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Roviditések jegyzéke

3D - Harom dimenzio

ACS - Autolog kondicionalt szérum (Autologous Conditioned Serum)
AFP - alfa f6to protein

ALP - Alkalikus foszfataz

B-TCP - B-Tricalcium foszfat

BFGF - Alap fibroblaszt névekedési faktor (Basic Fibroblast Growh Factor)
BMP - Csont morfogén protein (Bone Morphogenic Protein)

BrDU - Brém-dezoxi-uridin

BSA - Borju szérum eredet(i albumin (Bovine Serum Albumin)
BV/TV - Csont térfogat/dsszes térfogat (Bone Volume/Total Volume)
DBM - Demineralizalt csont matrix

DID - Dialkil-amino-stiril tipust sejt festék

DMEM - Dulbecco médositott Eagle sejttenyészt6 oldata

EGF - Epidermaélis novekedési faktor (Epidermal Growth Factor)

FBS - Fotalis borju szérum (Foetal Bovine Serum)

FGF-1 - Fibroblaszt novekedési faktor 1 (Fibroblast Growth Factor 1)
GDF-5 - Novekedési differenciaciés faktor 5 (Growth Differentiation Factor 5)
HA - Human albumin

HAP - hidroxi-apatit

HGF - Hepatocita névekedési faktor (Hepatocite Growth Factor)

HSA - Human szérum albumin

HU - Hounsfield unit

IGF 1 - Inzulinszerii névekedési faktor 1 (Insulin-like Growth Factor 1)
IFN - Interferon

IL - Interleukin

LIF - Leukémia gatl6 faktor (Leukaemia Inhibitory Factor)
MAP-kinaz - Mitogén aktivalta protein kinaz

MSC - Mezenhimalis &ssejt (Mesenchymal Stem Cell)

MTT - metil-tiazol-tetraz6lium

NBF% - Uj csont képz6dés % (New Bone Formation %)

NGF - Ideg novekedési faktor (Nerve Growth Factor)

NSAID - Nem szteroid tipusu gyulladascsokkent6 gyogyszer

Pax7 - paired box 7 (nincs magyar megfelel6je)
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PDGF - Thrombocita eredetii névekedési faktor (Platelet Derived Growth Factor)
PE - Poli-etilén

PGF 2 - Thrombocita névekedési faktor 2 (Platelet Growth Factor 2)

PGE 2 - Prosztaglandin E 2

PIC - Pw1 pozitiv intersticialis sejt (Pw1-positive Interstitial Cell)

PLGA - Poli-laktat-glikolat

PLLA - Poli-L-laktat

PMMA - Poli-metil-metakrilat
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1. Bevezetés

Prométheusz mitosza révén a regeneracios medicina mar a gorog mitologiaban is megjelenik.
Zeusz biintetésbdl a Kaukazus hegyére vitte a halhatatlan Prométheuszt, és egy sziklahoz
kotozte. Minden nap egy sas marcangolta a majat, ami masnapra visszanott. A mitologiai
torténet a regeneracios medicina két fontos aspektusat is megjeleniti, az egyik a halhatatlansag
tulajdonsdga, a masik pedig a szovet funkciondlis gydégyuldsa. A halhatatlansag az
Ossejtpopulaciok azon tulajdonsagaban nyilvanul meg, hogy azonos leanysejtek
létrehozasaval véget nem ér6en képesek megtjitani dnmagukat. A szovet funkcionalis
gyogyitasa pedig a regenerativ medicina f6 célja, és szintén Gssejtfunkciohoz kothetd, hiszen
a leadnysejtek differencidlodasuk révén potolhatjdk az elvesztett sejteket, szoveteket,
szerveket, visszaallitva a hidnyzo6 funkciokat is . A legtobb emberi szévet azonban sériilésre
hegesedéssel valaszol. A hegszovet egy erds struktira, mely visszaallita a
szovetfolytonossagot, de a szovet eredeti fiziolégiai funkcionalitasat elvesztheti. Ezzel
szemben a beteg szamara a legoptimalisabb az lenne, ha a sériilt szdvetet, vagy szervet
funkcionalisan ekvivalens strukturaval potolnank. A regenerativ medicina térnyerését segiti az
is, hogy névekvd igény mutatkozik a laboratériumban kidolgozott technikak miel6bbi klinikai
felhasznalasara (transzlacio), valamint a személyre szabott terapidkra. Ennek eléréséhez pedig
elengedhetetlen a szovetek normalis gyogyulasanak ismerete, a potencialis 0ssejt populaciok,
novekedési faktorok felderitése, valamint megfelel6 haromdimenzids vazszerkezetek,
bioanyagok létrehozasa. A novekedési faktorok alkalmazasa, érthet6 modon, megeldzi a sejtes
terapidk hasznalatat, és mind a mai napig jelentds részét képezi a regenerativ medicina
klinikai alkalmazasi teriileteinek . A klinikai gyakorlat kedvelt adjuvansai a vérfrakciok is,
melyek segitségével a szervezet sajat novekedési faktorai juttathatok koncentraltan a sériilés
helyére. A sejttranszplantacios metodikak fejlodése a széles korben alkalmazott
csontvel6transzplatacié miatt indult be . A technika sikerét a csontvel6i multipotens sejtek
kival6 proliferacios képességének koszonheti, valamint annak, hogy ezek a sejtek képesek a
keringésbe keriilést kovetGen ujra belépni a csontveldi kozegbe. A csontvel6i multipotens
keratinocitadk és kondrocitdk bejuttatasa altal kedvez6bb gyogyulas reményét hozo technikak .
Az Ossejtek pozitiv terapias hatasai a tamaszto és mozgatd szervrendszer teriiletén is jelent6s
eredményeket mutatnak, ugyanakkor a klinikai gyakorlat jelenleg még inkabb a novekedési
faktorok, vérfrakciok adjuvans lehetGségeit alkalmazza. Ett6l fiiggetleniil a sejtterapias
kérdések igéretesek, aktualitdsukat mutatja, hogy Evans 2007-ben, tobbek kozétt, az

embriondlis Gssejtek felfedezéséért, Gurdon és Yamanaka pedig 2012-ben az indukalt
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pluripotens sejtek ismertetéséért kapott orvosi Nobel-dijat. Habéar a sejtterapia széleskor(i
elterjedéséig még varni kell, a klinikai gyakorlatban, igy a tdmaszté és mozgato szervrendszer
sériiléseinél is, nap mint nap sziikséges a szovetek funkciondlis helyreallitdsa. Jelen munka
erre alapszik. Egyfel6l vizsgalja az Gssejtterapia izgalmas ttvesztGit, masrészt biztonsagos,

athidalé megoldast keres a szévetmiikddés helyreallitasara.
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1.1. A regenerativ medicina alappillérei

Sériilést kovetden a szovetekben egy komplex folyamat indul be, amit Osszességében
gyogyulasnak neveziink. A legtdbb szdvet sériilésre el6szor egy gyulladasos valasszal reagal,
amit a progenitor sejtek lokalis felszaporodasa kovet. Ezt kdvet6en indul meg a jelen 1év6
szervezet a szoveti funkcionalitast helyredllitani, azonban ez korantsem tokéletes minden
esetben. A szoveti funkcionalitas helyreallitasa tesz kiilonbséget a gyogyulas két lehetséges
kimenetele kozott. Mig reparacié soran a szoveti folytonossag és hiany hegszovet
kialakitasaval all helyre, addig regeneraciot kovet6en funkcionalisan értékes szovet jon létre.
A regeneraciés medicina célja, hogy sériilés utan a szovet funkcioja minél tokéletesebben, és a
lehet6 legrovidebb idén beliil helyrealljon, amit a sériilésre adott fiziol6gids folyamatok
tamogatasaval igyekszik elérni. A gyulladasos fazist kovet6en szamos novekedési faktor
iranyitja a gyogyulas tovabbi folyamatait. A regenerativ technikak egyik alappillére emiatt a
novekedési faktorok hasznalata, hiszen a megfelel6 novekedési faktor lokalis alkalmazasa
gyorsabb és teljesebb gyogyulast tehet lehetévé. A novekedési faktorok, természetesen,
alkalmazhat6ak kombinaciokban is, ennek legkdzkedveltebb iranyvonala a sajat vérbdl nyert
novekedési faktorokban rendkiviil gazdag vérfrakcidk haszndlata, melyek részletezésére egy
késdbbi fejezetben kertil sor.

A regeneraciés medicina masik alappillére az Gssejtek alkalmazasa, illetve a kiilonféle
sejtterapias lehet6ségek. Az Ossejtek alkalmazasaval lehet6ség nyilik nagyméret(
szovethianyok funkciondlis potlasara is, melyeket az in vitro szovetépitési modszerek
segitenek. A szovetpotlashoz, és in vitro szdvetépitéshez pedig elengedhetetlen, hogy
megfeleld vazszerkezeteket és hordozoanyagokat alkalmazzunk, melyek ugyanakkor a
regenerativ medicina harmadik alappillérét képezik. Lee szerint a hordoz6 anyagnak harom
altalanos feltételt kell tejesitenie . Els6ként, a hordozénak biokompatibilisnek kell lennie és
fontos, hogy ne legyen toxikus. Masodszor a hordoz6 feliiletét tigy kell kialakitani, hogy
kedvezzen a sejtek kolonizaciojanak és elszaporodasanak, hiszen ez teszi lehet6vé, hogy
funkcionalisan értékes szdvet j6jjon létre. Harmadszor pedig, a beiiltetett anyag a keringd
folyadékok 4ltal vagy enzimatikusan lebonthatd kell hogy legyen, mert ez altal valdsulhat
meg a tokéletes szoveti be-, és atépiilés. A hordozofeliiletekkel és vazszerkezetekkel szemben
a kiilonféle indikaciok ezenkiviil specialis igényeket is tdmaszthatnak: csontpotlas esetében
példaul figyelembe kell venni a megfelel6 mechanikai tulajdonsagokat, és a sejtfunkcionak

kedvez6 porusméretet is. A regenerativ medicina alappillérei a tamaszté és mozgatod
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szervrendszer esetében szintigy fontosak. Ennek megfelel6en taglaljak a kovetkez6 fejezetek

ezen szovetek kurrens regenerativ terapias lehet6ségeit, részletesebben.
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1.2. A tamaszto és mozgato szervrendszer szoveteinek regenerativ kezelési stratégiai

1.2.1. Harantcsikolt izom

A harantcsikolt izmok sériilései kozel 50%-ban sport eredetliek, csupan emiatt is jelentds
kihivéast jelentenek a sportorvoslas és traumatologia teriiletén . Kezelési aspektusaikat
jelent6sen befolydsolja az a sajatos gyogyulasi séma, mely kisebb sériiléseket kovetGen
tobbnyire funkciondlis gyogyulast eredményez. Sériilést kovetéen a degenerativ és
gyulladasos valasz indul be leghamarabb, melyet a szoveti remodellacié, és - komolyabb
sériilések, szovethianyok esetében - a funkcionalitast jelentGsen korlatozé fibrézis fazisa
kovet . A regeneracios medicina célja, hogy a szoveti degradaci6 és gyulladasos folyamatok
lezajlasat tdmogassa, erdsitse a szoveti remodellacié fazisat, és meggatolja a fibrotikus
folyamatok kialakulasat. Mivel a harantcsikolt izomszdvet gyogyulasaban rendkiviil fontos az
egyes fazisok id6beni lefolyasa, ezért a regenerativ lehet6ségek is ezek alapjan keriilnek

bemutatasra.

1.2.1.1. Szoveti degradacio

A szoveti degradacio a sériilést kovetéen azonnal beindul. Ebben a fazisban a proteaz enzimek
megkezdik a nekrotikus részek degradaciojat, citokinek révén pedig megnovekszik az erek
permeabilitasa és a vérataramlas, ami a gyulladasos valasz beindulasat stimulalja . A toxikus
szabadgyokok felszaporodasa tovabb karositja a sériilt izomzatot, valamint a kérnyez6 ép
izomzatot is . Ennek moderalasara az anti-oxidans terapia megoldas lehetne, de alkalmazasa
nem hozta meg a vart sikert, hiszen azonnali, lokalis hatasra lenne sziikség, ami ez idaig

technikai nehézségekbe iitk6zott .

1.2.1.2. Gyulladasos valasz

A gyulladasos valasz kialakitasaban a neutrofilek invazidjat a makrofagok megjelenése
koveti. A gyulladasos sejtek fontos funkci6ja a novekedési faktorok, citokinek és
prosztaglandinok lokalis koncentraciéjanak névelése . Ezek a molekuldk a széveti regeneracio
beinditasaban és medialasaban jatszanak fontos szerepet. A nem-szteroid tipusu fajdalom-, és
gyulladascsokkenték (NSAID) a ciklo-oxigenaz enzimrendszert gatolva viszont csokkentik
ezen regulalé molekulak koncentraciéjat, igy példaul a PGF-2-a-t és PGE-2-t. Eppen ezért a

fajdalom és a gyulladas csokkentésére hasznat NSAID-ok csupan rovid tava javulast hoznak,
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valdjaban bizonyitottan gatoljak a szdveti remodellacié beindulasat, és el6segitik a fibrotikus

folyamatok térnyerését, ezzel 6sszességében a funkciondlis gyogyulast karositva .

1.2.1.3. Szoveti remodellacio

A szoveti remodellacié fazisat meghatarozza, hogy a harantcsikolt izmok sajat, specialis
Ossejtpopulaciéval rendelkeznek. A szatellita sejtek nyugvo prekurzor sejtek, melyek a lamina
basalis, és az érett izomrost sarcolemmaja kozott helyezkednek el . Sériilést kdvetGen
aktivalodnak, proliferacidos aktivitisuk megn6é, majd a leanysejtek részt vesznek a
regeneral6dé izomrostok felépitésében . A szatellita sejtek els6dlegesen hatékony populaciot
alkotnak, ennek ellenére a csontvel6i kézegbdl szarmazo prekurzor populacié részvétele is
bizonyitott. Utébbit vizsgald kisérletekben a szatellita sejtpopulacio irradiacié miatti
pusztulasa ellenére prekurzorok jelennek meg a sériilt izomban, majd hozzajarulnak a
izomrostok regeneraciojahoz . A csontveldi 6ssejtek részvétele altalaban nem tul magas, egyes
esetekben azonban 5-12%-0s részvételt is megfigyeltek . Tovabbi érdekesség, hogy a
csontveldi 6ssejtek harantcsikolt izomba val6 vandorlasa komoly sériilés nélkiil, pl. terhelésre
adott fiziol6gias valasz soran is, megjelenik . Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy, habar az
izmoknak sajat 6ssejtpopulacidjuk van, ennek regenerativ kapacitdsa véges, és exogén
tamogatasra szorulhat komoly trauma, szakadas, égés esetében. A regenerativ terapiak szerepe
itt jelentds lehet, hiszen szupportiv hatasuk hianyaban a fibrozis fazisa erételjesebb lesz, mely

az izmok funkcionalis gyogyulasaban jelentds kart tesz.

1.2.1.3.1. Novekedési faktorok

A regenerativ terdpidk leginkabb a szoveti remodellacié fazisaban jutnak szerephez. Ez a fazis
a sériilést kdvet6 3-5. napon indul be, intenzitdsanak maximumat a masodik hét végére éri el.
Ez id6 alatt van lehet6ség a regeneral6dé izomzat funkciondlis gy6gyulasanak tamogatasara,
melyben a névekedési faktorok élen jarnak. Az ilyen terdpidknak a kdzpontjaban a prekurzor
mioblasztok és szatellita sejtek allnak, melyek tamogatasa megfelel6bb funkcionalitassal
gyogyuld szovetet eredményez. A novekedési faktorok koziil az IGF-1-nek van a
legkedvez6bb hatasspektruma . Mioblaszt sejtkultiran végzett kisérletek ramutattak arra,

hogy az IGF-1 els6ként a proliferaciot segiti, és csak azt kovetOen erdsiti fel az
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izomspecifikus gének expressziojat . A IGF-1 jelent6ségét mutatja az is, hogy annak
megkdtése csaknem teljesen megsziinteti a mioblasztok differenciaci6jat in vitro koriilmények
kozott. Szisztémas haszndlata is kedvezOnek bizonyult disztrofids egerekben, hatdsara
fokozodik a fehérjeszintézis, csokken a fehérjék degradacidja, csokken az izomrostok
méretbeli variabilitasa, valamint javul a hats6 végtag hasznalata .

Az IGF-1 nem az egyediilli novekedési faktor harantcsikolt izom regeneracidjanak
tamogatasara. IGF-1 mellett B-FGF-et, NGF-et lokalisan bejuttatva az izomrostok szamanak
és vastagsaganak novekedése, valamint az izomer6 fokozodasa volt megfigyelhet6 szakadast,
konttziot és hizodast kovetden is . A novekedési faktorok koziil a HGF szerepe is érdekes.
Hatasara a nyugvo szatellita sejtek belépnek a sejtciklusba, ezenkiviil a faktor facilitalja az
izomsejtek migracidjat is . A HGF ép izomzatban is kimutathato, sériilést kovetden tehat
lehet6ség van szekrécigjara, ami a nyugvo sejtek aktivacigjat segitheti . Mindezeket in vivo
eredmények is igazoljak, melyek szerint a faktor lokalisan alkalmazva megemeli a
mioblasztok szamat, ugyanakkor érdekes, hogy ez mégsem javitja az izom gyogyulasat, mert
gatlédik a tovabbi szoveti remodellacié . A névekedési faktorok koziil az FGF, LIF és PDGF
is bir szatellita sejt aktivacios képességgel, a VEGF pedig az angiogenézis elGsegitésével
segitheti a regeneraciot . Habar biztatd eredmények sziiletnek egyes novekedési faktorok
hasznalatat kovet6en, a megoldas talan mégis egy kombindlt terapidban rejlik majd, mely a
megfeleld idében, a megfelel6 koncentracioji névekedési faktorokat, sejteket alkalmazza, és
drasztikus intervenci6 helyett a szervezet sajat, fizioldgidsan is miikod6 folyamatait erdsiti

meg.

1.2.1.3.2. Sejtterapias lehetoségek

A sejttranszplantacio alkalmazasa izomszovet esetében nem Uj keletli. A szatellita sejtek
biopsziaval hozzaférhet6ek, in vitro expanzidjuk és mioblaszt iranyu differencialtatasuk
lehetséges. A els6 mioblaszt transzplantaciot 1979-ben végezték el, a sejtek radioizotopos
kovetése alapjan kovetkeztettek a transzplantalt sejtek tulélésére, és regeneracioban valo
részvételére . A mioblasztok hasznossaga leginkabb a disztréfias izombetegségek kezelésében
hasznosul jelenleg. Beiiltetésiiket kovetGen képesek meglévd, regeneral6do rostokba olvadni,
onalléan is tudnak izomrostokat létrehozni, valamint a dedifferenciaciot koveten szatellita
sejteket produkalni . A korai sikeres kisérletek nagyszamu klinikai vizsgalatot
eredményeztek, ugyanakkor human kiprobalasok soran igazan attord sikert nem sikertilt elérni
. Ennek okat harom f6 folyamattal magyaraztak. Egyrészt a mioblasztok 75%-a elpusztul a

transzplantaciot kovet6 harmadik napig , masrészt, a beiiltetett sejtek maximum 200 mikron
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tavolsagba képesek eljutni a injekcié helyét6l . Harmadrészt pedig, ha nem megfelel
immunszupressziot haszndlnak, akkor a sejtek 2 héten beliil kilok6édnek . Utébbi persze
autolog atiiltetésre nem érvényes, azonban ezek a terapidk disztréfids betegek allapotjavitasa
céljabol jonnek széba, ahol a betegség jellegébdl kifolydlag az autolog transzplantacié nem
jelentene megoldast. Az emlitett probléméakon nagy sejtszammal, tobbszords injekciéval és
megfelel6 immunszupresszans terapiaval feliilkerekedve a mioblaszt transzplantacié miikédé
metddussa valik a disztr6fids betegségek kezelésére, az eljaras pedig a betegek beszamoléja
alapjan jol toleralhat6 . A beavatkozasok javitanak ugyan a betegek allapotan, de a szatellita
sejtek és mioblasztok in vitro expanzidja nem kellGen gyors, és transzplantaciét kdvetden az
izomrostokkal torténé ftizié sem kell6 mértékii, amik 6sszességében a technika sikerességét
jelent6sen befolyasoljak . fgy meriilt fel annak lehet6sége, hogy mads, esetleg kevésbé
differencialt populacié alkalmasabb lehet izomsériilések kezelésére .

Az izomszovetben talalhaték ugyanis multipotens sejtek, melyek a szatellita sejtekkel
szemben nem a lamina basalison beliil helyezkednek el. Ezt a heterogén sejtcsoportot
nevezziik "side population"-nek. Az itt talalhato sejtek a szatellita sejteknél kevésbé
differencialtabb formak, amire bizonyiték példaul, hogy egyes sejtek (PIC) a Pw1/Peg3 gént,
ami egy korai miogén marker, expresszaljak, mig a Pax7-et, ami egy szatellita sejt marker,
nem . A PIC sejtek ismert elénye, hogy parakrin névekedési és differenciaciés faktorok
termelésével is segitik a regeneraciot . (Utobbi folyamat, egyébként, minden sejtes terapia
esetén szoba jon.) Hasonldan igéretes sejtek a II. tipusu pericitak és mezangioblasztok,
melyek szintén az izom eredetl "side population" tagjai. Ezek a sejtek intraarterialis
bejuttatast kovetéen magasabb aranyban élnek til és fuzionalnak az izomrostokkal, mint a
szatellita sejtek .

Az eddigieknél még kevésbé differencidltabbak a mezenhimalis Gssejtek. Izomsériilést
kovetden, lokalisan injektalva, novekvd izomerdr6l és rost-keresztmetszetrél, valamint
emelked6 szamu érett izomrostrdl szamol be az irodalom . A mezenhimalis Gssejtek tdmasztd
és mozgatd szervrendszerben betoltott kiemelt, specidlis szerepét az 1.2.4-0s fejezet
részletesebben is taglalja.

A sejtterapias eljarasok, mindezek alapjan, biztatdak, hiszen elérhetd, hogy a beiiltetett sejtek
funkciondlisan aktiv szovetté alakuljanak. Ugyanakkor az izmok sériilései esetenként nagy
szovethiannyal jarnak, melynek gyégyulasanak tamogatasara a sejtszuszpenzio perkutan vagy
intraarterialis injektalasa nem elegendd. A szovethiannyal jaro sériilések kovetkeztében
kialakulé kontraktira, mozgastartomany besziikiilés, és izomerd gyengiilés a funkcionalitast
jelent6sen korlatozza, éppen ezért nagy igény mutatkozik a modern szévetépitési technikakra,

melyek alkalmas sejtek, és megfelel6 vazanyagok hasznalataval segitik a regeneraciét. A
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vazanyagok feladata az extracellularis matrix rendszerének biztositasa, amibe a regenerativ
folyamatok révén funkcionélisan gyogyult szévet néhet bele. A vazanyagok egyik fajtaja ép
szovetbol, decellularizacios eljarasok soran késziil. Ez esetben a regeneral6do szévet szamara
ismerds struktura biztositja a térbeli orientaciot, a decellularizacios eljaras pedig az esetleges
immunreakcidk kivédését szolgalja . Az efféle matrixok aktivizaljak a szervezet sajat sejtjeit,
tamogatjak az exogén sejtek beépiilését, elOsegitik 1j izomrostok kialakulasat, valamint
hasznalatuk soran a regeneralodo szovet innervacidja is kialakulhat . Az extracellularis matrix
poétlasara egyéb természetes anyagok is hasznalhatok. Ilyen az alginat, a kitozan, vagy a
kollagén . Ezekbdl az anyagokbdl is jol miikodé vazanyagokat lehet késziteni. Alkalmasak
makromolekuldk és novekedési faktorok megkdtésére, valamint egyes kisérletek szerint a
mioblaszt proliferaciét és differenciaciét is eldsegitik . A vazanyagok megvalasztasakor egyre
nagyobb el6nyt élveznek a szintetikus anyagok is. Er6sségiik, a természetes szkaffoldokkal
szemben, hogy 0Osszetételiik, lebomlasuk, mechanikai és strukturalis tulajdonsagaik igény
szerint alakithatok . Kedvelt alapanyagok a poli-L-laktat (PLLA) és poli-laktat-glikolat
(PLGA), valamint ezek keveréke (PLLA/PLGA), melyekbdl, a megfelel6 eljarasokkal,
hidrogélek, habok, hal6k hozhatok létre . A véazanyagok transzport funkcidja kiemelendd,
hiszen vehikulumként gyogyszerek, novekedési faktorok és sejtek bejuttatasara is alkalmasak,
azonban énmagukban nem elegendéek a szdvet funkcionalis regeneracidjanak el6segitésére.
Habar nem nagy szovethianyok potlasara, de szintén ezekbdl az anyagokbodl késziilnek a
felszivodo sebészeti varréanyagok, melyek ilyenforman a szovet egyesitésén kiviil, mint
extracellularis vazanyag is funkcionalhatnak, mikdzben az egyébként is sutura-val torténd

rekonstrukciét sem bonyolitjak.

1.2.1.4. Fibrozis - fibrozis gatlas

A fibrozis két héttel a sériilést kovetGen indul meg, tilzott térnyerése az izom funkcionalis
gyogyulasat akadalyozhatja. Habar ez utobbi névekedési faktorokkal, és sejtterapiaval
ellensulyozhat6, a hegesedéssel jaré folyamatok direkt gatlasa is kedvez6 eredményt hozhat.
A fibrozis hatterében a TGF-[3-1, valamint a vele dsszefiiggésben all6 miosztatin molekula
all . A miosztatin fontos mediatora az izomfejl6désnek és regeneracionak, feladata az izom
tulnovekedésének megakadalyozasa . A TGF-B-1 pedig tébbek kozott kronikus gyulladast, és
az extracellularis matrix elemeinek felszaporodasat okozza kiilonb6zd szovetekben, igy
harantcsikolt izomban is . A fibrotikus hatasok kivédésében tobb molekula is szdba jon. A
proteoglikan dekorin példaul direkt kapcsolodik a TGF-[B-1-hez, ezaltal befolyasolva annak

hatdsait . A dekorin molekula semlegesiti a miosztatin hatasait fibroblasztokban és
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mioblasztokban, valamint el6segiti a follisztatin termel6dését is, ami antagonizalja a
miosztatin hatasait . Szintén a TGF-B-1 tutvonal gatlasaval akadalyozza meg a fibrézis
kialakulasat az IFN-y. Az IFN-y a TGF-f3-1 kollagén termeld hatasain keresztiil gatolja meg a
harantcsikolt izomzat fibrotikus folyamatait, és segiti a funkciondlis gyégyulast . Egy masik
molekula, a szuramin a TGF-3-1 receptoranak kompetitiv gatloszere, semlegesiti a miosztatin
hatdsait, ugyanakkor a mioblasztok proliferacigjat segiti el6. Ennek eredményeként
hatékonyan gatolja a fibroblasztok proliferaciojat és a hegesedést elGsegité fehérjék
termel6dését . Az anti-fibrotikus kezelési stratégidk ezzel egyiitt csupan kisérleti fazisban

mutattadk meg hatékonysagukat .

Az izomszovet tobbfazisi regeneraci6ja miatt a funkciondlis gyogyulast feltehetGen egy
tobblépcsGs terapidas protokoll jelentheti majd, melyben sejtek, novekedési faktorok,

vazanyagok és fibrozist gatlé szerek egyarant szerephez juthatnak.

1.2.2. Inak és szalagok

Az inak és szalagok feladata a tamaszté és mozgat6 szervrendszerben az erdatvitel és az
izliletek stabilizalasa. Az in-, és szalagsériilések incidencidja igen magas, de a szovetek
funkcionalis gyégyulasat elérni gyakran csak kompromisszumok aran lehetséges. Az inak és
szalagok sériilésével kialakul6 hematoma egy rovid gyulladasos fazist indit be, majd a
felszaporodo fibroblasztok segitségével megkezdddik a proliferativ fazis, melyet azonban
csak joval késébb kovet a széveti remodellacié. Az inak és szalagok gydgyulasara jellemzd,
hogy mar a proliferativ fazis is hénapokig hizodhat, majd a széveti remodellacio, vagyis az
extracellularis elemek strukturalis rendez0dése csak ezutan zajlik, és évekig eltarthat . A
gyogyulas dinamikajat jelent6sen meghatarozza, hogy az inak és szalagok hipovaszkularizalt
és hipocellularis szovetek, igy a regeneracié meginduldsakor még nem 4ll rendelkezésre
kiterjedt kapillaris halozat és tettrekész progenitor populacié . Ennek kdszonhet6en hosszan
fennmaradé hegszovet alakul ki, mely azonban biolégiailag eltér az ép struktiraktol,
biomechanikailag pedig képtelen az ép szovettel felvenni a versenyt. Szovettanilag,
jellemzéen, csak kis atmérdjl kollagén fibrillumokat tartalmaz, mig az ép strukttirdban nagy
és kis atmérdji fibrillumok is taldlhatok . A gyogyulé szovetekre jellemzé a magasabb
proteoglikan és V. tipusu kollagén tartalom, valamint a kollagén keresztkotések hianya is .
Klinikai szempontbdl a sériilt inak és szalagok iziileti instabilitast eredményeznek, ami
tovabbi traumat, illetve a kérnyezd szovetek degenerativ folyamatait idézheti el6. Az inak és

szalagok sériilésénél gyakran a konzervativ kezelés is elégséges lehet. Ezekben az esetekben
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azonban figyelembe kell venni, hogy a szalag biomechanikai regeneracidja a keletkezd
hegszovet miatt igen elhiz6dé. Ezzel szemben miitéti titon kell példaul az eliils6 keresztszalag
sériiléseit rekonstrudlni, amit patella vagy hamstring inbdl kialakitott autografttal végeznek.
Habar ezen esetekben az autograftoknak koszonhetGen hamar, és j6 mindségben lehet
stabilizalni az iziiletet, a patella in esetében szamolni kell a donor teriileti fajdalommal és
arthrofibrézissal, mig a hamstring technika lassabban gyégyul, és hosszi tavu stabilitasa
kevésbé meggy6z0 . A in-, és szalagsériiléseknél a kurrens rehabilitacios stratégia a korai
mobilizacio iranyaba fejlodik, mert ezaltal csokkenthet6k az dsszendvések, és javithatd a
post-operativ terhelhet6ség is . A tul korai mobilizaci6 azonban a gyogyulo6 szoveteket nydjtva
a sériilt végéknél gyenge mindségli kotdszovet kialakuldsat eredményezi, mely ezaltal tovabb
csokkentheti a szakitészilardsagot, és elhtizddé felépiilést eredményezhet . A modern, er6sebb
varréanyagok segitségével csokkenthetd ugyan ez a folyamat, de teljesen nem sziintethet6
meg. A regenerativ terapiak a novekedési faktorok és Ossejtek segitségével az in-, és
szalagsériilések gyogyulasanak funkciondlis tdmogatasara és gyorsitadsara iranyulnak, hogy
altaluk biologiailag kedvezébb és biomechanikailag stabilabb szovet jojjon létre, mely

végeredményben agresszivabb rehabilitaciét és gyorsabb felépiilést eredményezhet.

1.2.2.1. Novekedési faktorok

A novekedési faktorok tehat a regenerativ medicina egyik alappillérét képezik, ezért az inak
és szalagok regeneracios folyamatainak feltérképezését kovetden kézenfekvo, hogy a kedvezd
hatasu faktorok exogén bejuttatasaval javitsunk a szovet gyogyuldsan. A névekedési faktorok
az inak és szalagok regeneracidjaban a kovetkezd képpen vesznek részt: az IGF-1 és TGF-3
féleg a gyulladdsos fazisban aktivak, feladatuk a fibroblasztok migraci6janak,
proliferacidjanak elGsegitése, ezt kovetden részt vesznek a kollagén szintézis szabalyozasaban
is . A novekedési faktorok koziil a TGF-f tlinik az extracellularis matrix termel6dés
leger6sebb facilitatoranak . A FGF szintén angiogenetikus és részt vesz a sejtek migraciéjanak
és proliferaciojanak szabalyozasaban . A PDGF szabalyozo faktorként példaul az IGF-1
termelést iranyitja, de 6nmagaban is erds proliferaciés agens . Az in vitro hatdsosnak
bizonyul6 novekedési faktorok in vivo kornyezetben is eredményesnek bizonyulnak. Woo,
kisérleteiben, PDGF hatésara javuld strukturdlis valtozasokat figyelt meg, és megallapitotta,
hogy a nagyobb dézisti novekedési faktor kedvezébb eredményt hoz. Ezzel egyiitt konstatalta,
hogy semmi javulast nem jelent, ha a PDGF-et TGF-f3-val egésziti ki . Lyras egy nyul patella-
in defektus modellben ért el kedvez6 mechanikai javuldst, miutan TGF-3-t és IGF-1-et

egyszerre alkalmazott . Kondo nyulak eliils6 keresztszalagjan végzett kisérleteket, és
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megallapitotta, hogy tulnytjtasos sériilés esetén mechanikai javulast lehet elérni TGF-3-1
hasznalatdval . A novekedési faktorok kiegészitd kezelésként is felmeriilhetnek. Yasuda
patella in autograftot haszndlt az eliils6 keresztszalag potlasara, amit beiiltetés el6tt egy TGF-
B-1-et és EGF-et tartalmaz6 fibrin ragasztéval vont be, miéltal nagyobb szakitoszilardsagot és
merevséget ért el .
A novekedési faktorok bejuttatdsanak egyik modja lehet a varréanyagok hasznalata. Az
elképzelés antibakteridlis hatoanyagok esetében jél miikodik, emiatt feltételezhetd, hogy
egyéb molekulak bevitelére is alkalmas . Dines in vivo vizsgalata szerint novelhetd az inak
szakitészilardsaga, ha GDF-5-tel bevont varrattal egyesitik a sériilt végeket (growth
differentiation factor 5) . A sejtfunkcids folyamatok elGsegitésére mutat rd Rohrich hasonld
kisérlete is, aki mersilene varréanyaghoz kovalensen kotdtt EGF-t jutatott sériilt inakba, és
mutatott ki emelkedett proliferacios aktivitast a varréanyag mentén, in vivo patkanymodellben
Hamada funkcionélis vizsgalatai szerint BFGF bevonati nylon varrattal jelent6sen
javithatok a sériilt inak biomechanikai tulajdonsagai . Ugyancsak érdekes Mazzoca korabbi
munkdja, melyben I. tipust kollagén bevonatt fonalakat vizsgaltak, és megallapitottak, hogy
az oszteoblasztok szivesen tapadnak és szaporodnak a kialakitott feliileten, in vitro . Ennek
klinikai jelent6sége a nehezen gyogyulo rotator kdpeny sériiléseknél lehet, ahol éppen az in-
csont atmenet intenziv sejtes regeneracidjara lenne sziikség az operativ beavatkozast kbvetéen
. Ez alapjan felmeriil a fonalak haszndlata sejttranszplantacios eljarasok kivitelezésére is,
hiszen szakadasos sériilés esetén a reparacio egyébként is varrattal torténik, a sejtszegény
szovet gyogyulasa viszont nem kell6en gyors. Ezt a folyamatot gyorsithatna, ha a varrattal

egy id6ben tdmogat6 prekurzor sejtek keriilnének a sériilt teriiletre.

1.2.2.2. Sejtterapias lehetoségek

Az inak és szalagok kezelésének masik potencidlis lehetGsége a sejtterapia. A ndvekedési
faktorok 6nmagukban is hasznosnak bizonyulnak, azonban Ossejtek bejuttatasaval egy
Osszetettebb rendszer segiti a regeneraciét. A komplexebb rendszer ez esetben is a megfeleld
aranyban termel6d6 novekedési faktorokat, kemotaktikus molekuldkat, valamint
immunmoduldaciét, prekurzor sejtek 1étrehozasat, és esetleges transzdifferenciaciot jelent. Az
ortopédiai szoveteknél altalaban, igy a inak és szalagok terapiajaban is, a mezenhimalis
Ossejtek, és azok differencialtabb formai, példaul a szinovidlis fibroblasztok jelent&sek .
Létezik ugyanakkor tudomanyos bizonyiték arra vonatkozolag, hogy a tenocitakkal a

mezenhimalis Gssejteknél er6sebb in regeneracio érhetd el . Pietschmann munkaja ezenkiviil
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arra is ramutat, hogy ilyenforman a csont iranyu differenciacié is konnyebben elkeriilhetd,
ami mezenhimdlis sejtek haszndlatanal jelentkezett, és gyengitette az in mechanikai
tulajdonsagait.

Fontos kérdés a sejtek bejuttatasa, melynek mddjat a sériilés jellege hatarozza meg
els6sorban. Konzervativ kezelést igényl6 esetekben az Ossejtek perkutan beiiltetése is
lehetséges. Versenylovak esetében, példaul, a végtag sériilések 46%-aban alakul ki tendinitisz,
legtébbszor a tendon flexoris digitalis superficialison (SDF, superficial digital flexor) . Ennek
kezelése komoly nehézségekbe iitkozik, és gyakran a lovak tovabbi versenyzését is
megakadalyozza, nem elhanyagolhaté "gazdasagi" deficitet okozva. Mivel az 4j kezelési
technikdk jellemz&en a jol finanszirozott agazatokban, gy mint a katonasag és a sport
teriiletén, jelennek meg el6szor, nem meglepd, hogy a versenylovak Ossejtes kezelésére is
hamar sor keriilt . Egyes szerzok kiemelik, hogy a versenylovakon végzett beavatkozasok
human vizsgalatok szamara is hasznosak, hiszen az allatok igénybevétele hasonldan intenziv,
mint szamos élsportol6é . A vizsgalatok hatékonysaganak egyértelmli mércéje a
versenyképesség visszanyerése. Godwin autolég csontvel6i MSC-t tenyésztett, majd juttatott
vissza perkutan, ultrahang vezérelve, az utdnkovetést pedig harom évig folytatta. Eredményeit
két nem-sejtterapias eljarast alkalmazo, nagy elemszamu vizsgalathoz hasonlitotta . Utébbi
tanulmanyok hialuronsav, glitk6zaminoglikan, vagy fumarat vegyiilet bejuttatasaval probaltak
javitani a sériilt inak terhelhet6ségét. Godwin megallapitotta, hogy a sejtekkel kezelt lovak
nagyobb aranyban térnek vissza a versenyzéshez, mind egy, mind harom, mind pedig 6t
verseny erejéig kovetve. Vizsgalataiban 113 versenylobol 111 djra versenyezni tudott legalabb
egy alkalommal (98%). Az ismételt sériilések aranya is kedvezden alakult, hiszen a
sejtterapian atesett lovak csupan 32%-a szenvedett Gjabb sériilést, mig az 6sszehasonlitast
képezd tanulmanyokban ez 52-57% volt . Renzi vizsgalataiban szintén autolog, csontveldi
mezenhimalis sejteket injektalt in vitro tenyésztést kovet6en. Eredményei alapjan 18-bél 13
egyed nyerte vissza ezaltal a versenyképességét, mig a kontroll csoport hagyomanyosan,
termokauterizaciéval (pin firing) kezelt egyedeib6l egy sem (0/12) . Hasonléan kedvezd
eredményekrdl szamol be Pacini és Smith is . Lacitignola kisérleti modellben is probara tette a
sejtterapia hatasat. Kollagenazzal kialakitott degenerativ inakba adott mezenhimalis
Ossejteket, majd 21 hét elteltével vizsgalta a regeneraciot, szovettani modszerekkel.
Megallapitotta, hogy az I./III. tipusu kollagén aranya és a rostok rendezettsége is hasonlit az
ép inak szdvetszerkezetéhez. A biztaté eredmények miatt a versenyképesség visszatérését is
vizsgalta egy masik populacion, melyben szintén kedvezd eredményeket kapott sejtterapias

alkalmazast kovetGen .
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Szamos insériilés azonban szakadassal, esetleg szovethiannyal jar, melyek kezeléséhez nem
elegend6 a konzervativ, vagy perkutan terdpia. A miitéti titon torténé rekonstrukcid direkt
terapias lehetdséget biztosit, a szovethidnyokat pedig a kiilonb6z6 szovetp6tld szkaffoldok
segitségével lehet megoldani. A szovetp6tld véazanyagok kivalo feliiletet biztositanak
hatéanyagok, sejtek bejuttatasara is. Habar klinikai beavatkozasok terén ezek még nem
hasznalatosak, szamos kisérlet mutat ra arra, hogy ilyen jellegii in-, és szalagsériilések esetén
is nagy segitség lehet a lokalis progenitor populacio sokasitasa. Selek, példaul, patkany
Achillesen vizsgalta a szovet regeneraciojat az in miivi atvagasat, és ujraegyesitését
kovetden . Eredményei szerint perkutan bejuttatott 6ssejtek jelentdsen csokkentették az ujboli
sériilés megjelenési ratajat, mikozben a kezelt inak magasabb szakitoszilardsagot értek el.
Zhang, vizsgalataiban, egy poli-glikolat polimert hasznalt, amit I. tipusd kollagénnel és
csontvel6i mezenhimalis 0Gssejtekkel toltott fel, majd nyulakon kialakitott Achilles
defektusban vizsgalta a hatékonysagat . Eredményei szerint az ilyenforman kezelt inak
szakitoszilardsaga 16 hét gyogyulast kovetéen szignifikansan magasabb volt az Gssejtmentes
vazanyagéhoz képest. Hasonl6an kedvez6é eredményeket értek el kollagén gélek
alkalmazasaval nyulak patella inan létrehozott defektusok gyogyitasaban is .

Young, egy korabbi munkajaban, egy biokompatibilis kollagén-6ssejt kompozitumot sebészeti
varroanyagokkal rogzitett Achilles defektusban. Ebben a vizsgalatban nem csupan a
mechanikai mérések mutattak ra a kezelés kedvezo hatasaira, hanem az is, hogy a sejtekkel
kezelt csoportokban nagyobb volt az inak keresztmetszetének teriilete . A sebészeti
varroanyagok hasznalata felmeriilt novekedési faktorok esetében is, ugyanakkor kivaléan
alkalmas lenne sejtek bejuttatasara olyan esetekben, ahol nem alakul ki szovethiany, és a miivi
rekonstrukcié  kiegészitd vazanyagok nélkiil is létrehozhat6. Ennek technikai
megvaldsithatosagat csupan néhany tudomanyos kozlemény vizsgalja. Tény, hogy a
varroanyagok feliilete joval kisebb, mint egy haromdimenzi6s vazanyagé, és komoly kihivas a
feliiletet Ossejtek szamara vonzéva tenni. Nehézséget jelenthet a kell6 sejtszam elérése is,
amit sejtszuszpenzios eljarasoknal konnyedén tobbmillios nagysagrendbe lehet emelni.
Kecsegtetd ugyanakkor a cél, miszerint a technika segitségével a standard miitéti eljaras nem
bonyolddna, és nem lenne sziikséges nagyobb kiterjedésli szkaffoldok lebontasaval terhelni az
egyébként regeneral6dé szovetet.

Az allatkisérletes modellekb6l levonhat6 tanulsag, hogy a regenerativ terapiaknak és az
Ossejttranszplantacionak kiemelked6 szerepe lehet a human insériilések kezelésében is.
Hasznalatukkal minden bizonnyal jobb szdveti funkcié és gyorsabb rehabilitacio érhetd el. A
szerz0 szerint komoly gazdasagi és élvezeti értekkel birt volna, ha David Beckham is részt

vehet a 2010-es dél-afrikai futball vilagbajnoksagon, amit Achilles sériilés és az elhtiz6dé
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rehabilitacié miatt volt kénytelen kihagyni. Karpétolja a focit szeret6 réteget, hogy manapsag
mar magyar csapatnak is szurkolhatunk vilagversenyen. Szubjektiv szempontokat
hatrahagyva, tény, hogy a kurrens regenerativ terapiak ismerete egyre fontosabb szerephez jut
a sporttudomanyok irant elkotelezett kutatok, orvosok, fizikoterapeutdk korében. A jo6l
finanszirozott agazatokban elért sikerek pedig id6vel altalanosan elérhet6vé tehetik a

hatékony kezelési stratégiakat.
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1.2.3. Porc

Jelen dolgozat témajat illetden a lagyszoveti regeneracioval, lehetséges sejttranszplantacios
lehet6ségekkel, valamint a funkcionalis csontgyogyulassal foglalkozik, ezért ezen témak
diverz targyalasa elengedhetetlen. A porcszévet megbetegedése és regeneracidja a kisérletes
munkat nem érinti, ugyanakkor a szerz6 fontosnak tartja a tamaszt6 és mozgatd szervrendszer
szoveteinek teljes reprezenticidjat. Eppen ezért a porcszévet regeneraciés folyamataiban, és
az oszteoarthritisz patofiziol6gidjaban valo elmertilés helyett a fejezet a regenerativ terapiak
kinalta lehet6ségekre kivanja felhivni a figyelmet.

A porc egyik legfontosabb tulajdonsaga a mechanikai teherbirds, ugyanakkor a szovet
feln6ttkori regeneracios képessége gyenge . Ennek kovetkezménye, hogy az évtizedeken at
tarto terhelés, vagy akut sériilés kovetkeztében kialakulo porchianyok klinikai problémat, az
oszteoarthritis betegséget eredményezik. A porcot ért inzultusok folyomanyaként fokozatosan
porchidanyok alakulnak ki, a szubkondralis csont felszinre keriilése gyulladast és oszteofitak
kialakulasat indukdlja, ami folyamatos fajdalmat és iziileti funkcidévesztést eredményez . A
gyenge gyogyhajlam miatt komoly tudomanyos és klinikai varakozas 6vezi a porcszoveti
regeneracios terapiak fejlédését. A panaszok kialakuldasa ugyanakkor hosszabb folyamat
eredménye, ezért a preventiv hozzaallds sokat javit a betegség kimenetelén. Az eliilsd
keresztszalag potlasa példaul az iziileti lazasagot korrigalva hatraltatja az életmindséget
befolyasolé panaszok kialakuldséat . Definitiv, koriilirt porchidnyok kezelésére a Hangody
Professzor ur altal kifejlesztett, vilagszerte elterjedt mozaik plasztika is megoldast jelent . A
kiterjedt porcfelszin-karosodasra viszont a regeneraciés medicina keresi a valaszt. A mozaik
plasztika soran alkalmazott autolog oszteokondralis dugo6 alkalmazasanak nagy el6nye, hogy
felépitett, él6 porcszovetet hasznél, a fémekkel ellentétben nem alakul ki rajta bakterialis
biofilm, és nincs sz6 immunoldgiai folyamatokrol sem. A technika hatranyai kozé sorolando,
hogy a beiiltetett graftok nehezen épiilnek at a kornyezd szovet hataraival, ezért idével
lazulhatnak, illetve, hogy az oszteoarthritisz altal produkalt nagy porchianyok kezelésére sem
alkalmas . A porchianyok poétlasanal is felmeriil a kiilonb6z6 vazanyagok hasznalata, melyek
készitése bonyolult feladat, hiszen a legtokéletesebben kell masolniuk a porcszévet
extracellularis matrixanak biofizikai, biokémiai és strukturalis tulajdonsagait. Emellett az
alkalmazott anyagnak birnia kell a radialis és longitudinalis mechanikai terhelést, a
sejtaktivitast tamogato, jol hidratalt kozeget kell hogy teremtsen, és 6ssze kell tudjon épiilni a
kornyez6 porccal és szubkondralis csonttal. Szamos alapanyag keriilt mar széba porchianyok
pétlasara: hialuronsav, polilaktatok, alginat, agardz, kitozan . A kiilénb6z6 vazanyagok

kiprobalasakor szamos fontos tényre deriilt fény. Nem kérdés a megfelel6 porozitas
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sziikségessége, ugyanakkor, azok a vazszerkezetek, amik nem teszik lehet6vé, hogy a
differencialodé sejtek kerek format is o6lthessenek, nem sikeresek, ugyanis a kerek forma
sziikséges a kondrocitdk érése soran. Ennek hidnydban a beiiltetett graft a rostos, vagy
rugalmas porc kialakulasat teszi lehet6vé, nem pedig az izfelszinen sziikséges hialinporcét.
Hasonl6 megfigyelés, hogy a poliészterek degradacids termékei aprd steril abszcesszusok
formalasaval rontjak az atépiilést . A szkaffoldok hatékonysagat 6nmagaban vizsgalni talan
kevésbé fontos, hiszen egy rendkiviil rossz gyogyhajlamu szovet hidnyanak potlasarél van
sz0. Az oszteoarthritisz generalizaltan érinti a porcot és a szubkondralis csontot, ezért ettdl a
degenerativ, gyulladasos kompartmentt6l kevéssé varhat6 a regeneraciéban vald produktiv
részvétel. Eppen ezért sziikséges a novekedési faktorok és sejtek hasznalata is. A porcszovet
az egyetlen olyan human szovet, ami csupan egyféle sejtet, a kondrocitat tartalmazza. A
sejtterapias-szovetépit6 eljarasok is elsodlegesen ezt a sejtpopulaciot célozzak meg,
ugyanakkor ennek tobb aspektusa is van. Az egyik ilyen kérdés, hogy miitét kdzben nyert
sejteket, vagy ex vivo expanzi6 utani sejteket érdemes hasznalni. A legelterjedtebb metédus a
Brittberg altal leirt autol6g kondrocita implantacio . Az eljaras soran mintat vesznek terhet
nem visel6 porcfeliiletekb6l, majd izolaljdk a sejteket és az in vitro megndvelt sejtszamot
hasznaljak fel a beiiltetés soran. A technika elterjedésének kdszonhet6en szamos human
vizsgdlat is sziiletett, melyek biztatd hosszii tdvi eredményekrdl szamolnak be . Eredményes
irdnynak tlinik porc-fragmentumok alkalmazdsa is, mely - hasonléan a mozaik plasztikahoz -
autolog porcot hasznal a léziok potlasara . A technika lényege, hogy az autolog, aprdra
munkalt szovetet egy vazanyag segitségével juttatjak be, és tartjdk a porchianyban. Ennek
eredményességét, allatmodellekben vizsgalva, az mutatja, hogy révid tavon hialinporc jellegii
szovet képzodik. Hosszu tavid eredmények azonban ezt a kedvezo iranyt alatamasztani még
nem tudtak. Az ex vivo szovettenyésztésre alapuld porcpotlas kétségteleniil bonyolultabb és
dragabb is, ugyanakkor el6nye, hogy pontosan ismert, tetsz6legesen valaszthato
sejtpopulacidk allnak rendelkezésre, valamint, hogy a tenyésztési eljarasok miatt joval
magasabb sejtszam hasznalhat6 fel . Tovabbi el6ny, hogy a kondrocitdk nem csupan az iziileti
felszinb6l nyerheték. Hasznalhatd forrasnak bizonyul a fiil rostos porca, a meniszkuszok,
valamint az orr-, és bordaporcok is . Az ex vivo expanziés eljarasok mas sejtpopulaciok
hasznalatat is lehet6vé teszik. Ilyen a csontvel6i mezenhimalis 6ssejtek csoportja is. Mivel
ezek a sejtek joval kevésbé differencialtak, ezért a regenerativ folyamatokba is feltehet6en
Osszetettebb modon képesek bekapcsolddni. Ennek egyik bizonyitéka, hogy a MSC-k

......

mint primér kondrocita kultirdk . Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az Ossejtek a
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regenerativ folyamatokba az embrionalis fejlédéshez hasonléan lépnek be, mialtal a
regeneracio is teljesebbé valhat .

A porcszoveti degenerativ betegségek problémadja, a gyorsan fejl6dé regenerativ terapidk
ellenére, tovabbra is széles korben érinti a tarsadalmat. Biztatd, Uj eljarasokkal elért
eredmények, vélhetGen az elkdvetkezd években tovabb bovitik a tudast, mialtal kedvez6bb

vazanyagok, megfelel6bb sejtpopulacidk, és eredményesebb technikak sziiletnek majd.

1.2.4. Csonthianyok, csontpétlas

A csontszovet regeneracios hajlama alapvet6en jo. A szoveti remodellacioé az oszteoblaszt és
oszteoklaszt miikodés miatt folyamatos. Csontsériilést kovet6en megnyilnak a kérnyez6 erek
és a létrejott hematoma alapot ad a gyulladasos valasz kifejlédésére. A gyulladasos fazis
bioaktiv molekulakat (TNF, BMP, 11-6 IL-12) halmoz fel, melyek kemotaktikus ingert
jelentenek az endogén progenitor sejtek lokalis felszaporodasdhoz. Az els6dleges csontheg
még teherviselésre alkalmatlan ugyan, de a tortvégek egybentartasaval megkezdddhet a
remodellacié fazisa, és id6vel funkciondlis gyogyulds érhet6 el . Amennyiben azonban a
csontheg nem képes kialakulni, elégtelen gyogyulas varhat6. A elégtelen reparacio
Osszefiiggést mutat a defektus méretével, ugyanis egy kritikus méret{i csonthiany (critical size
defect), vagy a tortvégek nem-egyesitett (non-union) helyzete meggatolja a szervezet
regenerativ folyamataink sikerességét . A kritikus méreti defektusok miatt tartos
csonthianyok maradnak vissza, mig a non-union sériilések aliziilet kialakulasat eredményezik.
Mindkét esetben a csont egyik f6 funkcidja, a mechanikai stabilitds szenved csorbat, ezért a
csontszovet miivi pétlasara lehet sziikség. Az Egyesiilt Allamokban a torések 15%-anal
jelentkezik olyan csonthiany, melynek kezelése csontpotlo anyagok alkalmazasat igényli .

A csontpotlé anyagokkal szemben tamasztott minimalis kdvetelmény, hogy kedvezd
kornyezetet biztositsanak a csontp6tld csonthoz vald kapcsolédasahoz (oszteointegracid),
valamint, hogy el6segitsék a remodellaci6 folyamatanak beinduldsat (oszteokonduktivitas).
Az eredményes és dinamikus csontpotlashoz sziikséges az oszteoinduktiv agensek jelenléte is,
melyek a progenitor sejtek aktivaciojanak fokozasaval segitik el6 az oszteogenezis
folyamatat, és eredményeznek gyorsabb funkciondlis gyogyulast . A csontpo6tlas mércéjének a
mai napig az autolog csont betiltetése tekinthetd, mert a mineralizalt szovet oszteokonduktiv
és oszteointegrativ tulajdonsagi, a termel6d6 faktorok (TGF-B, BMP) oszteoinduktiv
folyamatokat inditanak be, valamint a graft jelent6s szamu oszteogén sejtet tartalmaz, melyek
az atiiltetést kdvetéen azonnal megkezdik a szovet helyreallitasat . A kedvez6 tulajdonsagok

ellenére az autograft alkalmazasanak f6 gatja, hogy mennyisége korlatozott, ezért kiterjedt
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hianyok kezelésére mar nem alkalmas . Autografthoz juthatunk a miitét soran képz6d6
spongiosa tormelék révén, de nagyobb mennyiséghez egy masik csont, leggyakrabban a
csipOlapat szimultan opusa sziikséges. Utobbi esetben szamolni kell a donor teriileti
morbiditdssal (donor site morbidity), mely magéba foglalhatja fajdalom és vérzés
jelentkezését, vagy az illetett borfeliilet post-operativ érzékenységét, ezen feliil paraesthesia is
kialakulhat, de nem hagyhatjuk figyelmen kiviil az esetleges mozgaszavarokat sem (a
lokalizacionak megfeleld funkci6zavar, pl. jardszavar), tovabba a beavatkozashoz kapcsol6do
fert6zésre, és annak kivédésére is fel kell késziilniink . Az autograft mennyiségi korlatai
sziikségessé teszik egyéb csontpotlo anyagok fejlesztését. Az igény nagyagat jelzi, hogy 2004-
ben 1.5 milli6 csontp6tld beavatkozast végeztek kiilonféle indikacidkkal az Egyesiilt
Allamokban . Ezek kozott az indikaciok kozott talaljuk a gerincfiziés és cséves csont
miitéteket, maxillofacialis rekonstrukciokat, és a trauma vagy ablativ beavatkozas miatti
csonthianyokat. A csontp6tld anyagok kivalasztasanal fontos figyelembe venni egyrészt, hogy
eltér6 lehet a defektusok mérete, elhelyezkedése, valamint azt, hogy azonnali teherviseld
feliiletként kell-e megalljak a helyiiket . Ezek alapjan dél el, hogy hasznalhato-e természetes
anyag, vagy mindenképp szintetikusra lesz-e sziikség. Tovabba, a gyorsabb atépiilést
megcélozva beiiltethet6-e egy mechanikailag kevésbé erds anyag, vagy egy kemény
csontp6tlé gyorsabb klinikai felépiilést eredményezne. A klinikai gyogyulas szem el6tt tartasa
miatt fontos a csontp6tlok ismerete, melyek kategorikus beosztasat Laurencin tette meg . Az
alabbi bekezdések a regenerativ medicina és jelen dolgozat szempontjabdl fontosabb

csontpotlokat emelik ki, a teljesség igénye nélkiil.

1.2.4.1. Allograftok

Az allograftok hasznalata az autograftok lehetséges alternativajaként meriil fel. Az
allograftokat csontbankok allitjdk eld, taroljak, és, mint késztermék, forgalmazzak, ami
jelentdsen megkonnyiti alkalmazasukat és beillesztésiiket a sebészeti protokollokba.
Hasznalatuk biztonsagos, mert a csontbankok elvégzik az allogén szovet tisztitasat és
sterilizalasat is. E folyamatok révén azonban eltavolitasra keriilnek az oszteogén sejtek és
oszteoinduktiv faktorok is, és ezdltal a csontosodas dinamikaja elmarad majd az autolog
csontétol . Ismert az is, hogy a gamma-sugarzassal végzett sterilizalasi eljarasok modositjak
az allograft struktirajat, gyengitve annak mechanikai stabilitdsat . Az allograftok
oszteokonduktivitasa azonban megkérddjelezhetetlen, elérhet6ségiiket széleskorben elterjedté
tették a klinikai gyakorlatban. Eredményesen hasznalhatok nemcsak kis csonthidnyok

potlasaban, hanem kiterjedt tumor rezekciot kbvetden, vagy protézis tamasztékkeént is .
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1.2.4.2. Demineralizalt csontmatrix (DBM)

A csontpdtlas tovabbi alternativaja a demineralizalt csontmatrix. A DBM voltaképpen egy
allograft-tipus. Allogén szdvetbdl késziil, tisztitasi eljarasok soran tavolitjak el réla a sejteket
és egyéb immunoldgiailag aktiv anyagokat. Fontos jellemz&je, hogy savas hidrolizis
kovetkeztében a csont szervetlen allomanyanak nagy része is eltavolitasra kertil, a rezidualis
kalcium tartalom 1-6% kozott valtozhat . A késztermékek kiilonboz6 formaban jelennek meg,
igy létezik por, 6rlemény és paszta formajaban is, mely a sebészeti megmunkalast kénnyebbé
teszi. A DBM nagy el6nye, hogy a csont eredeti kollagén struktirdja megmarad, valamint,
hogy a savas kezelés kovetkeztében oszteoinduktiv anyagok (BMP) keriilhetnek felszinre,
melyek kedvez6en befolyasoljdk a csontosodast . Habar a DBM oszteoinduktivitdsa nem tul
er6s, szamos klinikai indikaciéban hasznaljak . Kival6an alkalmas csontcisztak, és -iiregek
kitoltésére, hasonloképp eredményesen jarul hozzd hosszi cséves csont nem gyogyulod
torésének konszolidaciojahoz . Hasznalata elterjedt gerincsebészeti arthrodézisek kezelésében

is .

1.2.4.3. Biokeramiak

Az autogén-allogén csontpotlok eredetiiknél fogva variabilisak, és gyogyaszati felhasznalasuk
is limitaciokba iitkdzhet. Ilyen esetekben hasznosak a biokeramidk, melyek régdta hasznalt
csontpotlék. A biokeramidk elénye a szintetikus eredetbdl fakad, hiszen hasznalatukkor nem
kell tartani betegségek atvitelét6l, immunologiai kilokddést6l, e mellett korlatlan
mennyiségben hozzaférhet6ek, valamint mindségi problémék sem léphetnek fel . A
biokeramiak kozé tartozik példaul a kalcium- szulfat, kalcium-foszfat, és a hidroxi-apatit. A
két wutdbbi, struktdrdban és kémiai Osszetételben, a szivacsos csonthoz hasonlit,
biomimetikusak. A biokeramidk ebbdl fakaddan oszteokonduktivak, mert az eredeti szovethez
valé hasonlosag kedvez a progenitor sejtek megtapadasanak, és a képz6d6é oszteoid
lerak6dasnak . A porézus struktira, illetve a kalcium-szulfat kristalyos szerkezete tamogatja
az érdjdonképzddést is, ami szintén javitja az oszteokonduktivitast. A kalcium-szulfat és a
kalcium-foszfat atmeneti csontpétloknak tekinthet6k, mivel idével felszivodnak, helyiiket
Ujcsont tolti majd ki . A kalcium-foszfatot leggyakrabban § konformécioban alkalmazzak (f3-
TCP), mert ez a szerkezet javitja az oszteointegritast, vagyis a csontp6tlé konnyebben
kapcsolodik a kérnyez6 csontszovethez. Ezzel a folyamattal parhuzamosan zajlik az anyag

felszivodasa, ami oldddas és oszteoklaszt funkci6 révén valésul meg . A hidroxi-apatit ezzel
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szemben 5 évnél tovabb kimutathaté a csontban, és feltehet6en a csont sajat atépiilésével
egyiitt alakul at . Ezt, és a kedvez6 mechanikai tulajdonsagait kihaszndlva, a hidroxi-apatitot
gyakran hasznaljak cisztdk, tumoros rezekciék utdn maradé iiregek feltoltésére, esetleg
kritikus méretli hidnyok kezelésére. A legtobbszor B-TCP-vel egyiitt alkalmazzak, hogy
kihasznaljak annak kedvezd oszteointegrativ tulajdonsagait, és biztositsak a hosszabb tavon
fennmaradé anyag stabil beépiilését . A kalcium-szulfat, vagyis gipsz, nem soroland6 a
legkorszeriibb csontpotlok kozé, de nemrégiben ujra keresett lett, mert kivaléan alkalmas
gyogyszerek, igy antibiotikumok lokalis kibocsatasara, igy példaul kronikus oszteomielitisz
kezelésére . Az antibiotikum bejuttatasa, és a megfelel6 lokalis koncentracié fenntartasa
egyébként intenziven kutatott kérdés. A gipsz esetében a felszivddas dinamikaja teszi lehet6vé
a folyamatos lokélis gyogyszer-koncentraciot, de a gipsszel szemben feltehet6en nagyobb
elonyt fognak élvezni azok a bevonatok, amelyeket jobb csontosodasi potencialt mutatd

csontpotlok felszinén is lehet majd alkalmazni .

1.2.4.4. Egyéb csontpotlok - a polimerek

A biokeramidk mellett a polimerek is helyet kapnak a csontp6tld anyagok kozott. A
gyogyaszatban haszndlatos polimerek tobbnyire poliészterek, mint a poli-laktat, poli-glikolat
vagy a poli-kaprolakton, vagy ezek valamely kombinaciojabol alkotott ko-polimer. Nagy
elonyiik, hogy rendkiviil biokompatibilisek, enzimatikusan gyorsan felszivodnak.
Biokompatibilitasuk miatt rogzitd elemeket, lemezeket, csavarokat is gyartanak beldliik. A
csontpotlasban, szerkezetiik révén, alkalmasak regeneracids folyamatok vezetésére (guided
bone formation), valamint kedvez6 hatdssal vannak a proliferaci6 beinditasara, és a sejtek
differenciaciés folyamataira . A polimerek kombinacidja valamely biokeramidval kedvezo
mechanikai tulajdonsagii és porozitasi, biokompatibilis, oszteokonduktiv csontpétlot
eredményez. In vitro vizsgaltok szerint az ilyen mddon létrehozott kompozitok feliiletére jol
tapadnak az oszteoblasztok, proliferacidjuk beindul, majd a differenciaciés folyamatok
indukciojaval megkezd6dik az oszteoid lerakodasa is . A csontpdtlas ezen technikajanak
kétségtelen el6nye a szintetikus eredet, ugyanakkor az anyagok lebontasa és eliminacioja

tobblet feladatot r6 a gyégyuld szervezetre.

1.2.4.5. Novekedési faktorok
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A polimereknek, kopolimereknek és biokeramiaknak hordozofeliiletként is jelentds szerep jut.
A rekombinans novekedési faktorok fontos részét képezik a regenerativ medicinanak, igy a
csontpotlasnak is, melyek bejuttatasara a polimerek és biokeramiak széles valasztéka all
rendelkezésre .

A csontgyogyulas osszetett folyamatat szamos hormon, citokin és novekedési faktor
a sejtek szaporodasanak szabalyozasa, valamint az extracellularis matrix termelésének
irdnyitasa . A rekombinans technikak fejl6dése lehet6vé tette, hogy ezek a molekuldak nagyobb
mennyiségben legyenek elérhet6ek, ezaltal eredményesen vegyenek részt a regenerativ
terapiakban.

A novekedési faktorok koziil jelentés a VEGF, mely érképzd progenitorok bevonasaval
jelentésen javitja az érdjdonképzddést, ami a csont esetében kifejezetten elényos. Ezenkiviil
tudomanyos adatok tamasztjak ala, hogy direkt hatasai is vannak a csontot épit6 progenitorok
aktivaciojaban, migraciojaban és differenciaci6jaban . Szerepe felmeriil a tobbi
oszteoinduktiv fehérje mediatoraként is . A novekedési faktorok koziil szamottevé még az
IGF, ami mediatorként szabalyozza a novekedési faktorok, hormonok és citokinek funkci6jat
torésgyogyulas alatt . Intenziv kemotaktikus ingert jelent a sejtek migracidjahoz, és erds
befolyassal bir azok proliferacidjara, valamint részt vesz a csont metabolizmusaban is .

A legjelent6sebb novekedési faktorok azonban kétségteleniil a TGF- szupercsaldd tagjai.
Ezek multifunkcionalis fehérjék, melyek kiilonb6z6 sejt-, és szovettipusok, mint példaul
csont, porc, szalagok, inak és idegszovet differencidlodasat és novekedését szabalyozzak.
Csontsériilés esetében szerepiik van a mezenhimalis &ssejtek aktivacidjaban, oszteoblaszt és
kondroblaszt irdnyu differenciaciéjukban, és az extracellularis matrix kialakitdsaban . Az
oszteoinduktivitassal kapcsolatban Urist 1965-ben tett megfigyelései kulcsfontossaguak
voltak. Kisérletei soran ektopias csontképzddést ért el demineralizalt csontmatrix
harantcsikolt izomzatba iiltetésével, ezaltal felvetette az oszteoinduktiv molekuldk l1étezését .
Ezt kovetéen a TGF-B-1 szamos allatmodellben bizonyitotta hatdsossagat a csontosodas
el6segitésében, mégis a tudomdanyos figyelem mostandban a BMP-kre iranyul. A bone
morphogenic preotein-ek, az enkondralis csontosodastol a porcképzddésig, széleskorii
hatasokkal rendelkeznek. A BMP-2, BMP-4 és BMP-7 intenziv csontosodast indit6 hatasait
szamos ortopédiai és maxillofacialis teriiletrél szarmaz6 tudomanyos adat tdmasztja ald . A
BMP-2 meggy6z0 eredményeket mutat tibia sériilések kezelésében. Egy 122 beteg
bevonasaval jaré vizsgalatban tibia csonthianyokat kezeltek vele, és hasonlitottak 0ssze az
autolog csonttal. A vizsgalatban olyan betegek keriiltek bevonasra, akiknek intramedullaris

szegelést kovetden legalabb 3 honapja nem gyogyuld csonthianyuk volt. A BMP-t egy
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kollagén hordozo feliiletén juttattak a csonthiany teriiletére, ami 9 honap elteltével az esetek
81%-aban gyoégyult meg. Az eredmény kiilonosen j6, hiszen megkozeliti az autolég csonttal
elértet, ami jelen esetben 85%-volt . A BMP-k haszndlata a gerincfuziés indikaciokban is
felmertil, és intenziven vizsgalt teriilet. Egy 98 beteg bevonasaval jar6 klinikai tanulmany
88%-os fuizios ratat talalt BMP alkalmazasat kovet6en, mig a csip6lapatbol szarmazo6 autolog
csont csupan 73%-ban egyesitette a csontokat . Erdekes, hogy a technika segitségével a
mércének szamito autoldg csontatiiltetésnél lényegesen kedvez6bb eredmény mutatkozott. Ez
ugyanakkor biztonsagossagi kérdéseket vet fel. A BMP-k f6 mellékhatasa az ektopias, vagy
tilzott csontképzddés, ami, féleg egy gerincsebészeti indikacioban, komoly hosszu tavu
komplikaciokat eredményezhet . Szovédmények rovid tavon is felléphetnek, hiszen a BMP
proinflammatorikus hatdsti anyag, ezért lagyszoveti duzzanatot és gyulladast okoz, mely
széls6séges esetben még ronthat is a gyoki tiineteket okozd gerincproblémakon . A
nagydozisu BMP-k hasznalataval kapcsolatban karcinogenezis is felmeriil, mely tovabb rontja
a szer biztonsagossagat . Nehéz kérdés azonban a fehérjék koncentraci6janak meghatarozasa,
hiszen in vitro vizsgalatok nanogrammos koncentracioban (5-20 ng/ml) hatasosnak
bizonyulnak, mig a forgalomba keriil6 termékek ennél 1ényegesen magasabb koncentraciét
érnek el (~40mg/ml), feltehetGen az intenziv post-operativ proteolizis miatt . Az adekvat dézis
a csonthiany méretétdl, lokalizaciéjatdl, a beteg allapotatol és koratdl fiiggden is rendkiviil
kiilénb6z6 lehet. Egy szajsebészeti indikaciéban példaul hatastalannak bizonyult az 50 pg/ml-
es koncentracio, ezért 6tszorosére emelték a vizsgalati dozist. A BMP-2 a 250 pg-mos
koncentraciéban viszont olyan durva foginyduzzanatot okozott, hogy leallitottak a klinikai
vizsgalatot . Ritting 2012-ben egy gyermekgydgyaszati kazust mutatott be, mely soran
gyulladast és csontrezorpciot figyelt meg BMP-2 hasznalatat kovetéen . Ritting ravilagit arra,
hogy a BMP nem tisztan oszteoinduktiv faktor, f6 hatasai koziil a kemotaxis és a vaszkuldris
invazio kovetkeztében monocita infiltraciot is eredményez. A monocitak jelenléte miatt pedig
a lokalis gyulladasos citokinek koncentracidja is megemelkedik, ami magyarazhatja a BMP
hasznalataval kialakul6 mellékhatasokat . Tovabbi érdekesség, hogy a BMP koncentracio
dependens médon az oszteoklasztok funkciojat is erdsiti. Toth munkajaban bemutatta, hogy
nagy dozisu BMP hasznalata fokozza az implantatum koriili csontrezorpciot . Fontos
kiemelni, hogy a ndvekedési faktorok koncentraciéjat a gyogyszerekhez hasonl6an probaljak
meghatarozni, feltehet6en ezért alakulnak ki egyéb hatdsok is, amelyek, mivel novekedési
faktorokrdl van szd, nem nevezhet6ek valddi mellékhatasoknak. Sokkal inkéabb egy fiziologiai
hatasspektrum generalizalt meger6sodése jelentkezik, ami feltehetGen egyéb szabalyzok
koncentracidjanak azonnali véltozasat is igényelné, és nem csupan egy molekula lokalis

koncentraciéjanak drasztikus megemelését. Erthetd tehat, hogy a mellékhatasok sokaséga és a
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hianyz6 vezérfonalak miatt a BMP-kel kapcsolatban az utébbi id6ben csdkkend lelkesedés

mutatkozik.

1.2.4.6. Sejtterapias lehetéségek

Az intenziv ortopédiai fejlesztések ellenére a torések 5-20%-aban eredménytelen gydégyulas
kovetkezik be . Az ilyen kronikusan nem gyogyul6 csonthibak helyreallitasanak
szempontjabol felmeriil, hogy érdemes lenne Gssejteket juttatni a sériilt teriiletre, timogatva
ezzel a szervezet sajat regenerativ folyamatait. A sejtterapia hasonlé6 mechanizmus révén lehet
elényos kritikus méretli csonthidnyok gyégyulasanak javitasaban. Csonthianyok potlasanal a
leggyakoribb sejtbeviteli forma, amikor a sejteket az adott csontpotléval egyiitt juttatjuk a
csonthianyba. A korabban emlitett csontp6tlo anyagokat ezért vilagszerte széles korben
vizsgaljak in vitro koriilmények kozott, mely kapcsan f6 kérdés, hogy miként viselkednek
kiilonbdz6 6s-, és progenitor sejtek az adott anyag kornyezetében. A kedvez6 megtapadas, a
proliferacio és a differenciacio elésegitése nagyban javitjdk a csontpétlé alkalmazhatésagat,
hiszen a kedvez6 kornyezetben a sejtek hamarabb lesznek képesek minGségében és
mennyiségében megfeleld extracellularis allomanyt termelni. To6bb dologban azonban nincs
egyetértés. Nem egyértelm{, hogy elédifferencialt sejteket érdemes hasznalni, vagy elegendd
differencidlatlan sejtek beiiltetése is . Ugyanigy felmeriil, hogy érdemes-e a bioanyaggal
egyiitt hosszabb ideig noveszteni a sejteket, ezaltal szorosabb kontroll alatt tartani a rendszert,
vagy kedvezdbb, ha a sejteket a bioanyagra tortént tapadast kovet6en rogton beiiltetjiik, hogy
a gazdaszervezetben érjenek tovabb . Ezek a kérdések a téma iranti nagyfoku érdekl6dés
bizonyitékai, ugyanakkor a sejtterapia hatasossagaban, és a szdvetépités jovojében nincs
véleménykiilonbség. Ennek szamos tudomanyos bizonyitéka is van. A sejtatiiltetéssel erdsitett
csontp6tlas szamos ragesald modellben bizonyult hatdsosnak mind teherviseld, mind nem
tehervisel6 csontok poétlasanak esetében . Eredményesen kezelnek kritikus meéretii
csonthianyokat még nagyobb testli allatoknal is . Habar szamos szabalyozasi nehézség mertil
fel a human felhasznalas esetén, ennek ellenére egyre gyakrabban alkalmaznak Gssejteket a
regeneracio javitasara. Nem gyogyuld torések esetében szép eredmények érhetéek el pusztan
autolog csontvel§ perkutan transzplantacidjaval . Kritikus méretli csonthidnyoknal azonban
csontpotlok hasznalata is indokolt. Ezekben az esetekben a magasabb sejtszam elérése
érdekében a sejtek felszaporitasa is fontos, ami jelent6sen bonyolitja a beavatkozast. Quarto
esettanulmanyaban harom betegnél alkalmazott Ossejteket. Vizsgalataiban fiatal betegek
vettek részt, 4-7 cm-ig terjed6 csonthidnnyal valamely cséves csontjukon. Minden esetben

autolog csontvel6bdl nyertek sejteket, amiket az adott csontnak megfeleld struktiraju és
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porozitasu hidroxi-apatit felszinen juttattak vissza. Mindharom esetben a sejtes csontp6otlok
beépiiltek, a betegek végtagjai pedig funkcionélisan gyogyultak . Hasonléan kedvezd
eredményekrdl szamolt be Marcacci is: az el6z6 technikat alkalmazva 6-7 évig kdvette négy
betegét, mialatt a csontp6tlok beépiiltek, torést és egyéb komplikaciot nem tapasztalt, habar a
hidroxi-apatit csontpdtldo ennyi id6 utan is kimutathatdo volt . A klinikai vizsgalatok
osszesitésével foglalkoz6 weblapon végzett keresés alapjan jelenleg 9 klinikai vizsgalat
foglalkozik az 6ssejtek potencialis terdpids alkalmazasaval csonthidnyok kapcsan , de szamos
egyéb indikaciokban is megjelennek, mint gerincflziés beavatkozéasok, oszteopetrdzis,
osteogenesis imperfecta, oszteoporozis és femur fej nekrézis esetén . A tudomanyos adatok
sokasaga, valamint a klinikai vizsgalatok jelenléte arra utal, hogy a csont defektusok
mindennapi terapiaja is minden bizonnyal kiegésziil majd az Gssejtek nyujtotta regenerativ

lehet6ségekkel.

1.2.5. A mezenhimalis dssejtek kiemelt szerepe a tamaszté és mozgaté szervrendszerben

Sejtterapiak tervezésénél fontos szempont, hogy milyen tipusu Gssejt valik be leginkdbb. A
tamasztd és mozgatd szervrendszerben kiemelt helyzete van a mezenhimalis Ossejteknek,
melynek f6 oka, hogy a mezenhimalis 6ssejtek képesek mind izom, mind porc, in, vagy csont
irAnyt differenciaciéra is . Eppen ezért differencialatlan formaban is alkalmasak lehetnek
sejtterapias beavatkozasok kivitelezésére, ami azért fontos, mert az ortopédiai beavatkozasok
soran konnyen hozzaférhet6vé valik a csontveld, ami a mezenhimalis sejtek gazdag forrasat
jelenti, és azonnali atiiltetést tesz lehet6vé . Kiterjedtebb szovethidnyok esetében pedig az in
vitro expanzio, differenciaci6 és szovetépités lehet6sége jelentheti a jovObeni terdpias
megoldast. A mezenhimalis Gssejtek azonban parakrin modon, novekedési és jelatviteli
faktorok lokalis termelésével is hozzajarulnak a szovet gyégyulasahoz. Az MSC-k képesek
tobbek kozott TGF-f3, VEGF és FGF termelésére is, mellyel a lokalis regenerativ folyamatok
iranyitoiként 1épnek fel . Nem csoda, hogy a mezenhimalis Gssejtek hatékonysaganak
elemzésekor felmeriil, hogy éppen a parakrin hatdsok teszik a leginkdbb hasznossa ezt a
populéciot . A sejtterapias eljarasoknak fontos aspektusa az immunolégiai hatasok vizsgalata
is, amennyiben allogén sejtek hasznalatara keriil sor. Az ortotop szervatiiltetésnél egész életen
at tartd6 immunszupressziv kezelés sziikséges, azonban ezt a sejtterapias lehet6ségeknél
érdemes lenne kikeriilni. Erre az egyik megoldas természetesen az autogén sejtek nyerése és
in vitro expanzi6ja, amire azonban nem minden esetben van elegend6 id6. A mezenhimalis
Ossejtek ebbdl a szempontbdl is kiemelt helyet foglalnak el a valasztandé sejt populacidk

kozott, hiszen immunmodulans hatassal rendelkeznek, mely révén meggatoljak az elleniik
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iranyulé immunfolyamatok kialakulsét, és allogén alkalmazést is lehet6vé tehetnek . Erhetd,
hogy az MSC-k ezen tulajdonsaga intenziv vizsgalatok célpontja, hiszen fontos szerepe lehet
betiltetend6 szervekkel, szovetekkel és anyagokkal szembeni immuntolerancia kialakitasaban,
azon kiviil, hogy 6nmagukban is hasznos regenerativ sejtek . A sejtterapias beavatkozasok
mindennapi elterjedéséig azonban hasznos regenerativ adjuvansok lehetnek a vérfrakciok,
melyek nagy elénye, hogy a paciens sajat vérébdl nyerhet6ek, hatékonysaguk pedig a sajat

novekedési faktorok feldasulasa miatt alakul ki.
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1.3. Atmenet a sejtes terapiak felé — a vérfrakciok szerepe

A vér jotékony hatdsai nem napjainkban meriiltek fel el6szor. J61 ismert Bathory Erzsébet és
Drakula gréf legendaja is. Habar utobbi rémtorténetek minden tudomdanyos hattér nélkiil
sziilettek, mara mar nyilvanvalé, hogy a vérben talalhat6 ndvekedési faktorok, fehérjék,
hirviv6 anyagok terdpids céllal is alkalmazhatok. Ennek elterjedése szintén egy jol
finanszirozott dgazatban, a szépségiparban kiemelkedd. A bdrfiatalitdsra vagyok szdmadra
manapsag széles korben elérhetd az ugynevezett "sajat vér terapia" . Az eljaras alapja a
vérlemezkék magas novekedési faktor tartalma. A beteg sajat vérébol, centrifugalassal
nyerhet6k a thrombocitdban gazdag vérfrakciok, melyek visszajuttatdsa intra-, és szubkutan
moédon torténik. A thrombocitdban gazdag vérfrakcidk kiilonb6zé novekedési faktorokat és
citokineket tartalmaznak, mint példaul a thrombocita-eredeti novekedési faktor, a
transzformalé novekedési faktor, a [-fibroblaszt novekedési faktor, az inzulin-szer(i
novekedési faktor-1, vagy a vaszkuldris endothelidlis novekedési faktorok, melyek
maddon bejuttatott szintetikus novekedési faktorok esetében a koncentracié meghatarozasa is
kihivast jelent, hiszen ezek a molekulak komplex folyamatokat szabalyoznak. A vérfrakcidk
alkalmazasanak elénye e téren is valdészinli, hiszen a beteg sajat novekedési faktorait
fiziol6gias aranyban alkalmazza, kikeriilvén a novekedési faktor koktélok nem megfelel6en

definialt Gsszetételét.

1.3.1. Thrombocitaban gazdag plazma (PRP)

A thrombocitdban gazdag vérfrakciok széleskorli tudomanyos érdeklédést valtottak ki a
muszkuloszkeletalis rendszer regeneracidjaval kapcsolatban is. A tamaszté6 és mozgato
szervrendszer magas incidenciaju sériiléseinél a szovetek minél tokéletesebb funkcionalis
gyogyulasa a cél, azonban ez a konzervativ kezelésekkel nem mindig valik elérhet6vé . A
perkutan bejuttatott vérfrakciok szemi-invaziv technikdja a szovetek teljesebb és gyorsabb
funkcionalis gydgyulasaval, valamint a miitét elkeriilhet6ségével kecsegtet, nem csoda, hogy
szamlalhatatlan in vitro, allat-, és human kisérletben vizsgaltdk a PRP hatdsossagat.
Sejtkulturakkal végzett kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy PRP alkalmazasa
sejttenyészt6 médiumban javitja a csontvel6i és zsireredetli mezenhimalis Gssejtek, valamint
oszteoblasztok proliferaciés képességét, és segiti a mezenhimalis Gssejtek oszteogén
differencidciéjat . In vivo tanulmanyok ravilagitanak a PRP csontosodast befolyasold

szerepére oszteoporotikus és kritikus méretli defektus modellek esetében is. A thrombocitdban
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gazdag vérfrakciok hasznos adjuvansai szamos oszteokonduktiv matrixnak, hiszen a
novekedési faktorok bevitele némileg pétolja a hianyzé oszteoinduktiv tulajdonsagokat . Még
intenzivebb csontregeneracio érhet6 el, ha utobbi rendszert exogén Gssejtek bejuttatasaval
kombinaljak .

A PRP kedvez6 hatasat in sériilésekben is kimutattdk, ahol pozitiv biomechanikai és
metabolikus valaszt, valamint csokkent gyulladasos reakciot és vaszkularizaciot valtott ki .
Szovettanilag a PRP injekciot kovetGen a kollagén fibrillumok kedvezd orientdcidja is
megfigyelhetd, mely a szovet funkciondlis gyogyulasara utal. In vitro tanulmanyok szerint a
PRP kedvezden befolyasolja a tenocitak proliferaciojat és kollagén termelését is .

A novekedési faktorokban gazdag thrombocita koncentratumok iziileti betegségek terén is
széles korben vizsgaltak. Wang-Saegusa 808 beteget involvalo vizsgalataban
oszteoarthritiszes térdeket kezelt haromszori intra-artikularis PRP injekcioval . A kezeléseket
2 hét alatt hajtotta végre, a térdfunkciot jol definialt specifikus pontozasi rendszerek (Western
Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index, Lequesne Index), a fajdalmat
vizualis analdg skala (VAS), a betegek altalanos allapotat SP-36 (The Short Form Health
Survey) kérdoivvel értékelte. Vizsgalataban kedvez6 funkcionalis eredményeket és
életmindség javulast ért el, mialatt nem tapasztalt mellékhatast a PRP adasaval kapcsolatban.
Kon hasonld, el6zetes, 115 beteget érintd tanulmanya szintén fajdalom csokkenésrol,
stabilabb térdfunkciérél és javuld életminéségrél szamol be. Kiemeli, hogy a kezelés a
betegség kezdeti szakaszan tlinik hatasosnak igazan (Kellgren O-III) . Ezt erdsit meg Chang
osszefoglalo kozleménye, ugyanakkor tobb szinten felhivja a figyelmet arra, hogy a terapia
nem megfelel6en standardizalt. Eredményei szerint a hatdsossag kimenetele kérdéses, ha
ketténél kevesebb injekci6 torténik, ha csupan egy centrifugéalasi lépést alkalmaznak az
izolalas soran, vagy ha mell6zik a hozzaadott thrombocita aktivatorokat . Hasonl6an kritikus
hangvételli Dold nemrégiben megjelent 6sszefoglalé kozleménye is, mely ramutat, hogy a
klinikai vizsgalatok ezen a téren tovabbra is sziikosek, nem megfeleléen dokumentaltak, és
elfogultak .

A vérfrakciok hasznalata ezzel egyiitt messze nem zsakutca. Szamos kutatdécsoport
foglalkozik egyéb izolatumokkal is, bizvan a letisztult el6allitasi protokollok és a klinikai

indikacidk dsszhangjaban.

1.3.2. Autolog kondicionalt szérum (ACS)

Az autolég kondicionalt szérum (ACS) szintén vér eredetli terapids lehet6séget kinal

oszteoarthritiszben szenveddknek. Elméleti alapjat az képezi, hogy az IL-1 szerepet jatszik az
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oszteoarthritisz patomechanizmusaban és a porckorongok degeneracidjaban. Az ACS terapias
hatasat a monocitak altal egyébként is termelt IL.-1 receptor antagonista (IL-1Ra) hatasainak
tulajdonitjdk. A kondiciondlds sordn a monocitdk IL-1Ra termelése fokozddik, majd egy
szeparacios eljarassal ezt feldusitjdk az oldatban, ami ebben a formaban injektalhat6. Az
eljaras eredményeképpen az IL-1Ra koncentraci6ja 140-szeresére novekszik, szignifikans
gyulladascsokkentd, fajdalomcsillapitd, és porcvéd6é funkciét eredményezve. Az ACS
eredményesnek bizonyul térd, csipd és temporomandibularis oszteoarthrézis kezelésében . Az
ACS terapia sikerességét feltehet6en az okozza, hogy az adott klinikai problémara konkrét
hatdsmechanizmussal képes terapias opciot kinalni. Nem véletlen, hogy Kobe Bryant, az
utébbi évek kiemelked6 amerikai kosarlabdazéja is, térdpanaszainak csokkentésére, ezt a

terapias modszert valasztotta.

A vérfrakcidk tehat fontos szerepet jatszanak a regeneraciés medicina minden teriiletén,
ugyanakkor tobb tanulmanyt Osszefoglald analizisek egyel6re nem tartjdk elegendének a
tudomanyos adatokat. Még a legtobbet vizsgalt PRP-vel kapcsolatban is jellemz6, hogy a
kiilonb6z6 modon el6allitott frakciok nem teszik lehet6vé a biztonsagos Osszehasonlitast,
ezért sziikséges lenne az izolalasi és aktivacios protokollok standardizacioja . Ebbdl fakadhat
a vérfrakcidkkal végzett kisérletek esetlegessége, ugyanakkor nem szabad elfelejteni, hogy a
szamos hatdéanyag kozott biztosan léteznek olyanok is, amelyek gatld, esetleg karos hatassal
vannak a regeneraciés folyamatokra. A potencidlis gatlo faktorok ismerete is feltétleniil
sziikséges, ugyanakkor a kutatasok fokuszaban ez idaig a hatdsossag alatamasztasa allt.
Kutatécsoportunk is a vérfrakciok kedvezé hatdsai miatt indult el ezen az Tton.
Feltételezésiink szerint el6ny6s lehet, ha a thrombocitdban gazdag plazmanal kevésbé
heterogén, konnyebben analizdlhat6, egyszerlibb vérfrakciot hasznalnak. Tekintettel, arra,
hogy a vérkészitmények legnagyobb aranyban el6forduld fehérjéje az albumin, érdekesnek
tartottuk vizsgalatat biotechnol6giai szempontbdl. Habér az altalunk alkalmazott albumin
tisztitott oldat, mégis fontos, hogy el6allitasdhoz vérellatok human plazmat hasznalnak, és igy
minden bizonnyal szamtalan ismert és nem ismert aktiv molekulat tartalmaz a molekula
transzport funkci6jabol kifolyolag. Kérdéses az is, hogy az albuminnak 6nmagaban van-e
aktiv befolyasa a regenerativ folyamatokra. Ennek vizsgalatdhoz kivannak a kovetkezd

fejezetek, valamint a dolgozat tobbi részében taglalt tudomanyos eredmények hozzajarulni.
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1.4. Az albumin biotechnoldgiai felhasznalasi teriiletei

1.4.1. Albumin a sejtkultira gyakorlatban

A sejtkulturdk hasznalata az 50-es évektdl kezdve bevett modellje kiilonb6z6 sejtfunkcios
vizsgalatoknak. A gyakorlati alkalmazas soran a fizioldgias kondiciok megteremtése
rendkiviil fontos szempont, igy az ozmolaritds, pH, 1égzési gazok idedlis koncentracioja
elengedhetetlen. Szintén fontos a sejtek megfelel6 tapanyaghoz juttatisa, melyet a
sejttenyészt6 oldatok alkalmazasaval lehet biztositani. A szintetikus tenyésztd oldatok
hasznalata mellett régdta ismert tény, hogy bioldgiai oldatok hozzdadasaval javithaté a sejtek
tulélése és proliferacios kapacitdsa . Ilyen kiegészitd oldatok tobbnyire éllati szérumbol
nyerhet6k, altalanosan elterjedt a borjisavo kiilonb6zd formainak hasznalata (Fetal bovine
serum, FBS, Bovine serum albumin, BSA). Ezek az oldatok szamos komplex biol6giailag
aktiv molekulat, novekedési faktort, hormont, nyomelemet, kis molekulasilyt tdpanyagot
juttatnak a sejttenyészt6 oldatba, ezaltal javitva a sejtkultira hatékonysagat . Habar a szérum
kivonatok 0Osszetétele évek oOta tanulmanyozott teriilet, az idealis Osszetétel a donorok
variabilitdsa miatt pontosan nem meghatarozhat6. Tény azonban, hogy az albumin a
legnagyobb koncentracioban jelen levd fehérje (~23 mg/ml), szdmos fontos funkcidval,
melyek koziil sejttenyésztési szempontbol a proliferacio serkentése kiemelend6 . Az albumin
szamtalan specifikus és aspecifikus kot6hellyel rendelkezik, melyek el6segitik a kulttira
kedvez6 fenntarthatosagat. Tapanyagok, novekedési faktorok és hormonok megkdotésével
stabilizalja azokat és pufferként miikodik. Hasznos funkciéja a toxinok és szabad gyokok
megkotése is, mialtal a sejtek tulélését is segiti . A regeneracios medicina térnyerésével
ugyanakkor egyre fontosabba valik, hogy a lehet6 legkevesebb éllati eredetli anyag keriiljon
kapcsolatba a human kultirakkal, ezért a laboratériumi technikak inkabb a human eredet(i
oldatok (human serum albumin, HSA), rekombinans formak (rekombindns human albumin,
rHA), valamint a szérummentes tenyeésztési eljarasok iranyaba mozdultak el. A tisztitott
formaban alkalmazott albumin jotékony hatasai ilyen formaban is érvényesiilnek, tovabbra is
kérdéses azonban, hogy csupan az ismert funkciok felel6sek-e az albumin egyértelmii

proliferativ hatasaiért, vagy a molekula aktivan is részt vallal a kedvez6 hatasok kifejtésében.

1.4.2. Az albumin baktérium megtapadast gatlé hatasai

Az albumin baktérium ellenes tulajdonsdgaira szdmos tudomanyos kézlemény mutat ra. A

legtobb kozlemény arr6l szamol be, hogy az albuminnal bevont biokompatibilis anyagok
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feliiletére kevésbé tapadnak a baktériumok, illetve biofilm kialakulasa is jelent6sen csokken .
Némely kozlemény szerint az albuminnal bevont feliilet noveli az egyébként negativ feliileti
fesziiltséget, és az anyag hidrofilitasat is, emiatt valik kedvez&tlenné a baktériumok szamara .
Hermann vizsgélatai arra mutattak ra, hogy mig szamos fehérje, mint a laminin, fibronektin
vagy fibrinogén fokozza a S. aureus és mas koagulaz negativ tdrzs megtelepedését PMMA
(poli-metil-metakrilat) feliiletén, addig az albuminnal bevont feliilet szinte teljesen gatat szab
a folyamatnak . Hasonloképpen, a human albumin csokkentette a bakterialis kolonizaciot PE
(poli-etilén) intravaszkularis katéterek feliiletén is . Kinnari és munkatarsai szintén albumint
hasznaltak timpanoplasztikai csévek bevonataként, ezzel csokkentve a jarat korai
befert6z6dését és elzarodasat . A munkacsoport vizsgdlatai szerint az albuminnal bevont
feliilet csokkentette a fibronektin megtapadasat, ezaltal csokkentette a reaktiv granulacids
szovet kialakulasat, kovetkezésképpen a cs6 elzarodasat is. A timpanoplasztikai csdvek egyik
anyaga a titan lehet. A munkacsoport vizsgalatai kimutattak, hogy amennyiben albumin
bevonat kertil a titan feliiletre, csékken a S. aureus és P. aeruginosa kitapadasanak aranya is .
Tobb ehhez hasonlo kozlemény létezik, melyben keresztkotott albumint hasznaltak titan
feliileteken, a célbol, hogy csokkentsék a bakterialis kontaminaciot . Az egyik ilyen
munkacsoport allatkisérletben is probara tette ezt a hatast . Bakterialis kolonizacidnak Kkitett
titan implantatumokat iiltettek nyulak combcsontjaba, és tadlyog kialakulasat vizsgaltak. A
kisérlet eredménye szerint, amennyiben a titan implantatumok albumin bevonattal
rendelkeztek, a talyog kialakulas csupan 27% volt, mig bevonat nélkiil 62%-ban jelentkeztek
tinetek. Az albumin bevonat alkalmazadsa ugyancsak mérlegelendé hugyuti katéterek és
kohleéaris implantatumok esetében is. Naves, del Prado és Ruiz nemrégiben megjelent munkai
szerint az albumin bevonat jelentésen csokkenti a biofilm kialakuldsat poli-sztirén feliileten E.
coli és S. pneumoniae esetében . A fenti vizsgélatok szerint az albumin bevonat szamos anyag
feliiletén csokkenti a bakteridlis jelenlétet. Mivel ezek az anyagok ortopédiai, szajsebészeti
implantatumok, hugyuti  katéterek, timpanoplasztikai csovek, valamint kohlearis
implantatumok alapanyagai, a bakteridlis fert6zések okozta szovédmények elkeriilése végett

hasznos lehet ezeket albumin bevonattal hasznalni.

1.4.3. Az albumin segiti az eukariota sejtek megtapadasat

Az albumin el6z6 fejezetben ismertetett anti-bakterialis hatasanak hatterében a baktériumok
csokkent kitapadasi képessége allt. Ezzel szemben szamos tudomanyos kdzlemény bizonyitja,
hogy az albumin a sejtek megtapadasat fokozhatja is. Fontos kiilénbség azonban, hogy utobbi

jelenséget eukariota sejtek viselkedésénél irtdk le. Ebben az esetben is szamtalan, kiilonféle
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biokompatibilis anyag vizsgalatara kertilt sor, melyek altal f6leg a csontosodas javitasat tlizték
ki célul. Bernards, kisérleteiben, a csontmatrix f6 elemét, a hidroxi-apatitot (HAP) vizsgéalta in
vitro koriilmények kozott . A hidroxi-apatitot a klinikai orvoslas jelenleg is fontos
csontpotloként tartja szamon, azonban szamtalan kérdés meriil fel az atépiilésével
kapcsolatban. Bernards csont eredet(i fehérjéket, szialoproteint és oszteopontint kétott a HAP
feliiletére, azt remélve, hogy a fehérjék javitjdk az oszteoblasztok kitapadasat. Annak
érdekében, hogy csupan a sejtkitapadast vizsgalhassa, a kezelt anyagokat borju szérum
albuminnal (BSA) kezelte, igy gatolva a nem specifikus sejtkitapadast. Kontrollként
természetesen BSA-t is kotott a HAP feliiletre, melynél szintén alkalmazta a nem specifikus
kotédés gatlasat. A vizsgalata meglepd eredményt hozott, miszerint a HAP-hoz k&tott borju
szérum javitotta leginkabb az oszteoblasztok kitapadasat és szaporodasat . Ezt kévetden a nem
specifikus blokkolas nélkiil is elvégezte a kisérletet, melynek eredménye még inkabb igazolta
a borja szérum sejtkitapadast és proliferacidt segitd tulajdonsagait. Kisérleteiben kimutatta azt
is, hogy az albumin ezen hatdsa koncentraci6 fiiggd, hiszen 250 pg/ml koncentraciéju
albumin oldatra volt sziikség, hogy jelentds kitapadast észlelhessen . Ez tisztazza azt az
ellentétet, melyet a Webster korabbi publikacioja jelentett, ugyanis utobbi szerzd szerint az
albumin nem javitja az oszteoblaszt kitapadast . Ebben a vizsgéalatban azonban 5 pg/ml
albumin oldatot hasznéltak, ami messze elmarad Bernards altal szignifikansnak itélt
koncentraciotél. Bernards feltételezései szerint két magyarazat lehet a jelenség hatterében . Az
egyik, hogy az albumin oldat el6allitdsanal fogva nem tisztdn a fehérjét tartalmazza, és a
jarulékos "szennyezddések" felelGsek a jobb sejtfunkciéért. Ezt az elméletet azonban elveti,
mivel tobb kereskedelmi forgalomban elérhet6 albumint is kiprobalt, hasonlé eredménnyel. A
masik elmélete szerint az albumin felelés a sejtek megndvekedett kitapadasaért és
molekuldnak nincs ismert sejt kitapadast segit6 RGD szekvencidja. Vizsgalata
konkluzi6jaként felveti, hogy az albumint a fent emlitett hatdsai miatt a csontpdtlo szerek
adalékaként lenne érdemes hasznalni. Bernards vizsgalataihoz hasonlé eredményt talalt
munkacsoportunk is liofilizalt allograft vizsgélata sordn. Weszl mezenhimalis Ossejtek
kitapadasat vizsgalta kiillonb6z6 csontpotlé anyagok feliiletén 3 és 18 napos intervallumban .
In vitro kisérleteiben fibronektint, I. tipusd kollagént és human szérum albumint hasznalt, és
vizsgalta a mezenhimalis Ossejtek kitapadasat. Az albumin kedvez6 hatdsai mar 3 nap
elteltével is megmutatkoztak a sejtszamban, de csak abban az esetben, ha a fehérje
fagyasztva-szaritassal keriilt az allograft feliiletére. Fontos, hogy a liofilizalassal jelent6sen
nagyobb mennyiségli fehérje keriil az allograftokra, ami alatamasztja Bernards koncentracio

fligg6 tedridjat is. Weszl 18 napos vizsgalatai még jelent6sebb kiilonbséget hoztak az
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albuminnal bevont allograftok javara . Ez utébbi ravilagit arra, hogy a fehérje nem csupan a
kitapadast, hanem a proliferaciét is segiti, mely komoly el6nyt jelenthet a f6ként kitapadast
segitd fehérjékkel szemben. Weszl in vivo kisérleteket is végzett. Patkdny femuron létrehozott
jelent6s méretli csonthidnyok pétlasara hasznalta a serum albuminnal bevont allograftot.
Ebben a kisérletben azt talalta, hogy az albuminnal bevont csontgraft képes beépiilni és
osszekottetéseket kialakitani a torvégek kozott . Ugyanebben a modellben az albumin nélkiili
graftok leginkdbb szekvesztralodtak, vagy felszivodtak. A kisérlet fontossagat jelzi, hogy az
allograft tipust csontp6tlék a szigord tisztitdsi és demineralizaciés eljaras soran szamos
oszteogén és oszteoinduktiv anyagot elvesztenek, emiatt lassulhat az atépiilésiik, valamint
alkalmatlanna valhatnak nagymeéretii csonthianyok kezelésére. Az albumin bevonat a hianyzo
faktorok potlasara tesz kisérletet, hiszen in vivo koriilmények kozott javuléd csontgyégyulast
eredményezett.

Az albumin sejtkitapadast segit6 hatasait vizsgalta Liu is . Kisérleteiben borju szérum
albuminnal kezelt titdn nanocséveket hasznalt és human gingivalis fibroblasztok kitapadasat,
terjeszkedését és szaporodasat vizsgalta. Vizsgalatai szerint az albumin bevonat jelentdsen
emeli a feliileti egyenetlenségeket, ami kedvez6bb kornyezetet biztosit a sejtek kitapadasahoz
az inert titan feliilethez képest . Megvizsgalta azt is, hogy az albumin bevonat megemeli az
egyébként negativ feliileti fesziiltséget és noveli a hidrofilitast, ami javitja a makromolekulak
megtapadasat, igy kedvezd kornyezetet biztosit a fibroblasztok megtapadasahoz. Erdekes
maddon, ugyanez a mechanizmus felel8s azért, hogy az albuminnal bevont anyagok csokkentik
a baktériumok kitapadasat. Liu szerint a szajiiregi implantatumoknal roppant fontos, hogy a
szervezet sejtjei képesek-e rovid idon beliil kitapadni a betiltetett anyaghoz, mivel ellenkez&
esetben a bakterialis kolonizacio kovetkeztében lazava valhat a betiltetett anyag. Liu arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy mivel az albumin javitja a gingivalis fibroblasztok kitapadasat, és
csokkenti a baktériumok kolonizacidjat jelent6sen segitheti a titdn implantatumok

szovodménymentes hasznalatat a szajiiregi csontsebészeti beavatkozasok soran .

1.4.4. Az albumin, mint alapanyag vazanyagok eldallitasaban

Az albumin molekula hasznalata biokompatibilitdsanak koszonhet6en, vazanyagok
(szkaffoldok) alapanyagaként is felmeriil. Ennek egyik modszere az albumin molekula
fibrillaris formaban torténé felépitése elektroszpinning technikaval. Tekinttel arra, hogy a
molekula természetes formajaban globularis fehérje, a modszer kivitelezéséhez sziikségesek
olyan anyagok melyek a rostos forma kialakuladsat segitik, mint példaul a poli-etilén-oxid

vagy a merkapto-ethanol . Az elektroszpinning segitségével az adott igénynek megfelel6
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formaban hozhat6k létre a vazanyagok, igy halé vagy akar vaszkularis formara emlékeztet
tubularis jelleg is kialakithat6 . Habar az albumin molekula természetes formdajanak
biokompatibilitdisa megkérddjelezhetetlen, mégis az igy létrehozott anyagoknal fontos
aspektus, hogy valtozik-e ez a tulajdonsag. Ennek része a lebonthatésag kérdése, ezért ezeket
részletesen vizsgaltdk az ezzel foglalkozo csoportok. Nseir arra a kovetkeztetésre jutott, hogy
albumin-szkaffold csupan enyhe gyulladasos reakciét okoz, kénnyen lebomlik, és kiilonb6z6
sejtek megtapadasat teszi lehet6vé . Ez egybehangzik Noszcyk eredményeivel, aki enyhe
gyulladasos reakciét véleményezett in vivo alkalmazast kdvetden, illetve az altaluk el6allitott
halds struktura 6 nap alatt kdnnyen felszivadik . In vitro vizsgalatai pedig az albumin anti-
adheziv tulajdonsagaira hivjak fel a figyelmet. Ez utobbi eredmény valamelyest ellentmond
az el6z6 fejezetben, illetve Nseir altal taglaltaknak, miszerint az albuminos feliilet kedvezd
kornyezetet biztosit eukariota sejtek megtapadasédhoz, ugyanakkor felhivja a figyelmet arra az
ismert tényre, hogy a vazanyagok struktiraja jelent6ésen befolyasolja a sejtkitapadas
folyamatat. Noszcyk fel is veti utébbi eredmény klinikai hasznossagat példaul epidermolysis
bullosa betegségben, ahol mar enyhe sériilések kovetkeztében is komoly 6Gsszendvések és
kontrakturak alakulnak ki . Az 6sszentvések hasi miitétek, példaul sérvhalok beiiltetésénél is
okozhatnak problémat, igy egy antiadheziv struktira hasznalata ilyen problémak
kikiiszobolésére is alkalmas lehet .

Az albumin molekula keresztkotott formaban is alkalmazhatd vazszerkezetek kialakitasara.
Polimerizacios segédanyagként Li transzglutaminazt, Gallego pedig glutaraldehidet hasznalt .
Li in vitro vizsgalatai szerint az igy létrehozott struktura a kollagén alapu vazszerkezetekhez
hasonlithat6 mechanikai és fizikai tulajdonsagaiban, valamint 28 napon keresztiil nem bomlik
le . Oszteogén sejttenyészté tapoldatot hasznadlva pedig a sejtek proliferaciés hajlandésaga
sem marad el a kollagén alapu vazszerkezeteknél latottaktol. Gallego vizsgalataiban nem
tapasztalt gyulladasos reakciét az albuminos vazanyaggal szemben, ami megerdsiti az igy
kialakitott struktira biokompatibilitasat .

Az albumin az el6bb emlitett modositasokon kiviil csontpotldo keramiak alkotorészeként is
szoba jon. Az els6dleges szempont ezekben az esetekben a keramia strukturalis modositasa,
vagyis a fehérje inkorporaci6 segitségével iranyithatobba valik a vazanyag szamos
tulajdonsaga, mint példaul a mikrostruktira, porozitds, felszivédas, vagy mechanikai
szilardsag. Az igy kialakitott vazszerkezetek aktiv molekulak, hatdéanyagok kontrollalt
bejuttatasara is alkalmassa valnak. Mueller kisérleteiben hidroxi-apatitot kevert albuminnal
vagy lizozimmel, és az igy kapott anyagot az emberi szivacsos csont tulajdonsagaihoz
hasonlitotta, mellyel a keramia 6sszemérheté eredményeket produkalt . Az albuminos keramia

8 hét elteltével 65 %-os felszivodast mutatott, mely kiilondsen fontos a csont teljes atépiilése
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szempontjabol, hiszen ez id6 alatt a széveti remodellacio is intenziven zajlik. Hess hasonlo
céllal alkalmazott BSA-t és fibrinogént hidroxi-apatit csontp6tlé kialakitdsahoz, valamint
vizsgalta az oszteomielitisz terapiajaban hasznalatos vancomycin és gentamycin kioldodasi
dinamikajat . Kisérleteiben 18 napon keresztiil mutatott ki kedvezd kioldodasi paramétereket,
alatdmasztva a mas szerzok altal is optimalisnak tartott lokalis antibiotikum terapia technikai
megvalositasanak lehet6ségét. A lokalis antibiotikum terdpia kézenfekvd alkalmazasa mellett
egyéb hatdanyagok bevitele is megoldhato, tekintettel a nem specifikus kotddési és kioldodasi
folyamatokra. Az emlitett szerzék tehat els6dlegesen a struktura kialakitasara, valamint a
kedvez6 kioldédasi paraméterek miatt gyégyszer bevitelre hasznaltak albumint. Ezzel egyiitt
ismét felmeriil, hogy a lokalisan bejuttatott albumin 6nmagaban is hasznos segit6je lehet a

regeneracios folyamatoknak.

1.4.5. Az albumin, mint aktiv molekula csontregeneracios folyamatokban

Az el6z6 fejezetekben targyaltak szerint az albumin biotechnolégiai felhasznalasban szdba
johet mint bakteriosztatikus molekula, sejtadheziv bevono, vagy kedvez6 biokompatibilitasa
miatt, mint szkaffold alapanyag. Csont regeneraciot vizsgalva azonban talalhatok olyan
publikaciok is, amelyek felvetik az albumin aktiv részvételét a gyoégyulasban. Fontosak ebben
azok az in vitro vizsgalatok, amelyek progentior sejtek megtapadasat vizsgaljak.
FeltételezhetGen az albumin in vivo kdrnyezetben is hasonl6an viselkedik, mialtal a lokalis
progenitor sejtek szamat jelentdsen fokozhatja, ezaltal gyorsitva a szoveti regeneraciot.
Gallego tovabb gondolja ezt, és tgy vélekedik, hogy ha mar jelen vannak a sejtek, az
albuminos feliilet kedvezd kornyezetet biztosit és tdmogatja az oszteoblaszt funkciot is .
Fontos eredmény az is, hogy alveolaris oszteoblasztok segitségével ektopias csontosodast
figyelt meg in vivo alkalmazast kovet6en . Tekintettel arra, hogy Gallego a sejtmentes
albumin-szkaffoldot 6nalléan nem vizsgalta, joggal feltételezheti az olvasé, hogy az ektopias
csontképz6dés a differencidltabb alveolaris oszteoblasztok jelenléte miatt alakult ki.
Kovetkeztetésként azonban talan levonhatd, hogy az albuminos szkaffold nem gatolta a
mineralizaciés folyamatokat. Ezt kozvetleniil is alatamasztja Gallego masik publikacioja,
mely szerint az exogén sejtekkel tdmogatott szkaffold kritikus méretli csonthianyban teljes
regeneraciot segitett el6 8 hét alatt . Mueller az albumint a hidroxi-apatit keramia strukturalis
valtoztatdsara haszndlta, azonban az albuminnal dusitott anyag fokozott csontosodast
produkalt a lizozimmel kezelt szkaffoldhoz képest . Habar ez csupan melléklelet, mégis
felveti annak lehet6ségét, hogy az albumin aktiv részese a csontregeneraciés folyamatoknak.

Ezek az eredmények szorosan kapcsolodnak Klara munkajahoz is, aki human vizsgalataiban
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SPECT felvételek segitségével intenziv oszteoblaszt funkciét mutatott ki 12 honappal revizios
arthroplasztikat kovet6en, amelyre feltételezhetGen kedvezden hatott az albumin progenitor
rekrutal6 hatasa is . A vizsgalatban szerepld egyik beteg késobb traumat szenvedett, mely
soran eltdrt az operalt labszara, valamint a protézis szara is. Ez a tény kozvetve utal a
regeneracio sikerére, hiszen a locus minoris resistenciae nem az albuminos allografttal potolt
szakaszon jelentkezett, hanem a térdiziilett6l distalisan, ép csontteriileten. Mivel a trauma
miatt operaci6 valt sziikségessé, lehet6ség nyilt a korabban potolt allograft teriiletérél mintat
venni, mely Ujjaépiilé csontallomanyrol tanuskodott . Ez a klinikai vizsgalat bizonyitotta,
hogy az albuminnal bevont nagy, strukturalt allograftok nemcsak biztonsagosan
hasznalhat6ak, hanem feltételezhetGen elényds csontreparativ funkcidok tamogatasaval
intenziv csontképzodést tesznek lehetové. Annak ellenére, hogy tébb tudomanyos kézlemény
felveti, hogy az albumin aktiv részese a csontregeneracionak, a hatasmechanizmus nem ismert
pontosan. Yamaguchi és munkatarsai egy érdekes kisérletsorozatban keresik a valaszt a
csontregeneracio és az albumin kapcsolatara. Elsének kimutattdk, hogy csonttorést kovetden
megemelkedik a lokalis albumin koncentracio . Majd megvizsgaltak az albumin hatasait
sejttenyészt6 oldat adalékként csont explantatumokon és arra a megallapitasra jutottak, hogy
az albumin fokozza a csont explantatumok DNS és kalcium tartalmat . Monolayer kultirak
vizsgalataval kimutattak azt is, hogy mind a mezenhimalis 6ssejtek, mind az oszteoblasztok
képesek albumint szintetizalni, mig korabban ezt csak a hepatocitak jellemzG6jének tartottak .
Ismert, hogy az oszteoblasztok PTH és IGF-1 receptorokkal rendelkeznek, melyek fontos
faktorai az oszteoblaszt funkcidonak. Yamaguchi kisérletei szerint, az oszteoblasztok albumin
termelése fokozhaté PTH és IGF-1 hozz4adasaval, ami ismét az albumin és az oszteoblaszt
funkci6 kapcsolatara enged kovetkeztetni . Tovabbi kisérleteik bizonyitottdk, hogy albumin
hatdsdra fokozddik az oszteoblasztok proliferacidja, ami magyardzat lehet a
csontexplantatumok novekvé DNS tartalméra is . Erdekes, hogy az albumin sejttenyésztd
oldathoz adasa csokkentette az oszteoblasztok ALP aktivitasat, mely feltételezhet6en a Runx?2
ut gatlasa kovetkeztében valdsul meg . A Runx2 ttvonal gatlasa csokkenti az oszteoblasztok
differencidciéjat, mialtal indirekt médon a proliferaci6 keriil el6térbe. A munkacsoport
megallapitotta azt is, hogy az albumin hatasai megsziintetheték MAP-kinaz inhibitorokkal,
vagy ha gatoljuk a sejtek transzkripcids és transzlacios tevékenységét . Munkajukban arra a
konkluzidéra jutottak, hogy az albumin extracellularis hirvivd molekulaként viselkedik,
azonban konkrét receptort, vagy hatdsmechanizmust ez idaig nem sikeriilt felel6ssé tenni.
Specifikus albumin receptor 1étezését mar 1981-ben felvetette Weisiger, de ezt egy idore el is
vetették . Fanali szerint az albumin receptor 1étének val6szinliségét erdsiti, hogy az albumin

jellegli AFP molekula rendelkezik sajat receptorral , valamint, hogy az albumin a receptor-
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medidlt endocitézist beinditva juttatja ligandjait az intracelluldris térbe . Osszességében
érdekes, hogy a csontregeneraciéban megemelkedik a lokélis albumin koncentracid, ami az
oszteoblasztok szaporodasat elGsegitve pozitiv feedback jelleggel tovabbi albumin
termeléshez vezet. Ezek alapjan egyre erdsebben feltételezhetd, hogy terdpidsan albumint
juttatva a regeneralodd csontszovethez, fokozhatjuk az endogén sejtek aktivaciojat,
proliferacigjat. Az albumin hatas lecsengése utan pedig a differenciaciés folyamatok veszik at
a vezet6 szerepet, azonban - a rekrutalo hatas miatt - jelentdsen magasabb sejtszam all

rendelkezésre ehhez, ezaltal gyorsabb szoveti regeneracio érhetd el.
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2. Célkitiizések

Az el6z6 fejezetek ravilagitottak, hogy az albumin molekula szdmos ismert, kedvezd
tulajdonsaga mellett a biotechnologiaban és regenerativ medicinaban is szerephez juthat. A
molekula 6ssejtek proliferaciojat és kitapadasat el6segitd tulajdonsaga rendkiviil hasznos,
amit in vitro szovetépitési stratégidk, vagy sejttranszplantacids technikak kialakitasara
hasznalhatunk fel. Ezenkiviil az albuminnak csontregeneraciot el6segitd, aktiv szerepe is
felmertil, azonban ennek terapias alkalmazhatosagat ezidaig csak kutatocsoportunk vizsgalta.
Munkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Képes-e a szérum albumin fokozni a mezenhimalis Gssejtek kitapadasat olyan kiilénb6z6,
eddig még nem vizsgalt anyagok feliiletén, mint a demineralizalt csontmatrix, illetve a poli-
glikolsav alapu felszivodo varréanyagok?

2. Alkalmas-e az Ossejtekkel bevont albuminos varréanyag arra, hogy atmeneti hordozéként
sejteket juttasson a sériilt szovetekbe?

3. Javitja-e a szérum albumin bevonati demineralizalt csontmatrix kritikus meéret(i

csontdefektusok gyogyulasat, az tijcsontképzddés és a mechanikai funkcio terén?
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3. Modszerek

3.1. A kisérletek soran alkalmazott allatok

A kisérletek soran 250-300 gramm tomeg(i him Wistar patkanyokat hasznaltunk Az allatok a
Semmelweis Egyetem Elméleti Orvostudomanyi Tomb Aallathdzaban tartézkodtak, ahol 12
oras nap/éj valtakozast biztosité rendszer, ad libitum tapanyag és viz allt a rendelkezésiikre. A
kisérletekhez sziikséges engedélyek beszerzése is megtortént (Datum:2009.10.07.,

Regisztracios szam: 22.1/2960/003/2009.).

3.2. Csontveld eredetii mezenhimalis sejtek gyiijtése, sejttenyészetek kezelése

A patkanyok felaldozasa uretannal (5mg/ml, 1ml/ allat, i.p.) vagy nagy koncentracidju szén-
dioxid gaz belégeztetésével tortént. Ezt koveten eltavolitottuk mindkét femurt és tibiat, és a
csontok fiziolégids séoldatba keriiltek a szdllitds idejére. Rovid fert6tlenitést kovetGen
(ethanol 70%) a csontok steril elszivo fiilkébe kertiltek. A 1agyszovetek eltavolitasat kovetGen,
a csontok mindkét végét megnyitottuk. A csontveld lassi mosas segitségével jutott egy 15 ml
térfogatt centrifuga-cs6be. Centrifugalast kdvetden (8 perc, 274 g) a csontveld sejttenyésztd
oldattal (DMEM, 1g/IL glutamin, 1 g/L gliikoz, 10 % FBS, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin) Petri csészékbe és inkubatorba keriilt, ahol 37°C és 5% szén-dioxid
koncentracié biztositotta a kulttira fejlodését. Két nap elteltével pufferoldatos (Dulbecco’s
phosphate-buffered saline) mosasi 1épés, és a tapoldat cseréje tortén. A Petri csésze aljara
tapadt mezenhimdlis sejtkultira fenntartdsat kétnaponta adott friss tenyészt&oldattal
biztositottuk.

Human csontvel§ eredetli sejtek tenyésztéséhez a csontvel6t a Semmelweis Egyetem
Ortopédiai Klinikarol kaptuk. A csontvel6hdz olyan miitéteknél juthattunk, ahol a technika
egyébként is megkdvetelte a vel6lir megnyitasat. Az érintett betegeket a beavatkozas el6tt
tajékoztattuk és beleegyezés esetén végeztiik el a mintavételt. A csontvel6t Gssejtmédiummal
higitottuk, majd Petri csészékbe osztottuk szét és tovabb tenyésztettiik az el6bb részletezett

modon.
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3.3. Statisztikai modszerek

A kisérletek soran mért és szamolt értékek atlag + standard hibaként (means + SEM) keriiltek
megjelenitésre. A statisztikai vizsgalatokhoz Graphpad Prism programot hasznaltunk, amivel
t-test-et, egyutas és kétutas ANOVA vizsgalatokat, valamint Bonferroni és Dunett post hoc
teszteket hajtottunk végre. A szignifikancia szinteket p < 0.05, p < 0.01, és p < 0.001

értékeken hataroztuk meg.

3.4. Mezenhimalis dssejtek kitapadasa sebészeti varréanyagok feliiletére

3.4.1. In vitro kitapadas vizsgalata

In vitro vizsgalatainkhoz 5-0 méretli felszivédd sodrott fonalakat hasznaltunk (Vycril,
Ethicon). A fonalakat szérum albuminnal (Biotest Hungary Kft.), fibronektinnel (Sigma
#F0895) és poli-L-lizinnel (Sigma #P4832) vontuk be fagyasztva-szaritds technikaval, a
kovetkezOképpen: a fonalakat gyari oldatokba helyeztiik, majd fél oran keresztiil
szobahdmérsékleten tartottuk, ezt kovetéen 6 oOran keresztiil -80°C-on fagyasztottuk. A
mintakat ezutan egy éjszakan keresztiil fagyasztva szaritottuk. A bevont fonalakbdl és bevonat
nélkiilli mintakbol 2 cm-es darabokat készitettiink, amit 24 lyuku kitapadasmentes
tenyésztéedényekbe (Costar, ultra-low attachment plate) helyeztiink. A patkany és human
mezenhimalis 8ssejtkultirakhoz 1pg/ml Hoechst 33342 (excitacié 350 nm, emisszi6 461 nm)
sejtmagfestéket adtunk, és 30 percig inkubaltuk. Ezt kévet6en minden fonalra 100000 darab
sejtet tettlink, a sejtszuszpenzidé térfogata 1ml volt. Ezt kovetéen a mintdkat inkubatorba
helyeztiik, ahol 37°C és 5% szén-dioxid koncentraci6 volt. 24 és 48 ora elteltével fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk a fonalakat (Zeiss LSM 510 META, Carl Zeiss, Jena, Germany). 48
ora elteltével lecseréltiik a tapoldatot, majd tovabb inkubaltuk a mintakat, 6sszesen 168 éran
keresztiil. Mindegyik vizsgalati idOpontban az ©sszes mintarol 7 random kivalasztott
felvételsorozat késziilt. A képanalizishez egy korabban leirt modszert kovettiink : a
felvételsorozatokbdl készitett haromdimenzios képben a sejtmagok térfogat frakciojat mértiik,
majd ebbdl kovetkeztettiink a kitapadt sejtek szamara (Image J, National Institutes of Health,

USA).

3.4.2. Sejttranszplantacidra el6készitett fonalak valtozasai
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A fonalak a sejtes bevonat létrehozasa kozben kiilonb6zd hatasoknak lettek kitéve. Sebészeti
szempontbol fontos, hogy a fonalak gyari mindsége ne szenvedjen csorbat, ezért
megvizsgaltuk, hogy valtozik-e a fonalak felszivodasa in vivo koriilmények kozott, valamint

megvaltozik-e a szakitoszilardsaguk az el6készitést kdvetden.

3.4.2.1. Felszivodas valtozasa - in vivo

A felszivodas vizsgalathoz him Wistar patkanyokat hasznéltunk. Ketamin-xylazin altatas
mellett kipreparaltuk a m. gluteust és m. triceps suraet, majd kezeletlen, 48 és 168 o¢raig
sejttenyészeti koriilmények kozott inkubalt fonalakat varrtunk az izmokba. Az allatokat 3, 5 és
7 hét elteltével felaldoztuk, a makroszkopos inspekciot kévetGen az izmokat eltavolitottuk, és
paraffinba dgyazott blokkokat készitettiink. A blokkokbol készitett metszeteket hematoxilin-
eozinnal festettiik. Ezt kovet6en mértiik a fonalak keresztmetszeti atmérdjét és szamoltuk a
visszamarad6 fonalrostok szamat. A vizsgalatban csak a tisztdn keresztmetszeti képeket

analizaltuk.

3.4.2.2. Biomechanikai vizsgalat

Az in vitro kezeléseken atesett fonalak szakitoszilardsagat is megmértiik egy Instron 5566
mechanikai vizsgalé berendezéssel (Instron, Norwood, MA, USA). A fonalak végeit
hengerekre tekertiik fel, hogy megakadalyozzuk az esetleges megcstiszasukat. A mérést

10mm/perc sebességgel végeztiik szobah6mérsékleten, 50 % koriili paratartalom mellett.

3.5. Lagyszoveti 6ssejttranszplantacio in vivo nyomonkovetése

A sejtes fondl célja, hogy Ossejteket juttasson a varrdanyaggal egyesitett lagyszovetbe.
Felmeriil, hogy kibirjdk-e a sejtek a varratkészitésb6l fakaddé mechanikai igénybevételt,
valamint, hogy képesek-e a fonal feliiletét elhagyva a sériilt szovet rétegeibe vandorolni. A
kisérlethez 17 cm hosszisagi fonalakat készitettiink el6, melyekre 1700000 patkany
mezenhimalis sejtet tettlink, és 1 héten at tenyésztettiink. A sejtek jelolésére két metddust
alkalmaztunk. A hosszu tavu jelolés céljabol mar az Gssejtkultira tenyésztése soran brom-
deoxi-uridint (BrDU) adtunk a tapoldathoz, ami a sejtek DNS-ébe épiilt, és jelolte az utéd
sejteket is. Rovid tava jelolés céljara (48 és 168 ora) pedig egy lipofil karbocianid
membranfestéket adtunk az oldathoz a fonalon tortént inkubaciot kdvetéen (Vybrant DID,

excitacio 644 nm, emisszio 665 nm). Ketamin-xylazin anaesztéziaban részesitett allatok m.
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triceps surae izomzatan egy 10 mm-es metszést ejtettiink, amit az el6készitett fonalakkal
egyesitettiink. Tekintettel a varr6anyagok felszivodo jellegére, a sértés helyét fel nem szivodo
varrattal jeloltiik. Az izomzatbol 48 és 168 ora utan, valamint 5 hét elteltével vettiink mintat.
A 48 és 168 ora elteltével vett mintakat kezelés nélkiil lézer konfokalis mikroszképianak
vetettiik ald (Zeiss LSM 510 META, Carl Zeiss, Jena, Germany). Az 5 hét elteltével
eltavolitott mintakbdl paraffinba agyazott blokkokat készitettiink. Ezt kovet6en - kihasznalva
a BrDU antigenitasat - a blokkokat immunhisztokémiai festéssel, fluoreszcens festékkel

jeloltiik és mikroszkop alatt vizsgaltuk.

3.6. Mezenhimalis ossejtek kitapadasa demineralizalt csontgraftok feliiletén

3.6.1. A demineralizalt csontmatrix eloallitasa

A demineralizalt csontmatrixokkal szemben éallitott irodalmi kritérium, hogy a kalcium
tartalma nem haladhatja meg a 2%-ot . Ezt szem el6tt tartva végeztiikk a demineralizalt
csontmatrix eldallitasat - kisebb mddositasokkal - Urist eredeti modszerét alkalmazva. A 3.2
alfejezetben részletezett modszerrel patkanyokat daldoztunk fel. A koponya parietalis
boltozatat mindkét oldalon feltartuk, és egy korfuréval 4 mm-es csontdarabokat tavolitottunk
el, 0sszesen 4-et minden allatbol. Ezt kovetéen a kovetkezd lépéseket végeztiik: 1. A
csontdarabkdk zsirmentesités céljab6l methanolba keriiltek 24 6rara. 2. Ot perces
foszfatpufferes mosas. 3. Antigén mentesités céljabdl a csontdarabkdk 10 mmol/L natrium-
azid és 10 mmol/L jod-acetat tartalmt 0.1M koncentracié foszfat-pufferbe kertiltek 48 orara,
370C-on. 4. Dekalcinalds 0.6N HCL oldattal, szobahdmérsékleten, 24 éran keresztiil. 5. Ot
perces foszfatpufferes mosas. 6. Fehérités 3%-os hidrogén-peroxiddal szobah6mérsékleten 36
6ran at. 7. Ot perces mosés desztillalt vizben. 8a. Fagyasztva szdritas I.: a csontgraftok -800C-
on 2 6ran keresztiil fagyasztasra keriiltek, a fagyasztva szaritast -500C-on, 12 éran keresztiil
végeztiik. 8b. Fagyasztva szdritas II.: a fagyasztva-szaritott csontgraftokat 20%-os human

szérum albuminba aztattuk, majd -800C-on 2 oran keresztiil fagyasztasra keriiltek, a

fagyasztva szaritast -500C-on, 12 éran keresztiil végeztiik.

3.6.2. In vitro kitapadas vizsgalata

Szérum albumin bevonatu és bevonat nélkiili demineralizalt csontgraftok 96 lyuku specialis
sejttenyészté edényekbe keriiltek (Costar, Corning Inc.). A sejttenyésztd edények kialakitasa

biztositja, hogy a belehelyezett sejtszuszpenziobdl ne tudjanak letapadni a sejtek az edény
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aljara. Ez teszi lehet6vé, hogy a demineralizalt csontgraftokat az edénybe helyezve csupan a
sejt-csontmatrix kitapadasi tendenciat vizsgéaljuk. Az edénybe helyezett graftokra 200 pl
50000 Ossejtet tartalmazo tapoldat kertilt. A kitapadt sejtszamot 6, 12 és 24 ora elteltével
metil-tiazol-tetrazdlium (MTT) teszttel vizsgaltuk. Az él6 sejtek a sarga MTT molekulat
felveszik, és mitokondridlis enzimek segitségével sotétkék, vizben nem oldédé formazan
kristalyokka alakitjdk, melynek oldasa lehet6vé teszi az atalakitds mértékének
spektrofotometrias vizsgalatat. Az MTT tesztet kovetkez6képpen végeztiik: az inkubacios id6
lejartaval 200 pl 5mg/ml MTT (1:9) tartalmu friss tdpoldatot adtunk, majd az inkubéciot
tovabb folytattuk 1 6ran keresztiil. Ezt kovetden a tapoldatot 200 pl propanolra cseréltiik és 1
oran keresztiil gyengéden mozgasban tartottuk. Az oldat abszorbancidjat 570 nm-en
vizsgaltuk, melyet a 690 nm-en mért értékkel korrigaltunk. Az oldat abszorbanicaja a kitapadt
sejtszamnak feleltethet6 meg. Megvizsgaltuk a sejtek morfolégiai megjelenését is. MTT
kezelésen at nem esett graftokra friss tapoldatot tettiink, melybe kalcein fluoreszcens festéket
kevertiink (1:1000). A mintakat 1ézer konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk (LSM 510), ahol a

kalcein egyértelmiien jel6lte az €10 sejteket.
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3.7. A csontregeneracio vizsgalata

3.7.1. Csonthiany kialakitasa in vivo - sebészeti technika

A sebészeti beavatkozast a Spicer és munkatarsai altal részletesen osszefoglalt Nature
Protocols kozlemény alapjan végeztiik . Az allatokat i.p. ketamin-xylazin (100-10 mg/kg,
Richter Gedeon Plc., Budapest - Sigma Aldrich Co., Budapest) injekcidéban részesitettiik.
Néhany perc elteltével, az altatas mélységérél megbizonyosodva, az allatokat az erre
kialakitott padra helyeztiik, mely a kiils6 halldjaratokba vezetett atraumatikus eszkdz és a
maxilla segitségével rogzitette az allat fejét. Ezutan az allatok fejét megborotvaltuk, Betadine-
nal fert6tlenitettiik, és izolal6 lepeddvel takartuk le. A patkany fejbérét a sutura sagittalisnak
megfelel6en bemetszettiik. Ezt kovetGen a periosteumon is az el6bbinek megfelel6 metszést
ejtettlink, majd, operaldé mikroszkop segitségével, tompan alapreparaltunk. A periosteum
megtartasa létfontossagii a késébbi csontgyogyulas szempontjabol. A sutura sagitalis és a
sutura coronalis jelezte a parietalis koponyacsont hatdrait. Ennek megfelel6en egy 4 mm kiils6
atmér6jli trepannal lassan lyukat fartunk a koponydba, ligyelve a dura mater és a sinus
sagittalis superior épségére. A furast a masik oldali parietalis csonton is elvégeztiik, majd a
vizsgalati csoportoknak megfelel6en toltottiik ki, vagy hagytuk iiresen a keletkezett
csonthianyt. Ezt kovet6en a periosteumot 6-0 felszivddé varrattal, tovafuté technikaval
egyesitettiik a kozépvonalban. A bort csomos varrattal egyesitettiik, a sebet fert6tlenitettiik, és

az allatok visszakeriiltek a ketreciikbe.

3.7.2. In vivo kisérleti protokoll és vizsgalati csoportok

Vizsgalataink soran akovetkezd kisérleti protokollt kovettiink. A csonthianyokat albuminnal
bevont demineralizalt csontmatrix-szal, vagy bevonat nélkiili grafttal pétoltuk. Egyes
csonthianyokat iiresen hagytunk, ezek szolgaltattak a negativ kontroll csoportot. A sebészeti
beavatkozast kovetben 1, 3, 5, 7, 9, majd 11 héttel in vivo szamitogépes rétegvizsgalatot (CT)
végeztiink. A 11. hét elteltével az allatokat felaldoztuk és eltavolitottuk a parietalis
csontlebenyeket. Ezeken a csontdarabokon microCT vizsgalatot, majd biomechanikai

toréstesztet végeztiink (1.abra)
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1. abra. Csontregeneracio vizsgalata - in vivo kisérleti protokoll. Az abra reprezentativ képket mutat
be, a betiltetend6 graftrol, a miitéti teriiletrél, az els6 és 11. posztoperativ héten készitett CT

rekonstrukciokrdl, illetve az ex vivo miroCT-r0l.

3.7.3. A csontgydgyulas vizsgalata in vivo képalkotassal

3.7.3.1. Szamitégépes rétegvizsgalat

Szamitégépes rétegvizsgalat (CT) segitségével lehet6ség nyilt a csontgyogyulas in vivo
nyomonkovetésére. CT vizsgalatot egy 16 szeletes Phillips Brilliance CT-n (Philips
International B.V. Amsterdam, Netherlands) végeztiik, és a human vizsgalatoknal hasznalatos
belsd fiil protokollt alkalmaztuk. A vizsgalathoz ketamin-xylazin narkozist inditottunk. A
felvételeket 120 kV-tal és 300 mA-rel készitettiik. A szeletvastagsag 0.8 mm, az inkrementum

0.4 mm, a kollimacié 16x0.75 mm, a rotaciés id6 0.75 secundum, a pitch 0.4 volt.

3.7.3.2 Visszamaradé csonthiany
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A felvételekbdl coronalis iranyu rekonstrukciot készitettiink, mely soran jol lathatova valt a
mindkét oldali parietalis csonton létrehozott csonthiany. A sagittalis és coronalis
rekonstrukciés képeken a tengelyt tigy allitottuk be, hogy az a defektus sikjaban legyen. A
visszamarado csonthiany meghatarozasat nagyitott képen, szabad kezes technika segitségével
végeztiik. A mérés megbizhatdsagat mutatja, hogy az Ujra megmért teriiletek elhanyagolhato
mértékben tértek el az elsé mérés értékétdl. A visszamarado csonthidny teriilete (mm?2), illetve
az eredeti csonthiany méretéhez viszonyitott értéke (%) szolgalt 6sszehasonlitasi alapul. A
terliletmérés soran specialis ablakolast hasznaltunk (2572/1595 centrum/szélesség), mely

segitségével a lagyszovetek nélkiil jelenitettiik meg a regeneral6dé csontot.

3.7.3.3. Denzitometria

A csontosodas egyik jele a gyégyuld szovetbe épiil6 szervetlen allomany mennyiségének,
kovetkezésképpen denzitdsanak novekedése. A gyogyulé csont denzitasdt 1 mm vastag
szeleteken mértiik, mértékegysége Hounsfield egység (HU). A sagittalis és coronalis
rekonstrukcids képeken a tengelyt tigy allitottuk be, hogy az a defektus sikjaban legyen.
Fontos szempont volt, hogy minden mérésnél pontosan ugyanazt a teriiletet (Region of
Interest, ROI) vizsgdljuk. Referenciapontként meghataroztuk a sutura coronalis és sutura
sagittalis talalkozasat (Bregma pont). Az els6 mérés alkalmaval elhelyezett kor alaku, ismert
tertiletii ROI (T) frontalis pontjat 6sszekotottiik a Bregma ponttal (1), és meghataroztuk a
sutura sagittalissal bezart szoget (). Majd a kor sutura sagittalishoz es6 legkdzelebbi
pontjabdl merdlegest allitottunk a sutura sagittalisra, az igy kapott szakaszt is regisztaltuk (1').
Az emlitett mértani paraméterek segitségével minden mérés alkalmaval pontosan

helyezhettiik el a ROI-t, és pontos denzitas mérést végezhettiink (2.abra).

52



DOI:10.14753/SE.2017.2061

RAT CD B/1 009 SE Transzplant Klin. RA
DOB: 30 May, 2012 Philips, Brilliance 16P *

30 May, 2012 13:44:15.711

2 120 kV
SC 320 mm

SW1.00 mm

Z1.00

A
F

1 R L
c 700
P W 4000
RAT CD B/1 009 SE Transzplant Klin.
-|  DOB:30 May, 2012 C Philips,
| s 30 May, 2012
2

C 700
W 4000

2.abra. CT felvételek az els6 posztoperativ héten. Az A panel az axiélis rekonstrukciét mutatja, a B és
C panelek a coronalis és sagittalis rekonstrukciot. Az A panelen dbrazol6dé mértani eszkdzok

segitségével, a T teriilet minden esetben meghatarozhaté volt.

3.7.4. Ex vivo microCT

Az in vivo Kkisérlet végén az allatokat feldldoztuk, és eltavolitottuk a parietalis
csontlebenyeket, majd microCT vizsgalatnak vetettiik ala. A microCT felvételeket 59 kV-tal,
167 pA-rel és 23 pm3 méretli izovolumetrias térfogati elemekkel készitettiik. A képanalizist
CTAn program segitségével végeztiik a kovetkezé képpen: meghataroztuk a defektus kozepét
horizontalis és coronalis sikban egyarant. Ebbe a pontba 80 pixel sugaru kort rajzoltunk
(ROI), majd kiterjesztettiink a defektus kozepétél 100-100 szeletre cranialis és caudalis

iranyba. A defektus eredeti nagysaga 400 szelet volt. A CTAn program ezt kovetGen
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kiszamolta a csont térfogati aranyat (Bone Volume/Tissue Volume, BV/TV, %). A kapott

szazalékos értéket a sértetlen koponyan mért értékekhez viszonyitottuk.

3.7.5. Biomechanikai vizsgalat

A csont egyik alapfunkciéja a mechanikai stabilitds, emiatt elvégeztiik a gyogyulé csontok
toréstesztjét és meghataroztuk a mintak keménységét is. A mérést Instron 5566-o0s késziilékkel
(Instron, Norwood, MA, USA) végeztiikk. Az microCT-t koveten a parietalis csontdarabok
egy erre a célra kialakitott rogzit6be keriiltek. A csontot két, lyukas centrumi korong
rogzitette alulrdl és feliilrdl, ezaltal csokkentve a deformalodas lehet6ségét, mely mérési
pontatlansagot eredményezett volna. A kit6ltott csonthianyt a rogzitd6 kozepére igazitottuk,
majd egy 2.5 mm atmérdju kor alakd, tompa szélli riddal 10 mm/perc sebességli terhelést
végeztiink. A nyomas-elmozdulds valtozasokat 100 millisecundumonként regisztaltuk. A
terhelés a minta toréséig tartott, ami meghatarozta a graft kitoréséhez sziikséges maximalis
er6t (N). A nyomas-elmozdulas gorbék meredeksége pedig a mintak keménységét adta meg

(N/ mm?2).
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4. Eredmények

4.1. Mezenhimalis 6ssejtek kitapadasa sebészeti varréanyagok feliiletére

A sejtek kitapadasat el6szor 3D, ugynevezett "z-stack” technikaval igazoltuk. A 3. éabra

jarulékos paneljei a térbeli elhelyezkedést mutatjak, melyek igazoljak, hogy a sejtek valéban a

fonél feliiletén talalhatoak.

3. abra. 3D fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgalt fonal részlet. Zold szin jel6li a sejtmagokat. A fels6é

és jobb oldali jarulékos panel igazolja, hogy a kivalasztott sejtmag a fonal feliiletén helyezkedik el.

A sejtek kitapadasat vizsgalva megallapitottuk, hogy 24 dra elteltével mindegyik fonalon
talalhato kitapadt sejt (4. dbra). A bevono fehérjék kozott nem volt szignifikans kiilonbség
sem a patkany, sem a human mezenhimalis sejtek esetében. 48 ora elteltével a sejtek szama
mindegyik fonalon novekedett, de az albuminnal bevont fondlra szignifikdnsan t6bb human

mezenhimalis sejt tapadt, mint a bevonat nélkiilire (sejtmag térfogat frakcié: bevonat nélkiili
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fonal: 2253 + 1066 pm3, albumin bevonat: 53204 + 12949 pm3). Ezzel szemben a fibronektin
és poli-l-lizin bevonat nem tudott jelentésen nagyobb sejtszamot produkalni a bevonat nélkiili
fonalakhoz képest. A patkdny mezenhimalis sejtek esetén hasonlé eredményeket kaptunk,
ugyanis az albuminnal bevont fonalak 48 o6ra elteltével ez esetben is szignifikdnsan magasabb
sejtmag térfogat frakcios értéket értek el (sejtmag térfogat frakcié: bevonat nélkiili fonal:

13215 + 4479 pm3, albumin bevonat: 59182 + 19722 pym3).

A 800001 ok [ 246ra B 100000+ Fekk [ 246ra
[ 480¢ra [ 48¢ra

80000+
60000+

60000+
400004
400004

i dlia Aadon

bevonat . " : e bevonat
nélkiil albumin fibronektin  poli-I-lizin nélkil

Sejtmag térfogat frakcié (um3)
Sejtmag térfogat frakcid (um3)

albumin fibronektin  poli-I-lizin

4. abra. A fondl feliiletére tapadt mezenhimalis sejtek szamat a festett sejtmagok térfogat frakciojabol
allapitottuk meg. Az A panel a human sejtek, a B panel a patkany sejtek szamat mutatja 24 és 48
oraval a kitapadast kovet6en. Az albumin bevonat szignifikdnsan magasabb sejtszamot produkalt

mindkét sejttipus esetén. (n= 6, kétutas ANOVA, Bonferroni post test, **: p < 0.1, ***: p < 0.01)

Annak érdekében, hogy informacidt nyerjiink az albuminos feliiletre megtapadt sejtek tovabbi
viselkedésérdl, az inkubacids id6t 168 orara toltuk ki (5. és 6. abra). Fontos, hogy 48 ¢ra
elteltével friss 6ssejtmédiumot tettiink a fonalakra, és a régit az esetlegesen még ki nem tapadt
sejtekkel egyiitt eltavolitottuk. Ennek kdvetkeztében alkalmunk nyilt csupan a kitapadt sejtek
viselkedését vizsgalni. Az 1 hét tenyésztés kovetkeztében a sejtek szama tovabb emelkedett az
albuminnal bevont fonalakon, és nagyrészt beboritottdk a rendelkezésre &ll6 feliiletet.
Statisztikailag az 1 hetes inkubaci6 mindkét korabbi id6ponthoz képest szignifikansan
magasabb sejtszamot ért el (sejtmag térfogat frakcié: 24 o6ra: 27531 + 8822 pm3, 48 ora:
59182 + 19722 pm3, 168 6ra: 153974 + 34738 pm3).
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5. abra. Fluoreszcens mikroszkopos kép az albuminnal bevont fonalakra tapadt sejtekrél. Zold szin

jeldli a sejtmagokat. Az A panel a 24 6rés, a B a 48 6ras, a C a 168 6ras allapotot tiikrozi.
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6. abra. Az albumin bevonattal kezelt fonalakra tapadt patkany sejtek szama 168 o6raval a kitapadast

kovetben. (n=6, egyutas ANOVA, Bonferroni post test, *: p < 0.05, **: p <0.01)

4.2. Sejttranszplantaciora elokészitett fonalak valtozasai

4.2.1. Felszivodas valtozasa
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A felszivodas valtozasanak vizsgalatdit az izmokban taldlhaté fonalmaradvanyok
makroszkopos inspekcidjaval kezdtiik. Vilagossa valt, hogy mig a kezeletlen és 48 oraig
kezelt fonalak még 5 hét utan is egyértelmiien felismerhet6k az izomban, addig a 168 6ran at

sejttenyészt6 médiumban tartott fonalalak alig lathatéak. Maradvanyaikat a jel6l6fonalak

segitségével lehetett csupan azonositani (7. abra).

7. abra. A fonalak felszivodasanak makroszkopos képe. Az A és B panel az 5 hét, a C és D panel a 7
hét utani allapotot mutatja. Az A és C kép az inkubdacid nélkiili, kontroll fonalakat, a B és D kép a
beiiltetést megel6z6en 168 oraig inkubalt fonalmaradvanyokat mutatja. (a kék fonal a B és D képen fel

nem szivodé jelsld fonal)

A metszetek elkésziiltével mikroszkoposan is megvizsgaltuk a visszamaraddé fonalak
rostszamat és keresztmetszeti atmérgjét (8., 9., 10. dbra). Harom héttel a fonalak bevarrasat
kovet6en nem tapasztaltunk szignifikans eltérést egyik paraméterben sem a 48 o6ras, 168 6ras
és kezeletlen csoport kozott. 5 hét elteltével azonban a 168 6raig kezelt fonalak jelentésen
alacsonyabb keresztmetszeti atmérével és rostszammal mutatkoztak. A kontroll fonal
keresztmetszeti atmérdje 345.9 + 20.0 pm volt, mig a 168 6rasé 255.5 + 14.9 pm-re csokkent
(9. abra). A visszamarad6 rostszam a kontroll fonal esetében 104.6 + 5.1 volt, mig a 168

6rasnal 82.4 + 7.5 (10. &bra). Ezek ez értékek a hetedik hétre még kifejezettebbek lettek, mig
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a 48 oras fonalak nem kiilonboztek szignifikansan egyik idépontban sem a kontroll fonaltol.

Az albumin kezelés egyik id6pontban sem befolyasolta a felszivodas dinamikajat.

8. abra. Fonalkeresztmetszetek szdvettani képe a hetedik hétnél. Az A panel a kezeletlen kontroll, a B

panel a 48 6ras inkubécion, a C panel a 168 6ras inkubacién atesett fonalak metszeti képét mutatja.

In vivo felszivodas
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9. abra. Fonalak keresztmetszeti atmér6 valtozasa az inkubéacios id6 fiiggvényében

(n=10, két utas ANOVA, *p<0.05, **p<0.01)
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10. abra. Fonalak keresztmetszeti rostszamanak valtozasa az id6 fliggvényében

(n=10, két utas ANOVA, *p<0.05, **p<0.01)

4.2.2. Biomechanikai vizsgalat

A kezeletlen fondl szakitoszilardsaga 16.38 + 0.2 N volt, ehhez hasonlitva vizsgaltuk az
albuminos fagyasztva szaritas és sejttenyészt6 oldatban torténd inkubacié hatasait. 48 odras
inkubéciot kovetéen sem albuminnal, sem bevonat nélkiill nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a kontroll fonalakhoz képest (albuminnal: 15.31 £ 0.3 N;

albumin nélkiil: 16.26 N + 0.3). Ezzel szemben a 168 6ras inkubacié 16-19%-kal csdkkentette
a fonalak szakitoszilardsagat (albuminnal: 13.34 + 0.3 N; albumin nélkiil: 13.88 + 0.3 N) (11.
abra).
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11. abra. Fonalak szakit6er6 valtozasa az inkubaciés id6 fiiggvényében

n=10, egyutas ANOVA, Dunette's multiple comparison, *** p<0.001
gy P P P

Megvizsgaltuk azt is, hogy valtoztat-e a szakitoszilardsagon, ha sejtet tapasztunk az
albuminos fonalakra. Hasonl6 eredményeket kaptunk, mint sejtes kezelés nélkiil, vagyis a
sejtes kezelés 48 déra elteltével nem befolydsolja a szakitoszilardsagot, mig a 168 oras
tenyésztés szignifikansan csokkenti a fonalak teherbirasat (sejtes fonalak, 48 éra: 16.02 + 0.3

N, sejtes fonalak, 168 ora: 13.82 + 0.5 N) (12. abra).
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12. abra. Sejttel bevont fonalak szakitéerd valtozasa az id6 fiiggvényében.

n=10, egyutas ANOVA, Dunette's multiple comparison, *** p<0.001
gy P P P

4.3. Lagyszoveti 6ssejttranszplantacioé in vivo nyomonkdvetése

Kivancsiak voltunk a transzplantalt sejtek in vivo viselkedésére is. 48 draval a beiiltetést
kovetben azt tapasztaltuk, hogy a sejtek ugyan még nagy szamban talalhatéak a fonalakon
illetve kozvetlen kornyezetiikben, de jelent6s szamban vandoroltak mélyebb szoveti
rétegekbe. A 168 oOras vizsgalat hasonlé eredményt hozott. A sértett izomban lathatoak a

fluoreszcens festékkel jelolt sejtek (13. abra).
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13. abra. Fonal részletet tartalmazé izombioptatumok 48 (A panel), és 168 dérat kovetSen (B panel).

Piros szin a fluoreszcens festékkel jel6lt sejteket mutatja.

A karbocianid membranfestékek jellemzdje, hogy vizes oldatban csekély fluoreszcens jelet
adnak, ugyanakkor az él6 sejtek membranjahoz kotve az egész sejtet ers fluoreszcens
jeloléssel latjak el. Fontos, azonban, hogy csupan néhany napig marad stabilan az adott
sejtben, ezt kovetéen el6fordulhat az sejtek kozotti festékatvitel. Ennek okan, a hossza tavi
jelolésre a festék alkalmatlannak bizonyulhat, hiszen néhany hetes intervallumban a gazda
sejteket is jel6lheti, ami téves eredményt adna. Emiatt alkalmaztunk BrDU jel6lést a hosszu
tavi vizsgalatra, hiszen a DNS-be épiilve sokaig kimutathaté a sejtek exogén eredete. A
vizsgalat rdmutatott arra, hogy 5 hét elteltével még mindig fellelhet6ek a transzplantalt sejtek

a sértett teriilet rétegeiben, habar szamuk jelent6sen megfogyatkozott (14. dbra).
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14. abra. Immunhisztokémia festés vékony szeletes izom mintan. Zéld szin a sejtmagokat, piros szin a
BrDU jelét mutatja. A sarga szin, a z6ld és piros ko-loaklizéacijabol, vagyis BrDU pozitiv sejtmagok

jelenlétébdl fakad (fehér nyil).

4.4. Mezenhimalis dssejtek kitapadasa demineralizalt csontgraftok feliiletén

Ebben a kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy képes-e modositani a szérum albumin bevonat a
mezenhimalis Ossejtek kitapadasi és tulélési tendencidjan. A feliiletre kapcsolddott sejtek
szamat 6, 12 és 24 o6ra inkubaciot kovet6en vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy 6 6ra
inkubdciét kovetben a sejtek szama az albuminnal bevont demineralizalt csontmatrix feliiletén
dupldja a bevonat nélkiili feliilethez képest. A kiilonbség 12 éra elteltével fokozédott, hiszen a
bevonat nélkiili csontmatrix feliiletén sejtszam csokkenést tapasztaltunk, mig az albuminnal
bevont feliileten valtozatlan volt a kitapadt sejtek szama. 24 6éra elteltével a bevonat nélkiili
csoportban tovabbi csokkenést nem tapasztaltunk, és az albuminnal bevont feliileten sem
csokkent szignifikansan a sejtszam. A bevonatos és bevonat nélkiili csontmatrixokon minden
id6pillanatban szignifikans sejtszam kiilonbséget tapasztaltunk (15. abra).

A graftokat mikroszkép alatt vizsgalva is egyértelmi sejtszam kiilénbséget talaltunk. A sejtek
morfolégiai megjelenését vizsgalva megallapitottuk, hogy mig az albuminnal bevont feliileten
a sejtek nyulvanyos megjelenésliek voltak, addig a bevonat nélkiili csontmatrixon zémében
kerekded sejteket talaltunk, valamint jellemz6 volt a kitapadashoz sziikséges nyulvanyok

rendkiviil alacsony szama is (15. abra).
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15. abra. Mezenhimaélis Gssejtek kitapadasa demineralizalt csontgraftok feliiletén. Az A panel a
kitapadt sejtszamot szemlélteti 6, 12, és 24 ora eltelvével albuminnal bevont (graft +albumin) és
bevonat nélkiil graft (graft) esetében (n=12, kétutas ANOVA, Bonferroni post test, *: p< 0.01). AB és
C panel fluoreszcens mikroszképiaval késziilt felvételeket mutatja 12 6ra elteltével. Z6ld szin jeldli a

kitapadt sejteket. A B panel az albuminos, a C a bevonat nélkiili feliiletet abrazolja.
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4.5. Az albumin hatasa a csontregeneraciés folyamatokra

4.5.1. Visszamaradoé csonthiany teriilete - in vivo

A csontgyégyulas folyamatat kéthetente végzett CT-vel vizsgaltuk el6szor. Az els6 CT
felvételek az elsd post-operativ héten késziiltek, mert el6zetes vizsgalataink szerint a miitét
utan rovid idével alkalmazott ismételt narkozis rontotta a kisérleti allatok tulélését. Az els6
héten készitett felvételekb6l meghataroztuk a visszamaradé csonthiany teriiletét, amit tehat - a
miitét viszonylagos kozelsége miatt - 100%-osnak tekintettiink. Az ekkor készitett
felvételeken nem talaltunk szignifikans kiilénbséget a csoportok kozott. Az iiresen hagyott
csonthianyok 9.7 + 0.1 mm2, a bevonat nélkiili grafttal kezeltek (DBM) 11.2 + 0.5 mm?2, az
albumin bevonattal (DBM+albumin) kezelt csonthianyok pedig 10.6 + 0.5 mm2 méretii
csonthianyt mutattak. A harmadik post-operativ héten készitett felvételek tantsaga szerint
minden kisérleti csoportban megkezd6dott a csontosodas, hiszen a csonthidnyok mérete
csokkent. Az iiresen hagyott csontdefekusok az eredeti méret 77.5 + 4 %-ara, a bevonat nélkiil
kezelt csoport pedig a 73.5 £ 13.4 %-ara csokkentek. Ezzel szemben az albumin bevonattal
kezelt defektusok mar ekkor is szignifikansan kisebb csonthianyt mutattak, a visszamarado
csonthiany az eredeti 43.8 + 14.0%-a volt. Az 6tédik post-operativ hétre az albuminnal kezelt
csoport tovabbi csokkenést mutatott, mig a masik két csoport még mindig 60% folotti értéken
allt. A hetedik hétre az albuminnal kezelt csoport csaknem teljesen csonttal fedetté valt, a
visszamarado csonthiany 3.0 + 2.3%-os értékével. Ugyanakkor, a masik két vizsgalati csoport
jelent6s csonthiannyal rendelkezett. A bevonat nélkiili csontmatrixszal kezeltek 40.2 + 9.1%-
ra csokkentek, mig az iiresen hagyott csonthianyok 52.4 + 8.9%-o0s értéket mutattak.
Megfigyeltiik azt is, hogy a bevonat nélkiili grafttal kezelt hidnyok csokkenése folyamatos
volt és statisztikailag szignifikans cstkkenést tapasztaltunk két vizsgalat kozott. Ezzel
szemben az liresen hagyott csonthianyok csokkenése a harmadik hétt6] kezd6d6en nem volt

jelentds (16. abra)
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16. abra. Ujcsont képzédés vizsgélata a visszamarad6 csonthidny id6beni csokkenésével. Az albumin

bevonat (DBM + albumin) szignifikansan gyorsabb tjcsont képz6dést eredményez, a csonthianyok a

7. hétre begydgyulnak. (n=6, kétutas ANOVA, Bonferroni post test, *: p < 0.05, **: p < 0.1, ***: p <
0.01)

4.5.2. Denzitometria - in vivo

A rekonstrukciés CT felvételekb6l mérhetd volt a csonthianyok denzitasa is. Az els6 héten
végzett mérés soran egyértelmii csontdefektusokat talaltunk. A kisérleti csoportok kozott nem
volt jelentds kiilonbség. Az iiresen hagyott defektusok 262.8 + 12 HU, a bevonat nélkiili
csoport 261.7 £ 13 HU mig az albuminnal kezelt csoport 291.7 + 10 HU értéket mutattak.
Megjegyzendd, hogy az els6é héten mért denzitas értékek magasabbak, mint a lagyszoveti
denzitas. Ennek oka, hogy kor alakia ROI-t hasznaltunk, és torekedtiink arra, hogy a
csonthiany minden teriilete belekeriiljon a mérésbe. A csontszélek egyenetlenségei miatt
sziikséges volt az ép csontszélek minimalis bevonasa is, ami 6sszességében a vart csonthianyt
kitolt6 lagyszovet denzitasa helyett kissé magasabb értéket eredményezett. A harmadik és
otodik héten végzett CT vizsgalat szerint a csontosodas minden Kkisérleti csoportban
megindult, a denzitds értékek novekedtek. Az albumin bevonati graftokkal kezelt csoport
magasabb denzitas értéket produkalt, azonban szignifikans eltérés nem volt kimutathat6. A
hetedik hétre az albuminnal kezelt csoport és a masik két csoport kdzott szignifikanssa valt a
kiilénbség: mig az iiresen hagyott csonthianyok 550 + 69 HU, a bevonat nélkiili csonthianyok

582 + 108 HU értéket vettek fel, addig az albuminnal kezelt csoport 835 + 64 HU-t mutatott.
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Ez a folyamat a kisérlet tizenegyedik heti terminacidjaig tovabb folytatodott. A tizenegyedik
hétre az albuminnal kezelt csoport 1061 + 79 HU-t ért el, mig a bevonat nélkiili csoport
denzitasa csupan 700 + 105 HU , az iiresen hagyott hianyok értéke 656 + 84 HU volt. Noha az
albuminnal kezelt csoport csonthidnya erre az id6pontra teljes teriiletében csonttal fedetté valt,
és a csontgyogyulas feltehetGen a kisérlet terminaciéja miatt nem folyatddhatott, a denzitas
értékek még elmaradtak a sértetlen koponyan mért értékektdl (sértetlen koponya: 1620 + 16

HU) (17. abra).

1200 1 . ok k
= Ures A J
o —
1000 => Graft * /l’
==Graft + Aloumin P -
S 800
o=
‘m
£ 600
N
(=
(]
L. 400
200 A
O T T T T 1
1 3 5 7 9 11
Id6 (hét)

17. abra. Ujcsont képzddés vizsgalata a sériilt teriilet denzitdsanak id6beni emelkedésével. Az
albumin bevonat (DBM + albumin) szignifikansan magasabb denzitas értékeket produkal, a 7. hétt6l

kezd6d6en. (n=6, kétutas ANOVA, Bonferroni post test, *: p < 0.05, **: p < 0.1, ***: p < 0.01)
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4.5.3. Ex vivo microCT

A microCT vizsgalatokat a csontgyogyulds remineralizacids aspektusanak jobb felbontasu
felderitéséért végeztiik. A modszer segitségével az in vivo mérések soran diagnosztizalt
csontgyogyulassal szorosan 0sszefiiggd, tamogaté adatokat nyertiink (18. abra). A mérések
soran a csontszovet aranyat hasonlitottuk a teljes vizsgélt térfogatban (BV/TV %).
Megmértiik az ép koponyacsont BV/TV értékét, ahol 36.1 + 1.7 %-ot kaptunk. A tizenegy
hetes csontregeneracios folyamatot kovetOen az iiresen hagyott defektusok 4.2 + 2.7%-ot, mig
a bevonat nélkiili grafttal kezelt defektusok 8.2 + 3.2%-ot értek el. Ezek az értékek jelent6sen
elmaradnak az albuminnal bevont grafttal kezelt hidnyok csontképz6désétdl, hiszen a
csontszovet aranya ez utobbi csoportban 24.1 + 2.4 % volt. Habar ez az érték nem éri el az ép
csonthoz tartoz6 BV/TV értéket, a tobbi vizsgalati csoporthoz képest szignifikans javulast

mutat (19. bra).
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18. abra. Ex vivo MicroCT felvételek 11 hét elteltével. Az dbra reprezentativ képeket mutat be
mindegyik vizsgalati csoportbdl. A legrosszabban, legjobban gy6gyul6 defektusok mellett, a csoportok
median elemeit is dbrazolja. Az albuminnal bevont csontpétlé latvanyosan kedvezébb Gjcsont

képzddést ért el.
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19. abra. Ujcsont képzbdés (BV/TV %) aranya a kiilonb6z6 vizsgélati csopotokban. Az y tengelyen a
100% az ép csont BV/TV% értékeit reprezentalja. Az albuminnal bevont csontp6tl6 szignifikansan
magasabb tijcsont képz6dés ért el mind a bevonat nélkiili grafttal pétolt, mind az tiresen hagyott

defektusokat illetéen. (n=6, egyutas ANOVA, Bonferroni post test, *: p < 0.05, **: p < 0.01)

4.5.4. Biomechanikai vizsgalat

A biomechanikai vizsgalat soran arra voltunk kivancsiak, hogy az ujcsont képzddés hatasara
mennyire képes a beiiltetett csontmatrix az eredeti ép csonttal 6sszekapcsolédni, és
mechanikai stabilitast nydjtani. A bevonat nélkiili csoportban 15.7 + 4 N er6 kellett ahhoz,
hogy a graftot az eredeti csonttal valé 0Osszekottetéseibdl kimozditsuk. Az albuminos
csontgraftokkal kezelt csoportban azonban jelentsen nagyobb erdére, 46.1 +11 N-ra volt
sziikség. A vizsgalatok soran a térés minden esetben a graft és eredeti csont hataran tortént. A
csont toréséig tartd linedris terhelés kovetkeztében a csontok keménységérdl is adatokat
nyerhettiink. Ezek szerint a bevont nélkiili csontok keménysége 32 + 11 N/mm?2 volt, mig az

albuminnal kezelt csoport az el6z6nél szignifikdnsan keményebbnek bizonyult (78.6 + 14
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N/mm?2) (20. abra). Fontos megjegyezni, hogy a vizsgalat soran a minta adottsagaibdl
kifolyélag kizarolag a kiilonb6z6 anyagokkal kitoltott, regeneralddott széveteket vizsgaltuk,
mert els6dleges kérdésiink a graft beépiilésének hatékonysaga volt, és nem pedig a csont ereje
az ép szovethez viszonyitva. (Vizsgaltuk az iiresen hagyott csonthianyokat is, de abbdl
kifolyolag, hogy ebben a csoportban az djcsontképzddés limitalt, valamint a regeneracio a
defektus széli részén tortént csupan, a mechanikai tesztelés soran elhanyagolhaté mértékii

ellenallast tanusitottak.)
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20. abra. Ex vivo mechanikai vizsgalat 11 hét elteltével. Az A panel a maximalis térd erét mutatja be,
a B panel a beépiilt graftok keménységét vizsgalja. Mindkét esetben az albuminos bevonat

szignifikansan magasabb értékeket eredményezett. (n=6, parositatlan t-préba, *: p < 0.05)
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5. Megbeszélés

Lagyszoveti sériilések ellatasaban az elsédleges szempont a szovetfolytonossag helyreallitasa.
A varratkészités ebbdl a szempontbol még mindig mércének szamit, hiszen egyszeriien
alkalmazhatd, j6 mechanikai eredményt hoz, és szamos kiilénb6z6 varréanyag érhet6 el, ami
lehet6vé teszi a koriiltekinté varratkészitést. Ennek ellenére ismert, hogy a varratkészités
soran, példaul inak esetében egy jol jelzett sejtmentes zona alakul ki, és akar 14 napig is
eltarthat, amig ez a teriilet Ujra egészséges sejtekkel telik meg . A sejtterapias lehet6ségek mar
megjelentek a lehetséges terapias ttvonalak kozott, alkalmazasuk hatékony lehet példaul
izmok, inak vagy periférias idegek gyogyulasanak segitésében is . Ezekre a szovetekre,
csakigy, mint az inszovetre, alacsony proliferacids képesség és sejtkicserélédés (turn over)
jellemzd, emiatt jelentds szamu progenitor sejt bejuttatdsa segitheti a funkcionalis szdvet
létrehozasat.

Szamos tudomanyos kutatds szamol be arrol, hogy parakrin faktorok, vagy a direkt sejt-sejt
kapcsolat hasznos lehet a sériilést elszenvedett sejtpopulacié megsegitésére . A legfontosabb
klinikai érv a sejtterapiak mellett a szoveti funkcionalitdas minél tokéletesebb helyreallitasa. A
sejtterapias modszerek alkalmazasa ugyanakkor szamos Uj kérdést vet fel. Az egyik ilyen
kérdés a sejtek bejuttatdsdnak modja. Szivsebészeti sejt-transzplantacios vizsgalatok arra
mutatnak rd, hogy a sejtek bejuttatdsdnak mikéntje sokkal fontosabb, mint azt korabban
feltételeztiik, hiszen minimalis hipoxias vagy mechanikai manipuléaci6 esetleg a 3D struktira
hianya karosithatja a transzplantaland6 sejteket és csokkentheti azok tulélését . A sejtek
befecskendezése szuszpenzioként hasznos segitség lehet példaul izom disztréfidkban,
végstadiumu végtag iszkémiaban , ugyanakkor alkalmatlan szakadt in, szalag vagy nagy izom
esetében, hiszen ezekben az esetekben jol koriilirt 16kuszra kellene a sejteket bejuttatni,
tovabba elérni, hogy a sériilt régioban maradjanak. El6kisérleteink soran ebbe a problémaba
itkoztiink bele, amikor &ssejteket prébaltunk lokalis izomsériilést kovetGen a sériilés
kornyezetébe injektalni, de a modszer alkalmatlannak t{int a pontos bejuttatasra. Sejtek
bejuttatasara szamos esetben alkalmaznak haromdimenzios biokompatibilis matrixokat,
szkaffoldokat. A szkaffoldok alkalmazasabol kiindulva meriilt fel, hogy sebészeti
varr6anyagokat hasznaljunk sejttranszplatacios célra, igy a mechanikai szdvetegyesitéssel egy
idoben végezhetnénk sejtterapias beavatkozast is.

Annak ellenére, hogy ez az elképzelés egyszerii és kézenfekvé modszernek tiinik, alig néhany
kutatocsoport foglalkozott vele ez idaig. Mazzoca, kisérleteiben, I. tipusu kollagént kotott
fonalak felszinére és azt vizsgalta, hogy javul-e ezaltal az oszteoblasztok és tenocitak

adhézioja, proliferacibja és fehérje szintézise . Ugy talalta, hogy mindezen funkcidk javulnak
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a kollagénnel bevont fonalak jelenlétében, ezért a kollagén bevonati fonal javithatja a
gyogyulast a rotator kopeny sériilését kovetGen. Yao tobb kiilonb6zd fehérjét is kiprobalt,
hogy novelje a kitapadé sejtek szamat a fonalak felszinén . Kisérleteiben azt talalta, hogy a
fibronektin és a poli-1-lizin bevonat képes 8 nap inkubaciot kdvetden a legtobb embrionalis
Ossejtet magahoz kotni. Tovabbi vizsgalataikat in explantatumokon végezték. Ezekben a
kisérletekben megallapitottdk, hogy a fondlra tapad6 sejtek elviselik a varratkészités soran
fellép6 mechanikai stresszt, majd ezt kévet6en még 96 éran keresztiil metabolikusan aktivak
maradnak . Yao tovabbi munkdjaban in vivo koriilmények kozott vizsgalta modszerének
hatékonysagat. Patkany Achilles in atvagasat kovetGen azt taldlta, hogy a hetedik és tizedik
napon szignifikdnsan magasabb szakitoszilardsaggal rendelkeznek azok az inak, melyek
regeneraciojat exogén Ossejtek is tamogattak . A kisérlet egyébként 28 napig zajlott, és habar a
késébbi id6pontokban tovabbi funkcionélis javulds nem volt észlelhetd, a sejtek
kimutathatéak maradtak. In vivo sejtes fonalakkal Pascual is végzett kisérleteket, azonban 6
nem talalta eredményesnek a metodust vastagbél varratok esetében . Fontos kiemelni, hogy a
vastagbél sajat regenerativ kapacitdsa, igy a sejtek proliferacios képessége és cserélédése
nagyon magas, ezért feltételezhetd, hogy nincs sziikség exogén sejtek bevitelére a
funkcionalis gydgyulas eléréshez . Viszont ez a vizsgalat is ramutat arra, hogy a sejtszegény
szovetek esetében az exogén sejtek bevitele megteremtheti a funkciondlis gyogyulas
lehetdségét.

A mi vizsgalatunk célja az volt, hogy 1étrehozzunk egy olyan varréanyagot, melynek feliiletén
néhany nap alatt szamottevd sejtszamot tudunk elérni, illetve megvizsgaljuk a betiltetett sejtek
rovid és hosszd tavu tdlélését. Elséként in vitro koriilmények kozott vizsgaltuk, hogy
alkalmas vehikulumok-e a sebészeti varréanyagok sejttranszplatacios célra. Kisérleteinkben
sodrott fonalakat hasznéltunk, tekintve, hogy ezéltal nagyobb és egyenetlenebb kitapadasi
feliiletet biztositunk az Ossejtek szamara. Megfigyeléseink szerint a sejtek szivesen tapadnak a
filamentumok alkotta arkokba, ami kiilondsen el6nyos, hiszen ily médon a varrds soran
fellép6 mechanikai terhelést6l védve helyezkednek el. Tekintve, hogy a fonalak alapvet6en
kisebb feliiletet képeznek, mint egy hasonl6 térfogatii porézus szkaffold, a kitapadé sejtszam
érdekében sziikségszeri, hogy torekedjiink a feliilet maximalis kihasznalasara. Korabbi
vizsgalatokat figyelembe véve megallapitottuk, hogy a kitapad6 sejtszam novelhetd, ha
kiilonboz6 fehérjékkel vonjuk be a fonalak feliiletét . Kisérleteinkben a szérum albumin
kitapadast befolyasolo hatasait vizsgaltuk, és hasonlitottuk az irodalomban fellelhetd adhézids
fehérjékkel elért eredményekhez. A fibronektint és a poli-l-lizint szamos kisérletben
alkalmazzdak sejtadhéziés molekulaként, az albumint azonban jéval kevesebbet . Ez érthet6 is,

hiszen az albumin nem adhéziés fehérjeként létezik a koztudatban, készonhet6en szamos
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kiilonb6z6 funkcidjanak. Az albumin el6nye, hogy nagy mennyiségben talalhaté a vérben,
ezért tisztitasi eljarasokkal az el6z6 fehérjékhez képest lényegesen olcsobban elérhetd.
Megjegyzendd, hogy jelen vizsgalatainkat megel6z6en az albumint nem hasznaltak sebészeti
varréanyagok bevonataként, a kitapadast fokoz6 hatésait is inkdbb nagyobb feliiletd,
egyenetlenebb anyagokon vizsgaltak. Megfigyeléseink szerint a sejtszam 24 ora elteltével
nem kiilonbozott szignifikansan a csoportok kozott, azonban 48 ora elteltével az albumin
bevonati fonalakon jelent6sen magasabb sejtszamot értiink el mind patkdny mind human
sejtek esetében. Els6 méréseinket 24 és 48 ora elteltével végeztikk, mert a sejtterapias
technikaknal rendkiviil fontos az id6faktor minimalizalasa, hogy a modszer szabélyozasi
szempontbol megfeleljen a minimalis manipulaci6 elvének . A hosszabb in vitro inkubéci6
kovetkeztében megkezdddhet a sejtek differencidcioja is, ami djabb nem kivant szabéalyozasi
problémakat vetne fel . A roévid inkubaciés id6 klinikai szempontbdl is sokkal jobban
illeszthetd a betegellatasba. Ezzel egyiitt fontos kérdés, hogy mi torténik a sejtekkel hosszabb
inkubéacios id6 alatt. A 48 oras inkubaciot kovetéen tehat Uj tapoldatot tettiink a fonalakra, és
ezzel eltavolitottuk az Osszes sejtet, sejttormeléket, melyek nem tapadtak a fonalakhoz.
Tovabbi 6t napig tart6 inkubacio soran szignifikansan magasabb sejtszamot figyelhettiink meg
az albuminos fonalakon. Ez azt mutatja, hogy a korabbi vizsgalati id6pontokban él6 sejteket
vizsgaltunk, melyek tovabbi osztédasra voltak képesek. Yao és munkatarsai hasonld
proliferacios aktivitast figyeltek meg kiilonb6z6 fehérjékkel. A fonalakra kitapadt sejtek
metabolikus aktivitasabdl megallapitottak, hogy annak maximuma az 6t6dik napon van, majd
némileg csokken . Ez a csokkenés feltétezhet6en abbol fakad, hogy a proliferacios aktivitas
miatt elfogy a kitapadashoz sziikséges feliilet. Erre sajat vizsgalataink is ramutatnak, hiszen
168 éra inkubaciét kovetben a sejtek gyakorlatilag teljesen benovik a fonalakat, nem hagyva
helyet a tovabbi osztédasnak.

A varréanyag kivalasztasat a klinikai gyakorlatban a szakitdszilardsag, a felszivodas és a
célszovet tulajdonsagai hatdrozzdk meg. Nem megfelel6 valasztas esetén varratelégtelenség
léphet fel, ami hatraltathatja a gyégyulast. Freudenberg in vitro kisérletei rdmutattak arra,
hogy jelent6sen csokkenhet a felszivodé varr6anyagok szakitészilardsaga kiilonb6z6
testnedvek hatasara . Ezeket az eredményeket tdmasztja ala a Karabulut altal végzett in vivo
vizsgalat sorozat, amelyben hét kiilonb6z6 varréanyagot vizsgalt szakitészilardsag és
felszivodas szempontjabdl. Megallapitotta, hogy rendkiviil fontos a varratvalasztasnal a
varroanyag jellemzdit és az egyesitend6 szovet tulajdonsagait is figyelembe venni . A sejtes
fonalak el6allitasa soran alkalmazunk extrém hideget, vakuumot, tapoldatos inkubaciot.

Sziikségszer(i tehat megvizsgalni, hogy valtoznak-e a fonalak gyari tulajdonsagai, hiszen
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hiaba juttatunk progenitor sejteket a sériilt teriiletre, ha a varrat elsédleges célja, a mechanikai
egyesités nem, vagy csak részben teljesiil.

Ebben a kisérletsorozatban megfigyeltiikk, hogy az egy hétig tartd tdpoldatos inkubéacio
szignifikdnsan, = 16-19%-kal csokkenti a poliglaktin  alapanyagi varréanyagok
szakitoszilardsagat. Ezek a fonalak jelent6sen rovidebb id6 alatt szivodnak fel in vivo
kornyezetben. Ezzel szemben, ha csupan két napig tart az in vitro inkubaci6, a fent emlitett
tulajdonsagok nem valtoznak jelent6sen. Mivel a fonalak in vivo koriilmények kozott féleg
enzimatikusan szivodnak fel , fontos megallapitani, hogy a kitapad6 csontvel6i Gssejtek
befolyasoljak-e az anyag tulajdonsagait. Vizsgalataink szerint a feliileten tapadd sejtek
nincsenek hatassal a szakitészilardsagra és felszivodasra egyik inkubacids intervallum
esetében sem. Ezek alapjan megallapithato, hogy az inkubacios id6, vagyis, hogy mennyi
ideig tartozkodnak a fonalak 370C-on tapoldatban, befolyasolja leginkabb a fonalak
szakitoszilardsagat és felszivodasat. A jelenség hatterében pedig a poliészter alapanyag
spontan hidrolizisét allapitottuk meg, mely a tdpoldat enzimmentessége miatt alapvet6en lasst
folyamat. Ugy tiinhet, hogy a gyorsabb felszivodas nem kedvezétlen tulajdonsag, hiszen
javitja a fonal biokompatibilitasat. Valojaban a gyorsabb felszivddas is a spontan hidrolizis
miatti anyagvesztés miatt alakul ki, tehat nem az anyag valt biokompatibilisabba, hanem
csupan a mennyisége csokkent. A fonalak biokompatibilitisa a hordozott &ssejtek miatt
egyébként javulhat, hiszen az 06ssejtek kedvezd immunmodulans hatasai is érvényre
juthatnak . Az el6z6 kisérlet szerint 48 oras inkubacio elég, hogy szamottevO mennyiségli
sejtet tapasszunk a fonalakra, a jelen kisérlet pedig ravilagit, hogy a roévid inkubaciés id6vel
sem a fonalak szakitdszilardsagat, nem felszivédasat sem modositjuk. Ha figyelembe vessziik,
hogy a sejtes fonalak féleg sejtszegény struktirak egyesitésénél lehetnek hasznosak, ahol egy
kisebb sejtpopulacio is elegendd lehet, érdemes a mechanikai funkciék megtartasa miatt a
révidebb inkubaciot valasztani.

A sejtes fonalak alkalmazasa el6tt jogosan meriil fel a kérdés, hogy képesek-e él6 sejtek
bejuttatasara. A mddszer szempontjabol fontos tényezo a sejtek kitapadasa, de a hatékonysag
szempontjabol a tilélés és proliferacios képesség ugyancsak lényeges. Biztaté eredményeket
mutatott Yao munkaja. Kisérleteiben a sejtek jelentds szamban tdlélik az invarrat készités
okozta mechanikus irritaciot, illetve tobb héten keresztiil kimutathatbak maradnak . In vivo
vizsgalatainkat patkany harantcsikolt izomzaton, harom id6pontban végeztiik: a beiiltetést
kovet6 masodik és hetedik napon, valamint 6t hét elteltével. A beavatkozast kovetd masodik
napon sejtek fellelhetéek voltak a varrat kozvetlen kornyezetében, valamint a kornyezo
szovetben is. Hasonlo képet kaptunk a hetedik napon is. Fontos lelet, hogy a sejtek nem

csupan a varrat kornyezetében voltak, hanem a szdvet mélyebb rétegeibe is vandoroltak.
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Ismert, hogy sériilést kovetOen a szdvet el6szor egy gyulladasos valaszt general, mely néhany
napig tart, majd ennek lecsengésével indul meg a széveti remodellacié. Eppen ezért 1ényeges,
hogy az albumin bevonatu sejtes fonal segitségével bejuttatott sejtek életben maradtak 1 héttel
a beiiltetést kovetden is, igy részt vehetnek a regeneracio mindkét els6 fazisaban. A kedvez6
immunmodulativ hatdsok a regeneracié gyulladasos fazisaban mig a parakrin és
transzdifferenciaciés hatasok ezt kovet6en, a remodellaciés fazisban érvényesiilhetnek.
Mindez csupén irodalmi adatokra alapul6 feltételezés, hiszen jelen dolgozat témaja nem terjed
ki a lagyszoveti Gssejtterapia funkcionalis hasznossagara, csupan egy beviteli metédust kinal.
Emiatt az sem mérlegelhet6, hogy az Gssejtek szerepe melyik regenerativ fazisban fontosabb.
Az els6dleges célunk viszont, hogy él6 sejteket pontosan juttassunk a sériilés helyére,
megvalosult. Nem elhanyagolhat6 lelet az 6t hetes vizsgalat eredménye sem. Eszerint a
transzplantalt sejtek kimutathatéak voltak a sértett teriileten, habar szamuk jelent6sen
csokkent. A gyogyulasi folyamatok lezarultdval természetes azonban, hogy csokken
harantcsikolt izomban az aktiv Gssejtek szama. Ezek a sejtek ilyenkor nyugvo allapotba
kertilnek, hiszen az intenziv osztddasi aktivitasra nincsen mar sziikség .

A szérum albumin tehat alkalmasnak bizonyult, hogy fokozza a sejtek kitapadasat poliglaktin
anyagu varroanyagok feliiletén, illetve hogy él6 sejteket juttasson olyan szdvetekbe, ahol a
varratkészités lenne az els6 vdalasztand6 beavatkozas. Tudvan, hogy az albumin kedvezd
kornyezetet biztositott a kitapadd 6ssejtek tuléléséhez és proliferaciojahoz, feltételezheto,
hogy ez a hatas in situ koriilmények kozott is segiti a regeneraciot.

A szérum albumin nem az egyetlen vérfrakcid, amit intenziv kutatasi érdekl6dés dvez. A
vérfrakciok kedvelt adjuvansai a csontp6tldo beavatkozdsoknak, bar a csontpétlas mércéje
tovabbra is az autoldg csont atiiltetése. A modszer tobblet miitéti terhelést jelent, donor teriileti
komplikaciokat eredményezhet, mindazonaltal sokszor a donor csont mennyisége sem
elegend6 . Ebbdl kifolyolag hasznalnak széleskdrben a csontpdtld szakméak csontbankbol
szarmazo kiilonféle tisztitott csont készitményeket is. Ezek friss fagyasztott, fagyasztva-
szaritott, vagy demineralizdlt formaban érhet6k el . Csontkészitmények alkalmazasakor
természetesen elegend0 mennyiségben all rendelkezésre a potlé anyag, hasznalatuk
biztonsagos, mert erds fizikai-kémiai tisztitasi eljarasokat alkalmaznak, hogy az antigéneket
eltavolitsak, és csokkentsék a fert6zés atvitel veszélyét. Ebbdl fakad a csontkészitmények
hatranya is, hiszen a tisztitasi folyamatok miatt elveszitik a csontosodast el6segit6é faktorokat
is . Ezek poétlasara jonnek szoba a kiilonb6z6 vérfrakciok, mint példaul a thrombocitaban
gazdag plazma, kiegészit6 hasznalata. A thrombocita dusitast kovet6en a thrombocitak
aktivacioja is megtorténik, ezaltal nagy mennyiségili novekedési faktor all rendelkezésre a

regenerativ folyamatokhoz. Habar kétség nem fér ahhoz, hogy szamos oszteogén faktor is
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jelen van ezekben a koncentratumokban, a klinikai eredmények mégsem egyértelmiiek .
Ennek magyarazata a kiilonb6z6 el6allitasi technologiakban is keresendd. A fibrin jelenléte
példaul jelentésen befolydsolja a hasznos molekuldk koncentraciojat . Ezenkivil a
fehérvérsejtek jelenléte kapcsan vérfrakciokban egyéb csontosodast gatlo faktorok is jelen
lehetnek. Ilyenek példaul a proinflammatorikus citokinek, melyek jelenlétiikkel hatraltatjak a
szoveti remodellacié intenziv beinduldasat . A csontosodas beinditdsara nem csupan
vérkészitmények johetnek szoba. Szamos vizsgalatban hasznalnak példaul rekombinans csont
morfogén fehérjéket (BMP 2-7) csontpotlékkal egyiitt, és érnek el gyorsabb gyogyulast . A
BMP-k hatdasmechanizmusa precizen vizsgalt , és semmi kétség, hogy er6s csontosodast
képesek indukalni, ugyanakkor a megfeleld dozisparaméterek nem ismertek. Nem meglepd,
hogy tulzott gyakorisaggal fordul el6 klinikai vizsgalatok sordn az ektdpids csonttermel6dés,
ami a regeneracio soran nem kivant mellékhatasként jelentkezik . A klinikai vizsgalatok egy
része ezért biztonsagi kérdésekre hivatkozva megkérddjelezi a BMP-k hasznalatat . Az is igaz,
hogy ezeket a fehérjéket altaldban ©nmagukban alkalmazzak, holott az optimalis
proliferaciohoz és szoveti regeneraci6hoz szdmos egyéb kiilonb6z6 koncentraciéju
csontosodasi faktorra lenne sziikség. Latszolag a BMP-k az egyik, mig a thrombocitaval
dusitott vérkészitmények a masik végletet képviselik.

A szérum albumin alkalmazasaval kutatocsoportunk a kozéputat valasztotta. Figyelembe
vettiik az albumin molekula ismert, 6nallo hatasait, mint példaul a sejtkultira gyakorlatbol jol
ismert proliferativ hatast , ugyanakkor el6éllitasabol fakaddan vérkészitmény jellege is
megmarad, és mint transzport molekula tobb kiilonb6z6 hatdéanyag forrasa lehet. Fontos
tapasztalatnak szamitanak tovabba az albumin fonalakon mutatott adheziv tulajdonsagai,
valamint Weszl munkdja, ahol allograft tipusti csontp6tld szerek feliiletén taldlta hatékonynak
az albumint a sejtek proliferdci6janak el6segitésében . Hasonld kisérletben az albuminos
allograft sikeresen egyesitett nem gyégyulo torvégeket patkany combcsont modellben, mig az
albumint nem tartalmazé csontp6tlo elégtelennek bizonyult . Késébb, egy 10 esetbdl allo
human vizsgalatban albuminnal bevont allograftot hasznéltunk aszeptikus arthroplasztikaban,
ahol a graftok feladata a fém protézis megtdmasztdsa volt . Az albuminos graft
hasznalhatonak és biztonsagosnak tiint a miitét soran, a beiiltetett graftnak megfelelen pedig
aktiv csontosodasi folyamatok zajlottak még 12 honappal a beiiltetést kdvetden is.

Az allograft tipusti csontpétlok jellemzdéje, hogy asvanyi anyag tartalmuk megtartott, ezért
hasznaljak 6ket olyan terdpidkban, ahol rogton a miitétet kovetéen fontos a beiiltetett graft jo
mechanikai stabilitdasa. Kedvez6 esetben a graft id6vel teljesen atépiilhet, ami azonban nem
tekinthetd gyorsnak, hiszen az dsvanyi anyag tartalmat el6szor lebontja a szervezet, majd djra

felépiti a funkciondlis csontot. Azokban az esetekben viszont, ahol nem tehervisel§ régié
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csontpotlasara keriil sor, széleskorben elterjedtek a demineralizalt csontmatrixok is.
Haszndlatuk biztonsagos, hiszen az immunogén komponenseket hatékonyan tavolitjak el . A
DBM {6 hatranya, hogy jelentésen csokkent az dsvanyi anyag tartalma, ezért mechanikailag
gyengébb az allograftokhoz képest. Ebb6l a hatranybol fakad ugyanakkor a f6 elénye is, mert
a tisztitasi eljarasok miatt felszinre keriilnek olyan extracellularis matrix alkotok, mint az
oszteokonduktiv kollagén és az oszteoinduktiv BMP , valamint a reziduélis szervetlen
allomanyt sem kell lebontani. Az oszteoinduktiv hatasa azonban sokszor nem elég er6s.
Allatkisérletek mutatjak, hogy habar képes csontszévet képzédését indukalni, a keletkezd
csont mennyisége és mindsége jelentsen elmarad az autoldg csontétdl, vagy attél, amit
supra-fiziologias BMP adasaval el lehet érni. Alaee és munkatarsai egy egér modell
segitségével vizsgaltak oszteogén reporter géneket, de csupan csekély oszteoinduktiv hatast
mértek . Még rosszabb a helyzet, ha a DBM-et kritikus méretli csonthianyok potlasara
hasznaljak, példaul patkanyoknal 8 hét alatt csupan csekély csontosodast produkalt . Ennek
ellenére, human gerincsebészeti eljardsokban elGszeretettel hasznaljak, mert autografttal
kiegészitve szép eredményeket mutat, 6nmagaban azonban itt sem allja meg a helyét .
Azoknaél a miitéti beavatkozasoknal tehat, ahol autograft (pl. spongiosa darabkak) egyébként
is képzddik, a DBM hasznos térfogatnovel6ként valhat be. Felmeriil a kérdés, hogy autograft
hianyaban javithaté-e a DBM csontregenerativ tulajdonsaga. A hidnyz6 oszteogenitast
Ossejtekkel meg lehetne oldani, de jelenleg még regulaciés és financiélis gatak akadalyozzak
az Ossejttraszplantacio ez iranyu elterjedését. Lathattuk, hogy az Gssejtek jelenléte sejtszegény
struktirak esetében jelentds eredményeket hoz, de elgondolkodtatd, hogy csont esetében
valéban sziikséges-e exogén sejtek hasznalata, hiszen a csontvel6 és a periosteum tettrekész
Ossejtpopulacioval rendelkezik . A csontvel6i sejtek szivesen tapadtak a szérum albuminos
felszinhez fonalak esetében, és ezt kovetden jelentGs proliferaciéra képesek. A proliferacio
tamogatasa Weszl allograftos kisérletében is megmutatkozott . Nem meglepd, hogy a
csontveldi sejtek albuminnal bevont demineralizalt csontmatrix feliiletére is szivesen
tapadnak. Kisérletiinkben 6, 12 és 24 ora elteltével vizsgalatuk a kitapadd sejtszamot és
mindegyik id6pontban szignifikdnsan magasabb sejtszamot figyelhettiink meg bevonat nélkiili
DBM-mel szemben. Ez a kisérlet is ravilagit arra, hogy a szérum albumin kedvezd
kornyezetet biztosit az &ssejtek kitapadasahoz, fiiggetleniil a hordoz6 struktira alapanyagatol.
Elképzeléseink szerint az endogén prekurzor sejtek in vivo koriilmények kozott is hasonl6an
viselkednek, éppen ezért az albuminos graft hatdsara megnovekedhet a lokéalis Gssejt
populéci6. Az emelkedett lokalis sejtszam csontregeneraciéban betoltétt hasznara szamtalan
tudomanyos kozlemény ravilagit , nem meglep6 tehat, hogy kiilonféle sejttranszplatacios

eszk6zok, haromdimenziés hordozéfeliiletek és in vitro elGallitott é16 szdvetek irant megnétt a
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tudomanyos érdekl6dés. Kiilon érdekes Gallego munkaja, hiszen 6 albumint hasznalt
alapanyagnak, és gy taldlta, hogy az el6allitott hordozéra szivesen tapadnak az
oszteoblasztok, és ezdltal gyorsabb gyogyulas érhetd el nyulak mandibula defektusan 11 hét
elteltével . Gallego masik publikacidja pedig arra vilagit ra, hogy az albuminos vazon
bejuttatott sejtek ektdpias lokalizaciéban is képesek a csontregeneracié és a mineralizacids
folyamatok beinditdsdra . A szerzé sajnos nem emliti, hogy sejtmentes, azaz csupan
albuminbdl elééllitott graftot kiprébélt volna, pedig az j6 0sszehasonlitasi alap lenne a mi
munkankkal. Ez az eredmény ugyanakkor biztaté is, hiszen az altalunk alkalmazott
albuminos csont sejtadheziv tulajdonsagai miatt exogén sejtek bejuttatasara is alkalmas lehet,
erre azonban a sejtterapids eljarasok széleskorii elterjedésig még varni kell. In vivo
kisérletiinkben fagyasztva-szaritott, sejtmentes, humdan szérum albuminnal bevont
demineralizalt csontmatrix gyoégyulasat vizsgaltuk. A kéthetente végzett CT vizsgalattal
lehet6ségiink nyilt a gyogyulas dinamikajanak nyomonkovetésére. Megallapitottuk, hogy a
kritikus méretli csonthidnyok patkanyok parietalis koponyacsontjan szérum albumin
segitségével mar a hetedik hétre zarodtak. A csontosodas tovabbi el6rehaladasat pedig a
denzitas paraméterek novekedése tamasztotta ala. Az albumin nélkiili csoport esetében ez a
kedvez6 dinamikaju csontosodas nem volt megfigyelhet6. In vivo méréseink validalasa
érdekében a 11 hét lejarta utdn microCT felvételeket is készitettiink a parietalis
csontdarabokrol. A vizsgalat igazolta az in vivo képalkotasnal tapasztaltakat, hiszen az
albuminos csoportban az tjcsontképz6dés szignifikdnsan magasabb volt. Elvégeztiik a
regeneralddott csontszdvet funkciondlis vizsgalatat is: a biomechanikai tesztelés
egybecsengett a képalkoté technikdk eredményeivel. A torésteszt soran az albuminnal bevont
graft kitoréséhez szignifikdnsan magasabb erére volt sziikség, valamint a graft kedvezébb
szilardsagi mutatokat produkalt. A mérésnél nem az ép teriilet tulajdonsagait hasonlitottuk a
poétoltéhoz, hanem a kiilonb6z6 grafttal potolt teriileteket egymashoz, kiilonds tekintettel az
épcsont-graft hatarra. Ameddig ugyanis a csontosodas tokéletesen be nem fejezddik, addig ez
a teriilet mindig gyenge pont marad. A vizsgalat eredményeit azért is rendkiviil fontos
kiemelni, mert a csont egyik f6 feladata, a csontvel6hoz kothet6 funkciok mellett, a
biomechanikai tulajdonsagaib6l adodik. Ezek alapjan megallapithatd, hogy az albuminos
grafttal a szovet funkcionalis gydgyulasat segitettiik eld.

Az Allatmodell megvalasztdsa minden tudomdanyos kisérletben rendkiviil fontos. A
csontgyogyulas vizsgalatanal ezen beliil is a defektusok mérete meghatarozd. A kiilénbség a
nem-egyesitett és kritikus méretli kozott az, hogy a kritikus méretli csonthianyoktdl teljes
spontan gyogyulast nem varhatunk, ezért hasznalhatéak kiilonb6z6 csontp6tlok adekvat

Osszehasonlitdsara. A kritikus méret azonban, fajonként, kortél és csont tipust6l fliggéen
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valtozhat, ezért fontos ezek pontos ismerete . Nem érdemes tul nagy defektust sem 1étrehozni,
hiszen a szazalékos gydgyulas eltorpiilhet a létrehozott hiany eredeti nagysaga mellett, ezért
kevésbé relevans eredményt kapunk. A szazalékos gyogyulas (new bone formation%, NBF%)
egyébként altalanosan hasznalt mércéje a csontregeneracionak , amit sajat vizsgalatainkban is
hasznaltunk, azzal a kiilonbséggel, hogy mi a visszamaradé hiany szazalékos értékét tiintettiik
fel. A kezdeti defektus mérete a kisérleteinkben 4 mm-es volt, melyek spontan zarddasa
eredményeink alapjan nem teljesiil a 11. hétre. A gyégyulas dinamikajara jellemz6, hogy mig
a vizsgalat elején intenzivebb csontosodas zajlott, szignifikansan csékken6 csonthiannyal,
addig a vizsgalat végére a csonthiany mérete a késdbbi vizsgalati iddpontokban alig valtozik.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az liresen hagyott hidnyok zar6dasa a késébbiekben sem fog
bekovetkezni. A kritikus méretli csonthidnyok méretével foglalkoz6 munkak patkanyok
esetében 5 mm-esnek hatdrozza meg az egyoldali kerek defektust . Ez az 6sszefoglal6 kiemeli
azt is, hogy kisebb méretli csonthianyok is megfelelhetnek, de nem all rendelkezésre elég adat
ahhoz, hogy ez megallapithat6 legyen. A kisérleteink tervezésénél fontos volt, hogy kétoldali,
tehat parietalis csontonként egy hianyt tudjunk létrehozni, ezzel felére csokkentettiik a kisérlet
allatigényét . A miitéti technikanal pedig szem el6tt tartottuk, hogy a koponyavarratok
érintetlenek maradjanak. Erre azért van sziikség, mert a koponyavarratok csontosodasa,
elhizodo jellege miatt, eltérhet a normal csontszdvetétél. Mérlegelendd tovabba, hogy a
varratok épen hagyasaval a vénas sinusok megnyilasanak veszélyét is csokkentjiik. Az 5 mm-
es hiany létrehozasa az anatémiai és technikai felszereltség miatt azonban kissé veszélyeztette
volna a kisérlet kimenetelét, ezért 4 mm-es defektus létrehozasa mellett dontottiink, melynek
elhelyezése mar kivitelezhet6nek t{int. Habar korabban megallapitottuk, hogy 11 hét alatt ez a
defektus nem gyo6gyul, a pontos besorolas elengedhetetlen volt. Hosszu tavi megfigyeléseink
azt mutattak, hogy a 4 mm-es iiresen hagyott csonthianyok fél évvel a miitétet kvetGen sem
zarédnak, emiatt kritikus méretiinek tekinthet6ek . Ebben a kisérletsorozatban lehet6ség nyilt
annak vizsgalatara is, hogy alkalmas-e a DBM hosszabb tavon a teljes csontgyogyulas
elGsegitéséhez, hiszen a demineralizacios eljarasok nemcsak az oszteoinduktiv és oszteogén
faktorokat, hanem az asvanyi anyagok nagy részét is eltavolitidk. A DBM-mel tolt6tt
defektusok a vizsgalat végére a képalkoto vizsgalatok szerint gyakorlatilag teljes gyégyulast
mutattak. Ezt igazolta az is, hogy a gyogyult csontszovetben a kalcium 80%-a, és a csontot
alkot6 tobbi elem nagy része kozel teljesen visszaépiilt . Habar az elhizodo6 gyogyulas miatt a
DBM ett6l fiiggetleniil kombinacios terdpiaként jon majd szdéba, fontos ismeret, hogy
onmagaban is képes mindségében és mennyiségében megfelel6 csontosodast elérni, még

kritikus méret defektusokban is.
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6. Kovetkeztetés

A kisérletes munkam soran a kévetkezd eredményekre jutottam:

1. Bebizonyosodott, hogy a mezenhimalis Ossejtek nagy szamban képesek kitapadni
kiilonb6z6 szérum albuminnal bevont biokompatibilis anyagokra, igy poli-észter sebészeti
varrOanyagokra és demineralizalt csontmatrixra. Az albumin molekula vélhetGen fiziko-
kémiai és bioldgiai hatasok altal egyarant kedvezd kornyezetet biztosit a mezenhimalis
Ossejtek kitapadasahoz, tuléléséhez és szaporodasahoz.

2. Bebizonyosodott az is, hogy az albuminos feliilet jol funkcional atmeneti hordozoként,
vagyis a szovetbe iiltetést kovetGen a sejtek a feliiletet elhagyva mélyebb rétegekbe
vandorolnak, igy jelen vannak a regeneralodé szovetben. A sebészeti varroanyagok tehat
alkalmasnak bizonyultak arra, hogy koncentraltan, meghatarozott 16kuszra jutassunk sejteket.
3. Az albumin molekula ezenkiviil, feltehet6en aktiv komponensként, részt vesz a
csontregeneracids folyamatokban, hiszen jelentfsen javitotta a demineralizalt csontmatrix
beépiilését, és a csonthidny regeneraciéjat kritikus méretli csontdefektusok esetében. Az
albumin molekula minden bizonnyal az endogén progenitorok rekrutalasaval éri el a
szignifikansan magasabb mértékii tjcsont képzddést. A funkcionalitas javulasat a mechanikai
vizsgalat igazolta, melyben az albuminnal kezelt csontdefektusok szignifikansan magasabb

teherbirast és keménységet értek el.
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7. Osszefoglalas

Munkam sordn a szérum albumin csont-, és lagyszovet regeneraciot befolyasolé hatasaival
foglalkoztam. Az ortopédiai lagyszdvetek regeneracios jellegébdl kifolyolag hasznos adjuvans
lehet az Gssejtterapia, mely kivitelezésére a szérum albuminnal bevont felszivod6 varréanyag
alkalmas lehet, hiszen a fehérje kedvezd kornyezetet biztosit a sejtek kitapadasahoz,
tuléléséhez és proliferaciéjahoz. Technikailag kiemelendd, hogy nem bonyolitja a sebészeti
technikat sem, mert olyan esetekben lenne hasznalhato, ahol egyébként is varrattal torténik a
sebészeti rekonstrukci6. A csontszovet esetében megkérddjelezhet6 azonban az
Ossejttranszplantacié sziikségessége, mert mind a csontvel§, mind a periosteum koénnyen
aktivizalja a progenitor sejteket. Kritikus méretli csonthianyoknal ez mégsem elegendd, ezért
szitkséges kiilonb6z6 csontpotlok és csontosodast eldsegité anyagok hasznalata. A szérum
albumin (exogén sejtek bejuttatasa nélkiil) sikeresen javitotta az oszteokonduktiv DBM
csontpotlé gyogyulasat, mely mind radiolégiailag, mind mechanikailag megfelelének
bizonyult. A szérum albumin feltehet6en rekrutalé és proliferativ hatast gyakorol az endogén
progenitor sejtekre, ezért a gyogyulas gyulladasos fazisat kovet6en magasabb szamu sejt all
rendelkezésre a szoveti remodellacié beinditasara. A molekula er6s oszteoinduktivitasa miatt
igy endogén Gssejtek bevonasaval végezhet6 Ossejtterapia. A szérum albumin, hasznossaga
mellett, konnyen elérhet6, tisztitott jellegébdl kifolydlag kiszamithaté hatasokat eredményez.
Nem kétséges, hogy létezhet olyan hatdanyag, vagy szovetépitési stratégia, mely jelen
munkaban leirtakat gyorsabban vagy eredményesebben képes megvalositani, de azok
széleskorli elterjedéséig a szérum albumin elérhet6sége és megkérddjelezhetetlen

biokompatibilitdsa miatt fontos adjuvansa lehet szamos klinikai indikacionak.
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8. Summary

In the present work we investigated the role of serum albumin in the regeneration of the
musculoskeletal system. Stem cell therapy is a promising adjuvant supporting the remodelling
of musculoskeletal soft tissues, and since serum albumin provides a convenient milieu for
stem cell attachment, survival and proliferation, application of coated sutures seems to be an
ideal tool for this purpose. From a clinical point of view, this new cell transplantation
technique can be used in the everyday surgical practice without complicating the surgical
procedure itself. Exogenous stem cell delivery regarding bone tissue, on the other hand, is
questionable, since both bone marrow and periosteum possess a large number of progenitors,
ready to act after bone injury. In critical size bone defects this activation is still not enough,
therefore various bone substitutes and osteoinductive agents are used to repair the damaged
tissue. In the present work, serum albumin coated demineralized bone matrix successfully
enhanced the healing of critical size bone defects without exogenous stem cell delivery. The
regenerated bone tissue showed significantly better results both radiographically and
mechanically, compared to uncoated demineralized bone matrix. Our conclusion was that
serum albumin recruits endogenous progenitors and supports their proliferation, as a result a
higher cell number is present at the defect site initiating the tissue remodellation phase.
Considering the strong osteoinductive capacity of serum albumin, stem cell therapy can be
achieved without exogenous stem cell transplantation. Serum albumin is also easily accessible
and, due to its purified nature and well investigated properties, it is safe to use. There is no
question that highly developed tissue engineering techniques will provide better or maybe
perfect solution in the future, but until then, serum albumin based products could be important

adjuvants in musculoskeletal tissue regeneration.
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