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1. Bevezetés

A korabban kizarolag erdsen toxikus kornyezeti hatasairdl ismert kénhidrogént ma
mar a nitrogén-oxidhoz és a szén-monoxidhoz hasonléan az €16 szervezetekben
endogén modon termelddd gaztranszmitter molekulaként tartjak szamon. Szerepe a
foldi élet mai formainak kialakulasaban is bizonyitast nyert, kdrnyezeti el6fordulasa
pedig napjainkban is jelentés. A H2S szamos biologiai funkciot szabalyoz élettani
koriilmények kozott; mig a sziikségesnél alacsonyabb - vagy ritkdbb esetben
magasabb - szintje szamos szervrendszert érint6 koros folyamat oki tényezdje lehet,
mely mar korabbi vizsgélatok soran bizonyitast nyert. Szervezeten beliili szintjének
valtoztatdsa az endogén szintézis gatldsa ill. exogén H2S-donor vegyiiletek
alkalmazdsa révén kivitelezhetd. A kénhidrogén hatdsa a kardiovaszkularis
rendszerre, ezen beliil is az értonus szabalyozasara kiemelt jelentdséggel bir €lettani
¢és koros allapotokban is. Ebben a komplex miikodésben tobb tamadasponton hat,
ioncsatornak aktivitdsdnak direkt szabalyozasatol kezdve a kiilonbozo, sejten beliili
jelatviteli utak befolyasolasaig. F6 hatasmechanizmusai a perszulfidacio (mely az S-
nitrozilaciohoz hasonld poszttranszlacios kovalens modositas), a reaktiv
oxigénszarmazékokkal vald kolcsonhatas ill. interakcié metalloproteinekkel. A
kénhidrogén kardiovaszkularis rendszerre gyakorolt hatdsa szamos tekintetben nyert
mar bizonyitast. Ezek a megfigyelések segithetnek a kiilonb6z6 szervrendszerek
lokalis keringésszabalyozasanak feltérképezésében csaklgy, mint a sejtalapt terapidk

egyeldre alacsony hatékonysaganak ndvelésében.



2. Célkituzések

Munkank soran célunk volt a kénhidrogén Ilehetséges szerepének vizsgalata a
kardiovaszkularis rendszerben két aspektusbol: terapias sejtek elékezeléseként az in vitro
miokardidlis iszkémia-reperfuzid modellben, illetve mint az agyi keringésszabalyozas

egyik tényezdje.

Részletes célkitiizéseink:

e A kénhidrogén hatasanak vizsgalata in vitro miokardialis iszkémia-reperfiizio
modelliinkben mind a terapias sejtek tulélésének szempontjabol, mind az ezen

eldkezelt terapids sejtekkel egyiitt inkubalt posztiszkémids sejtek tekintetében;

e Az endogén mddon termelddd, ill. exogén uton bejuttatott kénhidogén hatasanak

crer

vizsgalata a terapias Gssejtek in vitro proliferacidjara

e A kénhidrogén szerepének vizsgalata patkdny a. cerebri anterior szegmensek
értonus-szabalyozasara ex vivo nyomas arteriograf hasznalataval



3. Modszerek
3.1. In vitro iszkémia-reperfizio modell

Jelen vizsgalataink soran a munkacsoportunk altal korabban kialakitott in vitro kontrollalt
oxigén-glukdz deprivacion alapuld miokardialis iszkémia-reperfizido modellt hasznaltuk,
melyet terapias jellegli sejtek hozzdadasaval egészitettiink ki a sejtterdpia hatdsainak
modellezésére. Az iszkémias sértés soran H9c2 patkany kardiomioblaszt sejteken a standard
tenyésztd médiumot glukézmentes valtozatra cseréltiikk, emellett a sejtekkel érintkezd
légkort 0,5% Oz és 99,5% N2 gazelegyre valtoztattuk meg a konfokalis mikroszképhoz
kapcsolt inkubacids rendszerben. 155 perces szimulalt iszkémiat kovetéen a
tenyésztoémédiumot a regularis glukdztartalmura cseréltiik vissza, ill. az inkubaciot normal
sejtkultara koriilmények kozott folytattuk (37 °C, 5% CO2). A sejtek strukturdlis és
intracellularis valtozasait az ischemids idészak alatt konfokalis mikroszkoppal kovettiik
nyomon. Ehhez a sejteket a kisérlet megkezdése elott fluoreszcens viabilitasi festéssel lattuk
el. Ennek részei: Calcein-AM, zo6ld fluoreszcens jellel az €16 sejtek jelolésére (LIVE/DEAD
Viability/Citotoxicity assay Kit, Molecular Probes, ex/em 494/517 nm) és Ethidium
Homodimer, vords szinli fluoreszcens jellel az elpusztult sejtek jelolésére (EthD,
LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity assay Kit, Molecular Probes, ex/em 495/695 nm).
Terapias sejtekként a kénhidrogén-donor natrium-hidroszulfiddal (NaHS) el6kezelt human
zsirszoveti eredetli dssejteket (hASC) hasznéltunk, melyeket a szimulalt ischaemiat kdvetd
reperfiizids szakban juttattunk hozza a posztiszkémids H9c2 sejtekhez. A hASC sejteket a
korabbiakban bemutatott Calcein AM ¢és EtHD festések mellett Vybrant DiD jeloléssel is
ellattuk, hogy a vizsgalat alatt mindvégig megkiilonboztethetéek maradjanak a H9c2
sejtektdl. 24 oras kokultivaciot kovetden aramlasi citometrids mérésekkel vizsgaltuk
mindkét sejttipus életképességét a kordbbiakban alkalmazott fluoreszcens jelolések

segitségével.
3.2. Sejtosztodas vizsgalatok
A kisérletek soran az exogén kénhidrogén donort (0.3 -3 -30-300 uM NaHS) ill. az endogén

kénhidrogén-szintézist gatld vegyiiletet (1-5 mM propargylglycin, PAG) hasznaltunk a

hASC sejteken. A sejteken a kezelést harmadnaponta ismételtiik, ezen alkalmakkor



sejtszamolas is tortént a konfokalis mikroszkdp segitségével. A szaporodasi litemet az
alabbiak szerint szamitottuk ki: (1-(kezdeti sejtszamlaktualis sejtszam))x100
A vizsgalatot 9 napon at folytattuk. A sejtek teljes mitokondrialis aktivitasat PrestoBlue

reagenssel hataroztuk meg.

3.3. Nyomas-arteriograf vizsgalatok

A kiséletes munka masodik része ex vivo vizsgalatokkal folytatodott, melyeket him Wistar
patkanyok primeren izolalt a. cerebri interna (ACA) szegmensein végeztiink. A kipreparalt
érszegmenseket mindkét végiikon kaniilalva az arteriograf 37°C-os Krebs-Ringer oldattal
keringetett szervflirdéjében helyeztik el. Az oldatot 5% CO2, 20% O and 75% N>
gazkeverékkel buborékoltattuk a kisérletek alatt. Az intralumindlis nyomdast a nyomas-
atmér6 Osszefliggések vizsgalatat kivéve 50 Hgmm-en tartottuk. Az ératméré-valtozasokat
az arteriograthoz kapcsolt digitalis kamerdval rogzitett képeken kovettik nyomon, a
méréseket ezeken a felvételeken végeztiik.

Az erek elofeszitésére a tromboxan A2 receptor agonista U46619 vegyiiletet alkalmaztuk 3
uM koncentracidoban. A nyomas-atmérd Osszefiiggéseket az intraluminalis nyomas
Iépcsdzetes  emelésével vizsgaltuk a  0-10-20-30-40-50-60-70-80-90-100 Hgmm
tartomanyban.

50 Hgmm intraluminalis nyomas mellett a kénhidrogén-donor NaHS 10-30-100-300-1000
UM koncentracidoban keriilt alkalmazasra 5 percenként emelkedd dozisban; az ératmérd-
valtozasokat a vizsgalat alatt mindvégig percenként regisztraltuk. Az endogén kénhidrogén-
szintézis inhibitor propargylglycin (PAG) 10 mM doézisban val6 alkalmazasaval az endogén
Ha2S termelés lehetséges hatasat vizsgéltuk az agyi érszegmensek tonusara. A nemszelektiv
anionkicserélé inhibitor 4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid (DIDS) irodalmi
adatok alapjan képes a H2S-eldidézte vazorelaxaciot csokkenteni. A DIDS alkalmazaséra
300 uM doézisban, 20 perces eldkezelés formajaban keriilt sor az érszegmensek 1000 pM
NaHS kezelése eldtt. A vizsgalatok végén Ca?"-mentes Krebs oldatban inkubaltuk a cerebri

anterior szegmenseket, majd rogzitettiilk a maximalis relaxacio értékét.



3.4. Anyagok

A sejttenyésztés soran hasznalt médiumot (Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM)
standard, alacsony glukéztartalmu és glukdézmentes valozatban, valamint a f{6talis
marhaszérumot (Fetal bovine serum, FBS), penicillin-streptomycint a Sigma-Aldrich/Merck
KGaA (Darmstadt, Germany)-tol szereztik be. Az érszegmenseken hasznalt U46619
beszerzési helye a Tocris Bioscience (Bristol, UK), a natrium-hidroszulfidot (NaHS),
propargylglycint (PAG), és a 4,4’-Diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonic acid disodium
(DIDS)-et a Sigma-Aldrich/Merck KGaA (Darmstadt, Germany)-tol rendeltiik.

A normal Krebs-Ringer oldat dsszetétele a kovetkezé volt (mmol/l): Na* 144; K* 4.7; SO4
1,2; HoPO4 1.2; Mg?* 1.2; HCO3™ 24; Ca?* 2.5; glukoz 5.5; és EDTA 0.02. A Ca?" mentes
oldathoz: Na' 144; K" 4.7; SO4 1,2; H,PO4™ 1.2; Mg?* 1.2; HCOs™ 24; glukoéz 5.5; and
EDTA 0.025, EGTA 2.0.

3.5. Statisztika

Az eredmények atlag + SEM formaban kertiltek feltiintetésre. A p < 0.05 értéket fogadtuk el
szignifikans kiilonbségnek. A satisztikai analizist GraphPad Prism 8 szoftverrel (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA) készitettiik. Az in vitro vizsgalatok adatait paratlan t—
teszt, egyutas vagy faktorialis ANOVA segitségével vizsgaltuk, mell¢ Bonferroni-,
Newman-Keuls vagy Tukey post-hoc tesztet végeztiink. Az ex Vvivo arteriografos

vizsgalatoknal egyutas vagy kétutas ANOVA késziilt Tukey post-hoc teszttel.



4. Eredmények

4.1. In vitro iszkémia-reperfuzio modell

4.1.1. NaHS Kkezelés hatasa a terapias hASC és a posztiszkémias H9c2 sejtek

tulélésére

A H9c2 kardiomioblasztokkal tortént egylitt tenyésztés utan a nekrotikus hASC sejtek
aranya szignifikansan csokkent a NaHS-el6kezelt csoportokban (1. dbra, C). A kedvezd
hatas kifejezettebb volt a 3 uM kezelés utan, mint a 30 uM eldkezelést kovetden, a
kezeletlen csoporthoz viszonyitva (kontroll: 6.648 + 0.67 %, 3 uM NaHS: 3.892 + 0.48
%; 30 uM NaHS: 4.415 + 0.62 %). Az €16 és apoptotikus sejtek ardnya nem valtozott
szignifikansan (1. abra, A-B).

Ezen tGlmenden, a 3 puM NaHS kezelést kovetden alkalmazott hASC sejtek
csOkkentették a nekrotikus H9c2 sejtek ardnyat a 24 6ras kokultivaciot kovetden, a
kezeletlen hASC sejtekkel egyiitt tenyésztett HOc2 sejtekhez képest (kontroll: 10.67 +
0.96%; 3 uM NaHS: 7.020 £ 1.11%). A 30 uM NaHS eldkezelt hASC sejtek nem
idézték el6 ezt a kedvezd hatast a H9¢2 sejtek tulélésében (4.415 £ 0.62%, 1. abra, F).
A HO9c2 sejtek €16 és apoptotikus populdcidiban nem volt észlelhetd szignifikdns

valtozas, hasonloan a hASC sejtekhez (1.abra, D-E).
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1. abra, A-C: az ¢é106, apoptotikus és nekrotikus H9¢2 sejtek aranya; a megfelelé6 hASC csoporttal
tortént 24 oras kokultivaciot kovetéen. ASC: kezeletlen hASC sejtek, ASC-3: hASC sejtek 3 uM
NaHS eldkezeléssel, ASC-30: hASC sejtek 30 pM NaHS eldkezeléssel..D-F: az €16, apoptotikus
¢és nekrotikus hASC sejtek aranya. ASC: kezeletlen hASC sejtekkel egyiitt tenyésztett H9c2
sejtek, ASC-3: 3 uM NaHS elokezelt hASC sejtekkel egyiitt tenyésztett H9c2 sejtek, ASC-30: 30
uM NaHS elékezelt hASC sejtekkel egyiitt tenyésztett H9c2 sejtek (atlag + SEM, n=6, repeated

measures ANOVA Newman-Keuls post-hoc teszttel, * p<0.05)



4.1.2. NaHS el6kezelés hatasa a hASC sejtek antioxidans hatékonysagara

A hASC sejtek 30 perces kezelése 3 uM NaHS alkalmazasaval novelte a talélésiiket 120
perces, 2 mM H20: kezelést kovetden (kontroll: 90.33 + 3.93%; 3 uM NaHS: 66.98 +
2.88%). A kedvez6 hatas a 30 uM NaHS eldkezelést kapott csoportban elmaradt (30 uM
NaHS: 89.46 + 5.11%, 2. abra).
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2. abra. LDH-kidramlas aranya a hASC sejtekbdl H,O, kezelést kovetben (dtlag += SEM, n=4,
egyutas ANOVA Bonferroni post-hoc teszttel, 3 uM NaHS vs. 30 uM NaHS *P<0.05,, control vs.
3 uM NaHS **P<0.01)

3.1. A kénhidrogén hatasa a hASC sejtek szaporodasra

4.2.1. NaHS elokezelés hatasa a hASC sejtek proliferaciojara

0,3-30 uM NaHS alkalmazasa szignifikdnsan, koncentracio-fliggd moddon ndvelte a

ey

12.69%; 0.3 uM NaHS: 331,2 + 33.72%; 3 uM NaHS: 405.6 £ 30.7%; 30 uM NaHS:
470.9 + 16.71% a kilencedik napon). A kedvezd hatas a legmagasabb vizsgalt NaHS
koncentracio esetén (300 pM) elmaradt (301.0 = 22.47%, 3. abra).
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9. napon vizsgalva; B: proliferacios rata a 9. napon vizsgalva (atlag + SEM, n=4, kétutas ANOVA
Bonferroni post-hoc teszttel; kontroll vs. 300 uM NaHS: *P<0.05, kontroll vs. 0.3 uM NaHS:
***p<0.001,; kontroll vs. 3 uM ill. 30 uM NaHS: ****P<0.0001,).



4.2.2. Propargylglycin (PAG) kezelés hatasa a hASC sejtek proliferaciojara

Az endogén kénhidrogén-szintézis inhibitor PAG alkalmazasa csokkentette a sejtek

crer

mM PAG: 125.6 + 8.92 %; 5 mM PAG: 81.92+ 10.59 % a 9. napon, 4. abra).
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napon. B: proliferacios rata a 9. napon. (atlag = SEM; n=4; egyutas ANOVA Tukey’s post-hoc
teszttel, 1 mM vs 5 mM PAG *P<0.05, control vs. 5 mM PAG **P<0.01).
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4.2.3. A 9 napos NaHS Kkezelés hatasa a sejtek teljes mitokondrialis aktivitasara

A hASC sejtek mitokondrialis aktivitdisa nem ndvekedett a proliferacioval parhuzamosan
a 9 napos vizsgalat alatt (kontroll: 471.4 + 131.3%; 0.3 uM NaHS: 510.0 = 46.1%; 3 uM
NaHS: 455.0 = 121.1%; 30 uM NaHS: 607.9 £ 144.00% a 9. napon,5. abra).
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5. abra: A 9 napos NaHS kezelés hatdsa a hASC sejtek teljes mitokondrialis aktivitdsara A: a
mitokondrialis aktivitas valtozasai a 9 napos NaHS kezelés, B: mitokondrialis aktivitds a NaHS

kezelés 9. napjan (atlag+ SEM; n=6, ns)
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4.3. Patkany ACA érszegmensek ex Vivo vizsgalata nyomas
arteriograffal

4.3.1. Az endogén kénhidrogén szerepe a patkany ACA szegmensek értonusara

10 mM PAG kezelés enyhe, nem-szignifikans emelkedést idézett el6 50 Hgmm
intraluminalis nyomas felett (50 Hgmm: kontroll: 0,834 + 0,04%, PAG: 0,857 + 0,04%;
100 Hgmm: kontroll: 0,856 + 0,06%, PAG: 0,948 + 0,07%, 6. abra).
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6. abra: PAG kezelés hatasa az értonusra. Nyomas-atmeérd osszefiiggés. (n=4, ns.)

4.3.2. U46619 prekontrakcio

U46619 alkalmazasa 3x10° M koncentracioban percek alatt szignifikinsan csokkentette
a kiilso és belsd ératméroket, és hosszan tarté vazokonstrikciot hozott 1étre 50 Hgmm
intraluminalis nyomas mellett vizsgalva (Kiilsé dtmérd: kontroll: 309.3 £ 24.62 uM,
U46619: 268.7 + 19.42 uM; belsé atmérd: kontroll: 212.3 £29.01 uM, U46619 163.7 £
21.43 uM; 15 perccel az U46619 hozzaadasa utan, 7. abra).

12
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7. abra. U46619 hatésa az érszegmensekre, A: kiilsd, B: bels6 atmérdk (atlag £ SEM, n=9; paros
t-test, control vs. U46619: **p <0.01)

4.3.3. Exogén kénhidrogén hatasa az ACA szegmensek értonusara

Az érszegmenseket koriilvevd szervfiirddbe NaHS-t juttattunk be a 10 uM — 1000 uM
végsd koncentracioban, az alkalmazott dozis 5 percenkénti emelésével. A hatést
percenként dokumentaltuk a belsé ératmérdk valtozasadval. Adataink alapjan bifazisos
érvalasz volt lathat6: enyhe vazokonstrikcido az alacsonyabb tartomanyokban, majd
kifejezett vazorelaxacid a magasabb koncentraciok (300 uM felett) esetén (8. abra, A-E).
A vazokonstrikcié atmenete vazodilatacioba megfigyelhet6 a 300 pM tartomanyban (1.
perc: 0.8331 + 0.08%; 2. perc: 0.8504 + 0.09%; 3. perc: 0.8919 + 0.08%; 4. perc: 0.9807
+0.11%; 5. perc: 1.172 + 0.16%, 8. abra, F).
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8. abra. 10 pM-1000 uM NaHS kezelés hatasa az ératmérokre. A-E: bels6 ératmérék minden
alkalmazott NaHS dozist kdvetéen az 1.-5. perchen (atlag + SEM, n=5, egyutas ANOVA ¢s
Tukey’s post-hoc teszt, 2. perc: 10 uM vs 30 uM: * p <0.5; 30 uM vs 100 uM: ** p <0.01). F:
300 uM NaHS kezelés hatasa 1-5 perccel a hozzaadast kovetéen (atlag + SEM, n=5, ns).
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4.3.4. DIDS hatasa az NaHS okozta érvalaszra

A sejtek DIDS eldkezelése gatolta az 1000 uM NaHS altal eléidézett vazodilataciot, a
valtozas szignifikans volt a kiilsé atméré tekintetében (Kiilsé atmérd: kontroll: 1.335 +
0.15%; DIDS: 1.034 £+ 0.02%, 9. abra, A; belsé atmérd: kontroll: 1,753 + 0.4%, DIDS:
1,008 + 0.05%, 9. abra, B).
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9. abra. DIDS kezelés hatasa a NaHS altal eldidézett vazorelaxaciora. A: kiilsé ératmér6 (atlag
+ SEM, n=5, paratlan t-teszt, control vs. DIDS, * p < 0.5); B: bels6 ératméré (atlagt SEM, n=5,

control vs. DIDS, ns).

4.3.5. Szabad oldalagon kialakul6 aramlas szerepe az ACA szegmensek értonusara

Bizonyos ACA preparatumokban, ahol kicsiny szabad oldaldgak maradtak a mérés
idejére, nyomaskiilonbség és intraluminalis dramlas alakult ki a proximalis kaniilalt vég
¢és az oldalag kozotti szakaszon. Ennek eredményeként vazokonstrikcid jelent meg az
érintett érszakaszon, mig ettdl distalisan az 1000 uM NaHS kezelés okozta vazodilatacio

volt megfigyelhetd (10. 4bra).
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10. abra. Szabad oldalagon kialakuld aramlas szerepe az ACA szegmensek értonusara. A-C:

felvételek 1 mM NaHS kezelés utan sorrendben 1, 3, 5 perccel.
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4. Kovetkeztetések

A kénhihdrogén szertedgazd hatasai az emlés €s human szervezet szamos szovet- és
sejttipusan nyertek mar bizonyitast. Jelen munkankban lehetséges szerepét vizsgaltuk a
terapias hASC sejtek eldkezeléseként in vitro sejtterapids modelliinkben. A kezelés
hatasara a terapids sejtek €s a posztiszkémias sejtek tilélése is javult. A terapias sejtek in
vitro proliferaciojara ugyancsak pozitiv hatassal volt az exogén kénhidrogén-donorral
(natrium-hidroszulfid, NaHS) kezelés. Az endogén kénhidrogén-szintézist gatld
Tovabbi kisérleteinkben a kénhidrogén hatdsat vizsgaltuk izolalt patkany a. cerebri
anterior szegmenseken ex vivo nyomas-arteriograf hasznalataval. PAG kezelés enyhe
vazodilatacios tendenciat idézett el6 50 Hgmm intraluminalis nyomas felett. NaHS
hasznalata mellett bifazisos érvéalasz igazolddott: alacsonyabb kénhidrogén-dozisok
vazokonstrikcidt valtottak ki, mig 300 uM feletti koncentracidk alkalmazéisa esetén
vazodilataciot észleltiink. A hattérben a kénhidrogén komplex, koncentracio-fiiggd
moédon  érvényesiilé érhatasait véleményezziik (elsésorban H2S-NO interakcio,
ioncsatorna-hatasok), melyeknek kozelebbi vizsgalata tovabblépési lehetdséget kinal
kisérletes modelliinkben.

Osszefoglalva, a kénhidrogén sokoldalu kardiovaszkularis hatdsa tovabbi bizonyitast
nyert az altalunk tett megfigyeléseken keresztiil. A gazotranszmitter molekula pleiotrop
hatasainak minél pontosabb megismerése nagy jelentdséggel bir a tovabbi kisérletek
tervezése szempontjabol, ill. a H2S lehetséges késobbi felhaszndldsdhoz az

orvostudomany ¢és a gyogyszerfejlesztés teriiletén.
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