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Bevezetés

Az Ossejtek definicid szerint képesek szinte korlatlan szdmu
osztodasra, onmegujitd képességiik fenntartdsival, ugyanakkor kiilonféle
érett sejttipusokkd is differencidlodhatnak. Nehéz az Ossejteket szigortan
csoportositani, de a leggyakrabban haszndlt kategoridk az embrionalis, az
indukalt pluripotens és a feln6tt Ossejtek. A mesenchymalis 6ssejtek (MSC)
a felnétt Ossejtek csoportjaba sorolhatok, ezek a sejtek postnatalisan
elvesztik pluripotencigjukat, azonban nyugvé allapotban megtalalhatdak a
felnott szervezetben, és szoveti inzultus esetén képesek proliferalodni és
differencialodni az adott szovet érett és funkcionalis sejtjeivé. A
mesenchymalis dssejteket elészor ragesald csontveldbdl izolaltak
Friedenstein és mtsai, mint nem-hematopoetikus stroma sejteket, melyek
sejtkultaraban koloniaképzésre voltak képesek, és csont-, porc-, valamint
zsir iranyba differencialodtak. Els6 leirasuk ota gyakorlatilag minden
felndtt szovetbdl izolaltak hasonld tulajdonsagt, perivascularis sejteket. A
mesenchymalis dssejtek mai tudasunk szerint els6sorban niche sejtek, azaz
szoveti Ossejtek szamara alkotnak specialis és az Onmegujitashoz
nélkiilozhetetlen mikrokornyezetet, ezt a legalaposabban a csontveldben, a
hematopoietikus 6ssejtek kapcsan tartak fel. A MSC-k képesek subcutan
atliteltve miniatiir csont-szervecske Iétrehozasara és hematopoietikus
mikrokdrnyezet kialakitasara, amelyben vérképzés is zajlik. A MSC-k
fontos szerepet toltenek be az érujdonképzddésben, tobbek kozott szamos
felszaporitott MSC-k képesek a sejtek és szovetek kiilonbozé noxakra (pl.

hypoxia) adott valaszat modulalni, az apopotosis gatlasaval, a kornyezd
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sejtek talélésének segitésével, érijdonképzOdés serkentésével, és a fibrosis
gatlasaval. Szamos allatkisérletben nyert bizonyitast, hogy a MSC bevitel
serkenti a sejti/szoveti regeneraciot tobbek kozott miokardialis infarktusban,
stroke utan, ¢és alsd végtagi ischaemidban. A biztatd preklininkai
vizsgalatok utan rendkiviili gyorsasaggal kisérleti human alkalmazasra
keriil6 MSC terapia azonban igen szerény, tObb metaanalizis szerint csak
neutralis hatassal birt példaul miokardialis infarktus akut vagy szubakut
szakaban illetve kronikus szivelégtelenségben. Ennek hatterében az egyik
fontos mechanizmus a sejtbeadast koveto rovid tulélés és alacsony retencio
az ischaemias szovetben. Az irodalomban szdmos stratégia ismert ennek
athidalasara, példaul a kiilonb6z6 hypoxias, farmakologiai és genetikai
prekondicionalasok, melyek javitottdk a sejtek talélését és regenerativ
kapacitasat miokardidlis infarktus, traumds agysériilés és hats6 végtagi
ischaemia kisérletes modelljeiben, azonban ennek oka még nem teljesen
feltart.

Hypoxia hatasara jelentds valtozasok kovetkeznek be a MSC
proliferacioban, differenciacidban és migracidban, valamint valtozik a
MSC-k altal szekretalt fehérjék szintje. Az eddigi vizsgalatok ebben a
témaban rendszerint normoxiaban €s egyféle, alacsony
oxigénkoncentracioban tenyésztett sejteket hasonlitottak Ossze, és
egymastol eltér6 eredményekre jutottak. Hypoxidban a sejtek
lipidosszetétele is megvaltozik, valamint régota ismert, hogy a lipidek nem
csupan az energiatirolasban és a membranalkotasban, hanem sokféle
jelatviteli folyamatban is nélkiilozhetetlenek. Az Ossejtek és ezen beliil a
MSC-k lipid 6sszetételét és a hypoxia hatdsara bekovetkezé valtozasokat

kevesen vizsgaltak eddig.



Célkitiizéseink

Els6ként a kiilonbozé mértékit hypoxia (1%, 5%, 10% O,) MSC
differenciaciora és proliferaciora kifejtett hatasat vizsgaltuk és hasonlitottuk
Ossze normoxias sejtekkel. Vizsgaltuk tovabba, hogy a hypoxias
prekondicionalas (HP) javitja-e a sejtek tulélését egy oxygén- és
tapanyagszegény in vitro kornyezetben, és hogy okoz-e metabolikus
valtozasokat, ezt a sejtek altal elhasznalt glikoz mennyiségének és a
laktatszekrécio mértékének mérésével kovettiik. Vizsgaltuk, hogy a
hypoxias prekondicionalas fokozza-e a sejtretenciot in vivo, egerekbe vald
intramuscularis beadast kovetéen. Elemeztiikk az MSC-k lipid 6sszetételét
normoxiaban és a lipid Osszetételben hypoxia hatasara 1étrejovo esetleges
valtozésokat, valamint, hogy a lipidszintek valtozasai milyen lehetséges
funkcionalis kovetkezményekkel jarnak MSC-kben, az angiogenikus

fehérje-szekrécio példajan keresztiil.

Modszerek

Mesenchymalis Ossejt izolacio és sejtkultira

Kisérleteinkhez egészséges OnkéntesekbOol nyert teljes human
csontvel6b6l mesenchymalis Ossejteket izolaltunk, az ismert modszerek
szerint. A sejtszaporitast 20% oxigénben (5% CO,), 37 °C-on végeztiik,
10% marhaszérummal (FBS) szupplementalt tapfolyadékban.



Sejtproliferacio és differenciacio vizsgalata

A sejteket 10%, 5%, és 1% O, koncentracioji inkubatorokban
tenyésztettiilk, a kontroll sejteket 20% oxigénben, 12 napig. A jelzett
idépontokban a sejteket trypsinnel felszedtiik, majd haemocytometerrel
szamoltuk, Trypan kék festék hozzaadasa utan. Sejtciklus analizishez 4
napig tenyésztettiik a sejteket a fent jelzett 4- féle oxigénkoncentracioban,
majd ethanollal permeabilizaltuk, és propidium jodid jel6léssel és aramlasi
citométerrel mértiik a sejtek DNS tartalmat. A differenciaciot adipogén és
osteogen differenciacios médiumban vizsgaltuk, a sejteket a fenti 4-féle
oxigén koncentracioban tenyésztve. Az adipogén differenciaciot olajvords
O festékkel, az osteogen differenciaciot alkalikus foszfataz aktivitas
mérésével, a kalcium-lerakodas mértékét Alizarin vorossel mutattuk ki és

kvantifikaltuk.

In vitro sejttalélés vizsgalat

A sejteket 0 (kontroll), 16, 48, illetve 96 oOran keresztiil
prekondiciondltuk 1% oxigénben, teljes médiumban, majd az Osszes sejtet
1% O,-be helyeztiik szérummentes médiumban 12 napra, mikézben minden
harmadik napon haemocytométerrel sejtszamolast végeztiink, Trypan kék
festék hozzaadasa utan. A élé/halott sejtek aranyanak vizsgalatahoz az
MSC-ket iiveg feddlemezen tenyésztettik 48 oran at 1 vagy 20%
oxigénben, teljes médiumban, majd a sejteket 1% O,-be helyeztiik 9 napra,
szérummentes médiumban. A 9. napon a sejtmagot DAPI-val, a halott
sejteket  Etidium homodimer Ill-mal jeloltik, és fluoreszcens

mikroszképpal automata sejtszamlalast végeztettiink. Az apoptotikus



sejteket phycoerythrin-Annexin V apoptozis kittel, és aramlasi citométerrel
kvantifikaltuk.

Sejtretencio vizsgalata in vivo

A harom kiilonbdz6 donorbdl izolalt luciferaz expresszaldé MSC-ket
(lentiviralis transzdukcio, pCCLc-MNDU3-Luciferase-PGK-eGFP-WPRE)
teljes médiumban 48 o6ran at 20% ill. 1% oxigénben (HP)
prekondicionaltuk, majd nem-obez diabetikus stGlyos kombinalt
immundeficiens (NOD/SCID-ILRy/) egerekbe adtuk be intramuscularisan
(14 allat/ kisérleti csoport, 2 x 10° sejt/ allat). A beadas helyén a
sejtretenciot 28 napon keresztiil kovettiik, a képalkotas az els6, majd
minden 7. napon tortént, intraperitonedlis luciferin szubsztrat beadast

kovetden in vivo képalkoto rendszerrel (IVIS).

Gliiko6z és laktat mérés

A sejteket 16, 48 ¢és 96 oran keresztiil 1% Oj-ben tenyésztettiik
normoxias kontroll mellett, majd a feliiliszobol megmértiik a gliikdz és
laktat szinteket. A sejteket ezutan az in vitro talélés assay-nél leirtakkal
azonos moédon tenyésztettiik, és minden harmadik napon legyiijtottik a
feliiliszokat, majd kolorimetrikus modszerrel mértitkk a gliikkoz és laktat

koncentraciot.

Nagyteljesitményti folyadékkromatografia (HPLC) — elektrospray ionizacid
(ESI) — quadrupol time-of-flight tandem tomegspektrometria (QTOF-
MS/MS)



A sejteket 48 oran at 20 illetve 1 % oxigénben tenyésztettiik, majd
kromatografias elvalasztas utan elektrospray ionziacio, végil tandem
tomegspektrometria modszerekkel keriilt analizisre az MSC-k lipid
Osszetétele. A lipidek jelolése: [lipid osztaly] [Ossz- szénatom szam a

szénlancban] [kettOs kotések szama].

A diglicerid (DG) szint mérése enzim- kapcsolt immunoszorbens assay-vel
(ELISA)

Az MSC-ket 1% illetve 20% oxigénben tenyésztettik, a
phosphatidyl-cholin-  specifikus phospholipaz C (PC-PLC) ¢és a
sphyngomyelin synthase (SMS) enzimeket gatldo D609 (50 uM)
hozzaadasaval vagy a nélkiil. Normoxiaban, kobalt-klorid (CoCl,, 100 uM)
jelenlétében is vizsgaltuk a sejteket. 48 ora utan a sejtekbdl lipidextrakciot

végeztiink, majd ELISA moddszerrel mértiik a sejtek digliceridtartalmat.

Angiogenikus faktorok detektalasa

Az MSC-ket a DG mérésnél leirtakkal azonos modon tenyésztettiik,
majd a sejtek feliillusz6jabol ELISA modszerrel meghataroztuk a szekretalt
vascularis endothelialis névekedési faktor (VEGF), az interleukin 8 (IL-8)
és az angiopoietin 2 (Ang-2) mennyiségét. A VEGF, az IL-8 és az Ang-2
MRNS szintméréshez RNS extrakcidt, reverz transzkripciot és real time
polimeraz lancreakciot (RT-PCR) végeztiink Tagman primerekkel és

probakkal.



In vitro ,,sebgyogyulas” assay

Az MSC-ket a DG mérésnél leirtakkal azonos modon tenyésztettiik,
majd a sejtekrdl felilliszokat gyiijtottiink. VeraVecs endothel sejteket
tenyésztettink  plasztik  inzertet tartalmazo plate-eken, melynek
kovetkeztében a sejt monolayerek kozott egy homogén, 500 um-es hiany
keletkezik. Az endothelsejteken a médiumot ezutan az MSC-krdl legyijtott
feliiluszora cseréltiik. A sejteket rogton ekkor, majd 10 oraval késGbb
fotoztuk, és az endotélsejt migracid6 mértékét TScratch szoftverrel
kvantifikaltuk. A sebzarodast a kezdeti és a 10 oras hiany aranyaként

hataroztuk meg.

Statisztikai elemzés és adatkdzlés

Minden kisérletet minimum haromszor ismételtiink, kiilonbozo
donorokbol szarmazd MSC-kkel. Az eredmények szamtani kozepét és az
atlagtol valo atlagos eltérést (SEM) tintettiik fel. Két kisérleti csoport
Osszehasonlitasdhoz ~ Student-féle  t-probat  hasznaltunk  p<0.05
szignifikanciaszinttel, négy kisérleti csoporthoz pedig ANOVA (analysis of
variance) modszert, vagy Student-féle t-probat Bonferroni korrekcioval

p<0.0125 szignifikanciaszinttel.

Eredmények

crer
------
------

srer
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proliferacios assay, a sejtciklus analizis és az adipogén illetve osteogen
differenciacios assay alapjan azt talaltuk, hogy a hypoxia mérsékli az MSC-
oxigénben torténd tenyésztés volt a legerdsebb hatassal az MSC-re, mig a
10% O, csak minimalis mértékben befolyasolta a sejtproliferaciot és

differenciaciot.

A hypoxias prekondicionalas hatasara javul az MSC-k tulélése in vitro

A sejteket 0, 16, 48 vagy 96 oran at 1% oxigénben
prekondiciondltuk teljes médiumban, majd 1% oxigénben és szérummentes
tapfolyadékban tenyésztettiik 12 napon at, igy szimulalva egy oxigén- és
tapanyagszegény kornyezetet. A 12. napra gyakorlatilag nem talaltunk é16
sejtet egyik kisérleti csoportban sem, azonban a 48 ¢és 96 oran at
prekondicionalt sejtek szignifikansan nagyobb ardnyban éltek tul, a hatodik
napon tortént sejtszamolas szerint, mig a 16 oras prekondicionalas nem
serkentette a tlélést a kontroll csoporthoz képest. Ezeket az eredményeket
megerdsitendd, az MSC-ket ethidium homodimerrel illetve Annexin V-tel
jeloltiik, és azt talaltuk, hogy 9 nap oxigén- és szérummegvonds utdn a
hypoxiaban prekondicionalt sejtpopulaciéban szignifikansan alacsonyabb
volt a halott és az apoptotikus sejtek mennyisége, mint a kontroll (nem

prekondicionalt) sejtpopulacioban.

crer

Lentiviralis transzdukcioval luciferaz expresszalo MSC-ket
hoztunk 1étre, majd a sejteket 48 oran at 20% ill. 1% oxigénben

prekondicionaltuk, majd sulyos kombinalt immundeficiens egerekbe adtuk
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be intramuscularisan. A sejtretenciot 28 napon at kdvetve azt lattuk, hogy a
hypoxiaban prekondicionalt sejtek szignifikansan nagyobb aranyban éltek
tul a beadast koveton, €s még a 28. napon is detektalhatoéak voltak alacsony
mennyiségben, mig a nem-prekondicionalt sejtek ekkor mar nem voltak

detektalhatoak.

A hypoxias prekondicionalt MSC feliilluszdjaban tobb gliikkéz marad
szérum- €s oxigénmegvonas soran

A sejteket 16, 48 és 96 oran tenyésztettik 1% oxigénben,
normoxias kontroll mellett, és azt talaltuk, hogy a 96 6ran at hypoxiaban
tenyésztett sejtek feliilluszojaban szignifikansan magasabb a gliikéz szint a
tobbi kisérleti csoporthoz viszonyitva, illetve, hogy a 48 és a 96 oran at
hypoxiaban tenyésztett sejtek feliiluszojaban szignifikdnsan magasabb volt
a laktat szint, mint a 16 6rds hypoxia utan, illetve a normoxias kontrollban.
Majd 3 napos szérumdeprivacioé €s hypoxia utan vizsgalva a sejteket azt
lattuk, hogy a 48- és 96 oran 4t prekondicinalt sejtek feliiluszojaban
szignifikansan magasabb a gliikoz szint és szignifikansan alacsonyabb a
laktat szint, mint a 16 ordig prekondiciondlt sejtekben illetve a nem-

elokezelt csoportban.

Az MSC-k lipidosszetétele

Ot kiilonbdzd egészséges donorbdl izolaltunk MSC-ket, majd 48
oran at 20% illetve 1% oxigénben tenyésztettiik 6ket. A HPLC-ESI-QTOF-
MS/MS moébdszerrel 1956 kiillonb6z6 molekularis ion volt detektalhato, ezek
kozil 390 ion volt azonosithatd az ismert lipidek egyikeként a

LipidBLAST konyvtar segitségével. Ezek koziil a legnagyobb aranyban a
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phosphatidylcholine (PC) lipidek voltak jelen (76.5%), a sphyngomyelinek
(SM) 11%-ban, phosphatidylethanolaminok (PE) 2%-ban és a trigliceridek
(TG) 2%-ban voltak jelen. Osszességében, a PC, SM, PE és TG lipidek
alkottdk az azonositott lipidek 90%-at. A legnagyobb mennyiségben
detektalt lipid a PC (18:1/16:0) volt.

Hypoxia hatasara szamos lipid szintje emelkedik MSC-ben

Kétféle modszerrel vizsgaltuk a hypoxia hatasara bekdvetkezett
valtozasokat a lipidszintekben: eldszor lipidosztaly szerint 6sszehasonlitva,
ahol azt talaltuk, hogy hypoxia hatasara szignifikansan né a triglicerid,
diglicerid lipidek, valamint a zsirsavak szintje. Masodszor, a lipideket
egyesével Osszehasonlitva azt lattuk, hogy 41 lipid szintje szignifikdnsan
emelkedik hypoxiaban, kiilonosen is a digliceridek, melyek Gsszes detektalt
fajtaja emelkedett volt a hypoxias mintdkban. Ezt az eredményt ELISA
modszerrel is megerdsitettiik, illetve a hypoxia-szimulalé agens, kobalt-
klorid jelenlétében. Azt vizsgalandd, hogy a hypoxiaban megfigyelt DG-
szintnovekedés jar-e funkcionalis valtozasokkal, D609-et adtunk a
sejtekhez, mely gatolja a PC-PLC és SMS enzimeket, igy két ponton is
gatolva DG képzodést. Azt tapasztaltuk, hogy 50 uM D609 hatasara

csokkent a DG szint az MSC-ben hypoxiaban, de nem normoxiaban.

crer

Az MSC-ket 48 oran at 20% illetve 1% oxigénben, D609
jelenlétében illetve a nélkiil tenyésztettiik, majd legyiijtottik a sejtek
feliilszojat és meghataroztuk a szekretalt VEGF, IL-8 és Ang-2 szinteket.

Hypoxia hatasara szignifikdnsan emelkedett a VEGF szintje, mig D609
10



hatasara csokkent a VEGF szintje hypoxiaban és normoxiaban is. Ezzel
ellentétben, az IL-8 szintje csokkent hypoxiaban, mig D609 hatasara
emelkedett a szintje hypoxidban és normoxiaban is. Az Ang-2-t az MSC
csak nagyon alacsony mennyiségben szekretaltak, emellett figyeltiik meg,
hogy hypoxidban csokkent a szintjiik, mig a D609 hozzaadasa tovabb
csokkentette a szekretalt Ang-2 mennyiségét. A trendek hasonldak voltak
génexpresszios szinten is. A VEGF és az Ang-2 mRNS szintje valtozott
hypoxia hatasara, azonban a tobbi kisérleti csoport kozott nem volt

szignifikans kiillonbség az mRNS szintek kozott.

D609 hatasara mérséklodik az MSC-k endothel migraciot serkentd hatasa
in vitro

Az MSC-ket 48 oran at 20% illetve 1% oxigénben, D609
jelenlétében illetve a nélkiil tenyésztettiik, legylijtottiik a sejtek feliiluszojat,
majd vizsgaltuk, hogy a kondicionalt médium hogyan hat az endothelsejtek
szignifikansan kisebb mértekii volt a D609-cel, hypoxiaban eldkezelt MSC-
r6l szarmazo feliiluszoban, mint a kezeletlen hypoxias MSC-k
feliiluszojaban. Azonban a D609 nem okozott jelentds kiilonbséget a
normoxiaban tenyésztett MSC-k feliiliszdjanak endothel migraciot

serkent6 kapacitasaban.

Kovetkeztetések

Noha a mesenchymalis 0Ossejtek jotékony hatasat a szoveti

regeneraciora szamtalan allatkisérlet igazolta, human vizsgalatokban igen
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szerény, vagy csak neutralis hatassal birtak. Emiatt véleményem szerint
tovabbra is nagyon fontos az MSC-k alapveté tulajdonsagainak
laboratoriumi vizsgalata, valamint kiilonb6z6 moddszerek alkalmazasa,
melyek javitjak a sejtek retencidjat a regeneral6do szovetekben sejtterapias
alkalmazasok soran.

A sejtek talélésének és terapias kapacitdsanak ndvelésére tobbféle
prekondicionalasi stratégiat irtak le az irodalomban, a hypoxias az egyik
gyakran alkalmazott ilyen stratégia, amely fokozta az MSC terapia
regenerativ hatasat példaul alsé végtagi ischaemia modellekben. A
hypoxias prekondicionalas hatisara fokozddik a sejtek retencioja és tulélése
a beadas helyén, azonban nem teljesen ismert, hogy milyen
mechanizmussal.

A hypoxia hatasdt MSC-ken vizsgalva azt lattuk, hogy a hypoxia

crcr

rrrrrr

csontdefektusok sejtterapiaja soran. In vitro és in vivo koriilmények kozt
vizsgaltuk a hypoxias prekondicionalas hatasat MSC-ken. Az tapasztaltuk,
hogy a hypoxias prekondicionalas javitotta a sejtek talélését kombinalt
szérummegvonas és hypoxia soran. Megallapitottuk, hogy az 1%-0s O,
optimalis hypoxiaszint a prekondicionalashoz. Megallapithatjuk tovabba,
hogy a (minimum) 48 o¢ra optimalis id6tartam a hypoxias
prekondicionalashoz, hiszen kisérleteink soran a 16 o6ra prekondicionalas
nem befolyasolta a sejtek thlélését, mig a 48 és 96 ora jelentds novelte a
sejtek talélési aranyat in vitro kombinalt szérummegvonas és hypoxia soran.
Még fontosabb, hogy 48 ora hypoxias prekondicionalas hatasara

szignifikansan emelkedett az MSC-k retencidja in vivo intramuscularis
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injekciot kovetden egerekben. Eredményeink alapjan javasoljuk mind a
kisérletes, mind a klinikai vizsgalatokban az MSC hypoxias
prekondicionalasat sejtterapias alkalmazasok soran.

Vizsgaltuk a sejtek anyagceseréjében bekovetkezé valtozasokat.
Hypoxiaban tortén6 tenyésztés soran 96 oOra utan a sejtek feliiliszojaban
szignifikansan magasabb gliilkoz koncentracié volt mérhetd, mint 0, 16
vagy 48 oranal. Harom napos in vitro kombinalt szérummegvonas és
hypoxia mellett pedig azt lattuk, hogy a 48 és 96 o6ran at prekondicionalt
sejtek feliiliszojaban szignifikdnsan magasabb volt a gliik6z szint, mint a
16 o6ran at prekondicionalt sejtekben ¢és a kontroll sejtekben.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztetiink, hogy hypoxias prekondicionalas
soran a sejtek metabolizmusa megvaltozik, alacsonyabb iitemben
hasznaljak fel a szamukra elérhet6 gliikozt, igy ,,gazdasagosabban” bannak
az elérhetd energiaforrassal, ujabb hypoxia- és szérummegvonas esetén.

Vizsgaltuk tovabba a hypoxia hatasara bekdvetkezd valtozasokat a
sejtek lipidosszetételében. Ismert ugyanis, hogy a lipidek nem csupan a
sejtek energiatarolasaban és a bioldgiai membranok felépitésében vesznek
részt, hanem fontos jelatviteli és szabalyozo szerepiik is van szinte minden
cellularis folyamatban. Azt talaltuk, hogy hypoxia hatasara szamos lipid
szintje megemelkedik MSC-ben, kiilonésen is az Osszes azonositott
diglicerid szintje. Az Ossztriglicerid és az 0ssz- zsirsav szint is emelkedett
hypoxiaban, amit annak tulajdonitunk, hogy hypoxiaban a sejtek nem
képesek végrehajtani az oxigénigényes zsirsav-bétaoxidacidt, igy
felhalmozodnak a sejtben. Tovabb vizsgalva, hogy a latott diglicerid
emelkedés jar-e funkcionalis kovetkezményekkel, D609 hozzaadasaval

gatoltuk mind a phosphatidylcholine- specifikus phospholipase C, mind a
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sphyngomyelin synthase enzimet, igy tobb ponton is gatolva a diglicerid
képzodését. Vizsgaltuk, hogy a D609-cel torténd kezelés hatasara valtozik-
e a MSC-k altal szekretalt angiogenikus fehérjék szintje. Hypoxiaban a
VEGF szintje szignifikansan emelkedett, azonban D609 hatasara szintje
lecsokkent. Az interleukin 8 szintje hypoxidban szignifikdnsan csokkent,
azonban D609 hatasara szintje emelkedett. Az angiopoetin 2-t az MSC-k
csak nagyon alacsony mennyiségben szekretaltak, de hypoxia hatasara
szintjilk csokkent, majd D609 hatasara tovabb csokkent. A VEGF, az IL-8
és az Ang-2 mRNS szintjében a D609 nem okozott szignifikans
valtozésokat, igy azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a szabalyozds nem
génexpresszios szinten, hanem a fehérjeszintézis vagy fehérjeszekrécio
szintjén torténik. Az MSC-t 48 6ran at hypoxiaban vagy normoxiaban,
D609-cel vagy a nélkiil tenyésztettiik, majd legytjtottik a sejtek
feliilluszojat. In vitro ,,sebgyogyulasi” assay-ben vizsgaltuk ezen feliiliszok
hatasat az endothel migraciora. Azt lattuk, hogy D609 hatasara a
hypoxiaban tenyésztett MSC-k endothel-migraciot serkentd kapacitasa
csokkent, mig a normoxiaban tenyésztett mesenchymalis Ossejteké nem
valtozott. Igy megéllapithatiuk, hogy valosziniileg hypoxidban és
normoxiaban eltér az MSC-kben az endothel-migraciot serkentd
szignalizaci6, és hogy hypoxidban a diglicerid szintek erésebben
befolyasoljak ezt a folyamatot.

Az altalunk leirt valtozasok az MSC-k lipidosszetételében in vitro
eredmények, és elsOsorban az alapkutatds szempontjabol érdekesek,

azonban késObb szerepet kaphatnak Kklinikai sejtterapidk soran is.
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