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1. Bevezetés

A sziv- és érrendszeri betegségek komoly egészségligyi és tarsadalmi problémat
jelentenek. Eurdépaban a mortalitds 46%-a sziv- és érrendszeri megbetegedés
kdvetkezménye. Magyarorszagon még szomorubb képet mutatnak az adatok:
minden masodik halélozas kardiovaszkularis betegség kovetkeztében torténik.
Legjelentdsebb ezek koziil - részben gyakorisdga és hosszl tava életmindséget
hatranyosan befolyasol6 hatasa, valamint magas koltségei és ennek tarsadalmi
kihatasai miatt a miokardidlis infarktus. Noha a gy6gyszeres és miitéti eljarasok
fejlédése kovetkeztében a betegek 90-95%-a tuléli az elsd szivinfarktust,
azonban a sulyos szivinfarktus utani kontraktilisszévet-veszteség és ennek
merev, fibrotikus hegszovettel val6 poétlasa kiilonb6z6 kompenzatorikus
mechanizmusokat valt ki, melyek a szivfunkcidé csdkkenéséhez és akar stlyos
szivelégtelenség kialakulasahoz vezethetnek. A szivelégtelenség morbiditasi és
mortalitasi adatai emelkednek és jelenleg nem all rendelkezésre terapia, amely
vissza tudna forditani a szivfunkcio hanyatlasat.

Mivel miokardialis infarktus utan a feln6tt sziv sejtjei képtelenek a sériilt szovet
potlasdhoz megfelelé mértékii proliferaciora, eldtérbe keriiltek a sejtalapu
terapiak a sérilt sziv gyogyitasara. Leirtdk csontveld és zsirszovet eredetl
mezenchymalis Ossejtek akut miokardialis infarktus uténi alkalmazésanak
jotékony hatasait kis- és nagyallat modellekben is. A sejttranszplantacié sok
esetben csokkentette az infarktus &ltal érintett teriilet kiterjedését, ndvelte az
ejekcids frakciot, és fokozta az angiogenezist. Egyre tobb klinikai vizsgalat
tamasztja ald a sejtbejuttatds megvalosithatosagat €s az  Ossejtterapia
biztonsagossagat. Szamos multicentrikus vizsgélat van folyamatban, amelyek a
kezelések hatékonysagat vizsgaljdk. A csontveld eredetli mezenchymalis
Ossejtek a legtobbet kutatott és leginkabb ismert Ossejtcsoport, a klinikai
vizsgalatok dont6 tobbségében ezt a sejttipust alkalmazzak. E sejtek kiilonbozé

irdnyu differencidlodasi képességik mellett képesek a karosodott szivizomban
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kialakul6 immunoldgiai folyamatok medialdsara is. Habar a csontvelé stabil és
megbizhat6 forrdsa a mezenchymalis dssejteknek, a csontveld kinyerése invaziv
eljaras és az izolalt &ssejtek szdma alacsony és korfiiggd. Ezzel szemben a
zsirszovetb6l nagy mennyiségli Ossejt nyerhetd ki és maga a zsirszovet is
kénnyedén és nagy mennyiségben hozzaférhetd. Az izolélt sejtek in vitro
korilmények kozott hossz( tavon, stabilan fenntarthatok. A csontvels és
zsirszovet eredetii mezenchymalis Ossejtek sok tulajdonsdgban megegyeznek,
azonban tobb kiilonbséget is leirtak mar kdztlik immunfenotipus, differenciacios
potencidl, transzkriptom, proteom és immunmodulalé aktivitas tekintetében. A
sejtterapias korulmények kozotti egymashoz viszonyitott hatékonysagukrol
azonban kevés adat all rendelkezésre.

Jelenleg a miokardidlis infarktus uténi ssejtterapia egyik legnagyobb akadalya
a csekély beépiilés és alacsony tulélés, ami csokkenti a potencialis regeneracios
és jotékony funkcionalis hatasokat. Igéretes eredményeket mutat a sejtek
talélésének novelésére azok prekondicionalasa fizikai, kémiai, farmakoldgiai
vagy genetikai manipulaciokkal mind in vitro iszkémias modellekben, mind in
vivo transzplanticié esetén. A kisérleteinkben a terapias sejtek el6kezelésére
hasznéalt PJ34 a poli(ADP-ribéz) polimerdaz (PARP) enzim inhibitora. A PARP
inhibicié lehet6vé teszi az oxidativ stresszen atesett sejtek ATP és NAD
készleteinek meg6rzését, ezaltal lehetévé teszi szdmukra a normadlis funkcid
visszanyerését vagy az apoptotikus sejthalalt, amely a szervezet szamara joval
kedvezébb, mint a proinflammatorikus nekrotikus sejthaldl. Ennek megfeleléen
a miokardialis infarktus utani poszt-iszkémids mikrokdrnyezetbe transzplantalt
sejtek tulélésének fokozasara igéretes lehetdséget jelent a kiillonb6z6 PARP

inhibitorokkal torténd elokezelés.



2. Célkitiizés

A bevezetéshen felvazolt kérilmények miatt sziikséges és hasznos a gyakran

felhasznalt sejttipusok Osszehasonlitasa és az eldkezelések vizsgalata.

Kisérleteink soran in vitro megkozelitést alkalmaztunk a miokardialis infarktus

utani sejtterapia komplex eseményeinek modellezésére.

Munkam soran célom volt:

jellemezni a munkacsoport altal hasznalt in vitro iszkémia-reperfdzié
modellt,

Osszehasonlitani csontveld ¢és zsirszovet eredetli mezenchymalis
Ossejtek talélését poszt-iszkémias viszonyok kozt,

osszehasonlitani csontveld és zsirszovet eredeti mezenchymalis
Ossejtek  direkt hatdsait iszkémia-reperflziés sértésen atesett
kardiomioblasztokra,

megvizsgalni PARP inhibitorral torténd el6kezelés hatdsat terapiasan
hasznalt H9c2 sejtek poszt-iszkémias viszonyok kozti talélésére,
megvizsgalni terdpidsan hasznalt H9c2 sejtek PARP inhibitor altali
elékezelésének hatasat az iszkémia-reperf(ziés sértésen atesett

kardiomioblasztok életképességére.



3. Modszerek

3.1. Iszkémia-reperfizié modell

In vitro H9c2 kardiomioblaszt kultiradban az oxigén és glikdéz megvonasaval
modelleztiik az iszkémias kornyezetet. A sejtek inkubéaciéja DMEM gliikdz- és
L-glutamin mentes médiumban, 0,5% oxigén (=4 Hgmm) és 99,5% nitrogén
Osszetételii atmoszféraban, 37°C-on zajlott. Az inkubacids rendszer segitségével
szabalyozhatd a hémérséklet és az O, koncentracid, tovabba lehetéség van
mikroszkoppal folyamatosan kdvetni a valtozasokat.

A Kkisérletekben az iszkémias kezelés id6tartama 160 perc volt. A Kisérletek
soran 12 lyuku 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 glik6zmentes médiumot pipettaztunk a sejtekre. A hipoxias inkubacié utan
a médiumot 3 ml 5 g/l glikozt és 4 mM L-glutamint tartalmazo, 10% magzati
marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel ¢és 100 pg/ml
sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumra cseréltilk, ezutan a sejteket
37°C-0s, 5% CO, tartalmi, 100%-o0s paratartalmd atmoszféraval rendelkez6

inkubatorba helyeztiik.

3.2. A terapiasan alkalmazott sejtek jelélése - Vybrant DiD

Mivel kisérleteink sordn nagyon fontos volt, hogy a kokultivaciot kdvetden is el
tudjuk kal6niteni a sértett és a hozzaadott sejteket, ezért Vybrant DiD
(excitacid/emisszié: 644 nm / 663 nm) fluoreszcens membranfestéket
alkalmaztunk a hozzéaadott sejtek jelolésére, a festéket 1:2000-es higitasban
alkalmaztuk (500 nM).



3.3. A hozzaadott sejtek PARP inhibitor el6kezelése

A sejtek PJ34 (Inotek Pharmaceuticals Corp., Beverly, MA, USA) PARP
inhibitorral torténd elokezelése 1 oran keresztiil zajlott normal sejtkultaras
(10 uM vagy 100 uM) PJ34-el vagy a kontroll esetében PBS oldattal. Az
inkubacios id6 letelte utin a PARP inhibitort a sejtek kétszeri PBS-es mosasaval
tavolitottuk el. A kezelést kdzvetlenil az iszkémia-reperfizion atesett sejtekhez

vald hozzéaadas el6tt végeztiik.

3.4. Human zsirszovet eredetii 6ssejtekkel kondicionalt médium

A human zsirszvet eredetli mesenchymalis &ssejtekkkel (hASC) kondicionalt
médium (AKM) el6allitasahoz hASC sejteket inkubaltunk 100 mm-es Petri-
csészében, 10 000 sejt/cm? konfluenciaval, 8 ml 1 g/l gliikozt és 4 mM L-
glutamint tartalmazo, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml
penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumban,
37°C-0s, 5% CO, tartalmud, 100%-o0s paratartalmi atmoszféraval rendelkezd

inkubatorban. A médiumot 48 6ra utan leszivtuk, és félreraktuk a kisérletekhez.

3.5. Elé/halott jelolés — calcein-ethidium homodimer

Az €16 és halott sejtek megkiilonbdztetéséhez calcein és ethidium homodimer
(EthD) festékeket hasznaltunk fel.

A sejtmembranon athatolni képes, nem fluoreszcens calcein-AM-et egy
intracellularis észterdz enzimatikus konverzio révén fluoreszcens membrén-
impermeabilis calceinné alakitja. A hidrofil calcein az €16 sejtekben intenziv,
z6ld fluoreszcenciat mutat (excitacio/emisszio: 494 nm / 517 nm). Amennyiben
a membranintegritas megbomlik, a festék visszatartasa csokken, és a sejt
fluoreszcens festédése fokozatosan eltiinik.

Az ethidium homodimer (excitacié/emisszid: 528 nm / 617 nm) erds pozitiv

toltéssel rendelkezik, ezért az ép sejtmembranon nem képes atjutni, igy az
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egeszséges sejteket nem jel6li, kizarolag a sériillt membrannal rendelkezd
sejtekbe képes bejutni. A DNS-hez vald kotédés soran a fluoreszcens aktivitasa
40-szeresére novekszik, igy a sérilt és az elpusztult sejtek magja élénk, piros

fluoreszcens jelet ad.

3.6. Aramlasi citometria

Kisérleteink soran 24 o6raval a szimulalt iszkémids sértést kovetden
tripszinacioval valasztottuk fel a sejteket a tenyésztdlemez feliiletérél, majd 8
perc 1200 rpm-en végzett centrifugalast kovetden az él6/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.

A terapiasan alkalmazott sejtek DiD jelolése egyértelmien elkiiloniilt a sértésen
atesett DiD-del nem jeldlt sejtek jelét6l. A kisérletek soran a DiD jel alapjan
torténd, ugynevezett kapuzassal kiilonboztettik meg az iszkémia-reperfizids
sértésen atesett sejteket és a hozzaadott terapias sejteket.

A Kisérleti csoportokban az EthD-Calcein dot-ploton megtalalhaté (1. abra) a
calceinnel festddo €16 és az EthD-val fest6dé nekrotikus sejtpopulacio, ezen tul
megjelent egy koztes festddésii, irodalmi adatok alapjan apoptotikusnak

tekinthet6 sejtpopulécid is.

1. dbra Calcein-ethidium homodimer dot-plot. EthD — ethidium homodimer
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3.7. Metabolikus aktivitds mérés

A sejtszdm és anyagcsere intenzitas kvantitativ mérése az €16 sejtek redukald
képességét felhasznalva lehetséges. Szamos mddszer ismert az irodalomban,
amely ezen az elven miikddik, jelen méréseinkben a PrestoBlue reagenst
alkalmaztuk. A reagens membranpermedbilis, kék szinli resazurin komponenst
tartalmaz, amely az ¢16 sejtekben piros szinii resorufin vegyiiletté redukalodik.
A redukci6 sordn a festék maximalis abszorbancija eltolédik 600 nm-rél
(resazurin) 570 nm-re (resorufin), igy a kiértékelés a két hullamhosszon térténd

abszorbancia méréssel végezhet? el.

3.8. Malondialdehid mérés

Az iszkémids sériilés soran keletkezé reaktiv  oxigén vegyiiletek
lipidperoxidaciét okozhatnak. A malondialdehid (MDA) a tobbszorosen telitett
zsirsavak peroxidaciojanak leginkabb alkalmazott markere. Semleges pH-
értéknél enolat anion formajaban van jelen, melynek kémiai reaktivitasa
csekély. Az MDA mennyiségi analizise a tiobarbitursavval adott reakci6jan
alapul, melyet magas hémérsékleten, savas korilmények kozott kell
véghezvinni. A két tiobarbitursav és egy MDA molekula kondenzacidjaval

keletkez6 vegyiilet 532 nm-en spektrofotométerrel detektalhato.

3.9. Laktat-dehidrogenaz felszabadulas mérés

A laktat-dehidrogenaz enzimaktivitas mérése egy kapcsolt reakcio segitségével
torténik. Ennek soran a laktat-dehidrogenaz enzim (LDH) a tejsavat piruvatta
alakitja, a reakcidban keletkezett redukadlt koenzim pedig az
indonitrotetraz6lium formazanna redukalasa soran regeneralddik, amely 490

nm-en detektalhatd.



3.10. Kisérleti protokollok

3.10.1. Iszkémia-reperflzié modell jellemzése

A kisérletek soran 12 lyukl lemezeket hasznaltunk és a lemezre a szimulalt
iszkémids sértést megel6z6 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 gliikézmentes médiumot pipettdztunk a sejtekre. A
sejteket 160 percig 0,5% oxigén (=4 Hgmm) és 99,5% nitrogén Osszetételll
atmoszféraban, 37°C-on inkubdltuk. A hipoxias inkubacié utdn a médiumot
lyukanként 3 ml 5 g/l glikézt és 4 mM L-glutamint tartalmazo, 10% magzati
marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel ¢és 100 pg/ml
sztreptomicinnel kiegészitett DMEM médiumra cseréltilk, ezutan a sejteket
37°C-0s, 5% CO, tartalmi, 100%-os paratartalm(i atmoszféraval rendelkezé
inkubatorba helyeztiik a kiértékelésig.

A laktat-dehidrogendz felszabadulas mérését és az aramlasi citométeres
kiértékelést a szimulalt iszkémia befejezése utan 24 draval végeztik a sejtek
médiumabadl.

A malondialdehid mérését a szimulalt iszkémia befejezése utan 5 oraval

végeztilk, a sejtek médiumabol.

3.10.2. Csontveld és zsirszovet eredetii Ossejtek hatdsainak osszehasonlitdasa in
vitro iszkémia-reperfuzié modellben

A kisérletek soran 12 lyukl lemezeket hasznaltunk és a lemezre a szimulalt
iszkémids sértést megel6z6 nap lyukanként 30 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet
raktunk ki 1 ml médiumban. A kezelés elbtt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel,
majd lyukanként 3 ml gliikkézmentes médiumot pipettaztunk a sejtekre. A
sejteket 160 percig 0,5% oxigén (=4 Hgmm) és 99,5% nitrogén Osszetétell
atmoszféraban, 37°C-on inkubaltuk.

A hipoxias inkubacid utan a kiilonb6z6 csoportokat az alabbiak szerint kezeltiik:

e |-R modell: kezeletlen csoport,
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e AKM: hASC kondicionalt médiummal kezelt csoport,

e hBMSC: hBMSC-vel kezelt csoport,

e hASC: hASC-vel kezelt csoport.
Ezek utan a sejteket 37°C-o0s, 5% CO, tartalmd, 100%-o0s paratartalmi
atmoszféraval rendelkezd inkubatorba helyeztik a kiértékelésig.
A Kkiértékeléseket a szimulalt iszkémia-reperfizié befejezése utan 24 oraval
végeztiik (aramlasi citometria, laktat-dehidrogenaz felszabadulds mérés,

metabolikus aktivitas mérés).

3.10.3. Terapias sejtek PJ34 PARP inhibitorral val6 eldkezelésének hatdsa in
vitro iszkémia-reperfizié modellben

3.10.3.1. Elckisérletek

A PJ34 citotoxicitasanak meghatarozasat 96 lyuk( lemezen, 10 000 H9c2
kardiomioblaszt sejtet tartalmazé csoportokon végeztik. A sejtek tapoldatat
kiegészitettiik a megfeleld koncentracidjura (10 pM vagy 100 pM) PJ34-el vagy
a kontroll esetében PBS oldattal. Egy 6ra normal sejtkultiras inkubacié utan a
kiértékelést LDH felszabadulas méréssel végeztiik.

A PARP gatlas oxidativ stressz elleni protektiv hatasanak vizsgalatat 96 lyukd
lemezen, 10 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet tartalmazé csoportokon végeztik.
100 uM) PJ34-el vagy a kontroll esetében azonos térfogatl PBS oldattal. Egy
ora normal sejtkultiras inkubacié utan hidrogén-peroxidot adtunk a lyukakba
(400 puM végsé koncentracio). Két Ora inkubacid utan a kiértékelést LDH

felszabadulas méréssel végeztiik.

3.10.3.2. Kisérletek
A Kkisérletek soran 12 lyukd lemezeket hasznaltunk és a lemezre a szimulalt
iszkémias sértést megel6z6 nap lyukanként 30 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet

raktunk ki 1 ml médiumban. A kezelés elbtt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel,
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majd lyukanként 3 ml glik6zmentes médiumot pipettaztunk rajuk. Ezutan a
sejteket 160 percig 0,5% oxigén (=4 Hgmm) és 99,5% nitrogén Osszetétell
atmoszféraban, 37°C-on inkubaltuk.
A hipoxias inkubacié utan a kiilonbdz6 csoportokat az alabbiak szerint kezeltiik:
e |-R modell: kezeletlen csoport,
e H9c2: H9c2 kardiomioblasztokkal kezelt csoport,
e H9c2 + 10 puM PJ34: 10 pM PJ34-el elokezelt HOc2
kardiomioblasztokkal kezelt csoport,
e H9c2 + 100 puM PI34: 100 uM PJ34-el el6kezelt HO9c2
kardiomioblasztokkal kezelt csoport.
Ezek utan a sejteket 37°C-o0s, 5% CO, tartalmi, nedvesitett atmoszféraju
inkubatorba helyeztiik a kiértékelésig.
A Kkiértékeléseket a szimulalt iszkémia-reperfizié befejezése utan 24 oraval

aramlasi citometrias méréssel végeztik.

3.12. Adatelemzés és statisztika

Az aramlasi citometrias 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) hasznaltuk. A statisztikai kiértékeléshez kétoldali
kétmintas paratlan t-prdbat, illetve egy utas varianciaanalizist (ANOVA) és
Newman-Keuls post hoc tesztet végeztink. Az eredmények minden esetben
atlag + SEM alakban keriiltek megadasra. A 0,05-nél kisebb p értékeket

tekintettlk statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. Iszkémia-reperfazié modell jellemzése

Aramlasi citometrias méréseink alapjan az iszkémia-reperfizi6 modell
szignifikansan csokkentette az €16 sejtek szamat (12,13+0,75%) a kezeletlen
kontrollhoz (90,36+2,60%) képest (p<0,001).

Az oxidativ stressz mértéke az MDA szint meghatarozas alapjan szignifikansan
emelkedett az iszkémia-reperfizié modellben (13,70+0,81 uM), a kezeletlen
kontrollhoz (0,47+0,18 uM) képest (p<0,001).

Az iszkémia-reperfizio modell a médiumbol mért LDH-szint szignifikans
emelkedéséhez vezetett (29,58+6,21%) a kezeletlen kontrollhoz (0,00+0,81%)
képest (p<0,001).

4.2. Csontvelé és zsirszovet eredetii 6ssejtek hatasainak osszehasonlitasa in
vitro iszkémia-reperfzié modellben

Kisérleteinkben az iszkémia-reperflzidés sértésen atesett sejtek tllélése a
kezeletlen csoportban 12,13 + 0,75% volt. A tGlé16 kardiomioblasztok aranya
szignifikansan emelkedett mind a hASC-vel (24,66 + 2,49%), mind a hBMSC-
vel (25,41 + 1,99%) kezelt csoportokban, a kondicionalt médiummal kezelt
csoportban (13,94 + 1,44%) nem talaltunk szignifikans valtozast. A csontveld
eredeti mezenchymalis &ssejtekkel ¢és zsirszovet eredetli mezenchymalis
Ossejtekkel kezelt csoportok kozt nem volt szignifikans kiilonbség, viszont
mindkét Ossejttel kezelt csoportban szignifikansan nagyobb volt a poszt-
iszkémias sejtek tulélése, mint a kondicionalt médiummal kezelt csoportban
(2./A &bra). Az iszkémia-reperflizids sértésen atesett sejtek kdzil az apoptotikus
sejtek ardnya 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 (47,08+2,61%) csoportokban, de nem
valtozott szignifikdnsan a hBMSC-vel kezelt csoportban (32,75+2,92%). A
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hASC-vel kezelt csoportban szignifikansan magasabb volt a poszt-iszkémias

apoptotikus sejtek aranya, mint a hBMSC kezelt csoportban (2./A abra).
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2.4bra Aramlési citometrias mérés. A) Az él6, apoptotikus és nekrotikus poszt-
iszkémias sejtek aranya. I-R modell: é16: 12,13+0,75%, apoptotikus: 39,62+2,44%,
nekrotikus:  48,09+2,28%; AKM: ¢é16: 13,94+1,44%, apoptotikus: 23,36+2,51%,
nekrotikus:  62,39+1,89%; hASC: ¢él6: 24,66+2,49%, apoptotikus: 47,08+2,61%,
nekrotikus: 28,16+£1,94%; hBMSC: ¢él6: 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 €19, apoptotikus és nekrotikus terapias Ossejtek aranya. hASC: ¢él6:
70,30+2,35%, apoptotikus: 15,79+1,22%, nekrotikus: 13,41+1,67%; hBMSC: ¢l16:
73,30+1,92%, apoptotikus: 13,51+1,02%, nekrotikus: 12,29+0,96%. n=17-31

A kezeletlen csoportban az iszkémia-reperflzids sértésen atesett sejtek kozil a

nekrotikus sejtek aranya 48,09+2,28% volt, mely érték szignifikansan csdkkent
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a hASC-vel kezelt csoportban (28,16+1,94%), szignifikansan 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 (2./A abra).

A hozzaadott terapias sejteket vizsgalva azt talaltuk, hogy a hozzaadott Gssejtek
tilnyomd tobbsége életben volt, mind a hASC-k (70,30+2,35%), mind a
hBMSC-k (73,30 + 1,92%) hasznalata esetén, és nem volt statisztikailag
szignifikans kilonbség a két csoport kozt. Nem volt szignifikans kulénbség 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%) Ossejtek
aranyaban sem (2./B abra).

A metabolikus aktivitds mérés megerdsitette az aramlasi citometrias
eredményeinket. A sejtek metabolikus aktivitasa szignifikansan magasabb volt
hASC (0,652 *+ 0,089AU, mesterséges egység) és hBMSC kezelés (0,607 +
0,059 AU) utdn, mint a kezeletlen csoportban (0,065 * 0,033AU). A
kondicionalt médiummal kezelt csoportban bar kisebb mértékben, de szintén
szignifikansan emelkedett a metabolikus aktivitas (0,225+0,013AU). Nem volt
statisztikailag szignifikdns kulénbség a hASC-vel és a hBMSC-vel kezelt
csoportok kozt.

Az LDH felszabadulas értéke szignifikdnsan csdkkent 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
val6 kezelés (0,208+0,009 AU) egy kisebb, de szintén szignifikans csdkkenést
okozott. Nem volt szignifikans kilénbség a hASC-vel és a hBMSC-vel kezelt

csoportok kozott.
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4.3. Terapias sejtek PJ34 PARP inhibitorral valé el6kezelésének hatasa in
vitro iszkémia-reperfzié modellben

Eredményeink szerint nem névelte az LDH felszabadulast a kontroll csoporthoz
képest (-0,18+0,36%) a PJ34 PARP inhibitorral valé 1 dras kezelés sem a 10
uM-os (-3,40+0,16%) sem a 100 pM-os (-3,61+0,27%) koncentracio
alkalmazésa esetén.

A 2 ords 400 pM-os H,0, kezeléssel modellezett oxidativ —stressz
szignifikansan novelte az LDH felszabadulas értékét (35,14+1,01%) a kontroll
csoporthoz képest. Az 1 oOras PJ34 PARP inhibitor kezelés szignifikansan
csokkentette H,0, kezelés hatasat mind a 10 uM-os (15,65+0,95%) mind a 100
uM-os (15,69+0,54%) csoportban (3. abra).
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10 uM PJ34 100 uM PJ34
3.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,0, +
10 uM PJ34: 15,65+0,95%, H,0, + 100 puM PJ34: 15,69+0,54%. ***:p<0,001,
ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=6

Kisérleteinkben az iszkémia-reperflzids sértésen atesett sejtek tllélése a

kezeletlen csoportban 36,44+5,05% volt, amely nem valtozott szignifikansan
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el6kezelést nem kapott H9c2-sejtek hozzaaddsanak hatdsara (42,81+5,11%),
viszont szignifikdnsan emelkedett a 10 uM PJ34 PARP inhibitorral eldkezelt
terapids sejtek hozzdadasanak hatdsara (52,07+£5,80%) és a 100 uM PJ34 PARP
inhibitorral el6kezelt terapias sejtek hozzdadasanak hatésara is (54,95+5,55%).
Az iszkémia-reperfuzids sértésen atesett sejtek kdzt az apoptotikus sejtek aranya
nem mutatott szignifikans eltérést a kisérleti csoportok kozott (I-R modell:
19,9442,75%, H9¢c2: 20,234+2,62%, H9c2 + 10 uM PJ34: 17,20+2,42%; H9c2 +
100 uM PJ34:20,05+3,23%).

Az iszkémia-reperfuzios sértésen atesett sejtek kdzt nekrotikus sejtek aranya a
kezeletlen csoportban 43,64+4,00% volt, amely nem valtozott szignifikdnsan
elékezelést nem kapott H9c2-sejtek hozzdadasanak hatésara (37,29+4,55%),
viszont szignifikansan csékkent a 10 uM PJ34 PARP inhibitorral el6kezelt
terapias sejtek hozzaadasanak hatasara (30,18+4,60%) és a 100 uM PJ34 PARP
inhibitorral el8kezelt terapids sejtek hozzaaddsanak hatdsara is (25,52+3,47%)
(4./A dbra).

A hozzéadott terdpias sejteket vizsgalva az eredmények azt mutatjak, hogy a
PJ34 PARP inhibitorral elokezelt terdpias sejtek tulélése szignifikansan
emelkedett az eldkezelést nem kapott terapias sejtekhez képest (H9c2:
52,0245,01%, H9c2 + 10 uM PJ34: 63,38+4,50%, H9c2 + 100 uM PJ34:
64,99+3,47%).

A terdpiasan kezelt sejtek kozti az apoptotikus sejtek ardnydban nem volt
szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 csoportok kdzt (H9¢2: 10,87+1,12%, H9c2
+ 10 uM PJ34: 9,22+1,28%; H9c2 + 100 uM PJ34: 10,18+1,55%).

A PJ34 PARP inhibitorral valo el6kezelés szignifikdnsan csdkkentette a terapias
sejtek nekrozisat (H9c2: 37,23+4,40%, H9c2 + 10 pM PJ34: 26,83+3,49%,
H9c2 + 100 uM PJ34: 24,96+2,43%) (4./B 4bra).
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4.4bra Aramléasi citometrids mérések. A) Az él6, apoptotikus és nekrotikus poszt-
iszkémids sejtek aranya. I-R modell: é16: 36,44+5,05%, apoptotikus: 19,94+2.75%,
nekrotikus:  43,64+4,00%; HO9c2: ¢€16: 42,81£5,11%, apoptotikus: 20,23+2,61%,
nekrotikus: 37,29+4,55%; H9c2 + 10 uM PJ34: ¢é16: 52,07+5,80%, apoptotikus:
17,20+2,42%, nekrotikus: 30,18+4,60%; H9c2 + 100 uM PJ34: é16: 54,95+5,55%,
apoptotikus: 20,05+3,23, nekrotikus: 25,52+3,47%, *:p<0,05, **:p<0,01 vs. H9c2,
#i##:p<0,001 vs. 1-R modell, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=18 B) Az é16,
apoptotikus és nekrotikus terapias sejtek aranya. H9c2: é16: 52,02+5,01%, apoptotikus:
10,87+1,12%, nekrotikus: 37,23+4,40%; H9c2 + 10 uM PJ34: ¢é18: 63,38+4,50%,
apoptotikus: 9,22+1,28%, nekrotikus: 26,83+3,49%; H9c2 + 100 puM PJ34: él6:
64,99+3,47%, apoptotikus: 10,18+1,55%, nekrotikus: 24,96+2,43%, *:p<0,05, **:p<0,01
vs. H9c2, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=18
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5. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan a csontveld és zsirszovet eredetli mezenchymalis
dssejtekkel vald kezelés direkt hatdsokon keresztiil €s azonos mértékben noveli
sérult kardiomioblasztok talélését in vitro iszkémia-reperfizié modelliinkben. A
két Ossejttipus talélése a poszt-iszkémids kornyezetben szintén hasonlo.
Azonban a hASC-k a hBMSC-khez képest szignifikansan nagyobb mértékben
csokkentették a nekrdzist, az apoptotikus sejthalal felé terelve a sériilt sejteket,
amely részben magyarazhatja az ASC sejtek in vivo kisérletekben megfigyelt
nagyobb hatékonysagat. A konnyen és nagy mennyiségben hozzaférhetd
zsirszovet egy igéretes forras autolog mezenchymalis Ossejtek kinyerésére, a
hASC-k val6s alternativat jelenthetnek az hBMSC-kkel szemben a miokardialis
infarktuson atesett sziv kezelésére. Tovabbi vizsgalataink alapjan a terapiasan
felhasznalt sejtek PARP inhibitorral valo elkezelése ndvelte azok talélését
poszt-iszkémias korllmények kozétt és fokozta sériilt kardiomioblasztokra
kifejtett terapias hatasukat. Ha az eredményeinket tovabbi in vivo tanulmanyok
is megerodsitik, lehetségessé valhat a sejtalapu terapidk hatékonysaganak
novelése ASC-k szélesebb korli felhaszndlasaval, tovabba a felhasznalt sejtek

PARP inhibitorral torténd eldkezelése utjan.
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