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Bevezetés

A genomban talalhatd gének 1%-at micro RNS-ek (miRNS) alkotjak. Az
elészor 1993-ban azonositott miRNS-ek rovidek: 18-25 nukleotid hosszliak és
az RNS interferencia indukalasaval fontos szerepet jatszanak a poszt-
transzkripcionalis  génexpresszid szabdlyozasban. A nem kodold, de
funkcionalisan aktiv RNS-ek nagy szdma tdmogatja azt a hipotézist, miszerint a
MIRNS-szabalyozds haldzat formdjaban valosul meg. A mMIRNS-ek poszt-
transzkripcionalis szintli, génexpresszid szabalyoz6 szerepének megismerése
jelentdsen megvaltoztatta a gének szabalyozasardl alkotott nézeteinket.

Egyetlen miRNS hatassal lehet szamos gén expresszidjara, ezaltal
betegség-specifikus utvonalak és jelatviteli kaszkadok szabalyozasaval egy
teljes patoldgiai folyamatot befolyasolhat. Ez az egyedi mikddés teszi ezeket a
kis molekuldkat rendkiviili fontossd. Szdmos miRNS funkciondlis vizsgélata
mar folyamatban van ¢és tanulmanyozzak a mMIRNS-ek expresszidjanak
befolyasolasat is kiilonféle koros allapotokban. A miRNS gépezetébe vald
beavatkozas jelenlegi kisérleti stratégidi rovid, elére meghatarozott nukleinsav
szekvencidval rendelkezd oligonukleotidok célsejtekbe torténd transzfektaldsan
alapulnak. A leghatékonyabb miRNS gatlok, mint példaul az antiszensz
oligonukleotidok (ASO) az érett miRNS-re hatnak. A kémiai modositasok (pld.
zart nukleinsavak, LNA) révén javithato az ASO-k stabilitisa a nukleazok
vivo alkalmazasuk soran.

A miRNS-ek szerepét intenziven vizsgaljak szamos koros allapotban. Az
akut vesekarosodas (AVK) a klinikai nefroldgia gyakori panasza és fontos
tarsadalmi-gazdasagi jelent6séggel bir. Leggyakoribb etiologidja a prerenalis
eredetli ischemia-reperfiizios (I/R) vesekarosodas, amely példaul keringési sokk
vagy szivmiitét kovetkeztében is felléphet. Az I/R kéarosodas gyakori velejaroja
a transzplantacionak is, igy elkeriilhetetlen jelenség a veseatiiltetés soran.
Tovabba, az AVK-t egyre gyakrabban tekintik a kronikus vesebetegség egyik
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okozati tényezOjének. Jelenleg nem all rendelkezésre AVK-ra célzott ¢és
specifikus kezelés. Annak ellenére, hogy tobb kutatas is vizsgalta, a miRNS-ek
szerepe I/R indukalta AVK-ban még nem tisztizott. Néhany miRNS-t a
kiilonb6z6 koérélettani folyamatokban valo részvételikk mellett, mint az AVK
lehetséges biomarkerét is tanulmanyoztak. A betegség-specifikus mMIRNS
valtozasok felderitése 0j diagnosztikus eszkozoket és terapias célpontokat

hatarozhatnak meg az AVK kezelésében.



Célkitlzés
A disszertacid célja a miRNS-ek vese ischemia-reperfizios karosodasban
betoltott szerepének tanulmanyozéasa. Kovetkezésképpen a kovetkezd
részcélokat tiiztiik ki (1. Abra):
1. Felbecsiilni az irodalmi adatok alapjan, hogy mely miRNS-ek
valtozasa varhato vese ischemia-reperfuzios karosodasban;
2. Azonositani és  validalni a  kivalsztott —miRNS-eket akut
vesekarosodasban (AVK);
3. Elemezni a validalt miRNS-ek szerepét:
a. idokinetikai analizissel, annak vizsgalatara, hogy a miRNS-ek az
AVK melyik fazisaban valtoznak;

b. miRNS alapu terapia hatékonysaganak vizsgalataval.

miRNS-ek

vese- In vitro
LS (target validalas)
miRNS-ek azonositasa és A miRNS-ek
kisérleti validalasa funkcionalis
vese I/R karosodasban vizsgdlata ]
In vivo
(idSkinetika,
miRNS-ek I/R terapia)

karosodasban

1. Abra. Célkitlizések és munka-terv.

A miR-17-es csalad azonositasa egér vese I/R karosodasban és néhany
miRNS idOkinetikdjanak vizsgalata, melyet a Semmelweis Egyetemen
végeztiink, egy oOnallo cikk témajat képezte (tovabba: miR-17 vizsgdlat).
A miR-24 ischemias AVK-ban betdltott szerepének tanulmanyozasa, amely
soran target validalas és egy miR-24 alapu terapias eszkdz in vivo vizsgalata
tortént a Hannoveri Orvosi Egyetemen egy masik tudomanyos cikkben keriilt
bemutatasra (tovabba: miR-24 vizsgdalat).

3



Modszerek

Ischemia-reperfiizios vesekdrosodds

Az akut vesekarosodast ischemia-reperfuzios (I/R) karosodassal
indukaltuk C57BL/6 egerekben. Anesztézia utan kipreparaltuk €s elszoritottuk a
bal vese-ereket. A sham operalt kontroll egerecknél is hasonldan jartunk el, a
vese-erek elszoritdsa nélkiil. A reperfuziés id0 hossza 1 és 7 nap kozott

valtozott. A tulélési analizisnél bilateralis vese I/R karosodast idéztiink elo.

LNA-mddositott miRNS oligonukleotid terdpia

Az egereket 24 oraval a beavatkozas el6tt, intraperitonealisan (i.p.), zart
nukleinsav-modositott, miR-24-et (LNA-24), vagy kontroll (Caenorhabditis
clegansban kifejez6dé miRNS-t) (LNA-CTR) célzo oligonukleotidokkal
kezeltiik, 10 mg/testtomeg-kg-os dozissal.

EX Vivo sejt tisztitas/szortirozds

Az I/R Kkéarosodas altal eldidézett renalis miR-24 indukcid sejtszintii
eredetét fluoreszcencia-aktivalt sejt szortirozassal (FACS) vizsgaltuk, specifikus
antitestek  hasznalataval: anti-CD31 antitestet endothel sejtek, Lotus
tetragonolobus agglutinint (LTA) proximalis epithel sejtek ¢és anti-Timl
antitestet sériilt proximalis epithel sejtek kivalasztasahoz. A Pdgfr-beta+
pericitdkat magneses gyongyokon alapuld MACS modszerrel szeparaltuk a

veséekbol.

Plazma urea és Ngal ELISA

A vesefunkcidt vér urea nitrogen (BUN) retencidjaval hataroztuk meg. A
BUN érték kiszamolasahoz a mért urea értékeket 2,14-gyel osztottuk.

A vese tubularis epithelsejt karosodasanak érzékeny markerét, a neutrofil
zselatinaz asszocialt lipokalin (NGAL) szinteket ELISA moddszerrel mértiik. Az
NGAL koncentraciokat négyparaméteres logisztikus gorbeillesztéssel szamoltuk

ki.



Szovettan és immunohisztokémia

A vese szOvetmintakat pufferolt formaldehiddel fixaltuk, majd dehidralés
utan paraffinba 4gyaztuk (FFPE) szOvettani és immunhisztokémiai
feldolgozashoz. Az FFPE vesékb6l 70 mintds szoveti microarray (TMA)
blokkokat készitettiink. A renalis tubularis nekrdzist és regeneracidt perjédsav
Schiff (PAS) festett TMA metszeteken értékeltiik. A rendlis tubuléris sejt-
karosodast NGAL immunfestéssel is vizsgaltuk. A gyulladasos sejtek
anti-CD45-6t  fehérvérsejtek, anti-Ly-6G/Gr-1-et neutrofilek, anti-CD4-et
T segité (helper) limfocitak azonositasara. A kiils6 medullaban a kapillaris
ritkulast anti-CD31 antitest segitségével vizsgaltuk. Fluoreszcens, in situ
sejthalal detekcids kitet hasznaltunk a terminalis deoxinukleotidil transzferaz

medialta deoxiuridin nick end labeling (TUNEL) vizsgélatdhoz.

Sejtkulturas kisérletek

Az in vitro vizsgalatokhoz immortalizalt human vese proximalis tubularis
epithel (HK-2) sejteket hasznaltunk. A tranziens liposzomas miRNS
transzfekciot specifikus és kontroll miRNS-sel, illetve Lipofectamine 2000
reagensekkel végeztik. A sebgyogyuladst az egyrétegli sejt-monoréteg
megkarcolasa utan 0, 8 és 24 orakor készitett felvételeken, a sejtmentes ovezet

méretének meghatarozasaval vizsgaltuk.

RNS preparalas

A teljes RNS-t a vese fels6 egyharmadabol, TRI-Reagenssel nyertiik ki.
abszorpcios értékek ardnyaval ellendriztiik. Az RNS mintdk integritasat agar6z
gélelektroforézisen, a 28S és 18S riboszomalis RNS frakciok aranyaval

vizsgaltuk.



A microRNS profil multiplex analizise

Az i1zolalt RNS-t eldszor poliadenilaltuk, biotinilaltuk majd inkubaltuk a
specidlis gyongykeverékkel, mely 46 kiilonb6z0 microRNS felismerését teszi
lehetévé. Végill a miRNS expressziokat a Luminex® 200™ késziilékkel
hataroztuk meg. Az Osszes mintdt duplikdtumban mértiik. A Szamitasokat a
median fluoreszcencia intenzitds (MFI) hattér levonéasa utana végeztiik el, ezért

a nagyon alacsony MFI-vel rendelkezé miRNS-eket kizartuk az elemzésbol.

MicroRNS- és gén-expresszio analizis veseszovetbol

A microRNS expresszidot TagMan probakkal és kvantitativ real-time PCR-
rel (qQPCR) mértik. A gének mRNS szintjét a dupla szali DNS (dsDNS)-
specifikus festésén (SYBR Green) alapuld qPCR-rel végeztiik. Az dsszes mintat
duplikdtumban mertiik €s az expresszios €rtekeket relativ kvantifikacios (AACQq)
modszerrel szamoltuk ki. A gqPCR hatékonysagat standard gorbékkel

ellendriztiik. A gén-array analizis Affymetrix GeneChip-pel tortént.

MicroRNS targetek predikcidja

MicroRNS adatbazisokat és in silico target-predikcios eszkdzoket
hasznaltunk a lehetséges microRNS targetek azonositdsdhoz. A tobb mint két
adatbazis altal prediktalt és a 3’UTR régioban miR-24-8mer mag (seed)

egyezéseket tartalmazo targeteket vettiik csak figyelembe.

Statisztikai analizis

A folytonos valtozokat parositatlan T-probaval vagy egyszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztilk. Tobbszoros 0sszehasonlitashoz
Dunnett-probat  (kontroll csoporthoz) vagy Tukey-probat (paronként)
hasznaltunk. A linedris korrelaciot Pearson-féle korrelacios egyiitthatoval
vizsgaltuk. A nullhipotézist akkor vettettiik el, ha a kétoldalu p-érték elérte a
statisztikai szignifikanciaszintet (*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001).



Eredmények
mMiR-17 vizsgalat
Letalis vese ischemia-reperfuzios karosodas markerei

Letalis, 30 perc ischemia utan egy nappal a kiilsé veseveld (medulla)
kiilsé savjaban sulyos, a vesekéregben (kortex) viszont mar enyhébb szovettani
sériiléseket azonositottunk. Az NGAL (vese tubulus-kirosodds marker)
immunhisztologiai analizise ischemia-reperfizi6 utdn erés NGAL specifikus
tubularis festddést mutatott a kiils6 savban és kisebb mértékiit a kéregben. Az
NGAL vese expresszidja (mRNS) és plazmaszintje, illetve a vér urea nitrogén

(BUN) szintje nagyobb volt a sham-kontroll szintjeihez képest.

Subletdlis vese ischemia-reperfuzios karosodas markerek idokinetikdja

Egy nappal 20 perc ischemia utan megemelkedett az 6sszes vesekarosodas
marker szintje. Ezt kovetden a tubularis regeneracid lathatova valt a szovettani
metszeteken és csokkeni kezdtek a vesekarosodas markerek szintjei. A negyedik
reperflizios napon az 6sszes vesekarosodas marker szintje kontroll kozeli szintre

siillyedt.

A vese-mikroRNS expresszio valtozdsa és a miR-17-5p, illetve a miR-21
expresszio idokinetikdja vese ischemia-reperfiuzio utdn

Ot (miR-21, miR-17-5p, miR-106a, let-7c and miR-99a) miRNS-nek volt
szignifikansan kiilonb6zé expresszidja a sham-kontroll csoporthoz képest
(2. Abra). Azonban 30%-kal nagyobb valtozast csak a miR-21, miR-17-5p és a
miR-106a expresszids-szintjeiben mértiink I/R karosodast kdvetden. Subletalis
ischemia utdn a mMIR-17-5p szintje mar az els6é naptdl szignifikansan
megemelkedett és magas maradt a harmadik napig. Ugyanakkor a miR-21
szintje csak a harmadik napra emelkedett meg, de magas maradt a negyedik
napon is, amikor a miR-17-5p szintje mar nem kiilonb6zott szignifikdnsan a

sham-kontrollhoz képest.
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2 Abra. A miRNS expresszios profil vese ischemia-reperfiiziés kdrosoddsban,
Luminex multiplex modszerrel mérve (a sham-kontroll csoporthoz viszonyitott

valtozas mertéke (fold change) 30 perc ischemia és 24 ora reperfuzio utan).

Korreldcio a miR-17-5p és miR-21 kozott

A miR-17-5p és miR-21 expresszios szintjei szignifikansan korrelaltak az
Osszes vizsgalt csoportban és reperfiizios idépontban. Ugyanakkor a regresszios
egyenesek dolésszoge szignifikansan kiillonbozott a csoportok kozott, a

reperflzios idével egyre inkabb meredekebbé valva.



mMiR-24 vizsgadlat
miR-24 vese ischemia-reperfiizios kdrosoddsban

Magas miR-24 szintet mértiink az ischemia utan egy és hét nappal, a
kontralateralis veséhez képest. Az ischemia-reperfliziot kovetd sejtosztalyozas
(sorting)-analizis a tubularis epithel sejtekben és endothelsejtekben mutatott ki
emelkedett miR-24 szintet 1 nap reperfuzid utan. Hét nap reperfuzié utan mar
csak a sériilt tubularis epithel sejtekben mértiink magas miR-24 szintet. A
pericitakban enyhe, nem szignifkdns miR-24 expresszio csokkenest észleltiink.
A hosszii hideg ischemias idejii transzplantalt vesebiopsziakban a miR-24

szintje szintén magasabb volt.

A MiR-24 funkcionadlis szerepe tubuldris epithelsejtekben

A miR-24 eléalakjanak transzfekcioja mar sejtkarosito tényezo hianyaban
is novelte a TUNEL festéssel vizsgalt apoptozis mérteket. A sebgyogyulas-
karcoléas vizsgalatok pedig kimutattak, hogy a tubularis epithelsejtek migracios

képessége csokken a miR-24 szintek emelkedésével.

A miR-24 targetjei, in vitro

Proximalis tubularis epithelsejtek miR-24 transzfekciojat kovetéen a
globalis hirvivé RNS (messenger RNS, mRNS) vizsgalat 1822 alul-kifejezett
gént mutatott ki a negativ kontroll oligonukleotiddal transzfektalt sejtekhez
képest. A tovabbi vizsgalatainkban a szfingozin-1-foszfat receptor 1-et (SIPR1),
H2A hiszton csalad, X tagot (H2A.X) és a hemoxigenaz-1-et (HO-1)

tanulmanyoztuk.

Vesekdrosodds markerek és endothel aktiviacio MiR-24 csendesitést koveté
vese ischemia-reperfiizios kdrosoddasban

Vese ischemia-reperfuzid utan a zart nukleinsav (locked nucleic acid,
LNA) modositott, miR-24-et célzd anti-miRNS oligonukleotid kezelés javitotta
a taléleést, csokkentette a vesekdrosodds markerek (NGAL ¢és KIMI) gén-

expressziojat €s enyhitette a vesefunkcido paraméterek emelkedését (szérum-
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kreatinin és -urea). Egy nappal az ischemia-reperfizidos karosodas utan
szignifikansan enyhébb volt az epithelsejt sériilés és a kapillaris ritkulas miR-24

csendesitést kovetkeztében.

Vese morfologia, immunsejt infiltracio és az apoptozis mértéke miR-24
csendesités utdn vese ischemia-reperfuzios karosoddasban

A miR-24 csendesités javitotta a vesemorfologiat 1 nappal az ischemia-
reperfizios karosodas utan. A fehérvérsejt-, makrofag-, T-sejt- és neutrophil-
infiltracid szignifkansan alcsonyabb volt a miR-24 elleni LNA kezelés utan az
Osszes vizsgalt reperfuzios idopontban. A tubularis sejtek apoptozisa is kisebb

mértékil volt 1 nap reperfiizié utan a miR-24 csendesitést kovetkeztében.

A miR-24 target-szabdlyozdsa vese ischemia-reperfiizioban, in vivo

Az ischemia-reperfuzié karosodott vesékben a HO-1 szintje
szignifikansan magasabb volt a kiils§ savban a miR-24 elleni LNA kezelést
kovetden a kontroll LNA-val kezelt allatokhoz képest. A H2A.X szintje enyhén
fokozodott, bar statisztikai szignifikancia nélkiil. In vivo, az S1PR1-et nem

szabalyozta a miR-24-et csendesitd kezelés.

A mMIR-24 szerepe az akut vesekdrosodds indukdlta kronikus vesebetegség
kialakuldsaban
A vese fibrozis és a fibrotikus gének vese-expresszidja jelentdsen

csokkent 7 nap reperfuzio utan, a miR-24 csendesités hatasara (Abra 3).

3728
% *%

Fibrosis (%)

Abra 3. Vese fibrozis vizsgdlata (Sirius-voros festéssel) ischemia-reperfiizio
indukalta vesekarosodasban kontroll és miR-24 elleni LNA kezeles hatasara a 7.

reperfiizios napon.
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Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan a miR-17-5p, miR-106a, miR-21 és miR-24 részt
vesznek  az iIschemia-reperflizi6  indukalta  akut  vesekarosodas
patomechanizmusaban.

A miR-17 vizsgalat Kimutatta, hogy az akut veseckarosodas fenntarto
fazisaban fokozodik a miR-17-5p expresszi6. A miR-21 szintje csak ezt
kovetden emelkedik, viszont a gydgyulési fazisban is magas marad. A miR-17-
5p ¢és a miR-21 expressziok korreldltak egymassal, viszont a két miRNS
kapcsolatanak feltarasahoz tovabbi kutatasra van sziikség. Tovabba a miRNS
expresszio-fokozodasok idozitése arra utalhat, hogy a miR-17 és miR-21
terapias celpont lehet az akut vesekarosodas kezelésében.

A miR-24 vizsgalatbol kovetkezik, hogy a miR-24 az epithel- és endothel-
sejtek apoptdzisanak szabalyozasaval befolyasolja az ischemia-reperfuzios
vesekarosodas folyamatait. A miR-24 pro-apoptikus hatasat az anti-apoptotikus
HO-1 és a H2A.X gatlasaval éri el. A miR-24 csendesitése in vivo csokkenti az
apoptotikus valaszt. A kisebb meértékii epithelidlis €s endothelialis apoptdzis
csokkenti a tubularis karosodast és javitja a kapillaris denzitast. A tubulo-
intersticialis fibrozis mérsékelése pedig fékezi az akut vesekarosodas kronikus
vesebetegséghez vezetd progressziojat. Tanulmanyunk el6szor mutatta ki, hogy
a MIRNS-ek farmakoldgiai gatlasa eredményes terapias lehet6ség lehet ennek az
¢letet-veszélyzetetd betegség kezelésében. Tovabba, a miR-24 a hossza hideg
ischemia ideji transzplantalt betegek veséiben is fokozodott, ezért a human vese
ischemia-reperfizios karosodasban is szerepe lehet. Vizsgalatunk ravilagit arra,
hogy a miR-24 szabalyozasa az els6 klinikailag alkalmazhato célzott terapiaja

lehet az akut vesekarosodasban szenved6 betegeknek.
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Dr. Rosivall Laszl6 Professzor Ur-nak, az Elméleti Orvostudoméanyok Doktori Iskola
vezetdjének a lehetdséget és a bizalmat a PhD tanulmanyaimhoz. Dr. Szénasi Gabor-nak a
nélkiilozhetetlen tanacsokat és hogy megosztotta velem gazdag kutatdsi tapasztalatait;
Godé Maria-nak, Révész Csaba-nak, Cser Agnes-nek, Dr. Szalay Csaba-nak,
Dr. Racz Zsuzsanna-nak és Bodor Csaba-nak a szamos metodika megtanulasaban és
kivitelezésében nytjtott segitséget; Dr. Kokény Gabor-nak az értékes javaslatait, amelyekkel
az értekezésemet tokéletesithettem;

Kiilon koszonettel tartozom Dr. Thomas Thum Professzor Ur-nak,
Dr. Johan Lorenzen-nek, Dr. Batkai Sandor-nak ¢s a Molekularis és Transzlacios Terapias
Stratégidk Intézet (Hannoveri Orvosi Egyetem, Németorszadg) Osszes munkatarsanak, hogy
befogadtak és tdimogattak a KAAD 6sztondijam soran, és hogy veliik dolgozva részt vehettem
¢és tanulhattam az ott foly6 innovativ kutatasokbol.

Szeretném megkdszonni korabbi témavezetdimnek Dr. loana Berindan Neagoe-nak
¢és Dr. Maria Dronca-nak (luliu Hatieganu Orvosi és Gyogyszerészeti Egyetem, Romania),
hogy bevezettek az orvos-bioldgiai kutatasokba, és hogy tamogattak jelentkezésem a PhD
képzésre.

Sok koszonet a ReNaissance Tanulmanyi Haz kozosségének (és Kiss Ulrich SJ
atyanak) hogy a “masodik csaladom” volt a budapesti PhD tanulmanyaim soran.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonom sziileimnek, névéremnek és nagysziileimnek
a bizalmat, a batoritast és a feltételek nélkiili timogatast a szakmai képzéseim soran.

Az értekezés kutatasainak finanszirozasat biztositotta: az E.A. Nemzeti Egészségiigyi
Intézetének (NIH) #R03 TW07069 szamu kutatd palyazata (Fogarty Nemzetk6zi Kozpont és
a Nemzeti Diabetes, Emésztorendszeri- ¢és Vese-betegségek Intézete); az Orszagos
Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok (OTKA) K81972, NF69278 szaml pdlyazatai; az
Egészségligyl Tudomanyos Tanacs 011-07/2009 palyazata; a T.T. és J.L. altal megnyert Else-
Kroner-Fresenius Alapitvany palyazatai. Koszonet a Hannoveri Orvosi Egyetem Sejt-
osztalyozo Core Facility kozremiikddéséért, melyet Braukmann-Wittenberg-Herz-Alapitvany
¢és a Német Kutatasi Alapitvany tamogat. A németorszagi kutatasaimat a Katolikus Akadémiai

Csereszolgalat (KAAD) 6sztondija tette lehetove.
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