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Rövidítések jegyzéke

3D - Három dimenzió

ACS - Autológ kondicionált szérum (Autologous Conditioned Serum)

AFP - alfa föto protein

ALP - Alkalikus foszfatáz

β-TCP - β-Tricalcium foszfát

BFGF - Alap fibroblaszt növekedési faktor (Basic Fibroblast Growh Factor)

BMP - Csont morfogén protein (Bone Morphogenic Protein)

BrDU - Bróm-dezoxi-uridin

BSA - Borjú szérum eredetű albumin (Bovine Serum Albumin)

BV/TV - Csont térfogat/összes térfogat (Bone Volume/Total Volume)

DBM -  Demineralizált csont mátrix

DID - Dialkil-amino-stiril típusú sejt festék 

DMEM - Dulbecco módosított Eagle sejttenyésztő oldata

EGF - Epidermális növekedési faktor (Epidermal Growth Factor)

FBS - Fötális borjú szérum (Foetal Bovine Serum)

FGF-1 - Fibroblaszt  növekedési faktor 1 (Fibroblast Growth Factor 1)

GDF-5 - Növekedési differenciációs faktor 5 (Growth Differentiation Factor 5)

HA - Humán albumin

HAP - hidroxi-apatit

HGF - Hepatocita növekedési faktor (Hepatocite Growth Factor)

HSA - Humán szérum albumin

HU - Hounsfield unit

IGF 1 - Inzulinszerű növekedési faktor 1 (Insulin-like Growth Factor 1)

IFN - Interferon

IL - Interleukin

LIF - Leukémia gátló faktor (Leukaemia Inhibitory Factor)

MAP-kináz - Mitogén aktiválta protein kináz

MSC - Mezenhimális őssejt (Mesenchymal Stem Cell)

MTT - metil-tiazol-tetrazólium

NBF% - Új csont képződés % (New Bone Formation %)

NGF - Ideg növekedési faktor (Nerve Growth Factor)

NSAID - Nem szteroid típusú gyulladáscsökkentő gyógyszer

Pax7 - paired box 7 (nincs magyar megfelelője)
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PDGF - Thrombocita eredetű növekedési faktor (Platelet Derived Growth Factor)

PE - Poli-etilén

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

PGE 2 - Prosztaglandin E 2

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

PLGA - Poli-laktát-glikolát

PLLA - Poli-L-laktát

PMMA -  Poli-metil-metakrilát

PRP - Thrombocitában gazdag plazma (Platelet Rich Plasma)

PTH - Parathormon

RGD - arginin-glicin-aszpartát aminosav szekvencia

rHA - Rekombináns humán albumin

ROI - Vizsgálati terület (Region of Interest)

Runx2 - Runt DNS kötő domainhez tartozó transzkripciós faktor 2

SDF - Felszíni ujjhajlító izom (Superficial Digital Flexor)

SPECT - egy foton emissziós számítógépes tomográfia

TGF - Transzformáló növekedési faktor (Transforming Growth Factor)

TNF - Tumor nekrózis faktor 

VAS - Vizuális analóg skála

VEGF - Vaszkuláris endothel növekedési faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)
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1. Bevezetés

Prométheusz mítosza révén a regenerációs medicina már a görög mitológiában is megjelenik.

Zeusz büntetésből  a  Kaukázus hegyére  vitte  a  halhatatlan  Prométheuszt,  és egy sziklához

kötözte.  Minden nap egy sas marcangolta  a máját,  ami másnapra visszanőtt.  A mitológiai

történet a regenerációs medicina két fontos aspektusát is megjeleníti, az egyik a halhatatlanság

tulajdonsága,  a  másik  pedig  a  szövet  funkcionális  gyógyulása.  A  halhatatlanság  az

őssejtpopulációk  azon  tulajdonságában  nyilvánul  meg,  hogy  azonos  leánysejtek

létrehozásával  véget  nem  érően  képesek  megújítani  önmagukat.   A szövet  funkcionális

gyógyítása pedig a regeneratív medicina fő célja, és szintén őssejtfunkcióhoz köthető, hiszen

a  leánysejtek  differenciálódásuk  révén  pótolhatják  az  elvesztett  sejteket,  szöveteket,

szerveket, visszaállítva a hiányzó funkciókat is . A legtöbb emberi szövet azonban sérülésre

hegesedéssel  válaszol.  A  hegszövet  egy  erős  struktúra,  mely  visszaállítja  a

szövetfolytonosságot,  de  a  szövet  eredeti  fiziológiai  funkcionalitását  elvesztheti.  Ezzel

szemben  a  beteg  számára  a  legoptimálisabb  az  lenne,  ha  a  sérült  szövetet,  vagy  szervet

funkcionálisan ekvivalens struktúrával pótolnánk. A regeneratív medicina térnyerését segíti az

is, hogy növekvő igény mutatkozik a laboratóriumban kidolgozott technikák mielőbbi klinikai

felhasználására (transzláció), valamint a személyre szabott terápiákra. Ennek eléréséhez pedig

elengedhetetlen a szövetek normális gyógyulásának ismerete, a potenciális őssejt populációk,

növekedési  faktorok  felderítése,  valamint  megfelelő  háromdimenziós  vázszerkezetek,

bioanyagok létrehozása. A növekedési faktorok alkalmazása, érthető módon, megelőzi a sejtes

terápiák  használatát,  és  mind  a  mai  napig  jelentős  részét  képezi  a  regeneratív  medicina

klinikai alkalmazási területeinek . A klinikai gyakorlat  kedvelt adjuvánsai a vérfrakciók is,

melyek segítségével a szervezet saját növekedési faktorai juttathatók koncentráltan a sérülés

helyére.  A  sejttranszplantációs  metodikák  fejlődése  a  széles  körben  alkalmazott

csontvelőtranszplatáció miatt  indult be .  A technika sikerét a csontvelői multipotens sejtek

kiváló proliferációs képességének köszönheti, valamint annak, hogy ezek a sejtek képesek a

keringésbe  kerülést  követően újra  belépni  a  csontvelői  közegbe.  A csontvelői  multipotens

sejtek  ex vivo expanziójára és differenciációjára is lehetőség van, így terjedtek el például a

keratinociták és kondrociták bejuttatása által kedvezőbb gyógyulás reményét hozó technikák .

Az őssejtek pozitív terápiás hatásai a támasztó és mozgató szervrendszer területén is jelentős

eredményeket mutatnak, ugyanakkor a klinikai gyakorlat jelenleg még inkább a növekedési

faktorok,  vérfrakciók  adjuváns  lehetőségeit  alkalmazza.  Ettől  függetlenül  a  sejtterápiás

kérdések  ígéretesek,  aktualitásukat  mutatja,  hogy  Evans  2007-ben,  többek  között,  az

embrionális  őssejtek  felfedezéséért,  Gurdon  és  Yamanaka  pedig  2012-ben  az  indukált
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pluripotens  sejtek  ismertetéséért  kapott  orvosi  Nobel-díjat.  Habár  a  sejtterápia  széleskörű

elterjedéséig még várni kell, a klinikai gyakorlatban, így a támasztó és mozgató szervrendszer

sérüléseinél is, nap mint nap szükséges a szövetek funkcionális helyreállítása. Jelen munka

erre alapszik. Egyfelől vizsgálja az őssejtterápia izgalmas útvesztőit,  másrészt biztonságos,

áthidaló megoldást keres a szövetműködés helyreállítására. 
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1.1. A regeneratív medicina alappillérei

Sérülést  követően  a  szövetekben  egy  komplex  folyamat  indul  be,  amit  összességében

gyógyulásnak nevezünk.  A legtöbb szövet sérülésre először egy gyulladásos válasszal reagál,

amit a progenitor sejtek lokális felszaporodása követ. Ezt követően indul meg a jelen lévő

sejtek részvételével a remodelláció, vagyis szöveti átépülés fázisa. Utóbbi során igyekszik a

szervezet  a  szöveti  funkcionalitást  helyreállítani,  azonban  ez  korántsem tökéletes  minden

esetben. A szöveti funkcionalitás helyreállítása tesz különbséget a gyógyulás két lehetséges

kimenetele  között.  Míg  reparáció  során  a  szöveti  folytonosság  és  hiány  hegszövet

kialakításával áll helyre, addig regenerációt követően funkcionálisan értékes szövet jön létre.

A regenerációs medicina célja, hogy sérülés után a szövet funkciója minél tökéletesebben, és a

lehető  legrövidebb  időn  belül  helyreálljon,  amit  a  sérülésre  adott  fiziológiás  folyamatok

támogatásával  igyekszik  elérni.  A gyulladásos  fázist  követően  számos  növekedési  faktor

irányítja a gyógyulás további folyamatait.  A regeneratív technikák egyik alappillére emiatt a

növekedési  faktorok használata,  hiszen  a  megfelelő  növekedési  faktor  lokális  alkalmazása

gyorsabb  és  teljesebb  gyógyulást  tehet  lehetővé.  A növekedési  faktorok,  természetesen,

alkalmazhatóak kombinációkban is, ennek legközkedveltebb irányvonala a saját vérből nyert

növekedési faktorokban rendkívül gazdag vérfrakciók használata, melyek részletezésére egy

későbbi fejezetben kerül sor.  

A regenerációs  medicina  másik  alappillére  az  őssejtek  alkalmazása,  illetve  a  különféle

sejtterápiás  lehetőségek.  Az  őssejtek  alkalmazásával  lehetőség  nyílik  nagyméretű

szövethiányok  funkcionális  pótlására  is,  melyeket  az  in  vitro  szövetépítési  módszerek

segítenek.  A  szövetpótláshoz,  és  in  vitro  szövetépítéshez  pedig  elengedhetetlen,  hogy

megfelelő  vázszerkezeteket  és  hordozóanyagokat  alkalmazzunk,  melyek  ugyanakkor  a

regeneratív medicina harmadik alappillérét képezik. Lee szerint a hordozó anyagnak három

általános feltételt kell tejesítenie . Elsőként, a hordozónak biokompatibilisnek kell lennie és

fontos,  hogy ne legyen toxikus.  Másodszor  a  hordozó felületét  úgy kell  kialakítani,  hogy

kedvezzen  a  sejtek  kolonizációjának  és  elszaporodásának,  hiszen  ez  teszi  lehetővé,  hogy

funkcionálisan értékes szövet jöjjön létre.  Harmadszor pedig,  a beültetett  anyag a keringő

folyadékok által  vagy enzimatikusan lebontható kell  hogy legyen, mert ez által  valósulhat

meg a tökéletes szöveti be-, és átépülés. A hordozófelületekkel és vázszerkezetekkel szemben

a különféle indikációk ezenkívül speciális igényeket is támaszthatnak: csontpótlás esetében

például figyelembe kell venni a megfelelő mechanikai tulajdonságokat, és a sejtfunkciónak

kedvező  pórusméretet  is.  A  regeneratív  medicina  alappillérei  a  támasztó  és  mozgató
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szervrendszer esetében szintúgy fontosak. Ennek megfelelően taglalják a következő fejezetek

ezen szövetek kurrens regeneratív terápiás lehetőségeit, részletesebben. 
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1.2. A támasztó és mozgató szervrendszer szöveteinek regeneratív kezelési stratégiái   

1.2.1. Harántcsíkolt izom 

A harántcsíkolt  izmok sérülései  közel  50%-ban sport  eredetűek,  csupán emiatt  is  jelentős

kihívást  jelentenek  a  sportorvoslás  és  traumatológia  területén  .  Kezelési  aspektusaikat

jelentősen  befolyásolja  az  a  sajátos  gyógyulási  séma,  mely  kisebb  sérüléseket  követően

többnyire  funkcionális  gyógyulást  eredményez.  Sérülést  követően  a  degeneratív  és

gyulladásos  válasz  indul  be leghamarabb,  melyet  a  szöveti  remodelláció,  és   komolyabb˗

sérülések,  szövethiányok  esetében   a  funkcionalitást  jelentősen  korlátozó  fibrózis  fázisa˗

követ .  A regenerációs medicina célja, hogy a szöveti degradáció és gyulladásos folyamatok

lezajlását  támogassa,  erősítse  a  szöveti  remodelláció  fázisát,  és  meggátolja  a  fibrotikus

folyamatok kialakulását. Mivel a harántcsíkolt izomszövet gyógyulásában rendkívül fontos az

egyes  fázisok  időbeni  lefolyása,  ezért  a  regeneratív  lehetőségek  is  ezek  alapján  kerülnek

bemutatásra. 

1.2.1.1. Szöveti degradáció

A szöveti degradáció a sérülést követően azonnal beindul. Ebben a fázisban a proteáz enzimek

megkezdik a nekrotikus részek degradációját,  citokinek révén pedig megnövekszik az erek

permeabilitása és a vérátáramlás, ami a gyulladásos válasz beindulását stimulálja . A toxikus

szabadgyökök felszaporodása  tovább károsítja  a  sérült  izomzatot,  valamint  a  környező ép

izomzatot is . Ennek moderálására az anti-oxidáns terápia megoldás lehetne, de alkalmazása

nem hozta meg a várt  sikert,  hiszen azonnali,  lokális  hatásra lenne szükség, ami ez idáig

technikai nehézségekbe ütközött . 

1.2.1.2. Gyulladásos válasz

A gyulladásos  válasz  kialakításában  a  neutrofilek  invázióját  a  makrofágok  megjelenése

követi.  A  gyulladásos  sejtek  fontos  funkciója  a  növekedési  faktorok,  citokinek  és

prosztaglandinok lokális koncentrációjának növelése . Ezek a molekulák a szöveti regeneráció

beindításában és mediálásában játszanak fontos szerepet. A nem-szteroid típusú fájdalom-, és

gyulladáscsökkentők (NSAID) a ciklo-oxigenáz enzimrendszert  gátolva viszont csökkentik

ezen reguláló molekulák koncentrációját, így például a PGF-2-α-t és PGE-2-t.  Éppen ezért a

fájdalom és a gyulladás csökkentésére hasznát NSAID-ok csupán rövid távú javulást hoznak,
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valójában bizonyítottan gátolják a szöveti remodelláció beindulását, és elősegítik a fibrotikus

folyamatok térnyerését, ezzel összességében a funkcionális gyógyulást károsítva  . 

1.2.1.3. Szöveti remodelláció

A szöveti  remodelláció  fázisát  meghatározza,  hogy  a  harántcsíkolt  izmok  saját,  speciális

őssejtpopulációval rendelkeznek. A szatellita sejtek nyugvó prekurzor sejtek, melyek a lamina

basalis,  és  az  érett  izomrost  sarcolemmája  között  helyezkednek  el  .  Sérülést  követően

aktiválódnak,  proliferációs  aktivitásuk  megnő,  majd  a  leánysejtek  részt  vesznek  a

regenerálódó izomrostok felépítésében . A szatellita sejtek elsődlegesen hatékony populációt

alkotnak, ennek ellenére a csontvelői közegből származó prekurzor populáció részvétele is

bizonyított.  Utóbbit  vizsgáló  kísérletekben  a  szatellita  sejtpopuláció  irradiáció  miatti

pusztulása  ellenére  prekurzorok  jelennek  meg  a  sérült  izomban,  majd  hozzájárulnak  a

izomrostok regenerációjához . A csontvelői őssejtek részvétele általában nem túl magas, egyes

esetekben  azonban  5-12%-os  részvételt  is  megfigyeltek  .  További  érdekesség,  hogy  a

csontvelői őssejtek harántcsíkolt izomba való vándorlása komoly sérülés nélkül, pl. terhelésre

adott fiziológiás válasz során is, megjelenik . Mindez arra enged következtetni, hogy, habár az

izmoknak  saját  őssejtpopulációjuk  van,  ennek  regeneratív  kapacitása  véges,  és  exogén

támogatásra szorulhat komoly trauma, szakadás, égés esetében. A regeneratív terápiák szerepe

itt jelentős lehet, hiszen szupportív hatásuk hiányában a fibrózis fázisa erőteljesebb lesz, mely

az izmok funkcionális gyógyulásában jelentős kárt tesz. 

1.2.1.3.1. Növekedési faktorok

A regeneratív terápiák leginkább a szöveti remodelláció fázisában jutnak szerephez. Ez a fázis

a sérülést követő 3-5. napon indul be, intenzitásának maximumát a második hét végére éri el.

Ez idő alatt van lehetőség a regenerálódó izomzat funkcionális gyógyulásának támogatására,

melyben a növekedési faktorok élen járnak.  Az ilyen terápiáknak a központjában a prekurzor

mioblasztok  és  szatellita  sejtek  állnak,  melyek  támogatása  megfelelőbb  funkcionalitással

gyógyuló  szövetet  eredményez.  A  növekedési  faktorok  közül  az  IGF-1-nek  van  a

legkedvezőbb  hatásspektruma  .  Mioblaszt  sejtkultúrán  végzett  kísérletek  rámutattak  arra,

hogy  az  IGF-1  elsőként  a  proliferációt  segíti,  és  csak  azt  követően  erősíti  fel  az
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izomspecifikus  gének  expresszióját  .  A  IGF-1  jelentőségét  mutatja  az  is,  hogy  annak

megkötése csaknem teljesen megszünteti a mioblasztok differenciációját in vitro körülmények

között.  Szisztémás  használata  is  kedvezőnek  bizonyult  disztrófiás  egerekben,  hatására

fokozódik  a  fehérjeszintézis,  csökken  a  fehérjék  degradációja,  csökken  az  izomrostok

méretbeli variabilitása, valamint javul a hátsó végtag használata . 

Az  IGF-1  nem  az  egyedüli  növekedési  faktor  harántcsíkolt  izom  regenerációjának

támogatására. IGF-1 mellett β-FGF-et, NGF-et lokálisan bejuttatva az izomrostok számának

és vastagságának növekedése, valamint az izomerő fokozódása volt megfigyelhető szakadást,

kontúziót és húzódást követően is . A növekedési faktorok közül a HGF szerepe is érdekes.

Hatására a nyugvó szatellita sejtek belépnek a sejtciklusba, ezenkívül a faktor facilitálja az

izomsejtek  migrációját  is  .  A HGF ép izomzatban  is  kimutatható,  sérülést  követően tehát

lehetőség van szekréciójára, ami a nyugvó sejtek aktivációját segítheti . Mindezeket in vivo

eredmények  is  igazolják,  melyek  szerint  a  faktor  lokálisan  alkalmazva  megemeli  a

mioblasztok számát, ugyanakkor érdekes, hogy ez mégsem javítja az izom gyógyulását, mert

gátlódik a további szöveti remodelláció . A növekedési faktorok közül az FGF, LIF és PDGF

is  bír  szatellita  sejt  aktivációs  képességgel,  a  VEGF pedig  az angiogenézis  elősegítésével

segítheti  a  regenerációt  .  Habár  bíztató  eredmények  születnek  egyes  növekedési  faktorok

használatát követően, a megoldás talán mégis egy kombinált terápiában rejlik majd, mely a

megfelelő időben, a megfelelő koncentrációjú növekedési faktorokat, sejteket alkalmazza, és

drasztikus intervenció helyett  a szervezet saját,  fiziológiásan is működő folyamatait  erősíti

meg. 

1.2.1.3.2. Sejtterápiás lehetőségek

A sejttranszplantáció  alkalmazása  izomszövet  esetében nem új  keletű.   A szatellita  sejtek

biopsziával  hozzáférhetőek,  in  vitro  expanziójuk  és  mioblaszt  irányú  differenciáltatásuk

lehetséges.  A első mioblaszt  transzplantációt  1979-ben végezték  el,  a  sejtek radioizotópos

követése  alapján  következtettek  a  transzplantált  sejtek  túlélésére,  és  regenerációban  való

részvételére . A mioblasztok hasznossága leginkább a disztrófiás izombetegségek kezelésében

hasznosul jelenleg. Beültetésüket követően képesek meglévő, regenerálódó rostokba olvadni,

önállóan is tudnak izomrostokat létrehozni, valamint a dedifferenciációt követően szatellita

sejteket  produkálni  .   A  korai  sikeres  kísérletek  nagyszámú  klinikai  vizsgálatot

eredményeztek, ugyanakkor humán kipróbálások során igazán áttörő sikert nem sikerült elérni

. Ennek okát három fő folyamattal magyarázták. Egyrészt a mioblasztok 75%-a elpusztul a

transzplantációt követő harmadik napig , másrészt, a beültetett sejtek maximum 200 mikron
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távolságba  képesek  eljutni  a  injekció  helyétől  .  Harmadrészt  pedig,  ha  nem  megfelelő

immunszupressziót  használnak,  akkor  a  sejtek  2  héten  belül  kilökődnek  .  Utóbbi  persze

autológ átültetésre nem érvényes, azonban ezek a terápiák disztrófiás betegek állapotjavítása

céljából jönnek szóba, ahol a betegség jellegéből kifolyólag az autológ transzplantáció nem

jelentene megoldást. Az említett  problémákon nagy sejtszámmal,  többszörös injekcióval és

megfelelő immunszupresszáns terápiával felülkerekedve a mioblaszt transzplantáció működő

metódussá válik a disztrófiás betegségek kezelésére, az eljárás pedig a betegek beszámolója

alapján jól tolerálható . A beavatkozások javítanak ugyan a betegek állapotán, de a szatellita

sejtek és mioblasztok in vitro expanziója nem kellően gyors, és transzplantációt követően az

izomrostokkal történő fúzió sem kellő mértékű, amik összességében a technika sikerességét

jelentősen  befolyásolják  .  Így  merült  fel  annak  lehetősége,  hogy  más,  esetleg  kevésbé

differenciált populáció alkalmasabb lehet izomsérülések kezelésére . 

Az  izomszövetben  találhatók  ugyanis  multipotens  sejtek,  melyek  a  szatellita  sejtekkel

szemben  nem  a  lamina  basalison  belül  helyezkednek  el.  Ezt  a  heterogén  sejtcsoportot

nevezzük  "side  population"-nek.  Az  itt  található  sejtek  a  szatellita  sejteknél  kevésbé

differenciáltabb formák, amire bizonyíték például, hogy egyes sejtek (PIC) a Pw1/Peg3 gént,

ami egy korai miogén marker, expresszálják, míg a Pax7-et, ami egy szatellita sejt marker,

nem .  A PIC sejtek  ismert  előnye,  hogy  parakrin  növekedési  és  differenciációs  faktorok

termelésével is segítik a regenerációt  . (Utóbbi folyamat, egyébként, minden sejtes terápia

esetén  szóba  jön.)  Hasonlóan  ígéretes  sejtek  a  II.  típusú  periciták  és  mezangioblasztok,

melyek  szintén  az  izom  eredetű  "side  population"  tagjai.  Ezek  a  sejtek  intraarteriális

bejuttatást követően magasabb arányban élnek túl és fuzionálnak az izomrostokkal, mint a

szatellita sejtek .

Az  eddigieknél  még  kevésbé  differenciáltabbak  a  mezenhimális  őssejtek.  Izomsérülést

követően,  lokálisan  injektálva,  növekvő  izomerőről  és  rost-keresztmetszetről,  valamint

emelkedő számú érett izomrostról számol be az irodalom . A mezenhimális őssejtek támasztó

és  mozgató  szervrendszerben  betöltött  kiemelt,  speciális  szerepét  az  1.2.4-ös  fejezet

részletesebben is taglalja.

A sejtterápiás eljárások, mindezek alapján, biztatóak, hiszen elérhető, hogy a beültetett sejtek

funkcionálisan aktív szövetté alakuljanak.  Ugyanakkor az izmok sérülései esetenként nagy

szövethiánnyal járnak, melynek gyógyulásának támogatására a sejtszuszpenzió perkután vagy

intraarteriális  injektálása  nem  elegendő.  A  szövethiánnyal  járó  sérülések  következtében

kialakuló kontraktúra, mozgástartomány beszűkülés, és izomerő gyengülés a funkcionalitást

jelentősen korlátozza, éppen ezért nagy igény mutatkozik a modern szövetépítési technikákra,

melyek  alkalmas  sejtek,  és  megfelelő  vázanyagok  használatával  segítik  a  regenerációt.  A
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vázanyagok feladata az extracelluláris mátrix rendszerének biztosítása, amibe a regeneratív

folyamatok révén funkcionálisan gyógyult szövet nőhet bele. A vázanyagok egyik fajtája ép

szövetből, decellularizációs eljárások során készül. Ez esetben a regenerálódó szövet számára

ismerős struktúra biztosítja a térbeli orientációt, a decellularizációs eljárás pedig az esetleges

immunreakciók kivédését szolgálja .  Az efféle mátrixok aktivizálják a szervezet saját sejtjeit,

támogatják  az  exogén  sejtek  beépülését,  elősegítik  új  izomrostok  kialakulását,  valamint

használatuk során a regenerálódó szövet innervációja is kialakulhat . Az extracelluláris mátrix

pótlására  egyéb természetes  anyagok is  használhatók.  Ilyen  az  alginát,  a  kitozán,  vagy a

kollagén . Ezekből az anyagokból is jól működő vázanyagokat lehet készíteni. Alkalmasak

makromolekulák  és  növekedési  faktorok  megkötésére,  valamint  egyes  kísérletek  szerint  a

mioblaszt proliferációt és differenciációt is elősegítik . A vázanyagok megválasztásakor egyre

nagyobb előnyt élveznek a szintetikus anyagok is. Erősségük, a természetes szkaffoldokkal

szemben,  hogy  összetételük,  lebomlásuk,  mechanikai  és  strukturális  tulajdonságaik  igény

szerint  alakíthatók  .  Kedvelt  alapanyagok  a  poli-L-laktát  (PLLA)  és  poli-laktát-glikolát

(PLGA),  valamint  ezek  keveréke  (PLLA/PLGA),  melyekből,  a  megfelelő  eljárásokkal,

hidrogélek,  habok,  hálók  hozhatók  létre  .  A vázanyagok transzport  funkciója  kiemelendő,

hiszen vehikulumként gyógyszerek, növekedési faktorok és sejtek bejuttatására is alkalmasak,

azonban önmagukban nem elegendőek a szövet funkcionális regenerációjának elősegítésére.

Habár  nem nagy szövethiányok  pótlására,  de  szintén  ezekből  az  anyagokból  készülnek  a

felszívódó  sebészeti  varróanyagok,  melyek  ilyenformán  a  szövet  egyesítésén  kívül,  mint

extracelluláris  vázanyag is  funkcionálhatnak,  miközben az  egyébként  is  sutura-val  történő

rekonstrukciót sem bonyolítják. 

1.2.1.4. Fibrózis - fibrózis gátlás

A fibrózis két héttel a sérülést követően indul meg, túlzott térnyerése az izom funkcionális

gyógyulását  akadályozhatja.  Habár  ez  utóbbi  növekedési  faktorokkal,  és  sejtterápiával

ellensúlyozható, a hegesedéssel járó folyamatok direkt gátlása is kedvező eredményt hozhat.

A fibrózis hátterében a TGF-β-1, valamint a vele összefüggésben álló miosztatin molekula

áll . A miosztatin fontos mediátora az izomfejlődésnek és regenerációnak, feladata az izom

túlnövekedésének megakadályozása . A TGF-β-1 pedig többek között krónikus gyulladást, és

az  extracelluláris  mátrix  elemeinek  felszaporodását  okozza  különböző  szövetekben,  így

harántcsíkolt izomban is . A fibrotikus hatások kivédésében több molekula is szóba jön. A

proteoglikán dekorin például direkt kapcsolódik a TGF-β-1-hez, ezáltal befolyásolva annak

hatásait  .  A  dekorin  molekula  semlegesíti  a  miosztatin  hatásait  fibroblasztokban  és
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mioblasztokban,  valamint  elősegíti  a  follisztatin  termelődését  is,  ami  antagonizálja  a

miosztatin  hatásait  .  Szintén  a  TGF-β-1  útvonal  gátlásával  akadályozza  meg  a  fibrózis

kialakulását az IFN-γ. Az IFN-γ a TGF-β-1 kollagén termelő hatásain keresztül gátolja meg a

harántcsíkolt izomzat fibrotikus folyamatait, és segíti a funkcionális gyógyulást . Egy másik

molekula, a szuramin a TGF-β-1 receptorának kompetitív gátlószere, semlegesíti a miosztatin

hatásait,  ugyanakkor  a  mioblasztok  proliferációját  segíti  elő.  Ennek  eredményeként

hatékonyan  gátolja  a  fibroblasztok  proliferációját  és  a  hegesedést  elősegítő  fehérjék

termelődését  .  Az anti-fibrotikus  kezelési  stratégiák  ezzel  együtt  csupán kísérleti  fázisban

mutatták meg hatékonyságukat . 

Az  izomszövet  többfázisú  regenerációja  miatt  a  funkcionális  gyógyulást  feltehetően  egy

többlépcsős  terápiás  protokoll  jelentheti  majd,  melyben  sejtek,  növekedési  faktorok,

vázanyagok és fibrózist gátló szerek egyaránt szerephez juthatnak. 

1.2.2. Inak és szalagok

Az inak és szalagok feladata  a támasztó  és  mozgató szervrendszerben az erőátvitel  és  az

ízületek  stabilizálása.  Az  ín-,  és  szalagsérülések  incidenciája  igen  magas,  de  a  szövetek

funkcionális gyógyulását elérni gyakran csak kompromisszumok árán lehetséges. Az inak és

szalagok  sérülésével  kialakuló  hematoma  egy  rövid  gyulladásos  fázist  indít  be,  majd  a

felszaporodó  fibroblasztok  segítségével  megkezdődik  a  proliferatív  fázis,  melyet  azonban

csak jóval később követ a szöveti remodelláció. Az inak és szalagok gyógyulására jellemző,

hogy már a proliferatív fázis is hónapokig húzódhat, majd a szöveti remodelláció, vagyis az

extracelluláris  elemek  strukturális  rendeződése  csak  ezután  zajlik,  és  évekig  eltarthat  .  A

gyógyulás dinamikáját jelentősen meghatározza, hogy az inak és szalagok hipovaszkularizált

és  hipocelluláris  szövetek,  így  a  regeneráció  megindulásakor  még  nem  áll  rendelkezésre

kiterjedt kapilláris hálózat és tettrekész progenitor populáció . Ennek köszönhetően hosszan

fennmaradó  hegszövet  alakul  ki,  mely  azonban  biológiailag  eltér  az  ép  struktúráktól,

biomechanikailag  pedig  képtelen  az  ép  szövettel  felvenni  a  versenyt.  Szövettanilag,

jellemzően, csak kis átmérőjű kollagén fibrillumokat tartalmaz, míg az ép struktúrában nagy

és  kis  átmérőjű  fibrillumok  is  találhatók  .  A gyógyuló  szövetekre  jellemző  a  magasabb

proteoglikán és V. típusú kollagén tartalom, valamint a kollagén keresztkötések hiánya is .

Klinikai  szempontból  a  sérült  inak  és  szalagok  ízületi  instabilitást  eredményeznek,  ami

további traumát, illetve a környező szövetek degeneratív folyamatait idézheti elő. Az inak és

szalagok sérülésénél gyakran a konzervatív kezelés is elégséges lehet. Ezekben az esetekben
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azonban  figyelembe  kell  venni,  hogy  a  szalag  biomechanikai  regenerációja  a  keletkező

hegszövet miatt igen elhúzódó. Ezzel szemben műtéti úton kell például az elülső keresztszalag

sérüléseit rekonstruálni, amit patella vagy hamstring ínból kialakított autografttal végeznek.

Habár  ezen  esetekben  az  autograftoknak  köszönhetően  hamar,  és  jó  minőségben  lehet

stabilizálni az ízületet,  a patella ín esetében számolni kell a donor területi  fájdalommal és

arthrofibrózissal,  míg  a  hamstring  technika  lassabban  gyógyul,  és  hosszú  távú  stabilitása

kevésbé meggyőző .  A ín-,  és szalagsérüléseknél  a kurrens rehabilitációs  stratégia  a korai

mobilizáció  irányába  fejlődik,  mert  ezáltal  csökkenthetők  az  összenövések,  és  javítható  a

post-operatív terhelhetőség is . A túl korai mobilizáció azonban a gyógyuló szöveteket nyújtva

a sérült végéknél gyenge minőségű kötőszövet kialakulását eredményezi, mely ezáltal tovább

csökkentheti a szakítószilárdságot, és elhúzódó felépülést eredményezhet . A modern, erősebb

varróanyagok segítségével  csökkenthető ugyan ez a folyamat,  de teljesen nem szüntethető

meg.  A  regeneratív  terápiák  a  növekedési  faktorok  és  őssejtek  segítségével  az  ín-,  és

szalagsérülések  gyógyulásának funkcionális  támogatására  és  gyorsítására  irányulnak,  hogy

általuk  biológiailag  kedvezőbb  és  biomechanikailag  stabilabb  szövet  jöjjön  létre,  mely

végeredményben agresszívabb rehabilitációt és gyorsabb felépülést eredményezhet.

1.2.2.1. Növekedési faktorok

A növekedési faktorok tehát a regeneratív medicina egyik alappillérét képezik, ezért az inak

és szalagok regenerációs folyamatainak feltérképezését követően kézenfekvő, hogy a kedvező

hatású faktorok exogén bejuttatásával javítsunk a szövet gyógyulásán. A növekedési faktorok

az inak és szalagok regenerációjában a következő képpen vesznek részt: az IGF-1 és TGF-β

főleg  a  gyulladásos  fázisban  aktívak,  feladatuk  a  fibroblasztok  migrációjának,

proliferációjának elősegítése, ezt követően részt vesznek a kollagén szintézis szabályozásában

is  .  A  növekedési  faktorok  közül  a  TGF-β  tűnik  az  extracelluláris  mátrix  termelődés

legerősebb facilitátorának . A FGF szintén angiogenetikus és részt vesz a sejtek migrációjának

és  proliferációjának  szabályozásában  .  A PDGF  szabályozó  faktorként  például  az  IGF-1

termelést  irányítja,  de  önmagában  is  erős  proliferációs  ágens  .  Az  in  vitro  hatásosnak

bizonyuló növekedési faktorok in vivo környezetben is eredményesnek bizonyulnak. Woo,

kísérleteiben, PDGF hatására javuló strukturális változásokat figyelt meg, és megállapította,

hogy a nagyobb dózisú növekedési faktor kedvezőbb eredményt hoz. Ezzel együtt konstatálta,

hogy semmi javulást nem jelent, ha a PDGF-et TGF-β-val egészíti ki . Lyras egy nyúl patella-

ín  defektus  modellben  ért  el  kedvező  mechanikai  javulást,  miután  TGF-β-t  és  IGF-1-et

egyszerre  alkalmazott  .   Kondo  nyulak  elülső  keresztszalagján  végzett  kísérleteket,  és
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megállapította,  hogy túlnyújtásos  sérülés  esetén  mechanikai  javulást  lehet  elérni  TGF-β-1

használatával  .  A növekedési  faktorok  kiegészítő  kezelésként  is  felmerülhetnek.  Yasuda

patella ín autograftot használt az elülső keresztszalag pótlására, amit beültetés előtt egy TGF-

β-1-et és EGF-et tartalmazó fibrin ragasztóval vont be, miáltal nagyobb szakítószilárdságot és

merevséget ért el .  

A növekedési  faktorok  bejuttatásának  egyik  módja  lehet  a  varróanyagok  használata.   Az

elképzelés  antibakteriális  hatóanyagok  esetében  jól  működik,  emiatt  feltételezhető,  hogy

egyéb molekulák bevitelére is alkalmas . Dines in vivo vizsgálata szerint növelhető az inak

szakítószilárdsága,  ha  GDF-5-tel  bevont  varrattal  egyesítik  a  sérült  végeket  (growth

differentiation factor 5) . A sejtfunkciós folyamatok elősegítésére mutat rá Rohrich hasonló

kísérlete is, aki mersilene varróanyaghoz kovalensen kötött EGF-t jutatott sérült inakba, és

mutatott ki emelkedett proliferációs aktivitást a varróanyag mentén, in vivo patkánymodellben

.  Hamada  funkcionális  vizsgálatai  szerint  BFGF  bevonatú  nylon  varrattal  jelentősen

javíthatók a sérült inak biomechanikai tulajdonságai .  Ugyancsak érdekes Mazzoca korábbi

munkája, melyben I. típusú kollagén bevonatú fonalakat vizsgáltak, és megállapították, hogy

az oszteoblasztok szívesen tapadnak és szaporodnak a kialakított felületen, in vitro . Ennek

klinikai jelentősége a nehezen gyógyuló rotátor köpeny sérüléseknél lehet, ahol éppen az ín-

csont átmenet intenzív sejtes regenerációjára lenne szükség az operatív beavatkozást követően

.  Ez  alapján  felmerül  a  fonalak  használata  sejttranszplantációs  eljárások  kivitelezésére  is,

hiszen szakadásos sérülés esetén a reparáció  egyébként  is  varrattal  történik,  a  sejtszegény

szövet gyógyulása viszont nem kellően gyors. Ezt a folyamatot gyorsíthatná, ha a varrattal

egy időben támogató prekurzor sejtek kerülnének a sérült területre. 

1.2.2.2. Sejtterápiás lehetőségek

Az inak és szalagok kezelésének másik potenciális  lehetősége a sejtterápia.   A növekedési

faktorok  önmagukban  is  hasznosnak  bizonyulnak,  azonban  őssejtek  bejuttatásával  egy

összetettebb rendszer segíti a regenerációt. A komplexebb rendszer ez esetben is a megfelelő

arányban  termelődő  növekedési  faktorokat,  kemotaktikus  molekulákat,  valamint

immunmodulációt, prekurzor sejtek létrehozását, és esetleges transzdifferenciációt jelent. Az

ortopédiai  szöveteknél  általában,  így  a  inak  és  szalagok  terápiájában  is,  a  mezenhimális

őssejtek,  és  azok  differenciáltabb  formái,  például  a  szinoviális  fibroblasztok  jelentősek  .

Létezik  ugyanakkor  tudományos  bizonyíték  arra  vonatkozólag,  hogy  a  tenocitákkal  a

mezenhimális őssejteknél erősebb ín regeneráció érhető el . Pietschmann munkája ezenkívül
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arra is rámutat, hogy ilyenformán a csont irányú differenciáció is könnyebben elkerülhető,

ami  mezenhimális  sejtek  használatánál  jelentkezett,  és  gyengítette  az  ín  mechanikai

tulajdonságait.

Fontos  kérdés  a  sejtek  bejuttatása,  melynek  módját  a  sérülés  jellege  határozza  meg

elsősorban.  Konzervatív  kezelést  igénylő  esetekben  az  őssejtek  perkután  beültetése  is

lehetséges. Versenylovak esetében, például, a végtag sérülések 46%-ában alakul ki tendinitisz,

legtöbbször a tendon flexoris digitalis superficialison (SDF, superficial digital flexor) . Ennek

kezelése  komoly  nehézségekbe  ütközik,  és  gyakran  a  lovak  további  versenyzését  is

megakadályozza,  nem  elhanyagolható  "gazdasági"  deficitet  okozva.  Mivel  az  új  kezelési

technikák  jellemzően  a  jól  finanszírozott  ágazatokban,  úgy  mint  a  katonaság  és  a  sport

területén,  jelennek meg először,  nem meglepő,  hogy a versenylovak őssejtes kezelésére is

hamar sor került  .  Egyes szerzők kiemelik,  hogy a versenylovakon végzett  beavatkozások

humán vizsgálatok számára is hasznosak, hiszen az állatok igénybevétele hasonlóan intenzív,

mint  számos  élsportolóé  .  A  vizsgálatok  hatékonyságának  egyértelmű  mércéje  a

versenyképesség visszanyerése. Godwin autológ csontvelői MSC-t tenyésztett, majd juttatott

vissza perkután, ultrahang vezérelve, az utánkövetést pedig három évig folytatta. Eredményeit

két nem-sejtterápiás eljárást  alkalmazó, nagy elemszámú vizsgálathoz hasonlította . Utóbbi

tanulmányok hialuronsav, glükózaminoglikán, vagy fumarát vegyület bejuttatásával próbálták

javítani a sérült inak terhelhetőségét. Godwin megállapította, hogy a sejtekkel kezelt lovak

nagyobb  arányban  térnek  vissza  a  versenyzéshez,  mind  egy,  mind  három,  mind pedig  öt

verseny erejéig követve. Vizsgálataiban 113 versenylóból 111 újra versenyezni tudott legalább

egy  alkalommal  (98%).  Az  ismételt  sérülések  aránya  is  kedvezően  alakult,  hiszen  a

sejtterápián átesett  lovak csupán 32%-a szenvedett  újabb sérülést,  míg az összehasonlítást

képező tanulmányokban ez 52-57% volt  .  Renzi vizsgálataiban szintén autológ, csontvelői

mezenhimális sejteket injektált in vitro tenyésztést követően. Eredményei alapján 18-ból 13

egyed  nyerte  vissza  ezáltal  a  versenyképességét,  míg  a  kontroll  csoport  hagyományosan,

termokauterizációval  (pin  firing)  kezelt  egyedeiből  egy  sem (0/12)  .  Hasonlóan  kedvező

eredményekről számol be Pacini és Smith is . Lacitignola kísérleti modellben is próbára tette a

sejtterápia  hatását.  Kollagenázzal  kialakított  degeneratív  inakba  adott  mezenhimális

őssejteket,  majd  21  hét  elteltével  vizsgálta  a  regenerációt,  szövettani  módszerekkel.

Megállapította, hogy az I./III. típusú kollagén aránya és a rostok rendezettsége is hasonlít az

ép inak szövetszerkezetéhez. A biztató eredmények miatt a versenyképesség visszatérését is

vizsgálta egy másik populáción, melyben szintén kedvező eredményeket kapott sejtterápiás

alkalmazást követően . 
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Számos ínsérülés azonban szakadással, esetleg szövethiánnyal jár, melyek kezeléséhez nem

elegendő a konzervatív,  vagy perkután terápia.  A műtéti  úton történő rekonstrukció direkt

terápiás  lehetőséget  biztosít,  a szövethiányokat  pedig a különböző szövetpótló szkaffoldok

segítségével  lehet  megoldani.  A  szövetpótló  vázanyagok  kiváló  felületet  biztosítanak

hatóanyagok,  sejtek  bejuttatására  is.  Habár  klinikai  beavatkozások  terén  ezek  még  nem

használatosak, számos kísérlet mutat rá arra, hogy ilyen jellegű ín-, és szalagsérülések esetén

is  nagy  segítség  lehet  a  lokális  progenitor  populáció  sokasítása.  Selek,  például,  patkány

Achillesen  vizsgálta  a  szövet  regenerációját  az  ín  művi  átvágását,  és  újraegyesítését

követően . Eredményei szerint perkután bejuttatott őssejtek jelentősen csökkentették az újbóli

sérülés  megjelenési  rátáját,  miközben a kezelt  inak magasabb szakítószilárdságot  értek  el.

Zhang,  vizsgálataiban,  egy  poli-glikolát  polimert  használt,  amit  I.  típusú  kollagénnel  és

csontvelői  mezenhimális  őssejtekkel  töltött  fel,  majd  nyulakon  kialakított  Achilles

defektusban  vizsgálta  a  hatékonyságát  .  Eredményei  szerint  az  ilyenformán  kezelt  inak

szakítószilárdsága 16 hét gyógyulást követően szignifikánsan magasabb volt az őssejtmentes

vázanyagéhoz  képest.  Hasonlóan  kedvező  eredményeket  értek  el  kollagén  gélek

alkalmazásával nyulak patella inán létrehozott defektusok gyógyításában is . 

Young, egy korábbi munkájában, egy biokompatibilis kollagén-őssejt kompozitumot sebészeti

varróanyagokkal  rögzített  Achilles  defektusban.  Ebben  a  vizsgálatban  nem  csupán  a

mechanikai mérések mutattak rá a kezelés kedvező hatásaira, hanem az is, hogy a sejtekkel

kezelt  csoportokban  nagyobb  volt  az  inak  keresztmetszetének  területe  .  A  sebészeti

varróanyagok  használata  felmerült  növekedési  faktorok  esetében  is,  ugyanakkor  kiválóan

alkalmas lenne sejtek bejuttatására olyan esetekben, ahol nem alakul ki szövethiány, és a művi

rekonstrukció  kiegészítő  vázanyagok  nélkül  is  létrehozható.  Ennek  technikai

megvalósíthatóságát  csupán  néhány  tudományos  közlemény  vizsgálja.  Tény,  hogy  a

varróanyagok felülete jóval kisebb, mint egy háromdimenziós vázanyagé, és komoly kihívás a

felületet  őssejtek számára vonzóvá tenni.  Nehézséget jelenthet  a kellő sejtszám elérése is,

amit  sejtszuszpenziós  eljárásoknál  könnyedén  többmilliós  nagyságrendbe  lehet  emelni.

Kecsegtető ugyanakkor a cél, miszerint a technika segítségével a standard műtéti eljárás nem

bonyolódna, és nem lenne szükséges nagyobb kiterjedésű szkaffoldok lebontásával terhelni az

egyébként regenerálódó szövetet. 

Az  állatkísérletes  modellekből  levonható  tanulság,  hogy  a  regeneratív  terápiáknak  és  az

őssejttranszplantációnak  kiemelkedő  szerepe  lehet  a  humán  ínsérülések  kezelésében  is.

Használatukkal minden bizonnyal jobb szöveti funkció és gyorsabb rehabilitáció érhető el. A

szerző szerint komoly gazdasági és élvezeti értekkel bírt volna, ha David Beckham is részt

vehet  a 2010-es dél-afrikai  futball  világbajnokságon,  amit Achilles sérülés és az elhúzódó
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rehabilitáció miatt volt kénytelen kihagyni. Kárpótolja a focit szerető réteget, hogy manapság

már  magyar  csapatnak  is  szurkolhatunk  világversenyen.  Szubjektív  szempontokat

hátrahagyva, tény, hogy a kurrens regeneratív terápiák ismerete egyre fontosabb szerephez jut

a  sporttudományok  iránt  elkötelezett  kutatók,  orvosok,  fizikoterapeuták  körében.  A  jól

finanszírozott  ágazatokban  elért  sikerek  pedig  idővel  általánosan  elérhetővé  tehetik  a

hatékony kezelési stratégiákat. 
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1.2.3. Porc

Jelen dolgozat témáját illetően a lágyszöveti  regenerációval,  lehetséges sejttranszplantációs

lehetőségekkel,  valamint  a  funkcionális  csontgyógyulással  foglalkozik,  ezért  ezen  témák

diverz tárgyalása elengedhetetlen.  A porcszövet megbetegedése és regenerációja a kísérletes

munkát nem érinti, ugyanakkor a szerző fontosnak tartja a támasztó és mozgató szervrendszer

szöveteinek teljes reprezentációját. Éppen ezért a porcszövet regenerációs folyamataiban, és

az oszteoarthritisz patofiziológiájában való elmerülés helyett a fejezet a regeneratív terápiák

kínálta lehetőségekre kívánja felhívni a figyelmet.

A  porc  egyik  legfontosabb  tulajdonsága  a  mechanikai  teherbírás,  ugyanakkor  a  szövet

felnőttkori regenerációs képessége gyenge . Ennek következménye, hogy az évtizedeken át

tartó terhelés, vagy akut sérülés következtében kialakuló porchiányok klinikai problémát, az

oszteoarthritis betegséget eredményezik. A porcot ért inzultusok folyományaként fokozatosan

porchiányok alakulnak ki, a szubkondrális csont felszínre kerülése gyulladást és oszteofiták

kialakulását indukálja,  ami folyamatos fájdalmat és ízületi  funkcióvesztést eredményez . A

gyenge gyógyhajlam miatt  komoly  tudományos  és  klinikai  várakozás  övezi  a  porcszöveti

regenerációs  terápiák  fejlődését.  A panaszok  kialakulása  ugyanakkor  hosszabb  folyamat

eredménye,  ezért  a  preventív  hozzáállás  sokat  javít  a  betegség  kimenetelén.  Az  elülső

keresztszalag  pótlása  például  az  ízületi  lazaságot  korrigálva  hátráltatja  az  életminőséget

befolyásoló  panaszok  kialakulását  .  Definitív,  körülírt  porchiányok  kezelésére  a  Hangody

Professzor úr által kifejlesztett, világszerte elterjedt mozaik plasztika is megoldást jelent . A

kiterjedt porcfelszín-károsodásra viszont a regenerációs medicina keresi a választ. A mozaik

plasztika során alkalmazott autológ oszteokondrális dugó alkalmazásának nagy előnye, hogy

felépített,  élő  porcszövetet  használ,  a  fémekkel  ellentétben nem alakul  ki  rajta  bakteriális

biofilm, és nincs szó immunológiai folyamatokról sem. A technika hátrányai közé sorolandó,

hogy  a  beültetett  graftok  nehezen  épülnek  át  a  környező  szövet  határaival,  ezért  idővel

lazulhatnak, illetve, hogy az oszteoarthritisz által produkált nagy porchiányok kezelésére sem

alkalmas . A porchiányok pótlásánál is felmerül a különböző vázanyagok használata, melyek

készítése  bonyolult  feladat,  hiszen  a  legtökéletesebben  kell  másolniuk  a  porcszövet

extracelluláris  mátrixának  biofizikai,  biokémiai  és  strukturális  tulajdonságait.  Emellett  az

alkalmazott  anyagnak  bírnia  kell  a  radiális  és  longitudinális  mechanikai  terhelést,  a

sejtaktivitást támogató, jól hidratált közeget kell hogy teremtsen, és össze kell tudjon épülni a

környező porccal és szubkondrális csonttal. Számos alapanyag került már szóba porchiányok

pótlására:  hialuronsav,  polilaktátok,  alginát,  agaróz,  kitozán  .  A különböző  vázanyagok

kipróbálásakor  számos  fontos  tényre  derült  fény.  Nem  kérdés  a  megfelelő  porozitás
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szükségessége,  ugyanakkor,  azok  a  vázszerkezetek,  amik  nem  teszik  lehetővé,  hogy  a

differenciálódó  sejtek  kerek  formát  is  ölthessenek,  nem sikeresek,  ugyanis  a  kerek  forma

szükséges  a  kondrociták  érése  során.  Ennek  hiányában  a  beültetett  graft  a  rostos,  vagy

rugalmas porc kialakulását teszi lehetővé, nem pedig az ízfelszínen szükséges hialinporcét.

Hasonló  megfigyelés,  hogy a  poliészterek  degradációs  termékei  apró  steril  abszcesszusok

formálásával rontják az átépülést . A szkaffoldok hatékonyságát önmagában vizsgálni talán

kevésbé fontos, hiszen egy rendkívül rossz gyógyhajlamú szövet hiányának pótlásáról van

szó. Az oszteoarthritisz generalizáltan érinti a porcot és a szubkondrális csontot, ezért ettől a

degeneratív,  gyulladásos  kompartmenttől  kevéssé várható  a regenerációban való produktív

részvétel. Éppen ezért szükséges a növekedési faktorok és sejtek használata is.  A porcszövet

az  egyetlen  olyan  humán  szövet,  ami  csupán egyféle  sejtet,  a  kondrocitát  tartalmazza.  A

sejtterápiás-szövetépítő  eljárások  is  elsődlegesen  ezt  a  sejtpopulációt  célozzák  meg,

ugyanakkor ennek több aspektusa is van. Az egyik ilyen kérdés, hogy műtét közben nyert

sejteket, vagy ex vivo expanzió utáni sejteket érdemes használni. A legelterjedtebb metódus a

Brittberg által leírt autológ kondrocita implantáció . Az eljárás során mintát vesznek terhet

nem viselő porcfelületekből,  majd izolálják a sejteket  és az in vitro megnövelt  sejtszámot

használják  fel  a  beültetés  során.  A technika  elterjedésének  köszönhetően  számos  humán

vizsgálat is született, melyek biztató hosszú távú eredményekről számolnak be . Eredményes

iránynak tűnik porc-fragmentumok alkalmazása is, mely  hasonlóan a mozaik plasztikához ˗ ˗

autológ  porcot  használ  a  léziók  pótlására  .  A technika  lényege,  hogy  az  autológ,  apróra

munkált  szövetet  egy vázanyag segítségével juttatják be,  és tartják a porchiányban. Ennek

eredményességét, állatmodellekben vizsgálva, az mutatja, hogy rövid távon hialinporc jellegű

szövet képződik. Hosszú távú eredmények azonban ezt a kedvező irányt alátámasztani még

nem tudták. Az ex vivo szövettenyésztésre alapuló porcpótlás kétségtelenül bonyolultabb és

drágább  is,  ugyanakkor  előnye,  hogy  pontosan  ismert,  tetszőlegesen  választható

sejtpopulációk  állnak  rendelkezésre,  valamint,  hogy  a  tenyésztési  eljárások  miatt  jóval

magasabb sejtszám használható fel . További előny, hogy a kondrociták nem csupán az ízületi

felszínből  nyerhetők.  Használható  forrásnak bizonyul  a  fül  rostos  porca,  a  meniszkuszok,

valamint  az  orr-,  és  bordaporcok is  .  Az ex  vivo  expanziós  eljárások  más  sejtpopulációk

használatát is lehetővé teszik. Ilyen a csontvelői mezenhimális őssejtek csoportja is. Mivel

ezek a sejtek jóval kevésbé differenciáltak,  ezért a regeneratív folyamatokba is feltehetően

összetettebb  módon  képesek  bekapcsolódni.  Ennek  egyik  bizonyítéka,  hogy  a  MSC-k

kondrogén differenciációját  követően magasabb glükózaminoglikán termelést  produkálnak,

mint  primér  kondrocita  kultúrák  .  Mindez  arra  enged  következtetni,  hogy  az  őssejtek  a
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regeneratív  folyamatokba  az  embrionális  fejlődéshez  hasonlóan  lépnek  be,  miáltal  a

regeneráció is teljesebbé válhat . 

A porcszöveti  degeneratív  betegségek  problémája,  a  gyorsan  fejlődő  regeneratív  terápiák

ellenére,  továbbra  is  széles  körben  érinti  a  társadalmat.  Biztató,  új  eljárásokkal  elért

eredmények, vélhetően az elkövetkező években tovább bővítik a tudást, miáltal kedvezőbb

vázanyagok, megfelelőbb sejtpopulációk, és eredményesebb technikák születnek majd. 

1.2.4. Csonthiányok, csontpótlás

A csontszövet regenerációs hajlama alapvetően jó. A szöveti remodelláció az oszteoblaszt és

oszteoklaszt működés miatt folyamatos. Csontsérülést követően megnyílnak a környező erek

és a létrejött  hematoma alapot  ad a gyulladásos válasz kifejlődésére.   A gyulladásos fázis

bioaktív  molekulákat  (TNF,  BMP,  Il-6  IL-12)  halmoz  fel,  melyek  kemotaktikus  ingert

jelentenek az endogén progenitor sejtek lokális  felszaporodásához.  Az elsődleges csontheg

még  teherviselésre  alkalmatlan  ugyan,  de  a  törtvégek  egybentartásával  megkezdődhet  a

remodelláció  fázisa,  és  idővel  funkcionális  gyógyulás  érhető  el  .  Amennyiben  azonban  a

csontheg  nem  képes  kialakulni,  elégtelen  gyógyulás  várható.  A  elégtelen  reparáció

összefüggést mutat a defektus méretével, ugyanis egy kritikus méretű csonthiány (critical size

defect),  vagy  a  törtvégek  nem-egyesített  (non-union)  helyzete  meggátolja  a  szervezet

regeneratív  folyamataink  sikerességét  .  A  kritikus  méretű  defektusok  miatt  tartós

csonthiányok maradnak vissza, míg a non-union sérülések álízület kialakulását eredményezik.

Mindkét esetben a csont egyik fő funkciója, a mechanikai stabilitás szenved csorbát, ezért a

csontszövet  művi  pótlására  lehet  szükség.  Az  Egyesült  Államokban  a  törések  15%-ánál

jelentkezik olyan csonthiány, melynek kezelése csontpótló anyagok alkalmazását igényli .

A  csontpótló  anyagokkal  szemben  támasztott  minimális  követelmény,  hogy  kedvező

környezetet  biztosítsanak  a  csontpótló  csonthoz  való  kapcsolódásához  (oszteointegráció),

valamint,  hogy elősegítsék a remodelláció  folyamatának beindulását  (oszteokonduktivitás).

Az eredményes és dinamikus csontpótláshoz szükséges az oszteoinduktív ágensek jelenléte is,

melyek  a  progenitor  sejtek  aktivációjának  fokozásával  segítik  elő  az  oszteogenezis

folyamatát, és eredményeznek gyorsabb funkcionális gyógyulást .  A csontpótlás mércéjének a

mai napig az autológ csont beültetése tekinthető, mert a mineralizált szövet oszteokonduktív

és  oszteointegratív  tulajdonságú,  a  termelődő  faktorok  (TGF-β,  BMP)  oszteoinduktív

folyamatokat indítanak be, valamint a graft jelentős számú oszteogén sejtet tartalmaz, melyek

az átültetést követően azonnal megkezdik a szövet helyreállítását . A kedvező tulajdonságok

ellenére az autograft  alkalmazásának fő gátja, hogy mennyisége korlátozott,  ezért kiterjedt
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hiányok  kezelésére  már  nem  alkalmas  .  Autografthoz  juthatunk  a  műtét  során  képződő

spongiosa  törmelék  révén,  de  nagyobb  mennyiséghez  egy  másik  csont,  leggyakrabban  a

csípőlapát  szimultán  opusa  szükséges.  Utóbbi  esetben  számolni  kell  a  donor  területi

morbiditással  (donor  site  morbidity),  mely  magába  foglalhatja  fájdalom  és  vérzés

jelentkezését, vagy az illetett bőrfelület post-operatív érzékenységét, ezen felül paraesthesia is

kialakulhat,  de  nem  hagyhatjuk  figyelmen  kívül  az  esetleges  mozgászavarokat  sem  (a

lokalizációnak megfelelő funkciózavar, pl. járászavar), továbbá a beavatkozáshoz kapcsolódó

fertőzésre,  és annak kivédésére is  fel  kell  készülnünk .   Az autograft  mennyiségi  korlátai

szükségessé teszik egyéb csontpótló anyagok fejlesztését. Az igény nagyágát jelzi, hogy 2004-

ben  1.5  millió  csontpótló  beavatkozást  végeztek  különféle  indikációkkal  az  Egyesült

Államokban  .  Ezek  között  az  indikációk  között  találjuk  a  gerincfúziós  és  csöves  csont

műtéteket,  maxillofaciális  rekonstrukciókat,  és  a  trauma  vagy  ablatív  beavatkozás  miatti

csonthiányokat. A csontpótló anyagok kiválasztásánál fontos figyelembe venni egyrészt, hogy

eltérő  lehet  a  defektusok  mérete,  elhelyezkedése,  valamint  azt,  hogy azonnali  teherviselő

felületként kell-e megállják a helyüket . Ezek alapján dől el, hogy használható-e természetes

anyag,  vagy  mindenképp  szintetikusra  lesz-e  szükség.  Továbbá,  a  gyorsabb  átépülést

megcélozva  beültethető-e  egy  mechanikailag  kevésbé  erős  anyag,  vagy  egy  kemény

csontpótló gyorsabb klinikai felépülést eredményezne.  A klinikai gyógyulás szem előtt tartása

miatt fontos a csontpótlók ismerete, melyek kategorikus beosztását Laurencin tette meg . Az

alábbi  bekezdések  a  regeneratív  medicina  és  jelen  dolgozat  szempontjából  fontosabb

csontpótlókat emelik ki, a teljesség igénye nélkül.

1.2.4.1. Allograftok

Az  allograftok  használata  az  autograftok  lehetséges  alternatívájaként  merül  fel.  Az

allograftokat  csontbankok  állítják  elő,  tárolják,  és,  mint  késztermék,  forgalmazzák,  ami

jelentősen  megkönnyíti  alkalmazásukat  és  beillesztésüket  a  sebészeti  protokollokba.

Használatuk  biztonságos,  mert  a  csontbankok  elvégzik  az  allogén  szövet  tisztítását  és

sterilizálását  is.  E folyamatok révén azonban eltávolításra  kerülnek az oszteogén sejtek és

oszteoinduktív  faktorok  is,  és  ezáltal  a  csontosodás  dinamikája  elmarad  majd  az  autológ

csontétól . Ismert az is, hogy a gamma-sugárzással végzett sterilizálási eljárások módosítják

az  allograft  struktúráját,  gyengítve  annak  mechanikai  stabilitását  .  Az  allograftok

oszteokonduktivitása azonban megkérdőjelezhetetlen, elérhetőségüket széleskörben elterjedté

tették  a  klinikai  gyakorlatban.  Eredményesen  használhatók  nemcsak  kis  csonthiányok

pótlásában, hanem kiterjedt tumor rezekciót követően, vagy protézis támasztékként is .  
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1.2.4.2. Demineralizált csontmátrix (DBM)

A csontpótlás  további  alternatívája  a demineralizált  csontmátrix.  A DBM voltaképpen egy

allograft-típus. Allogén szövetből készül, tisztítási eljárások során távolítják el róla a sejteket

és  egyéb  immunológiailag  aktív  anyagokat.  Fontos  jellemzője,  hogy  savas  hidrolízis

következtében a csont szervetlen állományának nagy része is eltávolításra kerül, a reziduális

kalcium tartalom 1-6% között változhat . A késztermékek különböző formában jelennek meg,

így létezik por, őrlemény és paszta formájában is, mely a sebészeti megmunkálást könnyebbé

teszi. A DBM nagy előnye, hogy a csont eredeti kollagén struktúrája megmarad, valamint,

hogy a savas  kezelés  következtében oszteoinduktív  anyagok (BMP) kerülhetnek felszínre,

melyek kedvezően befolyásolják a csontosodást .  Habár a DBM oszteoinduktivitása nem túl

erős, számos klinikai indikációban használják . Kiválóan alkalmas csontciszták,  és -üregek

kitöltésére,  hasonlóképp  eredményesen  járul  hozzá  hosszú  csöves  csont  nem  gyógyuló

törésének konszolidációjához . Használata elterjedt gerincsebészeti arthrodézisek kezelésében

is . 

1.2.4.3. Biokerámiák 

Az autogén-allogén csontpótlók eredetüknél fogva variábilisak, és gyógyászati felhasználásuk

is limitációkba ütközhet. Ilyen esetekben hasznosak a biokerámiák, melyek régóta használt

csontpótlók. A biokerámiák előnye a szintetikus eredetből fakad, hiszen használatukkor nem

kell  tartani  betegségek  átvitelétől,  immunológiai  kilökődéstől,  e  mellett  korlátlan

mennyiségben  hozzáférhetőek,  valamint  minőségi  problémák  sem  léphetnek  fel  .  A

biokerámiák közé tartozik például a kalcium- szulfát, kalcium-foszfát, és a hidroxi-apatit. A

két  utóbbi,  struktúrában  és  kémiai  összetételben,  a  szivacsos  csonthoz  hasonlít,

biomimetikusak. A biokerámiák ebből fakadóan oszteokonduktívak, mert az eredeti szövethez

való  hasonlóság  kedvez  a  progenitor  sejtek  megtapadásának,  és  a  képződő  oszteoid

lerakódásnak . A porózus struktúra, illetve a kalcium-szulfát kristályos szerkezete támogatja

az érújdonképződést is,  ami szintén javítja  az oszteokonduktivitást.  A kalcium-szulfát  és a

kalcium-foszfát  átmeneti  csontpótlóknak  tekinthetők,  mivel  idővel  felszívódnak,  helyüket

újcsont tölti majd ki .  A kalcium-foszfátot leggyakrabban β konformációban alkalmazzák (β-

TCP),  mert  ez  a  szerkezet  javítja  az  oszteointegritást,  vagyis  a  csontpótló  könnyebben

kapcsolódik a környező csontszövethez. Ezzel a folyamattal párhuzamosan zajlik az anyag

felszívódása, ami oldódás és oszteoklaszt funkció révén valósul meg . A hidroxi-apatit ezzel
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szemben 5 évnél  tovább kimutatható  a csontban, és feltehetően a csont  saját  átépülésével

együtt alakul át . Ezt, és a kedvező mechanikai tulajdonságait kihasználva, a hidroxi-apatitot

gyakran  használják  ciszták,  tumoros  rezekciók  után  maradó  üregek  feltöltésére,  esetleg

kritikus  méretű  hiányok  kezelésére.  A legtöbbször  β-TCP-vel  együtt  alkalmazzák,  hogy

kihasználják annak kedvező oszteointegratív tulajdonságait, és biztosítsák a hosszabb távon

fennmaradó  anyag  stabil  beépülését  .  A kalcium-szulfát,  vagyis  gipsz,  nem  sorolandó  a

legkorszerűbb  csontpótlók  közé,  de  nemrégiben  újra  keresett  lett,  mert  kiválóan  alkalmas

gyógyszerek, így antibiotikumok lokális kibocsátására, így például krónikus oszteomielitisz

kezelésére  .  Az  antibiotikum  bejuttatása,  és  a  megfelelő  lokális  koncentráció  fenntartása

egyébként intenzíven kutatott kérdés. A gipsz esetében a felszívódás dinamikája teszi lehetővé

a  folyamatos  lokális  gyógyszer-koncentrációt,  de  a  gipsszel  szemben  feltehetően  nagyobb

előnyt  fognak  élvezni  azok  a  bevonatok,  amelyeket  jobb  csontosodási  potenciált  mutató

csontpótlók felszínén is lehet majd alkalmazni .

1.2.4.4. Egyéb csontpótlók  a polimerek ˗

A  biokerámiák  mellett  a  polimerek  is  helyet  kapnak  a  csontpótló  anyagok  között.  A

gyógyászatban használatos polimerek többnyire poliészterek, mint a poli-laktát, poli-glikolát

vagy  a  poli-kaprolakton,  vagy  ezek  valamely  kombinációjából  alkotott  ko-polimer.  Nagy

előnyük,  hogy  rendkívül  biokompatibilisek,  enzimatikusan  gyorsan  felszívódnak.

Biokompatibilitásuk miatt  rögzítő elemeket,  lemezeket,  csavarokat is gyártanak belőlük.  A

csontpótlásban,  szerkezetük révén,  alkalmasak regenerációs  folyamatok vezetésére  (guided

bone formation),  valamint  kedvező hatással vannak a proliferáció beindítására,  és a sejtek

differenciációs  folyamataira  .  A polimerek  kombinációja  valamely  biokerámiával  kedvező

mechanikai  tulajdonságú  és  porozitású,  biokompatibilis,  oszteokonduktív  csontpótlót

eredményez. In vitro vizsgáltok szerint az ilyen módon létrehozott kompozitok felületére jól

tapadnak  az  oszteoblasztok,  proliferációjuk  beindul,  majd  a  differenciációs  folyamatok

indukciójával  megkezdődik  az  oszteoid  lerakódása  is  .  A csontpótlás  ezen  technikájának

kétségtelen  előnye  a  szintetikus  eredet,  ugyanakkor  az  anyagok  lebontása  és  eliminációja

többlet feladatot ró a gyógyuló szervezetre.

1.2.4.5. Növekedési faktorok
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A polimereknek, kopolimereknek és biokerámiáknak hordozófelületként is jelentős szerep jut.

A rekombináns növekedési faktorok fontos részét képezik a regeneratív medicinának, így a

csontpótlásnak  is,  melyek  bejuttatására  a  polimerek  és  biokerámiák  széles  választéka  áll

rendelkezésre .

A  csontgyógyulás  összetett  folyamatát  számos  hormon,  citokin  és  növekedési  faktor

szabályozza . Feladatuk a progenitor sejtek migrációjának és differenciációjának elősegítése,

a  sejtek  szaporodásának  szabályozása,  valamint  az  extracelluláris  mátrix  termelésének

irányítása . A rekombináns technikák fejlődése lehetővé tette, hogy ezek a molekulák nagyobb

mennyiségben  legyenek  elérhetőek,  ezáltal  eredményesen  vegyenek  részt  a  regeneratív

terápiákban. 

A növekedési  faktorok  közül  jelentős  a  VEGF,  mely  érképző  progenitorok  bevonásával

jelentősen javítja az érújdonképződést, ami a csont esetében kifejezetten előnyös. Ezenkívül

tudományos adatok támasztják alá, hogy direkt hatásai is vannak a csontot építő progenitorok

aktivációjában,  migrációjában  és  differenciációjában  .   Szerepe  felmerül  a  többi

oszteoinduktív fehérje mediátoraként is .  A növekedési faktorok közül számottevő még az

IGF, ami mediátorként szabályozza a növekedési faktorok, hormonok és citokinek funkcióját

törésgyógyulás  alatt  .  Intenzív  kemotaktikus  ingert  jelent  a  sejtek  migrációjához,  és  erős

befolyással bír azok proliferációjára, valamint részt vesz a csont metabolizmusában is .

A legjelentősebb  növekedési  faktorok azonban kétségtelenül  a  TGF-β szupercsalád  tagjai.

Ezek  multifunkcionális  fehérjék,  melyek  különböző  sejt-,  és  szövettípusok,  mint  például

csont,  porc,  szalagok,  inak  és  idegszövet  differenciálódását  és  növekedését  szabályozzák.

Csontsérülés esetében szerepük van a mezenhimális őssejtek aktivációjában, oszteoblaszt és

kondroblaszt  irányú  differenciációjukban,  és  az  extracelluláris  mátrix  kialakításában  .  Az

oszteoinduktivitással  kapcsolatban  Urist  1965-ben  tett  megfigyelései  kulcsfontosságúak

voltak.  Kísérletei  során  ektópiás  csontképződést  ért  el  demineralizált  csontmátrix

harántcsíkolt izomzatba ültetésével, ezáltal felvetette az oszteoinduktív molekulák létezését .

Ezt  követően  a  TGF-β-1  számos  állatmodellben  bizonyította  hatásosságát  a  csontosodás

elősegítésében,  mégis  a  tudományos  figyelem  mostanában  a  BMP-kre  irányul.  A bone

morphogenic  preotein-ek,  az  enkondrális  csontosodástól  a  porcképződésig,  széleskörű

hatásokkal rendelkeznek. A BMP-2, BMP-4 és BMP-7 intenzív csontosodást indító hatásait

számos ortopédiai és maxillofaciális területről származó tudományos adat támasztja alá . A

BMP-2  meggyőző  eredményeket  mutat  tibia  sérülések  kezelésében.  Egy  122  beteg

bevonásával járó vizsgálatban tibia csonthiányokat kezeltek vele,  és hasonlították össze az

autológ csonttal.  A vizsgálatban olyan betegek kerültek bevonásra, akiknek intramedulláris

szegelést  követően  legalább  3  hónapja  nem  gyógyuló  csonthiányuk  volt.  A BMP-t  egy
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kollagén hordozó felületén juttatták a csonthiány területére, ami 9 hónap elteltével az esetek

81%-ában gyógyult meg. Az eredmény különösen jó, hiszen megközelíti az autológ csonttal

elértet,  ami jelen esetben 85%-volt  .  A BMP-k használata  a gerincfúziós  indikációkban is

felmerül,  és intenzíven vizsgált  terület.  Egy 98 beteg bevonásával  járó klinikai  tanulmány

88%-os fúziós rátát talált BMP alkalmazását követően, míg a csípőlapátból származó autológ

csont  csupán  73%-ban  egyesítette  a  csontokat  .  Érdekes,  hogy  a  technika  segítségével  a

mércének számító autológ csontátültetésnél lényegesen kedvezőbb eredmény mutatkozott. Ez

ugyanakkor biztonságossági kérdéseket vet fel. A BMP-k fő mellékhatása az ektópiás, vagy

túlzott  csontképződés,  ami,  főleg  egy  gerincsebészeti  indikációban,  komoly  hosszú  távú

komplikációkat eredményezhet . Szövődmények rövid távon is felléphetnek, hiszen a BMP

proinflammatorikus  hatású  anyag,  ezért  lágyszöveti  duzzanatot  és  gyulladást  okoz,  mely

szélsőséges  esetben  még  ronthat  is  a  gyöki  tüneteket  okozó  gerincproblémákon  .  A

nagydózisú BMP-k használatával kapcsolatban karcinogenezis is felmerül, mely tovább rontja

a szer biztonságosságát .  Nehéz kérdés azonban a fehérjék koncentrációjának meghatározása,

hiszen  in  vitro  vizsgálatok  nanogrammos  koncentrációban  (5-20  ng/ml)  hatásosnak

bizonyulnak, míg a forgalomba kerülő termékek ennél lényegesen magasabb koncentrációt

érnek el (~40mg/ml), feltehetően az intenzív post-operatív proteolízis miatt . Az adekvát dózis

a csonthiány méretétől, lokalizációjától, a beteg állapotától és korától függően is rendkívül

különböző lehet. Egy szájsebészeti indikációban például hatástalannak bizonyult az 50 µg/ml-

es  koncentráció,  ezért  ötszörösére  emelték  a  vizsgálati  dózist.  A BMP-2  a  250  µg-mos

koncentrációban viszont olyan durva fogínyduzzanatot  okozott,  hogy leállították a klinikai

vizsgálatot  .  Ritting  2012-ben  egy  gyermekgyógyászati  kázust  mutatott  be,  mely  során

gyulladást és csontrezorpciót figyelt meg BMP-2 használatát követően . Ritting rávilágít arra,

hogy a BMP nem tisztán oszteoinduktív faktor, fő hatásai közül a kemotaxis és a vaszkuláris

invázió következtében monocita infiltrációt is eredményez. A monociták jelenléte miatt pedig

a lokális gyulladásos citokinek koncentrációja is megemelkedik, ami magyarázhatja a BMP

használatával  kialakuló  mellékhatásokat  .  További  érdekesség,  hogy  a  BMP koncentráció

dependens módon az oszteoklasztok funkcióját is erősíti. Toth munkájában bemutatta, hogy

nagy  dózisú  BMP  használata  fokozza  az  implantátum  körüli  csontrezorpciót  .  Fontos

kiemelni, hogy a növekedési faktorok koncentrációját a gyógyszerekhez hasonlóan próbálják

meghatározni,  feltehetően ezért  alakulnak ki egyéb hatások is,  amelyek,  mivel növekedési

faktorokról van szó, nem nevezhetőek valódi mellékhatásoknak. Sokkal inkább egy fiziológiai

hatásspektrum  generalizált  megerősödése  jelentkezik,  ami  feltehetően  egyéb  szabályzók

koncentrációjának  azonnali  változását  is  igényelné,  és  nem  csupán  egy  molekula  lokális

koncentrációjának drasztikus megemelését. Érthető tehát, hogy a mellékhatások sokasága és a
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hiányzó vezérfonalak miatt a BMP-kel kapcsolatban az utóbbi időben csökkenő lelkesedés

mutatkozik.

1.2.4.6. Sejtterápiás lehetőségek

Az intenzív ortopédiai fejlesztések ellenére a törések 5-20%-ában eredménytelen gyógyulás

következik  be  .  Az  ilyen  krónikusan  nem  gyógyuló  csonthibák  helyreállításának

szempontjából felmerül, hogy érdemes lenne őssejteket juttatni a sérült területre, támogatva

ezzel a szervezet saját regeneratív folyamatait. A sejtterápia hasonló mechanizmus révén lehet

előnyös kritikus méretű csonthiányok gyógyulásának javításában. Csonthiányok pótlásánál a

leggyakoribb sejtbeviteli  forma, amikor a sejteket az adott csontpótlóval  együtt  juttatjuk a

csonthiányba.  A korábban  említett  csontpótló  anyagokat  ezért  világszerte  széles  körben

vizsgálják in vitro körülmények között,  mely kapcsán fő kérdés, hogy miként  viselkednek

különböző ős-, és progenitor sejtek az adott anyag környezetében. A kedvező megtapadás, a

proliferáció és a differenciáció elősegítése nagyban javítják a csontpótló alkalmazhatóságát,

hiszen  a  kedvező  környezetben  a  sejtek  hamarabb  lesznek  képesek  minőségében  és

mennyiségében megfelelő extracelluláris állományt termelni. Több dologban azonban nincs

egyetértés. Nem egyértelmű, hogy elődifferenciált sejteket érdemes használni, vagy elegendő

differenciálatlan  sejtek  beültetése  is  .  Ugyanígy  felmerül,  hogy  érdemes-e  a  bioanyaggal

együtt hosszabb ideig növeszteni a sejteket, ezáltal szorosabb kontroll alatt tartani a rendszert,

vagy kedvezőbb, ha a sejteket a bioanyagra történt tapadást követően rögtön beültetjük, hogy

a gazdaszervezetben érjenek tovább .  Ezek a  kérdések a  téma iránti  nagyfokú érdeklődés

bizonyítékai,  ugyanakkor  a  sejtterápia  hatásosságában,  és  a  szövetépítés  jövőjében  nincs

véleménykülönbség. Ennek számos tudományos bizonyítéka is van. A sejtátültetéssel erősített

csontpótlás  számos rágcsáló  modellben  bizonyult  hatásosnak mind teherviselő,  mind nem

teherviselő  csontok  pótlásának  esetében  .  Eredményesen  kezelnek  kritikus  méretű

csonthiányokat még nagyobb testű állatoknál is . Habár számos szabályozási nehézség merül

fel a humán felhasználás esetén, ennek ellenére egyre gyakrabban alkalmaznak őssejteket a

regeneráció javítására. Nem gyógyuló törések esetében szép eredmények érhetőek el pusztán

autológ csontvelő perkután transzplantációjával .  Kritikus méretű csonthiányoknál azonban

csontpótlók  használata  is  indokolt.  Ezekben  az  esetekben  a  magasabb  sejtszám  elérése

érdekében a sejtek felszaporítása is fontos, ami jelentősen bonyolítja a beavatkozást. Quarto

esettanulmányában  három  betegnél  alkalmazott  őssejteket.  Vizsgálataiban  fiatal  betegek

vettek részt, 4-7 cm-ig terjedő csonthiánnyal valamely csöves csontjukon. Minden esetben

autológ  csontvelőből  nyertek  sejteket,  amiket  az  adott  csontnak  megfelelő  struktúrájú  és
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porozitású hidroxi-apatit felszínen juttattak vissza. Mindhárom esetben a sejtes csontpótlók

beépültek,  a  betegek  végtagjai  pedig  funkcionálisan  gyógyultak  .  Hasonlóan  kedvező

eredményekről számolt be Marcacci is: az előző technikát alkalmazva 6-7 évig követte négy

betegét, mialatt a csontpótlók beépültek, törést és egyéb komplikációt nem tapasztalt, habár a

hidroxi-apatit  csontpótló  ennyi  idő  után  is  kimutatható  volt  .  A  klinikai  vizsgálatok

összesítésével  foglalkozó  weblapon  végzett  keresés  alapján  jelenleg  9  klinikai  vizsgálat

foglalkozik az őssejtek potenciális terápiás alkalmazásával csonthiányok kapcsán , de számos

egyéb  indikációkban  is  megjelennek,  mint  gerincfúziós  beavatkozások,  oszteopetrózis,

osteogenesis imperfecta, oszteoporózis és femur fej nekrózis esetén . A tudományos adatok

sokasága,  valamint  a  klinikai  vizsgálatok  jelenléte  arra  utal,  hogy  a  csont  defektusok

mindennapi terápiája is minden bizonnyal kiegészül majd az őssejtek nyújtotta regeneratív

lehetőségekkel. 

1.2.5. A mezenhimális őssejtek kiemelt szerepe a támasztó és mozgató szervrendszerben

Sejtterápiák tervezésénél fontos szempont, hogy milyen típusú őssejt válik be leginkább. A

támasztó  és  mozgató  szervrendszerben  kiemelt  helyzete  van  a  mezenhimális  őssejteknek,

melynek fő oka, hogy a mezenhimális őssejtek képesek mind izom, mind porc, ín, vagy csont

irányú differenciációra  is  .  Éppen ezért  differenciálatlan  formában is  alkalmasak  lehetnek

sejtterápiás beavatkozások kivitelezésére, ami azért fontos, mert az ortopédiai beavatkozások

során könnyen hozzáférhetővé válik a csontvelő, ami a mezenhimális sejtek gazdag forrását

jelenti, és azonnali átültetést tesz lehetővé . Kiterjedtebb szövethiányok esetében pedig az in

vitro  expanzió,  differenciáció  és  szövetépítés  lehetősége  jelentheti  a  jövőbeni  terápiás

megoldást.  A mezenhimális  őssejtek  azonban  parakrin  módon,  növekedési  és  jelátviteli

faktorok lokális termelésével is hozzájárulnak a szövet gyógyulásához. Az MSC-k képesek

többek között TGF-β, VEGF és FGF termelésére is, mellyel a lokális regeneratív folyamatok

irányítóiként  lépnek  fel  .  Nem  csoda,  hogy  a  mezenhimális  őssejtek  hatékonyságának

elemzésekor  felmerül,  hogy éppen  a  parakrin  hatások teszik  a  leginkább  hasznossá  ezt  a

populációt . A sejtterápiás eljárásoknak fontos aspektusa az immunológiai hatások vizsgálata

is, amennyiben allogén sejtek használatára kerül sor. Az ortotóp szervátültetésnél egész életen

át  tartó  immunszupresszív  kezelés  szükséges,  azonban  ezt  a  sejtterápiás  lehetőségeknél

érdemes lenne kikerülni. Erre az egyik megoldás természetesen az autogén sejtek nyerése és

in vitro expanziója, amire azonban nem minden esetben van elegendő idő. A mezenhimális

őssejtek ebből a  szempontból  is  kiemelt  helyet  foglalnak el  a választandó sejt  populációk

között,  hiszen immunmoduláns  hatással  rendelkeznek,  mely  révén meggátolják  az ellenük
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irányuló immunfolyamatok kialakulását, és allogén alkalmazást is lehetővé tehetnek .  Érhető,

hogy az MSC-k ezen tulajdonsága intenzív vizsgálatok célpontja, hiszen fontos szerepe lehet

beültetendő szervekkel, szövetekkel és anyagokkal szembeni immuntolerancia kialakításában,

azon kívül, hogy önmagukban is hasznos regeneratív sejtek . A sejtterápiás beavatkozások

mindennapi  elterjedéséig  azonban  hasznos  regeneratív  adjuvánsok lehetnek  a  vérfrakciók,

melyek nagy előnye, hogy a páciens saját véréből nyerhetőek, hatékonyságuk pedig a saját

növekedési faktorok feldúsulása miatt alakul ki.
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1.3. Átmenet a sejtes terápiák felé – a vérfrakciók szerepe

A vér jótékony hatásai nem napjainkban merültek fel először. Jól ismert Báthory Erzsébet és

Drakula  gróf  legendája  is.  Habár  utóbbi  rémtörténetek  minden  tudományos  háttér  nélkül

születtek,  mára  már  nyilvánvaló,  hogy  a  vérben  található  növekedési  faktorok,  fehérjék,

hírvivő  anyagok  terápiás  céllal  is  alkalmazhatók.  Ennek  elterjedése  szintén  egy  jól

finanszírozott  ágazatban,  a  szépségiparban  kiemelkedő.  A bőrfiatalításra  vágyók  számára

manapság  széles  körben  elérhető  az  úgynevezett  "saját  vér  terápia"  .  Az  eljárás  alapja  a

vérlemezkék  magas  növekedési  faktor  tartalma.  A  beteg  saját  véréből,  centrifugálással

nyerhetők a thrombocitában gazdag vérfrakciók, melyek visszajuttatása intra-, és szubkután

módon történik. A thrombocitában gazdag vérfrakciók különböző növekedési faktorokat és

citokineket  tartalmaznak,  mint  például  a  thrombocita-eredetű  növekedési  faktor,  a

transzformáló  növekedési  faktor,  a  β-fibroblaszt  növekedési  faktor,  az  inzulin-szerű

növekedési  faktor-1,  vagy  a  vaszkuláris  endotheliális  növekedési  faktorok,  melyek

nagymértékben hozzájárulnak a sejtek differenciációjához és proliferációjához . Az exogén

módon bejuttatott szintetikus növekedési faktorok esetében a koncentráció meghatározása is

kihívást jelent, hiszen ezek a molekulák komplex folyamatokat szabályoznak. A vérfrakciók

alkalmazásának  előnye  e  téren  is  valószínű,  hiszen  a  beteg  saját  növekedési  faktorait

fiziológiás arányban alkalmazza, kikerülvén a növekedési faktor koktélok nem megfelelően

definiált összetételét. 

1.3.1. Thrombocitában gazdag plazma (PRP)

A thrombocitában  gazdag  vérfrakciók  széleskörű  tudományos  érdeklődést  váltottak  ki  a

muszkuloszkeletális  rendszer  regenerációjával  kapcsolatban  is.  A  támasztó  és  mozgató

szervrendszer  magas  incidenciájú  sérüléseinél  a  szövetek  minél  tökéletesebb  funkcionális

gyógyulása a cél, azonban ez a konzervatív kezelésekkel nem mindig válik elérhetővé . A

perkután bejuttatott  vérfrakciók szemi-invazív technikája  a szövetek teljesebb és gyorsabb

funkcionális gyógyulásával, valamint a műtét elkerülhetőségével kecsegtet, nem csoda, hogy

számlálhatatlan  in  vitro,  állat-,  és  humán  kísérletben  vizsgálták  a  PRP  hatásosságát.

Sejtkultúrákkal  végzett  kísérletek  alapján  bebizonyosodott,  hogy  PRP  alkalmazása

sejttenyésztő médiumban javítja a csontvelői és zsíreredetű mezenhimális őssejtek, valamint

oszteoblasztok  proliferációs  képességét,  és  segíti  a  mezenhimális  őssejtek  oszteogén

differenciációját  .  In  vivo  tanulmányok  rávilágítanak  a  PRP  csontosodást  befolyásoló

szerepére oszteoporotikus és kritikus méretű defektus modellek esetében is. A thrombocitában
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gazdag  vérfrakciók  hasznos  adjuvánsai  számos  oszteokonduktív  mátrixnak,  hiszen  a

növekedési faktorok bevitele némileg pótolja a hiányzó oszteoinduktív tulajdonságokat . Még

intenzívebb csontregeneráció  érhető  el,  ha  utóbbi  rendszert  exogén őssejtek  bejuttatásával

kombinálják .

A  PRP  kedvező  hatását  ín  sérülésekben  is  kimutatták,  ahol  pozitív  biomechanikai  és

metabolikus választ, valamint csökkent gyulladásos reakciót és vaszkularizációt váltott ki .

Szövettanilag  a  PRP  injekciót  követően  a  kollagén  fibrillumok  kedvező  orientációja  is

megfigyelhető, mely a szövet funkcionális gyógyulására utal. In vitro tanulmányok szerint a

PRP kedvezően befolyásolja a tenociták proliferációját és kollagén termelését is .

A növekedési  faktorokban gazdag thrombocita  koncentrátumok ízületi  betegségek terén is

széles  körben  vizsgáltak.  Wang-Saegusa  808  beteget  involváló  vizsgálatában

oszteoarthritiszes térdeket kezelt háromszori intra-artikuláris PRP injekcióval . A kezeléseket

2 hét alatt hajtotta végre, a térdfunkciót jól definiált specifikus pontozási rendszerek (Western

Ontario  and  McMaster  Universities  Osteoarthritis  Index,  Lequesne  Index),  a  fájdalmat

vizuális  analóg skála  (VAS),  a  betegek általános állapotát  SP-36 (The Short Form Health

Survey)  kérdőívvel  értékelte.  Vizsgálatában  kedvező  funkcionális  eredményeket  és

életminőség javulást ért el, mialatt nem tapasztalt mellékhatást a PRP adásával kapcsolatban.

Kon  hasonló,  előzetes,  115  beteget  érintő  tanulmánya  szintén  fájdalom  csökkenésről,

stabilabb  térdfunkcióról  és  javuló  életminőségről  számol  be.  Kiemeli,  hogy  a  kezelés  a

betegség kezdeti szakaszán tűnik hatásosnak igazán (Kellgren 0-III) . Ezt erősít meg Chang

összefoglaló közleménye, ugyanakkor több szinten felhívja a figyelmet arra, hogy a terápia

nem  megfelelően  standardizált.  Eredményei  szerint  a  hatásosság  kimenetele  kérdéses,  ha

kettőnél  kevesebb  injekció  történik,  ha  csupán  egy  centrifugálási  lépést  alkalmaznak  az

izolálás során, vagy ha mellőzik a hozzáadott thrombocita aktivátorokat . Hasonlóan kritikus

hangvételű Dold nemrégiben megjelent  összefoglaló közleménye is, mely rámutat,  hogy a

klinikai vizsgálatok ezen a téren továbbra is szűkösek, nem megfelelően dokumentáltak, és

elfogultak . 

A  vérfrakciók  használata  ezzel  együtt  messze  nem  zsákutca.  Számos  kutatócsoport

foglalkozik  egyéb izolátumokkal  is,  bízván a letisztult  előállítási  protokollok és a  klinikai

indikációk összhangjában. 

1.3.2. Autológ kondicionált szérum (ACS)

Az  autológ  kondicionált  szérum  (ACS)  szintén  vér  eredetű  terápiás  lehetőséget  kínál

oszteoarthritiszben szenvedőknek. Elméleti alapját az képezi, hogy az IL-1 szerepet játszik az
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oszteoarthritisz patomechanizmusában és a porckorongok degenerációjában. Az ACS terápiás

hatását a monociták által egyébként is termelt IL-1 receptor antagonista (IL-1Ra) hatásainak

tulajdonítják.  A kondicionálás  során  a  monociták  IL-1Ra  termelése  fokozódik,  majd  egy

szeparációs  eljárással  ezt  feldúsítják  az  oldatban,  ami  ebben  a  formában  injektálható.  Az

eljárás  eredményeképpen  az  IL-1Ra  koncentrációja  140-szeresére  növekszik,  szignifikáns

gyulladáscsökkentő,  fájdalomcsillapító,  és  porcvédő  funkciót  eredményezve.  Az  ACS

eredményesnek bizonyul térd, csípő és temporomandibuláris oszteoarthrózis kezelésében . Az

ACS terápia sikerességét feltehetően az okozza, hogy az adott klinikai problémára konkrét

hatásmechanizmussal  képes  terápiás  opciót  kínálni.  Nem véletlen,  hogy  Kobe  Bryant,  az

utóbbi  évek  kiemelkedő  amerikai  kosárlabdázója  is,  térdpanaszainak  csökkentésére,  ezt  a

terápiás módszert választotta. 

A vérfrakciók  tehát  fontos  szerepet  játszanak  a  regenerációs  medicina  minden  területén,

ugyanakkor  több  tanulmányt  összefoglaló  analízisek  egyelőre  nem  tartják  elegendőnek  a

tudományos adatokat.  Még a legtöbbet  vizsgált  PRP-vel kapcsolatban is  jellemző,  hogy a

különböző  módon  előállított  frakciók  nem teszik  lehetővé  a  biztonságos  összehasonlítást,

ezért szükséges lenne az izolálási és aktivációs protokollok standardizációja . Ebből fakadhat

a vérfrakciókkal végzett kísérletek esetlegessége, ugyanakkor nem szabad elfelejteni, hogy a

számos hatóanyag között biztosan léteznek olyanok is, amelyek gátló, esetleg káros hatással

vannak  a  regenerációs  folyamatokra.  A potenciális  gátló  faktorok  ismerete  is  feltétlenül

szükséges,  ugyanakkor  a  kutatások  fókuszában  ez  idáig  a  hatásosság  alátámasztása  állt.

Kutatócsoportunk  is  a  vérfrakciók  kedvező  hatásai  miatt  indult  el  ezen  az  úton.

Feltételezésünk  szerint  előnyös  lehet,  ha  a  thrombocitában  gazdag  plazmánál  kevésbé

heterogén,  könnyebben  analizálható,  egyszerűbb  vérfrakciót  használnak.  Tekintettel,  arra,

hogy a vérkészítmények legnagyobb arányban előforduló fehérjéje az albumin, érdekesnek

tartottuk  vizsgálatát  biotechnológiai  szempontból.   Habár  az általunk  alkalmazott  albumin

tisztított oldat, mégis fontos, hogy előállításához vérellátók humán plazmát használnak, és így

minden  bizonnyal  számtalan  ismert  és  nem ismert  aktív  molekulát  tartalmaz  a  molekula

transzport  funkciójából  kifolyólag.  Kérdéses  az is,  hogy az albuminnak önmagában van-e

aktív  befolyása  a  regeneratív  folyamatokra.  Ennek  vizsgálatához  kívánnak  a  következő

fejezetek, valamint a dolgozat többi részében taglalt tudományos eredmények hozzájárulni. 
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1.4. Az albumin biotechnológiai felhasználási területei

1.4.1. Albumin a sejtkultúra gyakorlatban

A sejtkultúrák  használata  az 50-es évektől  kezdve bevett  modellje  különböző sejtfunkciós

vizsgálatoknak.  A  gyakorlati  alkalmazás  során  a  fiziológiás  kondíciók  megteremtése

rendkívül  fontos  szempont,  így  az  ozmolaritás,  pH,  légzési  gázok  ideális  koncentrációja

elengedhetetlen.  Szintén  fontos  a  sejtek  megfelelő  tápanyaghoz  juttatása,  melyet  a

sejttenyésztő  oldatok  alkalmazásával  lehet  biztosítani.  A  szintetikus  tenyésztő  oldatok

használata mellett régóta ismert tény, hogy biológiai oldatok hozzáadásával javítható a sejtek

túlélése  és  proliferációs  kapacitása  .  Ilyen  kiegészítő  oldatok  többnyire  állati  szérumból

nyerhetők,  általánosan elterjedt  a borjúsavó különböző formáinak használata  (Fetal  bovine

serum, FBS, Bovine serum albumin, BSA). Ezek az oldatok számos komplex biológiailag

aktív  molekulát,  növekedési  faktort,  hormont,  nyomelemet,  kis  molekulasúlyú  tápanyagot

juttatnak a sejttenyésztő oldatba, ezáltal javítva a sejtkultúra hatékonyságát . Habár a szérum

kivonatok  összetétele  évek  óta  tanulmányozott  terület,  az  ideális  összetétel  a  donorok

variabilitása  miatt  pontosan  nem  meghatározható.  Tény  azonban,  hogy  az  albumin  a

legnagyobb  koncentrációban  jelen  levő  fehérje  (~23  mg/ml),  számos  fontos  funkcióval,

melyek közül sejttenyésztési szempontból a proliferáció serkentése kiemelendő . Az albumin

számtalan  specifikus  és  aspecifikus  kötőhellyel  rendelkezik,  melyek  elősegítik  a  kultúra

kedvező  fenntarthatóságát.  Tápanyagok,  növekedési  faktorok  és  hormonok  megkötésével

stabilizálja  azokat  és pufferként  működik.  Hasznos funkciója  a  toxinok és szabad gyökök

megkötése  is,  miáltal  a  sejtek  túlélését  is  segíti  .  A regenerációs  medicina  térnyerésével

ugyanakkor egyre fontosabbá válik, hogy a lehető legkevesebb állati eredetű anyag kerüljön

kapcsolatba a humán kultúrákkal,  ezért  a laboratóriumi technikák inkább a humán eredetű

oldatok (human serum albumin, HSA), rekombináns formák (rekombináns humán albumin,

rHA),  valamint  a  szérummentes  tenyésztési  eljárások  irányába  mozdultak  el.  A tisztított

formában alkalmazott albumin jótékony hatásai ilyen formában is érvényesülnek, továbbra is

kérdéses  azonban,  hogy  csupán  az  ismert  funkciók  felelősek-e  az  albumin  egyértelmű

proliferatív hatásaiért, vagy a molekula aktívan is részt vállal a kedvező hatások kifejtésében. 

1.4.2. Az albumin baktérium megtapadást gátló hatásai

Az albumin baktérium ellenes  tulajdonságaira számos tudományos közlemény mutat rá. A

legtöbb  közlemény  arról  számol  be,  hogy az  albuminnal  bevont  biokompatibilis  anyagok
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felületére kevésbé tapadnak a baktériumok, illetve biofilm kialakulása is jelentősen csökken .

Némely közlemény szerint az albuminnal bevont felület növeli az egyébként negatív felületi

feszültséget, és az anyag hidrofilitását is, emiatt válik kedvezőtlenné a baktériumok számára .

Hermann vizsgálatai arra mutattak rá, hogy míg számos fehérje, mint a laminin, fibronektin

vagy fibrinogén fokozza a S. aureus és más koaguláz negatív törzs megtelepedését PMMA

(poli-metil-metakrilát) felületén, addig az albuminnal bevont felület szinte teljesen gátat szab

a folyamatnak . Hasonlóképpen, a humán albumin csökkentette a bakteriális kolonizációt PE

(poli-etilén) intravaszkuláris katéterek felületén is . Kinnari és munkatársai szintén albumint

használtak  timpanoplasztikai  csövek  bevonataként,  ezzel  csökkentve  a  járat  korai

befertőződését  és  elzáródását  .  A munkacsoport  vizsgálatai  szerint  az  albuminnal  bevont

felület  csökkentette  a  fibronektin  megtapadását,  ezáltal  csökkentette  a  reaktív  granulációs

szövet kialakulását, következésképpen a cső elzáródását is. A timpanoplasztikai csövek egyik

anyaga  a  titán  lehet.  A munkacsoport  vizsgálatai  kimutatták,  hogy  amennyiben  albumin

bevonat kerül a titán felületre, csökken a S. aureus és P. aeruginosa kitapadásának aránya is .

Több  ehhez  hasonló  közlemény  létezik,  melyben  keresztkötött  albumint  használtak  titán

felületeken,  a  célból,  hogy  csökkentsék  a  bakteriális  kontaminációt  .  Az  egyik  ilyen

munkacsoport állatkísérletben is próbára tette ezt a hatást . Bakteriális kolonizációnak kitett

titán  implantátumokat  ültettek  nyulak  combcsontjába,  és  tályog  kialakulását  vizsgálták.  A

kísérlet  eredménye  szerint,  amennyiben  a  titán  implantátumok  albumin  bevonattal

rendelkeztek, a tályog kialakulás csupán 27% volt, míg bevonat nélkül 62%-ban jelentkeztek

tünetek.  Az  albumin  bevonat  alkalmazása  ugyancsak  mérlegelendő  húgyúti  katéterek  és

kohleáris implantátumok esetében is. Naves, del Prado és Ruiz nemrégiben megjelent munkái

szerint az albumin bevonat jelentősen csökkenti a biofilm kialakulását poli-sztirén felületen E.

coli és S. pneumoniae esetében . A fenti vizsgálatok szerint az albumin bevonat számos anyag

felületén csökkenti a bakteriális jelenlétet.  Mivel ezek az anyagok ortopédiai,  szájsebészeti

implantátumok,  húgyúti  katéterek,  timpanoplasztikai  csövek,  valamint  kohleáris

implantátumok alapanyagai, a bakteriális fertőzések okozta szövődmények elkerülése végett

hasznos lehet ezeket albumin bevonattal használni. 

1.4.3. Az albumin segíti az eukarióta sejtek megtapadását

Az albumin előző fejezetben ismertetett anti-bakteriális hatásának hátterében a baktériumok

csökkent kitapadási képessége állt. Ezzel szemben számos tudományos közlemény bizonyítja,

hogy az albumin a sejtek megtapadását fokozhatja is. Fontos különbség azonban, hogy utóbbi

jelenséget eukarióta sejtek viselkedésénél írták le. Ebben az esetben is számtalan, különféle
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biokompatibilis anyag vizsgálatára került sor, melyek által főleg a csontosodás javítását tűzték

ki célul. Bernards, kísérleteiben, a csontmátrix fő elemét, a hidroxi-apatitot (HAP) vizsgálta in

vitro  körülmények  között  .  A  hidroxi-apatitot  a  klinikai  orvoslás  jelenleg  is  fontos

csontpótlóként  tartja  számon,  azonban  számtalan  kérdés  merül  fel  az  átépülésével

kapcsolatban. Bernards csont eredetű fehérjéket, szialoproteint és oszteopontint kötött a HAP

felületére,  azt  remélve,  hogy  a  fehérjék  javítják  az  oszteoblasztok  kitapadását.  Annak

érdekében,  hogy  csupán  a  sejtkitapadást  vizsgálhassa,  a  kezelt  anyagokat  borjú  szérum

albuminnal  (BSA)  kezelte,  így  gátolva  a  nem  specifikus  sejtkitapadást.  Kontrollként

természetesen BSA-t is kötött a HAP felületre, melynél szintén alkalmazta a nem specifikus

kötődés gátlását. A vizsgálata meglepő eredményt hozott, miszerint a HAP-hoz kötött borjú

szérum javította leginkább az oszteoblasztok kitapadását és szaporodását . Ezt követően a nem

specifikus blokkolás nélkül is elvégezte a kísérletet, melynek eredménye még inkább igazolta

a borjú szérum sejtkitapadást és proliferációt segítő tulajdonságait. Kísérleteiben kimutatta azt

is,  hogy  az  albumin  ezen  hatása  koncentráció  függő,  hiszen  250  µg/ml  koncentrációjú

albumin  oldatra  volt  szükség,  hogy  jelentős  kitapadást  észlelhessen  .  Ez  tisztázza  azt  az

ellentétet,  melyet a Webster korábbi publikációja jelentett,  ugyanis utóbbi szerző szerint az

albumin  nem javítja  az  oszteoblaszt  kitapadást  .  Ebben  a  vizsgálatban  azonban  5  µg/ml

albumin  oldatot  használtak,  ami  messze  elmarad  Bernards  által  szignifikánsnak  ítélt

koncentrációtól. Bernards feltételezései szerint két magyarázat lehet a jelenség hátterében . Az

egyik,  hogy az albumin oldat  előállításánál  fogva nem tisztán a  fehérjét  tartalmazza,  és a

járulékos "szennyeződések" felelősek a jobb sejtfunkcióért. Ezt az elméletet azonban elveti,

mivel több kereskedelmi forgalomban elérhető albumint is kipróbált, hasonló eredménnyel. A

másik  elmélete  szerint  az  albumin  felelős  a  sejtek  megnövekedett  kitapadásáért  és

proliferációjáért. Utóbbit tartja valószínűnek, ugyanakkor meglepőnek is, hiszen az albumin

molekulának  nincs  ismert  sejt  kitapadást  segítő  RGD  szekvenciája.  Vizsgálata

konklúziójaként felveti,  hogy az albumint  a fent említett  hatásai miatt  a csontpótló szerek

adalékaként  lenne  érdemes  használni.  Bernards  vizsgálataihoz  hasonló  eredményt  talált

munkacsoportunk  is  liofilizált  allograft  vizsgálata  során.  Weszl  mezenhimális  őssejtek

kitapadását vizsgálta különböző csontpótló anyagok felületén 3 és 18 napos intervallumban .

In vitro kísérleteiben fibronektint, I. típusú kollagént és humán szérum albumint használt, és

vizsgálta  a  mezenhimális  őssejtek  kitapadását.  Az  albumin  kedvező  hatásai  már  3  nap

elteltével  is  megmutatkoztak  a  sejtszámban,  de  csak  abban  az  esetben,  ha  a  fehérje

fagyasztva-szárítással került az allograft  felületére. Fontos, hogy a liofilizálással jelentősen

nagyobb mennyiségű fehérje kerül az allograftokra, ami alátámasztja Bernards koncentráció

függő  teóriáját  is.  Weszl  18  napos  vizsgálatai  még  jelentősebb  különbséget  hoztak  az
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albuminnal bevont allograftok javára . Ez utóbbi rávilágít arra, hogy a fehérje nem csupán a

kitapadást, hanem a proliferációt is segíti, mely komoly előnyt jelenthet a főként kitapadást

segítő fehérjékkel szemben. Weszl in vivo kísérleteket is végzett. Patkány femuron létrehozott

jelentős  méretű  csonthiányok  pótlására  használta  a  serum  albuminnal  bevont  allograftot.

Ebben  a  kísérletben  azt  találta,  hogy  az  albuminnal  bevont  csontgraft  képes  beépülni  és

összeköttetéseket kialakítani a törvégek között . Ugyanebben a modellben az albumin nélküli

graftok leginkább szekvesztrálódtak, vagy felszívódtak. A kísérlet fontosságát jelzi, hogy az

allograft  típusú  csontpótlók  a  szigorú  tisztítási  és  demineralizációs  eljárás  során  számos

oszteogén és  oszteoinduktív  anyagot  elvesztenek,  emiatt  lassulhat  az  átépülésük,  valamint

alkalmatlanná válhatnak nagyméretű csonthiányok kezelésére. Az albumin bevonat a hiányzó

faktorok pótlására tesz kísérletet, hiszen in vivo körülmények között javuló csontgyógyulást

eredményezett. 

Az  albumin  sejtkitapadást  segítő  hatásait  vizsgálta  Liu  is  .  Kísérleteiben  borjú  szérum

albuminnal kezelt titán nanocsöveket használt és humán gingivális fibroblasztok kitapadását,

terjeszkedését  és szaporodását  vizsgálta.  Vizsgálatai  szerint  az albumin bevonat  jelentősen

emeli a felületi egyenetlenségeket, ami kedvezőbb környezetet biztosít a sejtek kitapadásához

az inert titán felülethez képest . Megvizsgálta azt is, hogy az albumin bevonat megemeli az

egyébként negatív felületi feszültséget és növeli a hidrofilitást, ami javítja a makromolekulák

megtapadását,  így  kedvező  környezetet  biztosít  a  fibroblasztok  megtapadásához.  Érdekes

módon, ugyanez a mechanizmus felelős azért, hogy az albuminnal bevont anyagok csökkentik

a baktériumok kitapadását. Liu szerint a szájüregi implantátumoknál roppant fontos, hogy a

szervezet sejtjei képesek-e rövid időn belül kitapadni a beültetett anyaghoz, mivel ellenkező

esetben a bakteriális kolonizáció következtében lazává válhat a beültetett anyag.  Liu arra a

következtetésre jutott, hogy mivel az albumin javítja a gingivális fibroblasztok kitapadását, és

csökkenti  a  baktériumok  kolonizációját  jelentősen  segítheti  a  titán  implantátumok

szövődménymentes használatát a szájüregi csontsebészeti beavatkozások során . 

1.4.4. Az albumin, mint alapanyag vázanyagok előállításában

Az  albumin  molekula  használata  biokompatibilitásának  köszönhetően,  vázanyagok

(szkaffoldok)  alapanyagaként  is  felmerül.  Ennek  egyik  módszere  az  albumin  molekula

fibrilláris  formában  történő  felépítése  elektroszpinning  technikával.  Tekinttel  arra,  hogy  a

molekula természetes formájában globuláris fehérje, a módszer kivitelezéséhez szükségesek

olyan anyagok melyek a rostos  forma kialakulását  segítik,  mint  például  a  poli-etilén-oxid

vagy  a  merkapto-ethanol  .  Az  elektroszpinning  segítségével  az  adott  igénynek  megfelelő
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formában hozhatók létre a vázanyagok, így háló vagy akár vaszkuláris formára emlékeztető

tubuláris  jelleg  is  kialakítható  .  Habár  az  albumin  molekula  természetes  formájának

biokompatibilitása  megkérdőjelezhetetlen,  mégis  az  így  létrehozott  anyagoknál  fontos

aspektus, hogy változik-e ez a tulajdonság. Ennek része a lebonthatóság kérdése, ezért ezeket

részletesen vizsgálták az ezzel foglalkozó csoportok. Nseir arra a következtetésre jutott, hogy

albumin-szkaffold csupán enyhe gyulladásos reakciót okoz, könnyen lebomlik, és különböző

sejtek  megtapadását  teszi  lehetővé  .  Ez  egybehangzik  Noszcyk eredményeivel,  aki  enyhe

gyulladásos reakciót véleményezett in vivo alkalmazást követően, illetve az általuk előállított

hálós struktúra 6 nap alatt könnyen felszívódik .  In vitro vizsgálatai pedig az albumin anti-

adhezív tulajdonságaira hívják fel a figyelmet.  Ez utóbbi eredmény valamelyest ellentmond

az előző fejezetben, illetve Nseir által taglaltaknak, miszerint az albuminos felület kedvező

környezetet biztosít eukarióta sejtek megtapadásához, ugyanakkor felhívja a figyelmet arra az

ismert  tényre,  hogy  a  vázanyagok  struktúrája  jelentősen  befolyásolja  a  sejtkitapadás

folyamatát. Noszcyk fel is veti utóbbi eredmény klinikai hasznosságát például epidermolysis

bullosa  betegségben,  ahol  már  enyhe sérülések következtében  is  komoly  összenövések és

kontraktúrák alakulnak ki .  Az összenövések hasi műtétek, például sérvhálók beültetésénél is

okozhatnak  problémát,  így  egy  antiadhezív  struktúra  használata  ilyen  problémák

kiküszöbölésére is alkalmas lehet .

Az albumin molekula keresztkötött  formában is alkalmazható vázszerkezetek kialakítására.

Polimerizációs segédanyagként Li transzglutaminázt, Gallego pedig glutáraldehidet használt .

Li in vitro vizsgálatai szerint az így létrehozott struktúra a kollagén alapú vázszerkezetekhez

hasonlítható mechanikai és fizikai tulajdonságaiban, valamint 28 napon keresztül nem bomlik

le .  Oszteogén sejttenyésztő tápoldatot  használva pedig a sejtek proliferációs hajlandósága

sem marad  el  a  kollagén  alapú  vázszerkezeteknél  látottaktól.  Gallego  vizsgálataiban  nem

tapasztalt  gyulladásos reakciót  az albuminos vázanyaggal  szemben,  ami megerősíti  az így

kialakított struktúra biokompatibilitását . 

Az albumin az előbb említett  módosításokon kívül csontpótló kerámiák alkotórészeként  is

szóba jön. Az elsődleges szempont ezekben az esetekben a kerámia strukturális módosítása,

vagyis  a  fehérje  inkorporáció  segítségével  irányíthatóbbá  válik  a  vázanyag  számos

tulajdonsága,  mint  például  a  mikrostruktúra,  porozitás,  felszívódás,  vagy  mechanikai

szilárdság.  Az  így  kialakított  vázszerkezetek  aktív  molekulák,  hatóanyagok  kontrollált

bejuttatására is alkalmassá válnak. Mueller kísérleteiben hidroxi-apatitot  kevert albuminnal

vagy  lizozimmel,  és  az  így  kapott  anyagot  az  emberi  szivacsos  csont  tulajdonságaihoz

hasonlította, mellyel a kerámia összemérhető eredményeket produkált . Az albuminos kerámia

8 hét elteltével 65 %-os felszívódást mutatott, mely különösen fontos a csont teljes átépülése

40

DOI:10.14753/SE.2017.2061



szempontjából, hiszen ez idő alatt a szöveti remodelláció is intenzíven zajlik. Hess hasonló

céllal  alkalmazott  BSA-t  és  fibrinogént  hidroxi-apatit  csontpótló  kialakításához,  valamint

vizsgálta az oszteomielitisz terápiájában használatos vancomycin és gentamycin kioldódási

dinamikáját . Kísérleteiben 18 napon keresztül mutatott ki kedvező kioldódási paramétereket,

alátámasztva a más szerzők által is optimálisnak tartott lokális antibiotikum terápia technikai

megvalósításának lehetőségét. A lokális antibiotikum terápia kézenfekvő alkalmazása mellett

egyéb hatóanyagok bevitele is megoldható, tekintettel a nem specifikus kötődési és kioldódási

folyamatokra.  Az említett  szerzők tehát  elsődlegesen  a  struktúra  kialakítására,  valamint  a

kedvező kioldódási paraméterek miatt gyógyszer bevitelre használtak albumint. Ezzel együtt

ismét felmerül, hogy a lokálisan bejuttatott albumin önmagában is hasznos segítője lehet a

regenerációs folyamatoknak.

1.4.5. Az albumin, mint aktív molekula csontregenerációs folyamatokban

Az előző fejezetekben tárgyaltak szerint az albumin biotechnológiai  felhasználásban szóba

jöhet mint bakteriosztatikus molekula, sejtadhezív bevonó, vagy kedvező biokompatibilitása

miatt,  mint  szkaffold  alapanyag.  Csont  regenerációt  vizsgálva  azonban  találhatók  olyan

publikációk is, amelyek felvetik az albumin aktív részvételét a gyógyulásban. Fontosak ebben

azok  az  in  vitro  vizsgálatok,  amelyek  progentior  sejtek  megtapadását  vizsgálják.

Feltételezhetően az albumin in vivo környezetben is hasonlóan viselkedik, miáltal a lokális

progenitor  sejtek  számát  jelentősen  fokozhatja,  ezáltal  gyorsítva  a  szöveti  regenerációt.

Gallego  tovább  gondolja  ezt,  és  úgy  vélekedik,  hogy  ha  már  jelen  vannak  a  sejtek,  az

albuminos  felület  kedvező  környezetet  biztosít  és  támogatja  az  oszteoblaszt  funkciót  is  .

Fontos  eredmény  az  is,  hogy alveoláris  oszteoblasztok  segítségével  ektópiás  csontosodást

figyelt  meg  in  vivo  alkalmazást  követően  .  Tekintettel  arra,  hogy  Gallego  a  sejtmentes

albumin-szkaffoldot önállóan nem vizsgálta, joggal feltételezheti az olvasó, hogy az ektópiás

csontképződés  a  differenciáltabb  alveoláris  oszteoblasztok  jelenléte  miatt  alakult  ki.

Következtetésként  azonban  talán  levonható,  hogy  az  albuminos  szkaffold  nem  gátolta  a

mineralizációs  folyamatokat.  Ezt  közvetlenül  is  alátámasztja  Gallego  másik  publikációja,

mely szerint az exogén sejtekkel támogatott  szkaffold kritikus méretű csonthiányban teljes

regenerációt segített elő 8 hét alatt . Mueller az albumint a hidroxi-apatit kerámia strukturális

változtatására  használta,  azonban  az  albuminnal  dúsított  anyag  fokozott  csontosodást

produkált  a  lizozimmel  kezelt  szkaffoldhoz  képest  .  Habár  ez  csupán  melléklelet,  mégis

felveti annak lehetőségét, hogy az albumin aktív részese a csontregenerációs folyamatoknak.

Ezek az eredmények szorosan kapcsolódnak Klára munkájához is, aki humán vizsgálataiban
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SPECT felvételek segítségével intenzív oszteoblaszt funkciót mutatott ki 12 hónappal revíziós

arthroplasztikát követően, amelyre feltételezhetően kedvezően hatott  az albumin progenitor

rekrutáló hatása is .  A vizsgálatban szereplő egyik beteg később traumát szenvedett, mely

során  eltört  az  operált  lábszára,  valamint  a  protézis  szára  is.  Ez  a  tény  közvetve  utal  a

regeneráció sikerére, hiszen a locus minoris resistenciae nem az albuminos allografttal pótolt

szakaszon jelentkezett,  hanem a  térdízülettől  distalisan,  ép csontterületen.  Mivel  a  trauma

miatt operáció vált szükségessé, lehetőség nyílt a korábban pótolt allograft területéről mintát

venni,  mely  újjáépülő  csontállományról  tanúskodott  .  Ez  a  klinikai  vizsgálat  bizonyította,

hogy  az  albuminnal  bevont  nagy,  strukturált  allograftok  nemcsak  biztonságosan

használhatóak,  hanem  feltételezhetően  előnyös  csontreparatív  funkciók  támogatásával

intenzív csontképződést tesznek lehetővé. Annak ellenére, hogy több tudományos közlemény

felveti, hogy az albumin aktív részese a csontregenerációnak, a hatásmechanizmus nem ismert

pontosan.  Yamaguchi  és  munkatársai  egy  érdekes  kísérletsorozatban  keresik  a  választ  a

csontregeneráció és az albumin kapcsolatára. Elsőnek kimutatták, hogy csonttörést követően

megemelkedik  a  lokális  albumin  koncentráció  .  Majd  megvizsgálták  az  albumin  hatásait

sejttenyésztő oldat adalékként csont explantátumokon és arra a megállapításra jutottak, hogy

az albumin fokozza a csont explantátumok DNS és kalcium tartalmát . Monolayer kultúrák

vizsgálatával kimutatták azt is, hogy mind a mezenhimális őssejtek, mind az oszteoblasztok

képesek albumint szintetizálni, míg korábban ezt csak a hepatociták jellemzőjének tartották .

Ismert,  hogy az oszteoblasztok  PTH és  IGF-1 receptorokkal  rendelkeznek,  melyek fontos

faktorai az oszteoblaszt funkciónak. Yamaguchi kísérletei szerint, az oszteoblasztok albumin

termelése fokozható PTH és IGF-1 hozzáadásával, ami ismét az albumin és az oszteoblaszt

funkció kapcsolatára enged következtetni . További kísérleteik bizonyították, hogy albumin

hatására  fokozódik  az  oszteoblasztok  proliferációja,  ami  magyarázat  lehet  a

csontexplantátumok növekvő DNS tartalmára  is  .  Érdekes,  hogy az albumin  sejttenyésztő

oldathoz adása csökkentette az oszteoblasztok ALP aktivitását, mely feltételezhetően a Runx2

út gátlása következtében valósul meg . A Runx2 útvonal gátlása csökkenti az oszteoblasztok

differenciációját,  miáltal  indirekt  módon  a  proliferáció  kerül  előtérbe.  A  munkacsoport

megállapította azt is,  hogy az albumin hatásai megszüntethetők MAP-kináz inhibitorokkal,

vagy ha gátoljuk a sejtek transzkripciós és transzlációs tevékenységét . Munkájukban arra a

konklúzióra  jutottak,  hogy  az  albumin  extracelluláris  hírvivő  molekulaként  viselkedik,

azonban konkrét  receptort,  vagy hatásmechanizmust  ez idáig  nem sikerült  felelőssé tenni.

Specifikus albumin receptor létezését már 1981-ben felvetette Weisiger, de ezt egy időre el is

vetették . Fanali szerint az albumin receptor létének valószínűségét erősíti, hogy az albumin

jellegű AFP molekula rendelkezik saját receptorral , valamint, hogy az albumin a receptor-
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mediált  endocitózist  beindítva  juttatja  ligandjait  az  intracelluláris  térbe  .  Összességében

érdekes, hogy a csontregenerációban megemelkedik a lokális albumin koncentráció, ami az

oszteoblasztok  szaporodását  elősegítve  pozitív  feedback  jelleggel  további  albumin

termeléshez  vezet.  Ezek  alapján  egyre  erősebben  feltételezhető,  hogy terápiásan  albumint

juttatva  a  regenerálódó  csontszövethez,  fokozhatjuk  az  endogén  sejtek  aktivációját,

proliferációját. Az albumin hatás lecsengése után pedig a differenciációs folyamatok veszik át

a  vezető  szerepet,  azonban   a  rekrutáló  hatás  miatt   jelentősen  magasabb  sejtszám  áll˗ ˗

rendelkezésre ehhez, ezáltal gyorsabb szöveti regeneráció érhető el. 
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2. Célkitűzések

Az  előző  fejezetek  rávilágítottak,  hogy  az  albumin  molekula  számos  ismert,  kedvező

tulajdonsága mellett a biotechnológiában és regeneratív medicinában is szerephez juthat. A

molekula  őssejtek  proliferációját  és  kitapadását  elősegítő  tulajdonsága  rendkívül  hasznos,

amit  in  vitro  szövetépítési  stratégiák,  vagy  sejttranszplantációs  technikák  kialakítására

használhatunk  fel.  Ezenkívül  az  albuminnak  csontregenerációt  elősegítő,  aktív  szerepe  is

felmerül, azonban ennek terápiás alkalmazhatóságát ezidáig csak kutatócsoportunk vizsgálta.

Munkám során a következő kérdésekre kerestem a választ:

1. Képes-e a szérum albumin fokozni a mezenhimális őssejtek kitapadását olyan különböző,

eddig még nem vizsgált anyagok felületén, mint a demineralizált csontmátrix, illetve a poli-

glikolsav alapú felszívódó varróanyagok? 

2. Alkalmas-e az őssejtekkel bevont albuminos varróanyag arra, hogy átmeneti hordozóként

sejteket juttasson a sérült szövetekbe?

3.  Javítja-e  a  szérum  albumin  bevonatú  demineralizált  csontmátrix  kritikus  méretű

csontdefektusok gyógyulását, az újcsontképződés és a mechanikai funkció terén?
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3. Módszerek

3.1. A kísérletek során alkalmazott állatok

A kísérletek során 250-300 gramm tömegű hím Wistar patkányokat használtunk Az állatok a

Semmelweis  Egyetem Elméleti  Orvostudományi  Tömb állatházában  tartózkodtak,  ahol  12

órás nap/éj váltakozást biztosító rendszer, ad libitum tápanyag és víz állt a rendelkezésükre. A

kísérletekhez  szükséges  engedélyek  beszerzése  is  megtörtént  (Dátum:2009.10.07.,

Regisztrációs szám: 22.1/2960/003/2009.).

3.2. Csontvelő eredetű mezenhimális sejtek gyűjtése, sejttenyészetek kezelése

A patkányok feláldozása uretánnal (5mg/ml, 1ml/ állat, i.p.) vagy nagy koncentrációjú szén-

dioxid gáz belégeztetésével történt. Ezt követően eltávolítottuk mindkét femurt és tibiát, és a

csontok  fiziológiás  sóoldatba  kerültek  a  szállítás  idejére.  Rövid  fertőtlenítést  követően

(ethanol 70%) a csontok steril elszívó fülkébe kerültek. A lágyszövetek eltávolítását követően,

a csontok mindkét végét megnyitottuk. A csontvelő lassú mosás segítségével jutott egy 15 ml

térfogatú centrifuga-csőbe. Centrifugálást követően (8 perc, 274 g) a csontvelő sejttenyésztő

oldattal (DMEM, 1g/lL glutamin, 1 g/L glükóz, 10 % FBS, 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL

streptomycin)  Petri  csészékbe  és  inkubátorba  került,  ahol  37°C  és  5%  szén-dioxid

koncentráció  biztosította  a  kultúra  fejlődését.  Két  nap elteltével  pufferoldatos  (Dulbecco’s

phosphate-buffered saline)  mosási lépés,  és a tápoldat  cseréje történ.  A Petri  csésze aljára

tapadt  mezenhimális  sejtkultúra  fenntartását  kétnaponta  adott  friss  tenyésztőoldattal

biztosítottuk.

Humán  csontvelő  eredetű  sejtek  tenyésztéséhez  a  csontvelőt  a  Semmelweis  Egyetem

Ortopédiai Klinikáról kaptuk. A csontvelőhöz olyan műtéteknél juthattunk, ahol a technika

egyébként  is  megkövetelte  a velőűr megnyitását.  Az érintett  betegeket  a beavatkozás  előtt

tájékoztattuk és beleegyezés esetén végeztük el a mintavételt. A csontvelőt őssejtmédiummal

hígítottuk, majd Petri csészékbe osztottuk szét és tovább tenyésztettük az előbb részletezett

módon.

45

DOI:10.14753/SE.2017.2061



3.3. Statisztikai módszerek

A kísérletek során mért és számolt értékek átlag ± standard hibaként (means ± SEM) kerültek

megjelenítésre. A statisztikai vizsgálatokhoz Graphpad Prism programot használtunk, amivel

t-test-et, egyutas és kétutas ANOVA vizsgálatokat, valamint Bonferroni és Dunett post hoc

teszteket  hajtottunk  végre.  A szignifikancia  szinteket  p  <  0.05,  p  <  0.01,  és  p  <  0.001

értékeken határoztuk meg. 

3.4. Mezenhimális őssejtek kitapadása sebészeti varróanyagok felületére

3.4.1. In vitro kitapadás vizsgálata

In  vitro  vizsgálatainkhoz  5-0  méretű  felszívódó  sodrott  fonalakat  használtunk  (Vycril,

Ethicon).  A fonalakat  szérum  albuminnal  (Biotest  Hungary  Kft.),  fibronektinnel  (Sigma

#F0895)  és  poli-L-lizinnel  (Sigma  #P4832)  vontuk  be  fagyasztva-szárítás  technikával,  a

következőképpen:  a  fonalakat  gyári  oldatokba  helyeztük,  majd  fél  órán  keresztül

szobahőmérsékleten  tartottuk,  ezt  követően  6  órán  keresztül  -80°C-on  fagyasztottuk.  A

mintákat ezután egy éjszakán keresztül fagyasztva szárítottuk. A bevont fonalakból és bevonat

nélküli  mintákból  2  cm-es  darabokat  készítettünk,  amit  24  lyukú  kitapadásmentes

tenyésztőedényekbe  (Costar,  ultra-low attachment  plate)  helyeztünk.  A patkány  és  humán

mezenhimális őssejtkultúrákhoz 1μg/ml Hoechst 33342 (excitáció 350 nm, emisszió 461 nm)

sejtmagfestéket adtunk, és 30 percig inkubáltuk. Ezt követően minden fonálra 100000 darab

sejtet  tettünk,  a  sejtszuszpenzió  térfogata  1ml  volt.  Ezt  követően  a  mintákat  inkubátorba

helyeztük, ahol 37°C és 5% szén-dioxid koncentráció volt. 24 és 48 óra elteltével fluoreszcens

mikroszkóppal vizsgáltuk a fonalakat (Zeiss LSM 510 META, Carl Zeiss, Jena, Germany). 48

óra elteltével lecseréltük a tápoldatot, majd tovább inkubáltuk a mintákat, összesen 168 órán

keresztül.  Mindegyik  vizsgálati  időpontban  az  összes  mintáról  7  random  kiválasztott

felvételsorozat  készült.  A  képanalízishez  egy  korábban  leírt  módszert  követtünk  :  a

felvételsorozatokból készített háromdimenziós képben a sejtmagok térfogat frakcióját mértük,

majd ebből következtettünk a kitapadt sejtek számára (Image J, National Institutes of Health,

USA).

3.4.2. Sejttranszplantációra előkészített fonalak változásai
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A fonalak a sejtes bevonat létrehozása közben különböző hatásoknak lettek kitéve. Sebészeti

szempontból  fontos,  hogy  a  fonalak  gyári  minősége  ne  szenvedjen  csorbát,  ezért

megvizsgáltuk, hogy változik-e a fonalak felszívódása in vivo körülmények között, valamint

megváltozik-e a szakítószilárdságuk az előkészítést követően.

3.4.2.1. Felszívódás változása  in vivo˗

A felszívódás  vizsgálathoz  hím  Wistar  patkányokat  használtunk.  Ketamin-xylazin  altatás

mellett  kipreparáltuk  a  m.  gluteust  és m. triceps  suraet,  majd  kezeletlen,  48 és  168 óráig

sejttenyészeti körülmények között inkubált fonalakat varrtunk az izmokba. Az állatokat 3, 5 és

7 hét elteltével feláldoztuk, a makroszkópos inspekciót követően az izmokat eltávolítottuk, és

paraffinba ágyazott blokkokat készítettünk. A blokkokból készített metszeteket hematoxilin-

eozinnal festettük. Ezt követően mértük a fonalak keresztmetszeti átmérőjét és számoltuk a

visszamaradó  fonalrostok  számát.  A vizsgálatban  csak  a  tisztán  keresztmetszeti  képeket

analizáltuk. 

 3.4.2.2. Biomechanikai vizsgálat 

Az in vitro kezeléseken átesett  fonalak szakítószilárdságát is megmértük egy Instron 5566

mechanikai  vizsgáló  berendezéssel  (Instron,  Norwood,  MA,  USA).  A  fonalak  végeit

hengerekre  tekertük  fel,  hogy  megakadályozzuk  az  esetleges  megcsúszásukat.  A mérést

10mm/perc sebességgel végeztük szobahőmérsékleten, 50 % körüli páratartalom mellett. 

3.5. Lágyszöveti őssejttranszplantáció in vivo nyomonkövetése

A sejtes  fonál  célja,  hogy  őssejteket  juttasson  a  varróanyaggal  egyesített  lágyszövetbe.

Felmerül,  hogy  kibírják-e  a  sejtek  a  varratkészítésből  fakadó  mechanikai  igénybevételt,

valamint, hogy képesek-e a fonál felületét elhagyva a sérült szövet rétegeibe vándorolni. A

kísérlethez  17  cm  hosszúságú  fonalakat  készítettünk  elő,  melyekre  1700000  patkány

mezenhimális  sejtet  tettünk,  és 1 héten át  tenyésztettünk.  A sejtek jelölésére két  metódust

alkalmaztunk.  A hosszú távú jelölés céljából már az őssejtkultúra tenyésztése során bróm-

deoxi-uridint (BrDU) adtunk a tápoldathoz, ami a sejtek DNS-ébe épült,  és jelölte az utód

sejteket  is.  Rövid  távú  jelölés  céljára  (48  és  168  óra)  pedig  egy  lipofil  karbocianid

membránfestéket  adtunk az oldathoz a fonálon történt  inkubációt  követően (Vybrant  DID,

excitáció 644 nm, emisszió 665 nm). Ketamin-xylazin anaesztéziában részesített állatok m.
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triceps  surae  izomzatán  egy 10 mm-es metszést  ejtettünk,  amit  az  előkészített  fonalakkal

egyesítettünk. Tekintettel a varróanyagok felszívódó jellegére, a sértés helyét fel nem szívódó

varrattal jelöltük. Az izomzatból 48 és 168 óra után, valamint 5 hét elteltével vettünk mintát.

A 48 és  168 óra elteltével  vett  mintákat  kezelés  nélkül  lézer  konfokális  mikroszkópiának

vetettük  alá  (Zeiss  LSM  510  META,  Carl  Zeiss,  Jena,  Germany).  Az  5  hét  elteltével

eltávolított mintákból paraffinba ágyazott blokkokat készítettünk. Ezt követően  kihasználva˗

a  BrDU  antigenitását   a  blokkokat  immunhisztokémiai  festéssel,  fluoreszcens  festékkel˗

jelöltük és mikroszkóp alatt vizsgáltuk. 

3.6. Mezenhimális őssejtek kitapadása demineralizált csontgraftok felületén

3.6.1. A demineralizált csontmátrix előállítása

A demineralizált  csontmátrixokkal  szemben  állított  irodalmi  kritérium,  hogy  a  kalcium

tartalma  nem  haladhatja  meg  a  2%-ot  .  Ezt  szem  előtt  tartva  végeztük  a  demineralizált

csontmátrix előállítását  kisebb módosításokkal  Urist eredeti módszerét alkalmazva. A 3.2˗ ˗

alfejezetben  részletezett  módszerrel  patkányokat  áldoztunk  fel.  A  koponya  parietális

boltozatát mindkét oldalon feltártuk, és egy körfúróval 4 mm-es csontdarabokat távolítottunk

el,  összesen  4-et  minden  állatból.  Ezt  követően  a  következő  lépéseket  végeztük:  1.  A

csontdarabkák  zsírmentesítés  céljából  methanolba  kerültek  24  órára.  2.  Öt  perces

foszfátpufferes mosás. 3. Antigén mentesítés céljából a csontdarabkák 10 mmol/L nátrium-

azid és 10 mmol/L jód-acetát tartalmú 0.1M koncentráció foszfát-pufferbe kerültek 48 órára,

37oC-on. 4. Dekalcinálás 0.6N HCL oldattal, szobahőmérsékleten, 24 órán keresztül.  5. Öt

perces foszfátpufferes mosás. 6. Fehérítés 3%-os hidrogén-peroxiddal szobahőmérsékleten 36

órán át. 7. Öt perces mosás desztillált vízben. 8a. Fagyasztva szárítás I.: a csontgraftok -80oC-

on 2 órán keresztül fagyasztásra kerültek, a fagyasztva szárítást -50oC-on, 12 órán keresztül

végeztük. 8b.  Fagyasztva szárítás II.:  a fagyasztva-szárított  csontgraftokat 20%-os humán

szérum  albuminba  áztattuk,  majd  -80oC-on  2  órán  keresztül  fagyasztásra  kerültek,  a

fagyasztva szárítást -50oC-on, 12 órán keresztül végeztük. 

3.6.2. In vitro kitapadás vizsgálata

Szérum albumin bevonatú és bevonat nélküli demineralizált csontgraftok 96 lyukú speciális

sejttenyésztő edényekbe kerültek (Costar, Corning Inc.). A sejttenyésztő edények kialakítása

biztosítja,  hogy a belehelyezett  sejtszuszpenzióból ne tudjanak letapadni a sejtek az edény
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aljára. Ez teszi lehetővé, hogy a demineralizált csontgraftokat az edénybe helyezve csupán a

sejt-csontmátrix  kitapadási  tendenciát  vizsgáljuk.  Az  edénybe  helyezett  graftokra  200  µl

50000 őssejtet  tartalmazó tápoldat  került.  A kitapadt  sejtszámot  6,  12 és 24 óra elteltével

metil-tiazol-tetrazólium  (MTT)  teszttel  vizsgáltuk.  Az  élő  sejtek  a  sárga  MTT molekulát

felveszik,  és  mitokondriális  enzimek  segítségével  sötétkék,  vízben  nem oldódó  formazán

kristályokká  alakítják,  melynek  oldása  lehetővé  teszi  az  átalakítás  mértékének

spektrofotometriás vizsgálatát. Az MTT tesztet következőképpen végeztük: az inkubációs idő

lejártával  200 µl  5mg/ml  MTT (1:9)  tartalmú friss  tápoldatot  adtunk,  majd  az inkubációt

tovább folytattuk 1 órán keresztül.  Ezt követően a tápoldatot 200 µl propanolra cseréltük és 1

órán  keresztül  gyengéden  mozgásban  tartottuk.  Az  oldat  abszorbanciáját  570  nm-en

vizsgáltuk, melyet a 690 nm-en mért értékkel korrigáltunk. Az oldat abszorbanicája a kitapadt

sejtszámnak  feleltethető  meg.  Megvizsgáltuk  a  sejtek  morfológiai  megjelenését  is.  MTT

kezelésen át nem esett graftokra friss tápoldatot tettünk, melybe kalcein fluoreszcens festéket

kevertünk (1:1000). A mintákat lézer konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk (LSM 510), ahol a

kalcein egyértelműen jelölte az élő sejteket. 
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3.7. A csontregeneráció vizsgálata

3.7.1. Csonthiány kialakítása in vivo  sebészeti technika˗

A sebészeti  beavatkozást  a  Spicer  és  munkatársai  által  részletesen  összefoglalt  Nature

Protocols  közlemény  alapján  végeztük  .  Az állatokat  i.p.  ketamin-xylazin  (100-10 mg/kg,

Richter  Gedeon Plc.,  Budapest   Sigma Aldrich  Co.,  Budapest)  injekcióban  részesítettük.˗

Néhány  perc  elteltével,  az  altatás  mélységéről  megbizonyosodva,  az  állatokat  az  erre

kialakított  padra helyeztük,  mely a külső hallójáratokba vezetett  atraumatikus  eszköz és a

maxilla segítségével rögzítette az állat fejét. Ezután az állatok fejét megborotváltuk, Betadine-

nal fertőtlenítettük, és izoláló lepedővel takartuk le. A patkány fejbőrét a sutura sagittalisnak

megfelelően bemetszettük. Ezt követően a periosteumon is az előbbinek megfelelő metszést

ejtettünk,  majd,  operáló  mikroszkóp  segítségével,  tompán  alápreparáltunk.  A periosteum

megtartása  létfontosságú  a  későbbi  csontgyógyulás  szempontjából.  A sutura  sagitalis  és  a

sutura coronalis jelezte a parietalis koponyacsont határait. Ennek megfelelően egy 4 mm külső

átmérőjű  trepánnal  lassan  lyukat  fúrtunk  a  koponyába,  ügyelve  a  dura  mater  és  a  sinus

sagittalis superior épségére.  A fúrást a másik oldali parietalis csonton is elvégeztük, majd a

vizsgálati  csoportoknak  megfelelően  töltöttük  ki,  vagy  hagytuk  üresen  a  keletkezett

csonthiányt.  Ezt  követően  a  periosteumot  6-0  felszívódó  varrattal,  tovafutó  technikával

egyesítettük a középvonalban. A bőrt csomós varrattal egyesítettük, a sebet fertőtlenítettük, és

az állatok visszakerültek a ketrecükbe. 

3.7.2. In vivo kísérleti protokoll és vizsgálati csoportok

Vizsgálataink során akövetkező kísérleti protokollt követtünk. A csonthiányokat albuminnal

bevont  demineralizált  csontmátrix-szal,  vagy  bevonat  nélküli  grafttal  pótoltuk.  Egyes

csonthiányokat üresen hagytunk, ezek szolgáltatták a negatív kontroll csoportot. A sebészeti

beavatkozást követően 1, 3, 5, 7, 9, majd 11 héttel in vivo számítógépes rétegvizsgálatot (CT)

végeztünk.  A  11.  hét  elteltével  az  állatokat  feláldoztuk  és  eltávolítottuk  a  parietalis

csontlebenyeket.  Ezeken  a  csontdarabokon  microCT  vizsgálatot,  majd  biomechanikai

töréstesztet végeztünk (1.ábra)
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1. ábra. Csontregeneráció vizsgálata - in vivo kísérleti protokoll. Az ábra reprezentatív képket mutat

be, a beültetendő graftról, a műtéti területről, az első és 11.  posztoperatív héten készített CT

rekonstrukciókról, illetve az ex vivo miroCT-ről.

3.7.3. A csontgyógyulás vizsgálata in vivo képalkotással 

3.7.3.1. Számítógépes rétegvizsgálat

Számítógépes  rétegvizsgálat  (CT)  segítségével  lehetőség  nyílt  a  csontgyógyulás  in  vivo

nyomonkövetésére.  CT  vizsgálatot  egy  16  szeletes  Phillips  Brilliance  CT-n  (Philips

International B.V. Amsterdam, Netherlands) végeztük, és a humán vizsgálatoknál használatos

belső  fül  protokollt  alkalmaztuk.  A vizsgálathoz  ketamin-xylazin  narkózist  indítottunk.  A

felvételeket 120 kV-tal és 300 mA-rel készítettük. A szeletvastagság 0.8 mm, az inkrementum

0.4 mm, a kollimáció 16x0.75 mm, a rotációs idő 0.75 secundum, a pitch 0.4 volt. 

3.7.3.2 Visszamaradó csonthiány 
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A felvételekből coronalis irányú rekonstrukciót készítettünk, mely során jól láthatóvá vált a

mindkét  oldali  parietalis  csonton  létrehozott  csonthiány.  A  sagittalis  és  coronalis

rekonstrukciós képeken a tengelyt úgy állítottuk be, hogy az a defektus síkjában legyen.  A

visszamaradó csonthiány meghatározását nagyított képen, szabad kezes technika segítségével

végeztük. A mérés megbízhatóságát mutatja, hogy az újra megmért területek elhanyagolható

mértékben tértek el az első mérés értékétől. A visszamaradó csonthiány területe (mm2), illetve

az eredeti  csonthiány méretéhez viszonyított  értéke (%) szolgált  összehasonlítási  alapul.  A

területmérés  során  speciális  ablakolást  használtunk  (2572/1595  centrum/szélesség),  mely

segítségével a lágyszövetek nélkül jelenítettük meg a regenerálódó csontot.

3.7.3.3. Denzitometria

A csontosodás  egyik jele  a  gyógyuló szövetbe  épülő szervetlen  állomány mennyiségének,

következésképpen  denzitásának  növekedése.  A gyógyuló  csont  denzitását  1  mm  vastag

szeleteken  mértük,  mértékegysége  Hounsfield  egység  (HU).  A  sagittalis  és  coronalis

rekonstrukciós  képeken  a  tengelyt  úgy állítottuk  be,  hogy az  a  defektus  síkjában  legyen.

Fontos  szempont  volt,  hogy  minden  mérésnél  pontosan  ugyanazt  a  területet  (Region  of

Interest,  ROI)  vizsgáljuk.  Referenciapontként  meghatároztuk  a  sutura  coronalis  és  sutura

sagittalis találkozását (Bregma pont). Az első mérés alkalmával elhelyezett kör alakú, ismert

területű  ROI (T)  frontalis  pontját  összekötöttük  a  Bregma ponttal  (l),  és  meghatároztuk a

sutura  sagittalissal  bezárt  szöget  (α).  Majd  a  kör  sutura  sagittalishoz  eső  legközelebbi

pontjából merőlegest állítottunk a sutura sagittalisra, az így kapott szakaszt is regisztáltuk (l').

Az  említett  mértani  paraméterek  segítségével  minden  mérés  alkalmával  pontosan

helyezhettük el a ROI-t, és pontos denzitás mérést végezhettünk (2.ábra).
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2.ábra. CT felvételek az első posztoperatív héten. Az A panel az axiális rekonstrukciót mutatja, a B és

C panelek a coronalis és sagittalis rekonstrukciót. Az A panelen ábrázolódó mértani eszközök

segítségével, a T terület minden esetben meghatározható volt.

3.7.4. Ex vivo microCT

Az  in  vivo  kísérlet  végén  az  állatokat  feláldoztuk,  és  eltávolítottuk  a  parietalis

csontlebenyeket, majd microCT vizsgálatnak vetettük alá. A microCT felvételeket 59 kV-tal,

167 μA-rel és 23 μm3 méretű izovolumetriás térfogati elemekkel készítettük. A képanalízist

CTAn program segítségével végeztük a következő képpen: meghatároztuk a defektus közepét

horizontális  és  coronális  síkban egyaránt.  Ebbe  a  pontba  80  pixel  sugarú  kört  rajzoltunk

(ROI),  majd  kiterjesztettünk  a  defektus  közepétől  100-100  szeletre  cranialis  és  caudalis

irányba.  A  defektus  eredeti  nagysága  400  szelet  volt.  A  CTAn  program  ezt  követően
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kiszámolta  a  csont  térfogati  arányát  (Bone  Volume/Tissue  Volume,  BV/TV,  %).  A kapott

százalékos értéket a sértetlen koponyán mért értékekhez viszonyítottuk.

3.7.5. Biomechanikai vizsgálat

A csont egyik alapfunkciója a mechanikai stabilitás, emiatt elvégeztük a gyógyuló csontok

töréstesztjét és meghatároztuk a minták keménységét is. A mérést Instron 5566-os készülékkel

(Instron, Norwood, MA, USA) végeztük. Az microCT-t követően a parietalis csontdarabok

egy  erre  a  célra  kialakított  rögzítőbe  kerültek.  A csontot  két,  lyukas  centrumú  korong

rögzítette  alulról  és  felülről,  ezáltal  csökkentve  a  deformálódás  lehetőségét,  mely  mérési

pontatlanságot  eredményezett  volna.  A kitöltött  csonthiányt  a rögzítő közepére igazítottuk,

majd egy 2.5 mm átmérőjú kör alakú, tompa szélű rúddal 10 mm/perc sebességű terhelést

végeztünk.  A nyomás-elmozdulás  változásokat  100  millisecundumonként  regisztáltuk.  A

terhelés a minta töréséig tartott, ami meghatározta a graft kitöréséhez szükséges maximális

erőt (N). A nyomás-elmozdulás görbék meredeksége pedig a minták keménységét adta meg

(N/ mm2). 
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4. Eredmények

4.1. Mezenhimális őssejtek kitapadása sebészeti varróanyagok felületére

A sejtek  kitapadását  először  3D,  úgynevezett  "z-stack"  technikával  igazoltuk.  A 3.  ábra

járulékos paneljei a térbeli elhelyezkedést mutatják, melyek igazolják, hogy a sejtek valóban a

fonál felületén találhatóak. 

3. ábra. 3D fluoreszcens mikroszkópiával vizsgált fonal részlet. Zöld szín jelöli a sejtmagokat. A felső

és jobb oldali járulékos panel igazolja, hogy a kiválasztott sejtmag a fonál felületén helyezkedik el.

A sejtek  kitapadását  vizsgálva  megállapítottuk,  hogy 24 óra  elteltével  mindegyik  fonálon

található kitapadt sejt (4. ábra). A bevonó fehérjék között nem volt szignifikáns különbség

sem a patkány, sem a humán mezenhimális sejtek esetében. 48 óra elteltével a sejtek száma

mindegyik fonálon növekedett, de az albuminnal bevont fonálra szignifikánsan több humán

mezenhimális sejt tapadt, mint a bevonat nélkülire (sejtmag térfogat frakció: bevonat nélküli
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fonál: 2253 ± 1066 μm3, albumin bevonat: 53204 ± 12949 μm3). Ezzel szemben a fibronektin

és poli-l-lizin bevonat nem tudott jelentősen nagyobb sejtszámot produkálni a bevonat nélküli

fonalakhoz  képest.  A patkány  mezenhimális  sejtek  esetén  hasonló  eredményeket  kaptunk,

ugyanis az albuminnal bevont fonalak 48 óra elteltével ez esetben is szignifikánsan magasabb

sejtmag térfogat  frakciós  értéket  értek el  (sejtmag térfogat  frakció:  bevonat  nélküli  fonál:

13215 ± 4479 μm3, albumin bevonat: 59182 ± 19722 μm3). 

4. ábra. A fonál felületére tapadt mezenhimális sejtek számát a festett sejtmagok térfogat frakciójából

állapítottuk meg. Az A panel a humán sejtek, a B panel a patkány sejtek számát mutatja 24 és 48

órával a kitapadást követően. Az albumin bevonat szignifikánsan magasabb sejtszámot produkált

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

Annak érdekében, hogy információt nyerjünk az albuminos felületre megtapadt sejtek további

viselkedéséről,  az inkubációs időt 168 órára toltuk ki (5. és 6. ábra). Fontos, hogy 48 óra

elteltével friss őssejtmédiumot tettünk a fonalakra, és a régit az esetlegesen még ki nem tapadt

sejtekkel együtt eltávolítottuk. Ennek következtében alkalmunk nyílt csupán a kitapadt sejtek

viselkedését vizsgálni. Az 1 hét tenyésztés következtében a sejtek száma tovább emelkedett az

albuminnal  bevont  fonalakon,  és  nagyrészt  beborították  a  rendelkezésre  álló  felületet.

Statisztikailag  az  1  hetes  inkubáció  mindkét  korábbi  időponthoz  képest  szignifikánsan

magasabb sejtszámot ért  el (sejtmag térfogat frakció: 24 óra: 27531 ± 8822 μm3, 48 óra:

59182 ± 19722 μm3, 168 óra: 153974 ± 34738 μm3 ).
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5. ábra. Fluoreszcens mikroszkópos kép az albuminnal bevont fonalakra tapadt sejtekről. Zöld szín

jelöli a  sejtmagokat. Az A panel a 24 órás, a B a 48 órás, a C a 168 órás állapotot tükrözi.

6. ábra. Az albumin bevonattal kezelt fonalakra tapadt patkány sejtek száma 168 órával a kitapadást

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

4.2. Sejttranszplantációra előkészített fonalak változásai

4.2.1. Felszívódás változása
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A  felszívódás  változásának  vizsgálatát  az  izmokban  található  fonalmaradványok

makroszkópos  inspekciójával  kezdtük.  Világossá  vált,  hogy  míg  a  kezeletlen  és  48  óráig

kezelt fonalak még 5 hét után is egyértelműen felismerhetők az izomban, addig a 168 órán át

sejttenyésztő  médiumban  tartott  fonalalak  alig  láthatóak.  Maradványaikat  a  jelölőfonalak

segítségével lehetett csupán azonosítani (7. ábra). 

A          B

                           

C          D

                           

7. ábra. A fonalak felszívódásának makroszkópos képe. Az A és B panel az 5 hét, a C és D panel a 7

hét utáni állapotot mutatja. Az A és C kép az inkubáció nélküli, kontroll fonalakat, a B és D kép a

beültetést megelőzően 168 óráig inkubált fonalmaradványokat mutatja. (a kék fonál a B és D képen fel

nem szívódó jelölő fonál)

A  metszetek  elkészültével  mikroszkóposan  is  megvizsgáltuk  a  visszamaradó  fonalak

rostszámát és keresztmetszeti átmérőjét (8., 9., 10. ábra). Három héttel a fonalak bevarrását

követően nem tapasztaltunk szignifikáns eltérést egyik paraméterben sem a 48 órás, 168 órás

és kezeletlen csoport között. 5 hét elteltével azonban a 168 óráig kezelt fonalak jelentősen

alacsonyabb  keresztmetszeti  átmérővel  és  rostszámmal  mutatkoztak.  A  kontroll  fonal

keresztmetszeti átmérője 345.9 ± 20.0 μm volt, míg a 168 órásé 255.5 ± 14.9 μm-re csökkent

(9. ábra). A visszamaradó rostszám a kontroll  fonal esetében 104.6 ± 5.1 volt,  míg a 168

órásnál 82.4 ± 7.5 (10. ábra).  Ezek ez értékek a hetedik hétre még kifejezettebbek lettek, míg
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a 48 órás fonalak nem különböztek szignifikánsan egyik időpontban sem a kontroll fonaltól.

Az albumin kezelés egyik időpontban sem befolyásolta a felszívódás dinamikáját.

A           B         C

        

8. ábra. Fonalkeresztmetszetek szövettani képe a hetedik hétnél. Az A panel a kezeletlen kontroll, a B

panel a 48 órás inkubáción, a C panel a 168 órás inkubáción átesett fonalak metszeti képét mutatja.

9. ábra. Fonalak keresztmetszeti átmérő változása az inkubációs idő függvényében

(n=10, két utas ANOVA, *p<0.05, **p<0.01)
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10. ábra. Fonalak keresztmetszeti rostszámának változása az idő függvényében

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

4.2.2. Biomechanikai vizsgálat

A kezeletlen  fonál  szakítószilárdsága  16.38 ±  0.2  N volt,  ehhez  hasonlítva  vizsgáltuk  az

albuminos fagyasztva szárítás és sejttenyésztő oldatban történő inkubáció hatásait.  48 órás

inkubációt  követően  sem  albuminnal,  sem  bevonat  nélkül  nem  találtunk  szignifikáns

különbséget a kontroll fonalakhoz képest (albuminnal: 15.31 ± 0.3 N;

albumin nélkül: 16.26 N ± 0.3). Ezzel szemben a 168 órás inkubáció 16-19%-kal csökkentette

a fonalak szakítószilárdságát (albuminnal: 13.34 ± 0.3 N; albumin nélkül: 13.88 ± 0.3 N) (11.

ábra). 
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11. ábra. Fonalak szakítőerő változása az inkubációs idő függvényében

(n=10, egyutas ANOVA, Dunette's multiple comparison, *** p<0.001)

Megvizsgáltuk  azt  is,  hogy  változtat-e  a  szakítószilárdságon,  ha  sejtet  tapasztunk  az

albuminos fonalakra.  Hasonló eredményeket  kaptunk,  mint  sejtes kezelés  nélkül,  vagyis a

sejtes  kezelés  48  óra  elteltével  nem  befolyásolja  a  szakítószilárdságot,  míg  a  168  órás

tenyésztés szignifikánsan csökkenti a fonalak teherbírását (sejtes fonalak, 48 óra: 16.02 ± 0.3

N, sejtes fonalak, 168 óra: 13.82 ± 0.5 N) (12. ábra).

61

DOI:10.14753/SE.2017.2061



12. ábra. Sejttel bevont fonalak szakítóerő változása az idő függvényében.

(n=10, egyutas ANOVA, Dunette's multiple comparison, *** p<0.001)

4.3. Lágyszöveti őssejttranszplantáció in vivo nyomonkövetése

Kíváncsiak  voltunk a transzplantált  sejtek  in  vivo  viselkedésére  is.  48 órával  a  beültetést

követően azt tapasztaltuk, hogy a sejtek ugyan még nagy számban találhatóak a fonalakon

illetve  közvetlen  környezetükben,  de  jelentős  számban  vándoroltak  mélyebb  szöveti

rétegekbe.   A 168 órás vizsgálat  hasonló eredményt  hozott.  A sértett  izomban láthatóak a

fluoreszcens festékkel jelölt sejtek (13. ábra).
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13. ábra. Fonal részletet tartalmazó izombioptátumok 48 (A panel), és 168 órát követően (B panel).

Piros szín a fluoreszcens festékkel jelölt sejteket mutatja.

A karbocianid membránfestékek jellemzője,  hogy vizes oldatban csekély fluoreszcens jelet

adnak,  ugyanakkor  az  élő  sejtek  membránjához  kötve  az  egész  sejtet  erős  fluoreszcens

jelöléssel  látják  el.  Fontos,  azonban,  hogy  csupán  néhány  napig  marad  stabilan  az  adott

sejtben, ezt követően előfordulhat az sejtek közötti festékátvitel. Ennek okán, a hosszú távú

jelölésre  a festék alkalmatlannak bizonyulhat,  hiszen néhány hetes intervallumban a gazda

sejteket is jelölheti, ami téves eredményt adna.  Emiatt alkalmaztunk BrDU jelölést a hosszú

távú  vizsgálatra,  hiszen  a  DNS-be  épülve  sokáig  kimutatható  a  sejtek  exogén  eredete.  A

vizsgálat rámutatott arra, hogy 5 hét elteltével még mindig fellelhetőek a transzplantált sejtek

a sértett terület rétegeiben, habár számuk jelentősen megfogyatkozott (14. ábra).
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14. ábra. Immunhisztokémia festés vékony szeletes izom mintán. Zöld szín a sejtmagokat, piros szín a

BrDU jelét mutatja. A sárga szín, a zöld és piros ko-loaklizácijából, vagyis BrDU pozitiv sejtmagok

jelenlétéből fakad (fehér nyil).

4.4. Mezenhimális őssejtek kitapadása demineralizált csontgraftok felületén

Ebben a kísérletünkben azt vizsgáltuk, hogy képes-e módosítani a szérum albumin bevonat a

mezenhimális  őssejtek  kitapadási  és  túlélési  tendenciáján.  A felületre  kapcsolódott  sejtek

számát  6,  12  és  24  óra  inkubációt  követően  vizsgáltuk.  Azt  tapasztaltuk,  hogy  6  óra

inkubációt követően a sejtek száma az albuminnal bevont demineralizált csontmátrix felületén

duplája a bevonat nélküli felülethez képest. A különbség 12 óra elteltével fokozódott, hiszen a

bevonat nélküli csontmátrix felületén sejtszám csökkenést tapasztaltunk, míg az albuminnal

bevont felületen változatlan volt a kitapadt sejtek száma. 24 óra elteltével a bevonat nélküli

csoportban  további  csökkenést  nem tapasztaltunk,  és  az  albuminnal  bevont  felületen  sem

csökkent szignifikánsan a sejtszám. A bevonatos és bevonat nélküli csontmátrixokon minden

időpillanatban szignifikáns sejtszám különbséget tapasztaltunk (15. ábra).

A graftokat mikroszkóp alatt vizsgálva is egyértelmű sejtszám különbséget találtunk. A sejtek

morfológiai megjelenését vizsgálva megállapítottuk, hogy míg az albuminnal bevont felületen

a sejtek nyúlványos megjelenésűek voltak, addig a bevonat nélküli csontmátrixon zömében

kerekded  sejteket  találtunk,  valamint  jellemző  volt  a  kitapadáshoz  szükséges  nyúlványok

rendkívül alacsony száma is (15. ábra).
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15. ábra. Mezenhimális őssejtek kitapadása demineralizált csontgraftok felületén. Az A panel a

kitapadt sejtszámot szemlélteti 6, 12, és 24 óra eltelvével albuminnal bevont (graft +albumin) és

bevonat nélkül graft (graft) esetében (n=12, kétutas ANOVA, Bonferroni post test, *: p< 0.01). A B és

C panel fluoreszcens mikroszkópiával készült felvételeket mutatja 12 óra elteltével. Zöld szín jelöli a

kitapadt sejteket. A B panel az albuminos, a C a bevonat nélküli felületet ábrázolja.
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4.5. Az albumin hatása a csontregenerációs folyamatokra

4.5.1. Visszamaradó csonthiány területe  in vivo˗

A csontgyógyulás  folyamatát  kéthetente  végzett  CT-vel  vizsgáltuk  először.  Az  első  CT

felvételek az első post-operatív héten készültek, mert előzetes vizsgálataink szerint a műtét

után rövid idővel alkalmazott ismételt narkózis rontotta a kísérleti állatok túlélését. Az első

héten készített felvételekből meghatároztuk a visszamaradó csonthiány területét, amit tehát  a˗

műtét  viszonylagos  közelsége  miatt   100%-osnak  tekintettünk.   Az  ekkor  készített˗

felvételeken nem találtunk szignifikáns különbséget a csoportok között.  Az üresen hagyott

csonthiányok 9.7 ± 0.1 mm2, a bevonat nélküli grafttal kezeltek (DBM) 11.2 ± 0.5 mm2, az

albumin  bevonattal  (DBM+albumin)  kezelt  csonthiányok  pedig  10.6  ±  0.5  mm2  méretű

csonthiányt  mutattak.  A harmadik  post-operatív  héten  készített  felvételek  tanúsága  szerint

minden  kísérleti  csoportban  megkezdődött  a  csontosodás,  hiszen  a  csonthiányok  mérete

csökkent. Az üresen hagyott csontdefekusok az eredeti méret 77.5 ± 4 %-ára, a bevonat nélkül

kezelt csoport pedig a 73.5 ± 13.4 %-ára csökkentek. Ezzel szemben az albumin bevonattal

kezelt defektusok már ekkor is szignifikánsan kisebb csonthiányt mutattak, a visszamaradó

csonthiány az eredeti 43.8 ± 14.0%-a volt. Az ötödik post-operatív hétre az albuminnal kezelt

csoport további csökkenést mutatott, míg a másik két csoport még mindig 60% fölötti értéken

állt.  A hetedik hétre az albuminnal kezelt  csoport csaknem teljesen csonttal  fedetté  vált,  a

visszamaradó csonthiány 3.0 ± 2.3%-os értékével. Ugyanakkor, a másik két vizsgálati csoport

jelentős csonthiánnyal rendelkezett. A bevonat nélküli csontmátrixszal kezeltek 40.2 ± 9.1%-

ra  csökkentek,  míg  az  üresen  hagyott  csonthiányok  52.4  ±  8.9%-os  értéket  mutattak.

Megfigyeltük azt is, hogy a bevonat nélküli grafttal kezelt hiányok csökkenése folyamatos

volt  és  statisztikailag  szignifikáns  csökkenést  tapasztaltunk  két  vizsgálat  között.  Ezzel

szemben az üresen hagyott csonthiányok csökkenése a harmadik héttől kezdődően nem volt

jelentős (16. ábra)
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16. ábra. Újcsont képződés vizsgálata a visszamaradó csonthiány időbeni csökkenésével. Az albumin

bevonat (DBM + albumin) szignifikánsan gyorsabb újcsont képződést eredményez, a csonthiányok a

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

0.01)

4.5.2. Denzitometria  in vivo˗

A rekonstrukciós CT felvételekből mérhető volt a csonthiányok denzitása is. Az első héten

végzett mérés során egyértelmű csontdefektusokat találtunk. A kísérleti csoportok között nem

volt  jelentős  különbség.  Az üresen hagyott  defektusok 262.8 ± 12 HU, a  bevonat  nélküli

csoport 261.7 ± 13 HU míg az albuminnal kezelt csoport 291.7 ± 10 HU értéket mutattak.

Megjegyzendő,  hogy az első héten mért  denzitás  értékek magasabbak,  mint  a  lágyszöveti

denzitás.  Ennek  oka,  hogy  kör  alakú  ROI-t  használtunk,  és  törekedtünk  arra,  hogy  a

csonthiány  minden  területe  belekerüljön  a  mérésbe.  A csontszélek  egyenetlenségei  miatt

szükséges volt az ép csontszélek minimális bevonása is, ami összességében a várt csonthiányt

kitöltő  lágyszövet  denzitása  helyett  kissé magasabb értéket  eredményezett.  A harmadik  és

ötödik  héten  végzett  CT  vizsgálat  szerint  a  csontosodás  minden  kísérleti  csoportban

megindult,  a  denzitás  értékek növekedtek.  Az albumin bevonatú  graftokkal  kezelt  csoport

magasabb denzitás értéket produkált, azonban szignifikáns eltérés nem volt kimutatható. A

hetedik hétre az albuminnal kezelt csoport és a másik két csoport között szignifikánssá vált a

különbség: míg az üresen hagyott csonthiányok 550 ± 69 HU, a bevonat nélküli csonthiányok

582 ± 108 HU értéket vettek fel, addig az albuminnal kezelt csoport 835 ± 64 HU-t mutatott.
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Ez a folyamat a kísérlet tizenegyedik heti terminációjáig tovább folytatódott. A tizenegyedik

hétre  az albuminnal  kezelt  csoport  1061 ± 79 HU-t  ért  el,  míg a  bevonat  nélküli  csoport

denzitása csupán 700 ± 105 HU , az üresen hagyott hiányok értéke 656 ± 84 HU volt. Noha az

albuminnal kezelt csoport csonthiánya erre az időpontra teljes területében csonttal fedetté vált,

és a csontgyógyulás feltehetően a kísérlet terminációja miatt nem folyatódhatott, a denzitás

értékek még elmaradtak a sértetlen koponyán mért értékektől (sértetlen koponya: 1620 ± 16

HU) (17. ábra).

17. ábra. Újcsont képződés vizsgálata a sérült terület denzitásának időbeni emelkedésével. Az

albumin bevonat (DBM + albumin) szignifikánsan magasabb denzitás értékeket produkál, a 7. héttől

kezdődően. (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 vizsgálatokat  a  csontgyógyulás  remineralizációs  aspektusának jobb felbontású

felderítéséért  végeztük.  A módszer  segítségével  az  in  vivo  mérések  során  diagnosztizált

csontgyógyulással szorosan összefüggő, támogató adatokat nyertünk (18. ábra). A mérések

során  a  csontszövet  arányát  hasonlítottuk  a  teljes  vizsgált  térfogatban  (BV/TV  %).

Megmértük az ép koponyacsont BV/TV értékét, ahol 36.1 ± 1.7 %-ot kaptunk. A tizenegy

hetes csontregenerációs folyamatot követően az üresen hagyott defektusok 4.2 ± 2.7%-ot, míg

a bevonat nélküli grafttal kezelt defektusok 8.2 ± 3.2%-ot értek el. Ezek az értékek jelentősen

elmaradnak  az  albuminnal  bevont  grafttal  kezelt  hiányok  csontképződésétől,  hiszen  a

csontszövet aránya ez utóbbi csoportban 24.1 ± 2.4 % volt. Habár ez az érték nem éri el az ép

csonthoz tartozó BV/TV értéket,  a többi vizsgálati  csoporthoz képest szignifikáns  javulást

mutat (19. ábra).
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18. ábra. Ex vivo MicroCT felvételek 11 hét elteltével. Az ábra reprezentatív képeket mutat be

mindegyik vizsgálati csoportból. A legrosszabban, legjobban gyógyuló defektusok mellett, a csoportok

medián elemeit is ábrázolja. Az albuminnal bevont csontpótló látványosan kedvezőbb újcsont

képződést ért el.
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19. ábra. Újcsont képződés (BV/TV %) aránya a különböző vizsgálati csopotokban. Az y tengelyen a

100% az ép csont BV/TV% értékeit reprezentálja. Az albuminnal bevont csontpótló szignifikánsan

magasabb újcsont képződés ért el mind a bevonat nélküli grafttal pótolt, mind az üresen hagyott

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

4.5.4. Biomechanikai vizsgálat

A biomechanikai vizsgálat során arra voltunk kíváncsiak, hogy az újcsont képződés hatására

mennyire  képes  a  beültetett  csontmátrix  az  eredeti  ép  csonttal  összekapcsolódni,  és

mechanikai stabilitást nyújtani. A bevonat nélküli csoportban 15.7 ± 4 N erő kellett ahhoz,

hogy  a  graftot  az  eredeti  csonttal  való  összeköttetéseiből  kimozdítsuk.  Az  albuminos

csontgraftokkal  kezelt  csoportban  azonban  jelentősen  nagyobb  erőre,  46.1  ±11  N-ra  volt

szükség. A vizsgálatok során a törés minden esetben a graft és eredeti csont határán történt.  A

csont  töréséig  tartó  lineáris  terhelés  következtében  a  csontok  keménységéről  is  adatokat

nyerhettünk. Ezek szerint a bevont nélküli csontok keménysége 32 ± 11 N/mm2 volt, míg az

albuminnal  kezelt  csoport  az előzőnél  szignifikánsan keményebbnek bizonyult  (78.6 ± 14
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N/mm2)  (20.  ábra).  Fontos  megjegyezni,  hogy  a  vizsgálat  során  a  minta  adottságaiból

kifolyólag kizárólag a különböző anyagokkal kitöltött, regenerálódott szöveteket vizsgáltuk,

mert elsődleges kérdésünk a graft beépülésének hatékonysága volt, és nem pedig a csont ereje

az  ép  szövethez  viszonyítva.  (Vizsgáltuk  az  üresen  hagyott  csonthiányokat  is,  de  abból

kifolyólag,  hogy ebben a csoportban az újcsontképződés limitált,  valamint a regeneráció a

defektus  széli  részén történt  csupán, a mechanikai  tesztelés  során elhanyagolható mértékű

ellenállást tanúsítottak.)

20. ábra. Ex vivo mechanikai vizsgálat 11 hét elteltével. Az A panel a maximális törő erőt mutatja be,

a B panel a beépült graftok keménységét vizsgálja. Mindkét esetben az albuminos bevonat

szignifikánsan magasabb értékeket eredményezett. (n=6, párosítatlan t-próba, *: p < 0.05)
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5. Megbeszélés

Lágyszöveti sérülések ellátásában az elsődleges szempont a szövetfolytonosság helyreállítása.

A varratkészítés  ebből  a  szempontból  még  mindig  mércének  számít,  hiszen  egyszerűen

alkalmazható, jó mechanikai eredményt hoz, és számos különböző varróanyag érhető el, ami

lehetővé  teszi  a körültekintő  varratkészítést.   Ennek ellenére ismert,  hogy a varratkészítés

során, például inak esetében egy jól jelzett  sejtmentes zóna alakul  ki,  és akár 14 napig is

eltarthat, amíg ez a terület újra egészséges sejtekkel telik meg . A sejtterápiás lehetőségek már

megjelentek  a  lehetséges  terápiás  útvonalak  között,  alkalmazásuk  hatékony  lehet  például

izmok,  inak  vagy  perifériás  idegek  gyógyulásának  segítésében  is  .  Ezekre  a  szövetekre,

csakúgy, mint az ínszövetre, alacsony proliferációs képesség és sejtkicserélődés (turn over)

jellemző,  emiatt  jelentős  számú progenitor  sejt  bejuttatása  segítheti  a  funkcionális  szövet

létrehozását. 

Számos tudományos kutatás számol be arról, hogy parakrin faktorok, vagy a direkt sejt-sejt

kapcsolat hasznos lehet a sérülést elszenvedett sejtpopuláció megsegítésére . A legfontosabb

klinikai érv a sejtterápiák mellett a szöveti funkcionalitás minél tökéletesebb helyreállítása. A

sejtterápiás  módszerek alkalmazása  ugyanakkor számos új kérdést  vet  fel.  Az egyik ilyen

kérdés  a  sejtek  bejuttatásának  módja.  Szívsebészeti  sejt-transzplantációs  vizsgálatok  arra

mutatnak  rá,  hogy  a  sejtek  bejuttatásának  mikéntje  sokkal  fontosabb,  mint  azt  korábban

feltételeztük, hiszen minimális hipoxiás vagy mechanikai manipuláció esetleg a 3D struktúra

hiánya  károsíthatja  a  transzplantálandó  sejteket  és  csökkentheti  azok  túlélését  .  A sejtek

befecskendezése  szuszpenzióként  hasznos  segítség  lehet  például  izom  disztrófiákban,

végstádiumú végtag iszkémiában , ugyanakkor alkalmatlan szakadt ín, szalag vagy nagy izom

esetében,  hiszen  ezekben  az  esetekben  jól  körülírt  lókuszra  kellene  a  sejteket  bejuttatni,

továbbá elérni, hogy a sérült régióban maradjanak. Előkísérleteink során ebbe a problémába

ütköztünk  bele,  amikor  őssejteket  próbáltunk  lokális  izomsérülést  követően  a  sérülés

környezetébe  injektálni,  de  a  módszer  alkalmatlannak  tűnt  a  pontos  bejuttatásra.  Sejtek

bejuttatására  számos  esetben  alkalmaznak  háromdimenziós  biokompatibilis  mátrixokat,

szkaffoldokat.  A  szkaffoldok  alkalmazásából  kiindulva  merült  fel,  hogy  sebészeti

varróanyagokat használjunk sejttranszplatációs célra, így a mechanikai szövetegyesítéssel egy

időben végezhetnénk sejtterápiás beavatkozást is. 

Annak ellenére, hogy ez az elképzelés egyszerű és kézenfekvő módszernek tűnik, alig néhány

kutatócsoport  foglalkozott  vele  ez idáig.  Mazzoca,  kísérleteiben,  I.  típusú kollagént  kötött

fonalak  felszínére  és  azt  vizsgálta,  hogy  javul-e  ezáltal  az  oszteoblasztok  és  tenociták

adhéziója, proliferációja és fehérje szintézise . Úgy találta, hogy mindezen funkciók javulnak
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a  kollagénnel  bevont  fonalak  jelenlétében,  ezért  a  kollagén  bevonatú  fonál  javíthatja  a

gyógyulást  a  rotátor  köpeny sérülését  követően. Yao több különböző fehérjét  is  kipróbált,

hogy növelje a kitapadó sejtek számát a fonalak felszínén . Kísérleteiben azt találta, hogy a

fibronektin és a poli-l-lizin bevonat képes 8 nap inkubációt követően a legtöbb embrionális

őssejtet  magához  kötni.  További  vizsgálataikat  ín  explantátumokon  végezték.  Ezekben  a

kísérletekben megállapították,  hogy a fonálra tapadó sejtek elviselik a varratkészítés során

fellépő mechanikai stresszt, majd ezt követően még 96 órán keresztül metabolikusan aktívak

maradnak  .  Yao  további  munkájában  in  vivo  körülmények  között  vizsgálta  módszerének

hatékonyságát. Patkány Achilles ín átvágását követően azt találta, hogy a hetedik és tízedik

napon  szignifikánsan  magasabb  szakítószilárdsággal  rendelkeznek  azok  az  inak,  melyek

regenerációját exogén őssejtek is támogatták . A kísérlet egyébként 28 napig zajlott, és habár a

későbbi  időpontokban  további  funkcionális  javulás  nem  volt  észlelhető,  a  sejtek

kimutathatóak maradtak.  In vivo sejtes fonalakkal Pascual is végzett kísérleteket, azonban ő

nem találta eredményesnek a metódust vastagbél varratok esetében . Fontos kiemelni, hogy a

vastagbél  saját  regeneratív  kapacitása,  így  a  sejtek  proliferációs  képessége  és  cserélődése

nagyon  magas,  ezért  feltételezhető,  hogy  nincs  szükség  exogén  sejtek  bevitelére  a

funkcionális gyógyulás eléréshez . Viszont ez a vizsgálat is rámutat arra, hogy a sejtszegény

szövetek  esetében  az  exogén  sejtek  bevitele  megteremtheti  a  funkcionális  gyógyulás

lehetőségét. 

A mi vizsgálatunk célja az volt, hogy létrehozzunk egy olyan varróanyagot, melynek felületén

néhány nap alatt számottevő sejtszámot tudunk elérni, illetve megvizsgáljuk a beültetett sejtek

rövid  és  hosszú  távú  túlélését.  Elsőként  in  vitro  körülmények  között  vizsgáltuk,  hogy

alkalmas vehikulumok-e a sebészeti varróanyagok sejttranszplatációs célra. Kísérleteinkben

sodrott  fonalakat  használtunk,  tekintve,  hogy ezáltal  nagyobb és  egyenetlenebb  kitapadási

felületet biztosítunk az őssejtek számára. Megfigyeléseink szerint a sejtek szívesen tapadnak a

filamentumok  alkotta  árkokba,  ami  különösen  előnyös,  hiszen  ily  módon  a  varrás  során

fellépő mechanikai terheléstől védve helyezkednek el. Tekintve, hogy a fonalak alapvetően

kisebb felületet képeznek, mint egy hasonló térfogatú porózus szkaffold, a kitapadó sejtszám

érdekében  szükségszerű,  hogy  törekedjünk  a  felület  maximális  kihasználására.  Korábbi

vizsgálatokat  figyelembe  véve  megállapítottuk,  hogy  a  kitapadó  sejtszám  növelhető,  ha

különböző  fehérjékkel  vonjuk  be  a  fonalak  felületét  .  Kísérleteinkben  a  szérum albumin

kitapadást befolyásoló hatásait vizsgáltuk, és hasonlítottuk az irodalomban fellelhető adhéziós

fehérjékkel  elért  eredményekhez.  A  fibronektint  és  a  poli-l-lizint  számos  kísérletben

alkalmazzák sejtadhéziós molekulaként, az albumint azonban jóval kevesebbet . Ez érthető is,

hiszen  az  albumin  nem adhéziós  fehérjeként  létezik  a  köztudatban,  köszönhetően  számos
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különböző funkciójának.  Az albumin előnye,  hogy nagy mennyiségben található a vérben,

ezért  tisztítási  eljárásokkal  az  előző  fehérjékhez  képest  lényegesen  olcsóbban  elérhető.

Megjegyzendő, hogy jelen vizsgálatainkat megelőzően az albumint nem használták sebészeti

varróanyagok  bevonataként,  a  kitapadást  fokozó  hatásait  is  inkább  nagyobb  felületű,

egyenetlenebb anyagokon vizsgálták.  Megfigyeléseink  szerint  a  sejtszám 24 óra elteltével

nem különbözött  szignifikánsan a csoportok között,  azonban 48 óra elteltével  az albumin

bevonatú  fonalakon jelentősen  magasabb  sejtszámot  értünk el  mind patkány  mind humán

sejtek  esetében.  Első  méréseinket  24  és  48  óra  elteltével  végeztük,  mert  a  sejtterápiás

technikáknál  rendkívül  fontos  az  időfaktor  minimalizálása,  hogy  a  módszer  szabályozási

szempontból megfeleljen a minimális manipuláció elvének . A hosszabb in vitro inkubáció

következtében megkezdődhet a sejtek differenciációja is, ami újabb nem kívánt szabályozási

problémákat  vetne  fel  .  A rövid  inkubációs  idő  klinikai  szempontból  is  sokkal  jobban

illeszthető a betegellátásba. Ezzel együtt fontos kérdés, hogy mi történik a sejtekkel hosszabb

inkubációs idő alatt. A 48 órás inkubációt követően tehát új tápoldatot tettünk a fonalakra, és

ezzel  eltávolítottuk  az  összes  sejtet,  sejttörmeléket,  melyek  nem  tapadtak  a  fonalakhoz.

További öt napig tartó inkubáció során szignifikánsan magasabb sejtszámot figyelhettünk meg

az albuminos fonalakon. Ez azt mutatja, hogy a korábbi vizsgálati időpontokban élő sejteket

vizsgáltunk,  melyek  további  osztódásra  voltak  képesek.  Yao  és  munkatársai  hasonló

proliferációs  aktivitást  figyeltek  meg  különböző  fehérjékkel.  A fonalakra  kitapadt  sejtek

metabolikus aktivitásából megállapították, hogy annak maximuma az ötödik napon van, majd

némileg csökken . Ez a csökkenés feltétezhetően abból fakad, hogy a proliferációs aktivitás

miatt elfogy a kitapadáshoz szükséges felület. Erre saját vizsgálataink is rámutatnak, hiszen

168 óra inkubációt követően a sejtek gyakorlatilag teljesen benövik a fonalakat, nem hagyva

helyet a további osztódásnak. 

A varróanyag  kiválasztását  a  klinikai  gyakorlatban  a  szakítószilárdság,  a  felszívódás  és  a

célszövet tulajdonságai határozzák meg. Nem megfelelő választás esetén varratelégtelenség

léphet  fel,  ami hátráltathatja  a gyógyulást.  Freudenberg in  vitro kísérletei  rámutattak arra,

hogy  jelentősen  csökkenhet  a  felszívódó  varróanyagok  szakítószilárdsága  különböző

testnedvek hatására . Ezeket az eredményeket támasztja alá a Karabulut által végzett in vivo

vizsgálat  sorozat,  amelyben  hét  különböző  varróanyagot  vizsgált  szakítószilárdság  és

felszívódás  szempontjából.  Megállapította,  hogy  rendkívül  fontos  a  varratválasztásnál  a

varróanyag jellemzőit és az egyesítendő szövet tulajdonságait is figyelembe venni .  A sejtes

fonalak  előállítása  során  alkalmazunk  extrém  hideget,  vákuumot,  tápoldatos  inkubációt.

Szükségszerű  tehát  megvizsgálni,  hogy  változnak-e  a  fonalak  gyári  tulajdonságai,  hiszen
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hiába juttatunk progenitor sejteket a sérült területre, ha a varrat elsődleges célja, a mechanikai

egyesítés nem, vagy csak részben teljesül. 

Ebben  a  kísérletsorozatban  megfigyeltük,  hogy  az  egy  hétig  tartó  tápoldatos  inkubáció

szignifikánsan,  16-19%-kal  csökkenti  a  poliglaktin  alapanyagú  varróanyagok

szakítószilárdságát.  Ezek  a  fonalak  jelentősen  rövidebb  idő  alatt  szívódnak  fel  in  vivo

környezetben. Ezzel szemben, ha csupán két napig tart az in vitro inkubáció, a fent említett

tulajdonságok nem változnak jelentősen. Mivel a fonalak in vivo körülmények között főleg

enzimatikusan  szívódnak  fel  ,  fontos  megállapítani,  hogy  a  kitapadó  csontvelői  őssejtek

befolyásolják-e  az  anyag  tulajdonságait.  Vizsgálataink  szerint  a  felületen  tapadó  sejtek

nincsenek  hatással  a  szakítószilárdságra  és  felszívódásra  egyik  inkubációs  intervallum

esetében sem. Ezek alapján  megállapítható,  hogy az inkubációs  idő,  vagyis,  hogy mennyi

ideig  tartózkodnak  a  fonalak  37oC-on  tápoldatban,  befolyásolja  leginkább  a  fonalak

szakítószilárdságát  és  felszívódását.  A jelenség  hátterében  pedig  a  poliészter  alapanyag

spontán hidrolízisét állapítottuk meg, mely a tápoldat enzimmentessége miatt alapvetően lassú

folyamat.  Úgy  tűnhet,  hogy  a  gyorsabb  felszívódás  nem kedvezőtlen  tulajdonság,  hiszen

javítja a fonál biokompatibilitását. Valójában a gyorsabb felszívódás is a spontán hidrolízis

miatti  anyagvesztés  miatt  alakul  ki,  tehát  nem az  anyag  vált  biokompatibilisabbá,  hanem

csupán  a  mennyisége  csökkent.  A fonalak  biokompatibilitása  a  hordozott  őssejtek  miatt

egyébként  javulhat,  hiszen  az  őssejtek  kedvező  immunmoduláns  hatásai  is  érvényre

juthatnak . Az előző kísérlet  szerint 48 órás inkubáció elég,  hogy számottevő mennyiségű

sejtet tapasszunk a fonalakra, a jelen kísérlet pedig rávilágít, hogy a rövid inkubációs idővel

sem a fonalak szakítószilárdságát, nem felszívódását sem módosítjuk. Ha figyelembe vesszük,

hogy a sejtes fonalak főleg sejtszegény struktúrák egyesítésénél lehetnek hasznosak, ahol egy

kisebb sejtpopuláció is elegendő lehet,  érdemes a mechanikai  funkciók megtartása miatt  a

rövidebb inkubációt választani.

A sejtes  fonalak  alkalmazása  előtt  jogosan merül  fel  a  kérdés,  hogy képesek-e élő sejtek

bejuttatására. A módszer szempontjából fontos tényező a sejtek kitapadása, de a hatékonyság

szempontjából a túlélés és proliferációs képesség ugyancsak lényeges. Biztató eredményeket

mutatott  Yao munkája.  Kísérleteiben a  sejtek jelentős  számban túlélik  az ínvarrat  készítés

okozta mechanikus irritációt, illetve több héten keresztül kimutathatóak maradnak  . In vivo

vizsgálatainkat  patkány  harántcsíkolt  izomzaton,  három időpontban  végeztük:  a  beültetést

követő második és hetedik napon, valamint öt hét elteltével. A beavatkozást követő második

napon  sejtek  fellelhetőek  voltak  a  varrat  közvetlen  környezetében,  valamint  a  környező

szövetben is.  Hasonló képet  kaptunk a hetedik napon is.  Fontos lelet,  hogy a sejtek  nem

csupán a  varrat  környezetében  voltak,  hanem a  szövet  mélyebb  rétegeibe  is  vándoroltak.
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Ismert, hogy sérülést követően a szövet először egy gyulladásos választ generál, mely néhány

napig tart, majd ennek lecsengésével indul meg a szöveti remodelláció. Éppen ezért lényeges,

hogy az albumin bevonatú sejtes fonal segítségével bejuttatott sejtek életben maradtak 1 héttel

a beültetést követően is, így részt vehetnek a regeneráció mindkét első fázisában. A kedvező

immunmodulatív  hatások  a  regeneráció  gyulladásos  fázisában  míg  a  parakrin  és

transzdifferenciációs  hatások  ezt  követően,  a  remodellációs  fázisban  érvényesülhetnek.

Mindez csupán irodalmi adatokra alapuló feltételezés, hiszen jelen dolgozat témája nem terjed

ki a lágyszöveti őssejtterápia funkcionális hasznosságára, csupán egy beviteli metódust kínál.

Emiatt az sem mérlegelhető, hogy az őssejtek szerepe melyik regeneratív fázisban fontosabb.

Az  elsődleges  célunk  viszont,  hogy  élő  sejteket  pontosan  juttassunk  a  sérülés  helyére,

megvalósult.  Nem  elhanyagolható  lelet  az  öt  hetes  vizsgálat  eredménye  sem.  Eszerint  a

transzplantált  sejtek  kimutathatóak  voltak  a  sértett  területen,  habár  számuk  jelentősen

csökkent.  A  gyógyulási  folyamatok  lezárultával  természetes  azonban,  hogy  csökken

harántcsíkolt  izomban  az  aktív  őssejtek  száma.  Ezek  a  sejtek  ilyenkor  nyugvó  állapotba

kerülnek, hiszen az intenzív osztódási aktivitásra nincsen már szükség . 

A szérum albumin tehát alkalmasnak bizonyult, hogy fokozza a sejtek kitapadását poliglaktin

anyagú varróanyagok felületén, illetve hogy élő sejteket juttasson olyan szövetekbe, ahol a

varratkészítés  lenne  az  első  választandó  beavatkozás.  Tudván,  hogy  az  albumin  kedvező

környezetet  biztosított  a  kitapadó  őssejtek  túléléséhez  és  proliferációjához,  feltételezhető,

hogy ez a hatás in situ körülmények között is segíti a regenerációt.

A szérum albumin nem az egyetlen  vérfrakció,  amit  intenzív  kutatási  érdeklődés  övez.  A

vérfrakciók  kedvelt  adjuvánsai  a  csontpótló  beavatkozásoknak,  bár  a  csontpótlás  mércéje

továbbra is az autológ csont átültetése. A módszer többlet műtéti terhelést jelent, donor területi

komplikációkat  eredményezhet,  mindazonáltal  sokszor  a  donor  csont  mennyisége  sem

elegendő  .  Ebből  kifolyólag  használnak  széleskörben  a  csontpótló  szakmák  csontbankból

származó  különféle  tisztított  csont  készítményeket  is.  Ezek  friss  fagyasztott,  fagyasztva-

szárított,  vagy  demineralizált  formában  érhetők  el  .  Csontkészítmények  alkalmazásakor

természetesen  elegendő  mennyiségben  áll  rendelkezésre  a  pótló  anyag,  használatuk

biztonságos, mert erős fizikai-kémiai tisztítási eljárásokat alkalmaznak, hogy az antigéneket

eltávolítsák,  és csökkentsék a  fertőzés  átvitel  veszélyét.  Ebből  fakad a csontkészítmények

hátránya is, hiszen a tisztítási folyamatok miatt elveszítik a csontosodást elősegítő faktorokat

is .  Ezek pótlására jönnek szóba a különböző vérfrakciók, mint például a thrombocitában

gazdag  plazma,  kiegészítő  használata.  A  thrombocita  dúsítást  követően  a  thrombociták

aktivációja  is  megtörténik,  ezáltal  nagy mennyiségű növekedési  faktor  áll  rendelkezésre  a

regeneratív  folyamatokhoz.  Habár kétség nem fér ahhoz, hogy számos oszteogén faktor is
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jelen  van  ezekben  a  koncentrátumokban,  a  klinikai  eredmények  mégsem  egyértelműek  .

Ennek magyarázata a különböző előállítási technológiákban is keresendő. A fibrin jelenléte

például  jelentősen  befolyásolja  a  hasznos  molekulák  koncentrációját  .  Ezenkívül  a

fehérvérsejtek  jelenléte  kapcsán vérfrakciókban egyéb csontosodást  gátló  faktorok is  jelen

lehetnek. Ilyenek például a proinflammatorikus citokinek, melyek jelenlétükkel hátráltatják a

szöveti  remodelláció  intenzív  beindulását  .  A  csontosodás  beindítására  nem  csupán

vérkészítmények jöhetnek szóba. Számos vizsgálatban használnak például rekombináns csont

morfogén fehérjéket (BMP 2-7) csontpótlókkal együtt, és érnek el gyorsabb gyógyulást . A

BMP-k  hatásmechanizmusa  precízen  vizsgált  ,  és  semmi  kétség,  hogy  erős  csontosodást

képesek indukálni, ugyanakkor a megfelelő dózisparaméterek nem ismertek. Nem meglepő,

hogy túlzott gyakorisággal fordul elő klinikai vizsgálatok során az ektópiás csonttermelődés,

ami a regeneráció során nem kívánt mellékhatásként jelentkezik . A klinikai vizsgálatok egy

része ezért biztonsági kérdésekre hivatkozva megkérdőjelezi a BMP-k használatát . Az is igaz,

hogy  ezeket  a  fehérjéket  általában  önmagukban  alkalmazzák,  holott  az  optimális

proliferációhoz  és  szöveti  regenerációhoz  számos  egyéb  különböző  koncentrációjú

csontosodási  faktorra  lenne  szükség.  Látszólag  a  BMP-k  az  egyik,  míg  a  thrombocitával

dúsított vérkészítmények a másik végletet képviselik. 

A szérum  albumin  alkalmazásával  kutatócsoportunk  a  középutat  választotta.  Figyelembe

vettük az albumin molekula ismert, önálló hatásait, mint például a sejtkultúra gyakorlatból jól

ismert  proliferatív  hatást  ,  ugyanakkor  előállításából  fakadóan  vérkészítmény  jellege  is

megmarad,  és  mint  transzport  molekula  több  különböző  hatóanyag  forrása  lehet.  Fontos

tapasztalatnak  számítanak  továbbá  az  albumin  fonalakon  mutatott  adhezív  tulajdonságai,

valamint Weszl munkája, ahol allograft típusú csontpótló szerek felületén találta hatékonynak

az  albumint  a  sejtek  proliferációjának  elősegítésében  .  Hasonló  kísérletben  az  albuminos

allograft sikeresen egyesített nem gyógyuló törvégeket patkány combcsont modellben, míg az

albumint  nem tartalmazó  csontpótló  elégtelennek  bizonyult  .  Később,  egy 10 esetből  álló

humán vizsgálatban albuminnal bevont allograftot használtunk aszeptikus arthroplasztikában,

ahol  a  graftok  feladata  a  fém  protézis  megtámasztása  volt  .  Az  albuminos  graft

használhatónak és biztonságosnak tűnt a műtét során, a beültetett graftnak megfelelően pedig

aktív csontosodási folyamatok zajlottak még 12 hónappal a beültetést követően is. 

Az allograft  típusú csontpótlók jellemzője,  hogy ásványi anyag tartalmuk megtartott,  ezért

használják őket olyan terápiákban, ahol rögtön a műtétet követően fontos a beültetett graft jó

mechanikai stabilitása. Kedvező esetben a graft idővel teljesen átépülhet, ami azonban nem

tekinthető gyorsnak, hiszen az ásványi anyag tartalmat először lebontja a szervezet, majd újra

felépíti  a  funkcionális  csontot.  Azokban az  esetekben viszont,  ahol  nem teherviselő  régió
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csontpótlására  kerül  sor,  széleskörben  elterjedtek  a  demineralizált  csontmátrixok  is.

Használatuk biztonságos, hiszen az immunogén komponenseket hatékonyan távolítják el . A

DBM fő hátránya, hogy jelentősen csökkent az ásványi anyag tartalma, ezért mechanikailag

gyengébb az allograftokhoz képest. Ebből a hátrányból fakad ugyanakkor a fő előnye is, mert

a  tisztítási  eljárások miatt  felszínre  kerülnek olyan extracelluláris  mátrix  alkotók,  mint  az

oszteokonduktív  kollagén  és  az  oszteoinduktív  BMP  ,  valamint  a  reziduális  szervetlen

állományt  sem kell  lebontani.  Az  oszteoinduktív  hatása  azonban  sokszor  nem elég  erős.

Állatkísérletek  mutatják,  hogy habár  képes  csontszövet  képződését  indukálni,  a  keletkező

csont  mennyisége  és  minősége  jelentősen  elmarad  az  autológ  csontétól,  vagy  attól,  amit

supra-fiziológiás  BMP  adásával  el  lehet  érni.  Alaee  és  munkatársai  egy  egér  modell

segítségével vizsgáltak oszteogén reporter géneket, de csupán csekély oszteoinduktív hatást

mértek  .  Még  rosszabb  a  helyzet,  ha  a  DBM-et  kritikus  méretű  csonthiányok  pótlására

használják, például patkányoknál 8 hét alatt csupán csekély csontosodást produkált . Ennek

ellenére,  humán  gerincsebészeti  eljárásokban  előszeretettel  használják,  mert  autografttal

kiegészítve  szép  eredményeket  mutat,  önmagában  azonban  itt  sem  állja  meg  a  helyét  .

Azoknál a műtéti beavatkozásoknál tehát, ahol autograft (pl. spongiosa darabkák) egyébként

is képződik, a DBM hasznos térfogatnövelőként válhat be. Felmerül a kérdés, hogy autograft

hiányában  javítható-e  a  DBM  csontregeneratív  tulajdonsága.  A  hiányzó  oszteogenitást

őssejtekkel meg lehetne oldani, de jelenleg még regulációs és financiális gátak akadályozzák

az őssejttraszplantáció ez irányú elterjedését. Láthattuk, hogy az őssejtek jelenléte sejtszegény

struktúrák  esetében  jelentős  eredményeket  hoz,  de  elgondolkodtató,  hogy  csont  esetében

valóban szükséges-e exogén sejtek használata, hiszen a csontvelő és a periosteum tettrekész

őssejtpopulációval rendelkezik . A csontvelői sejtek szívesen tapadtak a szérum albuminos

felszínhez fonalak esetében, és ezt követően jelentős proliferációra képesek. A proliferáció

támogatása  Weszl  allograftos  kísérletében  is  megmutatkozott  .  Nem  meglepő,  hogy  a

csontvelői  sejtek  albuminnal  bevont  demineralizált  csontmátrix  felületére  is  szívesen

tapadnak.  Kísérletünkben  6,  12  és  24  óra  elteltével  vizsgálatuk  a  kitapadó  sejtszámot  és

mindegyik időpontban szignifikánsan magasabb sejtszámot figyelhettünk meg bevonat nélküli

DBM-mel  szemben.  Ez  a  kísérlet  is  rávilágít  arra,  hogy  a  szérum  albumin  kedvező

környezetet biztosít az őssejtek kitapadásához, függetlenül a hordozó struktúra alapanyagától.

Elképzeléseink szerint az endogén prekurzor sejtek in vivo körülmények között is hasonlóan

viselkednek,  éppen  ezért  az  albuminos  graft  hatására  megnövekedhet  a  lokális  őssejt

populáció. Az emelkedett lokális sejtszám csontregenerációban betöltött hasznára számtalan

tudományos  közlemény  rávilágít  ,  nem meglepő  tehát,  hogy  különféle  sejttranszplatációs

eszközök, háromdimenziós hordozófelületek és in vitro előállított élő szövetek iránt megnőtt a
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tudományos  érdeklődés.  Külön  érdekes  Gallego  munkája,  hiszen  ő  albumint  használt

alapanyagnak,  és  úgy  találta,  hogy  az  előállított  hordozóra  szívesen  tapadnak  az

oszteoblasztok, és ezáltal gyorsabb gyógyulás érhető el nyulak mandibula defektusán 11 hét

elteltével  .  Gallego  másik  publikációja  pedig  arra  világít  rá,  hogy  az  albuminos  vázon

bejuttatott  sejtek ektópiás lokalizációban is képesek a csontregeneráció és a mineralizációs

folyamatok  beindítására  .  A  szerző  sajnos  nem  említi,  hogy  sejtmentes,  azaz  csupán

albuminból  előállított  graftot kipróbált  volna, pedig az jó összehasonlítási  alap lenne a mi

munkánkkal.   Ez  az  eredmény  ugyanakkor  biztató  is,  hiszen  az  általunk  alkalmazott

albuminos csont sejtadhezív tulajdonságai miatt exogén sejtek bejuttatására is alkalmas lehet,

erre  azonban  a  sejtterápiás  eljárások  széleskörű  elterjedésig  még  várni  kell.  In  vivo

kísérletünkben  fagyasztva-szárított,  sejtmentes,  humán  szérum  albuminnal  bevont

demineralizált  csontmátrix  gyógyulását  vizsgáltuk.   A kéthetente  végzett  CT vizsgálattal

lehetőségünk nyílt  a gyógyulás dinamikájának nyomonkövetésére.  Megállapítottuk,  hogy a

kritikus  méretű  csonthiányok  patkányok  parietalis  koponyacsontján  szérum  albumin

segítségével  már  a  hetedik  hétre  záródtak.  A csontosodás  további  előrehaladását  pedig  a

denzitás paraméterek növekedése támasztotta alá. Az albumin nélküli csoport esetében ez a

kedvező  dinamikájú  csontosodás  nem  volt  megfigyelhető.  In  vivo  méréseink  validálása

érdekében  a  11  hét  lejárta  után  microCT  felvételeket  is  készítettünk  a  parietális

csontdarabokról.  A vizsgálat  igazolta  az  in  vivo  képalkotásnál  tapasztaltakat,  hiszen  az

albuminos  csoportban  az  újcsontképződés  szignifikánsan  magasabb  volt.  Elvégeztük  a

regenerálódott  csontszövet  funkcionális  vizsgálatát  is:  a  biomechanikai  tesztelés

egybecsengett a képalkotó technikák eredményeivel. A törésteszt során az albuminnal bevont

graft  kitöréséhez  szignifikánsan magasabb erőre volt  szükség, valamint  a graft  kedvezőbb

szilárdsági mutatókat produkált. A mérésnél nem az ép terület tulajdonságait hasonlítottuk a

pótoltéhoz, hanem a különböző grafttal pótolt területeket egymáshoz, különös tekintettel az

épcsont-graft határra. Ameddig ugyanis a csontosodás tökéletesen be nem fejeződik, addig ez

a  terület  mindig  gyenge  pont  marad.  A vizsgálat  eredményeit  azért  is  rendkívül  fontos

kiemelni,  mert  a  csont  egyik  fő  feladata,  a  csontvelőhöz  köthető  funkciók  mellett,  a

biomechanikai  tulajdonságaiból  adódik.  Ezek  alapján  megállapítható,  hogy  az  albuminos

grafttal a szövet funkcionális gyógyulását segítettük elő. 

Az  állatmodell  megválasztása  minden  tudományos  kísérletben  rendkívül  fontos.  A

csontgyógyulás vizsgálatánál ezen belül is a defektusok mérete meghatározó. A különbség a

nem-egyesített  és kritikus méretű között  az,  hogy a kritikus  méretű csonthiányoktól  teljes

spontán  gyógyulást  nem  várhatunk,  ezért  használhatóak  különböző  csontpótlók  adekvát

összehasonlítására.  A kritikus  méret  azonban,  fajonként,  kortól  és  csont  típustól  függően
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változhat, ezért fontos ezek pontos ismerete . Nem érdemes túl nagy defektust sem létrehozni,

hiszen a százalékos gyógyulás eltörpülhet a létrehozott hiány eredeti nagysága mellett, ezért

kevésbé releváns eredményt kapunk. A százalékos gyógyulás (new bone formation%, NBF%)

egyébként általánosan használt mércéje a csontregenerációnak , amit saját vizsgálatainkban is

használtunk, azzal a különbséggel, hogy mi a visszamaradó hiány százalékos értékét tüntettük

fel.  A kezdeti  defektus  mérete  a  kísérleteinkben  4  mm-es  volt,  melyek  spontán  záródása

eredményeink alapján nem teljesül a 11. hétre. A gyógyulás dinamikájára jellemző, hogy míg

a  vizsgálat  elején  intenzívebb  csontosodás  zajlott,  szignifikánsan  csökkenő  csonthiánnyal,

addig a vizsgálat végére a csonthiány mérete a későbbi vizsgálati időpontokban alig változik.

Ebből arra következtetünk, hogy az üresen hagyott hiányok záródása a későbbiekben sem fog

bekövetkezni.  A  kritikus  méretű  csonthiányok  méretével  foglalkozó  munkák  patkányok

esetében 5 mm-esnek határozza meg az egyoldali kerek defektust . Ez az összefoglaló kiemeli

azt is, hogy kisebb méretű csonthiányok is megfelelhetnek, de nem áll rendelkezésre elég adat

ahhoz, hogy ez megállapítható legyen. A kísérleteink tervezésénél fontos volt, hogy kétoldali,

tehát parietalis csontonként egy hiányt tudjunk létrehozni, ezzel felére csökkentettük a kísérlet

állatigényét  .  A műtéti  technikánál  pedig  szem  előtt  tartottuk,  hogy  a  koponyavarratok

érintetlenek  maradjanak.  Erre  azért  van  szükség,  mert  a  koponyavarratok  csontosodása,

elhúzódó  jellege  miatt,  eltérhet  a  normál  csontszövetétől.  Mérlegelendő  továbbá,  hogy  a

varratok épen hagyásával a vénás sinusok megnyílásának veszélyét is csökkentjük. Az 5 mm-

es hiány létrehozása az anatómiai és technikai felszereltség miatt azonban kissé veszélyeztette

volna a kísérlet kimenetelét, ezért 4 mm-es defektus létrehozása mellett döntöttünk, melynek

elhelyezése már kivitelezhetőnek tűnt. Habár korábban megállapítottuk, hogy 11 hét alatt ez a

defektus nem gyógyul, a pontos besorolás elengedhetetlen volt. Hosszú távú megfigyeléseink

azt mutatták, hogy a 4 mm-es üresen hagyott csonthiányok fél évvel a műtétet követően sem

záródnak, emiatt kritikus méretűnek tekinthetőek . Ebben a kísérletsorozatban lehetőség nyílt

annak  vizsgálatára  is,  hogy  alkalmas-e  a  DBM  hosszabb  távon  a  teljes  csontgyógyulás

elősegítéséhez, hiszen a demineralizációs eljárások nemcsak az oszteoinduktív és oszteogén

faktorokat,  hanem  az  ásványi  anyagok  nagy  részét  is  eltávolítják.  A  DBM-mel  töltött

defektusok a vizsgálat végére a képalkotó vizsgálatok szerint gyakorlatilag teljes gyógyulást

mutattak. Ezt igazolta az is, hogy a gyógyult csontszövetben a kalcium 80%-a, és a csontot

alkotó többi elem nagy része közel teljesen visszaépült . Habár az elhúzódó gyógyulás miatt a

DBM  ettől  függetlenül  kombinációs  terápiaként  jön  majd  szóba,  fontos  ismeret,  hogy

önmagában  is  képes  minőségében  és  mennyiségében  megfelelő  csontosodást  elérni,  még

kritikus méretű defektusokban is.
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6. Következtetés

A kísérletes munkám során a következő eredményekre jutottam:

1.  Bebizonyosodott,  hogy  a  mezenhimális  őssejtek  nagy  számban  képesek  kitapadni

különböző szérum albuminnal  bevont  biokompatibilis  anyagokra,  így  poli-észter  sebészeti

varróanyagokra  és  demineralizált  csontmátrixra.  Az  albumin  molekula  vélhetően  fiziko-

kémiai  és  biológiai  hatások  által  egyaránt  kedvező  környezetet  biztosít  a  mezenhimális

őssejtek kitapadásához, túléléséhez és szaporodásához. 

2.  Bebizonyosodott  az is,  hogy az albuminos felület  jól  funkcionál  átmeneti  hordozóként,

vagyis  a  szövetbe  ültetést  követően  a  sejtek  a   felületet  elhagyva  mélyebb  rétegekbe

vándorolnak,  így  jelen  vannak  a  regenerálódó  szövetben.  A sebészeti  varróanyagok  tehát

alkalmasnak bizonyultak arra, hogy koncentráltan, meghatározott lókuszra jutassunk sejteket. 

3.  Az  albumin  molekula  ezenkívül,  feltehetően  aktív  komponensként,  részt  vesz  a

csontregenerációs  folyamatokban,  hiszen  jelentősen  javította  a  demineralizált  csontmátrix

beépülését,  és  a  csonthiány  regenerációját  kritikus  méretű  csontdefektusok  esetében.  Az

albumin  molekula  minden  bizonnyal  az  endogén  progenitorok  rekrutálásával  éri  el  a

szignifikánsan magasabb mértékű újcsont képződést. A funkcionalitás javulását a mechanikai

vizsgálat  igazolta,  melyben az albuminnal  kezelt  csontdefektusok szignifikánsan magasabb

teherbírást és keménységet értek el. 
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7. Összefoglalás

Munkám során a szérum albumin csont-, és lágyszövet regenerációt befolyásoló hatásaival

foglalkoztam. Az ortopédiai lágyszövetek regenerációs jellegéből kifolyólag hasznos adjuváns

lehet az őssejtterápia, mely kivitelezésére a szérum albuminnal bevont felszívódó varróanyag

alkalmas  lehet,  hiszen  a  fehérje  kedvező  környezetet  biztosít  a  sejtek  kitapadásához,

túléléséhez és proliferációjához. Technikailag kiemelendő, hogy nem bonyolítja a sebészeti

technikát sem, mert olyan esetekben lenne használható, ahol egyébként is varrattal történik a

sebészeti  rekonstrukció.  A  csontszövet  esetében  megkérdőjelezhető  azonban  az

őssejttranszplantáció  szükségessége,  mert  mind  a  csontvelő,  mind  a  periosteum  könnyen

aktivizálja a progenitor sejteket. Kritikus méretű csonthiányoknál ez mégsem elegendő, ezért

szükséges  különböző csontpótlók  és  csontosodást  elősegítő  anyagok használata.  A szérum

albumin  (exogén  sejtek  bejuttatása  nélkül)  sikeresen  javította  az  oszteokonduktív  DBM

csontpótló  gyógyulását,  mely  mind  radiológiailag,  mind  mechanikailag  megfelelőnek

bizonyult. A szérum albumin feltehetően rekrutáló és proliferatív hatást gyakorol az endogén

progenitor sejtekre, ezért a gyógyulás gyulladásos fázisát követően magasabb számú sejt áll

rendelkezésre a szöveti remodelláció beindítására. A molekula erős oszteoinduktivitása miatt

így endogén őssejtek bevonásával végezhető őssejtterápia.  A szérum albumin, hasznossága

mellett, könnyen elérhető, tisztított jellegéből kifolyólag kiszámítható hatásokat eredményez.

Nem  kétséges,  hogy  létezhet  olyan  hatóanyag,  vagy  szövetépítési  stratégia,  mely  jelen

munkában  leírtakat  gyorsabban  vagy  eredményesebben  képes  megvalósítani,  de  azok

széleskörű  elterjedéséig  a  szérum  albumin  elérhetősége  és  megkérdőjelezhetetlen

biokompatibilitása miatt fontos adjuvánsa lehet számos klinikai indikációnak. 
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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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