
EGYÉB 

 

Az ıssejtek szerepe a szívinfarktus kezelésében: in vit ro kísérletes 
módszer a hatásmechanizmus vizsgálatára  

Írta: CSELENYÁK ATTILA, BENKİ ZSOLT, SZEPES MÓNIKA, DR. HORVÁTH ESZTER MÁRIA, DR. 
LACZA ZSOMBOR, DR. KISS LEVENTE 

Bevezetés   
 
Világszerte évente 1-2 millióan halnak meg szívelégtelenség következtében, az 5 
éves halálozás pedig meghaladja az 50%-ot. A szívelégtelenség hátterében a 
kardiomiopátiák, a szívizom gyulladásos betegségei, a hipertónia, a ritmus- és 
vezetési zavarok és az esetek nagy részében az iszkémiás szívbetegség áll. A 
miokardiális infarktus egyre eredményesebb kezelése jelenleg nem képes a 
károsodott myocardium funkciójának visszaállítására, ezért a betegek jelentıs 
részében hosszú távon szívelégtelenség alakul ki. A funkcionális regenerációt 
létrehozó sejtalapú terápiák alkalmazása - kombinálva a konvencionális 
módszerekkel - jelentheti a jövıt ezen betegek kezelésében. A kutatások célja azon 
sejtek, fıleg ıssejtek és faktorok meghatározása, melyek képesek direkt vagy 
indirekt módon aktiválni az angiogenezist és szívizomsejtek képzıdését a sérülés 
helyén, ezáltal javítani a szív funkcionális mőködését [1-3].  
 
Sejtalapú terápiák  
 
A sejtalapú terápiák felosztása, csoportosítása nem egységes, hanem több 
szempont szerint is történhet: milyen típusú sejtekkel történik a kezelés, vagy milyen 
módon juttatják be az adott sejteket a sérült szervbe. A sejtalapú terápiák esetében a 
kezelések vagy ıssejtekkel, vagy érett, differenciálódott testi sejtekkel történnek.  
Alapjában véve két ıssejt-típust különböztethetünk meg egymástól: az embrionális 
ıssejteket és a felnıtt szervezetbıl származó ıssejteket. Amíg az embrionális 
ıssejtek szinte mindenféle sejttípussá képesek differenciálódni, hosszú idı után 
megújulni, és ezáltal minden szövetet, szervet létrehozni, addig a felnıtt szervezetbıl 
származó ıssejtek már specifikusabbak, elkötelezettek egy bizonyos fejlıdési irány 
felé, azaz ekto-, endo-, vagy mezodermális differenciáció útjára léptek, de ezen 
irányokon belül képesek különbözı sejtvonalakká differenciálódni. Egy adott 
szöveten belül kevés található, képesek megújulni és specializálódni. Élettani 
szerepük a sérült sejtek, szövetek helyreállítása. A felnıtt szervezetben található 
ıssejtek közül a csontvelıi eredető ıssejtek (BMSC) karaktere a legtöbbet kutatott 
és leginkább ismert, a klinikai vizsgálatok többségében ezt a sejttípust alkalmazzák 
[4, 5]. A csontvelı a különbözı progenitor sejtek komplex választékát tartalmazza, 
köztük vérképzı ıssejtek, úgynevezett "side population" sejtek, mezenhimális 
ıssejtek és ezen belül multipotens felnıtt progenitor sejtek. A kísérleti eredmények 
azt mutatják, hogy a különbözı csontvelıi eredető sejtek iszkémiával károsított 
szövetbe egyszerre beadva eltérı funkciókat látnak el a sérült szövet regenerációs 
folyamataiban.  
Érett, differenciálódott testi sejtekkel történtek olyan klinikai vizsgálatok, amelyekben 
biopsziával vett vázizomsejteket növesztettek fel in vitro körülmények között, és 
ezeket a sejteket juttatták be az infarktusos területre. Elınyük ezeknek a sejteknek, 
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hogy autológok, nem váltanak ki immunológiai reakciót. Bizonyos fokú funkcionális 
javulást sikerült ezekkel a sejtekkel is elérni, azonban ezek a sejtek nem voltak 
képesek megfelelıen kapcsolódni a szívizomsejtekkel, ezért egyes esetekben 
aritmiát okoztak, további kutatásuk jelenleg is folyamatban van [6].  
 
Hatásmechanizmus  
 
A beültetett ıssejtek feltételezett hatásmechanizmusa meglehetısen összetett, 
bonyolult folyamat. Három fı mechanizmust különböztetnek meg: a 
transzdifferenciációt, a parakrin hatásokat és a sejtfúziót. Emellett a legújabb 
kutatások beszámolnak még a közvetlen sejt-sejt kontaktus során bekövetkezı 
citoplazma és organellum cserérıl. Ezen folyamatok nem egymástól elszigetelten 
jelennek meg, hanem egymás hatását elısegítve zajlanak le, megoszlásuk 
valószínőleg az alkalmazott sejttípustól és a sérült rész mikrokörnyezeti tényezıitıl 
függ. Differenciálódáson azt a jelenséget értjük, amikor egy ıssejt vagy egy szöveti 
prekurzor sejt elkötelezi magát egy bizonyos sejtvonal felé. A transzdifferenciáció 
pedig azt jelenti, hogy egy nem ıssejt egy másik sejttípussá transzformálódik, vagy 
egy már elızıleg differenciálódott ıssejt az elkötelezettségével nem egyezı sejteket 
hoz létre. A legfontosabbnak tartott mechanizmus jelenleg a parakrin faktorok hatása, 
vagyis a bejuttatott ıssejtek szekretálhatnak olyan anyagokat, amelyek egyrészt 
"odavonzzák" a vérben keringı ıssejteket és más sejteket, másrészt helyileg 
fokozzák az angiogenezist, anti-apoptotikus hatást fejtenek ki, és csökkentik a 
gyulladás mértékét, fokozzák a sejtek proliferációját, ezzel segítve elı a regenerációt 
[7]. Sejtfúziónak nevezzük, ha két különálló sejt összeolvad, létrehozva ezzel egy 
több magvú, nagyobb citoplazmával rendelkezı sejtet. A sejtfúzió jelensége 
fiziológiás körülmények között is megfigyelhetı akkor, amikor a szatellita prekurzor 
sejtek többmagvú izomsejteket hoznak létre. Az ıssejtbeültetés során is kimutatták 
olyan sejteket, amely egy testi sejt és egy beültetett ıssejt fúziójával jöttek létre [8]. A 
legújabb kutatások során megfigyelték, hogy immunsejtek, epiteliális progenitor 
sejtek és más sejtek között is ún. nanocsövek, nanotubulusok alakulnak ki. Ezek a 
csövek néhány 10 nm átmérıjőek, hosszuk több µm is lehet, bennük mitokondriumok 
és egyéb sejtorganellumok áramlását figyelték meg [9]. Abban az esetben, amikor az 
egyik sejt mitokondriumait elpusztították, és így a sejt anaerob respirációra 
kényszerült, a megmentı sejtekbıl mitokondriumok jutottak a sérült sejtekbe [10].  
 
Sejtalapú terápiák alkalmazása a klinikai gyakorlatban  
 
A miokardiális infarktus kezelésére az elmúlt évtizedben sok klinikai vizsgálat zajlott a 
legkülönbözıbb típusú ıssejtekkel, ezen vizsgálatokat összesítve azt találták, hogy a 
bal kamrai ejekciós frakcióban a legjobb esetben néhány százalékos javulás volt 
kimutatható a kontroll csoporthoz képest, és a többi funkcióban sem találtak jobb 
eredményeket. Azonban az bebizonyosodott, hogy a csontvelıi mezenhimális ıssejt 
alapú terápiák biztonsággal használhatók, nem rejtenek veszélyeket [11]. Ezen 
eredmények tudatában számos kutató és orvos úgy gondolja, hogy elıször inkább a 
sejtek hatásmechanizmusát kell megfejteni, és csak azután folytatni a klinikai 
vizsgálatokat. Más szakembereknek azonban az a véleménye, hogy mivel nincsenek 
káros mellékhatásaik, ezért lehet folytatni a klinikai vizsgálatokat, és tovább keresni 
az optimális megoldásokat. A jövıben még számos kérdésre kell választ találni, hogy 
a sejtalapú terápiák biztonsággal használhatók legyenek. Meg kell határozni, hogy 
mennyi legyen az optimális sejtszám beültetéskor, fontos a sérült szerv 
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vaszkularizációjának mértéke, és új metodikákat kell kidolgozni a beadott sejtek 
jelölésére, hogy nyomon lehessen követni ıket implantáció után.  
 
Célkitőzések  
 
Fukahara és mtsai, illetve más kutatók is kimutatták in vitro kísérletekben, hogy 
csontvelıi eredető ıssejtek szívizomsejtekké differenciálódnak, ha a két sejttípust 
együtt növesztik. A differenciáció abban az esetben következett be, ha a két sejttípus 
közvetlen sejt-sejt kapcsolatokat tudott egymással kialakítani. Ezek a 
kutatócsoportok normál, nem iszkémiás körülmények között vizsgálták a ko-
kultúrákat [12-14]. Kajstura és mtsai in vivo iszkémiás kísérletekben bebizonyították, 
hogy csontvelıi eredető progenitor sejtek sejtfúzió nélkül szívizomsejtekké 
differenciálódnak, és ez funkcionális javulást eredményez 10 nappal a 
transzplantáció után. Orlic és mtsai szintén in vivo kimutatták, hogy a beültetett 
ıssejtek 9 nap után szívizomsejtekké alakultak [4, 15]. Ezekben a kísérletekben több 
mint egy héttel a transzplantáció után vizsgálták az ıssejtek regenerációs 
képességeit.  
Ezekre a már korábban kivitelezett módszerekre támaszkodva célunk egy in vitro 
körülmények között mőködı iszkémia modell beállítása volt, amivel megérthetık az 
iszkémiás sejtkárosodás sejtszintő mechanizmusai. E modellel azt kívántuk vizsgálni, 
hogy a sérült kardiomioblasztokhoz in vitro iszkémia után adott mezenhimális 
ıssejtek milyen sejtszintő mechanizmusokkal vesznek részt a regeneráció 
folyamatában 24 órán belül, ameddig transzdifferenciáció még nem történik. 
Vizsgálatainkban elemeztük a parakrin faktorok hatását, a közvetlen sejt-sejt 
kapcsolatok jelentıségét iszkémiás körülmények között.  
 
Módszerek   
 
Felhasznált sejttípusok  
 
Kísérleteinkhez patkányból származó H9c2 kardiomioblaszt sejtvonalat (ATCC, 
Wesel, Németország), és C57Bl/6 egérbıl izolált mezenhimális ıssejteket 
használtunk. A kardiomioblasztokat 4,5 g/l glükóztartalmú DMEM-ben tenyésztettük, 
amely tartalmazott még 10% FCS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint és 100 
:g/ml streptomycint. A H9c2 kardiomioblaszt sejtvonal embrionális patkány szívbıl 
származik, szívizomra és vázizomra is jellemzı elektrofiziológiai és biokémiai 
tulajdonságokat mutat, ezért mind szívizom, mind vázizom in vitro modelljeként 
használatos [16, 17]. Szérummegvonás hatására a mononukleáris mioblasztok 
miotubulusokká alakulnak. A differenciáció során a sejtek megtartják a 
szívizomsejtekre jellemzı elektromos és hormonális szignalizációs útvonal néhány 
elemét, ezért lehet az iszkémiás szív vizsgálatára alkalmazott in vitro modell része.  
A mezenhimális ıssejtek izolálása C57Bl/6 egerek femurjából történt Tropel 
módszerével [18], azaz az egereket pentobarbitállal (ip, 50 mg/kg, Nembutal, 
Ovation, Deerfield, IL, USA) túlaltattuk, majd kipreparáltuk a femurt. A csont mindkét 
végérıl eltávolítottuk a csontvégeket, majd a csontvelıt egy injekciós tő segítségével 
sejttenyésztı médiumba (1g/l glükóztartalmú DMEM, 10% FCS, 2 mM L-glutamin, 
100 U/ml penicillin és 100 :g/mlstreptomycin) győjtöttük, 1200 RPM-en 
lecentrifugáltuk, majd T75-ös sejttenyésztı flaskába helyeztük. Négy-öt nap után a 
csontvelıben lévı mezenhimális ıssejtek kitapadnak a sejttenyésztı edény aljára, a 
le nem tapadt sejteket fiziológiás sóoldatos mosással eltávolítottuk. A sejtek korábbi 
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vizsgálata kimutatta, hogy a kitapadt sejtek pozitívak voltak a jellegzetes MSC 
markerre (Sca-1), és negatívak a vérképzı sejtfejlıdési sorok tipikus markereire 
(CD34, CD3g, CD45R/B220, CD11b, 6G, és TER-119), illetve differenciálhatóak 
voltak adipogén és oszteogén irányba [19].  

A kísérletekben használt fluoreszcens festékek  
 
Kísérleteinkben a konfokális mikroszkópiához és az áramlási citometriához a 
kardiomioblasztokat és az ıssejteket különbözı hullámhosszúságú fénnyel 
gerjeszthetı fluoreszcens festékekkel jelöltük meg azonosításuk céljából. A sejteket 
a lipidoldékony Vybrant fluoreszcens festékcsaláddal festettük meg, amelynek tagjai 
a sejtek plazmamembránjába épülnek be az inkubálás során. A kardiomioblasztokat 
Vybrant DiO-val jelöltük. A mezenhimális ıssejteket Vybrant DiD-del festettük meg. A 
sejttenyésztı médiumhoz 1:200 arányú koncentrációban hozzáadott festékeket 
37°C-on 30 perces inkubáció után mostuk ki. 
Az élı sejtek jelölésére calcein AM-et használtunk (koncentráció: 1:2000, 37°C, 30 
perc), amely a négy negatív töltése miatt a sejtmembránon átdiffundálva a sejtek 
citoplazmájába kerül. Itt észterázok lehasítják az amino-metilészter csoportot, így 
szabaddá válik az erıs fluoreszcens jelet kibocsátó calcein festék, amely már nem 
képes a plazmamembránon átjutni. Mivel észteráz aktivitása csak az élı sejteknek 
van, ezért a calcein alkalmazható az élı sejtek jelölésére és detektálására. Az 
iszkémia során elpusztult sejtek jelölésére ethidiumhomodimert használtunk 
(koncentráció: 1:500, 37°C, 30 perc), amely a sérül t sejtmembránon átdiffundálva a 
sejtmaghoz kapcsolódik. Mivel a molekula erıs pozitív töltéssel rendelkezik, az ép 
sejtmembránon nem képes átjutni, így az egészséges sejtek nem festıdnek.  
 
Iszkémia modell  
 
Az in vitro iszkémia modell során a H9c2 sejteket egyidejő oxigén- és glükóz 
megvonásnak (OGD) tettük ki. Az oxigénmegvonást a konfokális mikroszkóp 
sejtinkubációs rendszerével értük el, amellyel 0,3-0,4% O2 koncentrációt lehet 
beállítani. A glükózmegvonást glükózmentes tenyésztı médium használatával 
végeztük. A kísérletek során a kardiomioblaszt sejteket Vybrant DiO fluoreszcens 
festékkel jelöltük, és 2,5 óráig 0,5% O2 és 99,5% N2 atmoszférában tartottuk 
glükózmentes médiumban.  

Kísérleti protokoll  
 
A kardiomioblasztok és az ıssejtek vizsgálata a következı kísérleti protokoll szerint 
történt: vizsgáltuk a kardiomioblasztok túlélését azután, hogy mesterséges 
iszkémiának tettük ki ıket 2,5 óráig, majd mezenhimális ıssejteket adtunk a 
tenyészethez. A kísérleteket 12 lyukú tenyésztılemezen végeztük, lyukanként 3x104 
H9c2 sejttel, amihez 2x104 mezenhimális ıssejtet adtunk. A kardiomioblasztokat 
minden esetben Vybrant DiO-val (zöld) jelöltük meg, a hozzáadott mezenhimális 
ıssejteket pedig Vybrant DiD-del (piros) festettük. Ebben az esetben is három 
vizsgálati csoportot hoztunk létre (1. ábra ): kardiomioblasztok, amelyek iszkémia 
után nem kaptak ıssejtet (kontroll), kardiomioblasztok, amelyek iszkémia után 
mezenhimális ıssejtet kaptak, kardiomioblasztok, amelyek iszkémia után 
mezenhimális ıssejtet kaptak inzertben (az inzertek 0,4 :m nagyságú 
membránpórusokkal rendelkeznek, amelyek nem teszik lehetıvé a direkt sejt-sejt 
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kapcsolatokat, de a sejtek által szekretált anyagok eljuthatnak a másik sejtig) 
Iszkémia után 24 órával ethidium-homodimerrel festettük meg a ko-kultúrákat, és 
konfokális mikroszkóppal képeket készítettünk, illetve áramlási citometriával 
vizsgáltuk a különbözı sejtpopulációkat.  
 
Sejtfúzió vizsgálata OGD során, valamint nanocsövek megfigyelése  
 
42 mm átmérıjő tárgylemezre 1x105 H9c2 sejtet növesztettünk, egy nap múlva 
megfestettük Vybrant DiOval, és a jelölt sejteket oxigén- és glükóz megvonásnak 
tettük ki. OGD után 1x105 Vybrant DiD-del jelölt mezenhimális ıssejteket adtunk, 
majd a sejttenyészetet a konfokális mikroszkópon található sejtinkubációs 
rendszerbe helyeztük. 24 óráig felvételeket készítettünk a sejttenyészetrıl 15 perces 
gyakorisággal. Ezeken a feltételeken vizsgáltuk a sejtfúzió jelenségét és nanocsövek 
kialakulásának folyamatát. Abban az esetben, amikor a sejtek mitokondriumait 
vizsgáltuk OGD után, a tenyészeteket MitoTracker Reddel festettük meg 1:2000-es 
hígításban 10 percig 37°C-on.  
 
A konfokális képek kiértékelése, alkalmazott statisztikai módszerek  
 
Az iszkémiát szenvedett sejtekrıl készült konfokális képek kiértékelése az ImageJ 
szoftverrel történt. A morfológia és a festıdés alapján elkülönített élı és elpusztult 
kardiomioblasztokat, valamint az ıssejteket a program segítségével számoltuk meg. 
A kardiomioblasztokat (zöld Vybrant DiO festés), amelyek ép morfológiával 
rendelkeztek, és nem volt detektálható ethidium homodimer festés, vagyis amelyek 
túlélték az OGD-t, piros ponttal jelöltük. A halott kardiomioblasztokat, amelyek 
felkerekedtek, és ethidium-homodimert találtunk bennük, fekete ponttal jelöltük. A 
kapott adatokat ANOVA-val, Neumann- Keuls poszt hoc teszttel értékeltük ki.  
 
Eredmények   
 
Iszkémiát szenvedett H9c2 kardiomioblasztok és mezenhimális ıssejtek együtt 
tenyésztése  
 
A 2,5 órás in vitro iszkémia után azt vizsgáltuk. hogy megfigyelhetı-e javulás a 2,5 
óra hosszú iszkémiát követıen ıssejtekkel kezelt, károsodott kardiomioblasztok 
túlélésében. A 24 óráig tartó ko-kultivációt követıen az ethidiumhomodimerrel jelölt 
tenyészetrıl a konfokális mikroszkóppal készített képeket értékeltük ki, illetve 
áramlási citometriás vizsgálatokat végeztünk. Konfokális mikroszkóppal kimutattuk, 
hogy a kardiomioblasztok OGD után 24 órával egyedül növesztve ugyanazt a 
felkerekedett, "kihólyagosodott membránú" morfológiát mutatták, mint a 
kardiomioblasztok rögtön OGD után. Az áramlási citometriás vizsgálatokkal 
bebizonyítottuk, hogy az OGD után szignifikáns mértékben emelkedett a halott 
sejteket jelzı festék, az ethidium-homodimer jel intenzitása (medián fluoreszcencia 
intenzitás 19-rıl 65-re emelkedett). Az ábra azt is bemutatja, hogy sejtek egy része 
150 perc után festetlen maradt az ethidium homdimer jelölés után a modell 
variabilitása következtében. Abban az esetben, amikor mezenhimális ıssejteket 
adtuk a károsodott kardiomioblasztokhoz, a sejtek az egészséges sejtekre jellemzı 
morfológiát mutatták. Az áramlási citometriával megállapítottuk, hogy a halott H9c2 
sejtek száma a kontroll szinten marad (median fluoreszcencia intenzitás: 24 vs 23) 
(2.ábra ).  
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A mezenhimális ıssejtek hatását a konfokális mikroszkópos képek felhasználásával 
kvantifikáltuk. A csoportokat összehasonlítva arra az eredményre jutottunk, hogy a 
kontrollhoz képest szignifikánsan kevesebb az elpusztult sejtek aránya (0,85 ± 0,086 
vs. 0,16 ± 0,035, p<0,05, n=6), ha az OGD után ıssejtet adtuk a tenyészethez. 
Azonban ha az ıssejteket a sejttenyésztı inzert segítségével adtuk a károsodott 
kardiomioblasztokhoz, akkor a kontrollhoz hasonló képet kaptunk (halott sejtek 
aránya: 0,90±0,055, p<0,05, n=6). Az ábrán a következı csoportok szerepelnek, 
amelyek megfelelnek a 3. ábrán látható csoportoknak: C: kardiomioblasztok egyedül 
OGD után, C+MSCs: kardiomioblasztok és hozzáadott ıssejtek, C+MSCs ins: 
kardiomioblasztok és hozzáadott ıssejtek inzertben. Megvizsgáltuk azt is, hogy 
alakult az élı sejtek száma a különbözı kezelt csoportokban a kísérlet kezdetén, és 
24 órával az ıssejtek hozzáadása után. A kísérlet kezdetén a sejtek közel 80-90%-os 
konfluenciát értek el (63120±7694 sejt), így 24 óra elteltével abban a csoportban, 
ahol nem történt oxigén- és glükóz megvonás, a sejtszám csak kismértékben 
emelkedett (76116ą3396 sejt). 24 órával OGD után, amennyiben a 
kardiomioblasztokhoz nem adtunk megmentı mezenhimális ıssejteket vagy ezeket a 
sejteket inzertben adtuk, a túlélı sejtszám alacsony maradt (1757±1081 és 990±608 
sejt), azonban ha az ıssejteket közvetlenül adtuk, akkor a túlélı sejtszám 
szignifikánsan emelkedett (15174±3975 sejt) (3. ábra ).  

Az intercelluláris kapcsolatok kialakulása mellett a kettısen festıdött, kétmagvú 
sejtek jelezték, hogy a ko-kultiváció során sejtfúzió is történt. A sejtfúzió 
kialakulásához közel 4 órára volt szükség (4.ábra ). A kardiomioblasztok és az 
ıssejtek között OGD után gyakran megfigyelhetı volt intercelluláris kapcsolatok, 
úgynevezett nanocsövek kialakulása. Ezek a nanocsövek több 10µm hosszúságúak 
voltak, átmérıjük 200-500 nm között volt. MitoTracker Red festéssel kimutattuk, hogy 
a kardiomioblasztok és ıssejtek közötti nanocsövekben funkcionálisan aktív 
mitokondriumok vannak. A videomikroszkópos felvételeken nem volt megállapítható 
az intercelluláris kapcsolatokban a mitokondriumok áramlásának iránya, az azonban 
megállapítható volt, hogy egy nanocsı kialakulásához közel 2 órára volt szükség 
(5.ábra ).  

Megbeszélés   
 
Az egészséges mezenhimális ıssejtek képesek megmenteni az iszkémiát szenvedett 
kardiomioblasztokat egy olyan mechanizmuson keresztül, amit eddig nem említettek 
az ıssejtek hatásai között iszkémiás állapotokban. Az ıssejtes terápia hatásossága 
nem csak a neovaszkularizációban és az elpusztult sejtek pótlásában nyilvánulhat 
meg, hanem abban, hogy az ıssejtek megmentik a sérült sejteket. A hatás 
legvalószínőbb magyarázata az lehet, hogy az ıssejtek javítják a károsodott 
kardiomioblasztok esélyét a túlélésre, meggátolják a sejthalál kialakulását. Az 
alkalmazott in vitro iszkémia modellel bemutattuk, hogy az ıssejtek ko-
kultivációjának jótékony hatása függ a direkt sejt-sejt kapcsolatoktól és az 
intercelluláris nanocsövektıl. Nanocsı kialakulást endoteliális progenitor sejtek, 
szívizomsejtek [9, 13], immunsejtek és más sejttípusok között is megfigyeltek [20, 
21]. A nanocsövek jellemzése feltárta, hogy aktin filamentumokat tartalmaznak, 
néhány esetben mikroszómákat vagy mitokondriumokat talalták bennük. Azt találtuk, 
hogy ez a jelenség gyakran megy végbe kardiomioblasztok és mezenhimális 
ıssejtek között. Ha az intercelluláris kapcsolatok kialakulását a sejtek között egy 
fizikai akadállyal korlátoztuk, akkor az ıssejtek nem tudták a posztiszkémiás 
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kardiomioblasztokat megmenteni. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az 
intercelluláris kapcsolatoknak szerepük lehet a sejtek túlélésében iszkémia során és 
iszkémia után, azonban a mögöttes mechanizmusok kis mértékben eltérhetnek. A 
megmentı hatás egyik lehetséges mechanizmusa az lehet, hogy a transzplantált 
sejtek parakrin faktorok szekréciójával fokozzák a regenerációt [22-26]. Sejtinzerttel 
folytatott kísérleteink eredményei azonban azt mutatják, hogy a sejtek által szekretált 
parakrin faktorok szintje túl alacsony volt ahhoz, hogy megmentı hatást fejtsen ki a 
károsodott kardiomioblasztokra. Elképzelhetı azonban, hogy in vivo, egy-egy kis 
térfogatú mikrokörnyezetben, niche-ben a bejutattott sejtek által leadott parakrin 
faktorok helyileg olyan magas koncentrációt érjenek el, amely mellett már fontos 
szerepet játszhatnak a regeneráció folyamatában.  
A kísérleti protokoll idıkerete szintén fontos. Kísérleteinkben a sejteket korai 
idıpontban adtuk a károsodott kardiomioblasztokhoz, és a kísérleteket még azelıtt 
befejeztük, mielıtt differenciáció történhetett volna. A kísérletek késıi szakaszában a 
parakrin faktorok hatása valószínőleg nagyobb jelentısséggel bír, fıleg a 
differenciációs folyamatokban [27, 28]. A másik, in vivo kísérletekben is gyakran 
megfigyelt jelenség kokultivációs vizsgálatok során a sejtfúzió [29-31]. Számos 
vizsgálat bemutatta, hogy a sejtfúzió eredményeként transzdifferenciáció történik, 
amelyik egy alternatív mechanizmus lehet az infarcerált miokardium regenerálásában 
ıssejt-transzplantáció által. A videomikroszkópos felvételeken mi is találtunk néhány 
kettıs festıdéső, kétmagvú sejtet, ami azt jelzi, hogy sejtfúzió történt. Azonban, a 
sejtfúzió jelensége nagy variációt mutat a különbözı tenyésztési és detektálási 
technikákkal, ezért nem zárható ki az sem, hogy részben in vitro artefakt jelenségrıl 
van szó [8, 22, 32]. Kísérleteink során csak néhány, megkérdıjelezhetetlen sejtfúziót 
figyeltünk meg, amely nem elégséges a nagyszámú károsodott kardiomioblaszt 
megmentéséhez [33]. Szintén találtunk kettıs festıdéső, azonban egymagvú 
sejteket a kardiomioblasztok és az ıssejtek együtt tenyésztése során. Ez a kettıs 
jelölıdés a direkt sejt-sejt kapcsolatok kialakulásának eredménye lehet. Ezen 
kapcsolatok kialakulása során a sejtek membránrészleteket cserélnek ki egymással, 
ezáltal a Vybrant festék az egyik sejtbıl a másik sejtbe kerülhet át. Driesen és mtsai 
[34] kimutatták, hogy az alacsony molekulasúlyú sejtjelzı anyagok, mint például a 
calcein-AM réskapcsolatokon át tudnak jutni egyik sejtbıl a másikba, nagy 
molekulasúlyú anyagok pedig parciális sejtfúzió által, vagyis levonhatjuk a 
következtetést, hogy 24 óra után kísérleteinkben a sejtjelölı festékek egyik sejtrıl 
másikra jutása valószínőleg a direkt sejt-sejt kapcsolatok következménye. Ebben a 
kísérleti felállásban a legtöbb sejt-sejt kölcsönhatás rövid idejő intercelluláris 
kapcsolat volt, amely egy állandóan változó hálózatot alakított ki a két vizsgált 
sejttípus között. A modell akut hatások vizsgálatára alkalmas nagy térbeli és idıbeli 
felbontással, ami kizárja a differenciáció lehetıségét, de nem lehetséges a 3D 
szövetstruktúra modellezése, ahol a sejt-sejt kölcsönhatások más jellegőek. Ezek a 
körülmények limitálják a levonható következtetéseket. Másfelıl a modell fontos és 
szükséges volt abból a szempontból, hogy rövid ideig tartó intercelluláris 
kapcsolatokat vizsgáljunk. Eredményeink alapján azt a következtetést vontuk le, 
hogy in vitro iszkémiás modellben a hozzáadott ıssejtek közvetlen sejt-sejt 
kapcsolatok és intercelluláris nanotubulusok kialakításával javítják a károsodott 
sejtek túlélését, és ez a jelenség feltehetıen fontos, új mechanizmust jelenthet in 
vivo körülmények között is.  
 
Köszönetnyílvánítás  
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