EGYEB

Az 6ssejtek szerepe a szivinfarktus kezelésében: in vit  ro kisérletes
maodszer a hatasmechanizmus vizsgalatara

irta; CSELENYAK ATTILA, BENKO ZSOLT, SZEPES MONIKA, DR. HORVATH ESZTER MARIA, DR.
LACZA ZSOMBOR, DR. KISS LEVENTE

Bevezetés

Vilagszerte évente 1-2 millidan halnak meg szivelégtelenség kdvetkeztében, az 5
eves halalozas pedig meghaladja az 50%-ot. A szivelégtelenség hatterében a
kardiomiopatidk, a szivizom gyulladasos betegségei, a hipertonia, a ritmus- és
vezetési zavarok és az esetek nagy részében az iszkémias szivbetegseég all. A
miokardialis infarktus egyre eredményesebb kezelése jelenleg nem képes a
karosodott myocardium funkciojanak visszaallitasara, ezért a betegek jelentds
részében hosszu tavon szivelégtelenség alakul ki. A funkciondlis regeneraciét
létrehoz6 sejtalapu terapiak alkalmazasa - kombinalva a konvencionalis
modszerekkel - jelentheti a jovét ezen betegek kezelésében. A kutatdsok célja azon
sejtek, f6leg 6ssejtek és faktorok meghatarozasa, melyek képesek direkt vagy
indirekt modon aktivalni az angiogenezist és szivizomsejtek képz&dését a sérilés
helyén, ezéltal javitani a sziv funkcionalis mikodéseét [1-3].

Sejtalapu terapiak

A sejtalapu terapiak felosztasa, csoportositasa nem egységes, hanem tébb
szempont szerint is torténhet: milyen tipusu sejtekkel torténik a kezelés, vagy milyen
modon juttatjak be az adott sejteket a sériilt szervbe. A sejtalapu terapiak esetében a
kezelések vagy 6ssejtekkel, vagy érett, differencialddott testi sejtekkel torténnek.
Alapjaban véve két dssejt-tipust kilénbdztethetiink meg egymastoél: az embrionalis
Ossejteket és a felndtt szervezetbél szarmazo 6ssejteket. Amig az embrionalis
Ossejtek szinte mindenféle sejttipussa képesek differencialédni, hosszu id6 utan
meguijulni, és ezaltal minden szbvetet, szervet létrehozni, addig a felnétt szervezetbdl
szarmazo 6ssejtek mar specifikusabbak, elkdtelezettek egy bizonyos fejlédési irany
felé, azaz ekto-, endo-, vagy mezodermalis differenciacio utjara léptek, de ezen
irdnyokon belil képesek kulonb6zé sejtvonalakka differencialédni. Egy adott
szoveten beliil kevés talalhatd, képesek megujulni és specializalodni. Elettani
szerepik a sérilt sejtek, szévetek helyredllitasa. A felnétt szervezetben talalhaté
Ossejtek kozul a csontveldi eredetll 6ssejtek (BMSC) karaktere a legtbbbet kutatott
és leginkabb ismert, a klinikai vizsgalatok tobbségében ezt a sejttipust alkalmazzak
[4, 5]. A csontvel6 a kilénbdz6 progenitor sejtek komplex valasztékat tartalmazza,
koztik vérkepzé 6ssejtek, ugynevezett "side population” sejtek, mezenhimalis
Ossejtek és ezen belll multipotens felnétt progenitor sejtek. A kisérleti eredmények
azt mutatjak, hogy a killonbdzé csontvelbi eredetl sejtek iszkémiaval karositott
szovetbe egyszerre beadva eltérd funkciokat latnak el a sériilt szovet regeneracios
folyamataiban.

Erett, differencialodott testi sejtekkel torténtek olyan klinikai vizsgalatok, amelyekben
biopsziaval vett vazizomsejteket névesztettek fel in vitro kérilmények kozott, es
ezeket a sejteket juttattdk be az infarktusos tertletre. EI6nylk ezeknek a sejteknek,



hogy autol6gok, nem valtanak ki immunoldgiai reakciét. Bizonyos foku funkcionalis
javulast sikerilt ezekkel a sejtekkel is elérni, azonban ezek a sejtek nem voltak
képesek megfeleléen kapcsolddni a szivizomsejtekkel, ezért egyes esetekben
aritmiat okoztak, tovabbi kutatasuk jelenleg is folyamatban van [6].

Hatasmechanizmus

A belltetett 8ssejtek feltételezett hatdsmechanizmusa meglehetdésen 6sszetett,
bonyolult folyamat. Harom f6 mechanizmust kilonb6ztetnek meg: a
transzdifferenciaciot, a parakrin hatasokat és a sejtfuziot. Emellett a legujabb
kutatdsok beszamolnak még a kdzvetlen sejt-sejt kontaktus soran bekodvetkez6
citoplazma és organellum cserérdl. Ezen folyamatok nem egymastol elszigetelten
jelennek meg, hanem egymas hatasat elésegitve zajlanak le, megoszlasuk
valdszinlleg az alkalmazott sejttipustdl €s a sérilt rész mikrokornyezeti tényezgitdl
flgg. Differencialddason azt a jelenséget értjik, amikor egy éssejt vagy egy szoveti
prekurzor sejt elkdtelezi magat egy bizonyos sejtvonal felé. A transzdifferenciacio
pedig azt jelenti, hogy egy nem &ssejt egy masik sejttipussa transzformalédik, vagy
egy mar el6zéleg differencialodott 6ssejt az elkbtelezettségével nem egyezé sejteket
hoz létre. A legfontosabbnak tartott mechanizmus jelenleg a parakrin faktorok hatasa,
vagyis a bejuttatott 6ssejtek szekretalhatnak olyan anyagokat, amelyek egyrészt
"odavonzz4k" a vérben keringd &ssejteket €s mas sejteket, masrészt helyileg
fokozzak az angiogenezist, anti-apoptotikus hatast fejtenek ki, és csokkentik a

[7]. Sejtfazidnak nevezzik, ha két kulonallé sejt 6sszeolvad, l1étrehozva ezzel egy
tobb magvu, nagyobb citoplazméval rendelkezé sejtet. A sejtfuzio jelensége
fiziologias korulmenyek kozott is megfigyelheté akkor, amikor a szatellita prekurzor
sejtek tobbmagvu izomsejteket hoznak létre. Az §ssejtbeliltetés soran is kimutattak
legujabb kutatdsok soran medgfigyelték, hogy immunsejtek, epitelidlis progenitor
sejtek és mas sejtek kdzott is Un. nanocsovek, nanotubulusok alakulnak ki. Ezek a
csovek néhany 10 nm atmérdjlek, hosszuk tébb um is lehet, benniik mitokondriumok
€s egyeb sejtorganellumok aramlasat figyelték meg [9]. Abban az esetben, amikor az
egyik sejt mitokondriumait elpusztitottak, és igy a sejt anaerob respiraciéra
kényszerult, a megmentd sejtekbdl mitokondriumok jutottak a sérult sejtekbe [10].

Sejtalapu terapiak alkalmazasa a klinikai gyakorlatban

A miokardialis infarktus kezelésére az elmult évtizedben sok klinikai vizsgalat zajlott a
legkulonbdzdbb tipusu dssejtekkel, ezen vizsgélatokat 6sszesitve azt talaltdk, hogy a
bal kamrai ejekcios frakcidban a legjobb esetben néhany szazalékos javulas volt
kimutathat6 a kontroll csoporthoz képest, és a tobbi funkcioban sem talaltak jobb
eredményeket. Azonban az bebizonyosodott, hogy a csontvel6i mezenhimalis ssejt
alapu terpiak biztonsaggal hasznalhatdk, nem rejtenek veszélyeket [11]. Ezen
eredmények tudataban szamos kutato €s orvos ugy gondolja, hogy el6szér inkabb a
sejtek hatasmechanizmusat kell megfejteni, és csak azutan folytatni a klinikai
vizsgalatokat. Mas szakembereknek azonban az a véleménye, hogy mivel nincsenek
karos mellékhatasaik, ezért lehet folytatni a klinikai vizsgalatokat, és tovabb keresni
az optimalis megoldasokat. A jévében még szamos kérdésre kell valaszt talalni, hogy
a sejtalapu terapidk biztonsaggal hasznalhatok legyenek. Meg kell hatarozni, hogy
mennyi legyen az optimalis sejtszam bedultetéskor, fontos a sértlt szerv



vaszkularizaciojanak mértéke, és 0j metodikékat kell kidolgozni a beadott sejtek
jelolésére, hogy nyomon lehessen kovetni 6ket implantacio utan.

Célkitizések

Fukahara és mtsai, illetve mas kutatok is kimutattak in vitro kisérletekben, hogy
csontveléi eredetl 6ssejtek szivizomsejtekké differencialodnak, ha a két sejttipust
egyutt ndvesztik. A differenciacio abban az esetben kbvetkezett be, ha a két sejttipus
kozvetlen sejt-sejt kapcsolatokat tudott egymassal kialakitani. Ezek a
kutatécsoportok normal, nem iszkémias kortlmények kdzott vizsgaltak a ko-
kultarakat [12-14]. Kajstura és mtsai in vivo iszkémias kisérletekben bebizonyitottak,
hogy csontveléi eredetl progenitor sejtek sejtfazid nélkil szivizomsejtekké
differencialddnak, és ez funkcionalis javulast eredményez 10 nappal a
transzplantacié utan. Orlic és mtsai szintén in vivo kimutattak, hogy a belultetett
Ossejtek 9 nap utan szivizomsejtekké alakultak [4, 15]. Ezekben a kisérletekben tébb
mint egy héttel a transzplantacio utan vizsgaltak az éssejtek regeneracios
képességeit.

Ezekre a mar korabban kivitelezett modszerekre tamaszkodva célunk egy in vitro
koralmeények kdzott mikods iszkémia modell bedllitasa volt, amivel megértheték az
iszkémias sejtkarosodas sejtszintli mechanizmusai. E modellel azt kivantuk vizsgalni,
hogy a sériilt kardiomioblasztokhoz in vitro iszkémia utan adott mezenhimalis
Ossejtek milyen sejtszintl mechanizmusokkal vesznek részt a regeneracio
folyamataban 24 6ran belll, ameddig transzdifferenciaci6 még nem torténik.
Vizsgalatainkban elemeztik a parakrin faktorok hatasat, a kdzvetlen sejt-sejt
kapcsolatok jelentdségét iszkémias korulmények kdzott.

Maodszerek
Felhasznalt sejttipusok

Kisérleteinkhez patkanybdl szarmazo6 H9c2 kardiomioblaszt sejtvonalat (ATCC,
Wesel, Németorszag), és C57BI/6 egeérbdl izolalt mezenhimalis 6ssejteket
hasznaltunk. A kardiomioblasztokat 4,5 g/l glikéztartalmi DMEM-ben tenyésztettik,
amely tartalmazott még 10% FCS-t, 2 mM L-glutamint, 100 U/ml penicillint és 100
:g/ml streptomycint. A H9c2 kardiomioblaszt sejtvonal embriondlis patkany szivbdol
szarmazik, szivizomra és vazizomra is jellemzé elektrofiziologiai és biokémiai
tulajdonsagokat mutat, ezért mind szivizom, mind vazizom in vitro modelljeként
hasznalatos [16, 17]. Szérummegvonas hatasara a mononuklearis mioblasztok
miotubulusokka alakulnak. A differenciacié soran a sejtek megtartjak a
szivizomsejtekre jellemzé elektromos és hormonalis szignalizacios utvonal néhany
elemét, ezért lehet az iszkémias sziv vizsgélatara alkalmazott in vitro modell része.
A mezenhimalis 6ssejtek izolalasa C57BI/6 egerek femurjabol tértént Tropel
modszerével [18], azaz az egereket pentobarbitallal (ip, 50 mg/kg, Nembutal,
Ovation, Deerfield, IL, USA) tdlaltattuk, majd kipreparaltuk a femurt. A csont mindkét
végérdl eltavolitottuk a csontvégeket, majd a csontveldt egy injekcios ti segitségével
sejttenyésztéd médiumba (1g/l glikoztartalmi DMEM, 10% FCS, 2 mM L-glutamin,
100 U/ml penicillin és 100 :g/mlistreptomycin) gyujtottik, 1200 RPM-en
lecentrifugaltuk, majd T75-6s sejttenyészt6 flaskaba helyeztik. Négy-6t nap utan a
csontvelében 1évé mezenhimalis 6ssejtek kitapadnak a sejttenyésztd edény aljara, a
le nem tapadt sejteket fiziolégias s6oldatos mosassal eltavolitottuk. A sejtek korabbi



vizsgélata kimutatta, hogy a kitapadt sejtek pozitivak voltak a jellegzetes MSC
markerre (Sca-1), és negativak a vérképz6 sejtfejlédési sorok tipikus markereire
(CD34, CD3g, CD45R/B220, CD11b, 6G, és TER-119), illetve differencialhatéak
voltak adipogén és oszteogén iranyba [19].

A kisérletekben hasznalt fluoreszcens festékek

Kisérleteinkben a konfokalis mikroszképiahoz és az aramlasi citometriahoz a
kardiomioblasztokat és az 6ssejteket killonbdz6 hullamhosszisagu fénnyel
gerjeszthet6 fluoreszcens festékekkel jel6ltik meg azonositasuk céljabdl. A sejteket
a lipidoldékony Vybrant fluoreszcens festékcsaldddal festettik meg, amelynek tagjai
a sejtek plazmamembranjaba épiilnek be az inkubalas soran. A kardiomioblasztokat
Vybrant DiO-val jel6ltik. A mezenhimdlis ssejteket Vybrant DiD-del festettiik meg. A
sejttenyésztd médiumhoz 1:200 aranyu koncentracioban hozzaadott festekeket
37<C-on 30 perces inkubacié utan mostuk Ki.

Az élb sejtek jeldlésére calcein AM-et hasznaltunk (koncentracio: 1:2000, 37<C, 30
perc), amely a négy negativ toltése miatt a sejtmembranon atdiffundalva a sejtek
citoplazmajaba kerdl. Itt észterazok lehasitjak az amino-metilészter csoportot, igy
szabaddé valik az erés fluoreszcens jelet kibocsato calcein festék, amely mar nem
képes a plazmamembranon atjutni. Mivel észteraz aktivitasa csak az €16 sejteknek
van, ezért a calcein alkalmazhato az €16 sejtek jelolésére és detektélasara. Az
iszkémia soran elpusztult sejtek jeldlésére ethidiumhomodimert hasznaltunk
(koncentréacio: 1:500, 37, 30 perc), amely a sérilt sejtmembranon atdiffundélva a
sejtmaghoz kapcsolodik. Mivel a molekula erés pozitiv toltéssel rendelkezik, az ép
sejtmembranon nem képes atjutni, igy az egészséges sejtek nem festédnek.

Iszkémia modell

Az in vitro iszkémia modell soran a H9c2 sejteket egyideji oxigén- és glikéz
megvonasnak (OGD) tettlk ki. Az oxigénmegvonast a konfokalis mikroszkop
sejtinkubacios rendszerével értik el, amellyel 0,3-0,4% O, koncentraciot lehet
beallitani. A glikbzmegvonast glikozmentes tenyészté médium hasznalataval
végeztik. A kisérletek soran a kardiomioblaszt sejteket Vybrant DiO fluoreszcens
festéekkel jeloltik, és 2,5 oraig 0,5% O, és 99,5% N, atmoszféraban tartottuk
glik6zmentes médiumban.

Kisérleti protokoll

A kardiomioblasztok és az 6ssejtek vizsgalata a kévetkezd kisérleti protokoll szerint
tortént: vizsgaltuk a kardiomioblasztok tulélését azutan, hogy mesterséges
iszkémianak tettik ki 6ket 2,5 déraig, majd mezenhimalis 6ssejteket adtunk a
tenyészethez. A kisérleteket 12 lyuku tenyésztélemezen végeztik, lyukanként 3x104
H9c2 sejttel, amihez 2x10* mezenhimalis ssejtet adtunk. A kardiomioblasztokat
minden esetben Vybrant DiO-val (z6ld) jel6ltik meg, a hozzaadott mezenhimalis
Ossejteket pedig Vybrant DiD-del (piros) festettiik. Ebben az esetben is harom
vizsgélati csoportot hoztunk Iétre (1. abra): kardiomioblasztok, amelyek iszkémia
utan nem kaptak &ssejtet (kontroll), kardiomioblasztok, amelyek iszkémia utan
mezenhimalis éssejtet kaptak, kardiomioblasztok, amelyek iszkémia utan
mezenhimalis éssejtet kaptak inzertben (az inzertek 0,4 :m nagysagu
membranporusokkal rendelkeznek, amelyek nem teszik lehetdve a direkt sejt-sejt



kapcsolatokat, de a sejtek altal szekretalt anyagok eljuthatnak a mésik sejtig)
Iszkémia utan 24 oraval ethidium-homodimerrel festettiik meg a ko-kultarakat, és
konfokalis mikroszképpal képeket készitettlink, illetve aramlasi citometriaval
vizsgaltuk a kilonbdz6 sejtpopulaciokat.

Sejtfazié vizsgalata OGD soran, valamint nanocsévek megfigyelése

42 mm atmerdéji targylemezre 1x105 H9c2 sejtet ndvesztettiink, egy nap mulva
megfestettik Vybrant DiOval, és a jelolt sejteket oxigén- és glikéz megvonasnak
tettiik ki. OGD utan 1x10° Vybrant DiD-del jelélt mezenhimalis 6ssejteket adtunk,
majd a sejttenyészetet a konfokalis mikroszkopon talalhaté sejtinkubécios
rendszerbe helyeztik. 24 oréig felvételeket készitettiink a sejttenyészetrdl 15 perces
gyakorisaggal. Ezeken a feltételeken vizsgaltuk a sejtfizio jelenségét és nanocsovek
kialakulasanak folyamatéat. Abban az esetben, amikor a sejtek mitokondriumait
vizsgéaltuk OGD utén, a tenyészeteket MitoTracker Reddel festettiik meg 1:2000-es
higitasban 10 percig 37<C-on.

A konfokalis képek kiértékelése, alkalmazott statisztikai modszerek

Az iszkémiat szenvedett sejtekrél késztilt konfokalis képek kiértékelése az ImageJ
szoftverrel tortént. A morfologia és a festédés alapjan elkilonitett él6 és elpusztult
kardiomioblasztokat, valamint az éssejteket a program segitségével szamoltuk meg.
A kardiomioblasztokat (zold Vybrant DiO festés), amelyek ép morfolégiaval
rendelkeztek, és nem volt detektalhato ethidium homodimer festés, vagyis amelyek
tulélték az OGD-t, piros ponttal jel6ltik. A halott kardiomioblasztokat, amelyek
felkerekedtek, és ethidium-homodimert talaltunk bennik, fekete ponttal jeloltik. A
kapott adatokat ANOVA-val, Neumann- Keuls poszt hoc teszttel értékeltik Ki.

Eredmények

Iszkémiat szenvedett H9c2 kardiomioblasztok és mezenhimalis dssejtek egyutt
tenyésztése

A 2,5 0ras in vitro iszkémia utan azt vizsgaltuk. hogy megfigyelheté-e javulas a 2,5
Ora hosszu iszkémiat kovetéen &ssejtekkel kezelt, karosodott kardiomioblasztok
tulélésében. A 24 6raig tarto ko-kultivaciot kbvetéen az ethidiumhomodimerrel jel6lt
tenyészetrél a konfokélis mikroszkdppal készitett képeket értékeltik ki, illetve
aramlasi citometrias vizsgalatokat végeztiink. Konfokalis mikroszképpal kimutattuk,
hogy a kardiomioblasztok OGD utan 24 éraval egyedil névesztve ugyanazt a
felkerekedett, "kih6lyagosodott membrand™” morfologiat mutattak, mint a
kardiomioblasztok rogton OGD utan. Az aramlasi citometrids vizsgalatokkal
bebizonyitottuk, hogy az OGD utan szignifikans meértékben emelkedett a halott
sejteket jelz6 festék, az ethidium-homodimer jel intenzitasa (median fluoreszcencia
intenzitas 19-rél 65-re emelkedett). Az abra azt is bemutatja, hogy sejtek egy része
150 perc utan festetlen maradt az ethidium homdimer jeldlés utan a modell
variabilitasa kdvetkeztében. Abban az esetben, amikor mezenhimalis éssejteket
adtuk a karosodott kardiomioblasztokhoz, a sejtek az egészséges sejtekre jellemzé
morfolégiat mutattak. Az aramlasi citometriaval megallapitottuk, hogy a halott H9c2
sejtek szdma a kontroll szinten marad (median fluoreszcencia intenzitas: 24 vs 23)
(2.4bra).



A mezenhimalis 6ssejtek hatasat a konfokalis mikroszkopos képek felhasznéalaséaval
kvantifikaltuk. A csoportokat 6sszehasonlitva arra az eredményre jutottunk, hogy a
kontrollhoz képest szignifikAnsan kevesebb az elpusztult sejtek aranya (0,85 + 0,086
vs. 0,16 + 0,035, p<0,05, n=6), ha az OGD utan 6ssejtet adtuk a tenyészethez.
Azonban ha az 8ssejteket a sejttenyészté inzert segitségével adtuk a karosodott
kardiomioblasztokhoz, akkor a kontrollhoz hasonlé képet kaptunk (halott sejtek
aranya: 0,900,055, p<0,05, n=6). Az abran a kdvetkez8 csoportok szerepelnek,
amelyek megfelelnek a 3. abran lathaté csoportoknak: C: kardiomioblasztok egyeddl
OGD utan, C+MSCs: kardiomioblasztok és hozzaadott 8ssejtek, C+MSCs ins:
kardiomioblasztok és hozzaadott 6ssejtek inzertben. Megvizsgaltuk azt is, hogy
alakult az €16 sejtek szama a kulonb6z8 kezelt csoportokban a kisérlet kezdetén, és
24 oraval az 6ssejtek hozzaadasa utan. A kisérlet kezdetén a sejtek kdzel 80-90%-0s
konfluenciat értek el (63120+£7694 sejt), igy 24 Ora elteltével abban a csoportban,
ahol nem tortént oxigén- és gliikdz megvonas, a sejtszam csak kismeértéekben
emelkedett (7611693396 sejt). 24 éraval OGD utan, amennyiben a
kardiomioblasztokhoz nem adtunk megmenté mezenhimalis 6ssejteket vagy ezeket a
sejteket inzertben adtuk, a tulélé sejtszam alacsony maradt (1757+1081 és 990+608
sejt), azonban ha az éssejteket kozvetlenil adtuk, akkor a taléld sejtszam
szignifikansan emelkedett (1517443975 sejt) (3. &bra).

Az intercellularis kapcsolatok kialakuldsa mellett a kettésen fest6dott, kétmagvu
sejtek jelezték, hogy a ko-kultivacié soran sejtfazio is tortént. A sejtfuzio
kialakulasahoz kdzel 4 6rara volt szikség (4.abra). A kardiomioblasztok és az
Ossejtek kdzott OGD utan gyakran megfigyelhetd volt intercellularis kapcsolatok,
ugynevezett nanocsovek kialakuldsa. Ezek a nanocsovek tébb 10um hosszusaguak
voltak, atmerdjik 200-500 nm kdzott volt. MitoTracker Red festéssel kimutattuk, hogy
a kardiomioblasztok és 6ssejtek kdzotti nanocsdvekben funkcionalisan aktiv
mitokondriumok vannak. A videomikroszkopos felvételeken nem volt megallapithato
az intercelluléris kapcsolatokban a mitokondriumok aramladsanak iranya, az azonban
megallapithaté volt, hogy egy nanocsé kialakulasahoz kdzel 2 6rara volt sziikség
(5.4bra).

Megbeszélés

Az egészséges mezenhimalis 6ssejtek képesek megmenteni az iszkémiat szenvedett
kardiomioblasztokat egy olyan mechanizmuson keresztiil, amit eddig nem emlitettek
az 6ssejtek hatasai k6zott iszkémias allapotokban. Az éssejtes terapia hatasossaga
nem csak a neovaszkularizacioban és az elpusztult sejtek pétlasaban nyilvanulhat
meg, hanem abban, hogy az éssejtek megmentik a sérilt sejteket. A hatas
legvalészinlibb magyarazata az lehet, hogy az 6ssejtek javitjak a karosodott
kardiomioblasztok esélyét a tulélésre, meggatoljak a sejthalal kialakulasat. Az
alkalmazott in vitro iszkémia modellel bemutattuk, hogy az éssejtek ko-
kultivaciéjanak jotékony hatasa flugg a direkt sejt-sejt kapcsolatoktél es az
intercellularis nanocsdvektél. Nanocsé kialakulast endotelidlis progenitor sejtek,
szivizomsejtek [9, 13], immunsejtek és mas sejttipusok k&zott is megfigyeltek [20,
21]. A nanocsovek jellemzése feltarta, hogy aktin filamentumokat tartalmaznak,
néhany esetben mikroszomakat vagy mitokondriumokat talaltak benntk. Azt talaltuk,
hogy ez a jelenség gyakran megy végbe kardiomioblasztok és mezenhimalis
Ossejtek kozott. Ha az intercellularis kapcsolatok kialakulasat a sejtek kozott egy
fizikai akadallyal korlatoztuk, akkor az 6ssejtek nem tudtak a posztiszkémias



kardiomioblasztokat megmenteni. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az
intercellularis kapcsolatoknak szereptik lehet a sejtek tulélésében iszkémia soran és
iszkémia utan, azonban a mdgottes mechanizmusok kis mértékben eltérhetnek. A
megmenté hatas egyik lehetséges mechanizmusa az lehet, hogy a transzplantalt
sejtek parakrin faktorok szekréciojaval fokozzak a regeneraciot [22-26]. Sejtinzerttel
folytatott kisérleteink eredményei azonban azt mutatjak, hogy a sejtek altal szekretalt
parakrin faktorok szintje tul alacsony volt ahhoz, hogy megmentd hatast fejtsen ki a
karosodott kardiomioblasztokra. Elképzelheté azonban, hogy in vivo, egy-egy kis
térfogatd mikrokdrnyezetben, niche-ben a bejutattott sejtek altal leadott parakrin
faktorok helyileg olyan magas koncentraciot érjenek el, amely mellett méar fontos
szerepet jatszhatnak a regeneracio folyamataban.

A kisérleti protokoll id6kerete szintén fontos. Kisérleteinkben a sejteket korai
idépontban adtuk a karosodott kardiomioblasztokhoz, és a kisérleteket még azelétt
befejeztik, mielétt differenciacio térténhetett volna. A kisérletek késéi szakaszaban a
parakrin faktorok hatasa valdszinlleg nagyobb jelentésséggel bir, féleg a
differenciacios folyamatokban [27, 28]. A masik, in vivo kisérletekben is gyakran
megfigyelt jelenség kokultivacios vizsgélatok soran a sejtfazié [29-31]. Szamos
vizsgalat bemutatta, hogy a sejtfuziéo eredményekeént transzdifferenciacio torténik,
amelyik egy alternativ mechanizmus lehet az infarceralt miokardium regeneralasaban
Ossejt-transzplantacié altal. A videomikroszkopos felvételeken mi is talaltunk néhany
kett6s festédési, kétmagvu sejtet, ami azt jelzi, hogy sejtfizié tortént. Azonban, a
sejtfuzio jelensége nagy variaciot mutat a killonbozé tenyésztési és detektalasi
technikakkal, ezért nem zarhaté ki az sem, hogy részben in vitro artefakt jelenségrél
van sz0 [8, 22, 32]. Kisérleteink soran csak néhany, megkérddjelezhetetlen sejtfuziot
figyeltink meg, amely nem elégséges a nagyszamu karosodott kardiomioblaszt
megmentéséhez [33]. Szintén talaltunk kettés festédésli, azonban egymagvu
sejteket a kardiomioblasztok és az éssejtek egyiitt tenyésztése soran. Ez a kettés
jelolédés a direkt sejt-sejt kapcsolatok kialakulasanak eredménye lehet. Ezen
kapcsolatok kialakulasa soran a sejtek membranrészleteket cserélnek ki egymassal,
ezaltal a Vybrant festék az egyik sejtbél a masik sejtbe kerllhet at. Driesen és mtsai
[34] kimutattak, hogy az alacsony molekulasulyu sejtjelzé anyagok, mint példaul a
calcein-AM réskapcsolatokon at tudnak jutni egyik sejtbél a masikba, nagy
molekulasulya anyagok pedig parcidlis sejtfuzio altal, vagyis levonhatjuk a
kovetkeztetést, hogy 24 dra utan kisérleteinkben a sejtjeldl6 festekek egyik sejtrdl
masikra jutdsa valGszin(ileg a direkt sejt-sejt kapcsolatok kévetkezménye. Ebben a
kisérleti felallasban a legtbbb sejt-sejt kdlcsonhatas révid idej intercellularis
kapcsolat volt, amely egy alland6an valtozé hal6zatot alakitott ki a két vizsgalt
sejttipus kozott. A modell akut hatasok vizsgalatara alkalmas nagy térbeli és idébeli
felbontassal, ami kizarja a differenciacio lehetéségét, de nem lehetséges a 3D
szovetstruktira modellezése, ahol a sejt-sejt kdlcsénhatasok mas jelleglek. Ezek a
koralmeények limitéljak a levonhat6 kovetkeztetéseket. Masfelél a modell fontos és
szilkséges volt abbol a szempontbol, hogy révid ideig tartd intercellularis
kapcsolatokat vizsgéljunk. Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy in vitro iszkémias modellben a hozzaadott 8ssejtek kozvetlen sejt-sejt
kapcsolatok és intercellularis nanotubulusok kialakitasaval javitjak a karosodott
sejtek tulelését, és ez a jelenség feltehetéen fontos, Uj mechanizmust jelenthet in
vivo korilmények kozott is.

Kdszonetnyilvanitas
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