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Szakmai beszamold

A kutatdsi id6szakban a tamogatdsnak kdszénhetéen szamos tudomanyos felismeréshez sikerult
eljutnunk. A kovetkez6kben ezek 6sszefoglaldsa soran az eredményeket azon esetekben részletezem

jobban, ahol nem jelent meg vagy még nem kerilt elfogadasra kézlemény.

Kimutattuk, hogy a H9c2 sejtek képesek az oxidativ stressz altal kdrosodott szomszédos sejtek
pusztuldsat csokkenteni, és ehhez a funkcionalis mitokondriumok elengedhetetlenek, tovabba a
sejtek kdzott a folyamat soran membranhidak alakulnak ki, melyekben mitokondriumok taldlhatdak.
Eredményeink azt jelenthetik, hogy egyrészt nem feltétlenil szikséges a pluripotencia a
sejtterapiaban hasznalt sejteknél, masrészt az Uj mechanizmus Uj lehetdségeket (pl. mitokondridlis
transzfer) nyithat meg az iszkémids szivbetegségek soran karosodott sejtek kezelésében. (Pankotai et
al.: The role of mitochondria in direct cell-to-cell connection dependent rescue of postischemic
cardiomyoblasts.)

Kimutattuk, hogy a humdn csontvelGi Gssejtek réskapcsolatai szelektiven gatolhatdak az
életképességiik csokkentése nélkiil, de ez nem vezet jobb sejtterdpias eredményhez a hasznalatuk
soran. A human csontvelGi Gssejtek (hBMSC) réskapcsolatait FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching) technikaval vizsgaltuk. Ennek soran a sejteket a réskapcsolatokon atjutd calceinnel
festettik meg. Konfokdlis mikroszképpal sejtparok egyik tagjaban l|ézerrel kiégettilk a festéket,
ezutdn a szomszédos sejtbél visszatérG fluoreszcens jel intenzitdsat monitoroztuk az el6zéleg
kiégetett sejtben. Ezt kbvet6en a hBMSC és a H9c2 sejteken 18B-glicirrhizin savval (18B-GA) gatoltuk
a réskapcsolatokat. A gatlds utdn a hBMSC sejteken FRAP méréssel, a H9c2 sejteken aramlasi
citometridval meghataroztuk a réskapcsolatok atjarhatésagat. A hBMSC sejtparok esetén a
visszatérd fluoreszcens jelintenzitas 38,04% volt. A citotoxicitdsi teszt alapjan biztonsagos 5 6ras, 50
MM-os 18B-GA kezelést kovetéen hBMSC sejtekben a visszatérd jelintenzitdsban szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk (18,68%, p=0,0004). A H9c2 sejtek esetében ugyanilyen korilmények
kozott nem volt kimutathatd szignifikans kiilonbség a kontroll és a réskapcsolat-gatidszerrel kezelt
csoport kozott. Eredményeink alapjan  megallapitottuk, hogy hBMSC sejteken taldlhato
réskapcsolatok gatolhatéak 50uM 18B-GA-val. A szer ugyanebben a koncentraciéban nem gatolta a
H9c2 sejtek réskapcsolatait, és nem befolyasolta egyik sejtpopuldcid tulélését sem. A kisérletek
folytatasaként OGD modelliinkben a kialakitott réskapcsolat-gatlas vizsgdlatakor nem tapasztaltunk
elényos hatast.

Igazoltuk, hogy a terdpidsan felhaszndlni kivant sejtek el6kezelése poli ADP-ribdz polimeraz

sz

modeljében. Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy a mar klinikai vizsgdlatokban alkalmazott
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sejtterapias eljarasok hatékonysaga novelhet6 lehet a beadott sejtek oxidativ kérilményekre valo
el6zetes felkészitésével és erre a PARP-gatlas alkalmas lehet. (Szepes et al.: Poly (ADP-ribose)-
polymerase inhibition improves the survival and beneficial effect of therapeutically given cells in an
in vitro cell therapy model for ischemia-reperfusion injury.)

Kimutattuk, hogy kdzvetlen hatdsok tekintetében a human, zsirszévet eredetli mesenchymalis
Gssejtek (hASC) sejtterapias hatékonysaga azonos a csontvelGi sejtekével. Megallapitottuk, hogy a
kezelésként alkalmazott hASC javitja a sértett sejtek tulélését és ezt a hatast részben direkt
sejtkontaktus, részben parakrin faktorok koézvetitik. Eredményeink megerdsitik, hogy a zsirszovet
eredetli multipotens sejtek egy hatasos, autolég sejtforrast jelenthetnek iszkémia-reperfuzids
karosoddsok sejtalapu terdpidja szamara. Adataink arra utalnak tovabba, hogy a preklinikai és klinikai
vizsgalatokban talalt, hatékonysagbeli kilonbségek a hBMSC és hASC sejtek kozott nem a direkt
hatdsaik kulénb6z6sége miatt alakulnak ki, hanem feltehetGen eltér6 immunmoduldns és
angiogenetikus potencialjuk miatt. (Szepes et al.: Comparison of the direct effects of human adipose-
and bone-marrow-derived stem cells on postischemic cardiomyoblasts in an in vitro simulated
ischemia-reperfusion model.)

Kimutattuk, hogy a human, zsirszovet eredetli mesenchymalis Gssejtek homing
mechanizmusdban els6sorban az E-szelektin jatszik szerepet. A kisérletekben human eredetd
zsirszovetbdl izoldlt mesenchymalis Gssejteket haszndltunk. A kitapadast hatcsatornas ibidi microslide
lemezeken vizsgaltuk, melyek csatorndit 1 6ran keresztiil inkubaltuk szobah&mérsékleten 50 ug/mil P-
szelektin, E-szelektin vagy az ezen molekuldkat kot6 Fc-fragmentummal (kontroll). Az inkubaciét
kovet6en a sejteket 130 000/ml koncentracidban tartalmazo szuszpenziot 5 percig fecskendépumpa
segitségével 0,55 dyn/cm? nyiréfesziltség mellett dramoltattuk &t a mikrolemez csatorndin keresztiil,
majd a megtapadt sejteket fénymikroszkdppal megszamoltuk. Az E-szelektinnel torténd inkubalast
kovetSen a kitapadt sejtek szdma szignifikdnsan nagyobb volt, mig a P-szelektin a kitapadas mértékét
nem befolyasolta (kontroll: 1616, E-szelektin: 64131, P-szelektin: 1747 V-CAM: 39+14; p<0,05 E-
szelektin vs. kontroll; n=3-6). Eddigi eredményeink alapjan a zsirszévetbdl izolalt mesenchymalis
Gssejtek kezdeti kitapadasa elsésorban E-szelektinen keresztiil valésul meg, tehat ezen sejtek
preferencialisan azon terileten képesek kilépni a keringésbdl, ahol az E-szelektin adhéziés molekula
dominal az endothelsejtek membranjaban. Ez a potencidlis regeneracids szerep szempontjabdl egy
logikus jelenségnek latszik, hiszen az E-szelektinek csak orakkal-napokkal a kdrosodast kovetéen
fejez6dnek ki az endothelsejtek felszinén. Ezt a kutatdsi vonalat folytatni kivdanom, és a tovabbi
kisérleteinkben fel kivanjuk deriteni a két6désben szerepet jatszd &ssejtfelszini molekuldkat és azok
kifejez6désének szabalyozasat, tovabbd mas, gyakran haszndlt Jssejttipusokkal elvégezve a
kisérleteket, meghatarozzuk ezen sejtek relativ kitapadasi valdszinliségét. Ebben segtséget nyujthat

majd, hogy a palydzatnak koszénhetGen sikerilt elmélyiteni a szakmai kapcsolatot Prof. Udo
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Schumacher-rel (Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Zentrum fir Experimentelle Medizin,
Institut fir Anatomie 1l), akinél megtanulhattuk a kisérlethez tartoz6 modszertan elemeit.

Igazoltuk, hogy a kénhidrogénnel végzett el6kezelés képes ndvelni a human, zsirszévet eredetl
mesenchymalis Gssejtek tulélését a sejtterapia soran, melynek kovetkeztében a posztiszkémias
szivizomeredet( sejtek tulélése is javul. H9c2 patkany kardiomioblaszt sejtvonalon oxigén és glukdz
155 perces megvondsaval iszkémias allapotot idéztiink el6. Ez id6 alatt human zsirszovet eredeti
Gssejteket (ASC) Vybrant DiD fluoreszcens festékkel jeloltiink meg, majd a kezeletlen kontrollcsoport
(ASC-k) mellett egy-egy csoporton 3uM (ASC-3), illetve 30uM NaHS (ASC-30) elGkezelést végeztiink
30 percen keresztiil. A H9c2 sejtekhez a reoxigenizacid utani 30. percben adtuk hozzd az ASC sejteket.
A reoxigenizaciét 24 draval kovetben a kokulturdban fenntartott sejteken dramldsi citometridval,
calcein és ethidium homodimer hasznalataval él6-halott festéssel vizsgaltuk az NaHS el6kezelés
hatdsat egyrészt a hozzaadott ASC, masrészt a modellben karositott H9c2 sejtek tulélésére. Mindkét
koncentracioju NaHS elGkezelés csokkentette az elpusztult ASC sejtek szamat a kontrollhoz képest,
de a 30 uM-os kisebb mértékben (1A. dbra). A H9c2 sejtek pusztuldsat a 3 uM-os NaHS elSkezelés

csokkentette, mig a 30 uM-os nem (1B. abra).
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1. dbra A kénhidrogén-elGkezelés hatasai a felhasznalt sejtek életképességére. A) human, zsirszovet eredet(

mesenchymalis Gssejtek; B) H9c2 sejtek (*p<0,05, n=6).

Tehat a kénhidrogén csokkenti a posztiszkémias mikrokornyezet okozta pusztulast a hozzdadott,
terapias sejtek kozott, ami azok jobb hatdsossdgdhoz vezet. Az el6kezelés hatasa koncentraciofiiggd,
ennek hatterében a névekvd kénhidrogénszint citotoxikus hatasa allhat.

Kimutattuk, hogy alacsony koncentraciok esetén a kénhidrogén noéveli a human zsirszovet
eredetli mesenchymalis Gssejtek proliferaciéjat. Az Gssejteket 3 naponta kezeltik 9 napon &t
kiilénb6z8 koncentraciéju natrium-hidroszulfid (NaHS) kénhidrogén-donorral. A kontroll csoport nem
kapott kezelést (ASC-k), a tovabbi csoportok esetében pedig 0,3 uM (ASC-0,3), 3 uM (ASC-3) és 30

3



PD83803 Dr. Kiss Levente

UM (ASC-30) NaHS kezelést alkalmaztunk. A kezeléssel egyidejlileg a sejteket calceinnel festettiik
meg, igy jeloltik az él6 sejteket. A kezelést kovetben a tenyészetrdl 3x3 latétérnyi képeket
készitettiink konfokdlis mikroszkép segitségével 5x objektiv hasznalata mellett. A képek minden
esetben ugyanarrdl a 1atétérrél késziltek. Az elkésziilt képeken megszamoltuk az él6 sejteket, majd a
valtozasokat a kezdeti érték szazalékdban fejeztik ki. A natrium-hidroszulfid a kilencedik naptdl
kezd6dben dozisfliggé mértékben névekvd proliferaciot okozott (2A. abra). Megvizsgaltuk azt is, hogy
miképpen valtozik a proliferacid, amennyiben az endogén kénhidrogén-termelés gatlasra keril. A
gatlast a cisztationin- y-lidz enzim propargilglicin (PAG, 10 mM) nev( gatlészerével hoztuk létre, a
kisérletek kiértékelése a fentiekhez hasonldéan tortént. Eredményeink alapjan az endogén

kénhidrogén-termelés gatldsa mar a 3. naptdl szignifikdnsan csokkenti a sejtproliferaciét (2B. dbra).
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Felismerésre keriilt tovabba, hogy a kénhidrogén-kezelés javitja az oxidativ stresszel szembeni
ellenalloképességet. Kisérleteink szerint a sejtek elGkezelése 3uM NaHS-sel csdkkentette a

sejtpusztuldst 2 6ras 2mM H,0, kezelést kbvetSen (3. dbra).
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Az el6z6ekben felvazolt, kénhidrogénnel kapcsolatos eredményekkel Osszefliggésben nagyon
fontos sikernek tartom, hogy egyrészt ennek kapcsan sikerlt felvételt nyerni a COST Action BM1005
programjaba (European Network on Gasotransmitters, http://www.gasotransmitters.eu), masrészt,
hogy lehetGséget kaptam munkam bemutatdsara a kardiovaszkularis sejtalapu terapidkkal foglalkozd,
a témakor vezetd kutatdinak részvételével tartott bethesda-i Symposium on Cardiovascular
Regenerative Medicine konferencidn, ahol Charles Murry-vel is tovdbbi megbeszéléseket tudtunk
folytatni a kutatasi témaimmal kapcsolatban. Ezzel 6sszefliggésben igen jelentds tovabbi eredménye
a kutatasi tamogatasnak, hogy Charles Murry-vel tovabb mélyilhetett a kapcsolat, és beszélgetéseink
hatdsdra érdekl6dési teriilete a kénhidrogén felé fordult. Rendkivil bizom benne, hogy ennek
kovetkeztében a tovabbi egylittmUikodésre is lesz lehetGség, amit el6segithet, hogy varhatéan 2014-
ben Budapestre latogat majd. A bethesda-i konferencian Charles Murryvel, tovabba mas kutatdkkal
folytatott diszkusszidkat kbvet6en egy kéziratot allitottunk 6ssze, mely jelenleg elbirdlas alatt van a
British Journal of Pharmacology folyéiratnal (E Dongd, Z Benkd, A Csizmazia, U Schumacher, L Kiss:
H,S preconditioning of human adipose tissue-derived stem cells increases their efficacy in an in vitro
model of cell therapy for myocardial infarct). Ezzel kapcsolatban megjegyzendd, hogy a palyazat
benyujtdsakor készitett SWOT analizisben emlitett potencialisan nagy kompeticié a kutatdsi teriileten
a kénhidrogén kapcsan egy, a sajat kutatasunkhoz igen hasonlé eredményeket bemutatd kinai
kozlemény megjelenését eredményezte (Xie et al., 2012), mely nehezitheti a kéziratunk
megjelentetését, illetve tovabbi kutatadsi eredmények csatoldsat teheti sziikségessé.

A tdmogatasi id6szak alatt egy masik, a SWOT-analizisben el6re nem prediktdlt nehézséggel is
szembesilndom kellett. A projektben részt vevé Dr. Cselenyak Attila PhD-hallgaté a PhD fokozat
megszerzését kovetGen 2011 decemberében a Richter Gedeon Nyrt-hez tavozott, tehat csak a
projekt elsé évében tudtam munkdjara szamitani. Emellett a projektben részt vevé Benké Zsolt
parhuzamosan végzett egyéb munkdja kapcsdan 2012 szeptemberétsl 2013 szeptemberéig nem
tudott részt venni a projektben. Ismereteim szerint mindkét esetben gazdasagi szempontok
jatszottak szerepet. A kies6 munkaerdt Uj, tudomanyos didkkords orvostanhallgatdkkal prébaltam
potolni, tovdbba a kutatasi témakat tekintve jobban kellett fékuszalni a sikerrel kecsegtet6 témak
felé
A palyazathoz kapcsoléddan 6sszesen 5 nemzetkozi tudomanyos kozlemény (6ssz IF: 9,073, citacidk:
12), 1 hazai tudomanyos koézlemény, 1 konyvfejezet, 2 absztrakt, 9 konferenciael6adas (2

nemzetkozi, 7 hazai) és 8 konferenciaposzter (4 nemzetkozi és 4 hazai) jelent meg.
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