OXIDATIV STRESSZ HATASA VAZIZOMSEJTEKRE
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Absztrakt

Vazizombetegég valamilyen tipusaban a felnétt lakossag 40-44%-a szenved. Az izom-
sorvadas egyes tipusainal felmeriilt a lehetéség, hogy oxidativ stressz szerepet jatszhat az
izom leépiilésének folyamataban. Ezért egy oxidativ stressz modell (hidrogén- peroxid keze-
kezelés koncentraci6 fliggvényében (2-10 mM) elpusztitotta mind a differencialatlan, mind a
differencidlt vazizomsejteket. 3uM Adenosine a differencialt sejteknél, ellentétben a differen-
cidlatlanokndl korabban tapasztaltndl, nem forditotta vissza a hidrogén- peroxid hatasat.
Cyfluthrin 3 uM koncentracidoban gatolta a differenciaciot, de érdekes médon novelte a sejtek
metabolizmusanak sebességét. Adenosine itt is hatastalannak bizonyult.

A kisérleteink alapjan a hidrogén- peroxid kezelés megbizhaté oxidativ stressz mo-
dellnek tekinthetd. A differenciacioé folyamata nem valtoztatta meg a vazizomsejtek érzékeny-
ségét az oxidativ stresszre, de az Adenosine kedvezd hatdsa viszont eltint. Kronikus
Cyfluthrin kezelésre a differencialodé sejtek érzékenyebbek, mint az akut kezelésre. Az alta-
lunk hasznalt nagy ateresztoképességii in vitro modell alkalmas az oxidativ stressz vdzizom
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Bevezetés

Vazizombetegség kiilonbozoé formai a felndtt emberek 40-44%-4t érinti. Kialakulasa-
nak lehet genetikai oka, karos szenvedély kovetkeztében vagy pedig valamilyen betegség
visszamaradt komplokacidéja miatt is bekdvetkezhet (Bonaldo, 2013; Davies, 2006; Emery,
2002). Az izomdisztréfianak tobb tipusa van. Leggyakrabban gyermekkorban kezdddik és
foként fiugyermekeket €rinti. A progressziv izomdisztrofia kovetkeztében fokozatosan csok-
ken a mikodoképes izomtomeg. Az izom leépiilésének oka valamennyi ilyen betegségnél egy
izomfehérje karosodasa vagy hianya, ami idovel a teljes izomzat pusztulasat is magaval hoz-
hatja, és sajnos egyelore nincs elfogadott terapidja (Flanigan, 2012). Az izomsorvadas (izom-
atrofia) leggyakrabban az izom hasznalatanak hianya miatt kévetkezik be, de okozhatja az
oregedés, metabolikus zavar, éhezés valamint szamos betegség is (Bonaldo, 2013; Jackman,
2004). Az izomsorvadas patomechanizmusa még nem teljesen ismert, szamos trigger mole-



kulat ¢s jelatviteli kaszkadot azonositottak melyek szerepet jatszhatnak a betegség kialakula-
sdban (Jackman, 2004; Zhang, 2007).

Felmeriilt az a lehet6ség, hogy oxidativ stressz kdzponti szerepet jatszhat az izomsor-
vadas folyamatdban (Powers, 2007; Pellegrino, 2011). Az oxidativ stressz a reaktiv oxigén
vagy nitrogén eredet szabadgyokok keletkezése €s az antioxidans véddé rendszerek kozotti
egyensuly megbomlasa, a sejtek oxido- redukcios allapotanak megvaltozasa soran Iép fel.
Oxidativ stressz sordn az egyes szovetek ¢€s szervek biomolekuldi sériilhetek. Az oxidativ
stressz jelentdés szerepét szamos betegségben leirtdk, mint példaul az 6regedés,
neurodegeneracio, szivinfarktus vagy daganatképzodés (Halliwell, 2006; Finkel, 2000;
novekedését (oxidativ stressz), melyek aktivaljadk azokat a protedzokat, amelyek szerepet jat-
szanak az izomfehérjék lebontasaban.

Laboratériumunkban hidrogén- peroxid kezelést hasznalunk sejttenyészeteken oxida-
tiv stressz modellként (Chen, 2000). Hidrogén- peroxid kezelés egyszeriien ¢s megbizhatéan
modellezi az oxidativ stressz f6 mechanizmusait és kovetkezményeit. Cyfluthrin egy gyakran
hasznalt szintetikus, apyrethroidok csaladjaba tartozo rovarirtd, melynél felmeriilt, hogy oxi-
dativ stresszt okoz, és ez a magyarazata a toxicitasanak (Sadowska-Woda, 2010), ezért ezt a
vegyliletet is vizsgaltuk. Az altalunk hasznalt C2C12 egér vazizom sejtvonal mind fiziologia-
vazizomsejtek tulajdonsagait (Manabe, 2012). Soltow €s munkatarsai még azt is megmutat-
tak, hogy differencidltatott C2C12 izomrostok, a nativ vazizomrostokhoz hasonloan, atrofian
mennek keresztiil, ha terhelésiiket csokkentjiik (Soltow, 2013). Cytotoxicitds mérésére az
Alamar blue médszert allitottuk be, mely a sejtek metabolikus aktivitdsat méri, és altalaban
aranyos a tulélé sejtek szamaval (Geusens, 2007; Miret, 2006). Ezzel a kisérletsorozattal az
volt a célunk, hogy megvizsgaljuk az oxidativ stressz hatdsat differencialt C2C12
vazizomsejteken.

Modszerek

C2C12 tenyésztés

A C2C12 (ATCC) sejtvonalat folyékony nitrogén g6z fazisaban tartottuk. Kisérlet
kezdetén 1 csovet (1 millio sejt) felolvasztottunk, lecentrifugaztunk (300g, 5 perc) majd 25
cm’-es sejttenyésztd flaskaban (6 ml DMEM+10% FBS /Sigma/ tenyészmédiumban) tenyész-
tettiink amig a tenyészet konfluens nem lett. Ezutan a sejtekhez 3ml tripszint adtunk. Miutan a
sejtek feljottek a felszinrdl a flaskahoz 5 ml tenyészmédiumot adtunk majd 300g-n Spercig
centrifugaltuk. Utana a sejteket szétosztottuk 24-lyuka plate-ekbe majd 37 °C-on 5% CO,
mellett 3 napig tenyésztettiik, mig a tenyé€szet konfluens nem lett.

A differencialatlan sejteket ekkor hasznaltuk fel a kisérletekhez, vagy a sejteket szé-
rum mentes DMEM médiumban 5 napig differencialtattuk €s ugy hasznaltuk fel a kisérletek-
hez.



Kezelés

A vegylileteket torzsoldatbol 100 x higitdsban adtuk. Minden kisérletben 4 parhuza-
mossal dolgoztunk. Egy plate-n beliil volt a kontroll és a kezelt csoportok. Vizsgalt anyagok:
Hidrogén- peroxid (Sigma) 2, 3, 4, 6, 10 mM; Adenosine (Sigma) 3 uM; Cyfluthrin (Bulldock
25 hatéanyaga) 3, 1, 0.3, 0.1 uM.

Kiértékelés

A kezelt és kontroll tenyészeteket lefényképeztiik egy Olympus invertalt fazis kont-
raszt mikroszkdppal 40x-es objektiven keresztiil. A képeket kvalitativan értékeltik. Ezutan a
tenyészetekhez 0.01 mg/ml végsé koncentracioban Alamarblue (Sigma) festéket adtunk. A
sejtekbe belépve, a mitokondriumban a resazurin atalakult resorufinnd melynek mennyiségét
egy fluoreszcens platereaderrel (530 nm excitdcid, 580 nm emisszid) kvantifikaltuk (1. abra).
Az adatokat Microsoft Excell program segitségével értékeltiik ki ¢s dbrazoltuk. Az adatokat
atlag = SEM formaban adtuk meg.
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Fluoreszcens kiolvasas

Alamar blue reagens
Kiértékelés

1. abra. Az Alamar blue toxicitasitesztvazlata.http:// www.lifetechnologies.com/hu/en/home/brands/molecular-
probes/key-molecular-probes-products/alamarblue-rapid-and-accurate-cell-health-indicator.html -alapjan.)

Eredmények

Korabbi kisérleteink leginkabb arra iranyultak, hogy hogyan hatnak toxinok differen-
cialatlan C2C12 tenyészeteken (Lakatos, 2014). Akkor megallapitottuk, hogy a C2C12 egér
vazizom sejtvonal konnyen tenyészthetd, megbizhatd sejtforras a toxikoldgiai kisérletekhez.
Ebben a kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy hogyan hatnak a toxinok a differencialtatott
vazizom sejtekre, vagy magara a differencialédas folyamatara. C2C12 sejtek megbizhatéan,
reprodukalhatoan és egyszerlien differencialtathatok vazizom rostokka (2A €s 3A 4bra.). A
differenciacié folyamata kb. 5 napig tart, kezdetben a sejtek hosszukas alaktiva valnak, parhu-
zamosan rendezddnek, majd fuzionalnak. A differenciacio kvantitativ értékelése fényképek
alapjan lehetséges, de iddigényes feladat volt, ezért inkabb kvalitativ kiértékelést hasznaltunk,
amely utan, Alamar blue teszttel mértiik a sejtek metabolikus aktivitasat. Korabbi kisérlete-
inkben és az irodalom alapjan is ez jol korrelalt a sejtszammal. Az Alamar blue teszt olcso,
érzékeny és nagy ateresztOképességii médszer, mely csak kismértékben befolyasolja a sejtek
fiziologiai aktivitasat. 24-6ras hidrogén- peroxid kezelés koncentraciofliggden elpusztitotta a
differencialt C2C12 izomrostokat (2. Abra). A koncentracio/sejtpusztulds gorbe nagyon me-
redeknek bizonyult, 1 mM H,0, csak minimalis (adat korabbi kisérletbdl szarmazik), mig 6
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mM szinte teljes pusztulast okozott. Korabbi kisérletekben, melyeket differencialatlan C2C12
sejteken végeztiink, 3uM Adenosine bizonyult a leghatékonyabbnak a hidrogén- peroxid toxi-
citdsanak a visszaforditasdban, bar ez a koncentracié sem okozott teljes védelmet. Differenci-
altatott C2C12 izomrostokon Adenosine teljesen hatdstalannak bizonyult.
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2. abra. Hidrogén- peroxid kezelés hatasa differencialtatott C2C12 sejtekre. A: kezeletlen kontroll. B: 24
o6ras 4mM hidrogén- peroxid kezelés jelent6s sejtpusztulast valtott ki C: 3 pM Adenosine nem forditotta
vissza a H,0, Kkezelés hatasat. D: Hidrogén- peroxid kezelés differencialtatott C2C12 sejtekre kifejtett
hatasanak mérése Alamar blue mdédszerrel. 2 mM H,0, (H2) tobb mint 40% sejtpusztulast okozott. A
hatas koncentraciofiiggdé volt és minden vizsgalt koncentracioban szignifikans. 3 pM Adenosine nem val-
toztatta meg szignifikansan a hidrogén- peroxid kezelés hatasat.

Cyfluthrin korabbi akut kisérletekben koncentraciofliggden elpusztitotta a differencia-
latlan C2C12 sejteket. Akkor is megfigyeltiink egy érdekes hatast, alacsonyabb koncentraci-
okban mintha novelte volna a sejtszamot az Alamar blue teszt szerint, de a fényképeken nem
volt megfigyelhet6 ez a hatas. A mostani kisérletekben 5 napig adtuk a Cyfluthrint a differen-
cialtatds kezdetétdl. 3 uM Cyflutrin, mely akut addsnal éppen a toxicitasi kiisz6b alatt volt,
lathatoan gatolta az izomrostok kialakulasat (3). Meglep6 médon az Alamar blue teszt a sejtek
szamanak, vagyis metabolikus aktivitasanak drasztikus (tobb mint 50%-0s) névekedését jelez-
te. Adenosine kezelés nem befolyasolta a Cyflutrin hatasat.
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3. abra. Cyfluthrin kezelés hatdsa differencialtatott C2C12 sejtekre. A: kezeletlen kontroll. B: 24 6ras 3
pM Cyfluthrin kezelés jelentdsen gatolta a differenciaciot C: 3 pM Adenosine nem forditotta vissza a
Cyfluthrin kezelés hatasat. D: Cyfluthrin kezelés differencidltatott C2C12 sejtekre kifejtett hatisanak
mérése Alamar blue modszerrel. 3 pM Cyfluthrin (C) tobb mint 50%-al megnévelte a sejtek metaboliz-
musanak sebességét. A tobbi koncentracioban a kezelés nem volt hatékony. 3 pM Adenosine (A) nem val-
toztatta meg szignifikansan a Cyfluthrin kezelés hatasat.

Megyvitatas

A differencialt C2C12 izomrostok érzékenysége az oxidativ stresszre hasonlonak bi-
zonyult, mint a differencidlatlan C2C12 sejteké. A hidrogén- peroxid kezelés 1 mM koncent-
racio felett, mely el6fordulhat fiziologias koriilmények kozott is, toxikus a vazizomrostokra.
Adenosine kezelés hatastalannak bizonyult, aminek a legvaloszinlibb magyarazata, hogy a
differenciacié folyamata soran megvaltozott az Adenosine receptorok expresszidja. Ennek az
eldontése tovabbi vizsgalatokat igényel. A mi adataink is azt a véleményt erdsitik, hogy oxi-
dativ stressz jelentds szerepet jatszhat az izomsorvadasban.

Cyfluthrin komplex modon hat a vdzizomsejtekre, a toxikus koncentraci6 hatéran je-
lentdsen megnoveli a sejtek metabolikus sebességét. Hogy ez 6sszefligghet-e a Cyfluthrin
oxidativ stresszt indukalé hatasaval vagy teljesen mas mechanizmuson keresztiil valosul meg,
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A hidrogén- peroxid oxidativ stressz modell egy vazizom sejtvonallal kombindlva si-
keresen hasznalhato vazizomsejtek oxidativ stressz toleranciajanak a vizsgalatara és olyan
vegyliletek tesztelésére, melyek visszafordithatjak ezt a folyamatot.



Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni témavezetdmnek Dr. Molnar Péternek folya-
matos, Onzetlen, segitd tdmogatasat mely nélkiil e munka nem johetett volna 1étre. K&szone-
temet szeretném kifejezni a Nyugat-magyarorszagi Egyetem Természettudomanyi Karanak a
munka tdmogatasaért.

Irodalomjegyzék

Bonaldo, P., & Sandri, M. (2013). Cellular and molecular mechanisms of muscle atrophy.
Disease Models&Mechanisms, 6, 25-39.

Chen, Q. M., Tu, V. C., Wu, Y., &Bahl, J. J. (2000). Hydrogen Peroxide Dose Dependent
Induction of Cell Death or Hypertrophy in Cardiomyocytes, 373 (1), 242-248.

Davies, K. E. &Nowak, K. J. (2006). Molecular mechanisms of muscular dystrophies: old and
new players. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, 7, 762-773.

Emery, A. E. H. (2002). The muscular dystrophies. The Lancet, 359, 687-695.

Finkel, T. &Holbrook, N. J. (2000). Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing. Na-
ture, 408, 239-247.

Flanigan, K. M. (2012). The muscular dystrophies. Seminars in Neurology, 32, 255-63.

Geusens, N. Hanssens, M., Luyten, C., & Pijnenborg, R. (2007). The use of Alamar Blue as-
say for quantitative analysis of viability ,migration and invasion of choriocarcinoma
cells, 22(5), 1304-13009.

Halliwell, B. (2006). Oxidative stress and neurodegeneration: where are we now? Journal of
Neurochemistry, 97, 1634—1658.

Jackman, R. W. & Kandarian, S. C. (2004). The molecular basis of skeletal muscle atrophy.
American Journal of Physiology. CellPhysiology, 287, C834—C843.

Klaunig, J. E., Kamendulis, L. M., &Hocevar, B. A. (2010). Oxidative stress and oxidative-
damage in carcinogenesis. Toxicologic Pathology, 38, 96-109.

Lakatos, Renata és Péter Molnar (2014)Cell Cultures in Pharmacological and Toxicological
Research. NYME SEK Tudoméanyos Kézlemények 2014, Természettudomanyi Kotet.
Inpress.

Manabe, Y., Miyatake, S., Takagi, M., Nakamura, M., Okeda, A., Nakano, T., ... Fujii, N. L.
(2012). Characterization of an Acute Muscle Contraction Model Using Cultured
C2C12 Myotubes. PLoS ONE, 7.

Miret, S.,Groene, E. De, & Klaffke, W. (2006). Comparison of in vitro assays of cellular tox-
icity in the human hepatic cell line HepG2. Journal of Biomolecular Screening, 11,
184-193.

Neuzil, J.,Rayner, B., Lowe, H., & Witting, P. (2005). Oxidative stress in myocardial ischae-
mia reper fusion injury: a renewed focuson a long-standing area of heart research. Re-
dox Report, 10, 187-197.

Pellegrino, M. A., Desaphy, J.-F., Brocca, L., Pierno, S., Camerino, D. C., &Bottinelli, R.
(2011). Redox homeostasis, oxidative stress and disuse muscle atrophy. The Journal of
Physiology, 589(Pt 9), 2147-60.

Powers, S., Kavazis, A., & McClung, J. (2007). Oxidative stress and disuse muscle atrophy.
Journal of Applied Physiology, 2389-2397.

Sadowska-Woda, 1., Wojcik, N., Karowicz-Bilinska, A., &Bieszczad-Bedrejczuk, E. (2010).
Eftect of selected antioxidants in beta-cyfluthrin-induced oxidative stress in human
erythrocytes in vitro. Toxicology in Vitro. 24, 879-884.



Soltow, Q. A.,Zeanah, E. H., Lira, V. A., &Criswell, D. S. (2013). Cessation of cyclic stretch
induces atrophy of C2C12 myotubes. Biochemical and Biophysical Research Commu-
nications, 434, 316-321.

Zhang, P., Chen, X., & Fan, M. (2007). Signaling mechanisms involved in disuse muscleatro-
phy. Medical Hypotheses, 69, 310-321.



