Hogyan néveli a human zsirszovet eredetii
dssejtek in vitro terapias hatékonysagat a
kénhidrogén?
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Bevezetés: A kénhidrogén gazhalmazallapoti transz-
mitterként van jelen az él6 szervezetekben, és szerteagaz6 ha-
tasokkal rendelkezik. Korabbi vizsgalataink alapjan a kénhid-
rogén noveli a terapidsan alkalmazott human zsirszovet ere-
detii 8ssejtek (ASC) tilélését és hatékonysagat a szivinfarktus
in vitro modelljében. Jelen kisérleteinkben megvizsgéltuk a
kénhidrogén szerepét ezen sejtek proliferaciéjaban, mito-
kondrialis aktivitdsaban és antioxidans védelmében.

Moédszerek: A proliferacidomérés soran az &sscjteket 0,3
uM (ASC-0,3), 3 uM (ASC-3) és 30 uM (ASC-30) natrium-
hidroszulfiddal (NaHS, kénhidrogén-donor) kezeltiik a 9 na-
pos vizsgalat kezdetén, 3. és 6. napjan, mig a kontroll csoport
(ASC) vehikulumot kapott. Az endogén kénhidrogén-terme-
1és gatlasanak hatésat vizsgalva az Gssejteket 3 naponta kezel-
tik a cisztationin-y-lidz enzim gatlészerével, 10 pM
cens mikroszkoppal kovettiik, és a sejtszam-valtozasokat a
kezdeti érték szazalékaban fejeztiik ki. A mitokondrialis akti-
vitast resazurin-teszttel mértiik a kezeléseket megel6zden, to-
vabba a 9. napon, &s a valtozast szazalékosan fejeztiik ki. Az
antioxidans hatast 2 6ras 2 uM H,O, kezelést kovetd laktat-
dehidrogenaz (LDH) felszabadulas mérésével vizsgaltuk 3 és
30 uM NaHS clokezelést kovetden.

Eredmények: A NaHS a kilencedik napra dozisfiiggé
mértékben novekvd proliferaciot hozott létre (ASC:
234+25%; ASC-0,3: 331467%%*; ASC-3: 405+61%****;
ASC-30:  471433%****;  vys  kontroll,  *p<0,05;
*#%%5<(,0001). A PAG a 3. napt6l kezd6d6en szignifikansan
csokkentette az  Ossejtek  proliferaciojat  (kontroll:
156,2+10,3%; 10 uM PAG: 81,7+4,7%****, p<0,0001). Az
dsszesitett mitokondridlis aktivitds tekintetében nem volt
szignifikdns kiilonbség a csoportok kozott. Az LDH-felsza-
badulas a 3 pM NaHS elSkezelés hatasara csokkent (kontroll:
90,3+7,9%; 3 pM NaHS: 67,0+5,7%**; 30 pM NaHS:
89,54+10,2%, p<0,01).

Kovetkeztetés: A kénhidrogén dozisfiiggben noveli a hu-
man zsirszovet eredetii Ossejtek proliferacidjat. A nagyobb
proliferacid melletti azonos Osszesitett mitokondrialis aktivi-
tas csokkent sejtenkénti mitokondrialis aktivitasra utalhat,
ami a reaktiv szabadgyOkok kisebb mértéki felszabadulasat
okozhatja. Az antioxidans védelem hatékonyabb 3 pM NaHS
kezelést kovetben. Eredményeink magyarazhatjak a korabbi,
in vitro dssejtterapia-modelliinkben tapasztalt elény6s hata-
sokat.
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A 7-transzmembran receptorok miikddésének megértése-
hez fontos, hogy azonositsuk a receptor aktiv és inaktiv kon-

savak ilyen funkcioval birnak. Célunk volt, hogy az altalunk
kutatott CB1 kannabinoid receptor (CB1R) mutaciés analizi-
sével megvizsgaljuk ezen aminosavak szerepét a receptorrol
indulé egyes jelpalyak (G-fehérje aktivalds és B-arresztin2
kotés) elinditasaban.

Irdnyitott mutagenezissel hoztuk létre az R3.50A,
Y5.58A és D6.30A mutdciokat. Méréseinkhez CHO sejteket
tranziensen transzfektaltunk a sziikséges plazmidokkal. A re-
ceptorok sejten belili eloszlasat konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk, fluoreszcens fehérjével jelolt receptorokkal. A
G-fehérje aktivalast biolumineszcencia rezonancia energia-
transzfer (BRET) modszerrel vizsgaltuk, melynek soran
Renilla luciferazzal jelslt ao (ao-Rluc) és YFP-vel jelolt By
(YFP-By) alegységek szétvalasat kovettikk. A B-arresztin2
(B-arr2) kotését Rluc-al jelolt B-arr2 (Barr2-Rluc) és a plaz-
mamembrant megjeldld MP-mVenus fehérje kozti BRET se-
gitségével kovettiik. A B-arr2 kotést konfokalis mikroszkop-
pal tettiik lathatova, GFP-vel jellt B-arr2 expressziojaval.

Eredményeink alapjan a vizsgalt CBIR mutansok mind-
egyike a vad tipusii receptorhoz (CB1R-WT) hasonl6 mérték-
ben fejezddott ki a plazmamembranban. CB1R-Y5.58A mu-
tans G-fehérje aktivalasa csak részlegesen csokkent, azonban
B-arr2 kotési képessége teljesen eltiint. A CBIR-R3.50A mu-
tansnal a CB1R-WT-hoz hasonloan bazalis G-fehérje aktiva-
ci6t detektaltunk, agonista stimulusra azonban a G-fehérje ak-
tivaci6 elmaradt a CBIR-WT -t6l. Ezen mutdnsnal ugyanak-
kor megjelent egy markans bazalis B-arr2 kotés, mikozben
agonista hatasara kevésbé kototte a P-arr2-t, mint a
CBIR-WT. A CBIR-D6.30A mutins a CB1R-R3.50A-hoz
hasonl6 karakterisztikdval rendelkezett, mind G-fehérje akti-
valas, mind B-arr2 kotés tekintetében.

Eredményeink alapjan a vizsgéalt mutdcidk kiilonbozd
modon befolyasoljak a CBIR G-fehérje aktivalasat, illetve
B-arr2 kotési képességét. Ugyanez mondhat6 el a receptor
bazalis illetve agonista-indukalt jelatvitelérdl is. Ezek alapjan
valdsziniisithetd, hogy a CB1R t6bb kiilonb6z6 aktiv konfor-
maciot felvehet, melyek az egyes jelpalyakat eltérdé mérték-
ben aktivaljak.

Munkacsoportunk ebben a témaban korabban nem publikalt.
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