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Rövidítések jegyzéke 

 

∆µH+ hidrogén ion kémiai potenciálkülönbsége a membrán két oldalán 

ADP adenozin-diszfoszfát 

AKM zsírszövet eredetű őssejttel kondicionált médium 

AKT/PKB protein kináz B 

ALS amiotrófiás laterálszklerózis 

ASC zsírszövet eredetű mesenchymális őssejt 

ATP adenozin-triszfoszfát 

AU önkényes egység 

Bcl-2 B-sejt limfóma 2 fehérje 

Bcl-xL B-sejt limfóma extra nagy fehérje 

bFGF bázikus fibroblaszt növekedési faktor  

BMC csontvelő eredetű sejtek 

BMSC csontvelő eredetű mesenchymális őssejt 

CD differenciációs klaszter 

CFU-F kolóniaformáló egység – fibroblaszt 

Cyt c citokróm c 

CSP szív eredetű side populáció 

Da Dalton 

DMSO Dimetilszulfoxid 

DNA-PK DNS-függő protein kináz 

DNS Dezoxiribonukleinsav 

EB embrioid test 

EDV végdiasztolés térfogat 

EF ejekciós frakció 

EKG Elektrokardiográfia 

ESC embrionális őssejt 

EthD ethidium homodimer 

FACS fluoreszcencia aktivált sejtválogatás és analízis 

FAD flavin-adenin-dinukleotid oxidált forma 

FADH2 flavin-adenin-dinukleotid redukált forma 
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FGF fibroblaszt növekedési faktor 

FITC fluoreszcein-izotiocianát 

G-CSF granulocita kolónia stimuláló faktor 

H2O2 hidrogén-peroxid 

hASC humán zsírszövet eredetű mesenchymális őssejt 

hBMSC humán csontvelő eredetű mesenchymális őssejt 

HGF hepatocita növekedési faktor 

HIF-1α hipoxia-indukált faktor 1α 

HLA humán leukocita antigén 

IGF inzulinszerű növekedési faktor 

IL Interleukin 

iPS indukált pluripotens őssejt 

LDH laktát-dehidrogenáz 

LVEF balkamrai ejekciós frakció 

LVESV balkamrai végszisztolés volumen 

LVF balkamra funkció 

MDA Malondialdehid 

MEF miocita specifikus enhancer faktor 

MHC miozin nehéz lánc 

MLC miozin könnyű lánc 

MMP mátrix metalloproteináz 

MSC mesenchymális őssejt 

NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid 

NAD+ nikotinamid-adenin-dinukleotid oxidált forma 

NADH nikotinamid-adenin-dinukleotid redukált forma 

NF-κB nukleáris faktor-κB 

NK sejt természetes ölő sejt 

NO- nitroxil anion 

NO+ nitrózium kation 

O2
- szuperoxid anion 

ONOO- Peroxinitrit 

PAR poli(ADP-ribóz) 

5 
 



PARP poli(ADP-ribóz) polimeráz 

PCI perkután koronária intervenció 

PE Fikoeritrin 

Pi foszfát anion 

Q koenzim Q, ubikinon 

QCP szétkapcsoló fehérje 

QOL Életminőség 

RNS reaktív nitrogénfajták 

ROS reaktív oxigénfajták 

SAE súlyos kedvezőtlen esemény 

SCF őssejt faktor 

SDF-1 stromális sejt eredetű faktor 1 

SDS nátrium-dodecil-szulfát 

TBA tiobarbitursav 

TGF-β transzformációs növekedési faktor β 

TIMP metalloproteináz szöveti inhibítor 

TNF-α tumor nekrózis faktor α 

VEGF vaszkuláris endoteliális növekedési faktor 

XRCC1 röntgen repair kereszt-komplementáló protein 1 
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1 Bevezetés 
 

1.1 Iszkémiás szívbetegségek - szívinfarktus 

 

A szív- és érrendszeri betegségek komoly egészségügyi és társadalmi problémát 

jelentenek. Legjelentősebb ezek közül - részben gyakorisága és hosszú távú 

életminőséget hátrányosan befolyásoló hatása, valamint nem utolsó sorban magas 

költségei és ennek társadalmi kihatásai miatt - a stroke és a miokardiális infarktus. 

 

1.1.1 Demográfia 

 

A gyors ipari és technológiai fejlődés következtében a várható élettartam jelentősen 

növekedett. A fertőzések vakcinákkal, antibiotikumokkal történő kezelése, a 

transzfúziós lehetőségek, a pontosabb diagnosztikai eljárások, illetve a modern 

műszerek és gyógyszerek segítségével a betegségek akut szakaszának kezelése sokat 

fejlődött. Ugyanakkor megfigyelhető a munkakörülmények megváltozása, a 

mozgásszegény életmód, az egészségtelen étrend elterjedése. Az Eurobarometer adatai 

szerint a felmérésükbe bevontak 59%-a egyáltalán nem, vagy csak ritkán végez 

testgyakorlatokat vagy vesz részt sportjátékokban és 30% nem végez egyéb fizikai 

tevékenységet sem (mint például kerékpározás, tánc vagy kertészkedés) [1]. A fentiek 

következtében a szív- és érrendszeri, valamint a daganatos betegségek kerültek előtérbe, 

jelenleg a krónikus betegek ellátása, gondozása a legnagyobb feladat.  

Az European Heart Network 2012-es adatai alapján [2] Európában a mortalitás 46%-a 

szív- és érrendszeri megbetegedés következménye. Magyarországon még szomorúbb 

képet mutatnak az adatok: minden második halálozás kardiovaszkuláris betegség 

következtében történik (1. ábra). Noha a gyógyszeres és műtéti eljárások fejlődése 

következtében a betegek 90-95%-a túléli az első szívinfarktust [3], azonban a súlyos 

szívinfarktus utáni kompenzatórikus mechanizmusok szívelégtelenség kialakulásához 

vezethetnek [4], amelynek morbiditási és mortalitási (2. ábra) adatai emelkednek [5, 6]. 

A szív- és érrendszeri betegségek komoly gazdasági problémát is jelentenek. Az 

Európai Unióban a szív- és érrendszeri betegségekkel kapcsolatos teljes ráfordítás 

évente 196 milliárd euro. Az Európai Unióban a teljes egészségügyi költség 9%-át, 
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Magyarországon a teljes egészségügyi költség 14%-át ezen betegségek kezelésére 

fordítják [2]. Mindez aláhúzza új terápiás módszerek kidolgozásának igényét. 

 

 

1. ábra: Európa és Magyarország mortalitási adatai. Nichols és mtsai, European 

Heart Network 2012, 2012: 14-15, 119 [2] 

 

 
2. ábra: Szívelégtelenséggel kapcsolatos kórházi kezelések száma az Amerikai 

Egyesült Államokban 1979-2009 között. - Roger és mtsai Circulation 2012, 125: e2-

e220 [6] 
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1.1.2 A miokardiális infarktust követő szívizom-károsodás folyamata 

 

1.1.2.1 Iszkémiás károsodás 

Az iszkémia a szöveti vérellátás hiányát jelenti, az artériás áramlás akadályozottsága 

vagy a vénás elvezetés csökkenése miatt. Az oxigénhiány mellett magában foglalja a 

glükóz és egyéb vér által szállított metabolitok hiányát is, valamint a sérült vérellátású 

területeken a káros metabolikus végtermékek feldúsulását. Az iszkémiás állapot a 

szövetállományban diszfunkciót, sérülést és sejtpusztulást okoz. Az iszkémiára 

legérzékenyebb szervek az agy, a szív és a vesék, hiszen fiziológiás körülmények közt 

energianyerésük aerob metabolizmus útján történik. Az iszkémiás szívbetegségek 

leggyakoribb oka az ateroszklerózis, de hátterében állhat koronária-vazospazmus, vagy 

embolizáció is [7].  

A vérellátás elégtelensége esetén az aerob szövetek egy biokémiai reakciósorozattal, az 

iszkémiás kaszkáddal reagálnak. Ennek során proteolitikus enzimek, reaktív 

oxigénfajták és egyéb ártalmas molekulák szabadulnak fel, ami végső soron a szövet 

pusztulásához vezet.  

Az oxigénhiány miatt a sejtek anaerob metabolizmusra állnak át, aminek következtében 

tejsav halmozódik fel, s kisebb hatékonysága miatt az ATP szintje csökken.  Az 

alacsonyabb ATP-mennyiség miatt a sejtek Na+-K+-ATP-áz működése elégtelenné 

válik, a sejtbe Na+ áramlik be és K+ áramlik ki belőle. A magasabb Na+ szint a 

miokardium sejtjeiben a Ca2+-Na+-cseremechanizmus korábbi ionáramlását is 

megváltoztatja, a Ca2+ szintje megemelkedik, a sejtekben Ca2+-függő enzimek 

aktiválódnak:  

• calpainok: Ca2+-függő nem lizoszomális cisztein proteázok, fokozott aktivitásuk 

szabályozatlan proteolízishez vezet, 

• endonukleázok, 

• ATP-ázok, 

• foszfolipázok. 

A foszfolipázok a plazmamembránt és az sejtorganellumok membránját károsítva 

jelentősen fokozzák azok permeabilitását. A mitokondriális membrán sérülése csökkenti 

az ATP termelést, a plazmamembrán károsodás az ozmotikus egyensúly további 

romlásához vezet, míg a lizoszómák sérülése emésztőenzimek felszabadulását okozza. 
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A lizoszomákból felszabadult enzimek a sejt komponenseinek enzimatikus emésztését 

és sejtnekrózist von maga után. 

Az aktivált proteolitikus enzimek által a xantin-dehidrogenáz xantin-oxidázzá 

konvertálódik [8]. Az iszkémia során esetén az ATP metabolizmus lebomlási terméke, a 

hipoxantin feldúsul, melyet a xantin-oxidáz xantinná, majd húgysavvá alakít, a 

reakcióban melléktermékként szuperoxid anion képződik, ami a legtöbb reaktív 

oxigénfajta (ROS) prekurzora. A reaktív oxigénfajták három fő úton fokozzák a sejt 

károsodását. Egyrészt a telítettlen zsírsavakkal reagálva lipidperoxidációt okoznak, 

amely tovább fokozza a membránkárosodást. Másrészt a fehérjékkel reagálva 

fragmentációt és szulfhidril-mediált keresztkötéseket hoznak létre, amely az érintett 

fehérjék degradációjához vagy enzimaktivitásuk elvesztéséhez vezethet [7]. Végül a 

DNS timin alegységével reagálva egyszál töréseket hoznak létre. Az endonukleázok és 

reaktív oxigénfajták által kiváltott súlyos DNS károsodás az apoptotikus sejthalál 

indukálásához vezet. 

A növekvő Ca2+ mennyiség hatására a mitokondriumok pórusai kinyílnak. Ezek a 

pórusok lehetővé teszik az 1500 Da-nál kisebb molekulák átjutását a mitokondrium 

membránjain, aminek következtében a membránpotenciál összeomlik, a mitokondriális 

energiatermelés leáll. A pórusokon az elektrontranszport-lánc egyes komponensei is 

képesek távozni, ilyen például a citokróm c, amely kijutva a citoplazmába, részt vesz a 

kaszpáz-függő apoptotikus út indukálásában. 

Ezenkívül a pórusokon átjutó molekulák megbontják az ozmotikus viszonyokat, ami a 

mitokondrium duzzadásához és líziséhez vezethet. Az oxidatív stressz következtében a 

légzési lánc komplexeit alkotó fehérjék is károsodnak a ROS és a keletkezett reaktív 

aldehidek által. A fentiek az elektrontranszportlánc sérült működéséhez vezetnek, 

melynek következtében elektronok hagyják el a láncot [9] és szabad gyökök, reaktív 

oxigén- és nitrogénfajták keletkeznek további károkat okozva a sejtben. 

A sejtkárosodás mértékétől függően a sejtek kétféle módon válaszolhatnak az őket ért 

károsító ingerre. Ha az ártalom enyhe, a morfológiai és funkcionális elváltozások 

reverzibilisek, a membránsérülés sem súlyos és nincs kariolízis sem, bár komoly 

szerkezeti és funkcionális károsodások jöhetnek létre. Ha az ártalom nagymértékű vagy 

folyamatosan éri a sejteket, a sérülés irreverzibilissé válik, a sejt elhal apoptózis vagy 

nekrózis útján (3. ábra). 
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3. ábra: Az iszkémiás kaszkád. ATP –adenozin-triszfoszfát, CytC – citokróm c, 

O2 – oxigén, RNS - reaktív nitrogénfajták, ROS – reaktív oxigénfajták 

 

Állatkísérletes modellekben a miokardium a teljes okklúziót követően mintegy 20 

perccel kezd elhalni [10], a folyamat a szubendokardium felől a szubepikardium 

irányába halad. Négy órán túli teljes okklúzió esetében a károsodás nagy 

valószínűséggel irreverzibilis. A rekanalizációs eljárások elvégzésére tehát mindössze 

négy óra áll rendelkezésre [11]. A gyors reperfúzió csökkenti a lézió nagyságát és 

javítja a prognózist. 

 

1.1.2.2 Reperfúziós károsodás 

Noha a korai reperfúzió kulcsfontosságú a szöveti károsodás minimalizálásában, ismert, 

hogy a reperfúzió a fokozott ROS képződés miatt káros következményekkel is jár [12]. 

Az oxigén és a tápanyagok hiányában egy olyan állapot alakul ki, melyben a keringés 

visszaállítása a normál funkció visszanyerése helyett szöveti gyulladással, oxidatív 
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károsodással jár. Ennek hátterében egyfelől az áll, hogy az iszkémia miatt a sejtek 

sérülnek, egy részük nekrotizál, és gyulladáskeltő anyagok szabadulnak fel belőlük. 

Másrészt a reperfúzió során relatív oxigén-túlkínálat jön létre, amely pedig oxidatív 

stresszhez vezet. Ez a sejtekben protein-, DNS- és plazmamembrán-károsodásokat okoz. 

A sejtben a szabad gyökök a redox szignál révén jelet adhatnak az apoptózishoz. A 

membrán sérülése miatt pedig a szabad gyökök kiszabadulnak az intersticiális térbe, 

gyulladást okozva. Reperfúzió alatt a mitokondriális légzési lánc komplexei, főleg a 

komplex I és komplex III a fő forrásai a reaktív oxigénfajtáknak [9], ezért központi 

szerepük van a posztiszkémiás miokardiális károsodásokban (4. ábra). 

 
4. ábra: Szuperoxid anion keletkezése a légzési elektrontranszportlánc 

komplexeinél. ∆µH+ - Hidrogén ion kémiai potenciálkülönbsége a membrán két oldalán, 

ADP – adenozin-diszfoszfát, ATP – adenozin-triszfoszfát, Cyt c – citokróm komplex, 

FAD - flavin-adenin-dinukleotid oxidált forma, FADH2 - flavin-adenin-dinukleotid 

redukált forma, NAD+ - nikotinamid-adenin-dinukleotid oxidált forma, NADH - 

nikotinamid-adenin-dinukleotid redukált forma, O2
- - szuperoxid anion, Pi – foszfát 

anion, Q – koenzim Q, QCP - szétkapcsoló fehérje. Brownlee, Nature 2001, 414: 813-

820 [13] 

 

A miokardiális infarktus akut fázisában és különösen a reperfúzió során leukociták 

migrálnak az infarktus által érintett területre és ott számos gyulladáskeltő faktort, többek 

közt interleukinokat és ROS-t kibocsátva lokális gyulladást okoznak és tovább 

12 
 



súlyosbítják a szöveti sérülést. Emellett az összetapadt leukociták elzárhatják a kisebb 

kapillárisokat újabb iszkémiát okozva. A makrofágok citokinek hatására fokozzák 

nitrogén-monoxid szintáz expressziójukat, ami L-arginin szubsztrátból NO-t termel 

[14]. A keletkezett NO-ból a mikrokörnyezettől függően különböző reaktív 

nitrogénvegyületek keletkezhetnek, mint például a nitrózium kation (NO+), nitroxil 

anion (NO¯), illetve szuperoxiddal reagálva a különösen reaktív peroxinitrit (ONOO¯) 

[15]. 

 

1.1.2.3 Szöveti helyreállító folyamatok 

A koronária elzáródását követő súlyos hipoxiás környezetben a kardiomiociták 

nekrózisa gyulladásos válasz kialakulásához vezet, amely magába foglalja különböző 

citokinek és kemokinek felszabadulását, amit a neutrofilek és a makrofágok 

bevándorlása követ [16]. A gyulladásos reakció megtisztítja a miokardiumot a sejt- és 

extracelluláris mátrix törmeléktől, és aktiválja a reparatív folyamatokat. Azonban az 

elhúzódó gyulladás a nagy kardiomiocita veszteség, az extracelluláris mátrix változásai 

és a neovaszkularizáció kedvezőtlen remodellinghez és kamrai diszfunkcióhoz vezet. 

A gyulladásos válasz részeként neutrofil granulociták hagyják el a cirkulációt és 

infiltrálódnak a sérült miokardium területére. Itt proteolitikus enzimeket és reaktív 

oxigén fajtákat (ROS) szekretálnak és eltakarítják a sejt- és extracelluláris mátrix 

törmeléket [17, 18]. A sérült miokardium területén a makrofágok egy bifázisos 

aktiváción mennek keresztül. Ez egy pro-inflammatorikus fázissal (szintén ismert mint 

M1 vagy klasszikus aktivált) kezdődik, amit egy átfedő anti-inflammatorikus (M2 vagy 

alternatív aktivált) fázis követ [19, 20]. A makrofágok átváltása M1-ből M2 fázisba a 

miokardiális infarktus utáni szöveti helyreállító folyamatok kulcsfontosságú eseménye 

[21, 22]. 

Noha a gyulladásos válasz kritikus szerepet játszik a sejttörmelék eltakarításában és a 

sebgyógyulás beindításában, a túlzott válasz hosszú távon olyan súlyos 

következményekkel járhat, mint például a ruptúra [23]. A halott sejtek és törmelék 

eltávolítása után a sérült kamrafal súlyosan meggyengül. Fibroblasztok osztódásba 

kezdenek és migrálnak a sérült terület felé, ahol miofibroblasztokká differenciálódnak. 

Az infarktust követő alacsony oxigénszint miatt sok angiogenikus faktort – így például 

vaszkuláris endoteliális növekedési faktort (VEGF), bázikus fibroblaszt növekedési 
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faktort (bFGF) - bocsátanak ki, amely új vérerek képződését okozza az infarktus 

területén [23]. Később, az érés fázisában a miofibroblasztok nagy mennyiségben 

termelnek extracelluláris mátrix fehérjéket, amik közt a kollagén a fő komponens. 

Ennek következtében a granulációs szövet helyére lassan egy merev fibrotikus 

hegszövet képződik. Majd a miofibroblasztok apoptózison mennek keresztül, érett, 

kollagénben gazdag hegszövetet hagyva hátra. 

A miokardiális infarktus az infarktus által közvetlenül érintett terület mellett az egész 

kamrafalra hatással van. A kamrafal meggyengülése az infarktus expanzióját okozza. A 

szívizomszövet hegszövettel való pótlása megnöveli a megmaradt életképes szövetre 

jutó kontrakciós erőket. A megnövekedett kamrafal feszülés késői remodelling-et okoz, 

amely magában foglalja a túlélő kardiomiociták hipertrófiáját és különböző változásokat 

a kamrafal szerkezetében. A balkamra megnagyobbodik és a kamrafal elvékonyodik 

[24]. A balkamra remodelling egy időfüggő folyamat, amely erősen függ az infarktus 

által érintett terület sérülésének mértékétől. Habár a remodelling nagyrészt megáll, 

amikor a hegszövet tenzilis ereje ellensúlyozza a feszítő erőket, azonban sohasem lesz 

képes teljesen kompenzálni az elvesztett kardiomiocitákat. 

 

1.1.2.4 Komplikációk 

Ha a kipumpált vér nem elégséges, hogy ellássa a szervezet szöveteit kardiogén sokk 

alakul ki, azaz a megfelelő bal kamrai töltőnyomás ellenére lecsökken a vérnyomás és a 

véráramlás [25]. A szívinfarktus által érintett terület nem feltétlenül nyeri vissza teljesen 

a munkaképességét. Az elhalt rész szisztolékor nem összehúzódik, hanem épp 

ellenkezőleg, egy kicsit tágul, ennek következtében aneurizma, ruptúra, életveszélyes 

szívtamponád alakulhat ki [26]. A sérült szövetek elektromos karakterisztikája is 

megváltozik, ezért gyakori komplikációk az aritmiák. Ha az iszkémia kihatással volt a 

szemölcsizmokra, akkor billentyűzavarokat is kiválthat. A gyulladás kiterjedhet a 

szívhártyára is, perikarditisz alakulhat ki. 

Hosszú távon az elhalt szövet gyulladásos reakciók során kötőszövetté alakul át. A 

kötőszövet kevésbé rugalmas, így javítja a kontrakció hatásfokát, azonban ha túl nagy 

részre terjed ki, akkor akadályozhatja a feltöltődést a diasztolé során. A kisebb 

működőképes szívizomtömeg a pumpafunkció gyengülését okozhatja, ezért a 

szívinfarktus egyik gyakori és rendkívül súlyos következménye a szívelégtelenség [27]. 
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Jelenleg a szívelégtelenség leggyakoribb oka a korábbi miokardiális infarktus [28]. Az 

Amerikai Egyesült Államokban az első miokardiális infarktus utáni 5 évben a betegek 

20%-ánál alakul ki szívelégtelenség. Noha az akut miokardiális infarktus okozta 

halálozás a revaszkularizációs terápiák következtében folyamatosan csökken, a 

szívelégtelenség okozta morbiditás és mortalitás emelkedik [5]. 

 

1.1.3 Terápiás lehetőségek 

 

Kialakult akut iszkémiás betegség esetén az azonnali kezelés célja a vérellátás minél 

előbbi visszaállításával az érintett szívizom minél nagyobb részét megmenteni és 

megelőzni a további komplikációkat. 

Infarktus gyanúja esetén aszpirin - a gyors felszívódás érdekében lehetőleg elrágva – és 

glicerin-trinitrát bevétele javasolt a kórházba szállítás közben [29]. A könnyen elérhető 

automata defibrillátorok és az azonnali segélyhívás nagyban növeli a sikeres kezelés 

esélyét, ugyanis a szívinfarktus gyakran okoz életveszélyes aritmiákat. Ha a beteget 

akut miokardiális infarktus gyanúval szállítják be és ST szegmens emelkedése van, 

vagy új szárblokk észlelhető a tizenkét elvezetéses EKG-n, feltételezik, hogy 

elzáródásos trombózisa van egy epikardiális koronária artériában, ezért azonnali 

reperfúziós kezelésre szorul: trombolitikus terápia, szívkatéteres értágítás, vagy ezek 

sikertelensége esetén bypass műtét által [30, 31]. Az elzáródott koronária 

megnyitásának egyik lehetséges módja az akut perkután transzluminális koronária 

ballon angioplasztika vagy más néven perkután koronária intervenció (PCI). 

Rendszerint az arteria radialison keresztül vezetik be a katétert az aorta szájadékához, 

majd az elzáródott területre, ahol túlnyomásos ballonnal tágítják az elzáródott 

érszakaszt és ma már rutinszerűen végeznek thrombus-aspirációt is. A tágítás után 

sztentet helyeznek be az újabb szűkület kialakulásának megelőzésére, ugyanis az 

érszakasz általában gyulladás miatt újra összeszűkül (resztenózis). Gyorsan elvégzett 

PCI-vel 65%-ról 95%-ra emelhető az elzáródott artériában a véráramlás 

visszaállításának az esélye [32-34]. A bypass műtét során a páciens egy saját artériáját 

vagy vénáját implantálják, hogy a szűkült vagy elzáródott érszakaszt kikerüljék. A 

műtét nem végezhető el közvetlenül az infarktus után, először stabilizálni kell a beteget. 

Ezt a beavatkozást általában akkor alkalmazzák, ha komplikációk lépnek fel. Két vagy 
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több érintett ér esetén a bypass műtéttel kezelt betegek túlélési esélye nagyobb, mint 

PCI kezelés esetén [35]. Mivel az akut koronária elzáródás patomechanizmusában 

alapvetően az ateroszklerotikus plakk, illetve annak ruptúrája játszik szerepet, a 

gyógyszeres kezelés ezt a mechanizmust célozza. A trombolitikus gyógyszerek a már 

meglévő vérrögök feloldását célozzák, a mellettük alkalmazott véralvadásgátlókkal, 

pedig új vérrögök keletkezését és a meglevők növekedését gátolják. Trombolitikus 

terápiát a tünetek fellépését követő tizenkét órában végeznek, ha az akut intervenció 

lehetősége 90 percen belül nem érhető el, a legjobb eredményeket az első két órában 

beadott gyógyszerek mutatják. Tizenkét óra után a terápiával járó veszélyek 

meghaladják a hasznosságát [36]. A trombolízis előnye, hogy nem igényel speciális 

felszerelést, az intravénás gyógyszer akár már a helyszínen beadható. Hátránya, hogy 

lényegesen nagyobb a vérzéses szövődmények száma, és a korai reinfarktusok is 

magasabb arányban fordulnak elő [37-39]. 

Ha a fenti kezelések ellenére a csökkent pumpafunkció képtelen a keringés 

fenntartására, szívelégtelenség jön létre. Ebben az esetben invazív keringéstámogató 

eljárások alkalmazására van lehetőség. Ilyen például az ún. „left ventricular assisting 

device”, melynek egyik kanüljét a bal kamrába, a másikat az aortába vezetik. A gép 

mechanikusan áramoltatja a vért egyik kanülből a másikba. Ez az eljárás azonban 

alapvetően csak átmeneti, „bridge” terápiát képez a szívátültetésre való várakozás során. 

A kamrafal szerkezeti változásaival járó krónikus szívelégtelenségben egyelőre az 

egyetlen definitív terápiás lehetőség a szívátültetés [40]. Elérhetőségét a donorok 

alacsony száma, és az esetleges immunológiai inkompatibilitás korlátozza [41]. 

A miokardiális infarktus jelenlegi kezelései a szív normál keringésének visszaállítását 

célozzák az elzáródott érszakasz megnyitásával vagy bypass-ával. Bár ezek az eljárások 

drasztikusan növelik a várható élettartamot - a gyógyszeres és műtéti eljárások fejlődése 

miatt a betegek 90-95%-a túléli az első szívinfarktust [3] - egyik sem kezeli a 

kontraktilisszövet-veszteséget és ennek utólagos merev fibrotikus hegszövettel való 

pótlását. Mindkét említett esemény a túlélő szövet kompenzatórikus remodellingjét és a 

szívfunkció csökkenését eredményezi, ami végső esetben szívelégtelenséget okoz [4]. 

Jelenleg a szívelégtelenség leggyakoribb oka a miokardiális infarktus [28] és nem áll 

rendelkezésre terápia, amely vissza tudná fordítani a szívfunkció hanyatlását [42], ami 

felveti új stratégiák kidolgozásának szükségességét. 
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1.2 Sejtalapú terápiák 

 

A regeneratív medicina egy új és gyorsan fejődő terület. Daar és Greenwood 

meghatározása szerint a regeneratív medicina „sejtek, szövetek vagy szervek  

helyreállítása, pótlása vagy regenerációja a sérült funkció helyreállítása céljából” [43].  

Az elképzelés szerint a sérült területre lokálisan beadott sejtek új szívizomszövetté 

differenciálódnak a szívizom regenerációját fokozva. Továbbá lehetséges, hogy ezek a 

sejtek citokineket és növekedési faktorokat termelnek amelyek serkenthetik az 

angiogenezist és a vérellátás helyreállását, illetve befolyásolhatják a remodellinget [40]. 

A felnőtt szív tartalmaz olyan sejteket, melyek nem teljes mértékben differenciáltak, 

képesek visszalépni a sejtciklusba és mitotikus osztódáson átesni a miokardiális 

infarktust követően. Ennek ellenére a miokardium nagyon csekély mértékű megújulásra 

képes [44]. Mivel miokardiális infarktus után a felnőtt szív sejtjei képtelenek a sérült 

szövet pótlásához megfelelő mértékű proliferációra előtérbe kerültek a sejtalapú 

terápiák a sérült szív gyógyítására. 

 

A miokardiális infarktus utáni sejtterápiás kutatások legtöbb esetben őssejteket 

használnak. A korlátozottabb differenciációs képességű sejtek közt a szkeletális 

mioblasztok, az endotheliális progenitor sejtek valamint a több különböző 

sejtpopulációt tartalmazó csontvelő eredetű mononukleáris sejtek és az ugynevezett 

„processed lipoaspirate” említhetők meg. 

A szkeletális mioblasztok egy izombiopsziából könnyen izolálható és sejtkultúrában 

jelentősen felszaporítható sejttípus. Előnyük, hogy viszonylag rezisztensek a hipoxia 

indukált apoptózisra [45]. Állatkísérletek során az iszkémiás sérülésen átesett 

szívizomszövetbe injektált mioblasztok funkcionális javulást értek el [46-48]. Annak 

ellenére, hogy képesek beépülni az infarktus területére, a mioblasztok nem képesek a 

szinkronizált működéshez kiemelten fontos gap junction kapcsolatokat a rezidens 

kardiomiocitákkal [49], amely potenciálisan arrithmiák kialakulásához vezethet. 

Jelenleg is folyik a MARVEL vizsgálat (NCT00526253), amely a miokardiális infarktus 

utáni mioblaszt transzplantáció biztonságosságát és hatékonyságát vizsgálja. 

A miokardiális infarktus utáni endotheliális progenitor sejt transzplantáció javította a 

neovaszkularizációt és a bal kamrai funkciót miokardiális infarktus patkány 
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modelljében [50]. Jelenleg is folyik a fázis 2-es IMPACT-CABG vizsgálat 

(NCT01033617), amely CD133 endotheliális marker alapján szelektált csontvelői 

sejteket injektál miokardiális infarktus vagy szívelégtelenség következtében végzett 

koronária artéria bypass graft műtétek során. 

A csontvelő eredetű mononukleáris sejtpopuláció tartalmaz heamotopoetikus őssejteket, 

mesenchymális őssejteket és endotheliális progenitor sejteket, azonban ki kell 

hangsúlyozni, hogy jelentős része nem őssejt. Ezekből a sejtpopulációkból a 

mesenchymális őssejteket a sejtkultúrás tenyésztőedény műanyag felületéhez való 

kitapadás alapján lehet kiszelektálni. Azonban több vizsgálat (NCT00442806, 

NCT00279175) is használja ezeket a kevert sejtpopulációkat, az izolálás gyorsasága és a 

több különféle sejttípus esetleges egymást kiegészítő hatásmechanizmusai miatt. 

Ugyanígy a zsírszövet eredetű processed lipoaspirate vagy stromal vascular fraction, 

melyet például az APOLLO vizsgálatban (NCT00442806) használtak szintén egy kevert 

sejtpopuláció, amelynek nagy része nem őssejt. 

 

1.2.1 Őssejtek 

 

Az emberi szervezet az őssejtek által rendelkezik egy endogén regenerációs és 

helyreállító mechanizmussal. Mára csaknem minden szövettípusban kimutatták őssejtek 

jelenlétét. Az első őssejtekkel kapcsolatos kutatás Becker munkacsoportjához fűződik 

[51]. Besugárzott egerekbe injektáltak csontvelő eredetű sejteket és észrevették, hogy az 

állatok lépében csomók keletkeznek, a beinjektált sejtek számával arányosan. Arra 

jutottak, hogy minden egyes csomó egyetlen csontvelő eredetű sejtből származik. 

Később bebizonyították, hogy ezek a sejtek látszólag végtelen számú osztódásra 

képesek. Definíció szerint az őssejtek két esszenciális tulajdonsággal rendelkeznek: az 

önmegújítás képessége (azaz a populációjuk fenntartása mitotikus osztódásokkal) és az 

a képesség, hogy megfelelő körülmények között különböző szövetspecifikus sejtekké 

képesek differenciálódni [52]. Differenciációs potenciálon alapuló csoportosításuk 

szerint megkülönböztetünk totipotens, pluripotens, multipotens, oligopotens és 

unipotens sejteket. A totipotens sejtek képesek mind embrionális, mind 

extraembrionális irányba differenciálódni, teljes, életképes szervezetet tudnak 

létrehozni. Ilyen sejt a zigóta és annak az első néhány osztódásával létrejövő utódsejtjei. 
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A pluripotens sejtek a totipotens sejtek leszármazottjai, melyek mindhárom csíralemez 

irányú differenciálódásra képesek. A multipotens sejtek egymással közeli rokonságban 

levő sejttípusokká képesek alakulni, ebbe a csoportba tartoznak például a 

mesenchymális őssejtek. Az oligopotens sejtek csak korlátozott differenciációra 

képesek, mint például a limfoid vagy mieloid őssejtek. Az unipotens sejtek pedig csak 

egyfajta sejtté képesek alakulni, de megvan bennük az önmegújítás képessége, ami 

megkülönbözteti őket a nem-őssejtektől. 

Több elmélet született az őssejtek sejtvonal-determinációjának magyarázatára. Az egyik 

legprominensebb az őssejtek mikrokörnyezetének az úgynevezett stem cell niche-nek 

tulajdonít kulcsszerepet. A niche magában foglalja a sejt és a környező extracelluláris 

mátrix közti interakciót valamint az intercelluláris kommunikációban résztvevő 

jelzőmolekulákat. Ez a háromdimenziós mikrokörnyezet befolyásolja vagy irányítja a 

génexpressziót és fenntartja az őssejtek önmegújító képességét vagy irányítja 

differenciációjukat [53, 54]. Az elmélet szerint a niche erős befolyásával lenne 

magyarázható a felnőtt őssejtek plaszticitása, amikor az őssejt differenciációs 

potenciáljának nem megfelelő terminálisan differenciált sejteket hoz létre. Beszámoltak 

többek közt izomba implantált humán neuronális őssejt vázizom irányú 

differenciálódásáról [55], valamint idegszövetbe implantált csontvelő eredetű sejtek 

idegsejtté differenciálódásáról [56, 57]. A transzdifferenciáció jelensége, amikor egy 

terminálisan differenciálódott sejt egy másik sejttípussá alakul szintén a niche hatásával 

lenne magyarázható: például májsejtek szigetsejtté transzdifferenciálódása [58]. 

Az őssejtterápiák magukban hordozzák a szöveti helyreállító folyamatok segítésén kívül 

a sérült szívizom regenerálásának és a szívfunkció visszaállításának ígéretét is [5]. 

 

1.2.2 Őssejt típusok 

 

Az őssejtek eredetük szerint három fő csoportra oszthatók fel: embrionális őssejtekre, 

felnőtt szervezetből származó őssejtekre, illetve indukált pluripotens sejtekre. Létezik 

még néhány, ebbe a három csoportba nem egyértelműen besorolható őssejt is, mint az 

amnionfolyadékból és a köldökzsinórból nyert őssejtek. 
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1.2.2.1 Embrionális őssejtek 

Egér eredetű embrionális őssejtek izolálását először 1981-ben a Nobel-díjas Sir Martin 

John Evans csoportja publikálta [59]. Humán embrionális őssejtek sikeres izolálására 17 

évet kellett várni, 1998-ban James Thomson csoportjának sikerült [60]. Jelenleg több 

száz embrionális őssejt vonallal rendelkezünk. 

A pluripotens embrionális őssejtek 5-6 napos blasztociszták embriócsomójából 

származnak. A humán blasztociszták forrása jelenleg in vitro megtermékenyítésből 

származó számfeletti embriók, illetve klónozás (nukleáris transzfer) amely során a 

donor sejt nukleuszát egy enukleált oocitába helyezik. 

Jellemzőik a magas alkalikus foszfatáz és telomeráz aktivitás, illetve bizonyos 

antigének (SSEA–3 és 4, TRA–1–60 és 81) jelenléte [61].  

In vitro tenyésztésük speciális körülményeket igényel. A jelenleg általánosan 

alkalmazott sejtkultúrában az embrionális őssejteket egy a növekedésükhöz szükséges 

faktorokat termelő fibroblaszt rétegen, speciális médium felhasználásával tenyésztik. A 

klinikai felhasználáshoz egy testidegen molekuláktól mentes kultúra megteremtése 

kiemelt fontosságú [62, 63]. 

A szuszpenzióban növesztett ESC-k spontán celluláris aggregátumokat formálnak, 

melyeket embrioid testeknek nevezünk. Ezek a struktúrák részlegesen rendezett 

szövetszerű képleteket hoznak létre, amelyben mezodermális, ektodermális és 

endodermális markereket kifejező sejtek találhatóak. 

A regeneratív medicina nagy reményeket fűz az embrionális őssejtekhez, mivel ezek a 

potenciálisan örökéletű sejtvonalak egy teljesen karakterizált stabil sejtforrást 

jelenthetnek. Klinikai alkalmazásukat 3 fő probléma hátráltatja. A nem differenciált 

pluripotens embrionális őssejtek nagy tumorképző potenciállal rendelkeznek, ezért 

szignifikáns veszélyt jelenthetnek a recipiens számára [64, 65]. Másodsorban az allogén 

alkalmazás miatt a transzplantáció után immun-rejekció alakulhat ki. Végül az 

embrionális őssejtvonalak előállítása és felhasználása egy sor etikai kérdést is felvet, 

mint az embrió morális státusza, az élet szentsége vagy a terápiás klónozás. Az Európai 

Unióban minden egyes tagállam önállóan foglalhat állást humán embriók morális 

státuszával és az őssejtkutatással kapcsolatban.  
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Az etikai kérdések egy része megkerülhető olyan stratégiák alkalmazásával, melyek 

nem károsítják az embriót, ilyen például a preimplantációs genetikai diagnózishoz nyert 

mintákból történő ESC izolálás. 

Az említett problémák ellenére az embrionális őssejtek terápiás alkalmazása már a 

klinikai vizsgálatok fázisába lépett ([66], NCT01217008). 

 

1.2.2.2 Felnőtt őssejtek 

Az emberi test szinte minden szövetéből sikerrel izoláltak már őssejteket (csontvelő 

[67], zsírszövet [68], központi idegrendszer [69], retina [70], bőr [71]), noha az adott 

szöveten belül kevés található ezekből a sejtekből. A felnőtt őssejtek multipotens 

differenciációs potenciállal rendelkeznek. Élettani szerepük az elpusztult sejtek pótlása, 

a sérült szövetek helyreállítása.  A szív regenerációjával kapcsolatban a leginkább 

kutatottak a mesenchymális őssejtek és a szív eredetű őssejtek. 

 

1.2.2.2.1 Mesenchymális őssejtek 

Csontvelő eredetű őssejtek izolálását és jellemzését először Friedenstein publikálta [72, 

73]. Csontvelőt izoláltak, majd azt műanyag sejttenyésztő edényekben inkubálták négy 

órán keresztül. Ezután a nem letapadt sejteket eltávolították. Így egy heterogén 

sejtpopulációt kaptak, amiben egyes sejtek fibroblasztokhoz hasonló, orsószerű 

morfológiát mutattak és in vitro körülmények között gyorsan osztódva különálló 

kolóniákat hoztak létre. Ezeket a sejteket colony forming unit fibroblasztoknak (CFU-F) 

nevezték el. Később felfedezték, hogy ezek a sejtek multipotens potenciállal 

rendelkeztek és több mesenchymális sejtvonallá képesek differenciálódni, úgy mint 

csont [74], ínszalag [75], zsír [76], porc [77, 78] és izom [79]. Sikerrel izoláltak hasonló 

sejteket különböző mesenchymális szövetekből, mint synovium [80], ín [81], vázizom 

[82], zsírszövet [68], illetve perifériás vérből [83]. Ez a sejtpopuláció úgy tűnik, hogy 

megtalálható a legtöbb posztnatális szervben [84] és mesenchymális őssejteknek 

nevezzük őket [67]. 

A Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for 

Cellular Therapy az alábbi minimális kritériumokat javasolta a mesenchymális őssejt 

definíciójához [85]: 
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• Standard sejtkultúrás körülmények közt ki kell tapadjanak a sejttenyésztő 

edények műanyagához 

• Rendelkezniük kell a CD105, CD73, CD90 sejtfelszíni markerekkel, valamint 

nem expresszálják a CD45, CD34, CD14 vagy CD11b, CD79α vagy CD19 és 

HLA-DR markereket. 

• Képesnek kell lenniük oszteoblaszt, adipocita és kondroblaszt irányú 

differenciációra in vitro. 

A csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek különböző irányú in vitro 

differenciáltatására több protokoll is létezik. Dexametazon, aszkorbinsav és béta-

glicerofoszfát jelenlétében oszteoblaszt irányba [86]; aszkorbinsav, dexametazon és 

TGF-β (transzformációs növekedési faktor β) hatására kondrocita irányba; míg a 

tenyésztőmédiumot dexametazonnal, inzulinnal, indometacinnal, izobutil-metil-

xantinnal, valamint L-glutaminnal kiegészítve adipocita irányba [87] tudták 

differenciáltatni a sejteket.  

A csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek a különböző irányú differenciálódási 

képességük mellett képesek immunszupresszív folyamatok mediálására is [88, 89]. A 

csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek a legtöbbet kutatott és leginkább ismert 

őssejtcsoport, a klinikai vizsgálatok döntő többségében ezt a sejttípust alkalmazzák.  

Habár a csontvelő stabil és megbízható forrása a mesenchymális őssejteknek, a 

csontvelő kinyerése invazív eljárás és az izolált őssejtek száma alacsony és korfüggő 

[87]. Ezzel szemben a zsírszövetből nagy mennyiségű őssejt nyerhető ki és maga a 

zsírszövet is könnyedén és nagy mennyiségben hozzáférhető [90]. Az izolált sejtek in 

vitro körülmények között hosszú távon fenntarthatók stabil osztódási idővel és alacsony 

szeneszcenciával. 

A zsírszövet eredetű őssejtek karakterizálását célzó kutatások azt találták, hogy a 

fenotípus és a transzkriptom meglehetősen hasonlít a csontvelő eredetű őssejtekére [91, 

92] és szintén rendelkeznek immunszabályozási funkciókkal [93], azonban egyes 

kísérletek azt mutatták, hogy differenciációs potenciáljuk bizonyos körülmények között 

eltérő lehet [94]. 

A zsírszövet eredetű őssejteket lehetséges többek közt oszteogén [95], kondrogén [96] 

és adipogén [97] irányba differenciáltatni. Rangappa kutatócsoportjának sikerült elérni 
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kardiomiocita differenciációt, mely után a sejtek spontán összehúzódásokat végeztek és 

ezt az állapotot 2 hónapig stabilan megtartották dedifferenciálódás nélkül [98]. 

 

1.2.2.2.2 Szív eredetű őssejtek 

Az elképzelés, miszerint a szív egy terminálisan differenciált szerv és nem zajlik benne 

sejt-turnover, nem keletkeznek új kardiomiociták megdőlt [99-101]. Több különböző 

őssejt populációt is izoláltak különböző állatfajok szívéből, illetve humán szívből is, 

mint az isl-1+ szív eredetű őssejtek [102], c-kit+ szív eredetű őssejtek [103], 

cardiosphere eredetű őssejtek [104], side-population kardiális progenitorok [105]. 

Torella és munkatársai szerint [106] felnőtt emlősök szívében a c-kit+ szív eredetű 

őssejtek felelősek a legnagyobb mértékben a szerv regenerációjáért. 

A szív eredetű őssejtek képesek hosszú távú önmegújításra és differenciációra a szív fő 

sejttípusaivá: szívizomsejtekké és a vaszkuláris struktúrát felépítő endotel- és 

simaizomsejtekké [107]. A egyes kutatások szerint a szív eredetű őssejtek az 

embrionális fejlődés maradványait reprezentálják. Ezek a sejtek a szív úgynevezett 

niche-eiben találhatóak, ahol védve vannak a káros behatásoktól. A csoportosulások 

elszórtan helyezkednek el a miokardiumban, az eloszlásuk úgy tűnik, hogy összefügg a 

szívfal feszülésének különböző szintjeivel: az őssejtek száma fordítottan arányos a szív 

adott anatómiai része által fenntartott nyomással. A szív eredetű őssejtek a pitvarokban 

és a szívcsúcsnál gyűlnek össze, míg a kamrák fala kevesebbet tartalmaz belőlük. 

Sanada és munkacsoportja arról számolt be [108], hogy lehetséges a kardiomiocita 

regeneráció fokozása a szív niche-eiben található nyugvó c-kit+ őssejtek őssejt faktorral 

(SCF) történő aktiválása révén. 

A szív önmegújító folyamatainak és homeosztázisának megértésével lehetőség nyílna 

ezen természetes folyamatok elősegítésére a sérült miokardium regenerációját javítva. A 

szív eredetű őssejtek valószínűsíthetően sokkal hatékonyabbak az új miokardium 

előállításában [109], mint a más szervekből származó progenitor sejtek, mivel 

eredendően a szívizom regenerálása a feladatuk [110, 111] és az extra-kardiális eredetű 

felnőtt őssejtek  kardiomiocita irányú differenciációs potenciálja epigenetikusan 

korlátozott [112]. 
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1.2.2.3 Indukált pluripotens sejtek 

2006-ban a Shinya Yamanaka vezette kutatócsoport arról számolt be, hogy szomatikus 

sejtek újraprogramozásával az embrionális őssejtekéhez hasonló pluripotens állapotú 

sejteket állított elő [113, 114]. A sejtek újraprogramozását 4 transzkripciós faktor 

(Oct3/4, Sox2, c-Myc és Klf4) retrovirális overexpressziójával érték el. Ezeket a 

sejteket indukált pluripotens sejteknek nevezték el, és az eredeti rágcsáló sejteken 

végzett kísérleteket sikeresen megismételték emberi sejtekkel is [115]. Az indukált 

pluripotens sejtek számos vonatkozásban hasonlítanak az embrionális őssejtekhez 

(expresszált gének, kromatin metilációs mintázat, differenciációs potenciál), nagy 

előnyük azonban, hogy a módszer nem igényel humán embriókat, így nem állít etikai 

aggályokat, valamint lehetséges a recipiens saját sejtjeinek alkalmazása [111]. A 

recipiens sejtjeiből előállított indukált pluripotens sejtek szingénikusak (azonos örökítő 

anyaggal rendelkeznek) ezért elméletileg nem váltanak ki immunreakciót. Ennek 

ellenére került már olyan cikk publikálásra, amely szingénikus indukált pluripotens 

sejtek T-sejt mediálta immun-rejekciójáról számol be [116]. A vírusvektorok 

felhasználásával előállított indukált pluripotens őssejtek esetében a véletlenszerű 

régiókba beépülő gének következtében megnövekedhet a tumorképződés valószínűsége, 

ezért a biztonságos felhasználás érdekében kutatások folynak a vírusokat mellőző 

indukciós technikákkal kapcsolatban. Ígéretes megoldás lehet a fehérjék útján történő 

indukció [117]. További probléma, hogy csakúgy mint az embrionális őssejtek esetén, 

itt is felmerül a teratómaképzés veszélye [118]. 

A téma fontosságát jelzi, hogy Shinya Yamanaka munkáját 2012-ben orvosi Nobel-

díjjal honorálták, melyet Sir John Bertrand Gurdon brit kutatóval megosztva vehetett át. 
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1.2.3 Az őssejtkezelések hatásmechanizmusa 

 

Az őssejtkezelések során tapasztalt jótékony hatásban valószínűleg több folyamat vesz 

részt. Ezek közt szerepel a parakrin faktorok szekretálása (amivel befolyásolják a 

gyulladásos választ, fibrózist, és neovaszkularizációt [5]), a sejt-sejt kontaktus során 

bekövetkező citoplazma- és kompartmentcsere, a kardiomiocita apoptózis gátlása, a 

differenciálódás és halott kardiomiociták pótlása és a sérült sejtekkel való fúzió (5. 

ábra). 

Ezen folyamatok egymás mellett, egymás hatását elősegítve jelennek meg, megoszlásuk 

valószínűleg az alkalmazott sejttípustól és a mikrokörnyezeti tényezőktől függ. A 

mechanizmusok aránya feltehetően dinamikusan változik a gyógyulás során is. 

Kezdetben a sejtek parakrin gyulladáscsökkentő és antiapoptotikus hatása, később az 

érképzés és az elpusztult szívizomszövet pótlása és regenerálása lehet a legfontosabb. 

 

 

5. ábra: A sejtterápiák feltételezett hatásmechanizmusa – Dimmeler és mtsai, 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008, 28: 208-216 [110] 
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1.2.3.1 Parakrin hatások 

Az őssejtek számos parakrin hatású molekulát szekretálnak (6. ábra), melyek többek 

közt antiapoptotikus, gyulladáscsökkentő és angiogenezist serkentő hatásokkal 

rendelkeznek [119]. 

 
6. ábra: Őssejtek által kibocsátott parakrin faktorok – Mirotsou és mtsai, J Mol 

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

 

Bizonyítottan antiapoptotikus hatású faktorok például a bázikus fibroblaszt növekedési 

faktor (bFGF), a hepatocita növekedési faktor (HGF) és az inzulinszerű növekedési 

faktor (IGF). Sadat és munkatársai kimutatták, hogy zsírszövet eredetű őssejtek IGF-1-

et és VEGF-et szekretáltak iszkémián átesett szívizomsejtek környezetében. Mind az 

IGF-1-nek, mind a VEGF-nek antiapoptotikus és angiogenetikus hatása van [120]. In 

vitro kokultúrában hematopoetikus őssejtek apoptózis inhibíciót értek el 

kardiomiocitákban az antiapoptotikus AKT/PKB út aktiválásával [121]. További 

feltételezett antiapoptotikus hatás a nukleáris faktor-κB (NF-κB) aktivitás gátlása, 

csökkent tumor nekrózis faktor α (TNF-α) és interleukin-6 (IL-6) termelés, illetve 

fokozott interleukin-10 (IL-10) expresszió [122-124]. Felmerült olyan parakrin hatású 

vegyületek kibocsátásának lehetősége is, melyek a szöveti őssejteket serkentve 

erősíthetik az endogén reparációs mechanizmust [125]. 

 

1.2.3.1.1 Gyulladás szabályozása 

Leírták, hogy az MSC-k fokozott IL-6 szekréciója a STAT3 transzkripciós faktoron 

keresztül csökkenti a neutrofilek apoptózisát így növeli azok életidejét [126]. Ezen túl a 

fokozott IL-6 szekréció befolyásolja a neutrofil aktivációt is a repiratory burst 
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(oxidative burst, gyors ROS szekréció) csökkentésén keresztül [127, 128]. Miokardiális 

infarktus utáni MSC transzplantáció megnöveli az M2 makrofágok számát [129]. Bár a 

mechanizmus még nem teljesen tisztázott, valószínűleg parakrin faktorok által mediált, 

mint az interferon-γ, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, prostaglandin-E2, TNF-α, NF-κB, 

nitrogén-monoxid, hem-oxigenáz-1, HGF és a TGF-β1 [122, 129, 130]. MSC-k által 

szekretált faktorokról leírták, hogy szupresszálják a T-sejt, NK (természetes ölő) sejt és 

B-sejt proliferációt és attenuálják a dendritikus sejtek érését [127, 131-133]. 

 

1.2.3.1.2 Fibrózis szabályozása 

Az infarktus utáni őssejt-transzplantáció befolyásolja a heg-formációt, és javítja a 

kamrafunkciót. Különböző tanulmányok leírták, hogy az infarktus utáni őssejtkezzelés 

csökkenti a kamrafal elvékonyodását [134], növeli a frakcionális rövidülést [135], 

csökkenti a fibrózist és heg-méretet [124, 136-138]. A hatásban résztvevő eddig 

azonosított faktorok a TGF-β, TIMP-ek (metalloproteináz szöveti inhibitor) és MMP-k 

(mátrix metalloproteináz) [139, 140]. In vitro kísérletek során kimutatták a 

mesenchymális őssejtek parakrin faktorok révén csökkentik a fibroblaszt proliferációt és 

a kollagén szintézist [110, 141], amely csökkentheti a miokardiális infarktus utáni 

remodellinget. 

 

1.2.3.1.3 Angiogenezis szabályozása 

Habár a terápiásan alkalmazott őssejtek képesek az érstruktúrákba beépülni, ennek 

gyakorisága meglehetősen csekély. Az angiogenezishez és arteriogenezishez vezető 

molekuláris folyamatok mediátorai többek közt a nitrogén-monoxid, VEGF, bFGF, 

HGF és az angiopoietin. Ezek a folyamatok az endotheliális sejtek és a vaszkuláris 

simaizomsejtek migrációjához, proliferációjához, érnövekedéshez és -éréshez, valamint 

extracelluláris mátrix szintéziséhez vezetnek. Leírták, hogy az infarktus után 

alkalmazott őssejt-transzplantáció képes fokozni a kapilláris denzitást a sértett területen 

[142], amely többek közt az őssejtek VEGF termeléséhez köthető [143].  

 

1.2.3.2 Differenciáció 

Az őssejtterápiák elsődleges célja alapvetően az elpusztult kardiomiociták pótlása volt. 

Jelenleg is folyik a kardiomiocita pótlásra legmegfelelőbb őssejttípus keresése. Az 
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őssejtek nem elkötelezettek egyetlen sejtvonal irányában, ezért fontos a megfelelő 

differenciációs szignálok jelenléte. Az 1. táblázat felsorolja a kardiogén irányba 

differenciált őssejteket és a differenciáláshoz alkalmazott eljárásokat. 

 

1. táblázat: Kardiogén irányba differenciált őssejtek – Zamilpa és mtsai, World J 

Cardiol 2014, 6: 610-620 [5] alapján 

SEJTTÍPUS DIFFERENCIÁLTATÁS MÓDSZERE REFERENCIA 

Embrionális őssejt 
embrioid test – mediált differenciáltatás [144, 145] 

matrix sandwich kultúra + Activin A, BMP4, bFGF [54] 

Indukált pluripotens 
őssejt 
 

matrix sandwich kultúra + Activin A, BMP4, bFGF [54] 

reprogramozott kardiális fibroblasztok transzdifferenciáltatása 
embrioid test-alapú módszer + transz-well kondicionált médium 
kokultúra rendszer 

[146] 

kardiális fibroblasztok direkt reprogramozása in vivo Gata4, 
Mef2c és Tbx5 lokális bejuttatásával 

[147] 

reprogramozott felnőtt fibroblasztok szuszpenziós embrioid test-
mediált differenciálása 

[148, 149] 

Csontvelő eredetű 
mesenchymális őssejt 

5-azacytadine kezelés által indukált in vitro differeciáció [150] 

Infarktus után G-CSF-fel mobilizált és a sérült miokardiumba 
jutott őssejtek in vivo differenciálódása 

[151] 

In vivo differenciációja a miokardiumba juttatott sejteknek [152] 

Inzulint, DMSO-t és aszkorbinsavat tartalmazó kardiogén 
differenciációs médium használata 

[153] 

Zsírszövet eredetű 
mesenchymális őssejt 

Szívizomszövet eredetű sejtmentes extraktum vagy 
szívizomszövettel kondicionált médium 

[154] 

Kokultúra direkt kontaktusban kontraháló szívizomsejtekkel [155] 

0,1%-os DMSO 48 órán át [156] 

Amnion folyadék 
eredetű őssejt 

Miokardiumba transzplantált sejtek in vivo differenciációja [157] 

In vitro differenciáció embrioid test formáción át [158] 

Köldökzsinórvér 
eredetű őssejt 

Kokultúra elsődleges neonatális patkány kamrai miocitákkal [159] 

Kokultúra neonatális egér kardiomiocitákkal [160] 

Wharton kocsonya 
eredetű mesenchymális 
őssejt 

5-azacytadine kezelés indukált in vitro differenciáció vagy 
kardiomiocita-kondicionált médiumban növesztés 

[161] 

Cardiosphere-ek Kokultúra neonatális patkány kardiomiocitákkal [104] 

Szív eredetű side 
populáció sejtek 

Kezelés oxytocinnal vagy trichostatin A-val [162] 

DMSO - Dimetilszulfoxid; G-CSF - granulocita kolónia stimuláló faktor 

 

A kardiomiocita irányú differenciáció ellenőrzésére gyakran használják a GATA-4, 

miocita specifikus enhancer faktor (MEF) 1 és 2A, 2C, 2D és az Nkx2.5 transzkripciós 
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faktorok expresszióját, illetve a miozin könnyű lánc (MLC)-2v, miozin nehéz lánc 

(MHC) és foszfolambán, α-aktin, szívspecifikus troponin T, szívspecifikus titin, dezmin 

és connexin-43 molekulákat [144, 145, 150, 152, 153]. 

 

1.2.3.3 Membrán nanocsövek 

Több sejttípus esetén kimutatták, hogy képesek más sejtekkel membrán nanocsöveket 

kialakítani (7. ábra). A nanocsövek átmérője 100 nm-es nagyságrendű, hossza több 

mikrométer is lehet, bennük több esetben mitokondriumok áramlását figyelték meg 

[163]. Beszámoltak arról is, hogy ilyen nanocsöveken keresztül létrejöhet 

„kommunikáció” szívizomsejtek és humán mesenchymális őssejtek között, illetve, hogy 

a nanocsövön keresztül mitokondriumok juthatnak az őssejtből a szívizomsejtbe [164]. 

A nanocsöveket [163] és a bennünk zajló mitokondrium transzfert [165] 

kutatócsoportunk is leírta.  

 
7. ábra: Membrán-nanocsőben lezajló mitokondrium transzfer - Fáziskontraszt és 

fluoreszcens kép, a fluoreszcens képen a MitoTracker festékkel jelölt mitokondriumok 

fehér jelet adnak – Pankotai és mtsai, Mitochondrion 2012, 12: 352-356 [165] 

 

Mivel ismert, hogy az iszkémia-reperfúziós károsodás során sérül a mitokondriumok 

funkciója [166], ezért izgalmas lehetőséget jelent, hogy a terápiásan alkalmazott sejtek 

képesek lehetnek aktív mitokondrium-transzfer által helyreállítani az aerob 

metabolizmust sérült mitokondriummal rendelkező sejtekben [167]. Azonban a 

folyamatosan változó nanotubuláris hálózat fiziológiás funkciója és lehetséges szerepe 

in vivo sejtterápiák esetén még nem felderített [168-171]. 

 

29 
 



1.2.3.4 Sejtfúzió 

A miokardiális infarktus utáni őssejt-transzplantációról leírták, hogy képes az 

apoptotikus szívizomsejtek megmentésére és érett kardiomiociták létrehozására 

sejtfúzió által [172, 173]. Több kutatócsoport megfigyelt in vitro körülmények között 

sejtfúziót a hím eredetű embrionális őssejtek és egyéb típusú nőstény sejtek – például 

ideg [174] és csontvelő eredetű sejtek [175] – közt. Közöltek in vivo eredményeket is 

csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek (BMSC) fúziójáról Purkinje neuronokkal, 

kardiomiocitákkal és hepatocitákkal [173]. A fúzió után a sejtek kettős fenotípust 

mutattak, különösen nagyméretű sejtmagot tartalmaztak, amiben számos nukleoluszt 

lehetett megfigyelni, XXXY tetraploid kromoszómszámmal rendelkeztek. 

Jelzett sejtekkel végzett in vitro kísérletekben tapasztalt, munkacsoportunk által is 

megfigyelt jelenség a két sejtmagot tartalmazó, kettős jelölésű sejtek megjelenése [163]. 

Valószínűleg a megmentési folyamatok közé tartozó jelenség során egy őssejt egy sérült 

sejttel fuzionál így kompartmenteket és citoplazmát oszt meg vele, ezzel javítva annak 

állapotát [176]. Minden bizonnyal az angiogenezisben is része van a sejtfúziónak [177, 

178]. Mindazonáltal a fúzió előfordulásának alacsony gyakorisága miatt nem lehet ezzel 

magyarázni a miokardiális infarktus utáni őssejtterápia állatkísérletes modelljeiben leírt 

jelentős szívfunkciójavulást [179]. 

 

1.2.4 Őssejtterápiák preklinikai és klinikai eredményei 

 

Az első klinikailag alkalmazott őssejtkezelés a csontvelő-transzplantáció, az első sikeres 

beavatkozásra 1968-ban került sor. Az őssejt-transzplantáció a hagyományos kezelés 

kiegészítéseként használható leukémiában, egyes limfómákban (pl. Hodgkin-kór) és 

aplasztikus anémiában. Gyermekkorban egyes genetikai betegségek kezelésére is 

alkalmas: thalasszémia, sarlósejtes vérszegénység és néhány veleszületett anyagcsere- 

vagy immunhiányos betegség (például krónikus granulomatózis). Az őssejtek olyan 

esetekben is felhasználhatók, ha daganatos betegségek (például emlőrák kezelésére 

adott nagy dózisú kemoterápia vagy sugárkezelés) következtében elpusztult a csontvelő. 

Nagy reményeket fűzünk az őssejtterápiákhoz az olyan degeneratív betegségekben, ahol 

jelentős sejtpusztulás jön létre és nem áll rendelkezésre kielégítő terápia. Intenzív 

kutatás folyik többek közt az alábbi betegségek őssejtterápiás kezelésével kapcsolatban: 
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gerincvelő sérülések és motor neuron rendellenességek (pl. ALS) [180], 

neurodegeneratív betegségek – Alzheimer-kór, Parkinson-kór, Huntington-kór [181], 

demyelinizációs betegségek (sclerosis multiplex) [182], diabétesz mellitusz [183], 

stroke [184], égés, fekélyek – bőr graft [185], retina betegségek [186], csontvelő-

átültetés [187], csont, porc, porckorong, meniszkusz, ín- és ínszalag betegségek [188-

190], muszkuláris disztrófia (Duchenne muszkuláris disztrófia) [191], valamint 

májelégtelenség [192]. 

A számos egyéb felhasználás mellett prominens kutatási terület őssejtek alkalmazása 

miokardiális infarktus után. 

 

1.2.4.1 Őssejtterápia miokardiális infarktus után 

Az állatmodellekben alkalmazott  miokardiális infarktus utáni sejtkezelés irodalmában 

beszámoltak neonatális- [193], fetális- [194] és felnőtt kardiomiociták [195], szkeletális 

mioblasztok [48],  köldökzsinórvér eredetű sejtek [196], endoteliális progenitor sejtek 

[50], embrionális őssejtek [197], csontvelő eredetű őssejtek [198], hematopoetikus 

őssejtek [199], mesenchymális őssejtek [200, 201] indukált pluripotens sejtek [202] és 

szív eredetű őssejtek [203] használatáról. 

Klinikai vizsgálatok folytak és folynak többek közt szkeletális mioblasztokkal 

(NCT00526253), csontvelő eredetű őssejtekkel (NCT00279175, NCT01569178, 

NCT01693042, NCT00874354), endoteliális progenitor sejtekkel/CD133+ sejtekkel 

(NCT00529932, NCT01187654), csontvelő, zsírszövet- és köldökzsinór- 

(NCT01946048) eredetű mesenchymális őssejtekkel, valamint szív eredetű őssejtekkel 

(NCT01458405). 

Tekintettel arra, hogy a legtöbb vizsgálat és kutatásunk is a csontvelő és zsírszövet 

eredetű mesenchymális őssejtekkel foglalkozik, ezért az alábbiakban az ezekkel az 

őssejtekkel folytatott vizsgálatokat foglalom össze. 

Leírták csontvelő és zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek akut miokardiális 

infarktus utáni alkalmazásának jótékony hatásait kis- és nagyállatmodellekben is (2. és 

3. táblázat). A sejttranszplantáció sok esetben csökkentette az infarktus által érintett 

terület kiterjedését, növelte az ejekciós frakciót, és fokozta az angiogenezist. 

Megnehezíti a különböző kutatócsoportok eredményeinek összehasonlítását a 

standardizálás hiánya, ugyanis eltérések figyelhetőek meg a kísérleti protokollokban a 
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bejuttatott sejtdózis, a bejuttatás módja, a sejtek passzázsszáma és a bejuttatás időpontja 

között. A terápiához általában alacsony passzázsszámú sejteket használtak, jellemzően 

p5 vagy ennél kisebb [204], de akad példa p30-as sejtek eredményes alkalmazására is 

[205]. A sejtek bejuttatása leggyakrabban közvetlenül az infarktus után (<1 óra) történik 

[204], de van olyan protokoll is, ahol csak 14 nappal az infarktus után kerül rá sor [206]. 

 

2. táblázat: Csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek alkalmazása akut miokardiális 

infarktus állatmodelljeiben – Elnakish és mtsai, Stem Cells Int 2012, 2012: 646038 

[207] alapján 
ÁLLATMODELL DÓZIS BEJUTTATÁS EREDMÉNY REFERENCIA 

egér 0,05-0,5 ×106 intramiokardiális injekció csökkent infarktusméret és fibrózis [208] 

egér 1 ×106 intramiokardiális injekció növekedett LVEF [209] 

patkány 6 ×106 intramiokardiális injekció 
növekedett LVEF, csökkent 
infarktusméret 

[210] 

patkány 5 ×106 intravénás infúzió 
javult szívfunkció, csökkent 
infarktusméret 

[211] 

sertés 75-100 ×106 transzendokardiális injekció csökkent hegméret, növekedett LVEF [212] 

sertés 10 ×106 intrakoronáriás infúzió növekedett LVEF, csökkent hegméret [213] 

bárány 25-450 ×106 intramiokardiális injekció 
csökkent infarktus-kiterjedés és EDV, 
növekedett arteriogenezis és LVEF 

[214] 

EDV – végdiasztolés térfogat; LVEF – balkamrai ejekciós frakció 

 

3. táblázat: Zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek alkalmazása akut 

miokardiális infarktus állatmodelljeiben Naaijkens és mtsai, Stem Cell Rev 2014, 10: 

389-398 [204] alapján 
ÁLLATMODELL DÓZIS BEJUTTATÁS EREDMÉNY REFERENCIA 

Egér 0,5 ×106 intramiokardiális injekció növekedett LVEF és angiogenezis [215] 

Egér 1 ×106 intramiokardiális injekció 
csökkent infarktusméret, növekedett 
LVEF és angiogenezis 

[216] 

Patkány 5 ×106 intramiokardiális injekció növekedett LVEF és angiogenezis [217] 

Patkány 100 ×106 intravénás infúzió 
csökkent infarktusméret, növekedett 
LVEF és angiogenezis 

[218] 

sertés  50 ×106 intramiokardiális injekció 
csökkent infarktusméret, növekedett 
LVEF 

[219] 

sertés  2 ×106 intrakoronáriás infúzió növekedett LVEF és angiogenezis [220] 

LVEF – balkamrai ejekciós frakció 

32 
 



Egyre több klinikai vizsgálat is alátámasztja a sejtbejuttatás megvalósíthatóságát és az 

őssejtterápia biztonságosságát. Számos multicentrikus vizsgálat van folyamatban, 

amelyek a kezelések hatékonyságát vizsgálják (4. és 5. táblázat). 

 

4. táblázat: Csontvelő eredetű mesenchymális őssejteket alkalmazó klinikai 

vizsgálatok – Matar és mtsai, Springerplus 2014, 3: 440 [112] alapján 
VIZSGÁLAT NEVE 
VAGY KUTATÓ 

AZONOSÍTÓ 
 

CSOPORTOK 
 

VÉGPONT  BETEGSZÁM BEJUTTATÁS 
MÓDJA 

BESOROLÁS  

ESTIMATION NCT01394432 MSC vs. placebo LVESV 50 intramiokardiális hatásosság, fázis 3 

SEED-MSC NCT01392105 MSC vs. nincs 
intervenció 

LVEF 80 intrakoronáriás biztonságosság + 
hatásosság, fázis 2/3 

Anastasiadis és mtsai NCT01753440 allogén MSC LVEF 30 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 2/3 

Anastasiadis és mtsai NCT01759212 allogén MSC LVF 10 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 2/3 

Perin és mtsai NCT00555828 25 vs. 75 vs. 150 
millió allogén MSC 
vs. placebo 

biztonságosság 
+ LVF 

25 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 1/2 

PROMETHEUS* NCT00587990 kis dózisú vs. nagy 
dózisú MSC vs. 
Placebo 

SAE 45 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 1/2 

MESAMI NCT01076920 MSC infúzió biztonságosság 
+ LVF 

10 intramiokardiális biztonságosság, fázis 
1/2 

MSC-HF NCT00644410 MSC vs. placebo LVF 60 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 1/2 

POSEIDON-Pilot* NCT01087996 auto-MSC (20,100 
vagy 200 millió) vs. 
allo-MSC (20, 100 
vagy 200 millió) 

SAE + LVF 30 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 1/2 

BMCs vs. MSCs TAC-
HFT* 

NCT00768066 MSC (100 vagy 200 
millió) vs. BMC (100 
vagy 200 millió) 

SAE + LVF 67 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 1/2 

* - publikált eredmények vagy előzetes eredmények. Minden vizsgálat, ahol nem volt másképp feltüntetve autológ sejteket használt. BMC - csontvelő 
eredetű sejtek; LVEF - balkamrai ejekciós frakció; LVESV - balkamrai végszisztolés volumen; LVF - balkamra funkció; MSC- mesenchymális őssejt; 
SAE - súlyos kedvezőtlen esemény 

 

5. táblázat: Zsírszövet eredetű mesenchymális őssejteket alkalmazó klinikai 

vizsgálatok – Matar és mtsai, Springerplus 2014, 3: 440 [112] alapján 
VIZSGÁLAT NEVE 
VAGY KUTATÓ 

AZONOSÍTÓ 
 

CSOPORTOK 
 

VÉGPONT  BETEGSZÁM BEJUTTATÁS 
MÓDJA 

BESOROLÁS  

ATHENA NCT01556022 MSC vs. placebo SAE + LVEF 45 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 2 

ADVANCE NCT01216995 MSC vs. placebo SAE + 
Infarktus méret 

216 intrakoronáriás biztonságosság + 
hatásosság, fázis 2 

Percero és mtsai NCT01502514 MSC infúzió QOL 10 intramiokardiális biztonságosság + 
hatásosság, fázis 1/2 

Minden vizsgálat, ahol nem volt másképp feltüntetve autológ sejteket használt. LVEF - balkamrai ejekciós frakció; MSC- mesenchymális őssejt; QOL 
– életminőség; SAE - súlyos kedvezőtlen esemény 

 

A klinikai eredmények értelmezését és összehasonlítását szintén nehezíti a metodikák 

standardizálásának hiánya (sejt-dózis, sejtkészítmény, a transzplantáció időzítése, a 
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bejuttatás módja) valamint a tanulmányokban szereplő populáció elkerülhetetlen 

heterogenitása [112]. 

A kezdeti klinikai vizsgálatok egymáshoz hasonló eredményeket mutattak. A bal kamrai 

ejekciós frakció növekedett, csökkent a végszisztolés térfogat és javult a véráramlás a 

sérült területen a sejttranszplantációt követő 4-6 hónapban [110]. Janssens randomizált 

kísérlete nem mutatott szignifikáns javulást a szív kontraktilitásában, de az infarktus 

által érintett területek mérete csökkent [221].  

A kezdeti vizsgálatokban tapasztalt jótékony hatásokat megerősíti a 204 fő részvételével 

végzett, 1:1 arányban randomizált kettős vak REPAIR-AMI (NCT00279175). Az 

ejekciós frakció szignifikáns növekedését mutatták ki a csontvelő eredetű MSC-vel 

kezelt csoportnál a placebot kapott csoporthoz képest, a kezelést követően négy 

hónappal. A beavatkozást követő egy évben a halálesetek és a szívelégtelenség miatti 

ismételt kórházi kezelések gyakorisága az MSC-vel kezelt pácienseknél alacsonyabb 

volt [222, 223]. Fontos megállapítás, hogy azon betegek, akik alacsonyabb ejekciós 

frakcióval rendelkeztek, közel háromszor nagyobb mértékű javulást mutattak a kezelés 

hatására, tehát a BMSC terápia a legjobb hatással a súlyosabb infarktusos betegekre volt 

[110]. Felmerült a kérdés, hogy a sejtek beadásának időpontja befolyásolja-e a 

regeneráció mértékét? Az eredmény elsőre meglepő lehet: azon betegek kardiális 

funkcionális paraméterei, akik az infarktust követő négy napon belül kaptak sejtterápiás 

kezelést nem javultak számottevően, ellenben a 4. és a 8. nap között kezelt betegek 

esetén megfigyelt szignifikáns javulással [222]. Egy másik kutatócsoport patkányokban 

az elülső leszálló szívkoszorúér lekötésével hozott létre infarktust, majd a kísérleti 

állatokat sejtterápiával kezelte. A három kísérleti csoportba az infarktus vége után egy 

órával, egy héttel, illetve két héttel intramiokardiális injekcióval juttattak be 

mesenchymális őssejteket. A kezelés hatását négy hét elteltével értékelték ki. 

Eredményeik szerint az infarktus után egy héttel kezelt csoport értékei voltak a 

legkedvezőbbek, az őssejtterápia pozitív hatása ebben a csoportban volt a legnagyobb 

[123]. Ezen adatok azt sugallják, hogy a reperfúziót követő egy héten belül a 

mikrokörnyezet változik, ezáltal modulálva a homing mechanizmust és a beültetett 

sejtek funkcionális aktivitását. Jól ismert, hogy a reperfúzió átmeneti változást indukál 

például a VEGF és a SDF-1 expressziójában [110, 224]. 
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1.2.5 Lehetőségek a sejtterápiák hatékonyságának fokozására 

 

Számos klinikai vizsgálat és állatkísérlet megerősítette, hogy a miokardiális infarktus 

utáni őssejt-transzplantáció biztonságos és képes fokozni a gyógyulást és a szívfunkciót, 

azonban több általános limitációt is leírtak. Noha a klinikai vizsgálatok biztonságosnak 

bizonyultak, a kezelések csak relatív csekély hatással voltak a szívfunkcióra [225]. A 

miokardiális infarktus utáni őssejtterápia egyik legnagyobb akadálya a csekély beépülés 

és alacsony túlélés, ami csökkenti a potenciális regenerációs és funkcionális hatásokat. 

Klinikai vizsgálatokban 24 órával bejuttatás után csupán a bejuttatott csontvelő eredetű 

őssejtek 3,2%-a maradt meg és egyéb tanulmányok is kisebb mint 10% retenciót írtak le 

[226-231]. Az alacsony túlélés valószínűsíthető okai az anoikis [232], lehetséges 

immun-rejekció és oxidatív környezet által kiváltott apoptózis. A bejuttatási mód 

szempontjából az intravénás infúzió csökkent hatékonyságát a bejuttatott sejtek non-

target szövetekben és szervekben való megakadása okozhatja (mint a csontvelő, tüdők, 

máj és lép) [233, 234]. Az intrakoronáriásan és intramiokardiálisan bejuttatott sejtek 

retencióját a sérült szívben kialakult kedvezőtlen mikrokörnyezet csökkenti [235, 236]. 

Mindazonáltal az eddigi eredmények alapján remény van biztonságos és effektív 

terápiák kialakítására és a kedvezőtlen remodelling csökkentésére. 

 

1.2.5.1 Homing befolyásolása 

A homing folyamatában résztvevő sejtek képesek a sérült területekre migrálni. Stromal 

cell-derived factor-1-et (SDF-1) overexpresszáló transzfektált fibroblasztokat a peri-

infarktusos zónába injektálva azok fokozták a hematopoetikus őssejt homingot patkány 

modellben [237]. Transzfektált fibroblasztokkal expresszáltatott monocita kemotaktikus 

fehérje-3 fokozta az mesenchymális sejt beépülést [238]. Sertés modellben inzulinszerű 

növekedési faktor-1 (IGF-1) és hepatocita növekedési faktor (HGF) kombinációja 

aktiválta az endogén szív eredetű őssejteket [239], míg egér modellben a timozin β4 

játszott fontos szerepet az epikardiális progenitor sejtek mobilizálásában [240, 241]. 
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1.2.5.2 Előkezelések sejtterápiákban 

Ígéretes eredményeket mutat a sejtek túlélésének növelésére azok előkezelése fizikai, 

kémiai, farmakológiai vagy genetikai manipulációkkal mind in vitro iszkémiás 

modellekben, mind in vivo transzplantáció esetén [242]. 

Több kutatócsoport publikálta anoxiás és hipoxiás kezelések donor sejtek túlélését 

fokozó hatását [243-245]. A hipoxiás kezelés a hipoxia-indukált faktor 1α (HIF-1α) 

stabilizációját és nukleáris transzlokációját eredményezi, amely befolyással van több 

olyan gén expressziójára amelyek lehetővé teszik a sejtek túlélését alacsony oxigén 

szint mellett [242, 246, 247]. Leírták, hogy hipoxiás előkezelés csökkentette a sejtek 

apoptotikus indexét, stabilizálta a mitokondriális membránpotenciált és megnövelte a 

Bcl-2 és VEGF expresszióját, és növelte az Akt foszforilációját [248]. Mesenchymális 

őssejtek hipoxiás kezelése szintén hatással van a proliferáció ütemére, differenciációra 

illetve módosítja a parakrin aktivitást [249]. A hipoxiás prekondicionáláson átesett 

MSC-k a normoxiás kultúrában tartott MSC-khez képest fokozott hatással bírnak a 

vaszkularizáció stimulálására fokozott VEGF, angiopoietin-1 expresszió és jobb poszt-

transzplantációs túlélés következtében [250]. 

Hősokk előkezelés szintén képes szignifikánsan csökkenteni sejtek apoptózisát [251].  

Lehetséges a sejtek előkezelése különböző farmakológiai manipulációkkal is, mint a 

mitokondriális káliumcsatorna-nyitó diazoxid. A diazoxiddal prekondicionált MSC-k 

túlélése az NF-κB foszforilásán keresztül fokozódik [252]. Csontvelő eredetű őssejteket 

stroma-eredetű faktor-1 (SDF-1) kemokinnel előkezelve növekszik azok beadást követő 

túlélőképessége [253]. 

Túlélést elősegítő szignálmolekulák, mint az Akt [201, 254], Bcl2 [255] 

overexpressziójának alkalmazása is ígéretes eredményeket mutat. Fibroblaszt 

növekedési faktor-2 (FGF-2) transzgenikus expressziója szignifikánsan javítja a donor 

MSC-k túlélését [256].  

Szintén a sejtek hatékonyságának fokozását célozzák az úgynevezett „engineered 

delivery”-k mint például a szívszövet építése különböző vázakon [257-259] vagy a 

bejuttatásra kerülő sejtek mikrokapszulázása [226, 260]. 

 

36 
 



1.2.5.3 A poli(ADP-ribóz) polimeráz-1 

Az oxidatív stressz által okozott DNS törések aktiválják a PARP-1 (poli(ADP-ribóz) 

polimeráz-1) enzimet. A PARP-1 enzim célfehérjéit több a NAD molekulákból 

származó ADP-ribóz egység hozzákapcsolásával módosítja, azon egy poli(ADP-ribóz) 

(PAR) polimert képezve. A PAR-iláció befolyással van több sejtszintű folyamatra, míg 

az intenzív PAR-iláció akár a sejt halálához is vezethet [261]. 

A PARP-1-et eredetileg mint egy DNS nick szenzor enzimet írták le, amely aktiválódik 

a DNS egyik, vagy mindkét szálának együttes törése esetén [262]. Ez az enzim a 17 

tagú PARP enzim-család tagja [261]. A PARP-1 az egyik legnagyobb mennyiségben 

előforduló fehérje a sejtmagban [263]. A PARP-1 a törött DNS végekhez az N-

terminális DNS kötő domén cink-ujj motívumával kapcsolódik. Ilyen DNS töréseket 

okozhatnak a reaktív oxigén fajták (ROS), reaktív nitrogén fajták (RNS), ionizáló 

sugárzások, illetve DNS törés jön létre az alkiláló ágensek okozta károsodás repair-je 

során. Szintén az enzim aktiválásához vezet különböző DNS struktúrák megjelenése 

[264], különböző fehérjékkel való interakció [265], továbbá a PARP-1 bizonyos 

poszttranszlációs módosításai [266, 267]. 

A PARP-1 enzim által katalizált PAR-iláció megváltoztatja a célfehérje fiziokémiai 

tulajdonságait, ami eredményezheti a módosított fehérje aktivációját, inhibícióját vagy 

intracelluláris transzlokációját, illetve kapcsolódást PAR-kötő motívummal rendelkező 

fehérjékhez. Ezen túl a PARP-1 képes célfehérjék aktiválására direkt fehérje-fehérje 

kölcsönhatás révén, valamint hatást gyakorol egyéb NAD-ot felhasználó enzimekre is 

szubsztrát-kompetíció által. A PARP-1 befolyással van több fontos sejtszintű 

folyamatra, mint a genom organizációja [268], a transzkripció [268, 269], replikáció 

[270] és DNS-repair (bázis-kivágás repair, egy-szál törés repair) [271-273]. Ezeken 

keresztül pedig hatással lehet a sejt proliferációjára [274], differenciációjára [275], 

metabolizmusára és részt vehet a nekrotikus sejthalál kialakításában [276, 277]. A 

PARP-1 transzkripciós szabályozója a gyulladásos mediátorok közül az indukálható 

nitrogén-oxid szintetáz, az NF-κB és a TNF-α fehérjéknek [278]. 

A miokardiális infarktus és a sejtterápiák szempontjából legnagyobb relevanciával a 

PARP-1 oxidatív stressz-indukált sejthalálban játszott szerepe bír. Jelenlegi 

elképzelések szerint [279] a DNS károsodást szenvedett sejtek előtt három lehetséges 

útvonal van (8. ábra). 
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8. ábra: A PARP-1 szerepei DNS károsodásban [263] alapján. ATP - adenozin-

triszfoszfát; DNS – dezoxiribonukleinsav; NAD - nikotinamid-adenin-dinukleotid; 

PARP-1 - poli(ADP-ribóz) polimeráz-1 

 

Az első útvonalon, az enyhe DNS károsodás után a PARP-1 aktiválódik és facilitálja a 

DNS-repairt, melyben szerepet játszik a DNS-repair enzimekkel (XRCC1 és DNS-

dependens protein kináz (DNA-PK)) való interakciója. Ennek eredményeképp a DNS 

sérülés javításra kerül és a sejt túlél. A második útvonalon a súlyosabb DNS károsodás 

apoptotikus sejthalálhoz vezet, melynek során a kaszpázok inaktiválják a PARP-1-et, 

ezzel a szervezet megszabadul a súlyos DNS károsodást szenvedett sejtektől. A 

harmadik útvonalon a nitrozatív vagy oxidatív stressz által okozott kiterjedt DNS 

károsodás hatására a PARP-1 túlaktiválódik. A fokozott PARP-1 aktivitás pedig 

elfogyasztja a sejt NAD és ennek következtében ATP készleteit. A csökkent 

rendelkezésre álló NAD mennyiség akadályozza a glikolízist és mitokondriális 

respirációt. Dawson és munkatársai demonstrálták [280], hogy a PARP-1 által mediált 

glikolízis inhibíció nem csupán a PARP-1 NAD fogyasztásának következménye, hanem 

a hexokináz gátlása is szerepet játszik benne, melyet az enzimhez kötődő PAR mediál. 

A lecsökkent ATP készlet megakadályozza az apoptotikus út megfelelő működését. A 

sejtek nekrózissal pusztulnak el, mely során megbomlik a sejtmembrán integritása és a 

sejtből gyulladást keltő anyagok jutnak az intracelluláris térbe. PARP-1 tehát szerepet 

játszik a DNS-repairben, de képes a sejt energiakészleteit kimerítve sejt-diszfunkciót és 

nekrózist okozni, ezen túl képes pro-inflammatorikus gének transzkripcióját fokozni. 

A PARP inhibíció lehetővé teszi az oxidatív stresszen átesett sejtek ATP és NAD 

készleteinek megőrzését, ezáltal lehetővé teszi számukra a normális funkció 

visszanyerését vagy az apoptotikus sejthalált, amely a szervezet számára jóval 
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kedvezőbb (8. ábra). Ezzel szemben enyhe károsodás esetén alkalmazott PARP 

inhibitorok akadályozzák a DNS-repairt és az apoptotikus utat promotálják. Ennek 

megfelelően különböző körülmények közt alkalmazott PARP inhibitorok képesek 

lehetnek bizonyos DNS-károsító daganatellenes gyógyszerek citotoxicitásának 

fokozására  [281-283], más körülmények közt pedig a sejt-nekrózis  és gyulladás 

csökkentésére [263]. 

A PARP-1 aktiváció szerepet játszik az infarktus utáni reperfúziós-sérülésben. ADP-

ribóz polimerek akkumulációja figyelhető meg infarktust követően a nekrotikus 

zónában és a „veszélyeztetett területen”, az emelkedett PARP aktivitás kimutatható még 

24 órával a reperfúzió után is [284].  

A PARP inhibitorok többsége a benzamid farmakofórra épül, amely a NAD 

nikotinamid részéhez hasonlít, ezért erős affinitással kötődik a PARP-1 enzimhez. A 

második és harmadik generációs inhibitorok esetében a nyitott benzamid struktúra 

ciklizálásával, majd ehhez a gyűrű-struktúrához további gyűrűket kapcsolva jelentősen 

növelték az inhibitorok hatékonyságát. PARP inhibitorokkal való kezelés csökkenti az 

infarktus méretet és javítja a kontraktilitást. Ennek hátterében az akut fázisban a sejtek 

energiakészleteinek megőrzése (és ezáltal a nekrózis gátlása), a későbbi fázisokban 

pedig a gyulladásos válasz csökkentése állhat [263, 285]. 
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2 Célkitűzések 

 

A bevezetésben felvázolt körülmények miatt igen fontos a miokardiális infarktus utáni 

sejtterápia során alkalmazott sejttípusok összehasonlítása és az előkezelések vizsgálata. 

Kísérleteink során in vitro megközelítést alkalmaztunk a miokardiális infarktus utáni 

sejtterápia komplex eseményeinek modellezésére. 

 

Munkám során céljaim voltak: 

• jellemezni a munkacsoport által használt in vitro iszkémia-reperfúzió modellt, 

• összehasonlítani csontvelő és zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek 

túlélését poszt-iszkémiás viszonyok közt, 

• összehasonlítani csontvelő és zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek direkt 

hatásait iszkémia-reperfúziós sértésen átesett kardiomioblasztokra, 

• megvizsgálni PARP inhibitorral történő előkezelés hatását terápiásan használt 

H9c2 sejtek poszt-iszkémiás viszonyok közti túlélésére 

• megvizsgálni hogyan befolyásolja az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett 

kardiomioblasztok túlélésére kifejtett hatást a terápiásan használt sejtek PARP 

inhibitorral való előkezelése. 
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3 Módszerek 

 

3.1 Felhasznált eszközök 

 

A kísérletek során a H9c2 sejtekhez 4,5 g/l glükóz és 4 mM L-glutamin tartalmú 

DMEM médiumot használtunk (PAA, E15-810), melyet kiegészítettünk 10% magzati 

marha szérummal (GIBCO, 10270-106), 100 U/ml penicillinnel és 100 μg/ml 

sztreptomicinnel (Biochrom AG, A2213). A mesenchymális őssejtekhez 1 g/l glükóz és 

4 mM L-glutamin tartalmú DMEM médiumot használtunk (PAA, E15-806), melyet 

kiegészítettünk 10% magzati marha szérummal, 100 U/ml penicillinnel és 100 μg/ml 

sztreptomicinnel. Az iszkémia-reperfúzió modellben glükóz- és L-glutamin mentes 

DMEM médiumot használtunk (PAA, E15-079). A spektrofotometriás mérések során 

fenolvörös-mentes DMEM médiumot használtunk (PAA, E15-877). A sejtek 

mosásához PBS-t (PAA, H15-002), a sejtszámoláshoz 0,4%-os Tripánkék oldatot 

(SIGMA, T8154) használtunk. Az adherens sejtek felszedéséhez tripszin EDTA 10X-es 

oldatból készített (PAA, L11-003) 5X-ös vagy 1X-es hígítást használtunk, a hígításhoz 

PBS-t alkalmaztunk. Az oxidatív stressz modellezéséhez hidrogén-peroxidot (SIGMA-

ALDRICH, 21,676-3), PARP inhibitorként pedig PJ34-et (Inotek Pharmaceuticals 

Corp.) használtunk. A felhasznált fluoreszcens festékek a Vybrant DiD (Vybrant 

Multicolor Cell- Labelling Kit részeként, Invitrogen, V22889), Calcein AM 

(LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity assay részeként, Molecular Probes, L3224) és 

Ethidium homodimer (LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity assay Kit részeként, 

Molecular Probes, L3224) voltak. A metabolikus aktivitás mérést PrestoBlue Cell 

Viability reagenssel vézeztük használtunk (Invitrogen, A-13262). Méréseink során 

konfokális mikroszkópot (Zeiss, LSM 510), áramlási citométert (BD Biosciences, 

FACSCalibur) és spektrofotométert (BioTek, PowerWave Xs mikrolemez 

spektrofotométer) használtunk. 
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3.2 Felhasznált sejttípusok 

 

3.2.1 H9c2 sejtvonal 

 

A H9c2 patkány embrionális kardiomioblaszt sejtvonal (ATCC, Wesel, Németország) 

BB1X típusú vándorpatkány embrionális szívszövetéből származik. A sejteket 4,5 g/l 

glükózt és 4 mM L-glutamint tartalmazó DMEM médiumban tartottuk fenn, amelyet 

10% magzati marha szérummal, valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 μg/ml 

sztreptomicinnel egészítettünk ki. A sejtinkubátorban 37°C-os 5% CO2-ot tartalmazó, 

100%-os páratartalmú atmoszféra volt biztosítva. A sejteken hetente kétszer cseréltünk 

médiumot. A fenotípus megőrzése érdekében 70-80%-os konfluencia elérésénél a 

sejteket passzáltuk [163, 286, 287]. A kísérletek során használt H9c2 sejtek 5-15 

passzázsúak voltak. 

 

3.2.2 Humán csontvelő eredetű mesenchymális őssejt 

 

A humán csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek (hBMSC) laborunkban kerültek 

izolálásra ortopédiai műtétekből származó mintákból. Az összes eljárás a Semmelweis 

Egyetem etikai bizottságának jóváhagyásával zajlott. A csontvelőminták fiatal, 2-20 év 

közötti standard ortopédiai műtéteken áteső betegektől származtak, a páciensek vagy 

szüleik informált beleegyezésével, a magyar Egészségügyi Tudományos Tanács etikai 

irányelvei alapján. Csak olyan minták kerültek felhasználásra, melyeket klinikai javallat 

alapján egyébként is eltávolítottak volna. A mintákból a csontvelő T75-ös sejttenyésztő 

flaskákba került és 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 

100 μg/ml sztreptomicinnel kiegészített 1 g/l glükózt és 4 mM L-glutamint tartalmazó 

DMEM médiummal 10 ml-re egészítettük ki. A flaskákat 37°C-os 5% CO2 tartalmú 

nedvesített atmoszférán inkubáltuk 3 napig. Ez alatt az idő alatt a hBMSC-k kitapadtak 

a tenyésztőfelülethez, a többi alakos elemet pedig PBS-sel való mosással távolítottuk el. 

A hBMSC-ket 1 g/l glükózt és 4 mM L-glutamint tartalmazó, 10% magzati marha 

szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 μg/ml sztreptomicinnel kiegészített 

DMEM médiumban, 37°C-os 5% CO2 tartalmú nedvesített atmoszférájú inkubátorban 

tartottuk fenn. Hetente kétszer cseréltünk médiumot, a teljes konfluencia elérését 
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megelőzően pedig passzáltuk a sejteket. A kísérletek során használt hBMSC-k 1-10 

passzázsúak voltak. 

A sejtek karakterizálása során a sejtek pozitívak voltak a mesenchymális őssejtekre 

specifikus CD73, CD90, CD105, és CD166 markerekre, de nem fejezték ki a 

hematopoetikus sejtekre specifikus CD34 és CD45 markereket (9. ábra). 

 

3.2.3 Humán zsírszövet eredetű őssejt 

 

A humán zsírszövet eredetű őssejtekhez (hASC) a hamburgi Eppendorf Klinika II. 

számú Anatómia Intézetével létrejött együttműködés révén jutottunk hozzá. A sejtek 

egészséges 22-50 év közötti nők önkéntes, kozmetikai célú zsírleszívásából származó 

mintáiból kerültek izolálásra. Az eljárás a páciensek tudtával és beleegyezésével, illetve 

a Hamburgi Orvosi Kamara Etikai Bizottságának (Ethic Committee of the Chamber of 

Physicians) jóváhagyásával zajlott. Az izolálás első lépése a zsírleszívásból származó 

minta PBS-sel történő mosása volt, ezt követte a szövet 0,075%-os kollagenáz oldattal 

való emésztése 37°C-on 30 percig. Az enzimaktivitás semlegesítése 10% magzati marha 

szérummal, 100 U/ml penicillinnel, 100 μg/ml sztreptomicinnel és 100 U/ml 

nisztatinnal kiegészített DMEM médiummal történt. A minták 1500 rpm-en 10 percig 

történő centrifugálása után a reszuszpendált pellet 75 cm2-es sejttenyésztő flaskákba 

került. A sejteket ezután 37°C-os 5% CO2 tartalmú nedvesített atmoszférájú 

inkubátorban voltak fenntartva. 24 óra elteltével a nem-letapadt sejtek mosással lettek 

eltávolítva [68]. Az első hét során a tenyésztő médium antimikotikumot tartalmazott és 

2-3 naponta került a lecserélésre. Ezután a sejtek nisztatin nélküli médiumban voltak 

fenntartva. A sejtek tripszinizálással végzett passzálása minden esetben a teljes 

konfluencia elérése előtt megtörtént [288]. 

Laborunkban a hASC-ket 1 g/l glükózt és 4 mM L-glutamint tartalmazó, 10% magzati 

marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 μg/ml sztreptomicinnel 

kiegészített DMEM médiumban, 37°C-os 5% CO2 tartalmú nedvesített atmoszférájú 

inkubátorban tartottuk fenn. Hetente kétszer cseréltünk médiumot, a teljes konfluencia 

elérését megelőzően pedig passzáltuk a sejteket. A kísérletek során használt hASC-k 5-

15 passzázsúak voltak. 
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Az áramlási citometriás karakterizálás szerint [288] a hASC-k pozitívak voltak a 

mesenchymális őssejtekre jellemző CD90 és CD105 markerekre, valamint a stem cell 

antigen 1 (Sca-1) homológ CD59 markerre, azonban negatívak voltak a 

limfohematopoetikus CD34 és CD45 markerekre (9. ábra). 

 

 
9. ábra: A áramlási citometriás karakterizálás alapján az őssejtek rendelkeztek a 

vizsgált mesenchymális őssejtekre jellemző markerekkel és nem expresszálták a 

limfohematopoetikus markereket – szaggatott vonal: izotípus kontrol, vastag vonal: 

specifikus antitest A) humán zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek B) humán 

csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek 

 

3.3 Élő/halott jelölés – calcein-ethidium homodimer 

 

Az élő és halott sejtek megkülönböztetéséhez calcein és ethidium homodimer (EthD) 

festékeket használtunk fel. A sejtmembránon áthatolni képes, nem fluoreszcens calcein-

AM-et egy intracelluláris észteráz enzimatikus konverzió révén fluoreszcens membrán-

impermeábilis calceinné alakítja (10. ábra). 
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10. ábra: Calcein-AM konverziója calceinné az élő sejtekben 

 

A hidrofil calcein az élő sejtekben intenzív, zöld fluoreszcenciát mutat 

(excitáció/emisszió: 494 nm / 517 nm). Amennyiben a membránintegritás megbomlik, a 

festék visszatartása csökken, és a sejt fluoreszcens festődése fokozatosan eltűnik. A 

calceint 1:12000-es (4,17 nM) hígításban alkalmaztuk. A konfokális mikroszkóppal a 

gerjesztéshez 488 nm-es argon lézert használtunk, a mérés pedig 517/25 filter után 

történt. Az áramlási citométer használata során szintén 488 nm-es argon lézert 

használtunk a gerjesztéshez, a mérés pedig egy 530/30-as filter közbeiktatásával történt. 

Az ethidium homodimer (excitáció/emisszió: 528 nm / 617 nm) erős pozitív töltéssel 

rendelkezik, ezért az ép sejtmembránon nem képes átjutni, így az egészséges sejteket 

nem jelöli, kizárólag a sérült membránnal rendelkező sejtekbe képes bejutni. A DNS-

hez való kötődés során a fluoreszcens aktivitása 40-szeresére növekszik, így a sérült és 

az elpusztult sejtek magja élénk, piros fluoreszcens jelet ad. Az EthD-t 1:3000-es (333 

nM) hígításban alkalmaztuk. A konfokális mikroszkóppal a gerjesztéshez 543 nm-es 

hélium-neon lézert használtunk, a mérés pedig 583/55 filter után történt. Az áramlási 

citométer használata során 488 nm-es argon lézert használtunk a gerjesztéshez, a mérés 

pedig egy 661/16 filter közbeiktatásával történt. 

Ezen festékek alkalmazása esetén a háttér-fluoreszcencia értéke alacsony, mivel 

természetüktől fogva a festékek nem, vagy csak kis mértékben fluoreszcensek a 

sejtekkel való kölcsönhatást megelőzően [289, 290]. 
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3.4 Iszkémia-reperfúzió modell 

 

In vitro H9c2 kardiomioblaszt kultúrában az oxigén és glükóz megvonásával 

modelleztük az iszkémiás környezetet. A sejtek inkubációja DMEM glükóz- és L-

glutamin mentes médiumban (PAA, E15-079), 0,5% oxigén (≈4 Hgmm) és 99,5% 

nitrogén összetételű atmoszférában, 37ºC-on zajlott (PECON inkubációs rendszer, 

Erbach-Bach, Germany). Az inkubációs rendszer segítségével szabályozható a 

hőmérséklet és az O2 koncentráció és lehetőség van mikroszkóppal folyamatosan 

követni a folyamatokat (11. ábra). 

 

11. ábra: Az inkubációs rendszer. A bal oldalon a konfokális mikroszkóp és az 

inkubációs rendszer elemei (oxigén szenzor, szén-dioxid szenzor, hőmérséklet-

szabályzó), a jobb oldalon az inkubációs kamra látható 

 

A hipoxiás inkubáció után a médiumot 5 g/l glükózt és 4 mM L-glutamint tartalmazó, 

10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 μg/ml 

sztreptomicinnel kiegészített DMEM médiumra cseréltük, ezután a sejteket 37°C-os 5% 

CO2 tartalmú nedvesített atmoszférájú inkubátorba helyeztük [163]. 

A szimulált iszkémia optimális időtartamának meghatározása kísérleti úton történt. A 

két napos protokoll első napján a H9c2 sejteket 42 mm-es tárgylemezre tettük ki, majd 

egy napig 37ºC-on, 5%-os CO2-t tartalmazó atmoszférán inkubáltuk. Az egy napos 

várakozás oka az volt, hogy a sejtek biztosan letapadjanak az új felszínhez és normális 

működési mintázatot (növekedést, sejtciklust, sejt-sejt kapcsolatokat) mutassanak. A 

második napon történt az oxigén és glükóz megvonása, melynek során az alkalmazott 

glükózmentes médiumot az élő és halott sejtek megkülönböztetését lehetővé tevő 
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fluoreszcens festékekkel egészítettük ki (calcein-AM és ethidium-homodimer). 

Konfokális mikroszkóppal 1 kép/perc gyakorisággal felvételeket készítve nyomon 

követtük a két fluoreszcens festék intenzitás-változását (12. ábra). Az eredmények 

alapján a kísérletek során 160 perces oxigén- és glükóz megvonást használtunk. 

 
12. ábra: Iszkémiás sértés. A) A bal oldali képen látható a H9c2 sejtek normál 

sejtkultúrás morfológiája, a jobb oldali kép az iszkémiás sértésen átesett, összehúzódott, 

felkerekedett sejteket mutatja. A skála 50 µm-es B) A szimulált iszkémia időtartama 

alatt elhaló sejtek citoplazmájukból elvesztik az élő sejtekre jellemző zöld calcein jelet 

és magjuk piros ethidium homodimer festődést mutat. Zöld – calcein fluoreszcens jele, 

piros: EthD fluoreszcens jele, a skála 200 µm-es C) A fluoreszcens festékek jele az 

iszkémiás sértés során. EthD – ethidium homodimer, AU – önkényes egység 
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A kísérletek során 12 lyukú lemezeket használtunk és a lemezre a szimulált iszkémiás 

sértést megelőzően egy nappal raktuk ki a H9c2 kardiomioblaszt sejteket 

1 ml médiumban. A kezelés előtt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként 

3 ml glükózmentes médiumot pipettáztunk a sejtekre, amit a szimulált iszkémia után 

3 ml friss tenyésztő médiumra cseréltünk. 

 

3.5 A terápiásan alkalmazott sejtek jelölése -Vybrant DiD 

 

Mivel kísérleteink során nagyon fontos volt, hogy a kokultivációt követően is el tudjuk 

különíteni a sértett és a hozzáadott sejteket, ezért Vybrant DiD (excitáció/emisszió: 644 

nm / 663 nm) fluoreszcens membránfestéket alkalmaztunk a hozzáadott sejtek 

jelölésére. Ez a lipofil indokarbocianin festék a sejtek plazmamembránjába épül be az 

inkubálás során, amely jelölés napokig megmarad. A festéket 1:2000-es hígításban 

alkalmaztuk (500 nM). A konfokális mikroszkóppal 633 nm-es hélium-neon lézerrel 

történt a gerjesztés, a mérés pedig 650LP filter után történt. Az áramlási citométer 

használata során 635 nm-es vörös dióda-lézert használtunk a gerjesztéshez, a mérés 

pedig egy 670LP filter közbeiktatásával történt. 

 

3.6 A hozzáadott sejtek PARP inhibitor előkezelése 

 

A kísérleteinkben használt PJ34 (Inotek Pharmaceuticals Corp., Beverly, MA, USA) 

egy fenantridinon származék, in vitro citoprotektív hatással bír, dózisfüggően csökkenti 

a stimulált makrofágok pro-inflammatorikus citokin és kemokin termelését [291]. In 

vivo miokardiális infarktus modellben pedig kardioprotektív hatással bírt, csökkentve az 

infarktusméretet és javítva a funkció visszanyerését [292]. 

A sejtek PJ34 PARP inhibitorral történő előkezelése 1 órán keresztül zajlott normál 

sejtkultúrás körülmények között, a sejtek tápoldatát kiegészítve a megfelelő 

koncentrációjúra (10 µM vagy 100 µM) PJ34-el vagy a kontroll esetében PBS oldattal. 

Az inkubációs idő letelte után a PARP inhibitort a sejtek kétszeri PBS-es mosásával 

távolítottuk el. A kezelést közvetlenül az iszkémia-reperfúzión átesett sejtekhez való 

hozzáadás előtt végeztük. 
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3.7 hASC kondicionált médium 

 

A hASC kondicionált médium (AKM) előállításához hASC sejteket inkubáltunk 100 

mm-es Petri-csészében, 10 000 sejt/cm2 konfluenciával, 8 ml 1 g/l glükózt és 4 mM L-

glutamint tartalmazó, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel 

és 100 μg/ml sztreptomicinnel kiegészített DMEM médiumban, 37°C-os, 5% CO2 

tartalmú, 100%-os páratartalmú atmoszférával rendelkező inkubátorban. 48 óra után a 

médiumot leszívtuk és félreraktuk a kísérletekhez. 

 

3.8 Konfokális mikroszkóp 

 

Az EthD gerjesztéshez 543 nm-es hélium-neon lézert használtunk, a mérés pedig 583/55 

filter után történt. A calcein gerjesztéshez 488 nm-es argon lézert használtunk, a mérés 

pedig 517/25 filterrel történt. A Vybrant DiD esetében 633 nm-es hélium-neon lézerrel 

történt a gerjesztés, a mérés pedig 650LP filter után történt. A 13. ábra egy reprezentatív 

képet mutat, melyen a halott sejtek magja pirosan (EthD festődés), az élő sejtek 

citoplazmája zölden (calcein festődés), a terápiásan alkalmazott sejtek pedig kéken 

(DiD festődés) jelennek meg. 

 
13. ábra: Az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett kardiomioblasztok a hozzáadott 

őssejtekkel, 24 óra kokultúra után. A konfokális mikroszkóppal készített reprezentatív 

kép. Zöld – calcein jel az élő sejtek citoplazmájában, piros – az elhatlt sejtek magját 

festő ethidium homodimer jele, kék – a terápiásan használt őssejtek vybrant DiD 

festékkel történt membránjelölése,  merged – mindhárom csatorna együttes képe. A 

skála 100 µm-es 

49 
 



3.9 Áramlási citometria 

 

Kísérleteink során 24 órával a szimulált iszkémiás sértést követően tripszinációval 

választottuk fel a sejteket a tenyésztőlemez felületéről, majd 8 perc 1200 rpm-en végzett 

centrifugálást követően az élő/halott festékek PBS oldatában reszuszpendáltuk a 

pelletet. A calceint 1:12000-es, azt EthD-t pedig 1:3000-es hígításban alkalmaztuk. A 

mérésekhez BD Biosciences, FACSCalibur áramlási citométert és a CellQuest 

programot használtunk. 

Az áramlási citométer kalibrálásához az élő kontroll standard sejtkultúrás körülmények 

közt fenntartott, kezeletlen H9c2 sejtek voltak, a kísérleti csoportokkal azonos festést 

alkalmazva. A halott kontrollhoz pedig standard sejtkultúrás körülmények közt 

fenntartott H9c2 sejteket 1 óráig 10 mM-os H2O2-dal inkubáltuk, melyeket a kísérleti 

csoportokkal azonos módon festettünk. 

A várakozásnak megfelelően, az áramlási citometriánál használt kontrollok közül a 

halott kontroll EthD-rel festődött, calceinnel nem, az élő kontroll pedig calceinnel 

festődött, de EthD-rel nem (14. ábra). 

  

14. ábra: Az áramlási citometriás kontrollok. A) erős calcein festődést mutató élő 

kontroll B) erős ethidium homodimer festődést mutató, 10 mM H2O2-dal elölt halott 

kontroll. EthD – ethidium homodimer 

 

A terápiásan alkalmazott sejtek DiD jelölése egyértelműen elkülönítette őket a sértésen 

átesett, jelöletlen sejtektől. A kísérletek során a DiD jel alapján történő, úgynevezett 
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kapuzással különböztettük meg az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejteket és a 

hozzáadott terápiás sejteket (15. ábra). 

 
15. ábra: A DiD festék hisztogramján egyértelműen elkülönül az iszkémiás 

sértésen átesett jelöletlen sejtek és DiD membránfestékkel jelölt terápiásan alkalmazott 

sejtek csoportja 

 

A kísérleti csoportokban az EthD-Calcein dot-ploton megtalálható (16. ábra) a 

calceinnel erősen festődő élő és az EthD-val erősen festődő nekrotikus sejtpopuláció, 

ezen túl megjelent egy köztes festődésű, apoptotikusnak definiálható [293] 

sejtpopuláció is. 

 
16. ábra: A calcein-ethidium homodimer dot-plot-on 3 sejtpopuláció különíthető 

el: az erős calcein festődésű élő sejtek populációja, az erős ethidium homodimer 

festődésű nekrotikus sejtek populációja és a köztes festődési apoptotikus sejtpopuláció 

EthD – ethidium homodimer 
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3.10 Metabolikus aktivitás mérése 

 

Az élő sejtek redukáló képességét felhasználva lehetséges a sejtproliferáció és 

anyagcsere-intenzitás kvantitatív mérése. Számos módszer ismert az irodalomban, 

amely ezen az elven működik, jelen méréseinkben a PrestoBlue reagenst alkalmaztuk. A 

reagens membránpermeábilis, kék színű resazurin komponenst tartalmaz, amely nem 

fluoreszcens. Az élő sejtekben piros színű erősen fluoreszcens resorufin vegyületté 

redukálódik. A kiértékelés elvégezhető fluoreszcencia méréssel vagy két hullámhosszon 

történő abszorbanciaméréssel, ugyanis a redukció során a festék abszorbanciája 

eltolódik 600 nm-ről (resazurin) 570 nm-re (resorufin) (17. ábra). 

 
17. ábra: Az alkalmazott metabolikus aktivitás mérés a resazurin festék sejteken 

belül bekövetkező redukciója során létrejött abszorbancia eltolódáson alapul. 

 

A metabolikus aktivitás mérését 24 órával a szimulált iszkémia-reperfúzió után 

végeztük. A 12 lyukú lemezen a médiumot lecseréltük lyukanként 1 ml friss 10% 

PrestoBlue reagenssel kiegészített médiumra. 24 órás standard sejtkultúrás körülmények 

közti inkubáció (az alacsony sejtszám miatt volt szükség ilyen hosszú inkubációra) után 

200 μl médiumból 570 és 600 nm-en mértük az abszorbancia értékeket. A gyártó 

utasításainak megfelelően az 570 nm-en mért abszorbancia értékeket a 600 nm-en mért 

abszorbancia értékekkel normalizáltuk (az 570 nm-en mért abszorbancia értékből 

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

 

Az iszkémiás szívizomsérülés során keletkező reaktív oxigén vegyületek 

lipidperoxidációt okozhatnak. A malondialdehid (MDA) a többszörösen telített 

zsírsavak peroxidációjának leginkább alkalmazott markere. A mennyiségi analízis 

többnyire a tiobarbitursavval (TBA) adott reakcióján alapul, melyet magas 

hőmérsékleten, savas körülmények között kell véghezvinni. A két TBA és egy MDA 

molekula kondenzációjával keletkező vegyület 532 nm-en spektrofotométerrel 

detektálható (18. ábra) [294]. 

 

18. ábra: A malondialdehid kimutatása a tiobarbitursavval adott színes 

reakciótermék spektrofotometriás detektálásával történik. MDA – malondialdehid; TBA 

- tiobarbitursav 

 

A malondialdehid mérését a szimulált iszkémia befejezése után 5 órával végeztük, a 

médiumból, mivel irodalmi adatok szerint az MDA koncentráció ebben az időpontban 

éri el a maximumát [295]. A méréshez szükséges oldatok összekészítése 1,5 ml 

űrtartalmú Eppendorf csövekben történt. Először 50 µl 8,1%-os SDS oldat, majd 375 µl 

20%-os ecetsav oldat, majd 150 µl desztillált víz került bemérésre. Ezután következett 

50 µl bemérése a malondialdehid kalibrációs sor elemeiből (0 µM, 1 µM, 2 µM, 4 µM, 

8 µM, 16 µM) vagy a mintákból. A kalibrációs sor elkészítése 3 mM koncentrációjú 

törzsoldatból a H9c2 sejtekhez használt médiummal történt, hogy a felhasznált oldószer 

ne okozzon eltérést az abszorbanciákban. Utolsó lépésként a reakció elindítása frissen 

készített, 95°C-os, 0,8%-os tiobarbitursav (375 µl) hozzáadásával történt. A 

reakcióelegy 1 órán keresztül vízfürdőben 95ºC-on inkubálódott. Az abszorbanciát a 

reakcióelegy 200 µl-éből 96 lyukú lemezen, triplikátumban mértünk 532 nm-en [295]. 
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3.12 Laktát-dehidrogenáz felszabadulás mérés 

 

A laktát-dehidrogenáz enzimaktivitás mérése egy kapcsolt reakció segítségével történik. 

Ennek során a laktát-dehidrogenáz enzim (LDH) a tejsavat piruváttá alakítja, a 

reakcióban keletkezett redukált koenzim pedig az indonitrotetrazólium formazánná 

redukálása során regenerálódik (19. ábra). 

 

19. ábra: A sérült sejtekből felszabaduló laktát-dehidrogenáz mennyiségét egy 

kapcsolt reakció színes végtermékének spektrofotometriás mérésével határozzuk meg. 

 

A laktát-dehidrogenáz mérését a szimulált iszkémia befejezése után 24 órával végeztük. 

A negatív kontrollhoz használt sejteket normál körülmények között tenyésztettük (5% 

CO2, 90-95% páratartalom, 37 ˚C), ezt vettük 0%-os LDH felszabadulásnak. A pozitív 

kontrollhoz használt sejteket a mérés megkezdése előtt 30 perccel pár csepp Triton-X-

szel kezeltük, ezáltal a sejteket lizáltuk, ezt tekintettük 100%-os LDH felszabadulásnak. 

A mérés a sejteken található médiumból történt. A méréseket triplikátumban egy 96 

lyukú-lemezen, 100 μl mintából végeztük. Lyukanként 100 μl reagens oldat hozzáadása 

után 30 perc időtartamú sötét inkubáció következett. Az abszorbancia értékek mérése 

két hullámhosszon történt: 490 nm-en, ahol a formazánnak van elnyelése és 650 nm-en, 

ahol a reakciótermék nem ad jelet, ez a referencia hullámhossz. A mérést követően a 
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referenciával korrigáltunk (a 490 nm-en mért abszorbanciaértékből kivontuk a 650 nm-

en mért abszorbanciaértéket). 

 

3.13 Kísérleti protokollok 

 

3.13.1 Iszkémia-reperfúzió modell jellemzése 

 

A kísérletek során 12 lyukú lemezeket használtunk és a lemezre a szimulált iszkémiás 

sértést megelőző nap lyukanként 100 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet raktunk ki 1 ml 

médiumban. A kezelés előtt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként 3 ml 

glükózmentes médiumot pipettáztunk a sejtekre. A sejteket 160 percig 0,5% oxigén (≈4 

Hgmm) és 99,5% nitrogén összetételű atmoszférában, 37ºC-on inkubáltuk. A hipoxiás 

inkubáció után a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l glükózt és 4 mM L-glutamint 

tartalmazó, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 

μg/ml sztreptomicinnel kiegészített DMEM médiumra cseréltük, ezután a sejteket 37°C-

os, 5% CO2 tartalmú, nedvesített atmoszférájú inkubátorba helyeztük a kiértékelésig. 

A laktát-dehidrogenáz felszabadulás mérését a szimulált iszkémia befejezése után 24 

órával végeztük a sejtek médiumából. 

A malondialdehid mérését a szimulált iszkémia befejezése után 5 órával végeztük, a 

sejtek médiumából. 

 

3.13.2 Csontvelő és zsírszövet eredetű őssejtek hatásainak összehasonlítása in vitro 

iszkémia-reperfúzió modellben 

 

A kísérletek során 12 lyukú lemezeket használtunk és a lemezre a szimulált iszkémiás 

sértést megelőző nap lyukanként 30 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet raktunk ki 1 ml 

médiumban. A kezelés előtt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként 3 ml 

glükózmentes médiumot pipettáztunk a sejtekre. A sejteket 160 percig 0,5% oxigén (≈4 

Hgmm) és 99,5% nitrogén összetételű atmoszférában, 37ºC-on inkubáltuk. A hipoxiás 

inkubáció után a különböző csoportokat az alábbiak szerint kezeltük: 

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

mM L-glutamint tartalmazó, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml 
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penicillinnel és 100 μg/ml sztreptomicinnel kiegészített DMEM médiumra 

cseréltük, 

• ASC kondicionált médiummal (AKM) kezelt csoport: a médiumot lyukanként 3 

ml ASC kondicionált médiumra cseréltük, 

• hBMSC-vel kezelt csoport (hBMSC): a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l glükózt 

és 4 mM L-glutamint tartalmazó, 10% magzati marha szérummal valamint 100 

U/ml penicillinnel és 100 μg/ml sztreptomicinnel kiegészített DMEM médiumra 

cseréltük, majd 30 perccel a reoxigenizáció után 20 000 DiD jelölt hBMSC-t 

adtunk hozzá. 

• hASC-vel kezelt csoport (hASC): a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l glükózt és 4 

mM L-glutamint tartalmazó, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml 

penicillinnel és 100 μg/ml sztreptomicinnel kiegészített DMEM médiumra 

cseréltük, majd 30 perccel a reoxigenizáció után 20 000 DiD jelölt hASC-t 

adtunk hozzá. 

Ezek után a sejteket 37°C-os, 5% CO2 tartalmú, 100%-os páratartalmú atmoszférával 

rendelkező inkubátorba helyeztük a kiértékelésig. 

Az áramlási citometriás mérést a szimulált iszkémia-reperfúzió befejezése után 24 

órával végeztük. 

A laktát-dehidrogenáz felszabadulás mérését a szimulált iszkémia-reperfúzió befejezése 

után 24 órával végeztük a sejtek médiumából. Ez a módszer nem képes különbséget 

tenni a terápiásan alkalmazott sejtek és az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtek 

közt, azok együttes populációjáról adnak információkat. A különböző csoportok a 

kísérleti protokollból adódóan eltérő számú sejtet tartalmaztak (kontroll csoport -30 000 

H9c2 sejt; ASC kondicionált médiummal kezelt csoport – 30 000 H9c2 sejt; hBMSC-

vel kezelt csoport - 30 000 H9c2 sejt és 20 000 hBMSC; hASC-vel kezelt csoport - 

30 000 H9c2 sejt és 20 000 hASC). Az ebből adódó különbségeket a teljes sejtszámmal 

való normalizálással korrigáltuk. 

A metabolikus aktivitás mérését a szimulált iszkémia-reperfúzió befejezése után 24 

órával végeztük. A hBMSC-vel és hASC-vel kezelt csoportokban, hogy kiküszöböljük a 

hozzáadott őssejtek metabolizmusából adódó különbséget, a mért értékből kivontuk 

20 000 őssejt metabolikus aktivitás értékét (20. ábra). 
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20. ábra: Csontvelő és zsírszövet eredetű őssejtek iszkémia-reperfúziós sértésen 

átesett kardiomioblasztokra kifejtett hatásainak összehasonlításához alkalmazott 

protokoll. hBMSC – humán csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek; hASC – humán 

zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek 

 

3.13.3 Terápiás sejtek PJ34 PARP inhibitorral való előkezelésének hatása in vitro 

iszkémia-reperfúzió modellben 

 

3.13.3.1 Előkísérletek 

A PJ34 citotoxicitásának meghatározását 96 lyukú lemezen, 10 000 H9c2 

kardiomioblaszt sejtet tartalmazó csoportokon végeztük. A sejtek tápoldatát 

kiegészítettük a megfelelő koncentrációjúra (10 µM vagy 100 µM) PJ34-el vagy a 

kontroll esetében PBS oldattal. Egy óra normál sejtkultúrás inkubáció után a 

kiértékelést LDH felszabadulás méréssel végeztük. 
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A PARP oxidatív stressz elleni protektív hatásának vizsgálatát 96 lyukú lemezen, 

10 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet tartalmazó csoportokon végeztük. A sejtek 

tápoldatát kiegészítettük a megfelelő koncentrációjúra (10 µM vagy 100 µM) PJ34-el 

vagy a kontroll esetében azonos térfogatú PBS oldattal. Egy óra normál sejtkultúrás 

inkubáció után hidrogén-peroxidot adtunk a lyukakba (400 µM végső koncentráció). 

Két óra inkubáció után a kiértékelést LDH felszabadulás méréssel végeztük. 

 

3.13.3.2 Kísérletek 

A kísérletek során 12 lyukú lemezeket használtunk és a lemezre a szimulált iszkémiás 

sértést megelőző nap lyukanként 30 000 H9c2 kardiomioblaszt sejtet raktunk ki 1 ml 

médiumban. A kezelés előtt a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd lyukanként 3 ml 

glükózmentes médiumot pipettáztunk rájuk. Ezután a sejteket 160 percig 0,5% oxigén 

(≈4 Hgmm) és 99,5% nitrogén összetételű atmoszférában, 37ºC-on inkubáltuk. A 

hipoxiás inkubáció után a médiumot lyukanként 3 ml 5 g/l glükózt és 4 mM L-glutamint 

tartalmazó, 10% magzati marha szérummal valamint 100 U/ml penicillinnel és 100 

μg/ml sztreptomicinnel kiegészített DMEM médiumra cseréltük 

 

A hipoxiás inkubáció után a különböző csoportokat az alábbiak szerint kezeltük: 

• Kezeletlen csoport (I-R modell): semmilyen további kezelésben nem részesült, 

• H9c2 kardiomioblasztokkal kezelt csoport (H9c2): 30 perccel a reoxigenizáció 

után 20 000 DiD jelölt H9c2 kardiomioblaszt sejtet adtunk hozzá. 

• 10 μM PJ34-el előkezelt H9c2 kardiomioblasztokkal kezelt csoport (10 μM 

PJ34): 30 perccel a reoxigenizáció után 20 000 DiD jelölt 10 μM PJ34-el 1 órán 

át előkezelt H9c2 kardiomioblaszt sejtek adtunk hozzá. 

• 100 μM PJ34-el előkezelt H9c2 kardiomioblasztokkal kezelt csoport (100 μM 

PJ34): 30 perccel a reoxigenizáció után 20 000 DiD jelölt 100 μM PJ34-el 1 

órán át előkezelt H9c2 kardiomioblaszt sejtek adtunk hozzá. 

Ezek után a sejteket 37°C-os, 5% CO2 tartalmú, 100%-os páratartalmú atmoszférával 

rendelkező inkubátorba helyeztük a kiértékelésig (21. ábra). 

 

Az áramlási citometriás mérést a szimulált iszkémia-reperfúzió befejezése után 24 

órával végeztük. A laktát-dehidrogenáz felszabadulás mérését a szimulált iszkémia-
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reperfúzió befejezése után 24 órával végeztük a sejtek médiumából. A metabolikus 

aktivitás mérést a szimulált iszkémia-reperfúzió befejezése után 24 órával végeztük.  

 
21. ábra: Terápiás sejtek PJ34 PARP inhibitorral való előkezelésének hatását 

vizsgáló protokoll 

 

3.14 Adatelemzés és statisztika 

 

Az áramlási citometriás adatok kiértékeléséhez a Weasel programot (The Walter and 

Eliza Hall Institute, Parkville, VIC, Australia), a statisztikai elemzés és a diagramok 

elkészítéséhez a Graphpad Prism programot (GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA) használtuk. A statisztikai kiértékeléshez kétoldali kétmintás páratlan t-próbát, 

illetve egy utas varianciaanalízist (ANOVA) és Newman-Keuls post hoc tesztet 

végeztünk. Az eredmények minden esetben átlag ± SEM alakban kerültek megadásra. A 

0,05-nél kisebb p értékeket tekintettük statisztikailag szignifikánsnak. 
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4 Eredmények 

 

4.1 Iszkémia-reperfúzió modell jellemzése 

 

Áramlási citometriás méréseink alapján az iszkémia-reperfúzió modell szignifikánsan 

csökkentette az élő sejtek számát (12,13±0,75%) a kezeletlen kontrollhoz 

(90,36±2,60%)  képest (22. ábra). 

 
22. ábra: Az áramlási citometriás mérés szerint az iszkémia-reperfúzió modell 

szignifikánsan csökkentette az élő sejtek számát. Kontroll: 90,36±2,60 %, I-R modell: 

12,13±0,75%, ***:p<0,001, kétoldali t-próba, n=7-31 

 

Az oxidatív stressz mértéke az MDA szint meghatározás alapján szignifikánsan 

emelkedett az iszkémia-reperfúzió modellben (13,70±0,81 μM), a kezeletlen 

kontrollhoz (0,47±0,18 μM) képest (23. ábra). 

 
23. ábra: A malondialdehid-szint meghatározás alapján az iszkémia-reperfúziós 

sértés szignifikáns oxidatív stresszt okozott. Kontroll: 0,47±0,18 μM, I-R modell: 

13,70±0,81 μM, ***:p<0,001, kétoldali t-próba, n=6 
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Az iszkémia-reperfúzió modell a médiumból mért LDH-szint szignifikáns 

emelkedéséhez vezetett (29.58±6.21%) a kezeletlen kontrollhoz (0.00±0.81%) képest 

(24. ábra). 

 
24. ábra: Az iszkémia-reperfúziós sértés szignifikánsan növelte a laktát-

dehidrogenáz felszabadulást. Kontroll: 0,00±0,81%, I-R modell: 29,58±6,21%, 

***:p<0,001, kétoldali t-próba, n=12 
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4.2 Csontvelő és zsírszövet eredetű őssejtek hatásainak összehasonlítása in vitro 

iszkémia-reperfúzió modellben 

 

Kísérleteinkben az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtek túlélése a kezeletlen 

csoportban 12,13 ± 0,75% volt. A túlélő kardiomioblasztok aránya szignifikánsan 

emelkedett mind a hASC-vel (24,66 ± 2,49%), mind a hBMSC-vel (25,41 ± 1,99%) 

kezelt csoportokban, a kondicionált médiummal kezelt csoportban (13,94 ± 1,44%) nem 

találtunk szignifikáns változást. A csontvelő eredetű mesenchymális őssejtekkel és 

zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtekkel kezelt csoportok közt nem volt 

szignifikáns különbség, viszont mindkét őssejttel kezelt csoportban szignifikánsan 

nagyobb volt a poszt-iszkémiás sejtek túlélése, mint a kondicionált médiummal kezelt 

csoportban (25A ábra). 

 
25. ábra: Áramlási citometriás eredmények. A) Az élő poszt-iszkémiás sejtek 

aránya. I-R modell: 12,13±0,75%, AKM: 13,94±1,44%, hASC: 24,66±2,49%, hBMSC: 

25,41±1,99%, **:p<0,01, ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=17-

31 B) A halott poszt-iszkémiás sejtek aránya. I-R modell: 87,71±0,82%, AKM: 

85,75±1,57%, hASC: 75,24±2,49%, hBMSC: 74,62±1,99%, **:p<0,01, ***:p<0,001, 

ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=17-31 C) Az élő terápiás sejtek aránya. 

hASC: 70,30±2,35%, hBMSC: 73,30 ± 1,92%. n=17-31 D) A halott terápiás sejtek 

aránya. hASC: 29,20 ± 2,42%, hBMSC: 25,81 ± 1,89%. n=17-31 
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Az iszkémia-reperfúziós sértés után kezelés nélkül a poszt-iszkémiás sejtek 

87,71±0,82%-a pusztult el. Ez az érték szignifikánsan kisebb volt a hASC és hBMSC 

kezelt csoportokban (hASC: 75,24±2,49%; hBMSC: 74,62±1,99%), de nem változott 

szignifikánsan a kondicionált médiummal kezelt csoportban (AKM: 85,75±1,57%). A 

hASC és hBMSC kezelt csoportok közt nem volt szignifikáns különbség (25B ábra). 

A hozzáadott terápiás sejteket vizsgálva azt találtuk, hogy a hozzáadott őssejtek 

túlnyomó többsége életben volt, mind a hASC-k (70,30±2,35%), mind a hBMSC-k 

(73,30 ± 1,92%) használata esetén és nem volt statisztikailag szignifikáns különbség a 

két csoport közt (25C ábra). Nem volt szignifikáns különbség az elpusztult őssejtek 

arányában sem (hASC: 29,20 ± 2,42%, hBMSC: 25,81 ± 1,89%) (25D ábra). 

 

PhD munkám összefoglalása kapcsán elvégeztem egy, a PJ34-es kísérleteknél 

bevezetett, részletesebb kiértékelést is a nyers adatokból, melynek során a nekrotikus és 

apoptotikus sejtek külön értékelhetők (26. ábra). 

Az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtek közül az apoptotikus sejtek aránya 

39,62±2,44% volt a kezeletlen csoportban, mely érték szignifikánsan alacsonyabb volt a 

kondicionált médiummal kezelt (23,36±2,51%) és a hASC-vel kezelt (hASC: 

47,08±2,61%) csoportokban, de nem változott szignifikánsan a hBMSC-vel kezelt 

csoportban (hBMSC: 32,75±2,92%). A hASC-vel kezelt csoportban szignifikánsan 

magasabb volt a poszt-iszkémiás apoptotikus sejtek aránya, mint a hBMSC kezelt 

csoportban (26A ábra). 

A kezeletlen csoportban az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtek közül a 

nekrotikus sejtek aránya 48,09±2,28% volt, mely érték szignifikánsan csökkent a 

hASC-vel kezelt csoportban (28,16±1,94%), szignifikánsan nőtt a kondicionált 

médiummal kezelt csoportban (62,39±1,89%) és nem változott szignifikánsan a 

hBMSC-vel kezelt csoportban (41,88±2,46%). A hASC-vel kezelt csoportban 

szignifikánsan alacsonyabb volt a poszt-iszkémiás nekrotikus sejtek aránya a hBMSC-

vel kezelt csoporthoz képest (26A ábra). 

A hozzáadott terápiás sejteket vizsgálva nem volt szignifikáns különbség a két csoport 

között 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%) őssejtek arányában sem (26B ábra). 
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26. ábra: Áramlási citometriás mérés. A) Az élő, apoptotikus és nekrotikus poszt-

iszkémiás sejtek aránya. I-R modell: élő: 12,13±0,75%, apoptotikus: 39,62±2,44%, 

nekrotikus: 48,09±2,28%; AKM: élő: 13,94±1,44%, apoptotikus: 23,36±2,51%, 

nekrotikus: 62,39±1,89%; hASC: élő: 24,66±2,49%, apoptotikus: 47,08±2,61%, 

nekrotikus: 28,16±1,94%; hBMSC: élő: 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 élő, apoptotikus és nekrotikus terápiás őssejtek aránya. hASC: élő: 

70,30±2,35%, apoptotikus: 15,79±1,22%, nekrotikus: 13,41±1,67%; hBMSC: élő: 

73,30±1,92%, apoptotikus: 13,51±1,02%, nekrotikus: 12,29±0,96%. n=17-31 

 

A metabolikus aktivitás mérése megerősítette az áramlási citometriás eredményeinket. 

A sejtek metabolikus aktivitása szignifikánsan magasabb volt hASC (0,652 ± 0,089AU, 

önkényes egység) és hBMSC kezelés (0,607 ± 0,059 AU) után, mint a kezeletlen 

csoportban (0,065 ± 0,033AU). A kondicionált médiummal kezelt csoportban, bár 

kisebb mértékben, de szintén szignifikánsan emelkedett a metabolikus aktivitás 

(0,225±0,013AU). Nem volt statisztikailag szignifikáns különbség a hASC-vel és a 

hBMSC-vel kezelt csoportok közt (27. ábra). 
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27. ábra: Metabolikus aktivitás mérés. Kontroll: 0,858±0,021 AU, I-R modell: 

0,065±0,033 AU, AKM: 0,225±0,013 AU, hASC: : 0,652±0,089 AU, hBMSC: 

0,607±0,059 AU, *:p<0.05, ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=3 

 

Az LDH felszabadulás értéke szignifikánsan csökkent 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 kondicionált médiummal való kezelés 

(0,208±0,009 AU) egy kisebb, de szintén szignifikáns csökkenést okozott. Nem volt 

szignifikáns különbség a hASC-vel és a hBMSC-vel kezelt csoportok között (28. ábra). 

 
28. ábra: Laktát-dehidrogenáz felszabadulás. Kontroll: 0,167±0,002 AU, I-R 

modell: 0,225±0,006 AU, AKM: 0,208±0,009 AU, hASC: 0,148±0,005 AU, hBMSC: 

0,146±0,004 AU, *:p<0,05, ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=3 
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4.3 Terápiás sejtek PJ34 PARP inhibitorral való előkezelésének hatása in vitro 

iszkémia-reperfúzió modellben 

 

Eredményeink szerint nem növelte az LDH felszabadulást a kontroll csoporthoz képest 

(-0,18±0,36%) a PJ34 PARP inhibitorral való 1 órás kezelés sem a 10 µM-os 

(-3,40±0,16%), sem a 100 µM-os (-3,61±0,27%) koncentráció alkalmazása esetén. 

A 2 órás 400 µM-os H2O2 kezeléssel modellezett oxidatív stressz szignifikánsan 

növelte az LDH felszabadulás értékét (35,14±1,01%) a kontroll csoporthoz képest. Az 1 

órás PJ34 PARP inhibitor előkezelés szignifikánsan csökkentette H2O2 kezelés hatását 

mind a 10 µM-os (15,65±0,95%) mind a 100 µM-os (15,69±0,54%) csoportban (29. 

ábra). 

 
29. ábra: PJ34 citotoxicitás és oxidatív stressz elleni védelem. Kontroll:  

-0,18±0,36%, 10 µM PJ34: -3,40±0,16%, 100 µM PJ34: -3,61±0,27%, H2O2: 

35,14±1,01%, H2O2 + 10 µM PJ34: 15,65±0,95%, H2O2 + 100 µM PJ34: 

15,69±0,54%. ***:p<0,001, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=6 
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Kísérleteinkben az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtek túlélése a kezeletlen 

csoportban 36,44±5,05% volt, amely nem változott szignifikánsan előkezelést nem 

kapott H9c2-sejtek hozzáadásának hatására (42,81±5,11%), viszont szignifikánsan 

emelkedett a 10 μM PJ34 PARP inhibitorral előkezelt terápiás sejtek hozzáadásának 

hatására (52,07±5,80%) és a 100 μM PJ34 PARP inhibitorral előkezelt terápiás sejtek 

hozzáadásának hatására is (54,95±5,55%).  

Az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtek közt az apoptotikus sejtek aránya nem 

mutatott szignifikáns eltérést a kísérleti csoportok között (I-R modell: 19,94±2,75%, 

H9c2: 20,23±2,62%, H9c2 + 10 μM PJ34: 17,20±2,42%; H9c2 + 100 μM PJ34: 

20,05±3,23%). 

Az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtek közt nekrotikus sejtek aránya a 

kezeletlen csoportban 43,64±4,00% volt, amely nem változott szignifikánsan 

előkezelést nem kapott H9c2-sejtek hozzáadásának hatására (37,29±4,55%), viszont 

szignifikánsan csökkent a 10 μM PJ34 PARP inhibitorral előkezelt terápiás sejtek 

hozzáadásának hatására (30,18±4,60%) és a 100 μM PJ34 PARP inhibitorral előkezelt 

terápiás sejtek hozzáadásának hatására is (25,52±3,47%) (30A ábra). 

A hozzáadott terápiás sejteket vizsgálva az eredmények azt mutatják, hogy a PJ34 

PARP inhibitorral előkezelt terápiás sejtek túlélése szignifikánsan emelkedett az 

előkezelést nem kapott terápiás sejtekhez képest (H9c2: 52,02±5,01%, H9c2 + 10 μM 

PJ34: 63,38±4,50%, H9c2 + 100 μM PJ34: 64,99±3,47%). 

A terápiásan kezelt sejtek közti apoptotikus sejtek arányában nem volt szignifikáns 

különbség a különböző csoportok közt (H9c2: 10,87±1,12%, H9c2 + 10 μM PJ34: 

9,22±1,28%; H9c2 + 100 μM PJ34: 10,18±1,55%). 

A PJ34 PARP inhibitorral való előkezelés szignifikánsan csökkentette a terápiás sejtek 

nekrózisát (H9c2: 37,23±4,40%, H9c2 + 10 μM PJ34: 26,83±3,49%, H9c2 + 100 μM 

PJ34: 24,96±2,43%) (30B ábra). 
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30. ábra: Áramlási citometriás mérések. A) Az élő, apoptotikus és nekrotikus 

poszt-iszkémiás sejtek aránya. I-R modell: élő: 36,44±5,05%, apoptotikus: 

19,94±2,75%, nekrotikus: 43,64±4,00%; H9c2: élő: 42,81±5,11%, apoptotikus: 

20,23±2,61%, nekrotikus: 37,29±4,55%; H9c2 + 10 µM PJ34: élő: 52,07±5,80%, 

apoptotikus: 17,20±2,42%, nekrotikus: 30,18±4,60%; H9c2 + 100 µM PJ34: élő: 

54,95±5,55%, apoptotikus: 20,05±3,23, nekrotikus: 25,52±3,47%, *:p<0,05, **:p<0,01 

vs. H9c2, ###:p<0,001 vs. I-R modell, ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt, n=18 

B) Az élő, apoptotikus és nekrotikus terápiás sejtek aránya. H9c2: élő: 52,02±5,01%, 

apoptotikus: 10,87±1,12%, nekrotikus: 37,23±4,40%; H9c2 + 10 µM PJ34: élő: 

63,38±4,50%, apoptotikus: 9,22±1,28%, nekrotikus: 26,83±3,49%; H9c2 + 100 µM 

PJ34: élő: 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 Megbeszélés 

 

Eredményeink alapján valószínűsíthető, hogy a könnyebben hozzáférhető zsírszövet 

eredetű mesenchymális őssejtek alkalmasabbak iszkémia-reperfúziós károsodás 

csökkentésére, mint a csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek, illetve, hogy a terápiás 

sejtek túlélése és hatékonysága PJ34 PARP inhibitor előkezeléssel fokozható. 

Kísérleteinkben egy in vitro megközelítést alkalmaztunk a miokardiális infarktus utáni 

sejtterápia komplex eseményeinek modellezésére, amely különböző hátrányokkal és 

előnyökkel rendelkezik az in vivo megközelítéshez képest. Az in vitro sejtkultúrás 

körülmények nem tudják megfelelően modellezni a szívizomszövet háromdimenziós 

struktúráját, annak komplex sejt-sejt és sejt-extracelluláris mátrix kapcsolataival, 

valamint nem tudja visszaadni a miokardiális infarktus utáni komplex eseményeket, 

mint a gyulladásos-folyamat vagy az érképzés hatásai. Azonban az in vivo modellek 

egyik limitációja, hogy nem képesek élesen elhatárolni a kezelések direkt, a 

parenchymális sejteken kifejtett hatását, illetve a környezet befolyásolásán keresztül 

létrejövő hatásokat (leukociták inaktiválása vagy csökkent migrációja, angiogenezis, 

stb.). Mivel méréseink során a sejtkezelés poszt-iszkémiás sejtekre gyakorolt direkt 

hatásaira fókuszáltunk, ezért a feltett kérdéseinkre megítélésünk szerint a modell 

releváns információkat nyújtott. 

Kísérleteink során H9c2 patkány kardiomioblaszt sejteket használtunk, amely 

embrionális patkány szívszövetből származik. A H9c2 sejtek rendelkeznek mind a 

vázizom-, mind a szívizomszövetre jellemző elektrofiziológiai és biokémia 

tulajdonságokkal [287, 296], mindazonáltal gyakran használt sejttípus iszkémia-

reperfúziós sértést vizsgáló kísérletekben [297-299] és csoportunk is többéves 

tapasztalattal rendelkezik ezen sejtek használatáról. Chen és munkatársai 

összehasonlították H9c2 sejtek és primer neonatális patkány kardiomiociták reakcióját 

hidrogén-peroxid kezelés után [300], a vizsgált paraméterek (felválás a tenyésztőedény 

felszínéről, nukleáris kondenzáció, sejttérfogat változás, sejtenkénti összfehérje 

mennyiség) tekintetében nem találtak jelentős különbséget a sejtek közt. 

Demonstráltuk, hogy oxigén- és glükóz megvonás majd normál sejtkultúrás oxigén- és 

glükóz szintek visszaállítása után az oxidatív stressz markere, az MDA szintje 

emelkedett, ahogy az in vivo iszkémia-reperfúzió után is megfigyelhető. A membrán-
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integritással fordítottan arányos LDH felszabadulás mérés alapján megállapíthatjuk, 

hogy az alkalmazott sértés szignifikáns membránkárosodást okozott, tehát az iszkémia-

reperfúziós károsodás modellezésére alkalmas. 

Kísérleteink során összehasonlítottuk a zsírszövet és csontvelő eredetű mesenchymális 

őssejtkezelések az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett kardiomioblasztokra gyakorolt 

hatásait és azt találtuk, hogy mind a csontvelő, mind a zsírszövet eredetű 

mesenchymális őssejtek direkt módon fokozták az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett 

kardiomioblasztok túlélését. Az LDH felszabadulás mértéke őssejtkezelés után 

szignifikánsan csökkent, a metabolikus aktivitás pedig szignifikánsan emelkedett, ami 

megfelel az áramlási citometriás adatoknak, ahol azt láttuk, hogy nőtt a túlélő sejtek és 

csökkent az elpusztult sejtek aránya. Nem találtunk szignifikáns különbséget a 

csontvelő és zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek poszt-iszkémiás sejtek 

túlélésére kifejtett hatása közt. Továbbá maguknak a mesenchymális sejteknek a 

túlélése is azonos volt, tehát a poszt-iszkémiás viszonyok közti túlélési kapacitásuk 

valószínűleg igen hasonló. Azonban a halott sejteket figyelembe véve a hASC-vel 

történt kezelés mind a kezeletlen csoporthoz képest, mind hBMSC-vel való kezeléshez 

képest szignifikánsan csökkentette a nekrotikus sejtek arányát és növelte az apoptotikus 

sejtekét, vagyis az elpusztult sejteket a szabályozott apoptotikus sejthalál felé 

irányította. Ez nagy előny lehet in vivo, ugyanis a nekrózis során a sejtek 

membránintegritása megszűnik, a sejtből a környező térbe lizoszomális enzimek és 

„danger signal” molekulák szabadulnak fel, amelyek tovább károsítják a környező 

sejteket és gyulladás kialakulásához vezetnek [301]. Továbbá irodalmi adatok arra 

mutatnak, hogy in vivo az apoptotikus debris eltávolítása anti-inflammatorikus választ 

indukálhat [301-304]. Ezek a megfigyeléseink azért fontosak, mert több cikk [305-307] 

is beszámolt arról, hogy zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek alkalmazása esetén 

jobb eredményeket tapasztaltak, mint csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek esetén, 

a hatásmechanizmus azonban egyenlőre nem teljesen tisztázott. Tudomásunk szerint mi 

voltunk az elsők, akik összehasonlították a zsírszövet- és csontvelő eredetű 

mesenchymális őssejtek iszkémia-reperfúziós sértésen átesett sejtekre gyakorolt direkt 

hatásait. Rasmussen és mtsai leírták, hogy patkány modelljükben miokardiális infarktus 

követő őssejt-transzplantáció humán zsírszövet eredetű mesenchymális őssejteket 

alkalmazva javította a ejekciós frakciót, míg azonos donortól származó csontvelő 
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eredetű mesenchymális őssejtek esetén nem tapasztaltak szignifikáns javulást ebben a 

paraméterben [305]. Egy másik kutatócsoport eredményei szerint, a zsírszövet eredetű 

mesenchymális őssejtek nagyobb proliferatív aktivitással bírnak, nagyobb mértékben 

expresszálják a VEGF és HGF faktorokat és gerincvelő sérülést követően nagyobb 

angiogenezis fokozó hatással rendelkeztek, mint a csontvelő eredetű mesenchymális 

őssejtek, míg migráció szempontjából nem találtak köztük különbséget [306]. A 

zsírszövet eredetű mesenchymális őssejteket szintén effektívebbnek találták felületi 

sérülések kezelésére, valamint kimutatták, hogy nagyobb hatást gyakorolt a fibroblaszt-

migrációra, továbbá, hogy mindkét sejttípus fokozza a fibroblasztok proliferációját 

[307]. Ez utóbbi problematikus lehet a miokardium regenerálása szempontjából, a 

hegképződés fokozása miatt. Ezen túl Ngo és munkatársai leírták [308], hogy a 

sejtkultúrás körülmények közt fenntartott csontvelő eredetű mesenchymális sejtek több 

miofibroblaszt markerre pozitívan festődnek és kollagént szintetizálnak, vagyis in vitro 

hajlamosak miofibroblaszt fenotípust felvenni. Altman és kollégái pedig arról számoltak 

be [75], hogy csontvelő eredetű mesenchymális őssejtek csupán mechanikai stressz 

hatására is hajlamosok fibroblaszt irányú differenciációra. Noha a korai vizsgálatok 

szerint a csontvelő és zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek hasonló 

immunszupresszív tulajdonságokkal rendelkeznek [93], újabb tanulmányok alapján a 

zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek nagyobb hatással vannak a B-sejtek [309] és 

a dendritikus sejtek [310] működésére. Fontos megemlíteni, hogy az említett 

különbségek adódhatnak a BMSC és ASC populációk alapvető heterogenitásából, 

valamint az izolációs és sejtkultúrás protokollokból is [311].  

A hASC-k és hBMSC-k alkalmazásával elért hasonló eredmények megerősítik, hogy a 

hASC-k egy valós alternatívát jelenthetnek az elterjedtebben használt hBMSC-kkel 

szemben a sejt-terápiák gyorsan fejlődő területén. A szubkután zsírszövet egy vonzó 

forrás autológ mesenchymális őssejtek izolálására, mivel zsírszövet zsírleszívás által 

könnyen nyerhető, mely műveletet rutinszerűen alkalmaznak évente több ezer ember 

esetén. A mesenchymális őssejtek a csontvelői sejtek igen csekély hányadát alkotják, az 

összes sejt 0,001-0,01%-át képviselik, továbbá egyes vizsgálatok szerint a számuk és a 

differenciációs kapacitásuk fordítottan arányos az életkorral [312]. Az egy gramm 

zsírszövetből kinyerhető őssejtek hozama több nagyságrenddel meghaladja az egy 

milliliter csontvelőből nyerhető őssejtekét [311, 313, 314], és jóval nagyobb 
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mennyiségű zsírszövet nyerhető biztonságosan. Kimutatták, hogy mind a hBMSC-k, 

mind a hASC-k képesek oszteogén, adipogén, kondrogén és miogén irányokba 

differenciálódni [68, 315, 316] és parakrin faktorok szekretálásával képesek 

antiapoptotikus hatást kelteni és fokozni az angiogenezist [317, 318]. Mivel 

modellünkben a hASC-k és hBMSC-k egyforma mértékben fokozták az iszkémia-

reperfúziós sértésen átesett sejtek túlélését, valamint a hASC-k szignifikánsan 

csökkentették a nekrózist, ezért eredményeink tovább erősítik azt a feltételezést, hogy a 

zsírszövet a terápiásan használt felnőtt őssejtek egy praktikusabb, jobb forrása, mint a 

csontvelő. Az első fázis I-es klinikai vizsgálat, mely zsírszövet eredetű őssejteket 

használt szívinfarktus után (NCT00442806) véget ért, és a zsírszövet eredetű 

mesenchymális őssejtek miokardiális infarktus utáni alkalmazáshatóságáról és 

biztonságosságáról számolt be [319]. A vizsgálat megállapította, hogy a zsírszövet 

kinyeréséhez a miokardiális infarktus akut fázisában végzett periumbilikális zsírleszívás 

és az intrakoronáriás infúzióval történő sejtbejuttatás biztonságos volt, nem találták 

mikrovaszkuláris elzáródás vagy megváltozott áramlás jelét és a 6 hónapos utánkövetés 

során sem volt a kezeléssel kapcsolatos súlyos kedvezőtlen esemény. A terápia 

szignifikánsan csökkentette a hegképződést és a perfúziós defektust, valamint a 

szívfunkció a javulása irányába mutató trendet mutatott.  

Kísérleteink során a terápiás sejtek hozzáadása után azért alkalmaztunk 24 órás 

kokultivációs időt, mert ez az időablak korábbi kísérleteink alapján elég a hozzáadott 

sejtek kitapadásához és a hatás kialakulásához, de nem következik be alatta jelentős 

sejtosztódás [163], és kizárja a sejtek differenciálódásának szerepét, amihez hosszabb 

idő szükséges. Figyelembe kell vennünk, hogy humán őssejteket használtunk a 

kísérletekben, de mivel immunválasz nem tud létrejönni modellünkben, ezért ennek 

nem lehetett jelentős hatása, és az irodalomban is széles körben használnak humán 

terápiás sejteket állatmodellekben [320-322]. Modellünkben a sértésen átesett sejtek 

túlélése kétszeresére nőtt, azonban ki kell hangsúlyoznunk, hogy kísérleteinkben a 

terápiásan használt őssejtek túlnyomó többsége életben maradt, ellentétben az in vivo 

terápiás alkalmazásokkal, ahol a bejuttatott  sejtek nagy része a transzplantáció után 

nem sokkal elpusztul [301]. 

A kondicionált médiumot zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtek felhasználásával 

készítettük, mert proliferációs képességeik jobbak, mint a csontvelő eredetű 
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mesenchymális őssejteké [311], így adott idő alatt feltehetően nagyobb parakrin 

koncentrációt lehetett elérni a médiumban. Az áramlási citometriás mérések szerint a 

kondicionált médium nem volt szignifikáns hatással a sértett sejtek túlélésére, ami 

összhangban van a munkacsoport korábbi eredményeivel, ahol a csontvelő eredetű 

őssejtek sejtkultúrás inzerten keresztül nem voltak képesek fokozni a sértett sejtek 

túlélését [163]. A kondicionált médium enyhén csökkentette az LDH felszabadulást és 

növelte a metabolikus aktivitást. Ezt azt jelentheti, hogy a mesenchymális sejtek által 

kibocsátott parakrin faktorok közt vannak olyan vegyületek, amelyek direkt hatással 

bírnak a poszt-iszkémiás sejtekre. Az áramlási citometriás adatok szerint a kondicionált 

médium bár az élő sejtek arányára nem volt hatással, de szignifikánsan csökkentette az 

apoptotikus sejtek arányát és növelte a nekrotikus sejtekét, amely ellentétes a hASC-k 

hatásával. A hASC kondicionált médium és hASC-k eltérő hatása a sejt-sejt kapcsolat 

kiemelkedő fontosságára utalhat a megmentési folyamatban, de másrészt azt is 

jelentheti, hogy a parakrin molekulákból nagyobb koncentrációkra van szükség a 

pozitív hatás kiváltásához. Az irodalmi adatok ismeretében valószínű, hogy a sejtterápia 

hatása nagyrészt parakrin faktorok révén jön létre, de az őssejtnek szüksége van a 

mikrokörnyezet vagy a sérült sejttel létrejött kontaktus indukáló hatására, hogy a 

parakrin faktorokat megfelelő mennyiségben szekretálja. Lehetséges, hogy kísérleteink 

során a kondicionált médiumban a parakrin faktorok nem érték el a túlélést fokozó hatás 

kiváltásához szükséges szintet. Több kutatócsoport is beszámolt róla, hogy a  

kondicionált médium koncentrálásával bíztató eredményeket érnek el [323, 324]. 

Felmerül annak a lehetősége, hogy a szekretált molekulák csak közvetlen közelből 

tudnak hatni, ahol lokális koncentrációjuk megfelelően magas szintet képes elérni, 

lehetséges, hogy csak direkt sejt-sejt kapcsolat tudja biztosítani a megfelelő közelséget. 

Ilyen „mikroparakrin” hatás jön létre például a csontvelőben hematopoetikus őssejtek és 

specializált niche oszteoblasztok közt az „endoszteális niche-őssejt szinapszis”-ban 

[325]. Korábbi vizsgálatok is kiemelték a sejt-sejt kapcsolat lehetséges szerepét az 

őssejtkezelések kapcsán, a hatásmechanizmus tekintetében a membrán-nanocsöveken 

létrejövő mitokondrium-transzport merült fel [163, 164]. 

Vizsgálataim második felében előkísérletek során megvizsgáltuk az alkalmazott PARP 

inhibitor, a PJ34 citotoxicitását, valamint a hatásosságát H2O2 kezeléssel modellezett 

oxidatív stressz hatásának kivédésében. Eredményeink szerint az alkalmazott 
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koncentrációk nem voltak citotoxikusak és az irodalmi adatoknak megfelelően [326] 

csökkentették az oxidatív stressz okozta károsodást. Az eredmények azt is mutatják, 

hogy a 2 órás 400 µM H2O2-os kezelés hasonló mértékű károsodást okozott, mint az 

iszkémia reperfúzió modellünk (H2O2 kezelés – 35,14±1,01% LDH felszabadulás , I-R 

modell, 29,58±6,21% LDH felszabadulás). Ismereteink szerint elsőként publikáltunk 

kvantitatív életképességi adatokat PARP inhibitorral előkezelt terápiás sejtek poszt-

iszkémiás sejtekre kifejtett direkt hatásával kapcsolatban. 

A terápiás sejtek PJ34 előkezelést vizsgáló in vitro iszkémia-reperfúziós kísérletekben a 

H9c2 kardiomioblaszt vonalat használtuk a terápiásan alkalmazott sejtek szerepében is. 

Kutatócsoportunk korábbi kísérleteiben kimutattuk, hogy in vitro iszkémia-reperfúzió 

modellünkben a H9c2 sejtek képesek betölteni a terápiásan alkalmazott sejtek szerepét 

és fokozni a sértésen átesett sejtek túlélését [165], ezekben a kísérletekben a terápiásan 

alkalmazott H9c2 sejtek a mesenchymális őssejtekhez hasonló hatást értek el, arra 

utalva, hogy az alkalmazott sejtek multipotenciája nem feltétlenül szükséges a hatás 

kialakításához. 

Korábbi kísérleteinkkel ellentétben [165] jelen kísérleteink során a kezeletlen H9c2 

terápiás sejtek nem bírtak szignifikáns hatással, bár pozitív tendenciát mutattak, ennek 

feltételezhetően az erősebb iszkémia-reperfúziós sértés lehetett az oka. A terápiásan 

alkalmazott H9c2 sejtek PJ34 előkezelése növelte maguknak a terápiás sejteknek a 

túlélését és emelkedett az iszkémia-reperfúziós sértésen átesett kardiomioblasztok 

túlélése is, ami feltehetőleg legalább részben a terápiás sejtek jobb túléléséből fakad. In 

vivo miokardiális infarktus utáni sejtterápiában ez azt jelentheti, hogy a PJ34 előkezelt 

terápiás sejtek képesek lehetnek a nagyobb oxidatív károsodást szenvedett területeken is 

túlélni és pozitív hatásukat kifejteni. A fokozott túlélés hátterében álló lehetséges 

mechanizmussal kapcsolatban emlékeznünk kell, hogy a miokardiális iszkémia-

reperfúzió utáni károsodásban jelentős szerepet játszik a PARP enzim oxidatív stressz 

általi aktivációja [327]. Korábbi tanulmányok bemutatták, hogy a PARP inhibitorok 

megszakítják az intracelluláris oxidáns termelés és az adhéziós-receptor expresszió és 

mononukleáris sejt infiltráció pozitív-visszacsatolás hurkait [279]. 

A nagyobb koncentrációban alkalmazott PJ34 kezelés nem vezetett a kezelés hatásának 

szignifikáns növekedéséhez, ebből arra következtethetünk, hogy már a 10 µM-os 

koncentrációjú PJ34-el történő 1 órás előkezelés is a PARP enzim közel teljes 
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gátlásához vezetett. Ez annak a következménye, hogy a sejtkultúrás kísérletekben 

használt koncentráció felső tartományát céloztuk meg [328], egyrészt mert a sejtek csak 

egy rövid, 1 órás előkezelés idejéig voltak kitéve a PJ34-nek, másrészt mert elsősorban 

azt akartuk eldönteni, hogy működhet-e a koncepció. 

A PARP inhibitorok használatával kapcsolatban aggodalomra adhat okot azok a DNS 

javító mechanizmusok blokkolásán keresztül kifejtett lehetséges genotoxikus hatása. 

Bíztató azonban, hogy az irodalmi adatok megcáfolják az önmagában alkalmazott 

PARP inhibitorok genotoxikus hatását, bakteriális reverz mutációs, in vitro 

kromoszóma aberrációs és csontvelői mikronukleusz tesztek sem mutatták ki 

genotoxikus hatást PARP inhibitor kezelés után [329]. 

Az irodalomban többen számoltak már be a terápiásan alkalmazott sejtek 

előkezelésének pozitív hatásairól. Yao és mtsai a lipopoliszachariddal prekondicionált 

mesenchymális őssejteket alkalmaztak miokardiális infarktus patkány modelljében 

[330]. Arról számoltak be, hogy a terápiásan alkalmazott sejtek jobban éltek túl, 

fokozták a vaszkularizációt és csökkentették a fibrózist. Hahn és mtsai növekedési 

faktorokat alkalmaztak mesenchymális őssejtek előkezeléseként, majd a sejtek túlélését 

vizsgálták 30 óra 0,5% O2 szintű hipoxia kezelés után [331]. Tripánkék-exklúziós 

mérést végezve azt találták, hogy 20%-al több sejt élte túl a kezelést. A sejteket in vivo 

infarktus modellben alkalmazva azok szignifikánsan javították a szisztolés funkciót és 

csökkentették az infarktusméretet a kezeletlen MSC-khez képest. Kubo és mtsai egér 

csontvelő eredetű MSC-ken végzett 30 perces H2O2 előkezelést [332]. A kezelés 

hatására nőtt a sejtek VEGF expressziója és az endoteliális irányú differenciációs 

készsége. Mangi és mtsai az előkezelésként alkalmazott retrovirális manipulációval 

elérték a terápiásan alkalmazott sejtek Akt overexpresszióját, ami jelentősen fokozta 

azok hatékonyságát in vivo miokardiális infarktus modellben [254]. A PARP inhibitor 

előkezelés citoprotektív és gyulladáscsökkentő hatása jól kiegészítheti a parakrin 

faktorok expresszióját fokozó előkezeléseket. A PARP inhibitorok citoprotektív 

hatásukat a sejt energiakészleteinek megőrzésén keresztül fejtik ki, így lehetséges, hogy 

tovább tudják fokozni más hatásmechanizmussal rendelkező kezelések citoprotektív 

hatását, de ennek felderítésére további vizsgálatok szükségesek. 
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6 Következtetések  

 

Eredményeink alapján a csontvelő és zsírszövet eredetű mesenchymális őssejtekkel való 

kezelés direkt hatásokon keresztül és azonos mértékben növeli sérült kardiomioblasztok 

túlélését in vitro iszkémia-reperfúzió modellünkben. A két őssejttípus túlélése a poszt-

iszkémiás környezetben szintén hasonló. Azonban a hASC-k a hBMSC-khez képest 

szignifikánsan nagyobb mértékben csökkentették a nekrózist, az apoptotikus sejthalál 

felé terelve a sérült sejteket, amely részben magyarázhatja az ASC sejtek in vivo 

kísérletekben megfigyelt nagyobb hatékonyságát. A könnyen és nagy mennyiségben 

hozzáférhető zsírszövet egy ígéretes forrás autológ mesenchymális őssejtek kinyerésére, 

a hASC-k valós alternatívát jelenthetnek az hBMSC-kkel szemben a miokardiális 

infarktuson átesett szív kezelésére. További vizsgálataink alapján a terápiásan 

felhasznált sejtek PARP inhibitorral való előkezelése növelte azok túlélését poszt-

iszkémiás körülmények között és fokozta sérült kardiomioblasztokra kifejtett terápiás 

hatásukat. Ha az eredményeinket további in vivo tanulmányok is megerősítik, 

lehetségessé válhat a sejtalapú terápiák hatékonyságának növelése ASC-k szélesebb 

körű felhasználásával, továbbá a felhasznált sejtek PARP inhibitorral történő 

előkezelése útján. 
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7 Összefoglalás  

 

A szív- és érrendszeri betegségek, komoly egészségügyi és társadalmi problémát 

jelentenek. Ezek közt az egyik legjelentősebb a miokardiális infarktus, melynek 

jelenlegi kezelései a szív normál keringésének visszaállítását célozzák. Bár ezek az 

eljárások jelentősen növelik a várható élettartamot, azonban a súlyos szívinfarktus utáni 

kontraktilisszövet-veszteség és hegképződés gyakran szívelégtelenség kialakulásához 

vezet. A sejtterápiák magukban hordozzák a sérült szívizom regenerálásának és a 

szívfunkció visszaállításának ígéretét, de egyelőre az eredmények jelentősen 

elmaradnak a várakozásoktól. A hatékonyabb őssejtterápiák kialakításának akadálya 

egyrészt, hogy nem tisztázott, melyik sejttípus a legalkalmasabb, másrészt kismértékű a 

terápiás sejtek beépülése és túlélése. In vitro iszkémia-reperfúzió modellünkben 

összehasonlítottuk a humán csontvelő (BMSC) és humán zsírszövet eredetű (ASC) 

őssejtek direkt hatásait, továbbá a terápiásan hozzáadott sejtek poli(ADP-ribóz) 

polimeráz (PARP)-gátlásának hatását. Az iszkémia-reperfúziós sértést H9c2 

kardiomioblaszt sejteken oxigén és glükóz megvonását követő reoxigenizációval 

modelleztük, majd ezt követően vizsgáltuk fluoreszcensen jelölt terápiás sejtek 

hozzáadásának hatásait. Calcein és ethidium homodimer kettős jelölést alkalmazva, 

áramlási citométerrel mértük az élő, apoptotikus és nekrotikus sejtek arányát. Mértük 

továbbá a laktát-dehidrogenáz felszabadulást és a sejtek metabolikus aktivitását. 

Demonstráltuk, hogy a BMSC-vel és ASC-vel való kezelés direkt hatásokon keresztül, 

azonos mértékben növeli sérült kardiomioblasztok túlélését és a két őssejttípus túlélése 

a poszt-iszkémiás környezetben szintén hasonló. Azonban az ASC-k a BMSC-khez 

képest szignifikánsan nagyobb mértékben csökkentették a kardiomioblasztok 

nekrózisát, az apoptotikus sejthalál felé terelve a sérült sejteket. Vizsgálataink második 

felében leírtuk, hogy terápiás sejtek PARP inhibitorral való előkezelése növelte azok 

túlélését poszt-iszkémiás körülmények között és fokozta sérült kardiomioblasztokra 

kifejtett terápiás hatásukat. Eredményeink támogatják annak lehetőségét, hogy a 

sejtalapú terápiák hatékonysága növelhető a jobban hozzáférhető, potenciálisan 

hatékonyabb ASC-k szélesebb körű felhasználásával, továbbá egy viszonylag egyszerű 

előkezelési lépéssel. 
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8 Summary 

 

Cardiovascular diseases are a major health concern and social problem. Among them 

one of the most significant is myocardial infarction. Current treatments for myocardial 

infarction aim to restore the normal circulation of the heart. These interventions greatly 

increase the life expectancy, but the loss of contractile tissue and scarring after a serious 

myocardial infarction frequently lead to heart failure. Cell therapies hold the promise of 

regenerating the injured heart and restoring cardiac function, but the results are far 

below our expectations so far. The main obstacles of establishing more effective cell 

therapies are the uncertainty of the most suitable cell type and the low engraftment and 

survival rate of the administered therapeutic cells. In our in vitro ischemia-reperfusion 

model we compared the direct effects of human bone marrow (BMSC) and human 

adipose tissue-derived stem cell (ASC) treatment, furthermore the effect of poly(ADP-

ribose) polymerase (PARP) inhibition on the added therapeutic cells. We modeled the 

ischemia-reperfusion injury by oxygen and glucose deprivation followed by 

reoxygenation on H9c2 cardiomyoblast cells and investigated the effects of adding 

fluorescently labeled therapeutic cells. We used calcein and ethidium homodimer 

staining and flow cytometry to measure the ratio of live, apoptotic and necrotic cells. 

Furthermore we measured the cells’ lactate dehydrogenase release and the metabolic 

activity. We demonstrated that both BMSCs and ASC treatment increased the survival 

of the injured cardiomyoblast through direct effects and with the same efficacy. The 

survival of the added stem cells in the post-ischemic environment was also similar. 

However, the ASCs compared to BMSCs significantly reduced the necrosis of the 

cardiomyoblasts, directing the damaged cells toward apoptotic cell death. In the second 

part of our experiments, we described that PARP inhibitor pretreatment of the 

therapeutic cells increased their survival in post-ischemic conditions, and increased their 

therapeutic effects exerted on the injured cardiomyoblasts. Our results support the 

possibility of increasing the efficiency of cell-based therapies by the broader application 

of the more accessible and potentially more effective ASCs, and by a relatively simple 

pretreatment step. 
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