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1 Bevezetés

1.1 Iszkémias szivbetegségek - szivinfarktus

A sziv- és érrendszeri betegségek komoly egészségligyi és tarsadalmi problémat
jelentenek. Legjelentdsebb ezek koziill - részben gyakorisdga és hosszd tavd
¢letmindséget hatranyosan befolydsold hatdsa, valamint nem utols6 sorban magas

koltségei es ennek tarsadalmi kihatasai miatt - a stroke és a miokardilis infarktus.

1.1.1 Demogréfia

A gyors ipari és technologiai fejlodés kovetkeztében a varhatd élettartam jelentdsen
novekedett. A fertdzések vakcinakkal, antibiotikumokkal torténd kezelése, a
transzfuzids lehetéségek, a pontosabb diagnosztikai eljarasok, illetve a modern
miszerek es gyogyszerek segitsegével a betegségek akut szakaszanak kezelése sokat
fejlodott.  Ugyanakkor megfigyelhetd a munkakoriilmények megvaltozasa, a
mozgasszegény életmdd, az egészségtelen étrend elterjedése. Az Eurobarometer adatai
szerint a felmérésiikbe bevontak 59%-a egyéltalan nem, vagy csak ritkdn végez
testgyakorlatokat vagy vesz reszt sportjatékokban és 30% nem végez egyéb fizikai
tevekenységet sem (mint példaul kerékparozas, tanc vagy kertészkedes) [1]. A fentiek
kdvetkeztében a sziv- és érrendszeri, valamint a daganatos betegségek keriiltek el6térbe,
jelenleg a krénikus betegek ellatasa, gondozésa a legnagyobb feladat.

Az European Heart Network 2012-es adatai alapjan [2] Eur6paban a mortalitas 46%-a
sziv- és érrendszeri megbetegedés kovetkezménye. Magyarorszdgon meg szomorubb
képet mutatnak az adatok: minden masodik haldlozas kardiovaszkularis betegség
kovetkeztében tortenik (1. &bra). Noha a gyogyszeres és miitéti eljarasok fejlédése
kdvetkeztében a betegek 90-95%-a taléli az elsé szivinfarktust [3], azonban a sulyos
szivinfarktus utani kompenzatérikus mechanizmusok szivelégtelenség kialakulasahoz
vezethetnek [4], amelynek morbiditasi és mortalitasi (2. abra) adatai emelkednek [5, 6].
A sziv- és érrendszeri betegségek komoly gazdasdgi problémét is jelentenek. Az
Eurdpai Unidban a sziv- és érrendszeri betegségekkel kapcsolatos teljes raforditas

évente 196 milliard euro. Az Eurdpai Unidban a teljes egeészséglgyi koltseg 9%-at,
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Magyarorszagon a teljes egészségigyi koltség 14%-at ezen betegségek kezelésére
forditjak [2]. Mindez alahlzza 0j terapias madszerek kidolgozasanak igényét.

Eurdpa Magyarorszag

ECUEL sziv- &5 érrendszeri betegség
13%

Stroke
11%

@ Koszorlér-betegség @ Légzdszervrendszeri betegség
@ Stroke Sérlilés és mérgezés
@ Egyéb sziv- és érrendszeri betegség Egyéb halalok

@ Daganatos megbetegedés

1. dbra: Eurdpa és Magyarorszag mortalitasi adatai. Nichols és mtsai, European
Heart Network 2012, 2012: 14-15, 119 [2]
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2. abra: Szivelégtelenséggel kapcsolatos kérhazi kezelések szédma az Amerikai
Egyesult Allamokban 1979-2009 kozétt. - Roger és mtsai Circulation 2012, 125: e2-
e220 [6]



DOI:10.14753/SE.2015.2090

1.1.2 A miokardialis infarktust kdveté szivizom-karosodas folyamata

1.1.2.1 Iszkémias karosodas
Az iszkémia a szOveti verellatas hianyat jelenti, az artérias aramlas akadalyozottsaga
vagy a vénas elvezetés csokkenése miatt. Az oxigénhiany mellett magaban foglalja a
glikoz és egyéb vér altal szallitott metabolitok hianyat is, valamint a sérilt vérellatasu
terileteken a karos metabolikus végtermekek feldusulasat. Az iszkémias allapot a
szovetallomanyban diszfunkciot, sérilést és sejtpusztulast okoz. Az iszkémiara
legérzékenyebb szervek az agy, a sziv és a vesék, hiszen fizioldgias korilmények kozt
energianyerésilk aerob metabolizmus Utjan torténik. Az iszkémids szivbetegségek
leggyakoribb oka az ateroszklerdzis, de hatterében allhat koronaria-vazospazmus, vagy
embolizécio is [7].
A vérellatés elégtelensége esetén az aerob szdvetek egy biokémiai reakciosorozattal, az
iszkémias kaszkaddal reagédlnak. Ennek sordn proteolitikus enzimek, reaktiv
oxigénfajtak és egyéb artalmas molekulak szabadulnak fel, ami végs6 soron a szdvet
pusztulasahoz vezet.
Az oxigénhiany miatt a sejtek anaerob metabolizmusra allnak at, aminek kovetkeztében
tejsav halmozddik fel, s kisebb hatékonysdga miatt az ATP szintje csokken. Az
alacsonyabb ATP-mennyiség miatt a sejtek Na'-K'-ATP-az miikodése elégtelenné
valik, a sejtbe Na" aramlik be és K* aramlik ki beléle. A magasabb Na® szint a
miokardium sejtjeiben a Ca?*-Na*-cseremechanizmus korabbi ionaramlaséat is
megvéltoztatja, a Ca?* szintje megemelkedik, a sejtekben Ca’*-fiiggd enzimek
aktivalodnak:

e calpainok: Ca®*-fiiggd nem lizoszomélis cisztein protedzok, fokozott aktivitasuk

szabalyozatlan proteolizishez vezet,

e endonukleézok,

o ATP-azok,

e foszfolipazok.
A foszfolipazok a plazmamembrant és az sejtorganellumok membréanjat kéarositva
jelentésen fokozzak azok permeabilitasat. A mitokondrialis membran sértlése csokkenti
az ATP termelést, a plazmamembran karosodas az ozmotikus egyensuly tovabbi

romlasahoz vezet, mig a lizoszomak sériilése emésztdenzimek felszabaduldsat okozza.
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A lizoszomakbol felszabadult enzimek a sejt komponenseinek enzimatikus emésztését
és sejtnekrozist von maga utan.

Az aktivalt proteolitikus enzimek altal a xantin-dehidrogendz xantin-oxidazza
konvertalddik [8]. Az iszkémia soran esetén az ATP metabolizmus lebomlasi terméke, a
hipoxantin felddsul, melyet a xantin-oxidaz xantinna, majd hagysavva alakit, a
reakcioban melléktermékként szuperoxid anion képzodik, ami a legtobb reaktiv
oxigénfajta (ROS) prekurzora. A reaktiv oxigénfajtak harom f6 uton fokozzak a sejt
karosodasat. Egyrészt a telitettlen zsirsavakkal reagalva lipidperoxidaciot okoznak,
amely tovabb fokozza a membrankarosodast. Masrészt a fehérjékkel reagalva
fragmentaciot és szulfhidril-mediélt keresztkdtéseket hoznak létre, amely az érintett
DNS timin alegységével reagalva egyszal toréseket hoznak létre. Az endonukleazok és
reaktiv oxigénfajtak altal kivaltott silyos DNS kérosodas az apoptotikus sejthalal
indukalaséhoz vezet.

A novekv8 Ca®* mennyiség hatdséra a mitokondriumok pérusai kinyilnak. Ezek a
pérusok lehetévé teszik az 1500 Da-nél kisebb molekuldk atjutasat a mitokondrium
membranjain, aminek kovetkeztében a membrénpotencial dsszeomlik, a mitokondriélis
energiatermelés leall. A porusokon az elektrontranszport-lanc egyes komponensei is
képesek tavozni, ilyen példaul a citokrom c, amely kijutva a citoplazmaba, részt vesz a
kaszpaz-fiiggd apoptotikus ut indukalasaban.

Ezenkivil a pdérusokon atjutdé molekuldk megbontjak az ozmotikus viszonyokat, ami a
mitokondrium duzzadasahoz és liziséhez vezethet. Az oxidativ stressz kovetkeztében a
Iégzési lanc komplexeit alkotd fehérjék is karosodnak a ROS és a keletkezett reaktiv
aldehidek altal. A fentiek az elektrontranszportlanc sériilt mitkodéséhez vezetnek,
melynek kovetkeztében elektronok hagyjak el a lancot [9] és szabad gyokok, reaktiv
oxigén- és nitrogénfajtak keletkeznek tovabbi karokat okozva a sejtben.

A sejtkarosodas mértékétol fliggden a sejtek kétféle modon valaszolhatnak az Oket ért
karositd ingerre. Ha az artalom enyhe, a morfologiai és funkcionalis elvaltozasok
reverzibilisek, a membransériilés sem sulyos es nincs kariolizis sem, bar komoly
szerkezeti és funkciondlis karosodasok johetnek létre. Ha az artalom nagymértékii vagy
folyamatosan éri a sejteket, a sériilés irreverzibilissé valik, a sejt elhal apoptdzis vagy

nekrozis utjan (3. abra).

10
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3. dbra: Az iszkémias kaszkad. ATP —adenozin-triszfoszfat, CytC — citokrém c,

O, — oxigen, RNS - reaktiv nitrogénfajtak, ROS — reaktiv oxigénfajtak

Allatkisérletes modellekben a miokardium a teljes okkliziot kovetéen mintegy 20
perccel kezd elhalni [10], a folyamat a szubendokardium fel6l a szubepikardium
irdnyaba halad. Négy oran tali
valdszinliséggel irreverzibilis. A rekanalizacios eljarasok elvégzésére tehat minddssze

négy ora all rendelkezésre [11]. A gyors reperflzié csokkenti a 1ézi6 nagysagat és

javitja a prognozist.

1.1.2.2 Reperfazios karosodas

Noha a korai reperfizid kulcsfontossagu a széveti karosodas minimalizalasaban, ismert,
hogy a reperfuzié a fokozott ROS képz6dés miatt karos kovetkezményekkel is jar [12].
Az oxigén és a tapanyagok hianyaban egy olyan allapot alakul ki, melyben a keringés

visszadllitdsa a normal funkcio visszanyerése helyett szdveti gyulladassal, oxidativ

11

teljes okkluzié esetében a karosodas nagy
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karosodassal jar. Ennek hatterében egyfeldl az all, hogy az iszkémia miatt a sejtek
sérilnek, egy részik nekrotizél, és gyulladaskelté anyagok szabadulnak fel beldliik.
Maésrészt a reperfuzid soran relativ oxigen-tulkinalat jon leétre, amely pedig oxidativ
stresszhez vezet. Ez a sejtekben protein-, DNS- és plazmamembran-karosodasokat okoz.
A sejtben a szabad gyokok a redox szignal révén jelet adhatnak az apoptozishoz. A
membran sérllése miatt pedig a szabad gyokok kiszabadulnak az intersticialis térbe,
gyulladast okozva. Reperfizié alatt a mitokondrialis 1égzési lanc komplexei, foleg a
komplex I és komplex III a f6 forrasai a reaktiv oxigénfajtaknak [9], ezeért kdzponti
szerepik van a posztiszkémiés miokardialis karosodasokban (4. abra).

4 Ay ¥ Apye
wl [ el

ucp
_\-\I

H0 ]

NAD* NADH

i
4
- ﬂ e

i ATP  ADP+P,
Oy O, !

4. 4bra: Szuperoxid anion keletkezése a 1égzési elektrontranszportlanc
komplexeinél. Auy. - Hidrogén ion kémiai potencialkilonbsége a membran két oldalén,
ADP - adenozin-diszfoszfat, ATP — adenozin-triszfoszfat, Cyt ¢ — citokrom komplex,
FAD - flavin-adenin-dinukleotid oxidalt forma, FADH, - flavin-adenin-dinukleotid
redukalt forma, NAD® - nikotinamid-adenin-dinukleotid oxidalt forma, NADH -
nikotinamid-adenin-dinukleotid redukalt forma, O," - szuperoxid anion, P; — foszfat
anion, Q* — koenzim Q, QCP - szétkapcsold fehérje. Brownlee, Nature 2001, 414: 813-
820 [13]

A miokardialis infarktus akut fazisaban és kuldéndsen a reperfuzié soran leukocitak

migralnak az infarktus altal érintett teriiletre és ott szamos gyulladaskelt6 faktort, tobbek

kozt interleukinokat és ROS-t kibocsatva lokalis gyulladast okoznak és tovabb
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sulyoshitjak a szoveti sérulést. Emellett az Osszetapadt leukocitak elzarhatjak a kisebb
kapillarisokat Gjabb iszkémiat okozva. A makrofagok citokinek hatasara fokozzék
nitrogén-monoxid szintdz expressziojukat, ami L-arginin szubsztratbdl NO-t termel
[14]. A keletkezett NO-bol a mikrokornyezettél fiiggéen kiillonboz6 reaktiv
nitrogénvegyiiletek keletkezhetnek, mint példaul a nitrézium kation (NO™), nitroxil
anion (NO ), illetve szuperoxiddal reagalva a kiiléndsen reaktiv peroxinitrit (ONOO )
[15].

1.1.2.3 Szoveti helyredllito folyamatok

A Kkoronéria elzarodasat kovetdé stlyos hipoxias kornyezetben a kardiomiocitak
nekrozisa gyulladasos valasz kialakulasahoz vezet, amely magaba foglalja kiilonb6z6
citokinek és kemokinek felszabadulasat, amit a neutrofilek és a makrofagok
bevandorlasa kovet [16]. A gyulladasos reakcié megtisztitja a miokardiumot a sejt- €s
extracellularis matrix térmeléktol, és aktivalja a reparativ folyamatokat. Azonban az
elhuzédé gyulladés a nagy kardiomiocita veszteseg, az extracellularis matrix valtozasai
¢s a neovaszkularizacio kedvezotlen remodellinghez és kamrai diszfunkciohoz vezet.

A gyulladasos valasz részeként neutrofil granulocitak hagyjak el a cirkulaciot és
infiltralodnak a sérilt miokardium tertletére. Itt proteolitikus enzimeket és reaktiv
oxigén fajtdkat (ROS) szekretalnak és eltakaritjdk a sejt- és extracellularis matrix
tormeléket [17, 18]. A sérilt miokardium teriileten a makrofagok egy bifazisos
aktivacion mennek keresztil. Ez egy pro-inflammatorikus fazissal (szintén ismert mint
M1 vagy klasszikus aktivalt) kezdddik, amit egy atfedd anti-inflammatorikus (M2 vagy
alternativ aktivalt) fazis kovet [19, 20]. A makrofagok atvaltdsa M1-bél M2 fazisba a
miokardialis infarktus utani szoveti helyreallitdé folyamatok kulcsfontossagu eseménye
[21, 22].

Noha a gyulladasos valasz kritikus szerepet jatszik a sejttormelék eltakaritasaban és a
sebgyogyulds beinditdsdban, a tdlzott valasz hosszi tavon olyan sudlyos
kovetkezmenyekkel jarhat, mint példaul a ruptura [23]. A halott sejtek és tormelék
eltdvolitasa utdn a sériilt kamrafal sulyosan meggyengul. Fibroblasztok osztodasba
kezdenek és migralnak a sériilt teriilet felé, ahol miofibroblasztokka differencialédnak.
Az infarktust kdvetd alacsony oxigénszint miatt sok angiogenikus faktort — igy példaul

vaszkularis endotelialis novekedési faktort (VEGF), bazikus fibroblaszt ndvekedeési
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faktort (bFGF) - bocsatanak ki, amely Gj vérerek képzédését okozza az infarktus
teriletén [23]. KésObb, az érés fazisdban a miofibroblasztok nagy mennyiségben
termelnek extracellularis matrix fehérjéket, amik kozt a kollagén a f6 komponens.
Ennek kovetkeztében a granuldcidés szovet helyére lassan egy merev fibrotikus
hegszovet képzédik. Majd a miofibroblasztok apoptdzison mennek keresztil, érett,
kollagénben gazdag hegszdvetet hagyva hétra.

A miokardialis infarktus az infarktus altal kozvetlenil érintett terlilet mellett az egész
kamrafalra hatassal van. A kamrafal meggyengulése az infarktus expanziojat okozza. A
szivizomszovet hegszovettel vald potlasa megndveli a megmaradt életképes szovetre
jutd kontrakcios eréket. A megnovekedett kamrafal feszilés kés6i remodelling-et okoz,
a kamrafal szerkezetében. A balkamra megnagyobbodik és a kamrafal elvékonyodik
[24]. A balkamra remodelling egy id6fiiggd folyamat, amely erésen fiigg az infarktus
altal érintett teriilet sériilésének mértékétél. Habar a remodelling nagyrészt megéll,
amikor a hegszovet tenzilis ereje ellenstlyozza a feszité erdket, azonban sohasem lesz

képes teljesen kompenzalni az elvesztett kardiomiocitakat.

1.1.2.4 Komplikaciok

Ha a kipumpalt vér nem elégséges, hogy ellassa a szervezet szoveteit kardiogén sokk
alakul ki, azaz a megfeleld bal kamrai toltényomas ellenére lecsokken a vérnyomas és a
veraramlas [25]. A szivinfarktus altal érintett terlilet nem feltétlenul nyeri vissza teljesen
a munkaképességét. Az elhalt rész szisztolékor nem &sszehuzddik, hanem épp
ellenkezbleg, egy kicsit tagul, ennek kovetkeztében aneurizma, ruptlra, életveszélyes
szivtamponad alakulhat ki [26]. A sérllt szovetek elektromos karakterisztikaja is
megvaltozik, ezért gyakori komplikéaciok az aritmidk. Ha az iszkémia kihatassal volt a
szemolcsizmokra, akkor billentyilizavarokat is kivalthat. A gyulladas Kiterjedhet a
szivhartyéra is, perikarditisz alakulhat Ki.

HosszU tavon az elhalt szovet gyulladasos reakciok sordn kotészovetté alakul at. A
kotszovet kevésbé rugalmas, igy javitja a kontrakcio hatasfokat, azonban ha tal nagy
részre terjed ki, akkor akadalyozhatja a feltoltédést a diasztolé soran. A kisebb
miikodoképes szivizomtomeg a pumpafunkcido gyengiilését okozhatja, czért a

szivinfarktus egyik gyakori és rendkivil stlyos kévetkezménye a szivelégtelenség [27].
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Jelenleg a szivelégtelenség leggyakoribb oka a korabbi miokardialis infarktus [28]. Az
Amerikai Egyesiilt Allamokban az elsé miokardialis infarktus utani 5 évben a betegek
20%-anal alakul ki szivelégtelenség. Noha az akut miokardialis infarktus okozta
halalozds a revaszkularizacios terapidk kovetkeztében folyamatosan csokken, a

szivelégtelenség okozta morbiditas és mortalitds emelkedik [5].

1.1.3 Terépias lehetdségek

Kialakult akut iszkemias betegség esetén az azonnali kezelés célja a vérellatas minél
elébbi visszadllitasaval az érintett szivizom minél nagyobb részét megmenteni és
megeldzni a tovabbi komplikaciokat.

Infarktus gyanuja esetén aszpirin - a gyors felszivddas érdekében lehetleg elragva — €s
glicerin-trinitrat bevétele javasolt a kdrhazba szallitas kozben [29]. A koénnyen elérhet6
automata defibrillatorok és az azonnali segélyhivas nagyban ndveli a sikeres kezelés
esélyét, ugyanis a szivinfarktus gyakran okoz életveszélyes aritmidkat. Ha a beteget
akut miokardialis infarktus gyanuval szallitjak be és ST szegmens emelkedése van,
vagy Uj szarblokk észlelhet6 a tizenkét elvezetéses EKG-n, feltételezik, hogy
elzarodasos trombozisa van egy epikardialis koronaria artériaban, ezért azonnali
reperfuzids kezelésre szorul: trombolitikus terapia, szivkatéteres értagitas, vagy ezek
sikertelensege esetén bypass mitét altal [30, 31]. Az elzarodott koronaria
megnyitasanak egyik lehetséges modja az akut perkutan transzluminalis koronaria
ballon angioplasztika vagy mas néven perkutan koronaria intervencié (PCI).
Rendszerint az arteria radialison keresztiil vezetik be a katétert az aorta szajadékahoz,
majd az elzarodott terlletre, ahol tulnyomasos ballonnal tagitjak az elzardédott
érszakaszt és ma mar rutinszeriien végeznek thrombus-aspiraciot is. A tagitads utan
sztentet helyeznek be az 0jabb sziikiilet kialakuldsanak megel6zésére, ugyanis az
érszakasz altalaban gyulladas miatt Gjra Osszesziikiil (reszten6zis). Gyorsan elvégzett
PCl-vel 65%-r6l 95%-ra emelhetd6 az elzarddott artéridban a véraramlas
vagy venajat implantaljadk, hogy a sziikiilt vagy elzarodott érszakaszt kikeriiljék. A
miitét nem végezheto el kozvetleniil az infarktus utan, elészor stabilizalni kell a beteget.

Ezt a beavatkozast altalaban akkor alkalmazzak, ha komplikaciok lépnek fel. Két vagy
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tobb érintett ér esetén a bypass miitéttel kezelt betegek tulélési esélye nagyobb, mint
PCI kezelés esetén [35]. Mivel az akut koronaria elzar6das patomechanizmusaban
alapvetden az ateroszklerotikus plakk, illetve annak ruptirdja jatszik szerepet, a
gyogyszeres kezelés ezt a mechanizmust célozza. A trombolitikus gyogyszerek a mar
meglévd vérrogok feloldasat célozzak, a mellettiik alkalmazott véralvadasgatlokkal,
pedig 0j vérrogok keletkezését és a meglevok novekedését gatoljak. Trombolitikus
terapiat a tiinetek fellépését kovetd tizenkét oraban végeznek, ha az akut intervencio
lehetésége 90 percen beliil nem érhetd el, a legjobb eredményeket az elsé két 6raban
beadott gydgyszerek mutatjak. Tizenkét Ora utan a terdpiaval jar6 veszélyek
meghaladjédk a hasznossagat [36]. A trombolizis elénye, hogy nem igényel specialis
felszerelést, az intravénas gyogyszer akar mar a helyszinen beadhatd. Hatranya, hogy
Iényegesen nagyobb a vérzéses szovodmények szdma, és a korai reinfarktusok is
magasabb aranyban fordulnak el6 [37-39].

Ha a fenti kezelések ellenére a csokkent pumpafunkcié képtelen a keringés
fenntartasara, szivelégtelenség jon létre. Ebben az esetben invaziv keringéstdmogato
eljarasok alkalmazasara van lehetség. Ilyen példaul az an. ,left ventricular assisting
device”, melynek egyik kaniljét a bal kamrdba, a mésikat az aortdba vezetik. A gep
mechanikusan aramoltatja a vért egyik kaniilb6l a masikba. Ez az eljaras azonban
alapvetéen csak atmeneti, ,,bridge” terdpiat képez a szivatlltetésre valo varakozas soran.
A kamrafal szerkezeti valtozasaival jard kronikus szivelégtelenségben egyelére az
egyetlen definitiv terapias lehet6ség a szivatiiltetés [40]. Elérhetéségét a donorok
alacsony szdma, és az esetleges immunologiai inkompatibilitds korlatozza [41].

A miokardialis infarktus jelenlegi kezelései a sziv normal keringésének visszaallitasat
célozzak az elzarodott erszakasz megnyitasaval vagy bypass-aval. Bar ezek az eljarasok
drasztikusan novelik a varhaté élettartamot - a gyogyszeres és miitéti eljarasok fejlédése
miatt a betegek 90-95%-a tGléli az els6 szivinfarktust [3] - egyik sem kezeli a
kontraktilisszOvet-veszteséget és ennek utdlagos merev fibrotikus hegszdvettel vald
pétlasat. Mindkét emlitett esemény a talél6 szovet kompenzatorikus remodellingjét és a
szivfunkcid csokkenését eredményezi, ami végso esetben szivelégtelenséget okoz [4].
Jelenleg a szivelégtelenség leggyakoribb oka a miokardialis infarktus [28] és nem all
rendelkezésre terdpia, amely vissza tudnd forditani a szivfunkcio hanyatlasat [42], ami

felveti (j stratégidk kidolgozasanak sziikségessegeét.
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1.2 Sejtalapu terépiak

A regenerativ medicina egy 0j és gyorsan fej6doé terlilet. Daar és Greenwood
meghatarozasa szerint a regenerativ. medicina ,sejtek, szOvetek vagy szervek
helyreéllitasa, potlasa vagy regeneracioja a serilt funkcio helyredllitasa céljabdl” [43].

Az elképzelés szerint a sérilt terlletre lok&lisan beadott sejtek Uj szivizomszdvetté
differencialodnak a szivizom regeneracidjat fokozva. Tovabba lehetseéges, hogy ezek a
sejtek citokineket és novekedesi faktorokat termelnek amelyek serkenthetik az
angiogenezist es a vérellatas helyreallasat, illetve befolyasolhatjak a remodellinget [40].
A felnétt sziv tartalmaz olyan sejteket, melyek nem teljes mértékben differenciéltak,
képesek visszalépni a sejtciklusba és mitotikus osztddason atesni a miokardialis
infarktust kovetden. Ennek ellenére a miokardium nagyon csekély mértékii megujulasra
képes [44]. Mivel miokardialis infarktus utan a felnétt sziv sejtjei képtelenek a sériilt
szovet potlasdhoz megfeleld mértékli proliferaciora eldtérbe keriiltek a sejtalapu

terapidk a sérilt sziv gyogyitasara.

A miokardialis infarktus utani sejtterapids kutatdsok legtobb esetben &ssejteket
hasznalnak. A korlatozottabb differenciaciés képességli sejtek kozt a szkeletalis
mioblasztok, az endothelidlis progenitor sejtek valamint a tobb kiilonb6zd
sejtpopulacidt tartalmazo csontveld eredetli mononukledris sejtek és az ugynevezett
,processed lipoaspirate” emlithetok meg.

A szkeletalis mioblasztok egy izombiopsziabol kénnyen izolalhat és sejtkultdraban
jelentdsen felszaporithatd sejttipus. Eldnyiik, hogy viszonylag rezisztensek a hipoxia
indukalt apoptozisra [45]. Allatkisérletek soran az iszkémias sériilésen atesett
szivizomszovetbe injektalt mioblasztok funkcionalis javulast értek el [46-48]. Annak
ellenére, hogy képesek beépiilni az infarktus teruletére, a mioblasztok nem képesek a
szinkronizalt miikodéshez kiemelten fontos gap junction kapcsolatokat a rezidens
kardiomiocitakkal [49], amely potencidlisan arrithmiak kialakulasahoz vezethet.
Jelenleg is folyik a MARVEL vizsgalat (NCT00526253), amely a miokardialis infarktus
utani mioblaszt transzplantécid biztonsagossagat és hatékonysagéat vizsgalja.

A miokardidlis infarktus utani endothelialis progenitor sejt transzplantacié javitotta a

neovaszkularizaciét és a bal kamrai funkciot miokardidlis infarktus patkany
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modelljében [50]. Jelenleg is folyik a fazis 2-es IMPACT-CABG vizsgélat
(NCT01033617), amely CDI133 endothelidlis marker alapjan szelektalt csontvel6i
sejteket injektal miokardialis infarktus vagy szivelegtelenség kovetkeztében végzett
koronéria artéria bypass graft mtitétek soran.

A csontveld eredetii mononuklearis sejtpopulacio tartalmaz heamotopoetikus dssejteket,
mesenchymalis Ossejteket és endothelidlis progenitor sejteket, azonban ki kell
hangsulyozni, hogy jelentds része nem Ossejt. Ezekb6l a sejtpopulaciokbdl a
mesenchymalis Ossejteket a sejtkulturas tenyésztdedény mianyag feliiletéhez valo
Kitapadds alapjan lehet Kkiszelektalni. Azonban tobb vizsgalat (NCT00442806,
NCT00279175) is hasznélja ezeket a kevert sejtpopulaciokat, az izolalas gyorsasaga és a
tobb kiilonféle sejttipus esetleges egymast kiegészitd hatasmechanizmusai miatt.
Ugyanigy a zsirszdvet eredetli processed lipoaspirate vagy stromal vascular fraction,
melyet példaul az APOLLO vizsgalatban (NCT00442806) hasznaltak szintén egy kevert

sejtpopulécio, amelynek nagy része nem Gssejt.

1.2.1  Ossejtek

Az emberi szervezet az Ossejtek altal rendelkezik egy endogén regeneracios €s
helyreéllit6 mechanizmussal. Mara csaknem minden szovettipusban kimutattak éssejtek
jelenlétét. Az elsé Ossejtekkel kapcsolatos kutatas Becker munkacsoportjahoz fiizodik
[51]. Besugarzott egerekbe injektaltak csontveld eredetii sejteket és észrevették, hogy az
allatok lépeében csomok keletkeznek, a beinjektélt sejtek szdméval aranyosan. Arra
jutottak, hogy minden egyes csomd egyetlen csontveld eredetii sejtbdl szarmazik.
Késébb bebizonyitottdk, hogy ezek a sejtek latszolag végtelen szamu osztddasra
képesek. Definicid szerint az 6ssejtek két esszencialis tulajdonsdggal rendelkeznek: az
dnmeguijitas képessége (azaz a populacidjuk fenntartasa mitotikus osztodasokkal) és az
a képesség, hogy megfeleld koriilmények kozott kiilonbozd szdvetspecifikus sejtekké
képesek differencidlodni [52]. Differenciacios potencidlon alapuléd csoportositasuk
szerint megkllonboztetlink  totipotens, pluripotens, multipotens, oligopotens és
unipotens sejteket. A totipotens sejtek képesek mind embrionalis, mind
extraembrionalis iranyba differencialddni, teljes, életképes szervezetet tudnak

l1étrehozni. Ilyen sejt a zigéta €s annak az elsé néhany osztddasaval 1étrejovo utodsejtjei.
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A pluripotens sejtek a totipotens sejtek leszarmazottjai, melyek mindharom csiralemez
iranyu differencialodasra képesek. A multipotens sejtek egymassal kozeli rokonsagban
levo sejttipusokka képesek alakulni, ebbe a csoportba tartoznak példaul a
mesenchymalis &ssejtek. Az oligopotens sejtek csak korlatozott differenciaciora
képesek, mint példaul a limfoid vagy mieloid dssejtek. Az unipotens sejtek pedig csak
egyfajta sejtté képesek alakulni, de megvan bennik az 6nmeguljitas képessége, ami
megkiilonbozteti Oket a nem-6ssejtektol.

Tobb elmélet sziiletett az Gssejtek sejtvonal-determinacidjanak magyardzatara. Az egyik
legprominensebb az 6éssejtek mikrokdrnyezetének az Ugynevezett stem cell niche-nek
tulajdonit kulcsszerepet. A niche magéaban foglalja a sejt és a kornyezd extracellularis
matrix kozti interakciot valamint az intercellularis kommunikacioban résztvevd
jelzémolekuldkat. Ez a haromdimenzids mikrokdrnyezet befolyasolja vagy iranyitja a
génexpressziot és fenntartja az Ossejtek Onmegujitd képességét vagy irdnyitja
differenciaciojukat [53, 54]. Az eclmélet szerint a niche erés befolyasaval lenne
magyarazhatd a felndtt Ossejtek plaszticitdsa, amikor az Ossejt differencidcios
potencialjanak nem megfelel6 terminalisan differencialt sejteket hoz létre. Beszamoltak
tObbek kozt izomba implantalt human neurondlis &ssejt vazizom iranyu
differencialodasarol [55], valamint idegszovetbe implantalt csontveld eredetii sejtek
terminalisan differencialddott sejt egy masik sejttipussa alakul szintén a niche hatasaval
lenne magyarazhato: példaul majsejtek szigetsejtte transzdifferencialodasa [58].

Az Gssejtterapidk magukban hordozzak a szoveti helyreéllito folyamatok segitésén kivil

a seriilt szivizom regenerélasanak és a szivfunkcio visszaallitasanak igéretét is [5].

1.2.2  Ossejt tipusok

Az 0Ossejtek eredetiik szerint harom {6 csoportra oszthatok fel: embrionalis Ossejtekre,
feln6tt szervezetbdl szarmazo Ossejtekre, illetve indukalt pluripotens sejtekre. Létezik

még néhany, ebbe a harom csoportba nem egyertelmiien besorolhato dssejt is, mint az

amnionfolyadékbol és a kdldokzsindrbol nyert dssejtek.
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1.2.2.1 Embrionalis dssejtek

Egér eredetii embrionalis 6ssejtek izolalasat eloszor 1981-ben a Nobel-dijas Sir Martin
John Evans csoportja publikalta [59]. Human embrionalis ssejtek sikeres izolalasara 17
évet kellett varni, 1998-ban James Thomson csoportjanak sikertlt [60]. Jelenleg t6bb
szaz embrionalis Ossejt vonallal rendelkezUnk.

A pluripotens embriondlis 6ssejtek 5-6 napos blasztocisztak embriocsomojabél
szarmaznak. A human blasztocisztdk forrasa jelenleg in vitro megtermékenyitésbol
szarmazd szamfeletti embriok, illetve klonozéas (nuklearis transzfer) amely soran a
donor sejt nukleuszat egy enuklealt oocitaba helyezik.

Jellemz6ik a magas alkalikus foszfataz és telomeraz aktivitas, illetve bizonyos
antigének (SSEA-3 és 4, TRA-1-60 és 81) jelenléte [61].

In vitro tenyésztésuk specialis korulmenyeket igényel. A jelenleg altalanosan
alkalmazott sejtkulturaban az embriondlis éssejteket egy a ndvekedeésikhoz sziikséges
faktorokat termel6 fibroblaszt rétegen, specidlis médium felhasznalaséval tenyésztik. A
klinikai felhasznalashoz egy testidegen molekuldktdl mentes kultira megteremtése
kiemelt fontossagu [62, 63].

A szuszpenzidban novesztett ESC-k spontan celluléris aggregatumokat formalnak,
melyeket embrioid testeknek neveziink. Ezek a struktdrak részlegesen rendezett
szovetszerli képleteket hoznak Iétre, amelyben mezodermalis, ektodermalis ¢és
endodermalis markereket kifejez6 sejtek talalhatoak.

A regenerativ medicina nagy reményeket fliz az embrionalis dssejtekhez, mivel ezek a
potencialisan 0Orokéletti sejtvonalak egy teljesen karakterizalt stabil sejtforrast
jelenthetnek. Klinikai alkalmazasukat 3 f6 probléma hatraltatja. A nem differencialt
pluripotens embrionalis Ossejtek nagy tumorképzd potenciallal rendelkeznek, ezért
szignifikans veszélyt jelenthetnek a recipiens szamara [64, 65]. Masodsorban az allogén
alkalmazas miatt a transzplantacié utan immun-rejekcié alakulhat ki. Végul az
embrionalis Gssejtvonalak elGallitasa és felhasznéldsa egy sor etikai kérdest is felvet,
mint az embrid moralis statusza, az élet szentsége vagy a terapias klénozas. Az Europai
Unidban minden egyes tagallam 6nalléan foglalhat allast human embriok moralis

statuszaval és az Gssejtkutatassal kapcsolatban.
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Az etikai kérdések egy része megkeriilhetd olyan stratégidk alkalmazéasaval, melyek
nem kaérositjak az embridt, ilyen példaul a preimplantacios genetikai diagnézishoz nyert
mintakbol torténd ESC izolalas.

Az emlitett problémak ellenére az embrionalis Ossejtek terdpids alkalmazasa mar a

klinikai vizsgalatok fazisaba Iépett ([66], NCT01217008).

1.2.2.2 Felnott ossejtek

Az emberi test szinte minden szdévetébdl sikerrel izolaltak mar Ossejteket (csontveld
[67], zsirszOvet [68], kbzponti idegrendszer [69], retina [70], bor [71]), noha az adott
szoveten beliil kevés taldlhatd ezekbdl a sejtekbdl. A felndtt dssejtek multipotens
differenciacios potenciéllal rendelkeznek. Elettani szerepilk az elpusztult sejtek potlasa,

a serllt szovetek helyreallitasa. A sziv regeneraciojaval kapcsolatban a leginkabb

kutatottak a mesenchymalis dssejtek és a sziv eredetii Gssejtek.

1.2.2.2.1 Mesenchymalis dssejtek

Csontvel6 eredetli 6ssejtek izolalasat és jellemzését el6szor Friedenstein publikalta [72,
73]. Csontvel6t izolaltak, majd azt milanyag sejttenyészt6 edenyekben inkubaltak négy
oran keresztiill. Ezutan a nem letapadt sejteket eltavolitottak. Igy egy heterogén
sejtpopulaciét kaptak, amiben egyes sejtek fibroblasztokhoz hasonld, orsOszeri
morfologiat mutattak és in vitro korilmények kozott gyorsan osztodva kilénalld
koldniakat hoztak létre. Ezeket a sejteket colony forming unit fibroblasztoknak (CFU-F)
neveztéek el. Késébb felfedezték, hogy ezek a sejtek multipotens potencidllal
rendelkeztek és tobb mesenchymalis sejtvonalla képesek differencidlodni, ugy mint
csont [74], inszalag [75], zsir [76], porc [77, 78] és izom [79]. Sikerrel izolaltak hasonlo
sejteket kiilonb6z6 mesenchymalis szovetekbdl, mint synovium [80], in [81], vazizom
[82], zsirszOvet [68], illetve periférias vérbol [83]. Ez a sejtpopulacio ugy tinik, hogy
megtalalhaté a legtébb posztnatalis szervben [84] és mesenchymalis Ossejteknek
nevezziik ket [67].

A Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for
Cellular Therapy az aldbbi minimélis kritériumokat javasolta a mesenchymalis &ssejt
definiciéjahoz [85]:
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e Standard sejtkultards korulmények kozt ki kell tapadjanak a sejttenyésztd
edények milanyagahoz
e Rendelkezniuk kell a CD105, CD73, CD90 sejtfelszini markerekkel, valamint
nem expresszaljak a CD45, CD34, CD14 vagy CDI11b, CD79a vagy CDI19 és
HLA-DR markereket.
o Képesnek kell lennillk oszteoblaszt, adipocita és kondroblaszt iranyu
differenciaciora in vitro.
A csontvel6 eredeti mesenchymalis &ssejtek  kiilonboz6  iranyld  in  vitro
differencialtatdsara tobb protokoll is létezik. Dexametazon, aszkorbinsav és béta-
glicerofoszfat jelenlétében oszteoblaszt iranyba [86]; aszkorbinsav, dexametazon és
TGF-B (transzformaciés novekedési faktor () hatdséra kondrocita iranyba; mig a
tenyésztémédiumot dexametazonnal, inzulinnal, indometacinnal, izobutil-metil-
xantinnal, valamint L-glutaminnal kiegészitve adipocita iranyba [87] tudtak
differencialtatni a sejteket.
A csontvel6 eredetti mesenchymalis Gssejtek a kiilonb6z6 iranyh differencialodasi
képessegik mellett képesek immunszupressziv folyamatok medialasara is [88, 89]. A
csontveld eredeti mesenchymalis 6ssejtek a legtdbbet kutatott és leginkabb ismert
6ssejtesoport, a klinikai vizsgalatok dontd tobbségében ezt a sejttipust alkalmazzak.
Habar a csontvelé stabil és megbizhatd forrdsa a mesenchymalis Gssejteknek, a
csontveld kinyerése invaziv eljaras és az izolalt 6ssejtek szama alacsony és korfiiggd
[87]. Ezzel szemben a zsirszovetb6l nagy mennyiségii éssejt nyerheté ki és maga a
zsirszovet is konnyedén és nagy mennyiségben hozzaférheté [90]. Az izolalt sejtek in
vitro korulmények kdzott hosszu tdvon fenntarthatok stabil osztodasi idovel és alacsony
szeneszcenciaval.
A zsirszovet eredetli Ossejtek karakterizalasat célzo kutatasok azt talaltak, hogy a
fenotipus ¢és a transzkriptom meglehet6sen hasonlit a csontveld eredetti 6ssejtekére [91,
92] és szintén rendelkeznek immunszabalyozasi funkcidkkal [93], azonban egyes
Kisérletek azt mutattak, hogy differenciacios potenciéljuk bizonyos koértlmények kdzott
eltérd lehet [94].
A zsirszovet eredetli 6ssejteket lehetséges tobbek kozt oszteogen [95], kondrogen [96]

és adipogen [97] iranyba differencialtatni. Rangappa kutatdcsoportjanak sikerlt elérni
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kardiomiocita differenciaciot, mely utan a sejtek spontan 6sszehizodasokat végeztek és
ezt az allapotot 2 honapig stabilan megtartottak dedifferencidlodas nélkal [98].

1.2.2.2.2 Sziv eredetii ossejtek

Az elképzelés, miszerint a sziv egy termindlisan differencialt szerv és nem zajlik benne
sejt-turnover, nem keletkeznek Uj kardiomiocitdk megdé6lt [99-101]. Tobb kiilonb6zo
Ossejt populacidt is izolaltak kiilonbozo allatfajok szivébdl, illetve human szivbdl is,
mint az isl-1+ sziv eredetli 6ssejtek [102], c-kit+ sziv eredetli 6ssejtek [103],
cardiosphere eredetii 6ssejtek [104], side-population kardialis progenitorok [105].
Torella és munkatarsai szerint [106] feln6tt emlésok szivében a c-kit+ sziv eredetii
A sziv eredetii 6ssejtek képesek hosszu tavu 6nmegujitasra és differenciaciora a sziv {6
sejttipusaiva: szivizomsejtekké és a vaszkularis struktarat felépité endotel- €s
simaizomsejtekké [107]. A egyes kutatisok szerint a sziv eredetii Ossejtek az
embrionalis fejlodés maradvanyait reprezentaljak. Ezek a sejtek a sziv Ugynevezett
niche-eiben talalhatéak, ahol védve vannak a karos behatasoktdl. A csoportosulasok
elszortan helyezkednek el a miokardiumban, az eloszlasuk gy tiinik, hogy Osszefiigg a
szivfal fesziilésének kiilonb6z6 szintjeivel: az Ossejtek szdma forditottan aranyos a sziv
adott anatomiai része altal fenntartott nyomassal. A sziv eredetli 6ssejtek a pitvarokban
¢s a szivesucsnal gytilnek Gssze, mig a kamrék fala kevesebbet tartalmaz beldliik.
Sanada eés munkacsoportja arrol szdmolt be [108], hogy lehetséges a kardiomiocita
regeneracio fokozésa a sziv niche-eiben talalhato nyugvo c-kit+ dssejtek Gssejt faktorral
(SCF) torténd aktivalasa révén.

A sziv 6nmegujité folyamatainak és homeosztazisinak megértésével lehet6ség nyilna
ezen természetes folyamatok eldsegitésére a sériilt miokardium regeneracidjat javitva. A
sziv eredetli Ossejtek valosziniisithetéen sokkal hatékonyabbak az 10j miokardium
eloallitasaban [109], mint a mas szervekbdl szarmazd progenitor sejtek, mivel
eredendden a szivizom regeneralasa a feladatuk [110, 111] és az extra-kardialis eredet(i
feln6tt Ossejtek  kardiomiocita iranyu differenciaciés potencialja epigenetikusan

korlatozott [112].
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1.2.2.3 Indukalt pluripotens sejtek

2006-ban a Shinya Yamanaka vezette kutatocsoport arrél szamolt be, hogy szomatikus
sejtek Ujraprogramozasaval az embrionalis Ossejtekéhez hasonld pluripotens allapoti
sejteket allitott el6 [113, 114]. A sejtek Ujraprogramozésat 4 transzkripcids faktor
(Oct3/4, Sox2, c-Myc és KIf4) retrovirdlis overexpresszidjaval érték el. Ezeket a
sejteket indukalt pluripotens sejteknek nevezték el, és az eredeti ragcsald sejteken
vegzett kisérleteket sikeresen megismételték emberi sejtekkel is [115]. Az indukalt
pluripotens sejtek szdmos vonatkozasban hasonlitanak az embrionalis 6ssejtekhez
(expresszalt gének, kromatin metilaciés mintazat, differenciacidés potencial), nagy
elénylik azonban, hogy a modszer nem igényel human embriokat, igy nem allit etikai
aggalyokat, valamint lehetséges a recipiens sajat sejtjeinek alkalmazasa [111]. A
recipiens sejtjeibdl eldallitott indukalt pluripotens sejtek szingénikusak (azonos 6rokitd
anyaggal rendelkeznek) ezért elméletileg nem valtanak ki immunreakciét. Ennek
ellenére kerult mar olyan cikk publikalasra, amely szingénikus induk&lt pluripotens
sejtek T-sejt medialta immun-rejekcidjarél szamol be [116]. A virusvektorok
felhasznalasaval eldallitott indukalt pluripotens Ossejtek esetében a véletlenszeru
régiokba beépiild gének kovetkeztében megndvekedhet a tumorképzddés valosziniisége,
ezért a biztonsagos felhaszndlds érdekében kutatdsok folynak a virusokat mell6z6
indukcios technikakkal kapcsolatban. Igéretes megoldas lehet a fehérjék utjan torténd
indukcio [117]. Tovabbi probléma, hogy csakigy mint az embrionalis 6ssejtek esetén,
itt is felmerdl a teratdbmaképzés veszeélye [118].

A téma fontossdgéat jelzi, hogy Shinya Yamanaka munkjat 2012-ben orvosi Nobel-
dijjal honoraltak, melyet Sir John Bertrand Gurdon brit kutatoval megosztva vehetett at.
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1.2.3 Az 6ssejtkezelések hatasmechanizmusa

Az 0Ossejtkezelések soran tapasztalt jotékony hatasban valosziniileg tobb folyamat vesz
részt. Ezek kozt szerepel a parakrin faktorok szekretalasa (amivel befolyésoljak a
gyulladasos valaszt, fibrozist, és neovaszkularizaciot [5]), a sejt-sejt kontaktus soran
bekovetkezé citoplazma- és kompartmentcsere, a kardiomiocita apoptoézis géatlasa, a
differencialodas és halott kardiomiocitdk poétlasa és a serilt sejtekkel vald fazio (5.
abra).

Ezen folyamatok egymas mellett, egymas hatasat eldsegitve jelennek meg, megoszlasuk
valdsziniileg az alkalmazott sejttipustél és a mikrokdrnyezeti tényezoktdl fiigg. A
mechanizmusok aranya feltehetéen dinamikusan valtozik a gyodgyulas soran is.
Kezdetben a sejtek parakrin gyulladascsokkentd és antiapoptotikus hatasa, késébb az

érképzés és az elpusztult szivizomszdvet pétlasa és regeneralasa lehet a legfontosabb.
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Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008, 28: 208-216 [110]
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1.2.3.1 Parakrin hatasok
Az Ossejtek szamos parakrin hatasu molekulat szekretalnak (6. abra), melyek tébbek

kdzt antiapoptotikus, gyulladascsokkentd ¢és angiogenezist serkentd hatasokkal

rendelkeznek [119].

Sziv eredetii Gssejt Q&

B
| N

Zsirszovet
J eredetii dssejt

YO
Q‘Csnntve]ﬁ

- eredetii dssejt
-

Embrionalis dssejt

Endotelialis

Parakrin faktorok

SFRP2, VEGF, HGF, STC-1
SDF-1,TGF-f3, IGF-1, bFGF, TB-4

VEGF, bFGF, FGF2, HGF, TB-4

bFGFVEGF, IL-1, TNF-
HGF,Ang-1,Ang-2, TGF-f, IGF-1
SDF-1,PIGF, MCP-1, PDGF-BB

VEGF, IGF-1,HGF, TNF-u

IL-10,TB-4, MMP-2, MMP-9, MCP-1,
TSPI, TGF-[},TIMP-1, TIMP-2, TIMP-9,

Hatas

Pro-survival

Kontraktilitas fokozas

Neovaszkularizacio

Differenciacio

Remodelling befolyasolédsa

progenitor sejt | HGF, NGF, ErbB2, tenacin C, IL-1

6. abra: Ossejtek altal kibocsatott parakrin faktorok — Mirotsou és mtsai, J Mol

Cell Cardiol 2011, 50: 280-289 [119]

Bizonyitottan antiapoptotikus hatasu faktorok példaul a bazikus fibroblaszt novekedési
faktor (bFGF), a hepatocita novekedési faktor (HGF) és az inzulinszerii novekedési
faktor (IGF). Sadat és munkatarsai kimutattak, hogy zsirszovet eredetti 6ssejtek IGF-1-
et és VEGF-et szekretaltak iszkémian atesett szivizomsejtek kornyezetében. Mind az
IGF-1-nek, mind a VEGF-nek antiapoptotikus és angiogenetikus hatasa van [120]. In
vitro kokultaraban hematopoetikus  Gssejtek  apoptozis  inhibiciot értek el
kardiomiocitdkban az antiapoptotikus AKT/PKB Gt aktivalasaval [121]. Tovabbi
feltételezett antiapoptotikus hatas a nuklearis faktor-«B (NF-xB) aktivitas gatlasa,
csokkent tumor nekrozis faktor o (TNF-a) és interleukin-6 (IL-6) termelés, illetve
fokozott interleukin-10 (IL-10) expresszio [122-124]. Felmerilt olyan parakrin hatasu
vegyiiletek kibocsatasanak lehetésége is, melyek a szoveti Ossejteket serkentve

erdsithetik az endogén reparacioés mechanizmust [125].

1.2.3.1.1 Gyulladas szabalyozésa
Leirtdk, hogy az MSC-k fokozott IL-6 szekrécidja a STAT3 transzkripcios faktoron
keresztil csokkenti a neutrofilek apoptézisat igy ndveli azok életidejét [126]. Ezen tal a

fokozott IL-6 szekrécido befolydsolja a neutrofil aktivacidt is a repiratory burst
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(oxidative burst, gyors ROS szekrécio) csokkentésén keresztll [127, 128]. Miokardiélis
infarktus utani MSC transzplantacié megnéveli az M2 makrofagok szamat [129]. Bar a
mechanizmus még nem teljesen tisztazott, valoszintileg parakrin faktorok altal medialt,
mint az interferon-y, IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10, I1L-13, prostaglandin-E2, TNF-a, NF-xB,
nitrogén-monoxid, hem-oxigendz-1, HGF és a TGF-B1 [122, 129, 130]. MSC-k altal
szekretalt faktorokrdl leirtdk, hogy szupresszaljak a T-sejt, NK (természetes 616) sejt €s
B-sejt proliferaciot és attenualjak a dendritikus sejtek erését [127, 131-133].

1.2.3.1.2 Fibrozis szabalyozasa

Az infarktus utani Ossejt-transzplanticié befolyasolja a heg-formaciot, és javitja a
kamrafunkciot. Kiilonb6z6 tanulmanyok leirtak, hogy az infarktus utani Gssejtkezzelés
csokkenti a kamrafal elvékonyodasat [134], ndveli a frakcionalis rovidulést [135],
csokkenti a fibrozist és heg-méretet [124, 136-138]. A hatasban résztvevd eddig
azonositott faktorok a TGF-B, TIMP-ek (metalloproteinaz szoveti inhibitor) és MMP-k
(matrix metalloproteinaz) [139, 140]. In vitro Kkisérletek sordn kimutattak a
mesenchymalis 6ssejtek parakrin faktorok révén csokkentik a fibroblaszt proliferaciot és
a kollagén szintézist [110, 141], amely csokkentheti a miokardidlis infarktus uténi

remodellinget.

1.2.3.1.3 Angiogenezis szabalyozasa

Habar a terapiasan alkalmazott 6ssejtek képesek az érstrukturakba beépulni, ennek
gyakorisaga meglehetdsen csekély. Az angiogenezishez és arteriogenezishez vezetd
molekularis folyamatok mediatorai tobbek kdzt a nitrogén-monoxid, VEGF, bFGF,
HGF és az angiopoietin. Ezek a folyamatok az endothelialis sejtek és a vaszkularis
extracelluldris matrix szintéziséhez vezetnek. Leirtdk, hogy az infarktus utén
alkalmazott 6ssejt-transzplantacié képes fokozni a kapillaris denzitast a sértett tertileten
[142], amely tobbek kozt az Ossejtek VEGF termeléséhez kothetd [143].

1.2.3.2 Differenciacio

Az 6ssejtterapiak elsddleges célja alapvetéen az elpusztult kardiomiocitdk potlasa volt.

Jelenleg is folyik a kardiomiocita potlasra legmegfelelobb 6ssejttipus keresése. Az
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6ssejtek nem elkotelezettek egyetlen sejtvonal iranyaban, ezert fontos a megfeleld

differenciacios szignalok jelenléte. Az 1. tablazat felsorolja a kardiogén iranyba

differencialt Ossejteket és a differencialashoz alkalmazott eljarasokat.

1. tdblazat:

Cardiol 2014, 6: 610-620 [5] alapjan

Kardiogén iranyba differencialt dssejtek — Zamilpa és mtsai, World J

SEJTTIPUS DIFFERENCIALTATAS MODSZERE REFERENCIA
o embrioid test — medialt differenciéltatas [144, 145]
Embrionalis 6ssejt - - ~ —
matrix sandwich kultdra + Activin A, BMP4, bFGF [54]
matrix sandwich kultira + Activin A, BMP4, bFGF [54]
reprogramozott kardialis fibroblasztok transzdifferencialtatasa
) . embrioid test-alapt médszer + transz-well kondicionalt médium | [146]
Indukalt pluripotens .
o kokultdra rendszer
ossejt — - —
kardialis fibroblasztok direkt reprogramozésa in vivo Gata4, [147]
Mef2c és Thx5 lokalis bejuttatasaval
reprogramozott felnétt fibroblasztok szuszpenzids embrioid test- [148, 149]
medialt differencialasa '
5-azacytadine kezelés altal indukalt in vitro differeciacio [150]
Infarktus utdn G-CSF-fel mobilizalt és a sériilt miokardiumba [151]
Csontvel eredetti jutott &ssejtek in vivo differencidlédésa
mesenchymalis &ssejt In vivo differenciacidja a miokardiumba juttatott sejteknek [152]
Inzulint, DMSO-t és aszkorbinsavat tartalmazé kardiogén [153]
differenciaciés médium hasznalata
Szivizomszovet eredetii sejtmentes extraktum vagy [154]
Zsirszovet eredetit szivizomszovettel kondicionalt médium
mesenchymalis Gssejt Kokultdra direkt kontaktusban kontrahal6 szivizomsejtekkel [155]
0,1%-0s DMSO 48 6réan &t [156]
Amnion folyadék Miokardiumba transzplantalt sejtek in vivo differenciacioja [157]
eredetli Ossejt In vitro differenciacié embrioid test formacion at [158]
Koldokzsinorvér Kokultura elsédleges neonatalis patkany kamrai miocitakkal [159]
eredetii Gssejt Kokultara neonatélis egér kardiomiocitakkal [160]
Wharton kocsonya . . e . e
. Y . 5-azacytadine kezelés indukalt in vitro differenciacio vagy
eredetli mesenchymélis T o ) . [161]
L kardiomiocita-kondicionalt médiumban ndvesztés
Jssejt
Cardiosphere-ek Kokultdra neonatéalis patkany kardiomiocitakkal [104]
Sziv eredetii side . . . .
L, Kezelés oxytocinnal vagy trichostatin A-val [162]
populdcio sejtek

DMSO - Dimetilszulfoxid; G-CSF - granulocita koldnia stimulalé faktor

A kardiomiocita iranyu differenciacié ellendrzésére gyakran hasznaljak a GATA-4,
miocita specifikus enhancer faktor (MEF) 1 és 2A, 2C, 2D és az Nkx2.5 transzkripcids
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faktorok expresszidjat, illetve a miozin konnyt lanc (MLC)-2v, miozin nehéz lanc
(MHC) és foszfolambaén, a-aktin, szivspecifikus troponin T, szivspecifikus titin, dezmin
és connexin-43 molekulakat [144, 145, 150, 152, 153].

1.2.3.3 Membran nanocsovek

Tobb sejttipus esetén kimutattak, hogy képesek mas sejtekkel membran nanocsoveket
kialakitani (7. abra). A nanocsovek atmérdje 100 nm-es nagysagrendi, hossza tobb
mikrométer is lehet, bennik tobb esetben mitokondriumok aramlésat figyelték meg
[163]. Beszamoltak arrdl is, hogy ilyen nanocsdveken Kkeresztil létrejohet
»kommunikacid” szivizomsejtek és human mesenchymalis éssejtek kozott, illetve, hogy
a nanocsovon keresztiil mitokondriumok juthatnak az 6ssejtbdl a szivizomsejtbe [164].
A nanocsoveket [163] és a bennunk zajl6 mitokondrium transzfert [165]

kutatdcsoportunk is leirta.

7. abra: Membran-nanocsében lezajlé mitokondrium transzfer - Faziskontraszt €s
fluoreszcens kép, a fluoreszcens képen a MitoTracker festékkel jeldlt mitokondriumok
fehér jelet adnak — Pankotai és mtsai, Mitochondrion 2012, 12: 352-356 [165]

Mivel ismert, hogy az iszkémia-reperfuzios karosodas soran seriil a mitokondriumok
funkcioja [166], ezért izgalmas lehetdséget jelent, hogy a terapiasan alkalmazott sejtek
képesek lehetnek aktiv mitokondrium-transzfer A&ltal helyredllitani az aerob
metabolizmust sériilt mitokondriummal rendelkez6é sejtekben [167]. Azonban a
folyamatosan valtozé nanotubularis halozat fizioldgias funkcioja és lehetséges szerepe

in vivo sejtterapiak esetén még nem felderitett [168-171].
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1.2.3.4 Sejtfazid

A miokardidlis infarktus utani 0Ossejt-transzplantaciordl leirtdk, hogy képes az
apoptotikus szivizomsejtek megmentésére es érett kardiomiocitak létrehozésara
sejtfazio altal [172, 173]. Tobb kutatocsoport megfigyelt in vitro korilmények kozott
sejtfuziot a him eredetli embrionalis Gssejtek és egyéb tipust ndstény sejtek — példaul
ideg [174] és csontveld eredetli sejtek [175] — kozt. Kozoltek in vivo eredményeket is
csontveld eredetii mesenchymalis 6ssejtek (BMSC) fuzidjardl Purkinje neuronokkal,
kardiomiocitakkal és hepatocitakkal [173]. A fGzido utdn a sejtek kettés fenotipust
mutattak, kilondsen nagyméretii sejtmagot tartalmaztak, amiben szdmos nukleoluszt
lehetett megfigyelni, XXXY tetraploid kromoszémszammal rendelkeztek.

Jelzett sejtekkel végzett in vitro kisérletekben tapasztalt, munkacsoportunk altal is
megfigyelt jelenség a két sejtmagot tartalmazo, kettds jelolési sejtek megjelenése [163].
Valészintlileg a megmentési folyamatok kdz¢ tartozo jelenség soran egy Ossejt egy sériilt
sejttel fuzional igy kompartmenteket és citoplazmat oszt meg vele, ezzel javitva annak
allapotat [176]. Minden bizonnyal az angiogenezisben is része van a sejtfazionak [177,
178]. Mindazonaltal a fuzi6 eléfordulasanak alacsony gyakorisaga miatt nem lehet ezzel
magyarazni a miokardialis infarktus utani dssejtterapia allatkisérletes modelljeiben leirt

jelentds szivfunkciojavulast [179].

1.2.4 Ossejtterapiak preklinikai és klinikai eredményei

Az els6 klinikailag alkalmazott dssejtkezelés a csontveld-transzplantaci, az elsé sikeres
beavatkozésra 1968-ban kerilt sor. Az Gssejt-transzplantacié a hagyoméanyos kezelés
kiegészitéseként hasznalhaté leukémiaban, egyes limfomakban (pl. Hodgkin-kér) és
aplasztikus anémiaban. Gyermekkorban egyes genetikai betegsegek kezelesere is
alkalmas: thalasszémia, sarldsejtes vérszegénység és néhany velesziiletett anyagcsere-
vagy immunhidnyos betegség (példaul kronikus granulomatdzis). Az Ossejtek olyan
esetekben is felhasznalhatok, ha daganatos betegségek (példaul emlérdk kezelésére
adott nagy dozisu kemoterapia vagy sugarkezelés) kovetkeztében elpusztult a csontveld.
Nagy reményeket fiiziink az 6ssejtterapiakhoz az olyan degenerativ betegségekben, ahol
jelentés sejtpusztulds jon 1étre és nem 4all rendelkezésre kielégitd terdpia. Intenziv

kutatas folyik toébbek kozt az alabbi betegségek Gssejtterapias kezelésével kapcsolatban:
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gerincveld  sériilések és motor neuron rendellenességek (pl. ALS) [180],
neurodegenerativ betegségek — Alzheimer-kor, Parkinson-kér, Huntington-kor [181],
demyelinizacios betegségek (sclerosis multiplex) [182], diabétesz mellitusz [183],
stroke [184], éges, fekélyek — bér graft [185], retina betegségek [186], csontveld-
atlltetés [187], csont, porc, porckorong, meniszkusz, in- és inszalag betegségek [188-
190], muszkuléaris disztrofia (Duchenne muszkuléris disztrofia) [191], valamint
majelégtelenség [192].

A szamos egyéb felhasznalas mellett prominens kutatasi teriilet éssejtek alkalmazasa

miokardialis infarktus utan.

1.2.4.1 Ossejtterdpia miokardilis infarktus utan

Az allatmodellekben alkalmazott miokardialis infarktus utani sejtkezelés irodalméaban
beszamoltak neonatalis- [193], fetalis- [194] és feln6tt kardiomiocitak [195], szkeletalis
mioblasztok [48], kdldokzsindrvér eredetli sejtek [196], endotelidlis progenitor sejtek
[50], embrionalis &ssejtek [197], csontvelé eredetii Ossejtek [198], hematopoetikus
6ssejtek [199], mesenchymalis éssejtek [200, 201] indukalt pluripotens sejtek [202] es
sziv eredetii 6ssejtek [203] hasznalatarol.

Klinikai vizsgéalatok folytak és folynak tobbek kozt szkeletalis mioblasztokkal
(NCT00526253), csontveld eredetli Ossejtekkel (NCT00279175, NCT01569178,
NCT01693042, NCT00874354), endotelialis progenitor sejtekkel/CD133+ sejtekkel
(NCT00529932, NCTO01187654), csontveld, zsirszovet- és  koldokzsinor-
(NCT01946048) eredetli mesenchymalis dssejtekkel, valamint sziv eredetii ¢ssejtekkel
(NCT01458405).

Tekintettel arra, hogy a legtdbb vizsgalat és kutatdsunk is a csontvelé és zsirszovet
eredeti mesenchymalis Ossejtekkel foglalkozik, ezért az aldbbiakban az ezekkel az
6ssejtekkel folytatott vizsgalatokat foglalom dssze.

Leirtak csontvel és zsirszovet eredeti mesenchymalis dssejtek akut miokardialis
infarktus utani alkalmazasanak jotékony hatasait kis- és nagyallatmodellekben is (2. és
3. téblazat). A sejttranszplantacid sok esetben csokkentette az infarktus altal érintett
tertlet kiterjedését, novelte az ejekcios frakciot, és fokozta az angiogenezist.
Megneheziti a kiilonbozé kutatdcsoportok eredményeinek Osszehasonlitasat a

standardizalas hianya, ugyanis eltérések figyelhetéek meg a kisérleti protokollokban a
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bejuttatott sejtdozis, a bejuttatds modja, a sejtek passzazsszama és a bejuttatas idépontja
kozott. A terapidhoz altalaban alacsony passzazsszamu sejteket hasznaltak, jellemzéen
p5 vagy ennél kisebb [204], de akad példa p30-as sejtek eredményes alkalmazasara is
[205]. A sejtek bejuttatasa leggyakrabban kozvetlenil az infarktus utan (<1 dra) torténik
[204], de van olyan protokoll is, ahol csak 14 nappal az infarktus utan ker(l ra sor [206].

2. tablazat: Csontvel6 eredetii mesenchymalis 6ssejtek alkalmazasa akut miokardialis

infarktus allatmodelljeiben — Elnakish és mtsai, Stem Cells Int 2012, 2012: 646038

[207] alapjan

ALLATMODELL DOZIS BEJUTTATAS EREDMENY REFERENCIA
egér 0,05-0,5 x10° intramiokardialis injekcié csokkent infarktusméret és fibrozis [208]
egér 1 x10° intramiokardialis injekcié novekedett LVEF [209]
. . e novekedett LVEF, csékkent
patkany 6 x10° intramiokardialis injekcié X . [210]
infarktusméret
< G . e, Javult szivfunkci6, csékkent
patkany 5 x10 intravénas infazié ! ) [211]
infarktusméret
sertés 75-100 x10° transzendokardialis injekcid csokkent hegméret, névekedett LVEF [212]
sertés 10 x10° intrakoronarias infGzi6 névekedett LVEF, csokkent hegméret [213]
- 3 . . I, csokkent infarktus-kiterjedés és EDV,
barany 25-450 x10 intramiokardialis injekcié R ) L [214]
ndvekedett arteriogenezis és LVEF

EDV - végdiasztolés térfogat; LVEF — balkamrai ejekci6s frakcio

3. tdblazat:

Zsirszovet eredetii mesenchymalis Gssejtek alkalmazasa akut

miokardidlis infarktus allatmodelljeiben Naaijkens és mtsai, Stem Cell Rev 2014, 10:
389-398 [204] alapjan

ALLATMODELL DOZIS BEJUTTATAS EREDMENY REFERENCIA
Egér 0,5 x10° intramiokardialis injekcié novekedett LVEF és angiogenezis [215]
i ) e, csokkent infarktusméret, ndvekedett
Egér 1 x10° intramiokardialis injekcié , X . [216]
LVEF és angiogenezis
Patkany 5x10° intramiokardialis injekcié novekedett LVEF és angiogenezis [217]
3 s i . csokkent infarktusméret, novekedett
Patkany 100 x10 intravénas infazié , X . [218]
LVEF és angiogenezis
i ) e, csokkent infarktusméret, ndvekedett
sertés 50 x10° intramiokardialis injekcié [219]
LVEF
sertés 2 x10° intrakoronarias infuzié novekedett LVEF és angiogenezis [220]

LVEF - balkamrai ejekcios frakcid
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Egyre tobb Klinikai vizsgalat is alatdmasztja a sejtbejuttatds megvalosithatdsagat és az

Ossejtterapia  biztonsdgossagat. Szamos multicentrikus vizsgélat van folyamatban,

amelyek a kezelések hatekonysagat vizsgaljak (4. és 5. tablazat).

4. tiblazat:

vizsgalatok — Matar és mtsai, Springerplus 2014, 3: 440 [112] alapjan

Csontveld eredeti mesenchymalis 6ssejteket alkalmazo klinikai

VIZSGALAT NEVE AZONOSITO CSOPORTOK VEGPONT BETEGSZAM BE}UTTATAS BESOROLAS
VAGY KUTATO MODJA
ESTIMATION NCT01394432 | MSC vs. placebo LVESV 50 intramiokardialis hatasosség, fazis 3
SEED-MSC NCTO01392105 | MSC  vs. nincs | LVEF 80 intrakoronarias biztonsagossag +
intervencio hatasossag, fazis 2/3
Anastasiadis és mtsai NCT01753440 | allogén MSC LVEF 30 intramiokardiélis biztonsagossag +
hatasossag, fazis 2/3
Anastasiadis és mtsai NCT01759212 | allogén MSC LVF 10 intramiokardialis biztonsagossag +
hatasossag, fazis 2/3
Perin és mtsai NCT00555828 | 25 vs. 75 vs. 150 | biztonsdgossag | 25 intramiokardialis biztonsagossag +
millié allogén MSC | +LVF hatasossag, fazis 1/2
vs. placebo
PROMETHEUS* NCT00587990 | kis dézist vs. nagy | SAE 45 intramiokardialis biztonsagossag +
dézisi MSC  vs. hatésossag, fazis 1/2
Placebo
MESAMI NCTO01076920 | MSC infazié biztonsagossag | 10 intramiokardialis biztonsagossag, fazis
+LVF 12
MSC-HF NCTO00644410 | MSC vs. placebo LVF 60 intramiokardiélis biztonsagossag +
hatasossag, fazis 1/2
POSEIDON-Pilot* NCT01087996 | auto-MSC (20,100 | SAE + LVF 30 intramiokardialis biztonsagossag +
vagy 200 milli6) vs. hatasossag, fazis 1/2
allo-MSC (20, 100
vagy 200 millio)
BMCs vs. MSCs TAC- | NCT00768066 | MSC (100 vagy 200 | SAE +LVF 67 intramiokardialis biztonsagossag +

HFT*

millié) vs. BMC (100
vagy 200 milli6)

hatasossag, fazis 1/2

* - publikalt eredmények vagy elézetes eredmények. Minden vizsgalat, ahol nem volt masképp feltiintetve autolog sejteket haszndlt. BMC - csontveld
eredetii sejtek; LVEF - balkamrai ejekciés frakcio; LVESV - balkamrai végszisztolés volumen; LVF - balkamra funkcié; MSC- mesenchymalis 6ssejt;
SAE - sulyos kedvezotlen esemény

5. tablazat:

vizsgalatok — Matar és mtsai, Springerplus 2014, 3: 440 [112] alapjan

Zsirszovet eredetti mesenchymalis Gssejteket alkalmazo klinikali

VIZSGALAT NEVE | AZONOSITO CSOPORTOK VEGPONT BETEGSZAM BEJUTTATAS BESOROLAS
VAGY KUTATO MODJA
ATHENA NCT01556022 | MSC vs. placebo SAE + LVEF 45 intramiokardialis biztonsagossag +
hatasossag, fazis 2
ADVANCE NCT01216995 | MSC vs. placebo SAE + | 216 intrakoronarias biztonsagossag +
Infarktus méret hatasossag, fazis 2
Percero és mtsai NCTO01502514 | MSC infazié QOL 10 intramiokardiélis biztonsagossag +

hatasossag, fazis 1/2

Minden vizsgalat, ahol nem volt méasképp fe

— ¢letminGség; SAE - stilyos kedvezdtlen esemény

tlintetve autolég sejteket hasznélt. LVEF - balkamrai ejekcios frakcio; MSC- mesenchymalis 8ssejt; QOL

A Kklinikai eredmeények értelmezését és 6sszehasonlitasat szintén neheziti a metodikak

standardizalasanak hianya (sejt-dozis, sejtkészitmény, a transzplantaciéo idézitése, a
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bejuttatds moddja) valamint a tanulmanyokban szereplé populacio elkeriilhetetlen
heterogenitasa [112].

A kezdeti klinikai vizsgalatok egymashoz hasonlo eredmeényeket mutattak. A bal kamrai
ejekcios frakcio novekedett, csokkent a végszisztolés térfogat és javult a véraramlas a
sérilt terlleten a sejttranszplantaciot koveté 4-6 hdnapban [110]. Janssens randomizalt
Kisérlete nem mutatott szignifikdns javulést a sziv kontraktilitdsdban, de az infarktus
altal érintett tertletek mérete csokkent [221].

A kezdeti vizsgalatokban tapasztalt jotékony hatasokat megerdsiti a 204 6 részvételével
végzett, 1:1 aranyban randomizalt kettés vak REPAIR-AMI (NCT00279175). Az
ejekcios frakcid szignifikans ndvekedését mutattdk ki a csontveld eredetii MSC-vel
kezelt csoportnal a placebot kapott csoporthoz képest, a kezelést kdvetden négy
honappal. A beavatkozast kovetd egy évben a halalesetek és a szivelégtelenség miatti
ismételt korhazi kezelések gyakorisdga az MSC-vel kezelt pécienseknél alacsonyabb
volt [222, 223]. Fontos megallapitds, hogy azon betegek, akik alacsonyabb ejekcids
frakcioval rendelkeztek, kdzel haromszor nagyobb mértékii javulast mutattak a kezelés
hatasara, tehat a BMSC terapia a legjobb hatassal a sulyosabb infarktusos betegekre volt
[110]. Felmeriilt a kérdés, hogy a sejtek beadasanak idOpontja befolyasolja-e a
regeneracio mértékét? Az eredmény elsére meglepd lehet: azon betegek kardialis
funkcionalis paraméterei, akik az infarktust kovetd négy napon beliil kaptak sejtterapias
kezelést nem javultak szamottevden, ellenben a 4. és a 8. nap kozott kezelt betegek
esetén megfigyelt szignifikans javulassal [222]. Egy maésik kutatdcsoport patkdnyokban
az eliilsé leszallo szivkoszoruér lekotésével hozott 1étre infarktust, majd a kisérleti
allatokat sejtterapiaval kezelte. A harom kisérleti csoportba az infarktus vége utan egy
ordval, egy héttel, illetve két héttel intramiokardidlis injekcidval juttattak be
mesenchymalis Ossejteket. A kezelés hatasat négy hét elteltével értékelték Kki.
Eredményeik szerint az infarktus utdn egy héttel kezelt csoport értékei voltak a
legkedvezébbek, az Gssejtterapia pozitiv hatdsa ebben a csoportban volt a legnagyobb
[123]. Ezen adatok azt sugalljak, hogy a reperfuziot kovetd egy héten belil a
mikrokdrnyezet valtozik, ezaltal moduladlva a homing mechanizmust és a beultetett
sejtek funkcionalis aktivitasat. JOI ismert, hogy a reperfizio dtmeneti valtozast indukal
példaul a VEGF és a SDF-1 expressziojaban [110, 224].
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1.2.5 Lehetéségek a sejtterapiak hatékonysaganak fokozasara

Szamos klinikai vizsgalat ¢és allatkisérlet megerdsitette, hogy a miokardialis infarktus
utani 6ssejt-transzplantacio biztonsagos és képes fokozni a gydgyulast és a szivfunkcidt,
azonban tobb &ltalanos limitaciot is leirtak. Noha a klinikai vizsgalatok biztonsagosnak
bizonyultak, a kezelések csak relativ csekély hatdssal voltak a szivfunkciora [225]. A
miokardidlis infarktus utani éssejtterapia egyik legnagyobb akadalya a csekély beépulés
és alacsony tulélés, ami csokkenti a potencidlis regeneracios és funkcionalis hatasokat.
Klinikai vizsgélatokban 24 6rdval bejuttatas utan csupan a bejuttatott csontveld eredetii
6ssejtek 3,2%-a maradt meg es egyéb tanulmanyok is kisebb mint 10% retenciot irtak le
[226-231]. Az alacsony tulélés valdsziniisitheté okai az anoikis [232], lehetseges
immun-rejekcié és oxidativ kornyezet altal kivaltott apoptozis. A bejuttatdsi mod
szempontjabol az intravénds infuzid csokkent hatékonysagat a bejuttatott sejtek non-
target szovetekben és szervekben valdo megakadasa okozhatja (mint a csontveld, tiidok,
maj és lép) [233, 234]. Az intrakoronariasan es intramiokardialisan bejuttatott sejtek
retencidjat a sériilt szivben kialakult kedvez6tlen mikrokornyezet csokkenti [235, 236].

Mindazonaltal az eddigi eredmények alapjdn remény van biztonsdgos és effektiv

terapiak kialakitasara és a kedvezo6tlen remodelling csokkentésére.

1.2.5.1 Homing befolyasolasa

A homing folyamataban résztvevo sejtek képesek a sériilt teriiletekre migralni. Stromal
cell-derived factor-1-et (SDF-1) overexpresszalo transzfektalt fibroblasztokat a peri-
infarktusos zonaba injektalva azok fokoztdk a hematopoetikus 6ssejt homingot patkany
modellben [237]. Transzfektalt fibroblasztokkal expresszaltatott monocita kemotaktikus
fehérje-3 fokozta az mesenchymalis sejt beepiilést [238]. Sertés modellben inzulinszert
novekedési faktor-1 (IGF-1) és hepatocita ndvekedési faktor (HGF) kombinécioja
aktivalta az endogén sziv eredetli éssejteket [239], mig egér modellben a timozin B4

jatszott fontos szerepet az epikardialis progenitor sejtek mobilizalasaban [240, 241].
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1.2.5.2 Eldkezelések sejtterapiakban

Igéretes eredményeket mutat a sejtek tllélésének novelésére azok elékezelése fizikai,
kémiai, farmakologiai vagy genetikai manipulaciokkal mind in vitro iszkémias
modellekben, mind in vivo transzplantacio esetén [242].

Toébb kutatdcsoport publikalta anoxias és hipoxids kezelések donor sejtek talélését
fokozd hatasat [243-245]. A hipoxias kezelés a hipoxia-indukalt faktor 1o (HIF-1a)
olyan gén expresszidjara amelyek lehetdvé teszik a sejtek tulélését alacsony oxigén
szint mellett [242, 246, 247]. Leirtdk, hogy hipoxias elékezelés csokkentette a sejtek
apoptotikus indexét, stabilizdlta a mitokondrialis membréanpotencialt és megndvelte a
Bcl-2 és VEGF expressziojat, és novelte az Akt foszforilaciojat [248]. Mesenchymalis
6ssejtek hipoxias kezelése szintén hatassal van a proliferacié ttemeére, differenciaciéra
illetve modositja a parakrin aktivitast [249]. A hipoxias prekondicionalason atesett
MSC-k a normoxias kultaraban tartott MSC-khez képest fokozott hatassal birnak a
vaszkularizacié stimulalasara fokozott VEGF, angiopoietin-1 expresszid es jobb poszt-
transzplantacids tulélés kdvetkeztében [250].

Hésokk elékezelés szintén képes szignifikdnsan csokkenteni sejtek apoptozisat [251].
Lehetséges a sejtek elokezelése kiilonbozd farmakologiai manipulaciokkal is, mint a
mitokondridlis kaliumcsatorna-nyité diazoxid. A diazoxiddal prekondicionalt MSC-k
tulélese az NF-kB foszforilasan keresztll fokozddik [252]. Csontveld eredetii dssejteket
stroma-eredetii faktor-1 (SDF-1) kemokinnel el6kezelve ndvekszik azok beadast kovetd
tuléloképessége [253].

Tulélést elosegité szignalmolekuldk, mint az Akt [201, 254], Bcl2 [255]
overexpressziojanak alkalmazasa is igéretes eredményeket mutat. Fibroblaszt
novekedési faktor-2 (FGF-2) transzgenikus expresszidja szignifikansan javitja a donor
MSC-k tulélését [256].

Szintén a sejtek hatékonysaganak fokozésat célozzak az ugynevezett ,.engineered
delivery”-k mint példaul a szivszovet épitése kiillonboz6 vazakon [257-259] vagy a

bejuttatasra keriil6 sejtek mikrokapszulazasa [226, 260].
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1.2.5.3 A poli(ADP-ribdz) polimeraz-1

Az oxidativ stressz altal okozott DNS torések aktivaljadk a PARP-1 (poli(ADP-rib6z)
polimeraz-1) enzimet. A PARP-1 enzim célfehérjéit tobb a NAD molekulakbol
szarmazd ADP-ribdz egyseg hozzakapcsolasaval modositja, azon egy poli(ADP-ribdz)
(PAR) polimert képezve. A PAR-ilacio befolyéssal van tobb sejtszintti folyamatra, mig
az intenziv PAR-ilacio akér a sejt halaldhoz is vezethet [261].

A PARP-1-et eredetileg mint egy DNS nick szenzor enzimet irtak le, amely aktivalodik
a DNS egyik, vagy mindkeét szalanak egyuttes torése esetén [262]. Ez az enzim a 17
tagl PARP enzim-csalad tagja [261]. A PARP-1 az egyik legnagyobb mennyiségben
eléforduld fehérje a sejtmagban [263]. A PARP-1 a tordtt DNS végekhez az N-
terminalis DNS ko6t6 domén cink-ujj motivumaval kapcsolodik. Ilyen DNS toreseket
okozhatnak a reaktiv oxigén fajtak (ROS), reaktiv nitrogen fajtdk (RNS), ionizalo
sugarzasok, illetve DNS torés jon létre az alkilalo agensek okozta karosodas repair-je
sorén. Szintén az enzim aktivalasahoz vezet kiilonb6z6 DNS struktirak megjelenése
[264], kiilonboz6 fehérjékkel vald interakcid [265], tovabbd a PARP-1 bizonyos
poszttranszlacidés mddositasai [266, 267].

A PARP-1 enzim Altal katalizalt PAR-il&cié megvaltoztatja a célfehérje fiziokémiai
tulajdonsagait, ami eredményezheti a modositott fehérje aktivaciojat, inhibicidjat vagy
intracellularis transzlokécidjéat, illetve kapcsolddast PAR-k6t6 motivummal rendelkezé
fehérjekhez. Ezen tul a PARP-1 képes célfehérjék aktivalasara direkt fehérje-fehérje
kdlcsénhatas revén, valamint hatast gyakorol egyéb NAD-ot felhasznalo enzimekre is
szubsztrat-kompeticio altal. A PARP-1 befolyassal van tébb fontos sejtszintii
folyamatra, mint a genom organizacidja [268], a transzkripcio [268, 269], replikacio
[270] és DNS-repair (bazis-kivagas repair, egy-szal torés repair) [271-273]. Ezeken
metabolizmusara és részt vehet a nekrotikus sejthaldl kialakitdsdban [276, 277]. A
PARP-1 transzkripcios szabalyozéja a gyulladasos mediatorok kozul az indukalhatd
nitrogen-oxid szintetdz, az NF-«kB és a TNF-a fehérjéknek [278].

A miokardialis infarktus és a sejtterapiak szempontjabol legnagyobb relevanciaval a
PARP-1 oxidativ stressz-indukalt sejthalalban jatszott szerepe bir. Jelenlegi
elképzelések szerint [279] a DNS kérosodast szenvedett sejtek el6tt harom lehetséges

utvonal van (8. abra).
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enyhe :;:‘E;;l DNS repair a sejt talél
:-F',&RF'-1 gatlas
DNS sérillés nem javithaté :k‘:‘gl’; N [;:fg‘r‘:::ir apoptézis
P P,&RP-1ganas-------------f
8. dbra: A PARP-1 szerepei DNS karosodasban [263] alapjan. ATP - adenozin-

triszfoszfat; DNS - dezoxiribonukleinsav; NAD - nikotinamid-adenin-dinukleotid:;
PARP-1 - poli(ADP-rib6z) polimeraz-1

Az els6 utvonalon, az enyhe DNS karosodas utan a PARP-1 aktivalddik és facilitalja a
DNS-repairt, melyben szerepet jatszik a DNS-repair enzimekkel (XRCC1 és DNS-
dependens protein kindz (DNA-PK)) valo interakcidja. Ennek eredményeképp a DNS
sérulés javitasra keril és a sejt talél. A masodik Utvonalon a stulyosabb DNS karosodas
apoptotikus sejthalalhoz vezet, melynek soran a kaszpazok inaktivaljadk a PARP-1-et,
ezzel a szervezet megszabadul a sulyos DNS karosodast szenvedett sejtektél. A
harmadik dtvonalon a nitrozativ vagy oxidativ stressz altal okozott kiterjedt DNS
karosodas hatdsdra a PARP-1 tulaktivalodik. A fokozott PARP-1 aktivitds pedig
elfogyasztja a sejt NAD es ennek kovetkezteben ATP készleteit. A csokkent
rendelkezésre all6 NAD mennyiseg akadalyozza a glikolizist és mitokondrialis
respiraciot. Dawson és munkatarsai demonstréltdk [280], hogy a PARP-1 &ltal medialt
glikolizis inhibicié nem csupan a PARP-1 NAD fogyasztasanak kdvetkezménye, hanem
a hexokinaz gétlasa is szerepet jatszik benne, melyet az enzimhez k6t6dé PAR medidl.
A lecsokkent ATP készlet megakadalyozza az apoptotikus ut megfelelé miikodését. A
sejtek nekrozissal pusztulnak el, mely sordn megbomlik a sejtmembran integritasa és a
sejtb6l gyulladast kelté anyagok jutnak az intracellularis térbe. PARP-1 tehat szerepet
jatszik a DNS-repairben, de képes a sejt energiakészleteit kimeritve sejt-diszfunkciot és
nekrozist okozni, ezen tul képes pro-inflammatorikus gének transzkripciojat fokozni.

A PARP inhibicié lehetévé teszi az oxidativ stresszen atesett sejtek ATP és NAD
készleteinek megdrzését, ezaltal lehetdvé teszi szamukra a normalis funkcio

visszanyerését vagy az apoptotikus sejthalalt, amely a szervezet szémara joval

38



DOI:10.14753/SE.2015.2090

kedvezobb (8. abra). Ezzel szemben enyhe karosodas esetén alkalmazott PARP
inhibitorok akadalyozzak a DNS-repairt és az apoptotikus utat promotaljak. Ennek
megfeleléen kiilonb6zé koriilmények kozt alkalmazott PARP inhibitorok képesek
lehetnek bizonyos DNS-kérositd daganatellenes gydgyszerek citotoxicitasanak
fokozasara [281-283], mas korllmények kozt pedig a sejt-nekrdzis és gyulladas
csokkentésére [263].

A PARP-1 aktivacio szerepet jatszik az infarktus utani reperfuzids-sérilésben. ADP-
rib6z polimerek akkumulacidja figyelhetd meg infarktust kovetden a nekrotikus
zbnaban és a ,,veszelyeztetett teriileten”, az emelkedett PARP aktivitas kimutathatd meg
24 oOréval a reperfuzid utén is [284].

A PARP inhibitorok tébbsége a benzamid farmakoférra épul, amely a NAD
nikotinamid részéhez hasonlit, ezért erds affinitassal kotédik a PARP-1 enzimhez. A
méasodik és harmadik generdcids inhibitorok esetében a nyitott benzamid struktdra
ciklizalasaval, majd ehhez a gytri-strukturahoz tovabbi gyiiritket kapcsolva jelent6sen
novelték az inhibitorok hatékonysagat. PARP inhibitorokkal vald kezelés csokkenti az
infarktus méretet és javitja a kontraktilitdst. Ennek hatterében az akut fazisban a sejtek
energiakészleteinek megoOrzése (és ezaltal a nekrozis gatlasa), a késobbi fazisokban

pedig a gyulladasos valasz cstkkentése allhat [263, 285].
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2 Célkitizések

A bevezetésben felvazolt koriilmények miatt igen fontos a miokardialis infarktus utani

sejtterapia soran alkalmazott sejttipusok Gsszehasonlitasa és az el6kezelések vizsgalata.

Kisérleteink sorén in vitro megkozelitést alkalmaztunk a miokardialis infarktus uténi

sejtterapia komplex eseményeinek modellezésére.

Munkam soran céljaim voltak:

jellemezni a munkacsoport altal hasznalt in vitro iszkémia-reperfizié modellt,
Osszehasonlitani csontveld és zsirszovet eredetli mesenchymaélis Gssejtek
tulélesét poszt-iszkémias viszonyok kozt,

0sszehasonlitani csontveld és zsirszovet eredetii mesenchymalis éssejtek direkt
hatasait iszkémia-reperfizids sértésen atesett kardiomioblasztokra,

megvizsgalni PARP inhibitorral tortén6 elokezelés hatasat terapiasan hasznalt
H9c2 sejtek poszt-iszkémias viszonyok kozti tulélésére

megvizsgalni hogyan befolyasolja az iszkémia-reperfizios sértésen atesett
kardiomioblasztok tulélésére kifejtett hatast a terapiasan hasznéalt sejtek PARP

inhibitorral valo el6kezelése.
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3  Mobdszerek

3.1 Felhasznalt eszkdzok

A Kkisérletek sordn a H9c2 sejtekhez 4,5 g/l glikéz és 4 mM L-glutamin tartalmu
DMEM médiumot hasznaltunk (PAA, E15-810), melyet kiegészitettlink 10% magzati
marha szérummal (GIBCO, 10270-106), 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml
sztreptomicinnel (Biochrom AG, A2213). A mesenchymalis 6ssejtekhez 1 g/l glikoz és
4 mM L-glutamin tartalmi DMEM médiumot hasznaltunk (PAA, E15-806), melyet
Kiegészitettiink 10% magzati marha szérummal, 100 U/ml penicillinnel és 100 pug/ml
sztreptomicinnel. Az iszkémia-reperfazio modellben glikoz- és L-glutamin mentes
DMEM médiumot hasznaltunk (PAA, E15-079). A spektrofotometrids mérések soran
fenolvorés-mentes DMEM médiumot hasznaltunk (PAA, E15-877). A sejtek
mosasahoz PBS-t (PAA, H15-002), a sejtszamolashoz 0,4%-o0s Tripankék oldatot
(SIGMA, T8154) hasznaltunk. Az adherens sejtek felszedésehez tripszin EDTA 10X-es
oldatbol készitett (PAA, L11-003) 5X-0s vagy 1X-es higitast hasznaltunk, a higitashoz
PBS-t alkalmaztunk. Az oxidativ stressz modellezéséhez hidrogén-peroxidot (SIGMA-
ALDRICH, 21,676-3), PARP inhibitorként pedig PJ34-et (Inotek Pharmaceuticals
Corp.) hasznéltunk. A felhasznalt fluoreszcens festékek a Vybrant DiD (Vybrant
Multicolor Cell- Labelling Kit részeként, Invitrogen, V22889), Calcein AM
(LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity assay részeként, Molecular Probes, L3224) és
Ethidium homodimer (LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity assay Kit részeként,
Molecular Probes, L3224) voltak. A metabolikus aktivitas mérést PrestoBlue Cell
Viability reagenssel veézeztiik hasznaltunk (Invitrogen, A-13262). Méréseink soran
konfokalis mikroszkdpot (Zeiss, LSM 510), aramlési citométert (BD Biosciences,
FACSCalibur) és spektrofotométert (BioTek, PowerWave Xs mikrolemez
spektrofotométer) hasznaltunk.
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3.2 Felhasznalt sejttipusok

3.2.1 H9c2 sejtvonal

A H9c2 patkany embrionalis kardiomioblaszt sejtvonal (ATCC, Wesel, Németorszag)
BBI1X tipust vandorpatkdny embriondlis szivszovetébdl szarmazik. A sejteket 4,5 g/l
glukozt és 4 mM L-glutamint tartalmaz6 DMEM médiumban tartottuk fenn, amelyet
10% magzati marha szérummal, valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml
sztreptomicinnel egészitettlink ki. A sejtinkubatorban 37°C-os 5% CO,-ot tartalmazo,
100%-o0s péaratartalmu atmoszféra volt biztositva. A sejteken hetente kétszer cseréltiink
médiumot. A fenotipus megérzése érdekében 70-80%-0s konfluencia elérésénél a
sejteket passzaltuk [163, 286, 287]. A Kkisérletek soran hasznalt H9c2 sejtek 5-15

passzazsuak voltak.

3.2.2 Human csontvel6 eredetii mesenchymalis Gssejt

A human csontveld eredetli mesenchymalis 6ssejtek (hnBMSC) laborunkban kerlltek
izolalasra ortopédiai mitétekbdl szarmaz6 mintdkbol. Az sszes eljards a Semmelweis
Egyetem etikai bizottsdganak jovahagyasaval zajlott. A csontvelémintak fiatal, 2-20 év
kozotti standard ortopédiai mitéteken ates6 betegektdl szarmaztak, a paciensek vagy
szlleik informalt beleegyezésével, a magyar Egeszséglgyi Tudomanyos Tanacs etikai
iranyelvei alapjan. Csak olyan minték kerlltek felhasznalasra, melyeket klinikai javallat
alapjan egyébkeént is eltavolitottak volna. A mintakbol a csontvelé T75-0s sejttenyészto
flaskakba kertlt és 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és
100 ug/ml sztreptomicinnel kiegészitett 1 g/l glikozt és 4 mM L-glutamint tartalmazo
DMEM médiummal 10 ml-re egészitettik ki. A flaskdkat 37°C-os 5% CO, tartalmd
nedvesitett atmoszféran inkubaltuk 3 napig. Ez alatt az id6 alatt a hBMSC-k kitapadtak
a tenyésztbfeliilethez, a tobbi alakos elemet pedig PBS-sel valo mosassal tavolitottuk el.
A hBMSC-ket 1 g/l glukozt és 4 mM L-glutamint tartalmazd, 10% magzati marha
szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kKiegészitett
DMEM médiumban, 37°C-o0s 5% CO, tartalmd nedvesitett atmoszféraju inkubatorban

tartottuk fenn. Hetente kétszer cseréltiink mediumot, a teljes konfluencia elérését
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megel6zéen pedig passzaltuk a sejteket. A Kisérletek soran hasznalt hBMSC-k 1-10
passzazsuak voltak.

A sejtek karakterizaldsa soran a sejtek pozitivak voltak a mesenchymalis Ossejtekre
specifikus CD73, CD90, CD105, és CD166 markerekre, de nem fejezték ki a
hematopoetikus sejtekre specifikus CD34 és CD45 markereket (9. abra).

3.2.3 Human zsirszovet eredetli dssejt

A human zsirszovet eredeti 6ssejtekhez (DASC) a hamburgi Eppendorf Klinika 11
szamu Anatomia Intézetével 1étrejott egyiittmiikddes révén jutottunk hozza. A sejtek
egészseges 22-50 év kozotti nék onkéntes, kozmetikai célu zsirleszivasabdl szarmazo
mintaibol kertltek izolalasra. Az eljaras a paciensek tudtaval és beleegyezésével, illetve
a Hamburgi Orvosi Kamara Etikai Bizottsaganak (Ethic Committee of the Chamber of
Physicians) jovahagyasaval zajlott. Az izolalas elsd 1épése a zsirleszivasbol szarmazo
minta PBS-sel torténé mosasa volt, ezt kovette a szovet 0,075%-0s kollagenaz oldattal
val6 emésztése 37°C-on 30 percig. Az enzimaktivitds semlegesitése 10% magzati marha
szérummal, 100 U/ml penicillinnel, 100 pg/ml sztreptomicinnel és 100 U/ml
nisztatinnal kiegeszitett DMEM médiummal tértént. A mintak 1500 rpm-en 10 percig
torténd centrifugaldsa utan a reszuszpendalt pellet 75 cm?-es sejttenyésztd flaskakba
kertlt. A sejteket ezutan 37°C-os 5% CO, tartalmd nedvesitett atmoszférajd
inkubatorban voltak fenntartva. 24 éra elteltével a nem-letapadt sejtek mosassal lettek
eltavolitva [68]. Az els6 hét soran a tenyészté médium antimikotikumot tartalmazott es
2-3 naponta kerllt a lecserélésre. Ezutan a sejtek nisztatin nélkuli médiumban voltak
fenntartva. A sejtek tripszinizalassal végzett passzaldsa minden esetben a teljes
konfluencia elérése el6tt megtortént [288].

Laborunkban a hASC-ket 1 g/l glikozt és 4 mM L-glutamint tartalmazd, 10% magzati
marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel
Kiegészitett DMEM meédiumban, 37°C-0s 5% CO, tartalm( nedvesitett atmoszféraju
inkubatorban tartottuk fenn. Hetente kétszer cseréltlink médiumot, a teljes konfluencia
elérését megel6z6en pedig passzaltuk a sejteket. A kisérletek soran hasznalt hASC-k 5-
15 passzazsuak voltak.

43



DOI:10.14753/SE.2015.2090

Az aramlési citometrias karakterizalds szerint [288] a hASC-k pozitivak voltak a
mesenchymalis dssejtekre jellemzé CD90 és CD105 markerekre, valamint a stem cell
antigen 1 (Sca-1) homolég CD59 markerre, azonban negativak voltak a
limfohematopoetikus CD34 és CD45 markerekre (9. abra).

A CD34 CD45 B CD34 CD45
250 50 50 50

9. dbra: A éaramlasi citometrids karakterizalas alapjan az éssejtek rendelkeztek a
vizsgalt mesenchymalis &ssejtekre jellemzé markerekkel és nem expresszaltdk a
limfohematopoetikus markereket — szaggatott vonal: izotipus kontrol, vastag vonal:
specifikus antitest A) human zsirszovet eredetli mesenchymalis Gssejtek B) human

csontveld eredeti mesenchymalis Gssejtek

3.3 Elé/halott jelélés — calcein-ethidium homodimer

Az €16 és halott sejtek megkiilonboztetéséhez calcein és ethidium homodimer (EthD)
festékeket hasznaltunk fel. A sejtmembranon athatolni képes, nem fluoreszcens calcein-
AM-et egy intracellularis észteraz enzimatikus konverzié révén fluoreszcens membran-

impermedbilis calceinné alakitja (10. abra).
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10. 4bra: Calcein-AM konverziodja calceinné az €16 sejtekben

A hidrofil calcein az ¢€l6 sejtekben intenziv, zdld fluoreszcenciat mutat
(excitacid/emisszio: 494 nm / 517 nm). Amennyiben a membrénintegritds megbomlik, a
festék visszatartasa csokken, es a sejt fluoreszcens festédése fokozatosan eltlinik. A
calceint 1:12000-es (4,17 nM) higitasban alkalmaztuk. A konfokalis mikroszkoppal a
gerjesztéshez 488 nm-es argon lézert hasznaltunk, a mérés pedig 517/25 filter utan
tortént. Az aramlasi citométer hasznalata soran szintén 488 nm-es argon lézert
hasznaltunk a gerjesztéshez, a merés pedig egy 530/30-as filter kbzbeiktatasaval tértént.
Az ethidium homodimer (excitacié/emisszio: 528 nm / 617 nm) erds pozitiv toltéssel
rendelkezik, ezért az ép sejtmembranon nem képes atjutni, igy az egészséges sejteket
nem jeldli, kizarolag a sériilt membrannal rendelkezd sejtekbe képes bejutni. A DNS-
hez val6 kotédés soran a fluoreszcens aktivitasa 40-szeresére névekszik, igy a sérilt és
az elpusztult sejtek magja élénk, piros fluoreszcens jelet ad. Az EthD-t 1:3000-es (333
nM) higitasban alkalmaztuk. A konfokalis mikroszkoppal a gerjesztéshez 543 nm-es
hélium-neon lézert hasznéltunk, a mérés pedig 583/55 filter utadn tortént. Az aramlési
citométer hasznélata soran 488 nm-es argon lézert hasznaltunk a gerjesztéshez, a méres
pedig egy 661/16 filter kdzbeiktatasaval tortént.

Ezen festékek alkalmazésa esetén a hattér-fluoreszcencia értéke alacsony, mivel
természetiikt6l fogva a festékek nem, vagy csak kis mértékben fluoreszcensek a

sejtekkel valo kolcsonhatast megel6zéen [289, 290].
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3.4 Iszkémia-reperfuzié modell

In vitro H9c2 kardiomioblaszt kultdraban az oxigén és glikéz megvonasaval
modelleztik az iszkémiads kornyezetet. A sejtek inkubacioja DMEM gliukdz- és L-
glutamin mentes médiumban (PAA, E15-079), 0,5% oxigén (=4 Hgmm) és 99,5%
nitrogén Osszetételli atmoszféraban, 37°C-on zajlott (PECON inkubécids rendszer,
Erbach-Bach, Germany). Az inkubaciés rendszer segitségével szabalyozhaté a
hémérséklet és az O, koncentricid és lehet6ség van mikroszkoppal folyamatosan

kovetni a folyamatokat (11. abra).

11. 4bra: Az inkubacios rendszer. A bal oldalon a konfokalis mikroszkop és az
inkubéacios rendszer elemei (oxigén szenzor, szén-dioxid szenzor, homérséklet-

szabalyz0), a jobb oldalon az inkubacios kamra lathatd

A hipoxids inkubaci6 utan a médiumot 5 g/l gliikdzt és 4 mM L-glutamint tartalmazo,
10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml
sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumra cseréltlk, ezutan a sejteket 37°C-0s 5%
CO,, tartalmu nedvesitett atmoszféraju inkubatorba helyeztiik [163].

A szimulalt iszkémia optimalis id6tartamanak meghatarozasa kisérleti uton tortént. A
két napos protokoll els6é napjan a H9c2 sejteket 42 mm-es targylemezre tettlik ki, majd
egy napig 37°C-on, 5%-0s CO,-t tartalmazé atmoszféran inkubaltuk. Az egy napos
varakozéas oka az volt, hogy a sejtek biztosan letapadjanak az Uj felszinhez és normalis
miikodési mintazatot (ndvekedest, sejtciklust, sejt-sejt kapcsolatokat) mutassanak. A
masodik napon tortént az oxigén és glikdz megvonasa, melynek soran az alkalmazott

glikézmentes médiumot az €16 és halott sejtek megkiilonboztetését lehetévé tevd
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fluoreszcens festékekkel egészitettik ki (calcein-AM és ethidium-homodimer).
Konfokalis mikroszkoppal 1 kép/perc gyakorisdggal felvételeket készitve nyomon
kovettiik a ket fluoreszcens festék intenzitas-valtozasat (12. abra). Az eredmények

alapjan a kisérletek soran 160 perces oxigén- és glik6z megvonast hasznaltunk.
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12. 4bra: Iszkémias sertés. A) A bal oldali képen lathaté a H9c2 sejtek normal

sejtkultiras morfologiaja, a jobb oldali kép az iszkémias sértésen atesett, sszehuzddott,
felkerekedett sejteket mutatja. A skala 50 um-es B) A szimulalt iszkémia id6tartama
alatt elhald sejtek citoplazméjukbdl elvesztik az €16 sejtekre jellemz6 z6ld calcein jelet
¢s magjuk piros ethidium homodimer festédést mutat. Z6ld — calcein fluoreszcens jele,
piros: EthD fluoreszcens jele, a skdla 200 um-es C) A fluoreszcens festékek jele az

iszkémias sértés soran. EthD — ethidium homodimer, AU — 6nkényes egység
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A Kisérletek soran 12 lyuk( lemezeket hasznaltunk és a lemezre a szimulalt iszkémias
sértést megelézéen egy nappal raktuk ki a H9c2 kardiomioblaszt sejteket
1 ml médiumban. A kezelés el6tt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként
3 ml glikozmentes médiumot pipettaztunk a sejtekre, amit a szimulalt iszkémia utan

3 ml friss tenyészté médiumra cseréltiink.

3.5 A terapiasan alkalmazott sejtek jeldlése -Vybrant DiD

Mivel kisérleteink soran nagyon fontos volt, hogy a kokultivaciot kovetden is el tudjuk
kiloniteni a sértett és a hozzaadott sejteket, ezért Vybrant DiD (excitacié/emisszio: 644
nm / 663 nm) fluoreszcens membranfestéket alkalmaztunk a hozzéaadott sejtek
jelolésére. Ez a lipofil indokarbocianin festék a sejtek plazmamembranjaba épil be az
inkubalas soran, amely jel6lés napokig megmarad. A festéket 1:2000-es higitasban
alkalmaztuk (500 nM). A konfokalis mikroszkoppal 633 nm-es hélium-neon lézerrel
tortént a gerjesztes, a mérés pedig 650LP filter utan tortént. Az aramlasi citométer
hasznalata sordn 635 nm-es voros dioda-lézert hasznaltunk a gerjesztéshez, a merés

pedig egy 670LP filter kozbeiktatasaval tortént.

3.6 A hozzaadott sejtek PARP inhibitor eldkezelése

A Kiseérleteinkben hasznalt PJ34 (Inotek Pharmaceuticals Corp., Beverly, MA, USA)
egy fenantridinon szarmazék, in vitro citoprotektiv hatassal bir, dozisfiiggéen csokkenti
a stimulalt makrofagok pro-inflammatorikus citokin és kemokin termelését [291]. In
vivo miokardialis infarktus modellben pedig kardioprotektiv hatassal birt, csokkentve az
infarktusmeretet és javitva a funkcio visszanyerését [292].

A sejtek PJ34 PARP inhibitorral torténé elékezelése 1 oran keresztiil zajlott normal
sejtkultiras  koriilmények kozott, a sejtek tapoldatat kiegészitve a megfeleld
koncentracidjdra (10 uM vagy 100 uM) PJ34-el vagy a kontroll esetében PBS oldattal.
Az inkubacids id6 letelte utan a PARP inhibitort a sejtek kétszeri PBS-es mosasaval
tavolitottuk el. A kezelést kozvetlenil az iszkémia-reperfizion atesett sejtekhez valo

hozzéadas el6tt végeztik.
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3.7 hASC kondicionalt médium

A hASC kondicionalt médium (AKM) eléallitasahoz hASC sejteket inkubaltunk 100
mm-es Petri-csészében, 10 000 sejt/cm? konfluenciaval, 8 ml 1 g/l glikézt és 4 mM L-
glutamint tartalmazo, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel
és 100 ug/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumban, 37°C-o0s, 5% CO,
tartalmu, 100%-os paratartalmd atmoszféraval rendelkez6 inkubatorban. 48 Ora utén a

médiumot leszivtuk és félreraktuk a kisérletekhez.
3.8 Konfokalis mikroszkdp

Az EthD gerjesztéshez 543 nm-es hélium-neon lézert hasznaltunk, a merés pedig 583/55
filter utan tortént. A calcein gerjesztéshez 488 nm-es argon lézert hasznaltunk, a méres
pedig 517/25 filterrel tortént. A Vybrant DiD esetében 633 nm-es helium-neon lézerrel
tortént a gerjesztés, a mérés pedig 650LP filter utan tortént. A 13. abra egy reprezentativ
képet mutat, melyen a halott sejtek magja pirosan (EthD fest6dés), az él6 sejtek
citoplazmaja zolden (calcein festddés), a terapiasan alkalmazott sejtek pedig kéken

(DiD fest6dés) jelennek meg.

13. &bra: Az iszkémia-reperfuzids sértésen atesett kardiomioblasztok a hozzaadott
Ossejtekkel, 24 oOra kokultara utan. A konfokalis mikroszkoppal készitett reprezentativ
kép. Zold — calcein jel az éI6 sejtek citoplazmajaban, piros — az elhatlt sejtek magjéat
festd ethidium homodimer jele, kék — a terdpidsan hasznalt dssejtek vybrant DiD
festekkel tortént membréanjel6lése, merged — mindharom csatorna egyittes képe. A

skala 100 um-es
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3.9 Aramlasi citometria

Kisérleteink sordn 24 oraval a szimulalt iszkémids sértést kdvetden tripszinacidval
valasztottuk fel a sejteket a tenyésztélemez feliiletérél, majd 8 perc 1200 rpm-en vegzett
centrifugalast kovetden az éld/halott festékek PBS oldataban reszuszpendaltuk a
pelletet. A calceint 1:12000-es, azt EthD-t pedig 1:3000-es higitasban alkalmaztuk. A
mérésekhez BD Biosciences, FACSCalibur aramlasi citométert és a CellQuest
programot hasznaltunk.

Az aramlasi citométer kalibralasdhoz az €16 kontroll standard sejtkulturas koriilmények
kozt fenntartott, kezeletlen H9c2 sejtek voltak, a kisérleti csoportokkal azonos festést
alkalmazva. A halott kontrollnoz pedig standard sejtkultiras kortlmények kozt
fenntartott H9c2 sejteket 1 6raig 10 mM-os H,O,-dal inkubaltuk, melyeket a kisérleti
csoportokkal azonos médon festettiink.

A varakozasnak megfelelden, az aramlasi citometrianal hasznalt kontrollok koziil a
halott kontroll EthD-rel fest6dott, calceinnel nem, az €16 kontroll pedig calceinnel
festodott, de EthD-rel nem (14. abra).

10
Calcein

14. dbra: Az aramlasi citometrias kontrollok. A) erés calcein festédést mutatd €16
kontroll B) er6s ethidium homodimer festédést mutaté, 10 mM H,O,-dal el6lt halott
kontroll. EthD — ethidium homodimer

A terapiadsan alkalmazott sejtek DiD jel6lése egyértelmiien elkiilonitette Oket a sértésen

atesett, jeloletlen sejtektél. A kisérletek soran a DiD jel alapjan torténd, Ugynevezett
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kapuzéssal kulonboztettilk meg az iszkémia-reperfuzids sértésen atesett sejteket és a

hozzéadott terapias sejteket (15. abra).

156

W0 id i 1 1o
Ll
15. abra: A DiD festék hisztogramjan egyértelmiien elkiiloniil az iszkémias

sértésen atesett jeloletlen sejtek és DiD membranfestékkel jelolt terapiasan alkalmazott

sejtek csoportja

A Kisérleti csoportokban az EthD-Calcein dot-ploton megtalalhaté (16. abra) a
calceinnel erésen festédo €16 és az EthD-val erésen festédé nekrotikus sejtpopulacio,
ezen tul megjelent egy koztes festodésti, apoptotikusnak definidlhatd [293]

sejtpopulécid is.

16. abra: A calcein-ethidium homodimer dot-plot-on 3 sejtpopulacio kiilonithetd
el: az erfs calcein festédésii €16 sejtek populacidja, az erés ethidium homodimer
festddésti nekrotikus sejtek populécidja és a koztes festddési apoptotikus sejtpopulécio

EthD — ethidium homodimer
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3.10 Metabolikus aktivitas mérése

Az ¢16 sejtek redukald képességét felhasznalva lehetséges a sejtproliferacio és
anyagcsere-intenzitas kvantitativ. mérése. Szamos modszer ismert az irodalomban,
amely ezen az elven miikodik, jelen méréseinkben a PrestoBlue reagenst alkalmaztuk. A
reagens membranpermeabilis, kék szinli resazurin komponenst tartalmaz, amely nem
fluoreszcens. Az €16 sejtekben piros szinii er6sen fluoreszcens resorufin vegyiiletté
redukalodik. A kiértékelés elvégezhetd fluoreszcencia méréssel vagy ket hullamhosszon
torténé abszorbanciaméréssel, ugyanis a redukcid soran a festék abszorbanciaja

eltolddik 600 nm-rél (resazurin) 570 nm-re (resorufin) (17. abra).
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17. dbra: Az alkalmazott metabolikus aktivitas mérés a resazurin festék sejteken

beliil bekdvetkezd redukciodja soran 1étrejott abszorbancia eltolodéson alapul.

A metabolikus aktivitds merését 24 odraval a szimulalt iszkémia-reperfuzio utan
vegeztik. A 12 lyukd lemezen a mediumot lecseréltik lyukanként 1 ml friss 10%
PrestoBlue reagenssel kiegészitett médiumra. 24 6ras standard sejtkultaras kortlmények
kozti inkubacio (az alacsony sejtszam miatt volt sziikség ilyen hosszu inkubacidra) utan
200 pl médiumbdl 570 és 600 nm-en mértik az abszorbancia értékeket. A gyarto
utasitasainak megfelel6en az 570 nm-en mért abszorbancia értékeket a 600 nm-en mért
abszorbancia értékekkel normalizaltuk (az 570 nm-en mért abszorbancia értékbol

kivontuk a 600 nm-en mért abszorbancia értéket).
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3.11 Malondialdehid mérés

Az iszkémias szivizomsériilés soran keletkezé reaktiv oxigén vegylletek
lipidperoxidaciot okozhatnak. A malondialdehid (MDA) a tébbszorosen telitett
zsirsavak peroxidaciojanak leginkabb alkalmazott markere. A mennyiségi analizis
tobbnyire a tiobarbitursavval (TBA) adott reakcidjan alapul, melyet magas
homérsékleten, savas koriilmények kozott kell véghezvinni. A két TBA ¢és egy MDA

molekula kondenzacidjaval keletkez6 vegylilet 532 nm-en spektrofotométerrel
detektalhato (18. dbra) [294].

addult
OH HO SH
DD ki w8
! \ED/ —FM” + 2H,0
M S N
OH OH
18. abra: A malondialdehid kimutatdsa a tiobarbitursavval adott szines

reakciotermek spektrofotometrias detektalasaval torténik. MDA — malondialdehid; TBA

- tiobarbitursav

A malondialdehid mérését a szimulalt iszkémia befejezése utan 5 oraval veégeztik, a
médiumbol, mivel irodalmi adatok szerint az MDA koncentracidé ebben az idépontban
éri el a maximumat [295]. A méréshez szikséges oldatok Osszekészitése 1,5 ml
trtartalmt Eppendorf csvekben tortént. E16szor 50 pl 8,1%-0s SDS oldat, majd 375 pl
20%-o0s ecetsav oldat, majd 150 ul desztillalt viz kerult bemérésre. Ezutan kovetkezett
50 ul bemérése a malondialdehid kalibracios sor elemeibdl (0 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM,
8 UM, 16 pM) vagy a mintakbol. A kalibracios sor elkészitése 3 mM koncentracioju
torzsoldatbol a H9c2 sejtekhez hasznalt médiummal tortént, hogy a felhasznélt oldoszer
ne okozzon eltérést az abszorbanciakban. Utolso Iépésként a reakcio elinditasa frissen
készitett, 95°C-o0s, 0,8%-0s tiobarbitursav (375 pl) hozzdadésaval tortént. A
reakcioelegy 1 oran keresztiil vizfiirdében 95°C-on inkubalodott. Az abszorbanciat a

reakcidelegy 200 pl-ébdl 96 lyukt lemezen, triplikatumban mértiink 532 nm-en [295].
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3.12 Laktat-dehidrogenaz felszabadulas mérés

A laktat-dehidrogenaz enzimaktivitas merése egy kapcsolt reakcid segitségével torténik.
Ennek soran a laktat-dehidrogendz enzim (LDH) a tejsavat piruvatta alakitja, a
reakcidban keletkezett redukalt koenzim pedig az indonitrotetrazélium formazéanna

redukalasa soran regeneralodik (19. &bra).
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19. dbra: A sériilt sejtekbodl felszabaduld laktat-dehidrogendz mennyiségét egy
kapcsolt reakcio szines végtermékének spektrofotometrias mérésével hatdrozzuk meg.

A laktat-dehidrogendz méreset a szimulalt iszkémia befejezése utan 24 draval végeztik.
A negativ kontrollhoz hasznélt sejteket normal koriilmények kozott tenyésztettik (5%
CO3, 90-95% paratartalom, 37 °C), ezt vettiik 0%-0s LDH felszabadulasnak. A pozitiv
kontrollhoz hasznalt sejteket a mérés megkezdése eldtt 30 perccel par csepp Triton-X-
szel kezeltik, ezaltal a sejteket lizaltuk, ezt tekintettik 100%-o0s LDH felszabadulasnak.
A mérés a sejteken taldlhatd médiumbdl tortént. A méréseket triplikdtumban egy 96
lyuki-lemezen, 100 pl mintabol végeztiik. Lyukanként 100 pl reagens oldat hozzaadasa
utan 30 perc id6tartaml sotét inkubacio kovetkezett. Az abszorbancia ertékek mérése
két hulldmhosszon tértént: 490 nm-en, ahol a formazannak van elnyelése és 650 nm-en,

ahol a reakciotermék nem ad jelet, ez a referencia hulldmhossz. A mérést kovetden a
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referenciaval korrigaltunk (a 490 nm-en mért abszorbanciaértékbdl kivontuk a 650 nm-
en mért abszorbanciaértéket).

3.13 Kisérleti protokollok

3.13.1 Iszkémia-reperfazié modell jellemzése

A Kiseérletek soran 12 lyuku lemezeket hasznaltunk és a lemezre a szimulalt iszkemias
sértést megeléz6 nap lyukanként 100 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet raktunk ki 1 ml
médiumban. A kezelés el6tt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként 3 ml
glukozmentes médiumot pipettaztunk a sejtekre. A sejteket 160 percig 0,5% oxigén (~4
Hgmm) és 99,5% nitrogén Osszetételii atmoszféraban, 37°C-on inkubaltuk. A hipoxias
inkubacio utan a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l glikézt és 4 mM L-glutamint
tartalmazo6, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100
pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM mediumra csereéltiik, ezutan a sejteket 37°C-
0s, 5% CO, tartalmu, nedvesitett atmoszféraju inkubatorba helyeztik a kiértékelésig.

A laktat-dehidrogenaz felszabadulas mérését a szimulalt iszkémia befejezése utan 24
oraval végeztik a sejtek médiumabol.

A malondialdehid mérését a szimulalt iszkémia befejezése utan 5 draval végeztik, a

sejtek médiumabol.

3.13.2 Csontvel6 és zsirszovet eredetii 6ssejtek hatasainak dsszehasonlitasa in vitro

iszkémia-reperfuzié modellben

A Kiseérletek soran 12 lyuku lemezeket hasznaltunk és a lemezre a szimulalt iszkemias
sértést megel6z6 nap lyukanként 30 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet raktunk ki 1 ml
médiumban. A kezelés el6tt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként 3 ml
glik6zmentes médiumot pipettaztunk a sejtekre. A sejteket 160 percig 0,5% oxigén (=4
Hgmm) és 99,5% nitrogén Gsszetételli atmoszféraban, 37°C-on inkubaltuk. A hipoxias
inkub&cid utan a kiilonb6z6 csoportokat az alabbiak szerint kezeltiik:

o Kezeletlen csoport (I-R modell): a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l gliikdzt és 4

mM L-glutamint tartalmazé, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml
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penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumra
cseréltik,

e ASC kondicionalt médiummal (AKM) kezelt csoport: a médiumot lyukanként 3
ml ASC kondicionalt médiumra csereéltik,

e hBMSC-vel kezelt csoport (hBMSC): a mediumot lyukanként 3 ml 5 g/l glikozt
és 4 mM L-glutamint tartalmazd, 10% magzati marha szérummal valamint 100
U/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumra
cseréltik, majd 30 perccel a reoxigenizacio utan 20 000 DiD jelélt hBMSC-t
adtunk hozza.

e hASC-vel kezelt csoport (hASC): a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l glikozt és 4
mM L-glutamint tartalmazé, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumra
csereltik, majd 30 perccel a reoxigenizacio utan 20 000 DiD jeldlt hASC-t
adtunk hozza.

Ezek utdn a sejteket 37°C-o0s, 5% CO, tartalmu, 100%-os paratartalmu atmoszferaval
rendelkez6 inkubatorba helyeztik a kiértékelésig.

Az éramlasi citometrids mérést a szimulalt iszkémia-reperfuzié befejezése utdn 24
oraval végeztik.

A laktat-dehidrogenaz felszabadulas mérését a szimulalt iszkemia-reperfuzié befejezése
utdn 24 oéraval végeztik a sejtek mediumabdl. Ez a modszer nem képes kilonbséget
tenni a terapiasan alkalmazott sejtek és az iszkémia-reperfuzids sértésen atesett sejtek
kozt, azok egylttes populaciojarol adnak informéciokat. A kiilonb6zé csoportok a
kisérleti protokollbol addéddan eltérd szamu sejtet tartalmaztak (kontroll csoport -30 000
H9c2 sejt; ASC kondicionalt médiummal kezelt csoport — 30 000 H9c2 sejt; hBMSC-
vel kezelt csoport - 30 000 H9c2 sejt és 20 000 hBMSC; hASC-vel kezelt csoport -
30 000 H9c2 sejt és 20 000 hASC). Az ebbdl adodo kiilonbségeket a teljes sejtszammal
vald normalizalassal korrigaltuk.

A metabolikus aktivitds méresét a szimulalt iszkémia-reperfizio befejezése utan 24
oraval végeztik. A hBMSC-vel és hASC-vel kezelt csoportokban, hogy kiklszoboljik a
hozzaadott 6ssejtek metabolizmusabdl adodd kilonbséget, a mért értékbol kivontuk
20 000 6ssejt metabolikus aktivitas értékét (20. abra).
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20. &bra: Csontvel6 és zsirszovet eredetii Gssejtek iszkémia-reperflizios sértésen

atesett kardiomioblasztokra Kkifejtett hatdsainak @sszehasonlitdsdhoz alkalmazott
protokoll. hLBMSC — human csontvel6 eredetii mesenchymalis ¢ssejtek; hASC — human

zsirszovet eredetli mesenchymalis Ossejtek

3.13.3 Terapias sejtek PJ34 PARP inhibitorral val6 el6kezelésének hatasa in vitro

iszkémia-reperfuzio modellben

3.13.3.1 Elokiserletek

A PJ34 citotoxicitasanak meghatarozadsat 96 lyuk( lemezen, 10000 H9c2
kardiomioblaszt sejtet tartalmazd csoportokon végeztik. A sejtek tapoldatat
kontroll esetében PBS oldattal. Egy oOra normal sejtkultirds inkubacié utan a

kiértekelést LDH felszabadulas meréssel végeztik.
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A PARP oxidativ stressz elleni protektiv hatasanak vizsgalatat 96 lyuku lemezen,
10000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet tartalmazé csoportokon végeztik. A sejtek
vagy a kontroll esetében azonos térfogatd PBS oldattal. Egy 6ra normal sejtkultdras
inkubacio utan hidrogén-peroxidot adtunk a lyukakba (400 uM végs6é koncentracio).

Két dra inkubacio utan a kiértékelést LDH felszabadulas meréssel végeztik.

3.13.3.2 Kisérletek

A Kisérletek soran 12 lyuk( lemezeket hasznaltunk és a lemezre a szimulalt iszkémias
sértést megel6z6 nap lyukanként 30 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet raktunk ki 1 ml
médiumban. A kezelés el6tt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként 3 ml
glikdzmentes médiumot pipettaztunk rajuk. Ezutan a sejteket 160 percig 0,5% oxigén
(4 Hgmm) és 99,5% nitrogén Osszetételli atmoszféraban, 37°C-on inkubaltuk. A
hipoxias inkubacio utan a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l glikdzt és 4 mM L-glutamint
tartalmazd, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100

pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumra cseréltiik

A hipoxias inkubacid utan a kiilonb6zo csoportokat az aldbbiak szerint kezeltiik:

o Kezeletlen csoport (I-R modell): semmilyen tovabbi kezelésben nem részesiilt,

e H9c2 kardiomioblasztokkal kezelt csoport (H9c2): 30 perccel a reoxigenizacio
utadn 20 000 DiD jeldlt H9c2 kardiomioblaszt sejtet adtunk hozza.

e 10 uM PJ34-el eldkezelt H9c2 kardiomioblasztokkal kezelt csoport (10 uM
PJ34): 30 perccel a reoxigenizacio utan 20 000 DiD jel6lt 10 uM PJ34-el 1 6ran
at elokezelt H9c2 kardiomioblaszt sejtek adtunk hozza.

e 100 uM PJ34-el eldkezelt H9c2 kardiomioblasztokkal kezelt csoport (100 pM
PJ34): 30 perccel a reoxigenizacié utan 20 000 DiD jelolt 100 uM PJ34-el 1
oran at eldkezelt H9¢2 kardiomioblaszt sejtek adtunk hozza.

Ezek utdn a sejteket 37°C-o0s, 5% CO, tartalmu, 100%-os paratartalmu atmoszferaval

rendelkez6 inkubatorba helyeztik a kiértékelésig (21. abra).

Az aramlasi citometrias mérest a szimulalt iszkémia-reperfuzid befejezése utan 24

oréval végeztik. A laktat-dehidrogendz felszabadulds mérését a szimulalt iszkémia-
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reperflzid befejezése utan 24 oOréval vegeztik a sejtek médiumabol. A metabolikus

aktivitas mérest a szimulalt iszkémia-reperfuzid befejezése utan 24 éraval végeztik.
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21. abra: Terapias sejtek PJ34 PARP inhibitorral valo el6kezelésének hatasat

vizsgalo protokoll

3.14 Adatelemzés és statisztika

Az aramlasi citometrids adatok kiértékeléséhez a Weasel programot (The Walter and
Eliza Hall Institute, Parkville, VIC, Australia), a statisztikai elemzés és a diagramok
elkészitéséhez a Graphpad Prism programot (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) hasznéltuk. A statisztikai kiértékeléshez kétoldali kétmintas pératlan t-prébat,
illetve egy utas varianciaanalizist (ANOVA) és Newman-Keuls post hoc tesztet
végeztiink. Az eredmények minden esetben atlag + SEM alakban keriiltek megadasra. A
0,05-neél kisebb p ertékeket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

59



DOI:10.14753/SE.2015.2090

4  Eredmények

4.1 Iszkémia-reperfuzié modell jellemzése

Aramlési citometrias méréseink alapjan az iszkémia-reperfuzio modell szignifikansan
csokkentette az ¢€l6 sejtek szamat (12,13+0,75%) a kezeletlen kontrollhoz
(90,36+2,60%) kepest (22. abra).

100~ [ okl {
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Kontroll I-R modell
22. abra: Az éaramlasi citometrids mérés szerint az iszkémia-reperfuzié modell

szignifikansan csokkentette az €16 sejtek szamat. Kontroll: 90,36+2,60 %, I-R modell:
12,13+0,75%, ***:p<0,001, kétoldali t-proba, n=7-31

Az oxidativ stressz mértéke az MDA szint meghatarozas alapjan szignifikansan
emelkedett az iszkémia-reperfuzidé modellben (13,70£0,81 uM), a Kkezeletlen
kontrollhoz (0,47+0,18 uM) képest (23. abra).
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23. abra: A malondialdehid-szint meghatarozas alapjan az iszkémia-reperfuziés

sértés szignifikdns oxidativ stresszt okozott. Kontroll: 0,47£0,18 uM, I-R modell:
13,70£0,81 uM, ***:p<0,001, kétoldali t-préba, n=6
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Az iszkémia-reperfuzi6 modell a médiumbdl mért LDH-szint szignifikans
emelkedéséhez vezetett (29.58+6.21%) a kezeletlen kontrollhoz (0.00+0.81%) kepest
(24. abra).

*kk
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LDH felszabadulas (%)
N
o

10-
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Kontroll I-R modell
24. &bra: Az iszkémia-reperfuzidés sértés szignifikansan novelte a laktat-

dehidrogendz felszabadulast. Kontroll: 0,00+0,81%, I-R modell: 29,58+6,21%,
***:p<0,001, kétoldali t-préba, n=12
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4.2  Csontveld és zsirszovet eredetii Gssejtek hatdsainak 6sszehasonlitdsa in vitro
iszkémia-reperfzié modellben

Kisérleteinkben az iszkémia-reperfizios sértésen atesett sejtek tuleélése a kezeletlen
csoportban 12,13 £ 0,75% volt. A tulélé kardiomioblasztok aranya szignifikansan
emelkedett mind a hASC-vel (24,66 = 2,49%), mind a hBMSC-vel (25,41 + 1,99%)
kezelt csoportokban, a kondicionalt meédiummal kezelt csoportban (13,94 £ 1,44%) nem
talaltunk szignifikans valtozast. A csontveld eredetii mesenchymalis Ossejtekkel és
zsirszovet eredetli mesenchymalis &ssejtekkel kezelt csoportok kozt nem volt
szignifikans kiilonbség, viszont mindkét Ossejttel kezelt csoportban szignifikdnsan

nagyobb volt a poszt-iszkémias sejtek tulélese, mint a kondicionalt mediummal kezelt
csoportban (25A abra).
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25. abra: Aramlasi citometrias eredmények. A) Az ¢él6 poszt-iszkémias sejtek

aranya. I-R modell: 12,13+0,75%, AKM: 13,94+1,44%, hASC: 24,66+2,49%, hBMSC:
25,41+1,99%, **:p<0,01, ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=17-
31 B) A halott poszt-iszkémias sejtek aranya. I-R modell: 87,71+0,82%, AKM:
85,75+1,57%, hASC: 75,24+2,49%, hBMSC: 74,62+1,99%, **:p<0,01, ***:p<0,001,
ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=17-31 C) Az €l6 terapias sejtek aranya.
hASC: 70,30£2,35%, hBMSC: 73,30 + 1,92%. n=17-31 D) A halott terapias sejtek
ardnya. hASC: 29,20 + 2,42%, hBMSC: 25,81 + 1,89%. n=17-31
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Az iszkémia-reperflzids sértés utan kezelés nélkil a poszt-iszkémiads sejtek
87,71+0,82%-a pusztult el. Ez az érték szignifikansan kisebb volt a hASC és hBMSC
kezelt csoportokban (hASC: 75,24+2,49%; hBMSC: 74,62+1,99%), de nem valtozott
szignifikdnsan a kondicionalt médiummal kezelt csoportban (AKM: 85,75+1,57%). A
hASC és hBMSC kezelt csoportok kozt nem volt szignifikans kilénbség (25B abra).

A hozzaadott terapias sejteket vizsgalva azt talaltuk, hogy a hozzaadott Ossejtek
tulnyomd tobbsége életben volt, mind a hASC-k (70,30£2,35%), mind a hBMSC-k
(73,30 + 1,92%) hasznalata esetén es nem volt statisztikailag szignifikans kilénbség a
két csoport kozt (25C abra). Nem volt szignifikans kiilonbség az elpusztult dssejtek
ardnyaban sem (hASC: 29,20 + 2,42%, hBMSC: 25,81 + 1,89%) (25D é&bra).

PhD munkam 0sszefoglaldsa kapcsan elvégeztem egy, a PJ34-es Kkisérleteknél
bevezetett, részletesebb kiértékelést is a nyers adatokbdl, melynek soran a nekrotikus és
apoptotikus sejtek kiilon értékelhetok (26. abra).

Az iszkemia-reperfuzids sértésen atesett sejtek kozll az apoptotikus sejtek aranya
39,62+2,44% volt a kezeletlen csoportban, mely érték szignifikansan alacsonyabb volt a
kondicionalt médiummal kezelt (23,36+2,51%) és a hASC-vel kezelt (hASC:
47,08+2,61%) csoportokban, de nem valtozott szignifikdnsan a hBMSC-vel kezelt
csoportban (hBMSC: 32,75+2,92%). A hASC-vel kezelt csoportban szignifikansan
magasabb volt a poszt-iszkémias apoptotikus sejtek aranya, mint a hBMSC kezelt
csoportban (26A abra).

A Kkezeletlen csoportban az iszkémia-reperfizids sértésen atesett sejtek kozil a
nekrotikus sejtek aranya 48,09+2,28% volt, mely érték szignifikdnsan csokkent a
hASC-vel kezelt csoportban (28,16+1,94%), szignifikdnsan nétt a kondicionalt
médiummal kezelt csoportban (62,39+1,89%) és nem valtozott szignifikansan a
hBMSC-vel kezelt csoportban (41,88+2,46%). A hASC-vel kezelt csoportban
szignifikansan alacsonyabb volt a poszt-iszkémias nekrotikus sejtek aranya a hBMSC-
vel kezelt csoporthoz képest (26A abra).

A hozzéaadott terdpias sejteket vizsgalva nem volt szignifikans kilonbség a két csoport
kdzott az apoptotikus (hASC: 15,79+1,22%, hBMSC: 13,51+1,02%) és a nekrotikus
(hASC: 13,41+1,67%, hBMSC: 12,29+0,96%) 6ssejtek aranyaban sem (26B abra).
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26. abra: Aramlési citometrias mérés. A) Az é16, apoptotikus és nekrotikus poszt-
iszkémias sejtek ardnya. I-R modell: é16: 12,13+0,75%, apoptotikus: 39,62+2,44%,
nekrotikus: 48,09+2,28%; AKM: ¢l6: 13,94+1,44%, apoptotikus: 23,36+2,51%,
nekrotikus: 62,39%£1,89%; hASC: ¢é16: 24,66+2,49%, apoptotikus: 47,08+2,61%,
nekrotikus: 28,16+1,94%; hBMSC: ¢l16: 25,41+1,99%, apoptotikus: 32,75+2,92%,
nekrotikus: 41,88+2,46%. **:p<0,01 vs. I-R modell, ***:p<0,001 vs. I-R modell,
##:p<0,01 vs. hBMSC, ###:p<0,001 vs. hBMSC, ANOVA, Newman-Keuls post hoc
teszt, n=17-31 B) Az ¢é16, apoptotikus és nekrotikus terapias ssejtek aranya. hASC: é16:
70,30+2,35%, apoptotikus: 15,79+1,22%, nekrotikus: 13,41+1,67%; hBMSC: ¢l6:
73,30£1,92%, apoptotikus: 13,51£1,02%, nekrotikus: 12,29+0,96%. n=17-31

A metabolikus aktivitds merése megerésitette az aramlasi citometrias eredményeinket.
A sejtek metabolikus aktivitasa szignifikdnsan magasabb volt hASC (0,652 + 0,089AU,
onkényes egység) és hBMSC kezelés (0,607 + 0,059 AU) utan, mint a kezeletlen
csoportban (0,065 + 0,033AU). A kondicionalt médiummal kezelt csoportban, bar
kisebb meértékben, de szintén szignifikansan emelkedett a metabolikus aktivitas
(0,225+0,013AU). Nem volt statisztikailag szignifikans kilénbség a hASC-vel és a
hBMSC-vel kezelt csoportok kdzt (27. abra).
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27. abra: Metabolikus aktivitas mérés. Kontroll: 0,858+0,021 AU, I-R modell:
0,065+0,033 AU, AKM: 0,225+0,013 AU, hASC: : 0,652+0,089 AU, hBMSC:
0,607£0,059 AU, *:p<0.05, ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=3

Az LDH felszabadulas értéke szignifikansan csokkent a kezeletlen csoporthoz
(0,225+0,006 AU) képest, mind a hASC-vel (0,148+0,005 AU), mind a hBMSC-vel
kezelt (0,146+£0,004 AU) csoportban. A kondicionalt médiummal valo kezelés
(0,208+0,009 AU) egy kisebb, de szintén szignifikans csdkkenést okozott. Nem volt
szignifikans kilonbség a hASC-vel és a hBMSC-vel kezelt csoportok kdzott (28. abra).
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28. abra: Laktat-dehidrogendz felszabadulas. Kontroll: 0,167+0,002 AU, I-R
modell: 0,225+0,006 AU, AKM: 0,208+0,009 AU, hASC: 0,148+0,005 AU, hBMSC:
0,146+0,004 AU, *:p<0,05, ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=3
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4.3 Terapids sejtek PJ34 PARP inhibitorral valo elokezelésének hatdsa in vitro

iszkémia-reperfzié modellben

Eredmenyeink szerint nem névelte az LDH felszabadulast a kontroll csoporthoz kepest
(-0,18+0,36%) a PJ34 PARP inhibitorral valo 1 o¢ras kezelés sem a 10 uM-o0s
(-3,40+0,16%), sem a 100 uM-os (-3,61+0,27%) koncentracio alkalmazésa esetén.

A 2 0rds 400 uM-os H,0, kezeléssel modellezett oxidativ stressz szignifikansan
novelte az LDH felszabadulas értekét (35,14+1,01%) a kontroll csoporthoz képest. Az 1
orés PJ34 PARP inhibitor el6kezelés szignifikansan csokkentette H,O, kezelés hatasat
mind a 10 uM-os (15,65+0,95%) mind a 100 uM-os (15,69+0,54%) csoportban (29.

abra).
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29. abra: PJ34 citotoxicitas és oxidativ stressz elleni védelem. Kontroll:

-0,18+0,36%, 10 uM PJ34: -3,40+0,16%, 100 uM PJ34: -3,61+0,27%, H,0,:
35,14+1,01%, H,O0, + 10 uM PJ34: 15,65+0,95%, H,0, + 100 uM PJ34:
15,69+0,54%. ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=6
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Kisérleteinkben az iszkémia-reperf(zios sértésen atesett sejtek tulélése a kezeletlen
csoportban 36,44+5,05% volt, amely nem valtozott szignifikansan el6kezelést nem
kapott H9c2-sejtek hozzéadasanak hatasara (42,81+5,11%), viszont szignifikansan
emelkedett a 10 uM PJ34 PARP inhibitorral elékezelt terapias sejtek hozzdadasanak
hatasara (52,07+5,80%) és a 100 uM PJ34 PARP inhibitorral el6kezelt terapias sejtek
hozzéaadasanak hatasara is (54,95+5,55%).

Az iszkémia-reperfuzios sértésen atesett sejtek kdzt az apoptotikus sejtek ardnya nem
mutatott szignifikans eltérést a kisérleti csoportok kézott (I-R modell: 19,94+2,75%,
HO9¢2: 20,23+2,62%, HO9c2 + 10 uM PJ34: 17,20+2,42%; HO9c2 + 100 uM PJ34:
20,05+3,23%).

Az iszkémia-reperfizids sértésen atesett sejtek kozt nekrotikus sejtek aranya a
kezeletlen csoportban 43,64+4,00% volt, amely nem valtozott szignifikansan
elokezelést nem kapott H9c2-sejtek hozzdadasanak hataséara (37,29+4,55%), viszont
szignifikansan csokkent a 10 uM PJ34 PARP inhibitorral eldkezelt terapias sejtek
hozzéadasanak hatdsara (30,18+4,60%) ¢s a 100 uM PJ34 PARP inhibitorral eldkezelt
terapias sejtek hozzdadasanak hatasara is (25,52+3,47%) (30A abra).

A hozzaadott terapids sejteket vizsgalva az eredmények azt mutatjak, hogy a PJ34
PARP inhibitorral eldkezelt terapids sejtek tulélése szignifikansan emelkedett az
elékezelést nem kapott terapids sejtekhez képest (H9c2: 52,02+5,01%, H9c2 + 10 uM
PJ34: 63,38+4,50%, H9¢c2 + 100 uM PJ34: 64,99+3,47%).

A terapidsan kezelt sejtek kozti apoptotikus sejtek aranyaban nem volt szignifikans
kiilonbség a kiilonb6zé csoportok kozt (H9c2: 10,87+1,12%, H9c2 + 10 uM PJ34:
9,22+1,28%; H9¢c2 + 100 uM PJ34: 10,18+1,55%).

A PJ34 PARP inhibitorral valo eldkezelés szignifikansan csokkentette a terapias sejtek
nekrozisat (H9c2: 37,23+4,40%, H9c2 + 10 uM PJ34: 26,83+3,49%, H9c2 + 100 uM
PJ34: 24,96+2,43%) (30B &bra).
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30. 4bra: Aramlési citometrias mérések. A) Az ¢él6, apoptotikus és nekrotikus

poszt-iszkémias sejtek aranya. [-R modell: ¢l6: 36,44+5,05%, apoptotikus:
19,94+2,75%, nekrotikus: 43,64+4,00%; H9c2: ¢é16: 42,81+5,11%, apoptotikus:
20,23£2,61%, nekrotikus: 37,29+4,55%; H9c2 + 10 puM PJ34: ¢él6: 52,07+5,80%,
apoptotikus: 17,20£2,42%, nekrotikus: 30,18+4,60%; H9c2 + 100 uM PJ34: élo:
54,95+5,55%, apoptotikus: 20,05%3,23, nekrotikus: 25,52+3,47%, *:p<0,05, **:p<0,01
vs. H9c2, ###:p<0,001 vs. I-R modell, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=18
B) Az ¢16, apoptotikus és nekrotikus terapias sejtek ardnya. H9c2: é16: 52,02+5,01%,
apoptotikus: 10,87+1,12%, nekrotikus: 37,23%+4,40%; HO9c2 + 10 uM PJ34: él6:
63,38+4,50%, apoptotikus: 9,22+1,28%, nekrotikus: 26,83+£3,49%; H9c2 + 100 uM
PJ34: ¢él6: 64,99+3,47%, apoptotikus: 10,18+1,55%, nekrotikus: 24,96+2,43%,
*:p<0,05, **:p<0,01 vs. H9¢c2, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=18
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5 Megbeszélés

Eredmenyeink alapjan valoszintisithet6, hogy a konnyebben hozzaférheté zsirszovet
eredetii mesenchymalis Ossejtek alkalmasabbak iszkémia-reperflzidés karosodas
csokkentésére, mint a csontveld eredetii mesenchymalis Ossejtek, illetve, hogy a terapias
sejtek talélése és hatékonysaga PJ34 PARP inhibitor el6kezeléssel fokozhato.
Kisérleteinkben egy in vitro megkozelitést alkalmaztunk a miokardialis infarktus utani
sejtterapia komplex eseményeinek modellezésére, amely kiilonboz6 hatranyokkal és
elényokkel rendelkezik az in vivo megkdzelitéshez képest. Az in vitro sejtkultdras
koriilmények nem tudjak megfeleléen modellezni a szivizomszdvet haromdimenzids
struktarajat, annak komplex sejt-sejt és sejt-extracellularis matrix kapcsolataival,
valamint nem tudja visszaadni a miokardialis infarktus utani komplex eseményeket,
mint a gyulladasos-folyamat vagy az érképzés hatasai. Azonban az in vivo modellek
egyik limitacidja, hogy nem képesek élesen elhatarolni a kezelések direkt, a
parenchymalis sejteken Kifejtett hatasat, illetve a kornyezet befolyasolasan keresztul
1étrejovo hatdsokat (leukocitdk inaktivalasa vagy csokkent migracidja, angiogenezis,
sth.). Mivel méréseink soran a sejtkezelés poszt-iszkémids sejtekre gyakorolt direkt
hatasaira fokuszaltunk, ezért a feltett kérdéseinkre megitélésink szerint a modell
relevans informéciokat nyujtott.

Kisérleteink soran H9c2 patkany kardiomioblaszt sejteket hasznaltunk, amely
embrionalis patkdny szivszovetbdl szarmazik. A H9c2 sejtek rendelkeznek mind a
vazizom-, mind a szivizomszovetre jellemzO elektrofiziologiai és biokémia
tulajdonsagokkal [287, 296], mindazonaltal gyakran hasznalt sejttipus iszkémia-
reperfuzios sértést vizsgalo kisérletekben [297-299] és csoportunk is tébbéves
tapasztalattal rendelkezik ezen sejtek hasznalatarél. Chen és munkatarsai
Osszehasonlitottak H9c2 sejtek és primer neonatalis patkdny kardiomiociték reakciojat
hidrogén-peroxid kezelés utan [300], a vizsgalt paraméterek (felvalas a tenyésztéedény
felszinér6l, nuklearis kondenzacio, sejttérfogat valtozas, sejtenkénti Osszfehérje
mennyiség) tekintetében nem talaltak jelentds kiilonbséget a sejtek kozt.

Demonstraltuk, hogy oxigén- és gliikéz megvonas majd normal sejtkultiras oxigén- és
glikoz szintek visszadllitasa utan az oxidativ stressz markere, az MDA szintje

emelkedett, ahogy az in vivo iszkémia-reperfuzid utan is megfigyelhetd. A membran-
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integritassal forditottan aranyos LDH felszabadulas mérés alapjan megallapithatjuk,
hogy az alkalmazott sértés szignifikans membrankarosodast okozott, tehat az iszkémia-
reperfuzios karosodas modellezésére alkalmas.

Kiseérleteink soran dsszehasonlitottuk a zsirszovet és csontveld eredetii mesenchymalis
6ssejtkezelések az iszkemia-reperfuzids sértésen atesett kardiomioblasztokra gyakorolt
hatasait és azt taldltuk, hogy mind a csontvel6, mind a zsirszovet eredetl
mesenchymalis 6ssejtek direkt mddon fokoztak az iszkémia-reperfuzios sértésen atesett
kardiomioblasztok talélését. Az LDH felszabadulas mértéke Ossejtkezelés utan
szignifikansan csokkent, a metabolikus aktivitds pedig szignifikdnsan emelkedett, ami
megfelel az d&ramlasi citometrias adatoknak, ahol azt lattuk, hogy nétt a tuléld sejtek és
csokkent az elpusztult sejtek ardnya. Nem taldltunk szignifikdns kilonbséget a
csontveld és zsirszovet eredetii mesenchymalis 6&ssejtek poszt-iszkémias sejtek
tulélésére Kkifejtett hatasa kozt. Tovabba maguknak a mesenchymalis sejteknek a
tulélése is azonos volt, tehdt a poszt-iszkémids viszonyok kozti tulélési kapacitasuk
valdsziniileg igen hasonldé. Azonban a halott sejteket figyelembe véve a hASC-vel
tortént kezelés mind a kezeletlen csoporthoz képest, mind hBMSC-vel vald kezeléshez
képest szignifikansan csokkentette a nekrotikus sejtek aranyat és névelte az apoptotikus
sejtekét, vagyis az elpusztult sejteket a szabalyozott apoptotikus sejthalal felé
iranyitotta. Ez nagy el6ény lehet in vivo, ugyanis a nekrézis sordan a sejtek
membranintegritisa megsziinik, a sejtbél a kornyezé térbe lizoszomalis enzimek és
»danger signal” molekulak szabadulnak fel, amelyek tovabb karositjdk a kornyezd
sejteket és gyulladas kialakulasahoz vezetnek [301]. Tovabba irodalmi adatok arra
mutatnak, hogy in vivo az apoptotikus debris eltvolitasa anti-inflammatorikus vélaszt
indukélhat [301-304]. Ezek a megfigyeléseink azért fontosak, mert tobb cikk [305-307]
is beszamolt arrdl, hogy zsirszovet eredetli mesenchymalis éssejtek alkalmazasa esetén
jobb eredményeket tapasztaltak, mint csontvel6 eredetii mesenchymalis Gssejtek esetén,
a hatdsmechanizmus azonban egyenlére nem teljesen tisztazott. Tudomasunk szerint mi
voltunk az elsOk, akik Osszehasonlitottdk a zsirszovet- és csontveld eredetl
mesenchymalis 6ssejtek iszkémia-reperfuzids sértésen atesett sejtekre gyakorolt direkt
hatasait. Rasmussen és mtsai leirtdk, hogy patkany modelljikben miokardiélis infarktus
kovetd Ossejt-transzplantacidé human zsirszovet eredeti mesenchymalis Ossejteket

alkalmazva javitotta a ejekcios frakcidt, mig azonos donortdl szarmazo csontveld
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eredetii mesenchymalis Gssejtek esetén nem tapasztaltak szignifikans javulast ebben a
paraméterben [305]. Egy masik kutatocsoport eredmeényei szerint, a zsirszovet eredetii
mesenchymalis 6éssejtek nagyobb proliferativ aktivitassal birnak, nagyobb mértékben
expresszaljak a VEGF ¢és HGF faktorokat és gerincvel$ sériilést kdvetéen nagyobb
angiogenezis fokozo hatassal rendelkeztek, mint a csontvelé eredetii mesenchymalis
Ossejtek, mig migracié szempontjabol nem talaltak koztik kiilonbséget [306]. A
zsirszovet eredetli mesenchymalis &ssejteket szintén effektivebbnek talaltak feliileti
sérulések kezelésére, valamint kimutattak, hogy nagyobb hatast gyakorolt a fibroblaszt-
migraciora, tovabba, hogy mindkét sejttipus fokozza a fibroblasztok proliferaciojat
[307]. Ez utdbbi problematikus lehet a miokardium regenerdlasa szempontjabol, a
hegképz6dés fokozasa miatt. Ezen tal Ngo és munkatarsai leirtdk [308], hogy a
sejtkultaras koriilmények kozt fenntartott csontveld eredetti mesenchymalis sejtek tobb
miofibroblaszt markerre pozitivan festédnek és kollagént szintetizalnak, vagyis in vitro
hajlamosak miofibroblaszt fenotipust felvenni. Altman és kollégai pedig arrél szamoltak
be [75], hogy csontvelé eredeti mesenchymalis &ssejtek csupan mechanikai stressz
hatasara is hajlamosok fibroblaszt iranyu differenciaciora. Noha a korai vizsgalatok
szerint a csontveld ¢és zsirszovet eredeti mesenchymalis Ossejtek hasonld
immunszupressziv tulajdonsagokkal rendelkeznek [93], Gjabb tanulmanyok alapjan a
zsirszovet eredetli mesenchymalis 6ssejtek nagyobb hatassal vannak a B-sejtek [309] és
a dendritikus sejtek [310] miikodésére. Fontos megemliteni, hogy az emlitett
kilonbségek adodhatnak a BMSC és ASC populaciok alapveté heterogenitasabol,
valamint az izolacios és sejtkulturas protokollokbol is [311].

A hASC-k és hBMSC-k alkalmazasaval elért hasonl6 eredmények megerdsitik, hogy a
hASC-k egy valds alternativat jelenthetnek az elterjedtebben hasznalt hBMSC-kkel
szemben a sejt-terapiak gyorsan fejlédo teriiletén. A szubkutan zsirszévet egy vonzo
forrds autolog mesenchymalis 6ssejtek izolalasara, mivel zsirszovet zsirleszivas altal
konnyen nyerhetd, mely miiveletet rutinszerien alkalmaznak évente tobb ezer ember
esetén. A mesenchymalis 6ssejtek a csontveldi sejtek igen csekély hanyadat alkotjak, az
0sszes sejt 0,001-0,01%-at kepviselik, tovabba egyes vizsgalatok szerint a szamuk és a
differenciacios kapacitdsuk forditottan ardnyos az életkorral [312]. Az egy gramm
zsirszovetbdl kinyerhetd 6ssejtek hozama tobb nagysagrenddel meghaladja az egy
milliliter csontvel6bdl nyerhetd Ossejtekét [311, 313, 314], és joval nagyobb
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mennyiségii zsirszovet nyerhetd biztonsagosan. Kimutattdk, hogy mind a hBMSC-k,
mind a hASC-k képesek oszteogén, adipogén, kondrogén és miogén iranyokba
differencialodni [68, 315, 316] és parakrin faktorok szekretalasaval képesek
antiapoptotikus hatast kelteni és fokozni az angiogenezist [317, 318]. Mivel
modellinkben a hASC-k és hBMSC-k egyforma mértékben fokoztdk az iszkémia-
reperfuzios sértésen atesett sejtek talélését, valamint a hASC-k szignifikansan
csOkkentették a nekrozist, ezért eredményeink tovabb erdsitik azt a feltételezést, hogy a
zsirszovet a terapiasan hasznalt feln6tt Ossejtek egy praktikusabb, jobb forrasa, mint a
csontvelé. Az elsé fazis I-es klinikai vizsgalat, mely zsirszovet eredetli Ossejteket
hasznalt szivinfarktus utdn (NCTO00442806) véget ért, és a zsirszovet eredetii
mesenchymalis 6ssejtek  miokardialis infarktus utani alkalmazashatosagarol és
biztonsagossagarol szamolt be [319]. A vizsgalat megallapitotta, hogy a zsirszbvet
kinyeréséhez a miokardialis infarktus akut fazisdban végzett periumbilikélis zsirleszivas
és az intrakoronarias infuzioval torténd sejtbejuttatas biztonsagos volt, nem talaltak
mikrovaszkularis elzarodas vagy megvaltozott aramlas jelét és a 6 honapos utankovetés
soran sem volt a kezeléssel kapcsolatos stlyos kedvezbtlen esemény. A terapia
szignifikdnsan csokkentette a hegképz6dést és a perfuzidés defektust, valamint a
szivfunkcid a javulasa irdnyaba mutaté trendet mutatott.

Kisérleteink soran a terdpids sejtek hozzaadasa utdn azért alkalmaztunk 24 oOrés
kokultivacios id6t, mert ez az idGablak korabbi kisérleteink alapjan elég a hozzaadott
sejtek kitapadasahoz és a hatas kialakuldsahoz, de nem kovetkezik be alatta jelentds
sejtosztddas [163], és Kizarja a sejtek differencialédasanak szerepét, amihez hosszabb
1d6 sziikséges. Figyelembe kell venniink, hogy human 0&ssejteket hasznaltunk a
kisérletekben, de mivel immunvélasz nem tud létrejonni modelliinkben, ezért ennek
nem lehetett jelentds hatasa, és az irodalomban is széles korben hasznalnak human
terapids sejteket allatmodellekben [320-322]. Modelliinkben a sértésen atesett sejtek
tulélése kétszeresére nétt, azonban ki kell hangsulyoznunk, hogy kisérleteinkben a
terapiasan hasznalt 6ssejtek tilnyomo tobbsége életben maradt, ellentétben az in vivo
terapids alkalmazasokkal, ahol a bejuttatott sejtek nagy része a transzplantacid utan
nem sokkal elpusztul [301].

A kondicionalt médiumot zsirszovet eredetii mesenchymalis &ssejtek felhasznalasaval

készitettik, mert proliferacios képessegeik jobbak, mint a csontvelé eredetii

72



DOI:10.14753/SE.2015.2090

mesenchymalis Ossejteké [311], igy adott id6 alatt feltehetden nagyobb parakrin
koncentraciot lehetett elérni a médiumban. Az aramlasi citometrias mérések szerint a
kondicionalt médium nem volt szignifikans hatassal a sértett sejtek talélésére, ami
0sszhangban van a munkacsoport kordbbi eredményeivel, ahol a csontveld eredetii
Ossejtek sejtkultiras inzerten keresztiil nem voltak képesek fokozni a sértett sejtek
talélését [163]. A kondiciondlt médium enyhén csokkentette az LDH felszabadulast és
ndvelte a metabolikus aktivitast. Ezt azt jelentheti, hogy a mesenchymalis sejtek altal
kibocsatott parakrin faktorok kézt vannak olyan vegyuletek, amelyek direkt hatassal
birnak a poszt-iszkémias sejtekre. Az aramlasi citometrias adatok szerint a kondicionalt
meédium bar az €él6 sejtek aranyara nem volt hatassal, de szignifikansan csokkentette az
apoptotikus sejtek aranyat és novelte a nekrotikus sejtekét, amely ellentétes a hASC-k
hatasaval. A hASC kondicionalt medium és hASC-k eltér6 hatasa a sejt-sejt kapcsolat
kiemelkedé fontossdgara utalhat a megmentési folyamatban, de masrészt azt is
jelentheti, hogy a parakrin molekuldkbdl nagyobb koncentraciokra van szilkség a
pozitiv hatas kivaltdsdhoz. Az irodalmi adatok ismeretében valdszinti, hogy a sejtterapia
hatdsa nagyrészt parakrin faktorok révén jon létre, de az Ossejtnek sziiksége van a
mikrokornyezet vagy a sérult sejttel létrejott kontaktus indukald hatéséara, hogy a
parakrin faktorokat megfelelé6 mennyiségben szekretalja. Lehetséges, hogy kisérleteink
sorén a kondicionalt médiumban a parakrin faktorok nem érték el a tulélést fokozo6 hatas
kivaltasahoz sziikséges szintet. Tobb kutatocsoport is beszamolt rola, hogy a
kondicionalt médium koncentralasaval biztatd eredményeket érnek el [323, 324].
Felmertiil annak a lehetdsége, hogy a szekretalt molekuldk csak kozvetlen kozelbdl
tudnak hatni, ahol lokalis koncentraciojuk megfeleléen magas szintet képes elérni,
lehetséges, hogy csak direkt sejt-sejt kapcsolat tudja biztositani a megfelelé kozelséget.
Ilyen ,,mikroparakrin” hatas jon 1étre példaul a csontvelében hematopoetikus dssejtek €s
specializalt niche oszteoblasztok kozt az ,.endoszteélis niche-Gssejt szinapszis”-ban
[325]. Korabbi vizsgalatok is kiemelték a sejt-sejt kapcsolat lehetséges szerepét az
Ossejtkezelések kapcsan, a hatdsmechanizmus tekintetében a membran-nanocsdveken
1étrej6v6 mitokondrium-transzport merdilt fel [163, 164].

Vizsgalataim mésodik felében eldkisérletek soran megvizsgaltuk az alkalmazott PARP
inhibitor, a PJ34 citotoxicitasat, valamint a hatasossagat H,O, kezeléssel modellezett

oxidativ stressz hatasanak kivédéseben. Eredményeink szerint az alkalmazott

73



DOI:10.14753/SE.2015.2090

koncentraciok nem voltak citotoxikusak és az irodalmi adatoknak megfeleléen [326]
csokkentették az oxidativ stressz okozta karosodast. Az eredmények azt is mutatjak,
hogy a 2 6ras 400 uM H,0,-o0s kezelés hasonld mértékii karosodast okozott, mint az
iszkémia reperfuzié modelliink (H,O, kezelés — 35,14+1,01% LDH felszabadulas , I-R
modell, 29,58+6,21% LDH felszabadulas). Ismereteink szerint els6ként publikaltunk
kvantitativ életképességi adatokat PARP inhibitorral el6kezelt terapids sejtek poszt-
iszkémias sejtekre kifejtett direkt hatdsaval kapcsolatban.

A terdpids sejtek PJ34 clokezelést vizsgalo in vitro iszkémia-reperfuzids kisérletekben a
H9c2 kardiomioblaszt vonalat hasznaltuk a terapiasan alkalmazott sejtek szerepében is.
Kutatdcsoportunk korabbi kisérleteiben kimutattuk, hogy in vitro iszkémia-reperfizid
modelliinkben a HI9c2 sejtek képesek betdlteni a terapiasan alkalmazott sejtek szerepét
és fokozni a sértésen atesett sejtek talélését [165], ezekben a kisérletekben a terapiasan
alkalmazott H9c2 sejtek a mesenchymalis &ssejtekhez hasonlo hatast értek el, arra
utalva, hogy az alkalmazott sejtek multipotencidja nem feltétlenul sziikséges a hatas
kialakitasahoz.

Korabbi kisérleteinkkel ellentétben [165] jelen kisérleteink sordn a kezeletlen H9c2
terapias sejtek nem birtak szignifikans hatassal, bar pozitiv tendenciat mutattak, ennek
feltételezhetGen az erdsebb iszkémia-reperfizids sértés lehetett az oka. A terapidsan
alkalmazott H9c2 sejtek PJ34 eldkezelése novelte maguknak a terapias sejteknek a
talélését és emelkedett az iszkémia-reperfizids sértésen atesett kardiomioblasztok
tulélese is, ami feltehet6leg legalabb részben a terapias sejtek jobb talélésébdl fakad. In
vivo miokardialis infarktus utani sejtterapiaban ez azt jelentheti, hogy a PJ34 el6kezelt
terapias sejtek képesek lehetnek a nagyobb oxidativ karosodast szenvedett teriileteken is
talélni és pozitiv hatdsukat kifejteni. A fokozott tulélés hatterében allé lehetseges
mechanizmussal kapcsolatban emlékeznink kell, hogy a miokardialis iszkémia-
reperfuzio utani karosodasban jelentds szerepet jatszik a PARP enzim oxidativ stressz
altali aktivacioja [327]. Korédbbi tanulméanyok bemutattdk, hogy a PARP inhibitorok
megszakitjak az intracelluléris oxidans termelés és az adhézids-receptor expresszid és
mononuklearis sejt infiltracid pozitiv-visszacsatolas hurkait [279].

A nagyobb koncentracioban alkalmazott PJ34 kezelés nem vezetett a kezelés hatdsanak

szignifikans novekedéséhez, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy mar a 10 uM-0s
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gatladsdhoz vezetett. Ez annak a kovetkezménye, hogy a sejtkultiras kisérletekben
hasznalt koncentracio felsé tartomanyat céloztuk meg [328], egyrészt mert a sejtek csak
egy rovid, 1 oras eldkezelés idejéig voltak kitéve a PJ34-nek, masrészt mert elsdsorban
azt akartuk eldonteni, hogy miikddhet-e a koncepcio.

A PARP inhibitorok hasznalataval kapcsolatban aggodalomra adhat okot azok a DNS
javitdé mechanizmusok blokkolasan keresztll kifejtett lehetséges genotoxikus hatésa.
Biztato azonban, hogy az irodalmi adatok megcafoljak az dnmagaban alkalmazott
PARP inhibitorok genotoxikus hatasat, bakterialis reverz mutaciés, in vitro
kromoszoéma aberracios és csontvel6i mikronukleusz tesztek sem mutattak ki
genotoxikus hatast PARP inhibitor kezelés utan [329].

Az irodalomban tébben szamoltak mar be a terdpiasan alkalmazott sejtek
elokezelésének pozitiv hatasairol. Yao és mtsai a lipopoliszachariddal prekondicionalt
mesenchymalis &ssejteket alkalmaztak miokardialis infarktus patkany modelljében
[330]. Arrdl szamoltak be, hogy a terdpiasan alkalmazott sejtek jobban éltek tul,
fokoztak a vaszkularizaciot és csokkentették a fibrozist. Hahn és mtsai novekedési
faktorokat alkalmaztak mesenchymalis ¢ssejtek el6kezeléseként, majd a sejtek tulélését
vizsgaltdk 30 ora 0,5% O, szintii hipoxia kezelés utan [331]. Tripankék-exkluzios
mérést végezve azt talaltak, hogy 20%-al tobb sejt élte tul a kezelést. A sejteket in vivo
infarktus modellben alkalmazva azok szignifikansan javitottak a szisztolés funkcidt és
csOkkentettek az infarktusmeretet a kezeletlen MSC-khez képest. Kubo és mtsai egér
csontveld eredeti MSC-ken végzett 30 perces H,O, clékezelést [332]. A kezelés
hatdséra nétt a sejtek VEGF expresszidja és az endotelialis iranya differenciacios
készsége. Mangi és mtsai az el6kezelésként alkalmazott retroviralis manipulacioval
elérték a terapiasan alkalmazott sejtek Akt overexpresszidjat, ami jelentésen fokozta
azok hatékonysagat in vivo miokardialis infarktus modellben [254]. A PARP inhibitor
elokezelés citoprotektiv és gyulladascsokkenté hatdsa jol kiegészitheti a parakrin
faktorok expresszidjat fokozo el6kezeléseket. A PARP inhibitorok citoprotektiv
hatasukat a sejt energiakészleteinek megdrzésén keresztil fejtik ki, igy lehetséges, hogy
tovabb tudjak fokozni mas hatdsmechanizmussal rendelkezé kezelések citoprotektiv

hatasat, de ennek felderitésére tovabbi vizsgalatok sziiksegesek.
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6 Kovetkeztetések

Eredmenyeink alapjan a csontveld és zsirszovet eredetii mesenchymalis 6ssejtekkel vald
kezelés direkt hatdsokon keresztiil és azonos mértékben ndveli sériilt kardiomioblasztok
taléléset in vitro iszkémia-reperfizié modellinkben. A két Gssejttipus tulélése a poszt-
iszkémias kornyezetben szintén hasonlo. Azonban a hASC-k a hBMSC-khez képest
szignifikdnsan nagyobb mértékben csokkentettek a nekrozist, az apoptotikus sejthalal
felé terelve a seérilt sejteket, amely részben magyardzhatja az ASC sejtek in vivo
kisérletekben megfigyelt nagyobb hatékonysagat. A kdnnyen és nagy mennyiségben
hozzaférhetd zsirszovet egy igéretes forras autolog mesenchymalis Gssejtek kinyerésére,
a hASC-k valos alternativat jelenthetnek az hBMSC-kkel szemben a miokardialis
infarktuson atesett sziv kezelésére. Tovabbi vizsgalataink alapjan a terdpiasan
felhasznélt sejtek PARP inhibitorral valo elékezelése novelte azok talélését poszt-
iszkémias korilmények kozott és fokozta sérult kardiomioblasztokra Kifejtett terapias
hatdsukat. Ha az eredményeinket tovabbi in vivo tanulmanyok is megerésitik,
lehetségessé valhat a sejtalapl terdpidk hatékonysdganak ndvelése ASC-k szélesebb
korti felhasznalasaval, tovabba a felhasznalt sejtek PARP inhibitorral torténd

elokezelése utjan.
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7 Osszefoglalas

A sziv- és érrendszeri betegsegek, komoly egészséglgyi és tarsadalmi problémat
jelentenek. Ezek kozt az egyik legjelentdsebb a miokardidlis infarktus, melynek
jelenlegi kezelései a sziv normal keringésének visszaallitasat célozzak. Bar ezek az
eljardsok jelentésen novelik a varhatd élettartamot, azonban a sulyos szivinfarktus utani
kontraktilisszOvet-veszteség és hegképzédés gyakran szivelégtelenség kialakulasahoz
vezet. A sejtterdpiak magukban hordozzak a serilt szivizom regeneralasanak és a
szivfunkcio visszaallitasanak igéretét, de egyelére az eredmények jelent6sen
elmaradnak a varakozasoktdl. A hatékonyabb &ssejtterapiak kialakitdsanak akadalya
egyrészt, hogy nem tisztazott, melyik sejttipus a legalkalmasabb, masrészt kismértékii a
terapids sejtek beépllése és tulélése. In vitro iszkémia-reperfazio modellinkben
0sszehasonlitottuk a human csontvelé (BMSC) és human zsirszovet eredeti (ASC)
6ssejtek direkt hatasait, tovabba a terapiasan hozzaadott sejtek poli(ADP-rib0z)
polimeraz (PARP)-gatlasanak hatasat. Az iszkémia-reperfuzidés sértést H9c2
kardiomioblaszt sejteken oxigén ¢és gliikoz megvonasat kovetd reoxigenizacioval
modelleztiik, majd ezt kovetden vizsgéltuk fluoreszcensen jeldlt terdpids sejtek
hozzdadasanak hatdsait. Calcein és ethidium homodimer kettds jelolést alkalmazva,
aramlasi citométerrel mértlik az é16, apoptotikus és nekrotikus sejtek ardnyat. Mertik
tovabba a laktat-dehidrogendz felszabadulast és a sejtek metabolikus aktivitasat.
Demonstraltuk, hogy a BMSC-vel és ASC-vel vald kezelés direkt hatdsokon keresztil,
azonos mértékben noveli sériilt kardiomioblasztok talélését és a két dssejttipus tulélése
a poszt-iszkémias kornyezetben szintén hasonld. Azonban az ASC-k a BMSC-khez
képest szignifikansan nagyobb meértékben csokkentettek a kardiomioblasztok
nekrozisat, az apoptotikus sejthalal felé terelve a sérilt sejteket. Vizsgalataink masodik
felében leirtuk, hogy terapias sejtek PARP inhibitorral vald elékezelése novelte azok
tulélését poszt-iszkémias korilmények kozott és fokozta sériilt kardiomioblasztokra
kifejtett terapias hatadsukat. Eredményeink tamogatjak annak lehetOségét, hogy a
sejtalapu terapidk hatékonysadga novelhetd a jobban hozzaférhetd, potencidlisan
hatékonyabb ASC-k szélesebb korii felhasznalasaval, tovabba egy viszonylag egyszeri

elékezelési 1épéssel.
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8 Summary

Cardiovascular diseases are a major health concern and social problem. Among them
one of the most significant is myocardial infarction. Current treatments for myocardial
infarction aim to restore the normal circulation of the heart. These interventions greatly
increase the life expectancy, but the loss of contractile tissue and scarring after a serious
myocardial infarction frequently lead to heart failure. Cell therapies hold the promise of
regenerating the injured heart and restoring cardiac function, but the results are far
below our expectations so far. The main obstacles of establishing more effective cell
therapies are the uncertainty of the most suitable cell type and the low engraftment and
survival rate of the administered therapeutic cells. In our in vitro ischemia-reperfusion
model we compared the direct effects of human bone marrow (BMSC) and human
adipose tissue-derived stem cell (ASC) treatment, furthermore the effect of poly(ADP-
ribose) polymerase (PARP) inhibition on the added therapeutic cells. We modeled the
ischemia-reperfusion injury by oxygen and glucose deprivation followed by
reoxygenation on H9c2 cardiomyoblast cells and investigated the effects of adding
fluorescently labeled therapeutic cells. We used calcein and ethidium homodimer
staining and flow cytometry to measure the ratio of live, apoptotic and necrotic cells.
Furthermore we measured the cells’ lactate dehydrogenase release and the metabolic
activity. We demonstrated that both BMSCs and ASC treatment increased the survival
of the injured cardiomyoblast through direct effects and with the same efficacy. The
survival of the added stem cells in the post-ischemic environment was also similar.
However, the ASCs compared to BMSCs significantly reduced the necrosis of the
cardiomyaoblasts, directing the damaged cells toward apoptotic cell death. In the second
part of our experiments, we described that PARP inhibitor pretreatment of the
therapeutic cells increased their survival in post-ischemic conditions, and increased their
therapeutic effects exerted on the injured cardiomyoblasts. Our results support the
possibility of increasing the efficiency of cell-based therapies by the broader application
of the more accessible and potentially more effective ASCs, and by a relatively simple

pretreatment step.
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