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Hogyan növeli a humi{n zsírszövet eredetú
óssejtek in vitro terápiás hatékonyságát a
kénhidrogén?
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Bevezetés: A kénhidrogén grázhalmazíllapotu tramz-
mitterként vanjelen az élő szervezetekbeí! és §zerteásazóba-
tiásokkal rendelkezik Korábbi vizsgálataink alapjan akéohió,
rogár növeli a tenápiásan aikalínazott humán zsírszövet ere-
detíi őssejtek (ASC) túlélését és hatékonyságrfu a szívinfarkrus
in vito modetljében. Jelen kísérleteinkben megvizsgiá,ltrrk a
kenhidrogerr szerepét ezen sejtek proliferációjábaa, mito.
kondriális aktivitásában és anüoxirláns védelmében,

Módszetek: A prolifeníciómerós során az őssejteket 0,3
pM (ASC-0,3), 3 pM (ASC-3) és 30 pNí (ASC-30) nátrium-
hidroszulfiddal (NaHS, kénhiilrogén-donor) kezeltiik a 9 na-
pos vizsgálat kezdetén, 3. és 6. napjláa míg a kontroll csoport
(ASC) vehikulumot kapott. Áz endogén kénhidrogár-terme-
lés gátlásának hatísát vüsgálva az óssejteket 3 naponta kezel-
tiik a cisztatiorun-,7-1táa eazirm gáÁószeréxel, 10 pM
propmgylglicinnel (PAG). A sejtek prolifenációját fluoresz-
cens mikoszkóppal köl,ettiik, és a sejtszám-változásokat a
kezdeti érték szízaléhában fejeaiik ki. A mitokondriiilis atíi-
vitást resazurin-teszttel mértük a kezeleseket megelőzően, üo,

vőbbá a9. napon, és a váltoaist százalékosan fejeaiik ki. Az
antioxidáns hatást 2 óás 2 FM H2O2 kezelést követó lakUár-

dehidrogenáz (LDH) fetszabadulás méresével vizsgáltuk 3 és
30 pM NaHS előkezelést kóvetően,

Ereúnények: A NaI{§ a kilencedik lapra dózisfiiggő
mértékben növekvó prolifeniciót hozott létre (A§C:
234+25%o; A§C0,3: 33 l+67Yo+ ; ASC-3: 405+61%***+;
ASC-30: 477+33o/n****, vs konlroll, *p<0,05;
*+**p<0,0001), A PAG a 3. naptól kezdődően szignifikan§án
csökk€ntett€ az őssejtek prolifenáLcióját {kontroll;
156,?*10,30/o;10 pM PAG: 81,7+4,7Ya****, p<0,0001). Az
ósszesített mitokondriális aktivitás Éekintetébeít nem volt
szignifikáns Hilönbség a cscportok kőzőt1* Az LDH-felsza-
badulás a 3 FM NaHS előkezelés hatásrira csökkent (kontroll:
90,3+7,9%;3 p}ví NaHS: 61,a+S,7Yo**: 30 pM Nat{S:
89,5+l0,2%, p<0,01).

KövetkezteíéB: A kenhidrogén dozisfiggőan növeü a bu-
mán zsírszóvet eredetú őssejtek prolifenícióját, A nagyobb
ptoliferació melletti azono§ összo§ített mitokon&iális aktivi-
tás csökkent sejte*enti mitokondriális aktivitásra utalhat,
ami a rcaktiv szabadgyókök kiesbb mértékú felszabadulasát
okcáatja" Az antioxidáns védelenr betékonyabb 3 pM NaHS
kezelést követően. Eredményeink magyanázhatjárk a korabbi,
in vitro őssejttenápia-modelliinkben íayasztalt előnyös hatá-
sokat.
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Konzervált amino§avak §z€repe a CBl
kannabinoid re(€pior jelátvitelében
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A 7-transzmembná.n receptorok mffködésének megértésé- B
hez fontos, hogy azonosítsuk a receptor aktív és inakúv kon- *
formációjánakstabilizálásábansze*petjátszóaminosavakaL E
A rendeikezésre álló kristálystruktur,áL ahpján felmeriill §
hog,l az R3"50, Y5.58 és Dó_30 pozíciójú konzervált "minr §
*ui"t ily* funkcióval bimak- C}funk vol1 hogy az átalunk É
hltatott CBl kannabínoid receptor (CBIR) murációs analízi- §
sével megvizsgá§ukezen amino§avak szerepét a receptoról á
induló egyes jelprilyák (G-feherje aktiváás és P-anesáin2 €kötés)elinű*ásában- €

kráayított mutageneássel hoztuk létrp az R3.50A, =
Y5.58A és D6.30A mutíciókat. Méréseir:khez CHO sejteket §
trarIziensen transzfektrlltnnk a sziikséges plazrtridokkal, A re- §
ceptorok sejten beliili eloszlásifu konfokáis milooszkóppal i
vizsgáltuk, fluoreszcens fehérjével jelölt receptorokkal. A §'
G-febérjeaktiválastbiolumineszcenciarezonanciaenergía- 6'
transzfer (BRE§ módszenel vizsgfltrní" melynek során €
Renitla lucifen{zzatjelöll oo (ao-Rluc) és YFP-veljelölt fu á
(YFP-97) alegységek szÉtvá!ását követtíik A Patesún2 *
(Pan2) kötesót Rluc-aljelölt Parr2 (Parr2-Rluc) és a plaz- E
mamembnínt megielölő MP-mVenrrs fehfie köái BRET se- a
gítségével követtiik A Patr2 kötest konfokális mi}roszkóp á
pal tettük láthatóvá, GFP-veljelölt Sarr2 expressziójával" 'i

Eredményeinkalapján a Úzsgiiit CB1R mutrinsok mind- O

egyike a vad típusureceptorhoz (CBIR-WT) hasonló mérték-
ben fejeződótt ki a plazrrramembránban. CBIR-YS.SSA mu,
trá,rx G-fehérje aktiváláaa csak reszlegeseo csökkent, azonban

Parr2 kötési kepessége tdesen eltúnt. A CB 1R-R3.50A mu-
tánsnál a CBlR-WT-hoz hasonlóan bazíüs G-feherje a}tivá-
ciót detektrittunli, agonista stimulusra azonbaa a G-fehérje ak-
tiviáció elrnaradt a cBlR-WT -tól- Ezen mutránsnál ugyanak-
kor megielent egy markáns bazális P-arZ kötós, miközb€n
agoaista hatásán kevésbé kótritle a P-aír2-t, úil:it a
CBIR-WT. A CB1R-D6.30A mulins a CBlR-R3.50A-hoz
hasonló karalúerisztikával rendelkezett, mind G-feherje akti-
válás, mind sarr2 kötés tekintetében-

Eredményeink alapjrfur a vizsgált mutr{ciók kóiönböző
módon befolyrásolják a CBIR G-fehérje akíiválá§át, illetYe

P-arr2 kötési kepességét. Ugyanez mondható el a receptor
bazális illetve agonista-indukált jelátviteléról is. Ezek alapjan
valószínűsíthetó, hogy a CB lR több kíilönböá aktív konfor-
mációt felvebet, melyek ae egyes jelpályákat eltéó mérék-
ben aktiválják.

Munkacsoportunk ebben a témában korábban nem pubükált-
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