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Egy in vitro iszkémia-reperflzié modell eredményei
Bevezetés

Eurépéaban jelenleg a sziv- és érrendszeri megbetegedések a halalesetek kozel
feléért felelések. Ennek alapjan megkézelitéleg minden masodik ember halalat
koszoruér megbetegedés, €s minden harmadikét stroke okozza [1]. A
koronéariabetegségben szenvedék szama az utébbi 30 évben Eszak- és Nyugat-
Eurépaban csokkenni kezdett, de K&zép- és Kelet-Eurépaban tovabbra is er6sen
novekszik. A WHO legfrissebb hozzaférhetd adatai szerint a 75 éves koruk elétt
elhunyt férfiak korében 38%, mig a néknél 42% volt a sziv- és érrendszeri betegség
kovetkeztében elhaldlozottak aranya [1]. A miokardidlis infarktus egyre
eredményesebb kezelése ellenére sem valosul meg a karosodott szivizom
funkcidjanak vissza - allitdsa, ezért a betegek jelentds részében hosszu tavon
szivelégtelenség alakul ki. A funkcionalis regeneraciot Iétrehozé sejtalapu terapiak
alkalmazasa - kombinalva a konvencionélis médszerekkel - jelentheti a j6vét ezen
betegek kezelésében.

Sejtalapu terapiak

Napjainkban az 8ssejtek terapias alkalmazasa a biolégia €s az orvostudomany egyik
legink&bb kutatott és legigéretesebb terllete. Az egyik lehetséges felhasznalasi
modot a szivinfarktust kévetd 6ssejtbeliltetés jelenti [2]. A sejttranszplantacioval
torténd szivizom-regeneracioé Uj tavlatokat nyitott az infarktus kezelésében, és tobb
kulonbozé kutatas is bebizonyitotta, hogy ennek a megkdzelitésnek valoban kedvezd
hatdsa van a sérilt sziv funkciéjanak fokozdsaban [3, 4]. Azonban kdzel ezer
ischaemias szivbetegségben szenvedd személy vizsgalata kimutatta, hogy a
csontveldi eredeti sejtek transzplantaciéja minddssze 3,66%-0s javulast mutatott a
bal kamrai ejekcios frakcidban [5-7]. Ez az eredmény joval az () terapiahoz flizott
elvarasok alatt volt. Ez a kidbrandité adat a sejtalapu terapiék tisztazatlan
hatasmechanizmusanak lehet kdvetkezménye. A mechanizmust tekintve a
legvaldszinlibb feltételezés az, hogy a sejtek parakrin médon befolyasoljak a
koérnyezetiket, és igy hoznak létre pro-angiogenetikus és anti-inflammatorikus
hatasokat, de elképzelhetd a sejtek direkt kdlcsdnhatasa is [8-12]. Megjegyzendd
tovabba, hogy a legtdbb terapiasan hozzaadott sejt elpusztul a posztiszkeémias
miokardium agressziv kérnyezetében [13-15]. Egyes irodalmak szerint a terapiasan
alkalmazott sejtek hatasa kimerul abban, hogy apoptdzissal elpusztulva visszafogjak
a gyulladasos folyamatokat [16], és ez a jelenség akar terapiasan is alkalmazhat6
lehet [17]. A beadott sejtek differencialodasa a célszerv sejttipusava az irodalom
alapjan nem térténik meg, azonban ritkan sejtfuzio tapasztalhato [18]. A jelenlegi
terapias megoldasok ezért Iényegében a mikrokdrnyezet befolyasolasat tizik ki célul,
elsésorban parakrin mediatorok altal. A parakrin faktorok mellett a mikrokdrnyezet



befolyasolasdban szerepe lehet a sejtek kozott kialakulé nanocséveknek is,
amelyeken keresztll mitokondriumok és egyéb sejtorganellumok aramlasat figyeltek
meg [19]. A mechanizmusok ardnya a regeneracio soran is feltehetéen dinamikusan
valtozik. Kezdetben a sejtek parakrin gyulladascsokkenté és anti-apoptotikus hatasa,
kés6bb az érképzés és az elpusztult szivizomszovet pétlasa és regeneraldsa lehet a
legfontosabb. A mechanizmusokat tekintve feltételezhetd, hogy a hozzaadott sejtek
tulélésének nbvelése a tergpia hatékonysaganak novekedésével jarna egyutt, akar
parakrin uton, akar sejt-sejt koz6tti kapcsolatok altal fejtik ki. E feltevés a kiilonb6zé
el6kezelések hatasara elért jobb tuléléssel mar igazolast nyert [20-23].

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)

Az infarktus kezelese soran kialakulo reperfuzio nemcsak oxigent es glukozt, hanem
feherversejteket is szallit az erintett teruletre, s utobbiak szamos gyulladaskelt.
faktort, tobbek kozott interleukinokat es szabad gyokoket bocsatanak ki a serult
szovettel talalkozva. A makrofagok interleukinok hatasara nitrogen-oxid szintazt
bocsatanak ki, ami L-arginin szubsztratbol nitrogen-monoxidot (NO) termel. A
keletkezett nitrogen-monoxidbol a mikro - kornyezett.l fugg.en kulonboz. reaktiv
nitrogen vegyuletek keletkezhetnek: nitrozium kation (NO+), nitroxil anion (NO[IP),
illetve szuperoxiddal reagalva a kulonosen reaktiv peroxinitrit (ONOO[P). A szabad
gyokok a sejteket karositjak azaltal, hogy DNS-torest, koros feherjeszerkezetet,
lipidperoxidaciot okoznak. Az oxidativ DNS serules poli(ADP-riboz) polimeraz-1
(PARP) nukleéris enzim aktivacidjat hozza létre. A PARP egy nuklearis enzim, mely
DNS-torések felismerésére és javitasara kepes. Kis noxa esetén a PARP aktivacidja
segiti a sejt tulélését, a DNS-repair mechanizmusat, nagy noxa esetén azonban a
NAD+ elhasznéalasaval és az ATPszintézis csokkentésével sejtnekrdzishoz vezet (1.
abra).

A PARP gyakorlati jelentésége

Az ADP-rib6z polimerek akkumulacioja figyelheté meg stroke-ban, infarktust
kovetben, sziv transzplantacidjakor, valamint a bélrendszerben, a tidében és a
szivben szepszis vagy hemorrhagias sokk esetén. Emelkedett PARP aktivitas
figyelheté meg a reperfaziét kdvetd 2. és 24. 6ra kozott, ez a reaktiv oxigén és
nitrogénvegyuletek hosszan tarto jelenlétére utal a szivizomban [24]. Jellemzben a
nekrotikus zonaban és a "veszélyeztetett terlileten" a legmagasabb az aktivacio.
Szamos in vivo és in vitro modellben kimutattdk, hogy az enzim géatlasaval
tulajdonképpen direkt médon gatolhato a cellularis energiahaztartas 6sszeomlasa,
ezaltal a szivizomsejtek nekrozisa a peri-infarktusos zénaban. Knock-out egerekben
a PARP funkcionalis génjének hianya protektivnek bizonyult a reperfluzios
karosodassal szemben.

A kulénb6z6 PARP inhibitorokkal végzett kisérletek sordn az infarktus altal érintett
z6na meérete csokkent, megbrz6doétt az ATP-készlet és csokkent a kreatinfoszfokinaz
szintje [25, 26]. Stroke-ban jatszott szerepét allatkisérletekkel tAmasztottak ala,
PARP knock-out egerekben a kdzépagyi artéria tranziens okkluzidja utan jelentésen
csokkent infarktusméret volt megfigyelheté, és ez kizarélag a PARP-1 gén
termékének hianyaval volt magyarazhaté [27]. Haddad €s mtsai Swiss him
PARP-inhibitor PJ34 csokkentette a TNFa plazmaszintjét 6 ora elteltével, tovabba az
MRNS-ek vizsgéalatakor mind a TNFa, mind az IL-6, E-szelektin és az ICAM-1



molekuldk esetében is szignifikdns csokkenést talaltak [28]. Egy 2004-es
tanulmanyban azt talaltak, hogy a 90 perces a. cerebri media okkllzié utan a PARP
szint emelkedett és a NAD+ mennyiségének csokkent 1 oras reperfuziot kbvetden.
Ugyanakkor PARP-inhibitor cstkkentette e karos értékeket 24 6raval az infarktust
kovetden. [29].

A PARP aktivacio kapcsolatba hozhato a szisztémas gyulladassal és a keringési
sokkal is, mely 6sszefiigg az emelkedett oxigéngyok szinttel tovabba az iINOS
tulexpresszioval. Az NO és szuperoxid egymassal reagalva peroxinitritet hoz létre, és
mind a harom forma szerepet jatszik a kardiélis diszfunkcio és sokszervi
elégtelenség patogenezisében. A peroxinitrit a sokkhoz hasonl6 patofizioldgiai
valtozasokat képes létrehozni, és ezek a valtozasok részben 6sszefliggést mutatnak
a PARP aktivacioval. A PARP gatlas ilyen korulmények kozott is elénydsnek
mutatkozott [27]. Virag €s mtsai immunhisztokémiai Uton detektaltak, hogy a PARP
aktivitds mar 2 éraval a reperfazié megkezdédése utan nétt a reperfundalt
miokardiumban, s tovabbi 24 éraig emelkedett marad. A legmagasabb PARP
aktivacioé a nekrozis terlletén, illetve a peri-infarktusos zonaban volt mérheté. Festési
eljardsokkal azt talaltak, hogy a legnagyobb PARP aktivitas a szivizomsejtekben van,
€s nem az odavandorlé mononuklearis sejtekben. Megallapitasuk szerint mivel a
PARP aktivacié indukalja a sejtnekrozist a cellularis energetika 6sszeomlasa altal, a
PARP inhibitorok kardioprotektiv szerepét ki lehetne hasznalni a terapiaban [27]. EQy
tovabbi kutatasi irAnyt jelent az iszkémias prekondicionalas, mely kdzismerten
védelmez6 hatassal rendelkezik a szivizom iszkémias-reperfuzios sértléseiben.
Ennek mechanizmusa minden bizonnyal 6sszefliggésben van a PARP aktivacigjaval.
A prekondicionéalas alatt a sejtek kisebb koncentraciéban talalkoznak reaktiv oxigén-
€s nitrogén vegyuletekkel, amelyek mérsékelt PARP aktivaciét valtanak ki, vélhetéen
a PARP autoribozilaciéjat is kivaltva, mely az enzim gatlasahoz vezet. A késébbi
reperfazids sérilés alatt a nem kezelt egyedekhez képest csillapitott PARP
aktivalodas kovetkezik be, csdokkentve a késébbi karos kovetkezményeket. Fiorillo és
mtsai PARP inhibitorral (PJ34) végzett kisérleteikben a gatldészert az iszkémia-
reperfuzids karosodast szenvedett sejtekhez adtak a reoxigenizacié kezdetekor, s
vizsgaltak az oxidativ stressz, a PARP-1, NAD+ és ATP depléciot, LDH szintet. A
mert paraméterek mindegyike csokkent a PJ34 szerrel kezelt csoportban [30].
Ezekben a vizsgalatokban a postiszkémias sejtekhez adtak a géatlészert, viszont a
sejtterapia esetén a nagy kihivast az jelenti, hogy a sejttranszplantaciot kovetéen a
sejtek nagy része elvész a rossz véraramlas, az iszkémia-reperflzids karosodas és a
gyulladasos faktorok miatt. Ezért kisérleteink célja in vitro kérilmények kozott
szimulalt iszkémia-reperfuzié (I-R) modellben annak vizsgalata, hogy noveli-e a
hozzaadott sejtek PARP gatlasa a hozzaadott sejtek életképessegeét, illetve a
posztiszkémias sejtek életképességét.

Anyagok és mddszerek
Felhasznalt sejttipusok

Kisérleteinkhez patkanybdl szarmazo6 H9c2 kardio - mioblaszt sejtvonalat (ATCC,
Wesel, Németorszag) hasznaltunk. A kardiomioblasztokat 4,5 g/l glikéztartalmu
DMEM-ben tenyésztettiik, amely tartalmazott még 10% FCS-t, 2 mM L-glutamint,
100 U/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint, 37°C-on és 5%-0s CO2
koérnyezetben. A sejttenyészetre tett médiumot 2-3 naponta cseréltik, és a Petri
csészék 70-80%-0s konfluencia - szintjénél passzaltuk a sejteket. A kisérletekhez 7



és 13 kozotti passzazsszamu sejteket hasznaltunk. A H9c2 kardiomioblaszt sejtvonal
embriondlis patkany szivbél szarmazik, szivizomra és vazizomra is jellemzé
elektrofizioldgiai €s biokémiai tulajdonsdgokat mutat, ezért mind szivizom, mind
vazizom in vitro modelljeként hasznalatos [31].

In vitro iszkémia-reperfazié modell

In vitro patkany H9c2 kardiomioblaszt kultiraban az oxigén és gliikdz megvonasa
iszkémias jellegl viszonyok kialakuldsahoz vezet. A sejtek inkubécidja glikézmentes
médiumban, 0,4% oxigén (3,25 Hgmm) és 99,6% nitrogén dsszetétell
atmoszféraban zajlott 160 percen keresztil (PECON inkubacios rendszer). Az
inkubacios rendszer a konfokalis mikroszkop része, segitségével szabalyozhaté a
hédmérséklet és az O2 koncentracio. A szimulalt iszkémia optimalis idétartamat
kisérleti uton hataroztuk meg. A két napos protokoll elsé napjan a H9c2 sejteket 42
mm-es targylemezre tettik ki, majd egy napig 37°C-0's, 5%-0s széndioxid szintet
biztosito inkubatorban névesztettilk. Az egy napos varakozas oka az volt, hogy a
sejtek biztosan letapadjanak az Uj felszinhez, s az Uj kérnyezetet megszokva,
,,normal” funkciot (névekedeést, sejtciklust, sejt-sejt kapcsolatot) mutassanak. A
masodik napon tortént az oxigén és gliikoz megvonas, melynek soran a
glik6zmentes médium calcein és ethidium-homodimer festékeket tartalmazott.
Konfokalis mikroszkoppal 1 kép/perc gyakorisaggal felvételeket készitettiink és a két
fluoreszcens festék intenzitas valtozasat kévettik nyomon. Végpontnak azt az
allapotot vettik, amikor az 6sszes sejt kizarolag EthD festédést mutatott (2A és 2B
abrak). A fluoreszcenciak idébeli lefutasat értékelve kivalasztottuk azt az idépontot
(160 perc), amikor a sejtek megkdzelitéleg fele, nekrotizalt [12].

In vitro sejtalapu terapia modell

A terapias céllal alkalmazott H9c2 sejteket 3 kisérleti csoportba osztottuk és 1 6ras
elékezelésnek vetettik ala: (1) fizioloégias sooldattal kezelt kontroll csoport (2) 10 uM
PJ34-el kezelt csoport (PARP inhibitor, Inotek Pharmaceuticals Corp., Beverly, MA,
USA), (3) 100u PJ34-el kezelt csoport. Az elbkezelést kovetéen a H9c2 sejteket
kétszer mostuk PBS-sel, hogy a PARP-gatlébdl ne maradjon az oldatokban, majd a
sejteket feltripszineztik a Petri-csészekbél, centrifugalassal 6sszegydjtottik, és 20
000 sejtet adtunk a 12 lyuku lemez minden egyes kompartmentjébe, amelyekben 30
000 "posztiszkémias" sejt esett at a szimulalt ischaemia-reperfazion. A sejteket
tovabbi 24 6ran at inkubatorban tartottuk, majd laktatdehidrogenaz- felszabadulasi és
metabolikus aktivitasi méréseket, tovabba aramlasi citometrias méréseket végeztink
(2C. abra).

Laktat-dehidrogenaz és malondialdehid szint mérése

A felhasznalt iszkémia-reperfazié modellt ellendriztiik €s a sejtek kdrnyezetét, illetve
karosodasat kiloénb6z6 vizsgalatokkal mértik fel. Az LDH mérés elve, hogy a sejtek
nekrézisdnak mértéke, vagy egy adott anyag citotoxicitdsa meghatérozhaté a
membran integritasat vizsgalé modszerek segitségével. A laktat-dehidrogenaz (LDH)
alapvetéen intracellularis enzim, extracellularisan abban az esetben fordul el6, ha a
sejtmembran sérulésein keresztll képes elhagyni a sejtet. Szamos mas cito -
plazmatikus enzimmel ellentétben stabil, nagy mennyiségben van jelen, és a
plazmamembran sérulését kovetéen azonnal detektalhatd a sejtkultdra



fellliszéjaban.

Az LDH aktivitas egy parositott enzimreakcio segitségevel hatarozhatéo meg, melynek
soran az LDH a laktatot piruvatta oxidalja és kozben redukalt koenzim (NADH)
képzddik. A redukalt koenzimet a NADH dehidrogenaz oxidalja, ekdzben az
indonitrotetrazo6liumbdl formazan képzédik. A formazan mennyiségének névekedése
kozvetlendl korrelal a lizalt sejtek szamaval, és spektrofotométerrel mérheté.

Az LDH kibocsatast harom kilénbdzé ok miatt vizsgaltuk, egyrészt az iszkémia-
reperfuziés modellink értékelésére, masréeszt, hogy meghatarozzuk a PJ34
citotoxicitasat és hatdsossagat a H9c2 sejteken, harmadrészt a kisérletes
csoportokban a nekrozisos sejtek szamanak 6sszehasonlitasara. A modell
értékelésére 100 000 H9c2 sejtet hasznaltunk és 24 6raval a reperfazié kezdete utan
végeztink méréseket. A PJ34 PARP inhibitor hatdsossaganak vizsgalatara mértiink
két sejtcsoportot melyek 10 uM illetve 100uM PJ34-el voltak elékezelve és egy
kontroll csoportot, melyen nem tértént elékezelés (2C. abra). Inkubacio utan a
kulénb6z6 csoportokbdl 10 000 sejtet helyeztiink a 12 lyukd lemez minden egyes
kompartmentjébe és mindegyik csoportot vagy vehikulummal kezeltik, vagy 400 uM
H,O,-t raktunk a sejtekre 2 érara, hogy az inhibitor hatékonysagat vizsgéljuk. A
sejtek ezt kovetben lizalasra keriltek 1% Triton-X-el vagy sejtlizalé oldattal, hogy
megkapjuk a hattér és a teljes LDH tartalmat. A harmadik esetben 24 éraval a
reperfluzié utan a sejtek feltluszéjaban mértik a teljes LDH szintet és
0sszehasonlitottuk a vehikulummal kezelt csoport (H9c2) értékeivel. Az
abszorbanciat 450 nm és 650 nm-en meértuk és ebbdl szamoltuk a citotoxicitas
mértékét. A nekrdzis mértéke mellett az oxidativ stressz mértékét is meg kivantuk
hatarozni, ezért malondialdehid mérést végeztiink a fellliszébodl. Az utdbbi években
sz&mos in vivo és in vitro modszert dolgoztak ki a malondialdehid kimutataséara [32].
A malondialdehid (MDA) szint a szimulalt iszkémiareperfuzios modellben keletkezett
lipidperoxidacié mértekét mutatja meg és tiobarbiturat savra reaktiv anyaggal
meérhetdve tehetd. A meérési protokoll limitacidja miatt itt 1 000 000 sejtet hasznaltunk.
5 oraval a szimulalt reperfazié kezdete utan 50pl-t a sejtek felliliszojabol egy reaktiv
elegyhez adtunk, mely 50ul 8,1% sodium dodecyl szulfatot, 375ul 20%-0s ecetsavat
(pH 3,5) és 150 pl desztillalt vizet tartalmazott. A keverék 375 pl frissen eléallitott,
forrasi hémeérsekletl tiobarbiturat sav (0,8%) hozzaadasaval lett teljes, majd 95T -
on egy Oran keresztil inkubaltuk. Szobahémérsékletre vald lehltés utan, 200 pl
feltluszot 96 lyukd microplatekbe osztottuk szét, majd 532 nm-en mértik az
abszorbanciat.

Aramlasi citométrias mérések

Aramlasi citometriaval 24 6raval a reoxigenizacio utan vizsgaltuk a sejteket
(FACSCalibur™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Ennek soran a
sejteket tripszinalas utan reszuszpendaltuk 250 nM calcein-AM (ex/em: 494/517 nm,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), és 350 nM ethidium-homodimer-2 (ex/em: 536/624
nm, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) tartalmd 500 ul PBS oldatban. Az aramlasi
citometria segitségével el tudtuk kuloniteni a terapiasan hozzaadott sejteket a
postiszkémias sejtektdl Vybrant DiD jelolésik alapjan (ex/em: 633/665 nm; Molecular
Probes, USA), és a megfelel6 sejtek tovabbi analizisre keriltek. A sejthalal
mértékének felmérése élé-halott festés alapjan tortént [33]. Osszefoglalva, a
maximalisan ethidium-homodimer-2 pozitiv, €s minimalisan calcein-AM negativ
sejteket tekintettiik nekrotikusnak, az ethidium-homodimer-2 negativ de calcein-AM
pozitiv sejteket pedig élének, illetve egy kilén csoportjat a sejteknek melyek



kozepesen festdédtek, apoptotikusnak (3. 4bra) Az aramlasi citometrias mérések
kiértékelése a Weasel programmal tortént (WEHI, Ausztralia)

Anyagcsere-intenzitas

A sejtproliferacio és anyagcsere-intenzitas kvantitativ mérése az él6 sejtek redukalo
képességét felhasznalva lehetséges. Szamos maodszer ismert az irodalomban, amely
ezen az elven mikodik, mi a PrestoBlue reagenst valasztottuk méréseinkhez. Az
oldat membranpermeabilis, kék szinl resazurin komponenst tartalmaz, amely nem
fluoreszcens. Az é16 sejtekben piros szinli erésen fluoreszcens resorufin vegyuletté
redukélodik. Spektrofotometrias kiértékelés esetén az abszorbancia eltolédasa
meérhetd 600 nm-rél (resazurin) 570 nm-re (resorufin).

Statisztika

Az adatok statisztikai elemzése soran varianciaanalizist és t-probat alkalmaztunk a
csoportok szamatol fuggéen. Az adatok atlagastandard hiba(SEM) forméban kerultek
megadasra. A p<0,05 érték esetén tekintettilk a killénbségeket statisztikailag
szignifikans eltérésnek.

Eredmények
Szimulalt iszkémia-reperfuzios protokoll

Az MDA vizsgalaton alapul6 oxidativ stressz szint szignifikAnsan emelkedett az
iszkémia-reperfuziés modellben (I-R: 13,70+£0,81 uM) a nem kezelt kontroll sejtekhez
képest (0,47+0,18 uM 4A abra). Az oxigén és a glik6z megvonasa az LDH-szint
szignifikans emelkedés - €éhez vezetett a fellluszdban a kontroll kdrilményekhez
képest (kontroll: 0,00+0,81%; I-R model: 29,58+6,21%; 4B. abra). Az oxigén és a
glik6z megvonasa az LDH-szint szignifikans emelkedés - éhez vezetett a
feliliszdéban a kontroll kérilményekhez képest (kontroll: 0,00+0,81%; I-R model:
29,5816,21%; 4B. abra). A PJ34 PARP inhibitor a hasznalt koncentraciokban nem
fejtett ki citotoxikus hatast a H9c2 sejtekre és szignifikansan megvédte ezeket a
sejteket a H,O, altal indukalt sérulésektdl (kontroll + H202: 35,14+1,01%; 10 uM
PJ34 + H,0; : 15,65+0,95%; 100 uM PJ34 + H,0,: 15,69+0,54%; 4C. abra).

Aramlasi citometrids mérések

A terdpiasan hozzaadott sejtek aramlasi citometrias vizsgalata az €16, az apoptotikus
és a nekrotikus populacidiban is szignifikAnsan nagyobb tulélést mutatott a PARP
inhibitoros el6kezelés esetén (H9c2: 52,02+5,01%, H9c2 + 10 uM PJ34:
63,38%4,50%, H9c2 + 100 uM PJ34: 64,99+3,47%), tovabba a PJ34 el6kezelésnél a
nekrotikus sejtek aranya csékkent (H9c2: 37,23+4,40%, H9c2 + 10 uM PJ34:
26,83+3,49%, H9c2 + 100 uM PJ34: 24,96+2,43%). Az apoptotikus sejtek aranyaban
nem volt eltérés (H9c2: 10,87+1,12%, H9c2 + 10 uM PJ34: 9,22+1,28%, H9c2 + 100
UM PJ34: 10,18+1,55%; 5A abra). A bedllitAsoknak megfeleléen nem volt
szignifikams kilonbség az I-R modell és a H9c2 kezelt csoport kdzott az élé sejtek (I-
R modell: 36,4495,05%, H9c2: 42,81+5,11%) és nekrotikus sejtek (I-R modell:
43,64+4,00%, H9c2: 37,29+4,55%) aranyat tekintve. Fontos azonban, hogy a
posztiszkémias sejtek tulélése magasabb volt, amikor PARP gatloval kezelt terapias



sejteket hasznaltunk (H9c2 + 10uM PJ34: 52,07+5,80%, H9c2 + 100 uM PJ34:
54,951+5,55%) és a nekrotikus sejtek aranya szintén csokkent (H9c2 + 10 uM PJ34:
30,18+4,60, H9c2 + 100 uM PJ34: 25,52+3,47%). Az apoptotikus sejtek aranyaban
nem volt statisztikai killénbség a csoportok k6zott (kontroll: 19,94+2,75%, HOc2:
20,23+2,62%, H9c2 + 10 uM PJ34: 17,20+2,42%; H9c2 + 100uM PJ34:
20,05+3,23%; 5B. abra).

Laktat dehidrogenaz (LDH) citotoxicitas vizsgalat

A terdpias sejtek PARP gatléval torténd el6kezelése esetén az LDH szint
szignifikansan csokkent. 10 uM és 100 uM PARP inhibitort hasznalva az LDH
kibocsatas 6,04+3,61%, illetve 8,68+3,98%-kal mutatott alacsonyabb értéket (6A.
abra).

Metabolikus aktivitas

A 10 uM PJ34 hasznélataval létrehozott PARP-gatlas szignifikAnsan serkentette a
sejtek 6sszmetabolikus aktivitasat (H9c2: 0,64+0,04; 10 uM PJ34: 0,71+0,04;
onkényes egység). A100 uM PJ34-el el6kezelt szivizomsejtek esetén csak egy nem
szignifikans trend volt kimutathato (0,68+0,04; 6B. abra).

Diszkusszi6

Tanulmanyunk soran kimutattuk, hogy a terapias sejtek PJ34-gyel torténd
elékezelése javitja a tulélésiket, és noveli a posztiszkémias sejtek életképességét is
az altalunk alkalmazott in vitro iszkémia-reperfuzios modellben.

A modellt el6sz6r az oxidativ stressz, nekrotikus tulajdonsagok vizsgalatara
kalibraltuk, majd megnéztiik a PARP-gatldszerink citotoxicitasat és hatasossagat.
Azt talaltuk, hogy az oxigén és a glik6z megvonasaval parhuzamosan nétt az MDA-
szint (ahogy ez in vivo is megfigyelhetd), illetve az LDH-méréssel kimutathato
membrankarosodas alakult ki. Igy az alkalmazott modellink megfeleléen szimulélja
az iszkémia-reperfuzios sérilést. A sejtek hozzdadasanak idépontjat részben
irodalmi adatok és részben sajat kezdeti vizsgalataink alapjan valasztottuk, utébbiak
azt sugalltak, hogy eredményesebb a sejtterapia, ha a reperfuzio kezdetét kovetd 30
perc elteltével adjuk be a sejteket.

A PARP inhibitoros el6kezelés hatasossagat aramlasi citométerrel vizsgaltuk. A
terapias sejtek PARP inihbitorral valé el6kezelése javitja sajat tuléléstiket, ekkor né a
tulélé posztiszkemias sejtek mennyisége is. Ugyanakkor kezeletlen terapias sejtek
adasa nem volt szignifikans hatassal ezen a sejtpopulacion. igy arra
kovetkeztethetlink, hogy az elékezelés miatti nagyobb tulélé terapias sejtszam
okozza a posztiszkémias sejtek javuld életképességét. Ez a hatds azonban nem
lehet a PARP-gatlé kezelés hatasa a posztiszkémias sejtekre, hiszen az elékezelés a
terapias sejtek posztiszkémias sejtekhez adasa el6tt tortént, melyet egy médiumos
atmosas kovetett, igy a PARP inhibitor nem juthatott at a posztiszkémias sejtekhez.
A PJ34 véd6 hatésa tehat a kezelés utan is tart, és az elhiz6dé PJ34 hatdsa nem
kapcsolodik az inhibitor folyamatos jelenlétéhez, de kapcsolatban allhat a sérilés
okozta pozitiv feed-back mechanizmusok végleges megszakitdsaval.

In vivo a hozzaadott sejtek az infarceralddott tertilet nagysagat csékkenthetik.
Korabbi vizsgélataink [12, 34] és mas kutatdécsoportok eredményei [10, 35] alapjan
ugy gondoljuk, hogy ez a kedvezd hatas kapcsolatos lehet részben a sejt-sejt



kapcsolatokkal és részben a terapias sejtekbdl felszabadul6 parakrin faktorokkal.
Korabbi tanulmanyok azt mutatjak, hogy a PARP inhibitorok gatoljak az adhézios
receptorok expresszibjat és a mononuklearis sejtek infiltraciéjanak mértékét
csokkentik, igy gatolva az intracellularis prooxidansok termelését [27]. Fontos
megjegyezni, hogy mivel a PARP inhibitor blokkolja a DNS-javit6 mechanizmusokat,
ezért felmerdlt, hogy potencialisan genotoxikus lehet. Ezt azonban korabbi
vizsgalatok cafoljak, egy tanulmany kimutatta, hogy a poli(ADP-ribozil)acié gatlasa
nem maodositja a genotoxicitast [36], mig egy masik bakterialis reverz mutaciés
teszttel, in vitro kromoszoma aberracio teszttel és csontvel6 micronucleus teszttel
arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a PARP gatlas nem genotoxikus [37].
Kisérleteinkben a PARP gatlassal torténd elékezelés hatasat LDH és PrestoBlue-
festédés mérésekkel vizsgaltuk. Ez a két modszer tikrozi mindkét sejtpopulacio
nekrézisdnak mértékét és metabolikus aktivitasat a sejtek hozzaadasat kdvetéen 24
ora elteltével. Az LDH értékek jelentésen csokkentek mindkét alkalmazott
koncentraciéju PJ34 el6kezelés esetében. Az elékezelés 10 uM PJ34-gyel
szignifikAnsan ndvelte a metabolikus aktivitast a sejtkulturaban szemben a kezeletlen
H9c2 populacidval, de a 100 uM PJ34 elbkezelés esetén csak egy tendencidzus
novekedeést tapasztaltunk. A PARP aktivacié erételjesebb blokkolasaval névekvé
védelmet varnank. A magasabb koncentracio kisérleteinkben azonban nem javitja a
tovabbi jotékony hatast, illetve a PrestoBlue esetén ez csak egy nem szignifikans
novekedést jelent. igy, azt gondoljuk, hogy 10 uM-os tartomanyd PJ34 teljes
meértékben gatolja a PARP enzimet a H9c2 sejtekben 1 oOra elteltével. Az az
posztiszkémias sejtek metabolikus aktivitdsat azt tikrozheti, hogy a magasabb
koncentraciéju PARP gatlok metabolikus szupressziét okozhatnak, azonban ennek a
hipotézisnek igazolasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Kovetkeztetéseinket korlatozza, hogy a két populacio egyiittes LDH és metabolikus
aktivitas szintjét mértik. Azonban ezeket a mérési modszereket gyakran hasznaljak
a sejtalapu terapiak vizsgalataban és azt gondoljuk, hogy a két csoportot jellemzé
ertékek értékes adatokat adnak tanulmanyunkhoz.

Tovabbi, a vizsgélatot limitalé tényezdk:

1. Vizsgélatainkat in vitro végeztiik, ezen vizsgélati médszer minden elényével
és hatranyaval. Hatranyt jelent, hogy a folyamatokat (pl. immunolégiai) nem
tudtuk teljes komplexitdsaban megjeleniteni/vizsgalni. Ugyanakkor elénye a
modszeriinknek, hogy standardizalhat6: a paraméterek (I-R ideje,
hédmérséklet, O2 koncentracid) konnyen kontrollalhatok, a vizsgalat
megismételhetd, a terapias €s a posztiszkémias sejtek mennyisége
meghatérozhat6. A 24 6ra kokultivacios idét kordbbi kisérleteinkre alapoztuk,
ekkor mar elegendé az id6 a sejtek kdzétti kapcsolatok kialakulasara, de még
nem torténik sejtproliferacio.

2. H9c2 sejtvonallal dolgoztunk. A vaz izom vagy patkany szivizom sejtek mellett
ezt a sejtvonalat is gyakran hasznaljdk hasonlé kisérletekben [31, 38]. A
terapias sejtjeink szintén H9c2 sejtvonalbdl kertltek ki, amely nem &ssejt és
nem human sejtvonal. Ugyanakkor korabbi kisérleteink kimutattak, hogy az
egészséges HIc2 sejtek javitjdk a szomszédos, oxidativ stresszen atesett
sejtek tuléléképességét. Sét, a hasonlé eredmény a H9c2 és az dssejtek
adasa esetén azt tukr6zi, hogy nem sziukségesek multipotens sejteket adnunk



a terapias hatas eléréséhez, ami kiszélesitheti a sejtterapiahoz sziikséges
sejtforrast.

Eredményeink 6sszhangban allnak az eddigi, el6kezeléssel kapcsolatos irodalmi
adatokkal. Yao és mtsai [21] lipopoliszachariddal el6kezelt mesenchymalis éssejteket
adtak in vivo patkanyokba. Jobb vaszkularizaciot, kisebb mértéku fibrézist talaltak a
myocardiumban, és a terapias sejtek tuléléképessége is nétt. Hahn és mtsai [22]
novekedeési faktorral el6kezelt sejteket hasznaltak és a sejtek életképességét 30
perces 0,5%-0s hypoxia utan vizsgaltak. 20%-o0s ndvekedést figyeltek meg. Ez a
hatas mennyiségileg hasonlé az altalunk is talalt PJ34 gatldszerrel elért
eredményiinkh6z a H,O, modelliinkben. Kubo és mtsai a csontveld eredeti
mesenchymalis 6ssejteket H,O,-vel 30 percen keresztll el6kezelve a vaszkularis
endothelialis ndvekedési faktor szintjenek novekedését és az endothelsejt felé
torténd differenciaciot figyelték meg [20]. Mangi és mtsai a terapias sejtek retroviralis
aton kialakitott Aktl tulexpresszidjat allitotta be, s ez a sziv hatékonyabb
muikoddésehez vezetett [23]. Ugyanakkor ismereteink szerint a mi vizsgalatunk az
elsé kvantitativ életképességi adatokat felmutatd vizsgalat, amelyben a terapias
sejtek el6kezelése a posztiszkémias sejteken Iévd valtozast is bemutatja.
Osszefoglalva tehat a PARP-inhibitorral el6kezelt sejtek hozzaadasa stlyosan
karosodott szivizomsejtekhez javithatja a tulélést és cstkkentheti a nekrozist egy in
vitro sejtterapias iszkémia-reperfazié modellben. Ez a megkéozelités (1 ha human
sejtes, illetve in vivo vizsgalatokban is megerdésitést nyer - hatékonyabb sejtalapu
terapidhoz vezethet egy viszonylag egyszer( és gazdasagos el6kezelési folyamattal.
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