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Bevezetés

Az akut veseelégtelnség gyakori eléforduldsa és magas letalitdsa miatt fontos klinikai
probléma. Tovabba akut veseelégtelenség kronikus veseelégtelenséghez is vezethet, melynek
kezelése a mai napig nem megoldott. Jelen tanulmanyban nefrologiaban potencialisan
alkalmazhat6 kezelések mellékhatasait vizsgaltuk egérmodelleken.

Az RNS interferencia (RNSi) egy 0Osi géncsendesitési modszer, mely megvédi a
genomot a virusfertdzésektdl és az inzertalddd elemektdl. Az RNSi alapmolekuldja a kettds
szala (ds) rovid interferald (si) RNS. A virusok replikacidja soran is gyakran keletkeznek
dsRNS-ek ['], melyek intracitoplazmatikus jelenléte az interferon (IFN) valasz aktivalasahoz
vezet. Az siRNS kisérletek els6 éveiben azt gondoltak, hogy az siRNS-ek tul rovidek ahhoz,
hogy interferon valaszt indukaljanak. Sledz és munkatarsai felfedezték, hogy az SIRNS-ek
interferon valaszt aktivaltak in vitro [?]. Kisérletiinkben az RNSi in vivo toxicitasat vizsgaltuk
a szervezet valaszreakcidinak gén (génexpresszio), sejt (enzim, illetve citokin értékek), illetve
szovet (szOvettan) szinten torténd mérésével.

A dolgozatban bemutatott masik kisérletiinkben a korabban vizsgalt, de mellé¢khatas
miatt elvetett terdpias szert az intravénas immunglobulint (IVIG) alkalmaztunk szisztémas
lupus erythematodesben (SLE-ben). Az SLE az egyik leggyakoribb autoimmun betegség,
lerakodasa és komplement aktivalasa altal jellemzett Ill-as tipusu hiperszenzitivitasi
reakcionak kozponti szerepet tulajdonitanak az SLE patomechanizmuséaban. Jelenleg az SLE
kezelése nem specifikus és toxikus [, igy a mellékhatdsok minimalizdldsa érdekében a
modern SLE terapias lehetdségek sokkal inkdbb az immunvélasz szabalyozasara, mint a
gatlasara iranyulnak. Egy ilyen immunmodulalé tulajdonsaggal bird szer az IVIG, mely
szamos autoimmun betegségben enyhitette a bér manifesztaciot, kozottik a lupusban is [].
Megemlitend6 azonban, hogy az IVIG hasznalata soran korabban nefrotoxicitas jelentkezett
melynek pontos mechanizmusa még ismeretlen. A vese szOvettani vizsgalata az elsédleges
tubulusok vakuolizacidjat, és a tubulus epithel sejtek duzzadasat mutatta, melyet ozmotikus
nefrézisnak avagy hidropikus degeneracionak neveziink [*]. Korabbi kutatisok eredményei
szerint a nefrotoxicitds oka az IVIG készitmények cukor komponense ['], melyet az
immunglobulin G harmadlagos szerkezetének stabilizaldsdhoz hasznalnak. Hipotézisiink
szerint a nefrotoxikus hatds elkeriilhetd, ha nem cukorral stabilizalt IVIG készitményt
alkalmazunk. Kisérletiinkben azt vizsgéltuk, hogy a hosszi tavi, nagy dozisu glicinnel
stabilizalt IVIG terapia rendelkezik-e jotékony hatassal az egerek lupusara, és okoz-e

nefrotoxicitast.



Célkitiizés
A bemutatott elsé kisérletben célunk a napjainkban mind allat, mind humén kisérletekben
egyre gyakrabban alkalmazott RNSi mellékhatasainak feltérképezése volt, mely sordan az
alabbi kérdéseket kivantuk megvalaszolni:
1. A rovid dsRNS-ek aktivaljak-e az interferon valaszt a szervezet szintjén
hidrodinamikus titon, in vivo injektalast kovetéen ?
Vizsgalatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy az irodalmi adatokbol ismert in vitro rovid
dsRNS kezelés esetén leirt interferon valasz megjelenik-e¢ 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 expresszios profilja (RT-PCR) mellett
vizsgaltuk a gyullddos valaszreakcidban leggyakrabban résztvevd citokinek vérszintjét
(ELISA).
3. Okoz-e a magas volumenii hidrodinamikus injektalassal szemben az alacsony
volumenii hidrodinamikus injektalas nem specifukus mellékhatasokat?
A korabbi irodalmi adatoknak megfeleléen a kezelés hatasara leginkabb hastiri parenchimas
szervek (maj, vese és 1ép) karosodasat vartuk, ezért ezen szervek szovettani és szervfunkcios

paramétereit (ALAT, ASAT, BUN) tanulmanyoztunk.

A bemutatott masik kisérletben SLE egérmodelljében hossza tava, magas dozisu glicinnel
stabilizalt IVIG kezelés mellett a kdvetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Hogyan befolyasolja az IVIG kezelés MRL/Ipr egerek lupusat?
Az irodalmi adatokbol ismert, hogy az IVIG kezelés hatdsara a vese -és a bdrelvaltozasok
eltéré valaszreakcidokat mutatnak. Vizsgdlatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy az MRL/Ipr
egértorzsben kialakult lupust, kiilonds tekintettel a bOér —€s veseérintettésgre, hogyan
befolyasolja az altalunk valasztott IVIG kezelés.

2. Kialakul-e szervspecifikus eltérés IVIG kezelés hatasara ?
Osszehasonlitottuk az altalunk alkalmazott 1VIG-el kezelt allatok szdvettani eltéréseit (bér és
vese), vesefunkcios paramétereit és szérum autoantitest szintjeit a fiziologias sdoldattal kezelt
kontroll csoport paramétereivel.

3. Rendelkezik-e a hossza tavi, magas dozisu, glicinnel stabilizalt IVIG kezelés in

Vivo toxicitassal?



Vizsgaltuk a glicinnel stabilizalt IVIG kezelés vesére gyakorolt hatasat a cukorkomponenssel

ill. fiziologias sdoldattal kezelt esetekhez képest (szovettan és vesefunkcios paraméterek).

Anyagok és modszerek

Els6 kisérletiinkben NMRI (naval medical research institute) egereket kezeltiink kétféle nativ
SIRNS-sel, és fiziologias sooldattal alacsony volumenii hidrodinamikus injektalas (AVHDI)
protokollja szerint (50 pg/1 ml). A pozitiv kontrolok 50 pg polyinozin-policitidil savvat
(polyl:C) kaptak. A magas volumenii hidrodinamikus injektalas (MVHDI) irodalomban leirt
majkarositd hatdsdnak modellezésére a testsuly 10 %-anak megfeleld térfogatu fiziologias
sooldatot adtunk be. Hat, illetve 24 draval a kezelés utan ledltiik az allatokat, és ma4j, illetve
vesefunkcios paramétereket (alanin aminotranszferat, aszpartat aminotranszferdz, vér urea
nitrogén), RT-PCR-ral a m4jbol, vesébdl és 1épbdl a STATI és az OAS1 gének expressziodjat,
plazmabdl pedig az interleukin-6 (IL-6), interleukin-12 (IL-12), tumor nekrozis faktor alfa
(TNFa) és interferon béta (IFNP) koncentraciojat mértilk. Ez utébbi mérést 1,5-2-6 és 9

oraval az AVHDI utan végeztiik el.

Eredmények

Az alacsony volumenii hidrodinamikus injektalas (AVHDI) kismértékii emelkedést
okozott a STAT1 és OAS1 gének expresszidjaban, mely nem fokozédott az siRNS-ek
hozzaadasa utan

M4jban, vesében ¢€s a Iépben 6 Oraval a fiziologias sdoldat AVHDI-a utdn minddssze kisfoku
STATI ¢és OAS1 génexpresszid fokozodast figyeltink meg, masrészt, szervtdl, siRNS
szekvenciatol €s idoponttol fliggetlentil sem figyeltiink meg szignifikdns kiilonbséget a

fiziologias sooldattal és az siRNS-sel kezelt allatok expresszids mintazatai kozott.

Az alacsony volumenii hidrodinamikus injektalas nem valtott Ki szignifikans szisztémas
gyulladasos citokin (IFNB, TNFa, IL-6 és 1L.-12) termel6dést

A plazma IFNP szintje 2 6raval a poly I:C beadasa utan emelkedett meg (210,85+164,28
pg/ml), mig a tobbi csoportban a szintje mérhetetleniil alacsony maradt. A TNFa plazma
szintje minddssze masfél oraval és kizardlag a poly I:C kezelés utan volt mérheté, majd
azutan visszatért alapszintjére. Az SIRNS-sel, illetve fiziologias sooldattal kezelt allatok
plazmainak IL-6 szintjei ugyan kiss¢é megemelkedtek a kezelés hatasara, azonban
szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint a pozitiv kontroll csoport mintai. A plazma IL-12

koncentracidja nem emelkedett meg szignifikansan az siRNS kezelés hatdsara, azonban a



pozitiv kontrol allatokban magasabb volt, mint a fiziologias sooldattal kezeltekben (p=4,32E-
08).

A poly I:C szervi karosodassal jaro interferon valaszt valtott ki, azonban az siRNS-ek
alacsony volumenii injektalasa utan nem lattunk szervi funkcio és szovettani karosodast
Az siRNS-sel kezelt egerek veséjében, majaban, és 1épében ép szoveti szerkezetet lattunk

mind a 6, mind a 24 6ras ledlési idopontban.

A magas volumenii hidrodinamikus injektalas (MVVHDI) utian silyos majkarosodas
alakult ki, ellentétben az alacsony volumenii hidrodinamikus injektalassal (AVHDI),
amely utan a szoveti karosodas enyhe és atmeneti volt.

A kezeletlen egerek csoportjdban az ALAT vérplazméaban mért aktivitasa 13,33+0,85 mmol/l
volt. Az ALAT enzimaktitivasa kétszeresére emelkedett meg az AVHDI (1 ml) utan, a
kezeletlen allatokhoz képest, és 24 6ran belill visszatért az alapértékére. Ezzel ellentétben, a
MVHDI (2,5 ml) hatasara sulyos majnekrozis 1épett fel. A majsejtnekrozis kovetkeztében az

ALAT koncentracioja két nagysagrenddel nott.

A magas dozisu IVIG szisztémas adasa enyhitette a bérbetegséget

A fiziologias sooldattal kezelt MRL/Ipr egerekben a ledléskor fekélyesedést, és kiterjedt
szoveti destrukciot figyeltiink meg, mig az IVIG kezelés szembetlinden csokkentette a
le6léskor makroszkoposan latott, bor és fiil érintettséget. A mikroszkopos kiértékelés

eredményeként is a bérmanifesztacio enyhiilését lattuk az IVIG hatasara (1. Tablazat).



IVIG (n=8) Fiziologias séoldat P érték

(n=10)
Makroszkopos
Bor 0,75+0,34 1,3+£0,4 <0,03
Fil 0,2540,12 0,8+0,2 <0,05
Mikroszképos
Dermalis elvaltozasok 0,58+0,47 1,21+0,58 0,001
Bazalis membran megvastagodas 0,41+0,2 0,95+0,54 0,001
Hyper-és/vagy parakeratozis 0,39+0,1 0,66+0,28 0,02
Stratum spinosum kiszélesedése 0,23+0,11 0,61+0,28 0,212 (ns)
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 pontszam 0,34+0,29 0,76+0,56 0,05

1. Tablazat

A vesekarosodast nem modositotta a kezelés, hidropikus degeneracio nem volt jelen

A kezeletlen MRL/Ipr egerekben proliferativ tipusu, hipercellularis lupus nephritis alakul ki,
melynek stlyossaga hasonld volt a fizioldgias sooldattal kezelt kontrol, és az IVIG-gel kezelt
allatokban. A vér urea nitrogénjének koncentraciéja hasonloképpen alakult mindkét
csoportban. A tubulointersticiumban megfigyelt elvaltozasok mindkét csoportban hasonloak
voltak (2,42+0,33 vs 2,22+0,446, p=0,269): a tubularis hamsejtek degeneracioja, elhalasa volt
a legszembetlindbb szoveti elvaltozas. A szahardzzal kezelt pozitiv kontrol allatok veséjében
kialakult ozmotikus nefrézis tipusos szoveti képét egyetlen IVIG, illetve fiziologias sdoldattal

kezelt MRL/Ipr allatban sem figyeltiink meg.

Komplement-3 (C3) lerakédas bérben és vesében
A C3 lerakoddasat a borben az erek endotéljében figyeltiik meg (dontéen az artéridkban). Az
IVIG kezelés hatdsara a C3 lerakodas csokkent a bdrben (p=0,02). Ezzel ellentétben, a
vesében latott C3 pozitivitas hasonld volt az IVIG illetve a fiziologias sooldattal kezelt
csoportban (0,387+0,289 vs 0,384+0,267; p=0,975).

Az IVIG kezelés nem befolyasolta a plazma autoantitest szinteket MRL/Ipr egerekben
Az anti-Sm, anti-DNS és anti-hiszton autoantitestek optikai denzitasa hasonld volt mindkét
kisérleti csoportban. Az anti-nuklearis antitest (ANA) pozitivitas szintén hasonld aranyban

volt megfigyelhet6 az IVIG és fiziologias sooldattal kezelt allatokban. Az ANA mintazata is




hasonlé volt: az esetek tobbségében homogén (IVIG n=6, fiziologias sooldat, n=5), néhany

esetben granularis megjelenésti (IVIG n=3, fizioldgias s6oldat n = 4) mindkét csoportban.

Kovetkeztetések
Kisérleteink eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy egérmodelljeinken a szervezetet karosito
mellékhatasok fellépésével nem kell szamolnunk sem az siRNS-ek hidrodinamikus bevitele,
sem a glicinnel stabilizalt IVIG intravénas alkalmazasa soran.

1. Az alacsony volumenii hidrodinamikus tton, in vivo beadott rovid dsRNS-ek

nem aktivaljak az interferon valaszt.

A mai legmodernebb terapids eszkdz a génterdpia, azon beliil is az RNS interferencia, melyet
leggyakrabban rovid interferald6 RNS-ek alkalmazasaval ériink el. Az igéretes terapids
lehetdségek mellett, a mellékhatasok, mint példaul az interferon (IFN) valasz, az
immunrendszer aktivalddasa, illetve a szervi kdrosodds még mindig nem teljesen ismert.
Kisérletiinkben azt talaltuk, hogy a szisztémas, rovid interferald6 RNS kezelést kdvetden 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 expresszios mintdzatot: célszervi karosodast egyik, altalunk vizsgalt szervben (vese, mé;j és
1ép) sem lattunk.

2. A STATI, és az OASI1 gének expresszidja és a TNFa, IL-6, IL-12p40, és az IFN

citokinek vér-szintje nem fokozodik az siRNS-ek szisztémas beadasa utan.

Az AVHDI hatasara nem talaltunk szignifikans expressziobeli emelkedést sem a STAT1 sem
az OAS1 gének expressziojaban, sem a plazmaban mért citokin koncentraciokban egyik
siRNS kezelés hatdsara sem. A gyulladasos citkinek plazma szintjei €s a szervi karosodas nem
volt jelen az AVHDI utan, fliggetleniil attol, hogy a beadott folyadék tartalmazott-e SIRNS-t
vagy sem.

3. A hidrodinamikus injektalas nem specifikus mellékhatasai volumen fiiggoek.
Az AVHDI kismértékii alanin aminotranszferaz (ALAT) emelkedést, valamint enyhe
hepatocyta karosodast okozott, mig a MVHDI joval magasabb ALAT szintekkel és kifejezett
hepatocyta nekrozissal jart. Mindezek mellett azt lattuk, hogy maga a hidrodinamikus
injektalas kivaltott kisfoka STAT1 és OAS1 génexpresszid fokozodast. is Tehat az AVHDI is

okozhat enyhe szervi karosodast és IFN valasz génexpresszio emelkedést.

Az intravénas immunglobulin (IVIG) szamos eldnyds tulajdonsadggal rendelkezik az

autoimmun betegségek kezelésében. Immunmodulald és komplement gatld hatisa révén az



IVIG-et kordbban mar kiprobaltdk szisztémds lupus erythematodesben (SLE), azonban az
IVIG-et stabilizdld cukorkomponensek jelenléte miatt kialakult ozmotikus tubuluskdrosodas
miatt a lupus nephritis progressziojat figyelték meg néhany betegben, igy az IVIG kezelést
lupusban elvetették. A napjainkban mar rendelkezésre allo, nem cukorral stabilizalt IVIG
elérhetdsége felvetette az SLE IVIG kezelésének ujraértelmezését. Kisérletiinkben a magas
dozisu, hossza tavu, glicinnel stabilizalt IVIG kezelés hatasait mértiikk fel human SLE egér
modelljén.

1. A magas dézisu, hosszitavu, 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 ledlésekor
szovettani kiértékelés sordn szignifikans kiilonbséget lattunk az IVIG-el és fiziologias
sooldattal kezelt allatok kozatt.

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

A részletes szoOvettani vizsgalatok ¢és a komplement-3 immunhisztokémiai festés
alatdmasztotta a borbetegség szignifians enyhiilését IVIG kezelés utan. A kezelés soran a
vesetiinetek nem enyhtiltek.

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

A glicinnel stabilizalt IVIG kezelés soran a vese szOvettani vizsgalata soran nem lattuk az
5%-o0s szahardzzal, illetve 10%-os maltéozzal (IVIG stabilizaldsdra haszndlt cukrok,
alkalmazott koncentracioban) kivaltott tipusos un. ozmotikus nefrézist.

Adataink igazoljak, hogy az IVIG enyhitette a kutdn lupust a veseérintettseg sulyosbitasa
nélkiil. Eredényeink alatdmasztjdk azt a hipotézist, hogy az SLE nem homogén
patomechaniumusu betegség, hanem klinikai szindroma, melyben a vese és a bor érintettség
patomehanizmusa eltérd lehet. Az SLE szervspecifikus megjelenésének mélyebb megértése

nagyban eldlenditen¢ a személyre szabott €s a hagyomanyosnal joval hatékonyabb kezelést.
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