési formait is leirtak, melyek hatterében az endotelialis adhézios molekulak

helyi expressziobeli kiilonbségei [2']

[238

¢és kiilonféle nefritogén antitestek jelenléte allt
]. Sekine és masok is kimutattak, hogy C3 knockout MRL/Ipr egerekben erételjesebb
albuminuria és glomerularis IgG lerakodas jelentkezett, mint a heterozigoéta, illetve vad
tipust egerekben. A szerzok azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a C3 aktivacidja nem
feltétleniil sziikséges az immunkomplexekkel jellemzett veseérintettség kialakulasahoz
[2° 291, A Kkisérletiinkben végzett komplement-3 immunhisztokémiai vizsgalat azt
mutatta, hogy az altalunk alkalmazott hosszl tavl IVIG kezelés a vese C3-pozitivitasat
nem befolyasolta, mely arra enged kovetkeztetni, hogy egyrészt az IVIG kezelés nincs
hatassal a vesében a komplement rendszerre, mésrészt, hogy a terdpia kiilonb6z6 moédon
befolyasolja a komplement redszert a lupus boér-, illetve vese érintettségének

szempontjabol.

Mindazok ellenére, hogy a magas dozisu IVIG kezelést ma mar Gjra terapias szerként
haszndljdk a szisztémés lupus erythematodesben, az IVIG jotékony hatasanak
mechanizmusai még ma sem tisztazottak. Feltételezik, hogy az IVIG teliti az Fc
receptorokat, amely az endogén autoantitestek fokozott clearance-éhez vezet [#4.
Tovéabb4a, a nagy mennyiségli human gamma globulin szolubilizalhatja a glomerularis

242],

IgG depozitumokat [ illetve az IVIG-ben 1év6 anti-idiotipus antitestek (anti-1d)

semlegesithetik a patogén antitesteket [***,***]. Kisérletiinkben a magas dozisti, hosszl
tava IVIG kezelés nem csokkentette az autoantitest termelédést MRL/Ipr egerekben.
Tehat az Aaltalunk megfigyelt bér és vese manifesztacio kozti kiilonbség nem
magyardzhatd az autoantitest eltavolitassal. Az egyetlen logikus magyarazat erre az,

hogy a human anti-idiotipus antitesteket tartalmazo human IVIG nem reagalt az egér
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autoantitestekkel, ezért a tovabbiakban érdemesnek tartjuk az egér immunglobulin
hatasanak felmérését, a hatdsmechanizmus tisztazadsa végett. Habar, az IVIG
koztudottan modositja a komplement aktivitast: a magas dézisu IVIG mind in vitro,
mind in vivo megkdti a folyadék fazisa C3a-t és C5a-t [**°), illetve verseng az jjonnan
keletkezd C3b-ért [**°]. A C3 tehat felelds a szoveti karosodasért, mely csokkenthet
IVIG kezeléssel. A fent emlitettek szerint, tanulmanyunkban az alkalmazott hosszu tava
IVIG kezelés hatasara a C3 pozitivitas foként a bérben csokkent, ami azt sugallja, hogy
az MRL/lpr egértorzsben a komplement rendszer eltérd szereppel bir a bor és a vese
manifesztaciokban. Mindezek alapjan megallapithatd, hogy egér modelliinkdn a human
IVIG kezelés nem befolyasolta a mért autoantitest szinteket, az IVIG kezelés bodrre
kifejtett jotékony hatasa pedig a komplement megkotése révén johetett 1étre. Adataink
azt demonstraljak, hogy egérmodelliinkén a glicinnel stablizalt IVIG kezelés
szignifikansan enyhitette a kutan lupus megjelenését anélkiil, hogy rontotta volna a

lupus nefritiszt a magas ddzisu, hosszu tavu terapia soran.

Kisérleteink soran a vizsgalt nefrologiai kezelésekrdl sikeriilt kimutatnunk, hogy
hasznalatuk soran nem jelentkezik potencialis mellékhatds, mely a kezelések klinikai
alkalmazasanak akadalyat jelenthetné. Kisérleteink segitségével igazoltuk, hogy az RNS
interferencia terapias alkalmazasa a vesében nem jar szignifikans interferon valasszal,
illetve lupus nephritis kezelésében az 10 tipusi (nem cukorral stablilizalt) IVIG
készitmények alkalmazdsa nem okoz hidropikus degeneraciot ¢és heveny
veseelégtelenséget. A jovoben munkacsoportunk szeretné mélyebben is vizsgalni az
IVIG hatasait dontéen a betegség megjelenése utan, egerkbdl szarmazo IVIG hasznalata

révén.

84



DOI:10.14753/SE.2012.1706

7. AZ ERTEKEZES UJ EREDMENYEL KOVETKEZTETESEK
Kisérleteink eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy egérmodelljeinken a
szervezetet karosito mellékhatasok fellépésével nem kell szamolnunk sem az siRNS-ek

hidrodinamikus bevitele, sem az IVIG intravénas kezelése soran.

1. Az alacsony volumenii hidrodinamikus tton, in vivo beadott rovid dsRNS-
ek nem aktivaljak az interferon valaszt.

A mai legmodernebb terapias eszk6z a génterapia, azon beliil is az RNS interferencia,
melyet leggyakrabban rovid interferdldé RNS-ek alkalmazasaval ériink el. Az igéretes
terapias lehetdségek mellett, a mellékhatasok, mint példaul az interferon (IFN) valasz,
az immunrendszer aktivalodasa, illetve a szervi kdrosodds még mindig nem teljesen
ismert. Kisérletiinkben azt talaltuk, hogy a szisztémas, rovid interferald RNS kezelést
kovetéen nem alakul ki in vivo az immunrendszer aktivacidja. RT-PCR vizsgalataink
Kimutattak, hogy az siRNS kezelés nem aktivalja a Jak/STAT utvonalat. Szdvettani
vizsgalataink alatamasztottak az expresszidos mintazatot: célszervi karosodast egyik,
altalunk vizsgalt szervben (vese, m4j és 1ép) sem lattunk.

2. A STATI, és az OAS1 gének expresszidja és a TNFo, IL-6, I1L-12p40, és az
IFNP citokinek vér-szintje nem fokozodik az siRNS-ek szisztémas beadasa
utan.

Az AVHDI utan megmértiik a STAT1 és OAS1 gének expresszidjat, a plazma citokin
koncentracioit és nem lattunk szignifikdns expressziobeli emelkedést egyik siRNS
kezelés hatasara sem. A gyulladasos citkinek plazma szintjei €s a szervi karosodas nem
volt jelen az AVHDI utan, fliggetleniil att6l, hogy a beadott folyadék tartalmazott-e
SIRNS-t vagy sem.

3. Az alacsony volumenii hidrodinamikus injektilaisnak vannak nem
specifikus mellékhatasai, ezek azonban lényegesen enyhébbek a magas
volumenii kezeléssel szemben.

Az AVHDI kismértékli alanin aminotranszferdz (ALAT) emelkedést, valamint enyhe
hepatocyta karosodast okozott, mig a MVHDI joval magasabb ALAT szintekkel és
kifejezett hepatocyta nekrdzissal jart. Mindezek mellett azt lattuk, hogy maga a
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hidrodinamikus injektalas kivaltott kisfokit STAT1 és OAS1 génexpresszid fokozdodast.
Tehat az AVHDI enyhe szervi karosodést és IFN valasz génexpresszié emelkedést

okozhat.

Az intravénas immunglobulin (IVIG) szdmos elényds tulajdonsaggal rendelkezik az
autoimmun betegségek kezelésében. Immunmodulald és komplement gatld hatasa révén
az IVIG-et kordbban mar kiprobaltdk szisztémas lupus erythematodesben (SLE),
azonban az IVIG-et stabilizald6 cukorkomponensek jelenléte miatt kialakult ozmotikus
tubuluskarosodas miatt a lupus nephritis progressziojat figyelték meg néhany betegben,
igy az IVIG kezelést betiltottdk. A napjainkban mar rendelkezésre allo, nem cukorral
stabilizalt IVIG elérhetésége felvetette az SLE IVIG kezelésének Ujraértelmezését.
Kisérletiinkben a magas dozist, hosszl tavu, glicinnel stabilizalt IVIG kezelés hatasait
mértiik fel huméan SLE egér modelljén.

1. A magas dozisu, hosszutavu, glicinnel stabilizalt IVIG kezelés enyhitette az
MRL/Ipr egerek bor lupusat.

MRL/Ipr egereket heti egy alkalommal kezeltiink glicinnel stabilizalt IVIG-gel vagy
fiziologias sooldattal (0,2 ml/10 g) 6 hetes és 5 honapos kor kozott. Az allatok
le6lésekor (tehat mar makroszkoposan is) azt talaltuk, hogy az IVIG enyhitette a lupus
IVIG-el és fiziologias sooldattal kezelt allatok kdzott.

2. Az IVIG Kkezelés hatasara nem lattunk valtozast a vese érintettség tekintetében

A részletes szovettani vizsgélatok €és a komplement-3 immunhisztokémiai festés
alatdmasztotta a borbetegség szignifians enyhiilését IVIG kezelés utan. A kezelés soran
a vesetiinetek nem enyhiiltek.

3. A gicinnel stabilizalt IVIG nem rendelkezik in vivo vese toxicitassal

A glicinnel stabilizalt IVIG kezelés soran a vese szdvettani vizsgalata soran nem lattuk
az 5%e-os szahardzzal, illetve 10%-o0s maltoézzal (IVIG stabilizaldsara hasznalt cukrok,
alkalmazott koncentracioban) kivaltott tipusos un. ozmotikus nefrozist.

Adataink igazoljék, hogy az IVIG enyhitette a kutan lupust anélkiil, hogy a vesében

barmilyen mellékhatast okozott volna. Az SLE szervspecifikus megjelenésének
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mélyebb megértése nagyban elélenditené a személyre szabott €¢s a hagyoméanyosnal

joval hatékonyabb kezelést.
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8. OSSZEFOGLALAS

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a vesebetegségek kezelése még napjainkban
is komoly problémat allit a klinikus elé. Egy modern, vesebetegségek esetében is
hasznalhato terapids eszkozt vizsgaltunk, ez az RNS interferencia. Az RNSi egy
géncsendesitési modszer, alkalmazasanak korlatja a bevitel mddja, illetve a lehetséges
mellékhatasok. Eredményeink azt igazoljak, hogy az SiRNS in vivo nem indukal
interferon vélaszt egerekben. Habar a testtomeg 10%-anak megfeleld térfogattal torténd
hidrodinamikus kezelés esetén figyelembe Kkell venni a salyos majkarosodas
lehetdségét, mely onmaga megvaltoztathatja bizonyos gének expresszidjat, addig az
alacsony térfogatot hasznalé modszer csak atmeneti szovetkarosodast okoz kisfoku IFN
valasszal kisérve. Tehat a beviteli modszer altal okozott mellékhatdsokat szintén
érdemes figyelembe venni az siRNS mellékhatasai mellett.
Az T1jabb terapias lehetdségek mellett a korabban mar alkalmazott intravévas
immunglobulin  kezelés, mint immunmodulalé terapia ismételten a figyelem
kozéppontjaba keriilt. Kisérletiinkben a glicinnel stabilizalt IVIG kezelés utin a
bortiinetek enyhiilését irtuk le, mialatt a vesetiinetek nem mutattak valtozast a kezelés
hatasara. Ez utobbi hatterében a kutan lupus és a lupus nefritisz eltéré patoechanizmusa
feltételezhetd. A két szervi érintettségben a komplement rendszer kiillonb6z6 szerepe
magyarazhatja az altalunk megfigyelt, IVIG kezelés utani terapias valaszt. Tehat, az
SLE patomechanizmusa véleményiink szerint nem annyira egységes, mint azt korabban
feltételezték. A glicinnel stabilizalt IVIG eldnyos betegség modosité hatasa 1j
lehetdségeket nyithat meg az SLE klinikai kezelésében.
A fentiek tudatadban megallapithatjuk, hogy mind az intravénas immunglobulin, mind az

RNS interferencia hasznos ¢és hatékony modja lehet a vesebetegségek kezelésének.
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9. SUMMARY

Summarized, we claim that treatment of renal diseases is still a hard task for
clinicians. We examined a modern way of therapy for renal diseases; RNA interference.
RNAI is a gene silencing method, the human use of which is hindered by the lack of
proper delivery methods, and the knowlegde on side effects. According to our results,
we can declare that siRNAs did not induce interferon response in mice in vivo.
Although, in the case of hydrodynamic injection with a volume of 10% of body weight,
we have to take into account the possibility of liver injury, which itself might alter the
expression level of certain genes, while in the case of low volume hydrodynamic
injection organ damage is mild and transient, and is associated with mild interferon
response. As a conclusion, we should pay attention not only to the possible side effects
of siRNAs, but also to the side effects caused by the delivery method.
Beside the new therapeutic possibilities, old ones can have new indications, such as the
intravenous immune globulin, as immune regulating agent. In our experiment we
observed that skin but not renal disease was attenuated by glicine stabilized IVIG
therapy. We hypothesize different pathomechanisms of cutanous lupus and lupus
nephritis. The two different organ manifestations could be associated with the different
roles of the complement system in these target organs. This theory explains the
therapeutic response after IVIG treatment. Thus, we hypothesize that the
pathomechanism of SLE is not as uniform as it has been thought previously. The
beneficial effect of glicine stabilized IVIG on SLE might open new doors for the
therapy of this disease. Summarized, we can claim that both intravenous
immunglobulin, both RNA interference might provide useful and effective therapeutic

tools for renal diseases.
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Koszonetemet fejezem ki témavezetdmnek, Dr. Hamar Péternek az egyiitt toltott évek
alatt nyujtott segitségéért, tdmogatasaért, és a sok kritikaért, melyekkel tumodanyos
tanulmanyaimat fejlesztette.

Ko6sz6nom programvezetomnek, Prof. Dr. Rosivall Laszlonak az alland6 figyelmességét
¢s a segitOkészségét.

Halaval tartozom mindazon tudomanyos didkkori, illetve PhD halgatonak, és
asszisztensnek, akik egylittmiikddésével sok eredményiink sziiletett meg sikeresen,
kiemelten God6 Marianak az ELISA vizsgaaltok elvégzésésért.

Koszonettel tartozom Edesanyamnak, aki mindvégig hangstlyozta tudomanyos
fejlédésem fontossagat, még akkor is, amikor én ezt nem igy gondoltam.

Végiil, de nem utols6 sorban lovamnak, Lancelotnak szeretném kifejezni végtelen

halamat, aki folyamatosan biztositotta szamomra a lelki és testi egyensulyt.
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