
K-49022 

 1 

SZAKMAI BESZÁMOLÓ       Dr. Hamar Péter 
 
A vese ischemia reperfúziós károsodásának gátlása RNS interferencia segítségével. 
 
Elvégzett kísérletek, a pályázati tematikának megfelelıen: 
 
• Rövid interferáló RNS (siRNS) hatékonyságának növelése 
 
B. Beviteli út változtatása - Az eddig alkalmazott hidrodinamikus kezelés hatékonyságának 
növelésére a NADPH oxidáz enzim 2-es és 4-es izo-típusát (Nox-2,4) gátló siRNS-t 
lipofectaminnal keverve vagy anélkül adagoltuk farok vénán vagy direkt vese vénába 
injektálva vese ischemia-reperfúzió és endotoxin shock modellben, egéren. 
 
Optimalizáltuk az in-vitro (HUVEC sejtkultúra) és in-vivo (egér vese) bevitel módját. 
 
In vitro transzfekció elektroporációval: optimális elektroporáció mellett a sejtek 93 %-a 
felvette a fluoreszcensen jelölt siRNS-t, és a sejtek morfológiája is megtartott volt. Túl 
alacsony siRNS koncentráció mellett alacsony volt a transzfekciós hatékonyság, míg túl 
magas feszültség károsodott sejtmorfológiát eredményezett. Az in vitro transzfekció az 
irodalomból ismert transzfekciós reagensekkel nem volt hatásos, viszont sikerült egy 
elektroporációs protokollt optimalizálni, melynek segítségével a HUVEC sejtek >85%-át 
sikerült transzfektálni (2.ábra) 

 
1. Ábra: HUVEC, elektroporáció, block-IT Alexa-
fluor-vörös fluoreszcens oligonucleotide kezelés. 
(Leica fluoreszcens mikroszkóp). Megfelelı oligo 
koncentráció, és feszültség alkalmazásával mind a 
transzfekciós hatékonyság, mind a sejtek túlélése 
optimális. 
 
 
 
 
 
 
 

In-vivo: Retrográd vesevéna injektálást követıen evans-kék festék a peritubuláris 
interstitiumban jelent meg. Retrográd vesevéna injektálást követıen, megfelelı siRNS 
koncentráció és volumen adása mellett a vese tubulus epitél sejtek felvették az oligot (Block-
IT). A bevitel hatékonyságát jól szemlélteti a 2. ábra. 

 
2. Ábra: Egér vesekezelés.  
Block-IT Alexa-fluor-vörös fluoreszcens 
oligonucleotide kezelés (Leica fluoreszcens 
mikroszkóp) a vesevénába lipofectaminnal kevert 
oligoval a tubulus epitél-sejtek rajzolódnak ki. 
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• Oxidatív stressz gátlása 
 
A. Reaktív oxigén gyök-termelı enzim gátlása: Kísérleteinkben vizsgáltuk a NADPH oxidáz 
enzim 2-es és 4-es izotípusának (Nox-2,4) szerepét hypoxya-reoxigenáció során RNS 
interferencia segítségével humán umbilikális véna endothel sejt (HUVEC) tenyészetben és in-
vivo egérmodellen. 
 
In-vitro kísérleteinkben optimalizáltuk az oxygén-glukóz depriváció (OGD) és ezt követı 
reoxigenáció idıtartamát úgy, hogy indifferens szekvenciájú siRNS elıkezelés mellett az 
endotél (HUVEC) sejtek ca. 20%-a elpusztul az OGD és további >40% a reoxigenáció során. 
A modellen jelenleg vizsgáljuk a NADPH oxidáz enzim 2-es és 4-es izotípus (Nox-2,4) 
gátlásának (siRNS) hatását a sejtek túlélésére. Jelenleg rendszerünkben a szuperoxid 
kimutatását végezzük dihidroethidin festéssel konfokális mikroszkópia és flow cytometria 
alkalmazásával. 
 
In-vivo: Nox-2 knockout valamint vad típusú C57Bl6 egereken direkt vesevéna injektálással 
gátoltuk a Nox-2 és a Nox-4 és xantin-oxidáz (XO) enzimek termelését. Eredményeink szerint 
bármely oxidatív enzim gátlása javítja a vesefunkciót, és enyhíti a szövettani károsodás 
mértékét, azonban több enzim egyidejő gátlásával additív hatást nem tudtunk elérni. Jelenleg 
szuperoxid okozta oxidatív stressz kimutatása céljából nitrotyrosin festést és western blott 
vizsgálatokat végzünk. 
 
 

  
 
3. ábra: C57Bl6 egér vese ischemia-reperfúzió után. A: NOX-4 siRNS elıkezelést 
követıen: ép tubulusok. B: indifferens (kontroll) siRNS elıkezelést követıen: jelentıs tubulus 
atrófia látszik. (PAS festés, 200x) 
 
• RNS interferencia mellékhatásainak vizsgálata 
 
A. Interferon válasz vizsgálata: kísérleteinkben különbözı, korábbi kísérleteink során használt 
siRNS szekvenciák és a hidrodinamikus kezelés hatásait vizsgáltuk interferon válaszban 
résztvevı molekulák expressziójára real-time PCR módszerrel. Az interferon válaszra 
jellemzı két gén (STAT-1 és OAS-1) expressziójának fokozódását figyeltük meg 
hidrodinamikus kezelés során, de siRNS alkalmazás hatására nem.  
Real-time PCR vizsgálataink eredményei szerint siRNS kezelıoldathoz adása nem fokozza a 
STAT-1 és OAS-1 gének expresszióját, viszont kismértékő emelkedés tapasztalható a 
hidrodinamikus kezelés következtében. Ezen molekuláris eredményeinket szövettani 
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vizsgálattal is sikerült alátámasztani: a kezelések nem okoztak morfológiai elváltozást. 
Úgyszintén nem tapasztaltunk gyulladásos citokin emelkedést: pozitív kontrollként 
alkalmazott Poly I:C kezelés hatására jelentıs TNF-a szint volt mérhetı az egerek 
plazmájában (ELISA), de nem a terápiás siRNS-el kezelt egerek plazmájában. 
 
Eredményeinkbıl készült közleményt az RNA c. folyóirathoz küldtük be. 
 
Összefoglaló közlemények: 
 
Az RNS interferencia lehetséges terápiás és nefrológiai alkalmazásairól két összefoglaló 
közleményt (Rácz Z, Hamar P. Curr Med Chem. 2006, és Rácz Z, Hamar P. Orv Hetil. 2008) 
és egy könyvfejezetet (Rácz Z, Hamar P. Contrib Nephrol. 2008) írtunk a CMC és Prof 
Remuzzi (Contrib Nephrol) felkérésére. A könyvfejezetre máris 10 független hivatkozást 
kaptunk. 
 
További a vese ischemia-reperfúziós károsodását vizsgáló kísérleteink és 
közleményeink: 
• A vese ischemia-reperfúziós károsodását gátló prekondicionálás mechanizmusában a 

hısokk fehérjék szerepét vizsgáltuk a Biokémiai Intézettel és a Sun-Yat-sen egyetemen 
dolgozó kollegáinkkal együttmőködésben. 

• A vese ischemia-reperfúziós károsodásának egy speciális formáját: a röntgen-
kontrasztanyag okozta nefropátiát vizsgáltuk általunk létrehozott állatmodellen és klinikai 
beteganyagon kollaborációban Dr Huber és Dr Heemann munkacsoportjával (Müncheni 
Mőszaki Egyetem (TUM) Orvosi Kar) (Huber et al: Radiology 2006). 

• A vese ischemia-reperfúziós károsodásának másik speciális formája: a veseátültetés során 
elszenvedett ischemia és az azt követı reperfúzió, mely az endothelium aktiválása révén 
meghatározza a graft elleni kilökıdési reakció mértékét. Kísérleteinkben vizsgáltuk  

a/ az átültetés során elszenvedett ischemia-reperfúzió és hideg konzerválás 
(közlemény megírás alatt)  
b/ a mátrix metalloproteinázok (Lutz et al: Transplantation 2005),  
c/ valamint a cytotoxikus T-lymphocyták és az idegen antigén elleni immunválasz 
(Hamar et: Transplant Int 2005) kilökıdési reakcióban betöltött szerepét.  
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