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1. Bevezetés

Az ortopédiai szegmentalis csonthianyok pétlasa nagy kihivast jelent olyan
esetekben, amikor a csont sajat regeneracios képessége csokkent. Ilyenkor
gyakran tapasztalhatd, hogy a csontgraftok nem, vagy csak részben épiilnek
be ¢és Un. nonunion alakul ki, ami miatt sokszor bizonytalan a
rekonstrukcids beavatkozasok kimenetele. A jelenleg legjobbnak tartott
csontgraft a sajat csont transzplant, ami immunoldgiailag azonos a befogadd
szovettel, igy beépiilése valdszinlibb az idegen eredetli csontpdtlokhoz
képest. Az elényds tulajdonsagok ellenére a sajat csont széleskori klinikai
alkalmazdsdnak gatat szab annak korlatozott elérhetdsége, ami miatt
gyakran donor csont (allograft) alkalmazasa valik indokoltta. Az allograftok
elékészitésének egyik modja a kémiai sterilizalast és antigén-mentesitést
kovetd fagyasztva szaritas (liofilizalas), ami biztositja az allograftok hosszu
tava eltarthatosagat. Azonban a kémiai kezelés hatasara a liofilizalt
allograftok veszitenek biokompatibilitasukbol, vagyis kevésbé képesek
megtapadni a feliiletikon a csontképzOdésben fontos szerepet jatszo
sejttipusok (mesenchimalis Odssejtek), ami végsé soron csokkenti a

beépiilésiik esélyét a csonthiany helyére.

2. Célkitiizések

A jelen doktori munka f6 célkitlizése kémiailag sterilizalt, antigén-
mentesitett fagyasztva szaritott human csont allograftok in vitro és in vivo

biokompatibilitdsanak vizsgalata és fejlesztése volt.

Specifikus kérdések:



2.1. A kémiai kezelés hatranyosan befolyasolja-e a liofilizalt humén csont
allograftok in vivo biokompatibilitasat?

2.2. Milyen bevondanyag és mddszer lenne alkalmas a kémiailag sterilizalt,
antigén-mentesitett liofilizalt human csont allograftok bioldgiai értékének
javitasara?

2.3. Hogyan befolyasolja a bevonat a liofilizalt human csont allograftok in

vitro és in vivo biokompatibilitdsat?

3. Anyagok és modszerek

3.1 Kémiailag sterilizalt, antigén-mentesitett liofilizalt human csont
allograftok in vivo biokompatibilitisinak vizsgilata
Az allatkisérletek etikai bizottsdg jovahagyasaval lettek megvaldsitva.

Him, felnétt, 500-600g sulyti Wistar patkdnyok (Toxi-Coop, Hungary)
altatasa 1.5 L/min oxigén, 200cm’/min halotan (Sigma Aldrich, St Louis,
MO) elegyével tortént. A patkanyok farkat teljes hosszaban braunollal
(Braun Medical, Bethlehem PA) haromszor mostuk, majd a faroktovet
elkotottiik  vérzéscsillapitas céljabol. A farok sebészeti eltavolitasat
kovetden a C4-C5 kaudalis csigolydban kavitalis csonthidnyt hoztunk létre
egy 2mm atmérdjli és 3.5mm behatoloképességii egyedi kialakitasu furd
segitségével. A spontdn csontgyogyulds megakadalyozasa céljabol egy
orvosi acél tavtartd szeg keriilt elhelyezésre a defektusban. A seb zarasa
utan az allatok visszakeriiltek a helyilikre, majd 12 hét utan a tavtartd
szegeket eltavolitottuk egy kovetkezdé mutétben. A keletkezett kavitalis
csontdefektusokat feltoltottikk vagy i) csontcementtel (PMMA, Heraeus
Palacos R; n=5), vagy ii) injektalhaté kalcium-foszfat cementtel (pCPC;
n=5), vagy iii) stroncium tartalmi kalcium-foszfat kompozittal (SrCPS;

n=>5), vagy iv) impaktalt, kémiailag sterilizalt, antigén-mentesitett liofilizalt



human csonttal (Nyugat-magyarorszagi Regionalis Szovetbank; n=5), vagy
v) tresen hagytuk (n=7), majd a seb zarasra keriilt. Ekkor egy ujabb
csoporttal boviilt a kisérlet, amely csoport allataiban az el6bbiekben leirt
moédon  1étrehozott  kavitdlis  csontdefektust tavtartdé és csontpdtld
alkalmazésa nélkiil bezartuk és gyogyulni hagytuk (pozitiv kontrol; n=5).
Az allatokat 12 hét utan feldldoztuk, majd az operalt és a kdzvetlen mellette
1évé csigolyat eltavolitottuk. Az eltdvolitott csigolyakat 4%-os
formaldehidben fixaltuk, majd pCT (Skyscan 1172 X-ray micro-
tomography Skyscan, Kontich, Belgium) és szovettani vizsgalatokban
értékeltiik.

A pCT felvételek 60 kV fesziiltség és Al-sziiré alkalmazasaval késziiltek.
A nCT felvételek rekonstrukcioja 180°-os forgatassal (fél fokos 1éptetéssel),
Feldkamp modositott algoritmussal tortént Skyscan Nrecon szoftver
segitségével. A pCT felvételek 3-dimenzios megjelenitése SkyScan CTvox
(Kontich, Belgium) szoftverrel tortént.

A fixalt csigolyak dekalcinaldsa Biodec-R oldatban 1 hetes inkubaléssal
tortént. Paraffinos beagyazds utan a mintdkbol 5 mikronos hosszanti
metszetek késziiltek, majd targylemezen hematoxilin-eozin (Merck & Co)

festést kaptak.

3.2 In vitro biokompatibilitasi és fizikai vizsgalatok
Héarom tipusu csontgraftbdl, azaz kémiailag sterilizalt, antigén-mentesitett

liofilizalt human csontgraft blokkbol (Nyugat-magyarorszagi Regionalis
Szovetbank), liofilizalt szarvasmarha csont blokkbdl (BioOss, Geistlich
Pharma AQG) és szintetikus hidroxiapatit blokkbél (META BIOMED)
harom kisérleti csoport keriilt kialakitasra, igymint kontroll, teszt A és teszt

B csoportok (1. Tablazat).



Kémiailag sterilizalt, antigén-mentesitett fagyasztva szaritott allograftok

eléallitdsa: kadaver csontok 4 6rds metanolos denaturdldsa utdn 24 oras
kémiai emésztése tortént 0.1M foszfat-puffer, 10mM natrium-azid és 10mM
jod-ecetsav oldatdban. Ezt kovetden a csontok részleges dekalcinalasa
tortént 0.6M sosav oldatban 4-6 6ran at. Az igy eldallitott csontok etilén-
oxid sterilizalasa kovetkezett 27°C-on, majd azok aszeptikus fagyasztva
szaritasa (1. szaritas: 32°C, 2Pa, 12 6ra; 2. széritas: 32°C, OPa, 12 6ra).

A Teszt A ¢és Teszt B kisérleti csoportokat tovabbi alcsoportokra
bontottuk a bevondsukra alkalmazott mddszer szerint, Ggymint vizes és
fagyasztva szaritasos bevonas. A bevondanyagok a) human szérum albumin
(200g/1000ml, BIOTEST), vagy b) human szérum eredetii fibronektin
(20pg/ml, Sigma Aldrich), vagy c) 1,5%-os sertés kollagén I oldatok (Biom'
up) voltak. Az albumin oldatot 1:2 aranyban higitottuk foszfattal pufferolt
sooldattal. A kontroll csoportot bevonat nélkiili csontgraftok alkottdk. A
Teszt A csoportban a csontgraftok vagy albumin, vagy fibronektin, illetve
kollagén vizes oldatdban + 4°C-on inkubalddtak egy éjszakan at. Az
inkubaciés id6 eltelte utan a csontgraftokat eltavolitottuk a fehérjék
oldatabol, majd sejtkultira edényekbe helyezve azonnal mezenchimalis
Ossejteket (MSC) oltottunk a feliiletiikre. A Teszt B csoportban a
csontgraftokat az elébb leirt fehérjék vizes oldataban tortént inkubécid
eltelte utdn fagyasztva szaritottuk 32°C-on, 1 Pa nyomdson 24 o6ran
keresztiil. Ezt koveten a csontgraftokat sejtkultiira edényekbe helyeztiik és
azonnal MSC-ket oltottunk a feliiletiikre.

A sejtes vizsgalatokhoz késziilt Teszt A és Teszt B csoportokbol mintakat
vettink mechanikai ¢és optikai vizsgélatok céljabol. A csontgraftok

mechanikai  vizsgalatara  Vickers mikrokeménységmérési  eljarast



alkalmaztunk, mig a graftok strukturdlis vizsgalatat

elektonmikroszkoppal (SEM) (Philips XL 30) végeztiik.

pasztazo
A Vickers keménységméréshez egy 136°-os lapszogli négyzet alapu
gyémantgula szurdszerszdmot alkalmaztunk. A mintak sima feliiletein 50g
terhelderével 5 masodperces terhelési idével végeztiik a méréseket. Minden
mintdn legalabb 5 mérést végeztiink. A szurdszerszam altal létrehozott
lenyomat sikvetiiletének atloit lemértiik és atlagoltuk. A Vickers keménység
értékének meghatarozésa a kovetkezd szamitds alapjan tortént: a terhelderd
(F) Newtonban kifejezve osztva a lenyomat sikvetiiletének mm>-ben
kifejezett teriiletével (A), amely hanyadost egy konstanssal szoroztunk
(C=0,102).

Az elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz a mintdk elektromosan vezetd
aranyréteggel lettek bevonva vakuumporlasztdsos moédszerrel. A mérések
vakuumban torténtek. A felvételek szekunder elektron izemmaddban (SE)
késziiltek 15kV gyorsitofesziiltséggel. A mintak teljes feliilete atvizsgalasra
keriilt ¢és reprezentativ felvételek késziiltek 50x, 200x and 1000x

nagyitassal.

1. Tablazat. In vitro kisérleti csoportok. A Teszt A csoportban a csontgraftok human szérum
albumin (A), vagy fibronektin (B), illetve sertés kollagén I (C) vizes oldatdban inkubalva
késziiltek. A Teszt B csoportban a csontgraftokat a fehérjék oldataban tortént inkubacié utan
fagyasztva szaritottuk (a, P, y).

Allograft BioOss Hidroxiapatit
Kontroll Nem bevont Nem bevont Nem bevont
Teszt A A) Vizes albumin A) Vizes albumin A) Vizes albumin

B) Vizes fibronektin B) Vizes fibronektin B) Vizes fibronektin

C) Vizes kollagén C) Vizes kollagén C) Vizes kollagén
Teszt B a) Liofilizalt albumin a) Liofilizalt albumin a) Liofilizalt albumin

B) Liofilizalt fibronektin
v) Liofilizalt kollagén

B) Liofilizalt fibronektin
v) Liofilizalt kollagén

B) Liofilizalt fibronektin
v) Liofilizalt kollagén



Mezenchimalis Jssejtek izolaldsa: Fiatal (2-20 éves) donorokbdl

rutinszerli ortopédiai beavatkozasok soran kinyert csontveld mintakat
hasznaltunk fel a betegek, illetve sziileik hozzajarulasaval és az etikai
bizottsdg engedélyével. Csak olyan szdveteket hasznaltunk fel a
kisérletekhez, amik egyébként kidobasra keriiltek volna. Az izolalt
csontveldt T75-0s sejttenyésztd flaskaba helyeztiik és sejttenyésztd oldattal
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) egészitettiik ki, ami az alapoldaton
kiviil 10% borjusavot, 100 U/ml penicillint, 10 pug/ml streptomycint, 2mM
L-glutamint és 1g/l gliikozt tartalmazott. A flaskdkat 3 napig inkubaltuk
37°C-on vizgdzzel telitett és 5% CO,-ot tartalmazd légkdrben. Az
inkubacids id6 eltelte utan a csontveld eredeti mezenchimadlis Ossejtek
(BMSC) a sejttenyésztd flaska aljdhoz tapadtak. A csontveld maradék
komponenseit foszfat-puffer oldattal kimostuk. A kisérletekhez 1 és 5
passzdzs kozotti BMSC-ket hasznaltunk fel. A BMSC-ket Vybrant DiD
fluoreszcens membranfestékkel jeloltiik (excitdcid/emisszio: 644/665 nm,
Molecular Probes, Invitrogen, USA) monolayerben 30 percig 37°C-on
inkubalva.

Fogpulpa eredetli mezenhimalis Ossejtek (DPSCs) izolaldsa Gronthos és
mtsai. altal kidolgozott a munkacsoportunk 4ltal részben modositott
eljarassal tortént. Fiatal feln6ttekbdl (18-26 éves) eltavolitott impaktalt
harmadik molarisokat hasznaltunk donorként. A fogakat steril furdval
bevagtuk a zomanc-cement hatdr mentén, hogy feltarjuk a pulpakamrat. A
pulpa szovetet eltdvolitottuk a koronabdl, majd a gyokereket emésztettiik
kollagenaz I (3 mg/ml) és diszpaz (4 mg/ml) enzimek oldatdban 37°C-on 1
oran at. A kapott sejtszuszpenzidt 70 pm poérusméretli szlirOn ateresztettiik,
majd a sejteket 6-lyuku plate-be tettiik ¢és sejttenyésztd tapoldattal
egészitettiik ki (a-MEM), ami 20% borjusavot, 100 uM L-aszkorbinsav-2-



foszfatot, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycint és 2mM L-
glutamint tartalmazott. A DPSC-k nem vették fel a Vybrant DiD
fluoreszcens membranfestéket ellentétben a BMSC-kkel, ezért nem tudtunk
VIS spektrofotométerrel (BIOTEK Powerwave XS) kdovettik nyomon
AlamarBlue jelolést alkalmazva (Biosource, Invitrogen, USA).

A sejtek karakterizalasa dramlasi citometridval (BD+ FacsCalibur, Becton
Dickinson, NJ, USA) hematopoetikus (CD34, CD45) és mezenchimalis
sejtfelszini markerek (CD73, CD90, CD105 és CDI166) vizsgalataval
alapjan tortént.

A csontgraftok feliiletére két modszerrel vittiik fel az MSC-ket, igymint
A) normal sejttenyésztési koriilmények kozott; és B) dinamikus
sejttenyésztési koriilmények kozott:

A) Az MSC-ket tripszines emésztést kovetden szuszpendaltuk a
sejttenyésztd tapoldatban, majd automata pipettaval 100.000 sejt/graft
adagoltuk a csontgraftok feliiletére. Ezt kdvetden a sejteket novesztettik a
csontgraftok feliiletén normal sejttenyésztési koriilmények kozott 18 napig.

B) Els6 1épésben 100.000 sejtet vittiink fel a csontgraftok feliiletére az
elébb leirt modon ¢és 24 oran keresztiil novesztettik Oket normal
sejttenyésztési koriilmények kozott. Ezt kdvetden a csontgraftokat forgd
bioreaktor csovekbe helyeztiik és 25ml térfogatban 1,5 millié szuszpendalt
MSC-t taralmazé sejttenyésztd tapoldattal egészitettiik ki, majd 24 o6rén
keresztiil inkubaltuk egyiitt a csontgraftokat és az MSC-ket a bioreaktorban.
Az inkubdcios id0 eltelte utan a csontgraftok sejttenyésztd edényekbe

kertiltek és 18 napig ndvesztettiik rajtuk a sejteket normal sejttenyésztési

s



A fluoreszcens membranfestékkel jelolt BMSC-ket konfokalis
mikroszképpal (LSM 510 META, Zeiss) vizsgaltuk a csontgraftokon. A
mérések soran harom egymadssal at nem lapolo latdteret véalasztottunk ki
véletlenszerien, ahol a BMSC-k fluoreszcens jeléhez tartozé pixelek
mennyiségét mértiik a felvételeken.

A DPSC-k sejttenyészté tapoldatat 10 w/w% AlamarBlue festéket
tartalmazo, a tobbi komponensét tekintve az eredetivel azonos Osszetételll
tapoldattal egészitettiik ki. A csontgraftokat 4 d6ran keresztiil inkubaltuk
normdl sejttenyésztési koriilmények kozott, majd 200 pl mintat vettiik a
sejttenyészté tdpoldatbol, majd 96-lyuktt plate-n mértik a minta
abszorbancidjat 570 nm és 600 nm hulldmhosszokon.

A Teszt A és Teszt B csoportokat hosszmetszeti kisérleti elrendezésben
vizsgaltuk, ahol a koz0s expozicié az MSC-k réoltasa volt a csontgraftok
mértik a 3. és 18. napokon (1. Téabldzat). Az expozicid lehetséges
eredményeit elére meghatarozott verifikacidos kritériumok alapjan
osztalyoztuk, amely egyben az alapjat képezte a csontgraftok in vitro
teljesitoképesség értékelésének (2. Tablazat). Csak azokat a csontgraftokat
vizsgaltuk tovabb in vivo allatmodellben, amelyek elésegitették az MSC-k

Ismételt méréses egyszempontos ANOVA (Tukey post-hoc teszt)
analizist végeztink az MSC-k mennyiségének Osszehasonlitdsdra a
csontgraftokon (p < 0.05 értéknél tekintettik a kiilonbséget

szignifikdnsnak).



2. Tablazat. Bevonatos csontgraftok

in vitro teljesitoképességének verifikacios

kritériumai. Azok a csontgraftok kizarasra keriiltek a tovabbi vizsgalatokbol, amelyek nem
segitették el6 az sejtek megtapadasat, vagy azok proliferaciojat Osszehasonlitva a nem

bevonatos kontroll csontgraftokkal.

Kontroll Csokkenés Stagnalas Novekedés
Megtapadt Kitapadt sejtek Nem valtozik a Kitapadt sejtek
sejtek mennyiségének kitapadt sejtek mennyiségének
Kitapadas mennyisége csokkenése a mennyisége a novekedése a
nem bevonatos  kontrolhoz képest  kontrollhoz kontrolhoz képest
graftokon Kizdrds képest Megtartds
Kizdrds
Sejt- Kitapad sejtek Nem valtozik a Kitapad sejtek
proliferacio proliferacioja kitapadt sejtek proliferacioja
Proliferacio nem bevonatos  csokken a proliferacidja a novekszik a
graftokon kontrolhoz képest  kontrollhoz kontrolhoz képest
Kizdrds képest Megtartds
Kizdrds

3.3. Bevonatos csontgraftok in vivo biokompatibilitas vizsgalata

A mitéti beavatkozdsok az etikai bizottsdg engedélyével torténtek. A
bevonatos csontgraftok in vivo biokompatibilitdsdnak vizsgalata egy
patkdny combcsontban létrehozott szegmentalis csontdefektus modellben
tortént, amelyben a sajat csont regeneracids képessége csokkent volt
(nonunion modell). Feln6tt him 496-692¢g sulyu Wistar patkanyok (n=39)
altatasa halotan, N,O ¢és O, elegyével tortént. A combrol a szort
leborotvaltuk, majd a mtéti teriiletet feliileti ferttlenitokkel elokészitettiik.
A bdron és a subcutan szdveteken atjutva a fasciat hosszéban behasitottuk,
majd a tensor fasciae latae és a vastus lateralis izmokat levalasztottuk a
femurrol, igy rajutottunk a csontra. A combcsontot a csip6tdl a térdig tartuk
fel Ggy, hogy a periosteum ne sériiljon. Ezutdn egy 5 lyukl minilemezt
(Sanatmetal, Eger) rogzitettiink a csontra 4 darab 1.5 mm vastag és 8 mm
hosszu csavarral (Sanatmetal, Eger) Ugy, hogy a lemez kozéps6 lyukat

szabadon hagytuk, csavar csak a két proximalis és két distalis lyukba keriilt.
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A rogzités utdn oszcillacios fiirésszel (Electric Pen Drive, Synthes GmbH,
Oberdorf, Svdjc) eltdvolitottunk egy 2mm vastag osteoperiostealis
szegmentumot a csont diaphysisébdl, onnan, ahol a kozépsé lyuk volt. Az
osteotomids résbe 2 milliméter vastag, poly-methyl-metacrilate
csontcementbdl (PMMA, Heraeus Medical, Wehrheim, Németorszag)
kézzel készitett lemezt helyeztiink, majd az interpozitumot 3-0-4s, nem
felszivodd fonallal erdsitettiink a lemezhez, hogy megakadalyozzuk az
esetleges kimozdulasat a résbdl. Az izmokat 3—0-4s felszivodo fonallal,
csomds Oltésekkel egyesitettilk, majd a boért 3-0-as fonallal, tovafutod
oltésekkel zartuk. Az allatokat visszatettiik a ketreciikbe, és naponta
megfigyeltiik 6ket, sulyukat hetente mértiik. Az allatoknal 4 hét eltelte utan
ismételt beavatkozast végeztiink, amelynek sordn a fent leirt mddon
feltartuk a femuron az osteotomia helyét, majd a csontcement tavtartot
eltavolitottuk és a csonthidnyt potoltuk vagy 1) fagyasztva széritott
albuminnal bevont, vagy II) bevonat nélkiili humén csontgrafttal, vagy III)
iiresen hagytuk a csonthidnyt. A sebet a fent leirt modon zartuk, az allatokat
visszatettilk a ketreceikbe, majd 4 hét utdn felaldoztuk Oket. Az allatok
felaldozasat kdvetden az operalt combcesontokat kioperaltuk, majd a lemezt
és a csavarokat eltavolitottuk, a vizsgalatot az igy el6készitett csontokon
végeztiik. A regeneracié mértékét, valamint az esetleges csontos gydgyuléast
uCT késziilék (Skyscan 1172 X—Ray microtomograph, Konti ch, Belgium)
segitségével figyeltiik meg.
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4. Eredmények

4.1. Kémiailag sterilizalt, antigén-mentesitett liofilizilt human csont

allograftok in vivo biokompatibilitasa

Az 1. ébra a) panel felsé képe mutatja, hogy a kavitalis csonthidnyt teljes

egészében kitolti a PMMA és csontosodas nem figyelhetd meg. Szintén az

a) panel alsé képén a human csontpotld részleges felszivodasa lathato

csontképzddés nélkiil. Ezzel
szemben pCPC csontp6tld
atépiilése lathaté az a) panel
ko6zéps6 képén, amit fehér nyil
jelez. A csontpdtloval  és
tavtartoval nem kezelt
csonthianyok teljes gyogyulast
mutattak az esetek 100%-aban,

amit a CT felvételeken lathatd

1. Abra: reprezentativ micro-CT felvételek a
csigolyakrol 12 héttel az operaciék utan a
kisérletek végeztével.

trabekularis szerkezet igazol (1. Abra, b) panel). Abban a kisérleti

csoportban, ahol a tavtartd eltdvolitdsa utan nem toltottiik fel a csonthianyt

csontpotloval az esetek 43%-ban tapasztaltunk csontgyogyulast (1. Abra, ¢

panel). Az SrCPS csontpétloval kezelt allatok 80%-aban tortént teljes

csontgyogyulds ugy, hogy négy esetben teljes volt a csontosodas, mig egy

aft pCPC graft

2. Abra: Reprezentativ hematoxilin-eozin festett
szovettani metszetek az operalt csigolyak distalis

végeibol 12 héttel a csontpétlas utan.

esetben csak részleges a
kisérlet  végeztével (1.
Abra, d  panel). A
szOvettani vizsgalatok azt
mutattdk, hogy a humdan
csontpotld  esetében  is

tortént  csontatépiilés, és

habar az 0j és a régi szovet kozott kozvetlen kontaktus figyelhetd meg a



szovethatarok markansan elkiiloniilnek (2. Abra). Ezzel szemben az SrCPS
és pCPC csontpdtlok teljesen szerviiltek, nem voltak fénymikroszkoppal
felfedezhetd visszamaradt csontpdotld maradvanyok az Ujonnan képzodott

szovetben.

4.2. Bevonatos csontpétlék fizikai tulajdonsagai, 6ssejtek megtapadasa
és proliferacidja azok feliiletén
A SEM vizsgalat 1ényeges makro-, és mikroszerkezeti kiillonbségeket tart

fel a liofilizalt emberi és szarvasmarha csontgraftok (Bio-Oss), valamint a
szintetikus hidroxiapatit kozott (3. Abra). A hidroxiapatit mutatta a
legkompaktabb szerkezetet viszonylag alacsony feliileti porozitassal. Ezzel
szemben a szivacsos liofilizalt szarvasmarha csontot siirlin atszovik a nagy
atmérdjli intertrabekuladris csatorndk. A liofilizalt szivacsos human
csontgraft valtozatos képet mutatott kiilonb6zd atmérdji intertrabekularis
csatorndival. A fagyasztva szaritott human albumin pehelyszeri bevonatot
képzett a csontgraftok feliiletén, ami elfedte a mikrostruktarak kozotti
lathat6 kiilonbségeket. Az albumin bevonat a Bio-Oss feliiletén mutatta a
legnagyobb fokti homogenitast, mig véletlenszer(i albumin-mentes teriiletek
voltak megfigyelhetdek a human csontgraftok trabekuléi kozott.

A Bio-Oss mutatta a legkisebb Vickers keménységet (14,9 HV + 4,1),
mig azt a human csont kdvette a sorban (55,1 HV + 7,7), aminek a
keménységét nem befolyasolta a fagyasztva szaritott albumin bevonat
(53.9N =+ 7.9). Erdekes modon a szintetikus hidroxiapatitnak egy
nagysagrenddel nagyobb volt a Vickers keménysége, mint a két természetes

eredetli csontgraftnak (320,4 HV + 44,6).
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3. Abra. Fagyasztva sziritott
albuminnal bevont
csontgraftok makro-, és
mikroszerkezete. A pasztazo
elektronmikroszkopos vizsgalat
Iényeges kiilonbségeket tart fel
a liofilizalt emberi (allograft) és
szarvasmarha csontgraftok (Bio-
Oss), valamint a szintetikus
hidroxiapatit (HAP) kozott. A
hidroxiapatit mutatta a
legkompaktabb szerkezetet
viszonylag alacsony feliileti
porozitassal. A szivacsos
liofilizalt szarvasmarha csontot
slirlin atszovik a nagy atmérdji
intertrabekularis csatornak. A
liofilizalt szivacsos human csont
graft valtozatos képet mutatott
kilonboz6é  nagysagi  inter-
trabekularis ~ csatornaival. A
fagyasztva  szaritott human
albumin pehelyszerli bevonatot
képzett a csontgraftok feliiletén,
ami elfedte a mikro-struktarak
kozotti 1athato kiilonbségeket.

A human csontgraftok bevonasa vizes kollagénnel, vagy fibronektinnel

alig novelte a kitapaddo BMSC-k mennyiségét a kontrollhoz képest, viszont

a sejtek mennyisége csokkent a 3. és 18. nap kozott (4. Abra). Ezzel

szemben a vizes albumin bevonat jelentésen megndvelte a kitapaddé BMSC-

k szamat a human csontgraftokon, viszont a 18. napra lényegében eltlintek a

sejtek a graftok feliiletérdl (pixelek atlaga a 3. napon: 2373 £ 142; illetve a

18. napon: 0).
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4. Abra. BMSC-k adhéziéja és proliferacija vizes fehérjékkel bevont human
csontgraftok feliiletén. Az oszlopdiagram azt mutatja, hogy az graftok bevonasa vizes
albuminnal szignifikdnsan megnovelte a 3. napon megfigyelheté sejtek mennyiségét a
kontrollhoz képest (p* < 0.05), azonban a fibronektin és a kollagén csak kismértékben novelte
a sejtek kezdeti kitapadasat. Fliggetleniil az alkalmazott bevonofehérje mingségétol alig maradt
detektalhato sejt a 18. napon a human csontgraftok feliiletén. A A-B panelek reprezentativ
konfokalis felvételeket mutatnak a bevonat nélkiili kontroll human csontgraftok (kék) feliiletén
talalhato Vybrant-DiD-el jelolt BMSC-kr6l (piros). A 3. napon is kevés megtapadt sejt
mennyisége szinte nullara csokkent a 18. napra.

Az albumin fagyasztva szaritisa a human csontgraftok feliiletére
megforditotta az elézbéekben leirt tendenciat, vagyis a kitapadt BMSC-k
proliferaltak a 3. és 18. nap kozott (pixelek atlaga a 3. napon: 1658 + 278;
illetve a 18. napon: 2082, + 110; p < 0.05). Erdekes modon a fibronektin és
a kollagén fagyasztva szaritassal tortént kezelése nem befolyasolta a

BMSC-k kitapadasat vagy proliferacidjat (5. Abra).

Fagyasztva szaritott = kontrol
2% szérum albumin

== fibronektin
a1 kollagén |

Tuléld BMSC-k mennyisége (pixel)

5. Abra. BMSC-k adhéziéja és proliferacioja fagyasztva szaritott fehérjékkel bevont
human csontgraftok feliiletén. Az oszlopdiagram azt mutatja, hogy az albumin fagyasztva
szaritasa szignifikdnsan megnévelte a 3. napon megfigyelhetd sejtek mennyiségét a fagyasztva
szaritott fibronektines és kollagénes allograftokhoz képest. Azonban a kitapadt sejtek
proliferacidja mérsékelt volt a fagyasztva szaritott albuminnal bevont human allograftok
feliiletén. Az A-B panelek reprezentativ konfokalis felvételeket mutatnak a fagyasztva szaritott
albumin bevonatos allograftokrol. A kitapadt sejtek mennyiségének novekedése figyelhetd
meg a 3. és 18. nap kozott.
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A dinamikus sejttenyésztési koriilmények szignifikansan megnovelték a
kezdetben kitapado BMSC-k mennyiségét a fagyasztva szaritott albuminnal
bevont allograftok feliiletén (6. Abra) dsszevetve a normal sejttenyésztési
koriilményekkel. Ezen tilmenden a kitapadt sejtek intenziv proliferacioja
volt megfigyelhetd (pixelek atlaga normal koriilmények kozott az 1. napon:
197423, dinamikus koriilmények kozott az 1. napon: 9825 + 1208; illetve a
7. napon: 15025+1704). Hasonl6 tendencia volt megfigyelhetd akkor is,
amikor DPSC-ket oltottunk a fagyasztva szaritott albuminnal bevont human
csontgraftok feliiletére normal és dinamikus sejttenyésztési koriilmények
kozott (normal koriilmények: redukalt AlamarBlue atlag (%) a 3. napon:
14.5+£2.23; 4tlag a 7. napon: 33.7+0,06; dinamikus koriilmények: redukalt
AlamarBlue atlag (%) az 1. napon: 33.5+2.23; atlag a 7. napon: 60.9£1.09).

A B
] P g
a < 10 P,
Y g * 1 sztenderd kérilmények
g 8 —_— mmm dinamikus kdrilmények
2 1 * z 7
5 1 3 5

@
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6. Abra. BMSC-k és DPSC-k kitapadasa fagyasztva széritott albuminnal bevont human
csontgraftok felilletén dinamikus sejttenyésztési koriilmények kozott. A dinamikus
sejttenyésztési koriilmények Iényegesen megnévelték a kezdeti kitapadasat a (p' < 0.05)
BMSC-knek (A) és a (p*< 0.05) DPSC-knek (B), tovabba a megfigyelhetd sejtek mennyisége
lényegesen megndvekedett az 1. és 7. nap kozott.

4.3. Fagyasztva szaritott human szérum albuminnal bevont huméin
csontgraftok osszeointegracioja
A fagyasztva szaritott albuminnal bevont humén csontgraftok lényegesen

jobb beépiilést mutattak a csonthidny helyére a szegmentalis nonunion
modellben, mint a bevonat nélkiili kontroll csontgraftok. Minden allatban a

graftok az osteotomids résben maradtak, viszont csak a fagyasztva szaritott
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albumin bevonatos csontgraftok esetében tortént meg a csontvégek

egyesiilése (6. Abra).

6. Abra. Patkiny osteotomizalt combcsontjirél
késziilt pCT felvételek 3-dimenziés rekonstrukcioja 4

bevonat nélkdli fagyasztva szaritott
kontroll szérum albumin

héttel a csontpotlas utan. A bal oldali oszlopban lathato
felvételeken az latszik, hogy az albumin bevonat nélkiili
human csontgraftok nem épiiltek be a csonthiany helyére.
Ezzel szemben a jobb oldali oszlopban az lathato, hogy a
fagyasztva szaritott human szérum albuminnal bevont
humén csontgraftok esetében a femur visszanyerte a
folytonossagat.

5. Megbeszélés

Az eredmények azt mutatjadk, hogy a kémiailag sterilizalt, antigén-
mentesitett  fagyasztva  széaritott huméan  csontgraftok in  vivo
biokompatibilitdsa elmarad a komparator szintetikus csontp6tlokétol. Az
eredményeink azt is mutatjdk, hogy a human szérum eredetli albumin
bevonat javitja a kémiailag sterilizalt, antigén-mentesitett fagyasztva
szaritott human csontgraftok in vitro és in vivo biokompatibilitasat. A
fagyasztva szaritasos modszer alkalmas a reprodukalhatd biologiai
teljesitoképesség elérésére, habar az albumin bevonat nem mindig folytonos
a szivacsos human csontgraftok intertrabekuldris csatorndiban. A fagyasztva
széritott albumin bevonat nem befolydsolja a human csontgraftok
mikrokeménységét, illetve az agitdcid nem rontja az albumin bevonat
biologiai teljesitoképességét. Erdekes modon fagyasztva szaritott albumin
bevonat leginkdbb a kezdetben kitapadt sejtek mennyiségét ndvelte meg,
mig a sejtek szignifikdns proliferacidja csak dinamikus sejttenyésztési
koriilmények kozott volt kimutathatd. A fagyasztva szaritott albuminnal

bevont human csont allograftok eldsegitették a csontgydgyuldst patkanyok

17



combcsontjadban 1étrehozott szegmentéalis nonunion modellben. Ezzel
szemben a fagyasztva szaritott albumin bevonat nem javitotta az in vitro
biokompatibilitdsat sem a liofilizalt szarvasmarha csontgraftnak, sem pedig
a szintetikus hidroxiapatit csontpo6tlonak.

Feltételezhetéen azonos okra vezethetd vissza a kémiailag sterilizalt,
antigén-mentes fagyasztva szaritott human csongraftok alacsony in vitro és
in vivo biokompatibilitdsa. Az erélyes kémiai kezelés sordn a patogén
agensek mellett vélhetden denaturdlédnak mindazok az oszteoinduktiv
fehérjék és egyéb szerves molekuldk, amelyek sziikségesek lennének a
csontképzddésben fontos szerepet jatszd sejtek megtapaddsdhoz és
¢életképességéhez. Ezek hidnydban a human csontgraftok biologiai értéke
lecsokken, ami magyarazatdul szolgalhat annak, hogy nem képesek
beépiilni olyan csonthidnyokba, ahol a vérellatas korlatozott, igy a sajat
csont regenerdcios képessége is csokkent. Habar az albumin
hatdsmechanizmusa nem ismert mégis feltételezziik, hogy kulcsszerepe
lehet a csontképzddésben fontos sejtek toborzasaban és aktivalasdban, amit
a kolloid szuszpenzidk térfogatnovekedésének képességére vonatkozd
elméletre alapozunk.

Csontmiitétet vagy csontsériilést kovetden egy gyors ¢és aktiv
immunvélasz indul, amikor fehérvérsejtek, vérlemezkék, monociték,
makrofagok ¢és egyéb sejtek arasztjak el a sériilt teriiletet. Ennek a
folyamatnak az eredményeképpen a sériilt teriilet izoldlodik a kornyezd
szovetektdl, avaszkularissd valik, ami megakadalyozza, hogy az heves
gyulladasos reakcié generalizdlodjon. Ennek a szegregacidos folyamat
kovetkeztében alakul ki a regeneraléodd csont-blasztéma, a callus. A
csonttorés (miitét) okozta véromleny bizonyitottan a forrdsdul szolgal

szamtalan jelatviteli molekula felszabaduldsanak, ugymint interleukinok,
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tumor nekrozis faktor-a, fibroblaszt nodvekedési faktor, inzulinszer(
novekedési faktor, vérlemezke eredetii novekedési faktor, vaszkularis
endotelidlis novekedési faktor és a transzformalé novekedési faktor P
szupercsalad tagjai, amelyek sejtvalaszok sorozatat valtjak ki, ami végiil
Osszességében inicidlja a csontgydgyulast. Ezeket a molekuldkat
feltételezhetden az albumin adszorbedlja, ezaltal noveli azok lokalis
képesek kifejteni hatdsukat. Ez a feltételezés nagyban tdmaszkodik az
albumin ismert nagy, nem szelektiv affinitdsara szdmos biomolekulahoz, és
igy ismert nagy kapacitasu puffereként szolgal a vérben. Az ilyen mddon
megnovekedett lokalis koncentracidja és hosszantartdo elérhetdsége a
biokémiai szigndloknak novelheti a csontgydgyuldsban szerepet jatszo
sejtes folyamatok aktivitdsat, illetve volumenét, ami magyarazatdul
szolgalhat az albuminos human csontgraftok nonunion modellben
megfigyelt nagy beépiilési ardnyanak.

Ugyancsak a kolloid szuszpenzidok térfogatndvekedési képessége
magyarazhatja a fagyasztva szaritott albumin bevonatos human
csontgraftok megndvekedett in vitro biokompatibilitdsat. Egy lehetséges
magyarazat, hogy amikor a fagyasztva szaritott albumin érintkezésbe keriil
a sejtek oldatdval, akkor azonnal adszorbedlja vizet. A viz adszorpcidja
miatt az albumin térfogata hirtelen megnd ¢és kolloid szuszpenzidként a
nagy viszkozitdsanak kdszonhetden atmenetileg csapdazza a vizes oldatban
felvitt sejteket a szivacsos csont trabekuldi kozott. Az igy ott ragadt
MSC-knek elegendd ideje kinalkozik extracellularis matrix termelésre és

fokalis adhézio kialakitasara a csontgraft feliiletén.
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6. Kovetkeztetések

6.1. A kémiailag sterilizalt, antigén-mentesitett fagyasztva szaritott human
csontgraftok in  vivo Dbiokompatibilitdisa elmarad a szintetikus
csontpotlokétdl olyan kisérleti modellben, ahol a sajat csont regeneracios
képessége korlatozott.

6.2. A human szérum eredeti albumin megfelelé bevondanyag a fagyasztva

"o

szaritott szivacsos human csontgraftok reprodukalhaté eldallitasahoz.
6.3. A fagyasztva széritott human szérum albumin bevonat javitotta az in
vitro és in vivo biokompatibilitdsat a kémiailag sterilizalt, antigén-

mentesitett human csontgraftoknak.

7. Publikaciok

Ertekezéshez kapesolodé kozlemények

[1] Weszl M, Skaliczki G, Cselenyak A, Kiss L, Major T, Schandl K, Bognar E, Stadler G,
Peterbauer A, Csonge L, Lacza Z. Freeze-dried human serum albumin improves the adherence
and proliferation of mesenchymal stem cells on mineralized human bone allografts. J Orthop
Res. 2012 Mar;30(3):489-96.

[2] Hulsart-Billstrom G, Xia W, Pankotai E, Weszl M, Carlsson E, Forster-Horvath C, Larsson
S, Engqvist H, Lacza Z. Osteogenic potential of Sr-doped calcium phosphate hollow spheres in
vitro and in vivo. J Biomed Mater Res A. 2013 Aug;101(8):2322-31.

[3] Aberg J, Pankotai E, Hulsart Billstrom G, Weszl M, Larsson S, Forster-Horvath C, Lacza
Z, Engqvist H. In vivo evaluation of an injectable premixed radiopaque calcium phosphate
cement. Int J Biomater. 2011;2011:232574.

Ertekezéshez nem kapcsol6dé kozlemények

[1] Horvathy DB, Vacz G, Cselenyak A, Weszl M, Kiss L, Lacza Z. Albumin-coated bioactive
suture for cell transplantation. Surg Innov. 2013 Jun;20(3):249-55.

[2] Skaliczki G, Weszl M, Schandl K, Major T, Kovacs M, Skaliczki J, Redl H, Szendrdi M,
Szigeti K, Maté D, Dob6-Nagy C, Lacza Z. Compromised bone healing following spacer
removal in a rat femoral defect model. Acta Physiol Hung. 2012 Jun;99(2):223-32.

[3] Skaliczki G, Schandl K, Weszl M, Major T, Kovacs M, Skaliczki J, Szendréi M, Dobo-
Nagy C, Lacza Z. Serum albumin enhances bone healing in a nonunion femoral defect model
in rats: a computer tomography micromorphometry study. Int Orthop. 2013 Apr;37(4):741-5.
[4] Terdik A , Klara T , Csonge L , Lacza Z , Bognar E , Weszl M. Csontp6tlo anyagok
osszehasonlitd mikrokeménység vizsgalata BIOMECHANICA HUNGARICA 6:(2) pp. 13-17.
(2013)

20



