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SZAKMAI BESZAMOLO Dr. Hamar Péter
A vese ischemia reperfizios karosodasanak gatlasa RNS interferencia segitségével.
Elvégzett kisérletek, a palyazati tematikdnak megfelelden:

* Rovid interferald RNS (siRNS) hatékonysaganak novelése

B. Beviteli ut valtoztatasa - Az eddig alkalmazott hidrodinamikus kezelés hatékonysaganak
novelésére a NADPH oxidaz enzim 2-es és 4-es izo-tipusat (Nox-2,4) gatld siRNS-t
lipofectaminnal keverve vagy anélkiil adagoltuk farok véndn vagy direkt vese véndba
injektalva vese ischemia-reperfuzio és endotoxin shock modellben, egéren.

Optimalizéltuk az in-vitro (HUVEC sejtkultura) és in-vivo (egér vese) bevitel mddjat.

In vitro transzfekcid elektroporacioval: optimalis elektroporacié mellett a sejtek 93 %-a
felvette a fluoreszcensen jelolt siRNS-t, és a sejtek morfologidja is megtartott volt. Tul
alacsony siRNS koncentracié mellett alacsony volt a transzfekcidos hatékonysdg, mig tal
magas fesziiltség karosodott sejtmorfologiat eredményezett. Az in vitro transzfekcid az
irodalombdl ismert transzfekcids reagensekkel nem volt hatisos, viszont sikerilt egy
elektroporacios protokollt optimalizalni, melynek segitségével a HUVEC sejtek >85%-at
sikertilt transzfektalni (2.4bra)

1. Abra: HUVEC, elektroporacié, block-IT Alexa-
fluor-voros fluoreszcens oligonucleotide kezelés.
(Leica fluoreszcens mikroszkop). Megfeleld oligo
koncentracio, ¢és fesziiltség alkalmazasaval mind a
transzfekcidos hatékonysag, mind a sejtek tulélése
optimalis.

In-vivo: Retrograd vesevéna injektalast kovetéen evans-kék festék a peritubularis
interstitiumban jelent meg. Retrograd vesevéna injektalast kovetden, megfeleld siRNS
koncentraci6 €és volumen adédsa mellett a vese tubulus epitél sejtek felvették az oligot (Block-
IT). A bevitel hatékonysagat jol szemlélteti a 2. dbra.

2. Abra: Egér vesekezelés.

Block-IT Alexa-fluor-voros fluoreszcens
oligonucleotide  kezelés  (Leica  fluoreszcens
mikroszkop) a vesevénaba lipofectaminnal kevert
oligoval a tubulus epitél-sejtek rajzolodnak ki.
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» Oxidativ stressz gatlasa

A. Reaktiv oxigén gyok-termeld enzim gatlasa: Kisérleteinkben vizsgaltuk a NADPH oxidaz
enzim 2-es és 4-es izotipusdnak (Nox-2,4) szerepét hypoxya-reoxigenacid soran RNS
interferencia segitségével human umbilikalis véna endothel sejt (HUVEC) tenyészetben ¢és in-
vivo egérmodellen.

In-vitro kisérleteinkben optimalizaltuk az oxygén-glukéz deprivacid (OGD) és ezt kovetd
reoxigenaci6 iddtartamat gy, hogy indifferens szekvencidjii siRNS eldkezelés mellett az
endotél (HUVEC) sejtek ca. 20%-a elpusztul az OGD és tovabbi >40% a reoxigendci6 soran.
A modellen jelenleg vizsgaljuk a NADPH oxidaz enzim 2-es és 4-es izotipus (Nox-2,4)
gatlasanak (siRNS) hatasat a sejtek tulélésére. Jelenleg rendszeriinkben a szuperoxid
kimutatasat végezziik dihidroethidin festéssel konfokalis mikroszkopia és flow cytometria
alkalmazasaval.

In-vivo: Nox-2 knockout valamint vad tipusu C57BI16 egereken direkt vesevéna injektalassal
gatoltuk a Nox-2 és a Nox-4 és xantin-oxidaz (XO) enzimek termelését. Eredményeink szerint
barmely oxidativ enzim gatlasa javitja a vesefunkcidt, és enyhiti a szovettani karosodas
mértékét, azonban tobb enzim egyidejli gatlasaval additiv hatast nem tudtunk elérni. Jelenleg
szuperoxid okozta oxidativ stressz kimutatdsa céljabdl nitrotyrosin festést és western blott
vizsgalatokat végziink.
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3. abra: CS57Bl6 egér vese ischemia-reperfuzio utan. A: NOX-4 siRNS eldkezelést
kovetden: ép tubulusok. B: indifferens (kontroll) siRNS eldkezelést kovetden: jelentds tubulus
atrofia latszik. (PAS festés, 200x)

* RNS interferencia mellékhatasainak vizsgalata

A. Interferon valasz vizsgélata: kisérleteinkben kiilonb6z0, korabbi kisérleteink soran hasznalt
siRNS szekvencidk és a hidrodinamikus kezelés hatdsait vizsgaltuk interferon valaszban
résztvevl molekuldk expressziojara real-time PCR modszerrel. Az interferon valaszra
jellemzdé két gén (STAT-1 ¢és OAS-1) expresszidjanak fokozodasat figyeltik meg
hidrodinamikus kezelés soran, de siRNS alkalmazas hatasara nem.

Real-time PCR vizsgélataink eredményei szerint siRNS kezeldoldathoz addsa nem fokozza a
STAT-1 ¢és OAS-1 gének expressziojat, viszont kismértékii emelkedés tapasztalhaté a
hidrodinamikus kezelés kovetkeztében. Ezen molekuldris eredményeinket szovettani
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vizsgalattal is sikeriilt aldtdmasztani: a kezelések nem okoztak morfologiai elvaltozast.
Ugyszintén nem tapasztaltunk gyulladasos citokin emelkedést: pozitiv kontrollként
alkalmazott Poly I:C kezelés hatasara jelentds TNF-a szint volt mérheté az egerek
plazmdjaban (ELISA), de nem a terapids siRNS-el kezelt egerek plazméjaban.

Eredményeinkbdl késziilt kozleményt az RNA c. folyodirathoz kiildtiik be.
Osszefoglalo kozlemények:

Az RNS interferencia lehetséges terapias €s nefrologiai alkalmazasairol két Gsszefoglalod
kozleményt (Récz Z, Hamar P. Curr Med Chem. 2006, és Racz Z, Hamar P. Orv Hetil. 2008)
¢s egy konyvfejezetet (Racz Z, Hamar P. Contrib Nephrol. 2008) irtunk a CMC ¢és Prof
Remuzzi (Contrib Nephrol) felkérésére. A konyvfejezetre maris 10 fliggetlen hivatkozast
kaptunk.

Tovabbi a vese ischemia-reperfiziés Kkarosodasat vizsgalo Kisérleteink és

kozleményeink:

e A vese ischemia-reperfuzios kéarosodasat gatld prekondiciondlds mechanizmusaban a
hosokk fehérjék szerepét vizsgaltuk a Biokémiai Intézettel és a Sun-Yat-sen egyetemen
dolgozo kollegainkkal egyiittmiikddésben.

e A vese ischemia-reperfuzidos karosoddsanak egy specialis formajat: a rontgen-
kontrasztanyag okozta nefropatiat vizsgaltuk altalunk létrehozott allatmodellen és klinikai
beteganyagon kollaboracioban Dr Huber és Dr Heemann munkacsoportjaval (Miincheni
Miszaki Egyetem (TUM) Orvosi Kar) (Huber et al: Radiology 2006).

e A vese ischemia-reperfuzids karosodasanak masik specialis formdja: a veseatiiltetés soran
elszenvedett ischemia és az azt kdvetd reperfizid, mely az endothelium aktivalasa révén
meghatdrozza a graft elleni kilokddési reakcid mértékét. Kisérleteinkben vizsgaltuk

a/ az atiltetés soran elszenvedett ischemia-reperfuzid ¢és hideg konzervalas
(kdzlemény megiras alatt)

b/ a matrix metalloproteinazok (Lutz et al: Transplantation 2005),

¢/ valamint a cytotoxikus T-lymphocytdk és az idegen antigén elleni immunvalasz
(Hamar et: Transplant Int 2005) kilokddési reakcioban betoltott szerepét.
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