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Roviditések jegyzéke

u-CT: micro-computer tomography

B-TCP: B-trikalcium-foszfat

ANOVA: tobbvaltozos varianciaanalizis
BMPs: bone morphogenetic proteins
BMSCs: bone marrow stromal cells

BSE: szivacsos agyveldgyulladas

CDHA: calcium-deficient hydroxyapatite, kalcium-hianyos hidroxiapatit
CPZ: kalciumfoszfat cement

CT: computer tomography

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle médium
ECGF: epithelial cell growth factor

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGF: epidermal growth factor

ESC: embrionalis &ssejt

FCS: magzati borjiszérum

FGF: Fibroblast Growth Factor

HA: hidroxiapatit

HIF: hypoxia-inducible factor

high-SSA: nagy specifikus feliileti

HLA: human leukocyte antigen

hTERT: human telomerase reverse transcriptase
IGF: Insulinlike Growth Factor

IGF: insulin-like growth factors

low-SSA: kis specifikus feliileti
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M-CSF: macrophage colony stimulating factor

MPS: mononuklearis fagocitarendszer

MRI: Magnetic Resonance Imaging

MSC: mesenchymal stem cells, mezenchimalis &ssejt

MSTS: Musculoskeletal Tumor Society, Muszkuloszkeletalis Tumor Tarsasag
NZWR: uj-zélandi fehér nyul

PBS: foszfattal pufferalt sooldat

PCL-TCP: policaprolakton-trikalciumfoszfat

PDGEF: platelet-derived growth factor

PMMA: polymetil-metakrilat

PRP: platelet-rich plasma, trombocitaban gazdag plazma

RANKL: Receptor activator for nuclear factor x B ligand

SCID: severe combined immunodeficiency

SSA: specifikus feliilet

TAS: telomerikus asszociaciok TAS

TCP: trikalciumfosztat

TE: Tissue Engineering, szovettenyésztés, szovetmérnokség, szovetépités
TGF-p: transforming growth factor-3

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
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1. Bevezetés

1.1 Attekintés

A massziv csontdefektusok a mai napig komoly problémat jelentenek a
rekonstruktiv sebészet szaméra. Az autoldég spongidza haszndlata maradt az egyediil
igazdn hatékony moddszer csontdefektusok kitoltésére. Az autoldég csont egyrészrol
haromdimenzids matrixot biztosit a belendvo 1j csont €s a bevandorlo oszteogén sejtek
szdmara  (oszteokonduktiv  tulajdonsag), masrészr6l novekedési  faktorokat
(oszteoinduktiv tulajdonsdg) és sejteket tartalmaz (oszteogén tulajdonsdg) nagy
mennyiségben (Fleming és mtsai 2000). Komoly probléma azonban ezzel a mddszerrel,
hogy csak korlatozott mennyiségben all rendelkezésre a felhasznalhatd spongidzus
csont, a csontvétel helyén pedig gyakran alakul ki szovodmény (Arrington és mtsai
1996, Damien ¢és mtsai 1991). Ennek megfeleléen a szovetmérnokség, szovetépités
(tissue engineering) egyik legintenzivebben kutatott teriilete a csontgyogyulas és a
csontpotlas. A szdvetépités alappillérei: a scaffoldok, a sejtek és a novekedési faktorok.

A biokeramidk a csontpotlas igéretes lehetdségei, mert haromdimenzids teret
képzddésének a lehetdségét biztositjak. Ma mar sokféle felszivodo és oszteokonduktiv
tulajdonsagu csontpotld anyag érhetd el, szamos koziilikk mar a klinikai gyakorlatban is
hasznalt (Petite és mtsai 2000, Wiltfang és mtsai 2004). A leggyakrabban hasznalt ezek
koziil a szintetikus [B-trikalcium-foszfat (B-TCP) ¢és a korallokbol szarmazoé
kalciumfoszfat. Ezen anyagok legnagyobb hatranya az alacsony specifikus feliilet (low
specific surface area), mely kisebb 1 m%/g-nal. A kalcium-hianyos hidroxiapatit keramia
(CDHA) az 0ij generacids nagy specifikus feliileti (high-SSA) keramidk koz¢ tartozik a
maga 20-80 m®/g specifikus feliiletével, megkozelitve ezzel a normal csontszdvet 80
m?/g specifikus felillet értékét. A sejtek sokkal konnyebben tapadnak meg a nagy
specifikus feliiletli kerdmidkon (high-SSA), mint a kis specifikus feliiletiecken (low-
SSA) (Kasten és mtsai 2003).

Az oszteogén potencidl ndvelése érdekében a scaffoldok kombinalhatoak
mezenchimalis dssejtekkel (MSC) és novekedési faktorokkal. A mezenchimalis dssejtek

multipotens sejtek és egyarant tudnak oszteoblaszt, kondrocita, adipocita, tenocita és
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mioblaszt irdnyba differencialodni (Prockop és mtsai 1997). A mezenchimalis dssejtek
csontveld aspirdtumbo6l konnyen izolalhatéak, és in vitro korilmények kozott
tenyészthetdek. Szamos preklinikai allatkisérlet igazolja, hogy in vitro expandalt
mezenchimalis  dssejtek  csontpotld anyagokkal kombindlva kritikus méretii
csontdefektusok gydgyulasadban pozitiv hatassal birnak (Petite és mtsai 2000, Quarto és
mtsai 2001).

A novekedési faktorok befolydsoljadk a kemotaxist, a differenciaciot, a
proliferacidt és a csontsejtek szintetikus aktivitdsat, ezaltal szabalyozva a fiziologias
remodellinget és a torésgyogyulast. Szamos novekedési faktornak van stimuldlo hatasa
a csontgyogyulasra, ilyenek példaul a bone morphogenetic proteins (BMPs), a
trombocita eredeti novekedési faktor (platelet-derived growth factor (PDGF)), a
transzformald novekedési faktor- (transforming growth factor-f (TGF-B)), és az
inzulinszeri névekedési faktorok (insulin-like growth factors, IGF) (Bostrom és mtsai
1999). A thrombocytdban gazdag vérplazma ezeket a ndvekedési faktorokat (PDGF,
TGF-B1, TGF-B2, IGF, epidermikus ndvekedési faktor (epidermal growth factor,
(EGF)) ¢és az epithelidlis novekedési faktor (epithelial cell growth factor (ECGF))
természetes Osszetételiikben tartalmazza (Kiuru és mtsai 1991). Mivel a PRP autolog
modon eldallithatd, igy tovabbi eldnye, hogy az esetleges fert6zd betegségek atvitelétdl
nem kell tartani. Egyszerlien és gyorsan, két centrifugalasi 1épésben eldallithato a sajat
vérbdl a felhasznalés helyén és idején. Az alapkutatasok igazoljak, hogy a PRP serkenti
a csont ¢és a lagyrészek gyogyuldsat (Wiltfang és mtsai 2004, Kawase és mtsai 2003).
Marx ¢és munkatarsai PRP-t haszndltak trombocita eredeti ndvekedési faktorok
forrasaként szajsebészeti csontdefektusok potlasa soran, és azt talaltdk, hogy az autolog
csonttranszplantditumok gyorsabban beépiiltek, valamint a csont denzitdsa is magasabb
lett a PRP hatasara (Marx és mtsai 1998). Az utobbi id6ben azonban egyre tobb az
ellentmondasos publikaci6 a PRP hatasat illetden, €s tovabbra sincs egyetértés a
csontregeneracidban betoltott pontos szerepérdl (Choi és mtsai 2004, Gandhi és mtsai
2006, Li és mtsai 2004, Roldan és mtsai 2004, Yamada és mtsai 2004).

Kisérletes munkank elsd felében egy mindennapos klinikai probléma
ismertetésén keresztiil szeretnénk felhivni a figyelmet a modern csontpdtld anyagok
fejlesztésének sziikségességére. Retrospektiv vizsgdlatunk célja az volt, hogy

megfigyeljiilk ¢és 0Osszehasonlitsuk a szubkondrélisan elhelyezkedd Oridssejtes
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csonttumorok kikaparasa utdn kialakult iireg kitoltésére hasznalt eltéré sebészi
technikdkat, valamint a zOmitett csontforgacs és csontcement hatasat az alsd végtagi
teherviseld iziiletekben kialakuldo szekunder degenerativ elvaltozasokra. Az eltelt
né¢hany évben lefolytatott vizsgalataink soran intézetiinkben, a Semmelweis Egyetem
Altalanos Orvostudomanyi Karanak Ortopédiai Klinikajan altalunk kezelt, intézetiink
Csonttumor Regiszterében nyilvantartott, rendszeresen ellenérzott betegeink anyagat
dolgoztuk fel.

Tudomasunk szerint csak szorvanyos ismeretek vannak a trombocitdban gazdag
plazma esetleges felhasznaldsdnak lehetdségeirdl a kritikus méretli csontdefektusok
gyogyitasdban. Ezért ugy dontottiink, hogy munkank masodik felében megvizsgaljuk a
PRP hatésat a kritikus méretli csontdefektus gydgyuldsdra autoldg mezenchimalis
Ossejtekkel és a fent emlitett nagy specifikus feliileti CDHA kerdmiaval kombinalva.
Vizsgalatunkhoz egy uj-zélandi fehér ndstény nytl radiuszan kialakitott kritikus méretti
diafizealis csontdefektusmodellt valasztottunk. A fobb vizsgalt paraméterek pedig a
csontosodast kovetdé biomechanikai stabilitds, az ijonnan képzddott csont mennyisége
¢s a beiiltetett keramia felszivodasanak mértéke voltak, melyeket négy pontos nem
destruktiv hajlitdsos vizsgalattal, micro-CT vizsgalattal és szdvettani vizsgalattal

hataroztunk meg.

1.2 A csontrdl altalanossagban

Emldsokben, igy az emberben is a csontvazrendszer, amely passziv
mozgasszerv, a szervezet sziladrd vazat alkotja. Tovabbi feladata a kozponti idegrendszer
¢s a mellkasi szervek védelme. A vézrendszer egy metabolikusan igen aktiv szerv,
melyben az élet folyaman folyamatos atépiilés megy végbe, és az &svanyi anyagok
homeosztazisdban is dont6 szerepet tolt be (Ng ¢és mtsai 1997). Az emberi testben
eléforduld kalcium 99 szazaléka hidroxiapatit formajaban a csontos vazban
raktarozodik (Junqueira és mtsai 2002). Fontos tovabba, hogy helyet biztosit a
vérképzésnek, azaz helyet ad a vOrdos csontvelonek, igy kialakitva az
oszteohematopoetikus egységet. Az emberi test 206 kiilonallé csontot tartalmaz. Alak

szerint megkiilonboztetiink csdves, lapos, kobos €s labirintusos csontokat.
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A csontalapallomany organikus és anorganikus Osszetevokbdl all. Organikus
Osszetevok az oszteokollagén és a glikoproteinek, melyek a csont zsirmentes
szdrazanyaganak kozel 35 szazalékat teszik ki. Az anorganikus GsszetevOk fO részét a
hidroxiapatit Cas(PO4);OH kristalyai képezik. A tovabbi anorganikus Osszetevok vagy
ebbe a kristalyracsba éplilnek be (fluor), vagy a kristalyok felszinén abszorbealddnak
(magnézium, natrium). Az anorganikus anyagok a csont zsirmentes szarazanyaganak
kozel 65 szézalékat teszik ki.

A legfontosabb csontképzd sejtek az oszteoblasztok. Mezenchimalis sejtekbdl
differencidlodnak progenitor oszteogenetikus Ossejteken keresztiil oszteoblaszttad. A
sejtek a csont felszinén helyezkednek el, és ott szintetizaljdk és szecerndljak a
csontmatrix organikus komponenseit. A még nem kalcifikdlodott csontmatrixot
oszteoidnak nevezziik. Csak ezutdn kezdddik meg a kiilonb6zd anorganikus anyagok
lerakoddsa a matrixban, mint példaul a kalciumfoszfat, kéalciumkarbonat és ennek
segitségével indul meg a tdmaszté és védelmi funkciot ellatd csont keménységének
kialakulasa (Junqueira és mtsai 2005).

Az organikus matrix mineralizdcidja utdn az oszteoblasztok mintegy
befalazédnak a csontlakundkban. Ezeket a befalazddott sejteket nevezziik
oszteocitdknak. Ezek a sejtek hossza citoplazmatikus nytlvanyaikon keresztiil
kapcsolatban vannak egymassal, a csontfelszinen fekvd oszteoblasztokkal és az ellato,
taplalo erekkel. Ezen a finom citoplazmatikus haldézaton keresztiil torténik a csont
taplalasa ¢és ez a halozat fontos szerepet jatszik a csont asvanyianyag egyensulyanak
szabalyozasaban (Junqueira és mtsai 2002).

Az oszteoklasztok olyan tobbmagvu oridssejtek, melyek a csont, a csontépités
mellett folyamatosan zajlo fiziologias lebontds folyamataért feleldsek. Az
oszteoklasztok a szervezet mononukledris fagocitarendszeréhez (MPS) tartoznak. A
csontok felszinéhez kotddnek €s proteolitikus enzimeket adnak le, melyek segitségével
feloldjak a hidroxiapatit kristdlyokat, ezzel elOsegitik a csont demineralizaciojat. A
szabadda valo kollagén rostokat protedz segitségével bontja le. Egységnyi id6 alatt egy
oszteoklaszt haromszor annyi csontmatrixot bont le, mint amennyit egy oszteoblaszt

termel (Junqueira és mtsai 2002).



DOI:10.14753/SE.2018.2146

1.3 Kiilonb6zo csontformak, csontképzodés, csontnovekedés

Szovettanilag halozatos, fonatos ¢és lamellaris csontot kiilonithetiink el
egymastol. A fonatos csont fejlddéstorténetileg egyszerlibbnek, dsibbnek tekinthetd
csontforma, mely nem mas, mint elcsontosodott kotészovet, mely hosszabb ideje
fennallé huzo- és nyomoerdk hatasara alakul ki. Ez a csontforma képzddik minden uj
csont fejléddése sordn (oszteogenezis, torésgyogyulas). Az embriondlis fejlédés sordn
kialakult fonatos csontot a sziiletés utan differencialtabb lamellaris csont valtja fel. A
lamellaris csont legkisebb épitési egysége az oszteon vagy Havers-rendszer. Szamos,
koncentrikusan elhelyezkedd csontlamellabol all (Havers-lamellak), melyek belsejében
egy kotészovettel, erekkel, idegekkel kitoltott csatorna, a Havers csatorna fut. A
lamellak egymadssal parhuzamosan futé kollagénrostokbol és elmeszesedett csont-
alapallomanybol  allnak. Ezeket oszteoblasztok és azok citoplazmatikus
nyulvanyrendszeri szabdaljak fel. A kollagénrostok lefutdsdnak iranya lamellanként
valtozik és igy egymast hegyesszogben metszd térbeli halozatok jonnek 1étre. A Havers-
csatorndkban futé erek kapcsolatban vannak a veldiireggel, a perioszteummal és az
oszteonok kozott futdé Volkmann csatornakon keresztiil egymassal is. A csont kiilso és
belsé felszinén a lamellak lemezszerlien rétegzddnek. A legkiilsd, ugynevezett
alaplamella korbeoleli az egész csontot és direkt a perioszteum alatt helyezkedik el. A
legbelsd alaplamella pedig mintegy elvalasztja a csontot a csontvel6tdl. Ezen a mddon,
sz¢ép lassan az oszteonok beépiilnek a fonatos csontba mindaddig, mig az teljesen el nem
tinik és helyét teljes egészében a lamellaris szerkezetli csont veszi at (Junqueira és
mtsai 2002). A szkeletdlis rendszer a novekedés lezarulta utan, egész életiink soran
folyamatosan 4tépiil, ami ahhoz vezet, hogy kozel tiz évenként teljesen megujul
(Manolagas 2000).

A csontfejlédésben megkiilonboztetiink elsddleges, direkt, ugynevezett angiogén
csontosodast, valamint indirekt, masodlagos csontosodast. A direkt csontosodas soran a
csontszovet direkt a mezenchimalis kotdszovetbdl alakul ki anélkiil, hogy atmeneti
tdmasztoszovet jonne Iétre. Ennek a csontosodasi forménak magasabb rendil
szervezetekben csak alarendelt gyakorlati jelentésége van. Eltort csontok tortvégeinek
igen pontos egybeillesztése és tokéletes rogzitése mellett a keletkezett keskeny

csonthézag gyogyul ilyen folyamattal. Az indirekt csontosodas egyik fajtija a

10
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dezmogén csontosodds, melynek Iényege, hogy az eldzetesen kifejlodott
kollagénszovetes telep csontta épiil at. Igy alakulnak ki példaul a koponyatetd csontjai,
de a csonttorés gyogyuldsa is ebbe a csoportba tartozik. Az indirekt csontosodas masik
fajtaja, az enkondralis csontosodds sordn elészor egy porcos modell képzddik, melyet
késébb csontszovet helyettesit (Liebich 1999). Mindkét csontképzddési folyamatban
elsoként fonatos csont alakul ki, melynek alapallomanydban elhelyezkedd
kollagénrostok még rendezetleniil futnak. Ez a csont késObb a stabilabb szerkezetii
lamellaris csontta alakul, ahol a kollagénrostok mér egy meghatarozott rend szerint
futnak le. (Junqueira és mtsai 2002). A hosszi csoves csontok fejlédése soran egy
hialinporcb6l 4ll6 modell atalakuldsa zajlik le. A csdves csontok porctelepei
hosszmetszetben ,,piskota” alaktiak. A széli részeken a perikondriumbo6l, majd a
perioszteumbol dezmalis csontosodassal kialakul egy csontmandzsetta, kialakitva a
diafizealis részt, majd ez a folyamat a diafizis iranyabol mindkét epifizis felé terjed. A
csontosodas eldrehaladtaval az alatta fekvd porcsejtek hipertrofizalnak, a koztiik 1évo
porcos alapallomény csdkken, és megkezdddik az elmeszesedés. A csontmandzsettan
keresztiil erek nének a diafizis belseje fel¢, melyeken keresztiil a porc lebontasaban
fontos szerepet jatsz6 kondroklasztok vandorolnak be. A porcsejtek pusztuldsa utan
visszamaradt résekbdl képzddik az elemi veldlir, melybdl késdbbiekben alakul ki a
csontveldt is tartalmazd definitiv vel6ir. Ezzel parhuzamosan differencidlédnak
mezenchimalis sejtekbdl az oszteoblasztok, és megkezdik a csontmatrix termelését.
Ennek koszonhetéen a maradék elmeszesedett porcos részeken fonatos csont képzodik.
Ezzel egyidében és valdsziniileg ennek hatasara a szomszédos porcallomanyban is igen
¢lénk szovetszaporodasi ¢€s egyuttal degeneracios jelenségek tapasztalhatoak. A
mezenchimalis elemeknek az elfajult és elpusztult porcsejtek helyére vald behatolasa és
a megmaradoé porc-alapalloményra torténd csontképzés adja a kondrogén csontosodas f6
mechanizmusat. Az eredeti porctelep tovabbi alakulasaban Gjabb 1épés, hogy a csont két
végdarabjanak porctelepében az elobb leirt folyamattél fliggetleniil, de hasonld
mechanizmussal csontképzési goc alakul ki. Itt is egy érhurok tér be a végdarabba,
melynek segitségével mezenchimalis sejtek vandorolnak be. Az elfajult porcsejteket
elpusztitjdk és beindul a mar korabban ismertetett kondrogén csontosodas. Az epifizis
¢s a diafizis feldl induld csontosodds hataran a novekedés lezarultaig megtalalhatd egy

néhdny milliméter vastag porclemez (1. dbra) (Liebich 1999, Junqueira és mtsai 2002).
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A hosszu csoves csontok fejlodése

A.

mezenchimalis sejttomoriilések alakulnak ki a kapillarisok kornyezetében

. hialinporcbol allo modell formalodik
. csontosodas indul a perikondriumbdl, porcsejtek hipertrofizalnak,

B
C
D.
E

csontmandzsettan keresztiil erek nonek a diafizis belseje felé

. a porcsejtek pusztulasa utan visszamaradt résekbol képzodik az elemi veloiir,

differencialodnak mezenchimalis sejtekbol az oszteoblasztok, és megkezdik a
csontmatrix termelését

a csont két végdarabjanak porctelepében az elobb leirt folyamattdl fiiggetleniil,
de hasonlo mechanizmussal csontképzési goc alakul ki, kialakulnak a novekedési

porclemezek

(Junqueira és mtsai 2002)
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1.4  Fiziolégias csontgyogyulas

A t6bbi szovettel ellentétben, melyek integritdsuk sériilése esetén csak hegszovet
segitségével képesek regeneralddni, a csontszovetnek megvan az a képessége, hogy
teljes mértékben hegképzodés nélkiill tud regeneralédni (Glowacki 1998). A
csontgyogyulas egy igen komplex folyamat, mely a sejtes elemek mellett szamos mas
faktortol, mint példaul novekedési faktoroktol, citokinektdl is fiigg. A csontképzddés
indulhat a perioszteum feldl, az endoszteum feldl és a Havers-rendszer felol. Kétféle
csontgyogyulast kiilonboztetiink meg egymastodl, a primert és a szekundert (Niethard és
mtsai 2003).

A primer csontgyogyulds a csontgyogyulds egy mesterséges forméja, mely csak
akkor 1ép fel, amikor a torési felszinek egyméshoz nagyon kozel fekszenek (< Imm). Ez
a gyogyulasi forma hasonloképpen zajlik, mint a fizioloégids remodelling, a torési rést
kitoltd, athidalod kalluszképzddés nincs. Az oszteoklasztok lebontjak az elhalt csontot a
torési felszin mentén €s az oszteoblasztok oszteoiddal toltik ki a rést. Ez az ugynevezett
kontaktgydgyulas operativ toréskezelést kdvetden érhetd el kiilonféle oszteoszintézisek
utan, az érintett teriilet nyugalomba helyezésével.

Ha a csontvégek egymastdl tobb mint 1 mm-re eltavolodnak, akkor a primer
csontgyodgyulas nem tud megvalosulni, ebben az esetben kovetkezik be a szekunder
csontgyodgyulas, mely az igazi biologiai csontgyogyulds. A bioldgiai oszteoszintézis
soran tehat a csont hossza, irdnya, integritdsa anélkiil all helyre, hogy magat a torést
sebészileg feltdrnank. Az érellatas ilyenkor nem sériil, a természetes csontgyogyulas
beindulhat. Négy egymast atfed6 fazist kiilonboztetink meg a szekunder
csontgydgyulas soran (Carano és mtsai 2003):

1. Kezdeti szakaszban a sériilt erekbdl kialakul egy torési hematoma, melyet egy
helyileg kialakuld6 komplex gyulladdsos folyamat lebont. Ez a gyulladasos
folyamat a torés kialakuldsa utan 8 oraval kezdddik és iddtartama a torés
kiterjedésétdl (torési felszinek mértéke, lagyrészkarosodas mértéke) fiigg.

2. A kotészoveti kallusz szakaszban az Gjonnan képzddott ereken, melyek a
periosztedlis szovetbdl és a veldiireg feldl tornek a torési résbe, pluripotens
Ossejtek aramlanak be. Ezek a sejtek késébb fibroblaszt, kondroblaszt és

oszteoblaszt iranyba is tudnak differencidlodni. Képzddik tehat a tortvégek
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kozott egy granulacios szovet, mely szép lassan egy fibrézus-porcos-csontos
szovetté alakul at, az ugynevezett kotdszoveti kallussza. Ez a szovetkapocs a
tortvégeket stabilizalja, kozottiik a mozgasképesség jelentdsen csokken.

3. A kovetkez6 fazis a csontos kallusz fazisa. A kalciumkristalyok lerakodaséaval
megkezdddik a fibrozus kallusz mineralizalédasa. Ez a csont még fonatos
szerkezetli. Ez mar egy fix, erds mechanikai kapcsolatot jelent a torés utan 6
héttel a tortvégek kozott. Axialis irdnyl terhelhetdség csak a torés utan 2
hoénappal jelenik meg.
csontszerkezet fokozatosan a végleges lamellaris csonttd alakul. Az 1j
érképzddés egészen addig tart, amig a torés eldtti allapot helyre nem 4all. A csont
stabilitasat .

Ha a csontgyogyulds 3-4 honapnal tovabb tart, akkor elhtizddd csontgyogyuldsrol
(delayed-union), ha fél évnél is tovabb tart, akkor pedig elmaradd csontgydgyuldsrol,

aliziiletrdl (pszeudoartrdzis) beszéliink (Niethard és mtsai 2003).

1.5  Aliziiletek

Aliziiletré] akkor beszéliink, ha a két tortvég kozott hat-nyolc honap utan sem
jon 1étre kielégitd csontos 0sszekottetés. Az aliziilet kialakulasanak lehet mechanikai és
biologiai oka.

Az aliziilet-képzédés vezetd mechanikai oka a lokalis instabilitds a torés
tertiletén, valamint a folyamatos nyir6 és kompresszids erdk jelenléte. A legfontosabb
bioldgiai faktor pedig a vérellatds jelentds sériilése a torés teriiletén, amely miatt akar
teljesen devitalizalt csontrészletek alakulhatnak ki. Aliziilet-képzédéséhez vezethet
tovabba a torés teriiletén kialakult infekcid és a szovetek vitalitasanak csokkenését
okoz¢ A4ltalanos faktorok (betegek életkora, cukorbetegség, tartds gyogyszerszedés
példaul szteroid, rontgensugarzas (Niethard és mtsai 2003).

Az aliziiletek Weber és Cech (1976) szerinti beosztasat a mai napig elterjedten
hasznaljuk. A beosztas alapja az aliziilet vitalitasa (Jones és mtsai 2005), amely szerint

3 kiilonb6z6 csoportot kiilonbodzetiink meg egymastol:
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1. Hipertrof aliziilet esetén biologiailag reakcioképes, vitalis aliziiletrdl van szo. A
két tortvég kozott terjedelmes kalluszképzddés figyelhetd meg érdemi
elcsontosodas nélkiil. A kialakult szovet minden esetben jol vaszkularizalt. A
vezetd ok altaldban a hidnyz6 stabilitas és a tortvégek nyugalomba helyezésének
hianya.

2. Oligotrof aliziilet esetén a tortvégek kozott erekben gazdag, de a hipertrof
aliziiletnél kevesebb mennyiségli kotdszovet boritja a tortvégeket. Csak kevés
kallusz képzdédik. Az ok ezen esetek egy részében bioldgiai, mas részében
biomechanikai, megint mas részében tisztan mechanikai.

3. Az atréfias aliziilet biologiailag reakcidképtelen, avitalis. A torés teriiletén
avaszkularis fragmentek vannak, igy semmiféle szoveti reakciéra sem lehet
szdmitani. Az &liziilet teriiletén nem lehet kalluszképzddést megfigyelni és a
csontfragmentumok atrofizdlodnak. Kialakulhat szekveszterképzddés, nekrozis,
gyulladas vagy metabolikus zavar kovetkezményeként. Gydgyulas csak a
gyulladds szandlasaval, avitalis csontok eltavolitdsdval és az érképzddés
stimulalasaval érhetd el. Az avitdlis aliziilet a leggyakoribb 4liziilet, mely

torések utan kialakulhat, ¢s az aliziiletek 80 szazaléka tartozik ebbe a csoportba.

KUNER ¢s munkatarsai (1996) az avitalis aliziileteket tovabbi 3 csoportba osztottak. A
fentebb emlitett atrofids Aaliziiletféleség mellett megkiilonboztet még rotaciods
(Drehkeilpseudarthrose), csavardsos aliziiletet és defektaliziiletet. Az elébbinél egy
interfragmentalis darab elvesziti keringését és nekrotikus lesz. Az instabilitds gatolja,
késlelteti a revaszkularizaciot. A defektaliziilet 1ényege a csont anyaghidnya, és igy
hidanyzik a szegmensek egymdés kozti kontaktusa. A szegmensek vérellatdsa jo, de a
defektzona oszteoldgiailag avitdlis. Ez a fajta aliziilet jelenti a legnagyobb kihivést
orvosilag, mert az 10j csontképzddés serkentése mellett a nagyobb csontdefektust

csonttranszplantatummal vagy csontpotld anyaggal kell athidalni.
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1.6  Aliziiletek diagnosztikaja és kezelése

Egy éliziilet radiologiai jele a hidnyz6 csontos atépiilés, de fontos tudni, hogy
definici6 szerint az aliziilet kifejezés hisztomorfometriai jellemzdkon alapul. Az aliziilet
teriiletén a kotdszovet iziileti szinovialis bolyhokhoz, hialin és rostos porchoz hasonld
iranyba differencialodik (Brandner és mtsai 2001).

Az aliziilet kezelési stratégiaja fligg az etiologidjatol. Vannak aliziiletek, melyek
konzervativ kezeléssel gyogyithatdak, de a legtobb esetben valamilyen sebészi eljarasra
van sziikség (Jones és mtsai 2005). Hipertrof aliziilet esetén a mechanikai zavard
tényez0 megsziintetése a cél egy stabil belsé (lemezes oszteoszintézis, veldurszeg) vagy
kiilsé (fixateur extern) rogzitéssel. Nagyobb problémat jelent az avitalis aliziilet. Itt a
miitéttel nem csak stabilitast kell elérni a tortvégek kozott, hanem biztositani kell a
fragmentumok teriiletének vérellatasat is. Amennyiben nagyméretii csonthiany miatt
alakult ki az aliziilet, akkor a csontdefektust csonttranszplantitummal vagy
szegmenttranszporttal kell 4thidalni (Niethard és mtsai 2003).

A csontgyodgyulds eldsegitése szempontjabol a kiilonbozd implantatumoknak ¢és
beavatkozasoknak harom fontos tulajdonsadggal kell rendelkezniiik (Lane ¢és mtsai
1987):

1. oszteogén tulajdonsag: a csontijdonképzodés egy adott implantatum talélo
sejtjeibdl indul ki. Ilyen példaul az autolég spongidza atiiltetés, az allogén
csontatiiltetés vagy az autoldg csontveld atiiltetés.

2. oszteokonduktiv tulajdonsag: az implantaitum mintegy haromdimenzi6s vazként
szolgal, melybe oszteoprogenitor sejtek véandorolnak be a perivaszkularis
szovetekbdl bendtt kapillarisokon keresztiil. Ezek az anyagok az extraszkeletalis
rendszerben, maguktol csontképzésre nem alkalmasak. Feliiletiik azonban
rendelkezik azokkal a kémiai ¢és fizikai tulajdonsagokkal, melyek lehet6vé teszik
az itt megtelepedo sejtek osztodasat, differencialodasat.

3. oszteoinduktiv tulajdonsag: ezen implantadtumokban induktiv stimulus hatéséra a
benne 1évd progenitor sejtek oszteoblasztokkd differencidlodnak. Ezek az
anyagok a szkeletalis rendszeren kiviil is képesek ujcsontképzésre. Jellemzden

ilyen hatast tudnak kifejteni a novekedési faktorok és az immunmodulalt
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citokinek, melyek hatasara az adott implantatumon belill végbemegy a

differencialddas.

1.7  Csontpotlas

Nagyméreti csontdefektusok poétlasa az ortopédia és a traumatoldgia egyik
legnehezebben megoldandd problémai kozé tartozik. Sokszor csak nagy nehézségek
aran, tobbszori mitéttel lehet a csontgyogyulast elérmi (Puelo és mtsai 2003).
Romtorések, velesziiletett csontdeformitasok, gyulladdsos csontfolyamatok és csontot
érintd tumorok gyakran okoznak nagyméretli, nehezen gyogyithatd csontdefektusokat
(Arinzeh és mtsai 2003). Egyre tobb olyan esetben probalunk végtagmegtarté miitétet
végezni, melyeknél kordbban amputéciot végeztiink.

A végtagmegtartas novekedésével egyre tobb kritikus mérett csontdefektust kell
kezelniink (Rueger és mtsai 1998), ennek megfelelden jelentdsen megnétt az igény az
elmult évtizedekben a szkeletalis rekonstrukciohoz alkalmas csonttranszplantatumok,
csontpotld anyagok irdnt. Az Egyesiilt Allamokban évente tobb mint 6 millio torést
kezelnek és kortilbelill az esetek tiz szazalékaban 1ép fel valamilyen szovodmény a
gyogyulds soran. Ezekben az esetekben gyakran van sziikség valamilyen
csontatiiltetésre, illetve valamilyen csontp6tld anyag, modszer alkalmazasara.
Osszeségében az Egyesiilt Allamokban évente koriilbeliil félmillio kiilonbozofajta
csonttranszplantaciot végeznek (Greenwald és mtsai 2006). Németorszagban évente
kozel 10 ezer alkalommal végeznek autolog vagy allogén csonttal defektuskitoltést
(Rueger és mtsai 1998).

Kozel 50 éve szamit az autolog, csipdlapatbdl szarmazd spongidzaatiiltetés a
csontdefektuskezelés aranystandardjdnak (Hauschild és mtsai 2005). Autolog
transzplantatum alatt egy darab, a sajat szervezetbdl szarmazd szdvetet értiink, melyet
ugyanazon individuum eltérd helyére iltetink 4at. A spongidézus csont
csonttrabekuldkban és €16 sejtekben gazdag, melyet kiillonb6zd csontok elsdsorban
metafizedlis részébdl nyeriink. A kortikalis implantatumok a csont kiilsd, kortikalis
alloméanyabol allnak, melyek a csont merevségéért felelések. A kortikospongidzus
transzplantaitumok pedig a fent emlitett két transzplantatumfajta kombinacidja (Slatter

1993). Az autoldg transzplantditumok felhasznédladsanak legnagyobb elénye, hogy ¢l0,
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sajat, csontképzésre alkalmas sejtek keriilnek atiiltetésre. Ezen kiviil az autolég csont
egy haromdimenzids matrixot biztosit az oszteogén sejteknek, melybe az wjonnan
képzddd csont bele tud ndéni (oszteokonduktiv). Nagy koncentracidban tartalmaz
novekedési faktorokat, mint példaul bone morphogenic proteint (BMPs), melyek
elosegitik az 0 csont képzodését (oszteoinduktiv). Autoldg transzplantacid esetén
immunologiai reakcidk nincsenek, és fert6z0 betegségek atvitelére sincs lehetdség
(Laurencin és mtsai 20006).

A legfobb probléma ezzel a metddussal az, hogy a rendelkezésre 4ll6 csont
mennyisége erdsen korlatozott, és a donor teriileten gyakran alakul ki fajdalom vagy
sebészeti szovodmény (Joshi és mtsai 2004). A csipdlapatbol valdo csontvétel
leggyakoribb szovédménye a miitéti teriileten kialakult tartos fajdalom, hematoma, erek,
idegek sériilése, peritonedlis tér sériilése, az ilioszakralis iziilet instabilitdsa, a spina
iliaca anterior superior leszakadasa ¢s esetlegesen sérvképzddés az adott teriileten.
(Jones és mtsai 2005). Sok esetben a csont kivétele jelentdsen noveli a mutéti idot,
megterhelést jelentve a szervezetnek. Fiatal szervezet esetén a csontkivétel soran
megsériilhet a nyitott ndvekedési porce, ezzel pedig sériilhet a csontndvekedés.

A sajat csont atiiltetésének alternativaja lehet az allogén, a xenogén csont, illetve
kalluszdisztrakcios eljarasok (Rueger és mtsai 1998). Allogén transzplanticio alatt
ugyanazon faj egy mas egyedébdl szarmazo szovet, szerv atiiltetését értjiik (Slatter
1993). Allogén csonttranszplantatumokat mar régdta hasznalunk csontdefektusok
potlasara. Eldnye, hogy nagy mennyiségben all rendelkezésre, a recipiens szervezetnek
nem jelent plusz miitéti megterhelést a csont kivétele, kortikalis transzplantatumoknal
azonnali a mechanikai stabilitds. Hatranya, hogy szamos fert6z6 betegség atvihetd ilyen
modon (HIV, Hepatitis B, C) (Laurencin és mtsai 2006) és bizonytalan immunoldgiai
reakciok 1éphetnek fel (Hauschild és mtsai 1996)

Sterilizalas, autoklavozas, besugarzas, liofilizalas, mélyfagyasztas, dekalcinalas
€s proteinmentesités segitségével ezen szovodmények esélyét jelentdsen lehet
csokkenteni (Goldberg és mtsai 1987). Ezek a folyamatok azonban a csontgraftok
oszteoinduktiv képességének elvesztését is jelentik az azt benépesitd sejtek ¢és
novekedési faktorok elpusztitdsaval, tonkretételével (Hallfeldt és mtsai 1995), és
jelentésen nd a graftok torékenysége, valamint megvaltoznak a graftok felszivodasi

tulajdonsaga is (Laurencin ¢és mtsai 2006). Nem gyakran, de el6fordul, hogy a graft
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kezelése nem megfeleld, igy kiillonbozd fertdzé agensek életben maradhatnak, és a
donorok sziirésébe is csuszhat hiba. Tovabbi hatranya, hogy mint avitalis, szilard anyag
csak nagyon nehezen és kis mértékben tud atépiilni. A normal, sajat csonttdl valo eltérd
elaszticitasi tulajdonsdga miatt a graft terliletén és a graft-normél csont taldlkozasi
teriiletén is fokozott torésveszéllyel kell szamolni. (Wiesmann és mtsai 2004). Gyakran
latjuk, hogy a graft és a fogadé csont kozott nem indul meg csontos atépiilés, vagy azt,
hogy a beiiltetett csont felszivodik, eltorik (de Boer 1988). Kijelenthetjiik tehat, hogy az
allogén transzplantditumok gyengébbek, mint az autoldg transzplantdtumok.

A xenogén transzplantatum egy masik faj egyedébdl szarmazo transzplantatum
(Slatter 1993). Foleg deminarizalt marhacsontb6l késziilt csontpotlok vannak a piacon
(Endobone; Merck, Németorszag). Alapjaiban ugyanazok a problémdk jelentkeznek
felhasznalasuk soran, mint azt az allogén transzplantditumokndl ismertettiik (Hauschild
¢s mtsai 2005).

A kalluszdisztrakcio egy ismert eljaras csontdefektusok 4thidalasara, de
technikailag nagy kihivast jelent a sebész szdmara, az elhuz6do kezelés pedig jelentds
megterhelés a betegeknek, és sok szovddménnyel is jarhat (Erler és mtsai 2005).

Sziikséges tehat uj stratégiak kifejlesztése, melyek segitségével a kritikus méretii
csontdefektusokat kezelni tudjuk. Az utobbi iddkben egy 1j, reményteli,
interdiszciplinaris  regenerativ  orvostudomanyi tudomanyteriilet indult gyors
fejlédésnek, az tgynevezett ,,.Bone-Tissue Engineering”. A Tissue Engineering (TE)
kifejezés (szovettenyésztés, szovetmérnokség, szovetépités) alatt €16 szervezeten kiviili,
vitalis komponensek felhasznalasaval torténd mesterséges szovetpotld anyagok
tenyésztését, eldallitasat értjilk. Ugy is fogalmazhatunk, hogy a Tissue Engineering a
modern biotechnoldgia, kémia és mérndki tudés felhasznalasa €16 szovetek gyogyitasa,
regeneracidja céljabol, biologiai potlo anyagok, sejtek ¢és nodvekedési faktorok
felhasznalasaval. Az elmult hasz évben, induldsa ota ezen 1j tudoményag
rohamléptekben fejlédik. A bioldgiai anyagok folyamatos kutatdsa soran eljutottunk a
tisztan passziv anyagoktol az aktiv anyagokig, melyek bioldgiai kornyezetiikkel
kolesonhatasba tudnak 1épni, és képesek implantacidos kornyezetiikbe integralodni
(Anderson 2005). Az alapkoncepcio a kovetkezd: hdromdimenzids véazak, sejtek és
novekedési faktorok felhasznalasaval olyan komplex konstrukcio jon létre, melynek

segitségével kitolthetdek a csontdefektusok, és ezek az aktiv komplexek a hidnyzé
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szoveteket potolva teljes rekonstrukciot engednek meg. A Tissue Engineering tehat nem
csindl mast, mint imitalja mind a mai napig gold standardnak szamitd autolog
spongidzaplasztikat.

Haromdimenziés vazként ugynevezett csontpotld anyagokat hasznalunk. Az
idedlis csontpotld anyagnak hasonld szilardsaginak és rugalmassagiinak kell lennie,
mint az €16 csontnak. Fontos, hogy az anyag felszivodd legyen, de a felszivodas ne
legyen tl gyors. Kémiailag hasonlitson a csontot alkoté anyagokhoz, és ne képezzen
lebomlasa sordn toxikus anyagokat, és ne valtoztassa meg kornyezetében a pH-értéket.
Legyen biokompatibilis, legyen immunoldgiailag inaktiv és ne valtson ki idegentest
reakciot. Fiziologids koriilmények kozott ne legyen oldhato, vazként a sejtadhézidt, a
sejtmigraciot €s a sejtproliferaciot szolgalja, alakithatd legyen, és nagy mennyiségben
alljon rendelkezésre (Greenwald és mtsai 2006). Ilyen anyagot, amelynek sokszor
egymasnak mar-mar ellentmondd kritériumnak kellene megfelelnie, a mai napig nem
talaltak. Sokféle csontpotld anyag van jelen a piacon, de egyik sem kdzeliti meg a gold

standarnak tekintett autolog csonttal elért eredményeket.

A csontp6tld anyagokat négy csoportba oszthatjuk:

1. Szintetikus organikus csontpdtlok, felszivodo polimerek (példaul: polilaktid
vagy poliglikol; Immix, Osteobiologics) (Laurencin és mtsai 1996); melyek
felszivodasuk soran afiziologids ph-értéket okoznak a kornyezetiikben, és
ezaltal oszteolizist indukalnak (Kallela és mtsai 1999).

2. Szintetikus anorganikus csontpotlok, mint példaul kélciumfoszfat
kompozitok (OpteMx, Exatech), bioiivegek (Biogran, Orthovita), felszivodo,
szinterezett B-trikalciumfoszfat keramidk (B-TCP) (ChronOs, Synthes),
felszivodd, nem szinterezett kalciumdeficiens-hidroxiapatit kerdmiak
(CDHA), nem felszivodo, szinterezett hidroxiapatit keramidk (HA)
(Calcitite, Centerpulse).

3. Bioldgiai organikus csontpdtlok mint példaul a kollagén, fibrin, hialuronsav.

4. Biologiai anorganikus csontpotlok, mint példaul korallbol szarmazo
hidroxiapatit (Biocoral, Inoteb), a szarvasmarhacsontbol szinterezéssel

eldallitott hidroxiapatit (Endobon, Merck; Bio-Oss, Geistlich Biomaterials),
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vagy az allogén csontbdl eldallitott demineralizalt csontmatrix (DBM)

(Grafton, Osteotech) (Laurencin et al. 2006).

Ebben a munkaban vizsgalt keramidk a masodik csoportba tartoznak a szintetikus,
anorganikus csontp6tld anyagok kozé. A csontpdtld anyagok felhaszndldsa esetén a
legtobb probléma azért 1ép fel, mert részben a csontdefektus kitoltése utdn nem sikertil
megfeleld stabilitast, szilardsagot elérni (féleg az organikus csontpdtlokra jellemzd), és
utobbi foleg az anorganikus csontpotlokra jellemzo).

A csontképzés koncepcidja, hogy a transzplantaciot tuléld sejtek a fogado helyen
Uj csontot szintetizalnak, csak friss implantdtumok esetén vagy csak autoldég csont
atliltetése esetén muikodik, mert a tobbi esetben erds immunologiai reakcid 1ép fel.
Egyetlen egy csontp6tld anyag esetében sem sikeriilt még sejtes elemek nélkiil
oszteoinduktiv képességet kimutatni.

Minden csontpdtld anyagnak tobbé-kevésbé van olyan oszteokonduktiv
képessége, melynek sordan a hdromdimenzids szerkezetbe kapillarisok, perivaszkularis
szovet €s mezenchimalis sejtek nyomulnak ¢és ott az implantaitumot korbevevd csont
feldl a porusokba, mint passziv vezetoracsba a csont bend (Greenwald €s mtsai 2006).

A de novo csontképzOdésben az anyag fajtijan kiviil, mely alapvetéen
meghatarozza a felszivodasanak sebességét, még fontos szerepet jatszik az anyag
tisztasdga (Lu és mtsai 2002), a felhasznalt anyag mennyisége, a felhasznalt anyag
partikulumainak mérete (Mankani és mtsai 2001), a porozitasa (Gauthier ¢s mtsai 1998)
¢s a specifikus felszinének nagysaga (Kasten €s mtsai 2005). Az anyag szennyezettsége
esetén aszeptikus gyulladdsos folyamatok léphetnek fel, melyek a csontpdtld anyag
lebontasanak kontrollalhatatlan felgyorsuldsdhoz vezethetnek (van der Meulen és
mtsail994).

Amennyiben 100-250 pm méretii partikulumokbdl allé6 csontpdtld anyagot
hasznalunk, fokozott csontképzddést figyelhetiink meg, de ez a partikulumméret
jelentésen csdkkenti a primer stabilitast a terhelést viseld defektus teriiletén (Mankani és
mtsai 2001). Tobb tanulmény szerint is az idealis porusméret 300-500 pm, mellyel a
legjobb a csontosodas (Gauthier és mtsai 1998), az idealis specifikus felszin pedig 80

m?/g (Bohner 2000).
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A legtobb eddig klinikai gyakorlatban is hasznalt, foleg tomoritéssel, zomitéssel
készitett csontpotld anyag specifikus feliilete ennél sokkal alacsonyabb: 0,5 m?/g. Ilyen
alacsony specifikus feliiletli a korabban mar emlitett, klinikai gyakorlatban is hasznalt B3-
TCP. Csak nemrég fogalmazodott meg az igény fiziologids adottsdgokkal rendelkezd,
nem tomoritett anyagok fejlesztésére, melyek nagyobb specifikus feliilettel
rendelkeznek. Ezek koz¢ tartozik a CDHA keramia is, mely 48 m?/g specifikus feliilettel
rendelkezik (Bohner 2000).

Jelenleg foleg kalciumfoszfat keramidkat alkalmaznak a klinikai gyakorlatban
(Cornell és mtsai 1991). Egyértelmii tendencia azonban manapsag az olyan felszivodo
keramidk kifejlesztése, amelyek vezetd vazként segitik eld a csontképzddést. A

keramiak felszivodasaval parhuzamosan nd bele az 0j csont, mintegy helyettesitve azt.

1.8 Kalciumfoszfat keramiak

A kélciumfoszfatok felhasznalasdnak lehetdségeit a csontpotlasban kozel 80 éve
kutatjadk. 1979-ben Ferraro vizsgalta a kéalciumfoszfat port, mint csontp6tld anyag
esetleges felhasznalasanak lehetdségét. A leggyakrabban hasznalt kalciumfoszfat
keramidk a hidroxiapatit (HA) ¢és a trikdlciumfoszfat (TCP), melyeket egyarant
hasznalunk defektuskitoltésre és implantatumok feliiletének bevonasara. Ezek az
anyagok elérhetdek por, granulatum és blokkositott formdban is. Ezek az anyagok
intraoperativan nem képlékenyek és nagy terhelést nem birnak ki. A kdlciumfoszfat
keramidk a szervezetbe jutva nem valtanak ki idegentest tipusu reakciot, és a szervezet
altal jol toleralhatoak (Finkemeier 2002).

A kalciumfoszfat keramidk Osszetételében és struktirajaban bekovetkezd kis
valtozasok is nagy hatassal lehetnek az anyag viselkedésére in vivo koriilmények kozott.
Az egyik legfontosabb kérdés adott anyag esetén az oldhatdsag kérdése, mely alapjan
elére lehet josolni egy adott anyag in vivo koriilmények kozotti rezorpeios képességét.
Ha az adott anyag oldhatosdga kisebb, mint a mineralizalt csontdllomanyé, akkor az
adott anyag csak nagyon lassan, vagy egyaltalan nem bomlik le (Bohner 2000). Fontos
tovabbi tulajdonsaga a kalciumfoszfat keramidknak az oszteointegrativ tulajdonsag,
amely azt jelenti, hogy egy anyag és a csont kozott kozvetlen, erds kotés alakul ki. A

kerdmia és a csont koOzotti zonaban a szabad kalcium és foszfat ionokbol kis
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hidroxiapatit kristalyok rakodnak le. Ezek a lerakodoé kristalyok teszik lehetdvé a csont
¢s a keramia kozotti Osszekottetést. Ez a kialakuld kotés fontos abban, hogy az
implantaitum mobilitdsa csokkenjen, és a kialakuld stabilitas eldsegiti a teljes csontos
gyogyulast.

Altalaban a klasszikus, csontp6otld anyagként felhasznalt kalciumfoszfatok
ugynevezett magas homérsékleten eldallitott kalciumfoszfatok, mint példaul a B-
trikalciumfoszfat (B-TCP), a hidroxiapatit (HA), vagy ezek kompozitja (Bohner 2000).
A hidroxiapatit (HA) képlete egy igen komplex formula a (Cajox(HPO4)x(POs4)s-
x(OH),x), ahol a kalcium és a foszfat arany 1,5 és 1,67 kozott tud valtozni. (Bohner
2000).

A biokompatibilis (Cas(PO4);OH hidroxiapatit, mint példaul a Pro Osteon
(Interpore Cross, USA) vagy Pyrost (Stryker Howmedica, USA) olyan kristalyos
kalciumfoszfat, mely a legstabilabban viselkedik vizes oldatban. Ennek az anyagnak a
specifikus feliilete koriilbeliil 1 m?/g (Bohner 2001) és mivel kozel tizéves id6szak alatt
bomlik csak le, ezért gyakorlatilag nem felszivodonak tartjuk.

A kalciumfoszfat cementet (CPZ) 1980-ban Brown és Chow fejlesztette ki
(Bohner 2001). Ez az egy- vagy tobbféle kalciumfoszfat porbdl és vizbdl all. Ha a
komponenseket Osszekeverjik, akkor egy folyékony, injektalhatd, csontdefektusok
alakjara formalhat6 pasztat kapunk, ami par percen beliil megkeményedik. FO hatranya
a makroporusok hidnya, igy a lebomlasa csak nagyon lassan megy végbe. Tovabbi
hatranya, hogy csak bonyolult szinterezési eljaras végén lehet eldallitani kalciumfoszfat
keramiabol.

Azonban egy 1j eljaréas kifejlesztésével Dr. h. c. Robert Mathys Foundationnak
sikeriilt ~eldallitani  kélciumfoszfat blokkokat szobahdmérsékleten, megfeleld
porozitassal, poérusnagysaggal, és porusok kozotti 6sszekdttetéssel. Ezeket az anyagokat
alacsony homérsékletti kalciumfoszfatoknak nevezziik. Ennek a gyartasi folyamatnak a
lényege, hogy egy hidroféb folyadékot (paraffinolaj), kalciumfoszfat cementpasztat és
egy emulgealdszert Osszekeveriink. A keverék megkeményedése utdn a cementben
szétoszlott olajcseppeket kimossuk és az igy visszamaradt kalciumfoszfat blokk porozus
struktaraval rendelkezik. A cementpép, az olaj és az emulgedld szer aranyanak
valtoztatasaval a porozitds, a porusok mérete €s igy az adott keramia specifikus feliilete

valtoztathato (Bohner 2001).

23



DOI:10.14753/SE.2018.2146

Azokat a kalciumfoszfatokat, melyeket magas hémérsékleten, ugynevezett
szinterezési eljarassal allitunk eld legtobbszor 1000°C-nal is magasabb homérsékleten,
magas homérsékletli kalciumfoszfatoknak hivjuk. Ezek strukturdjukban, kémiai
Osszetételikben  és  oldhatosdgukban  is  kiilonboznek  az  Ggynevezett
alacsonyhdmeérsékletii kalciumfoszfatoktol. Ennek megfeleléen az in vivo lebomlasi
képességiik esetén is joggal szamitunk jelentds -eltérésre magas hdémérsékletii

kalciumfoszfatokhoz képest (Bohner 2001).

1.9 A Kalciumdeficiens hidroxiapatit (CDHA) keramiak tulajdonsagai és

felhasznalasi lehetéségei

A kicsapodott hidroxiapatitot, melyben a kélcium és a foszfattartalom aranya
masfél, kalciumdeficiens hidroxiapatitnak (CDHA) nevezziik (Cag(HPO4)(PO4)s(OH)).
A kémia Osszetétele nagyon hasonlit a B-TCP-jéhez, de teljesen mas a
kristalyszerkezete. A CDHA egy nem tomdritett csontpdtld anyag. Mint minden
alacsonyhdmérsékletli kalciumfoszfat, nagy specifikus feliilettel rendelkezik, mely
tulajdonsagnak koszonhetdéen bioldgiailag sokkal aktivabb, mint a hagyomanyos
kalciumfoszfatok. A nagy specifikus feliilete igen hasonlova teszi ebbdl a szempontbdl
a csont apatitjahoz. A legnagyobb kiilonbség a kiillonb6z6 ionszennyezddések hianya,
mint példdul a karbondt- és magnéziumionok. A hidroxiapatitok oldékonysaga
novekszik a kélcium és foszfat ardnyanak csokkenésével, de fligg a pdrusok és
kristalyszemcsék méretétdl is. A kristdlyszemcsék mérete 10-20 nm, ami dontd médon
befolyasolja az oldhatosdgot. A CDHA oldhatésdga nagyjabol megfelel B-TCP
oldhat6saganak. Mind a kettd jo biologiai felszivodoképességet mutat. Nagy specifikus
feliiletének koszonhetden nagy mennyiségli sejtes elemet és novekedési faktort tud
megkotni. Elérhetd kisebb méretli granuldtum forméjaban, de gyarthaté beléle nagyobb
blokk is (Bohner 2001), emulzids eljarassal kalciumfoszfat cementpasztabol. Ha a
CDHA-t 700°C fok folé hevitjiik, akkor tiszta B-TCP, vagy B-TCP és HA keveréke,
vagy tiszta HA (kalciumfoszfat aranya 1,67) jon létre (Bohner 2000). Ebben a
munkaban els6ként teszteljik in vivo allatkisérletben a CDHA keramiat.

Munkacsoportunk elézetes, in vitro eredményei biztatdak voltak a mezenchimalis

24



DOI:10.14753/SE.2018.2146

rrrrrrrrrr

(Kasten és mtsai 2003).

1.10 Csontp6tlo anyagok torténete, idérendi attekintése

A csontatiiltetés, a csontpotlas, a csontpdtld anyagok mar régota kozkedvelt
témai sok kisérletes és klinikai vizsgalatnak. Az elsd csontatiiltetésrdl 1668-ban szamolt
be egy holland sebész, Job van Meekeren (de Boer 1988). Egy kutya koponyajabol
szdrmazo6 csontgraft segitségével tudta egy katona traumas koponyacsont-defektusat
rekonstrudlni. 1820-ban Németorszagban végezte az elsé autolog csontatiiltetést Philips
von Walter sebész. A koponyacsonton trepanacidé utdn keletkezett csontdefektust
rekonstrudlta a beteg sajat csontjaval. Az elsé allogén transzplantitumot 1880-ban
William Macewen skot sebész hasznalta, de kozismertté ez a metdodus csak 1915 utan
valt, amikor F.H. Albee a csonttranszplantaciorol 0sszegytijtott eredményeit publikalta.
A sériiltek nagy szama miatt az Elsé Vilaghaboriban igen nagy szamban lett volna
sziikség csontpotld kezelésekre. Kiilon kiemelendd Lindemann és Klapp haborus
sebészek munkéssaga, akik nevéhez a kiilonbozo sebészeti eljarasok kifejlesztése
mellett a rekonstruktiv sebészet megsziiletése kothetd. A Masodik Vilaghaboruban
elészeretettel hasznalt xenogén, szarvasmarha eredetli transzplantatumokkal elért rossz
eredmények miatt a habord utdn ezen 4llati eredetli, xenogén transzplantadtumok
jelentésen visszaszorultak az emberi csontdefektusok podtlasdban. Miutdn a fogado
szervezetek immunologiai reakcidjat az idegen csontok ellen jobban megismerték,
lehetett ezen reakciokat csokkentd -eljarasokat meghonositani, mint példdul a
besugarzast és a liofilizalast (Soost 1996).

Mar régbdta vannak probalkozasok arra, hogy csontdefektusokat kiilonb6zo
csontpotld anyagokkal rekonstrudljunk. A csontp6tld anyagok a biologiailag aktiv
anyagok kozé tartoznak (biomaterials), melyek definicié szerint olyan nem emberi
szervezetbdl szarmazd anyagok, melyek az emberi szervezetbe iiltetve ott szerkezeti
elemeket, szoveteket és ezek altal bizonyos funkciokat tudnak potolni (Rueger 1998). A
legrégebbi ezen irdnyu régészeti lelet a neolitikus korbdl szarmazo kalapalt aranylemez,
mellyel egy inka eldljaré frontalis koponyacsont-defektusat probaltak potolni (Soost

1996). Sporadikusan el6forduld hasonld probalkozéasokrol vannak beszdmolok. A
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csontpotlasnak a kozépkor utdn vannak csak pontosan kdvethetd, megbizhato, irdsos
emlékei. 1860 tajékarol, amikor az aszeptikus sebészi eljarasok kezdtek elterjedni, egyre
tobb csontpdtld anyag felhasznalasardl szamolnak be. Ezek az anyagok féleg fémek és
fémotvozetek voltak. A tizenkilencedik szazad végérdl szarmaznak az elsé beszamolok,
keramiak, példaul a hagyomanyos gipsz, mint csontp6tld anyag felhasznalasarol (Slatter
1993). Csontdefektus potlasdra a kalciumszulfatot 1892-ben Dressman haszndlta.
Graves (1972) és Hench (1980) kiilonféle kerdmidkat fejlesztettek kalcium tartalmt
vegyiiletekbdl. Osborn 1978 6ta foglalkozik hidroxiapatit keramidkkal (Soost 1996).

Eziddig a piacon nincs olyan anyag, melynek meggy6z6 oszteoinduktiv hatasa
lenne, Osszehasonlitva példaul az autoldg transzplantatumok bioldgiai aktivitasaval és
megbizhatosdgaval. Ezért tobb szerzd ezen implantitumok biologizalasat tartja
fontosnak, mely ezen implantdtumok sejtekkel valo benépesitését vagy autolog csonttal
valo Osszekeverését jelenti (Rueger 1998).

Csontpoétld anyagokra egyre nagyobb igény van, ezért a jovOben egyre
fontosabb lesz a mar ismert anyagok alaposabb vizsgélata és 11j anyagok fejlesztése.
Kiilonb6z6 indikéacioknak megfelelden ezek az anyagok novekedési faktorokkal,

Ossejtekkel és gyogyszerekkel lesznek kombinalhatoak és felhasznalhatoak.

1.11 Mezenchimalis dssejtek

Minden szdveti regeneracid eldfeltétele olyan sejtek jelenléte, melyek szovetet
tudnak képezni. Ezért van dontd szerepe az Ossejteknek a csontképzéssel foglalkozd
szovetmérnokségben.

Ossejtek alatt olyan differencialatlan sejteket értiink, melyek képesek a
replikdcid soran sajat sejtvonalukat fenntartani, de képesek kiilonbozé iranyba
differencidlodva kiilonbozo szovetféleségeket is létrehozni. Megkiilonboztetiink
embrionalis 6ssejteket (ESC), melyeket blasztocisztakbol nyerhetiink, ¢és feln6tt
Ossejteket, melyeket posztnatilis éldlények szoveteibdl izolalhatunk (Fortier 2005).
Habar az embriondlis dssejtek felhasznaldsdban totipotencidljuk ¢és kvazi
halhatatlansaguk miatt nagy lehetdségek rejlenek, felhasznalasuk az etikai kérdések
mellett szdmos mas nehézségbe is litkozik. Nehéz oket izoldlni és tenyészteni, a

tenyésztés soran gyakran kordn ¢és spontdn differencidlédnak, az irdnyitott
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differencidlodas pedig igen komplikalt és nehezen szabalyozhatd kiviilrél (Heng és
mtsai 2004). A felndtt Ossejteket ezzel szemben konnyli izoldlni, nagy expanzios
potenciallal rendelkeznek stabil fenotipus mellett, egyszeriien lefagyaszthatdak és
szallithatoak, klinikailag sokoldaluan felhasznédlhatéak (Le Blanc és mtsai 2005). Az
Ossejteket a progenitor sejtektdl az onmegujuld képesség kiillonbozteti meg (Weissmann
2000) aszimmetrikus sejtosztodasi képességiiknek koszonhetden. A progenitor sejtek
Ossejtekbdl képzddnek, rendelkeznek differenciacids potencidllal és nagy proliferacios
kapacitasuk van, de sajat maguk megujitdsara mar nem képesek.

A felnott Ossejteket kezdetben a nagy osztdodasi rataju szovetekbol izolaltak
(Cancedda és mtsai 2003). Az intenziven kutatott és megismert hemopoetikus 6ssejtek a
csontveldben  szoros  szomszédsagban vannak az  ugynevezett stromalis
csontveldsejtekkel (bone marrow stromal cells - BMSCs), melyek a hemopoetikus
Ossejteket funkciondlisan és strukturalisan védd csontveldi stroma egy részét termelik
(Mimeault és mtsai 2006). 1966-ban és 1968-ban két kiilonb6z6é munkaban publikalta
Friedenstein eldszor BMSC sejtek izolalasat csontveldszuszpenziobol (Friedenstein és
mtsai 1968, Friedenstein és mtsai 1966). Ezek az adherens, fibroblaszt szerli sejtek in
vivo koriilmények kozott oszteoblaszt, kondrocita ¢€s adipocita iranyba tudtak
differencidlodni. Ez a megfigyelés alatamasztotta azt a feltételezést, hogy ezek a sejtek
Ossejtek, vagy pontosabban, hogy ez a sejtpopulacié tartalmaz 6ssejteket. Egy adott
kornyezet hatdsara tehat barmilyen mezenchimalis szovet képzésére alkalmasak.

Szamos allatfaj csontvel§jébdl sikeriilt ez idaig BMSC sejteket izoldlni, mint
példaul az egér (Kuznetsov és mtsai 1989), a patkany (Goshima és mtsai 1991), a nyul
(Friedenstein ¢s mtsai 1968), a kutya (Volk ¢s mtsai 2005), a macska (Martin és mtsai
2002), a diszno (Nakamura és mtsai 2007), a kecske (Kruyt és mtsai 2007), a barany
(Petite ¢és mtsai 2000) és az ember (Haynesworth ¢és mtsai 1992). Embernél a
csipdlapatbdl aspiracioval nyert par ml csontveld altaldban elégséges egy primer
sejtkultara inditasdhoz (Petite és mtsai 2002).

Mezenchimalis dssejtek izolalasahoz elsd 1épésben a csontveld6 mononuklearis
sejtjeit valogatjuk slirliség-gradiens felhasznalasaval. Késébb azt a tulajdonsagukat
kihasznalva tudjuk végleg kivalogatni az MSC sejteket a kiillonbozé sejttenyésztd
médiumok segitségével, hogy képesek a sejttenyészté edények milanyagjahoz kotddni,

letapadni (Krebsbach és mtsai 1997). Manapsag szinte kizardlag ezt, a miianyaghoz
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val6 letapadas képességét kihasznalé modszert alkalmazzuk az MSC sejtek izolalasaban
(Pittenger és mtsai 1999). Késébb az igy izolalt sejtpopulaciok tovabb vizsgalhatdak a
rajuk jellemzd felszini antigén- és expressziosprofil, illetve a kiilonb6z6 irdnyokba vald
differencidcios képesség alapjan. Fontos megjegyezni, hogy a rendelkezésre 4allo
kiilonb6z6 izolaciods és tenyésztési protokoll alapjan nyert dssejtek egymastol jelentdsen
kiilonbozhetnek.

A mononukleéris csontveldi sejtek koziil csak minden szdzezredik, milliomodik
igazi 8ssejt (Pittenger 1999). Erdekes, hogy ez a szam az életkor folyaman folyamatosan
valtozik. A sziiletés utan példaul minden tizezredik stromalis csontveldi sejt egy igazi
MSC, de nyolcvanéves korra mar csak minden milliomodik sejt dssejt.

Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy egyetlen MSC-bdl szarmazé monoklonalis
sejttenyészet sejtjei egyarant képesek oszteogén, kondrogén és adipogén irdnyba
differencidlodni (Pittenger és mtsai 1999). Szintén bizonyitott az izomsejtek irdnyaba
torténd diffrenciacio képesség is (Awad és mtsai 1999). Mas munkacsoportok leirtak
annak a lehetdségét, hogy specialis in vitro és in vivo koriilmények kozott részben
funkcioképes endotelsejtek (Aranguren és mtsai 2007), idegszerl sejtek, hepatocitdk, és
a hemopoetikus rendszer sejtjei differencialédjanak MSC-bdl (Jiang és mtsai 2002).

Ismert tovabba, hogy az MSC sejtek tObbszori passage utdn is megtartjak
proliferacios aktivitasukat és differenciacios képességiiket. Es habar az éregedés soran
folyamatosan csokken a szamuk, mindig talalunk elegendd mennyiséget sejttenyészet
inditasahoz, és igy egy esetleges sejtterapiahoz. Megfigyelték, hogy MSC sejtek in vitro
koriilmények kozott harmincszoros populaciomegkett6zodés utan is megorizték
oszteogén iranyba torténd differenciacios képességiiket (Haynesworth és mtsai 1992).

MSC sejtekre egyeldre hidnyzik specifikus marker, akkor is ha bizonyos
markerek szinte mindig jelen vannak. (Lakshmipathy és mtsai 2005). Ezek kozé a
markerek kozé tartoznak példaul a CD 34-, CD 38-, CD 44+, CD 45-, anti-HLADR-,
anti-HLA-A-, B-, C-, CD 80-, CD 66-, CD 13+, CD 29+, CD 73+, CD 90+, CD 105+/-,
CD 106-, CD 166+. Evekkel ezelétt aktivan vizsgaltak a STRO-1 feliileti antigén
szerepét MSC-¢k identifikdldsaban, szerepe azonban madig ellentmondasos (Dennis ¢és
mtsai 2002).

Napjainkban a mezenchimalis 0Ossejtek készen allnak a sejtalapt kezelési

stratégidk és eljarasok részeként human- és allatgydgyaszati felhasznalasra. Kitoh és
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munkatarsai  (2004) disztrakcids oszteogenezis soran hasznaltak fel klinikai
gyakorlatukban. Igazolni tudtdk, hogy minimalinvaziv modon az oszteotomids résbe
juttatott MSC-k felgyorsitottdk a gyogyulast ¢és szignifikdnsan fokoztdk a
csontregeneraciot (Kitoh és mtsai 2004). Sokat igérd eredményekrdl tudositottak
Horwitz ¢és munkatarsai oszteogenezis imperfektds betegek toréskezelése soran
alkalmazott MSC terapias hatasarol is (Horwitz és mtsai 2002). Szamos allatkisérletben
sikeriilt 1j, késdbbiekben esetlegesen human terdpias felhaszndldsi lehetdséget is
magaban rejtd eljardsokat kifejleszteni. Mangi és munkatarsai sikeresen hasznaltak
MSC-t patkdny szivinfarktus utan kialakult szivizomkarosodas mérséklésére (Mangi és
mtsai 2003). Szamos kutatds bizonyitotta, hogy a mezenchimalis dssejtek kiilonbdzo
csontpotld anyagokkal kozdsen felhasznalva gyorsitjdk a csontgydgyulast, és a
szegmentalis csontdefektusok csontos atépiiléséhez vezetnek. Kraus és munkatérsai egy
porézus hidroxiapatit B-TCP matrixra vittek fel kutydkban mezenchimalis Ossejteket, és
ezzel egy 21 mm-es szegmentalis femurdefektust toltottek ki. Az iiresen hagyott
csontdefektusok teriiletén atrofids aliziilet alakult ki, mig az dssejtekkel kombindlt B-
TCP csoportban kielégitd csontos atépiilést figyeltek meg. Az Ossejtekkel kezelt
matrixok porusaiban szignifikansan tobb 0j csont képzodott, mint az dssejtekkel nem
kezelt matrix pérusaiban. Azt is megfigyelték, hogy az dssejtekkel nem kezelt matrixok
porusaiban féleg fibrozus szovet alakult ki (Kraus és mtsai 2006). Petite és munkatarsai
barany 25 mm-es szegmentalis metatarsus defektusat toltotték ki korallal. A korallok
egy részét liresen hagytdk, egy részét frissen pungalt csontveldvel vontdk be, és egy
részére eldzetesen izolalt és tenyésztett MSC-vel vontak be. A defektusok egy részét
kitoltetleniil hagytak. Teljes csontos atépiilést csak az MSC-vel kitoltott csoport egy
részében figyeltek meg (Petite és mtsai 2000). Brehmen egy vizsgalat sordn 120 16
esetén autolog Ossejtinjekcid pozitiv hatasardl szdmolt be feliiletes hajlitoin defektusok
gyogyitasa soran (Brehm 2007). Oyama ¢és munkatarsai egészséges kutyak szkeletalis
izomzatabdl izolalt és expandalt mioblasztokat juttatott arteria femoralis katéter
novekedését a kamrai miokardialis izomzatban. Ez az eljaras igéretes modellje lehet a
dilatativ kardiomiopatia kezelésének, mivel a transzplantalt sejtek a miokardiumban

funkcidképes szivizomsejtekké tudnak differencialddni, és ezaltal elé tudjak segiteni a

crer
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1.12  Sejttenyészté6 médiumok

A standard mezenchimalis &ssejtek tenyésztésére alkalmas médiumok 20%
magzati borjuszérumot (FCS) tartalmaznak (Haynesworth és mtsai 1992; Kuznetsov és
mtsai 2000, Petite és mtsai 2002).

--------

Az FCS tartalmazza a sejtek adhézidjahoz, proliferaciojahoz  és
szempontjabol az FCS-t tartalmazé tenyésztéfolyadékkal szaporitott —sejtek
problematikusak lehetnek, mert a sejtek felszinén a szarvasmarhabdl szarmazo fehérjék
megtapadhatnak, és a sejtek belsejébe is bekeriilhetnek. Mar alacsonyabb FCS
koncentraci6 (2% FCS) mellett is kimutattak a sejtek kontaminacidjat szarvasmarhabol
szarmazo fehérjékkel. Kérdéses azonban, hogy ezen szennyezddés elkeriilése érdekében
az FCS mentes tenyésztofolyadékban kezelt sejtek milyen tulajdonsagokkal
rendelkeznek, és hogyan hasznalhatoak fel. Johnson és munkatarsai kimutattdk, hogy
azok a keratinocitdk, melyeket 5%-os FCS tartalmu folyadékban tenyészettek, egy
harom és nyolc napos FCS mentes mediumban val6 tartozkodas utén is tartalmaztak a
kezdeti, szarvasmarha eredetii fehérjék 31 szazalékat. Kimutattdk azt is, hogy ha
csokkentik a tenyészt6folyadékok FCS tartalmat, akkor sem csokken szignifikdnsan a
sejtek altal felvett szarvasmarha eredetli fehérje mennyisége (Gregory és mtsai 2006).

Kimutattdk tovabba, hogy az FCS mar igen kis mennyiségben is erdsen
immunogén agensként viselkedik ragcsalokban és emberben is (Gregory és mtsai 2006).
Felmeriil szarvasmarhak szivacsos agyvelO-gyulladasanak (BSE) terjedéséért felelOs
prionok atvitelének lehetdsége is az FCS tartalmu tenyésztémédiumok felhasznaldsanak
esetén (Brown 2005). Fenndll a lehetdsége egyéb korokozok emberre torténd
atvitelének is, melyet eldsegit az a tény, hogy a szovetépités (Tissue Engineering)
keretén beliil foleg jo vérellatast helyre juttatunk FCS oldatban tenyészett sejtes
elemeket. Tovabbi hatranya az FCS-nek, hogy a kiilonb6z6 forrasbol szarmazé oldatok
jelentds kiilonbséget mutatnak, és igy jelentés mértékben befolydsoljdk a sejtosztddas
mértékét. Igy elengedhetetlenné valik felhasznalas el6tt egy in vitro kisérletekhez kotott
kalibracios vizsgalatsor (Lennon és mtsai 1996).

Tébb munkacsoport is dolgozik FCS mentes tenyésztooldatok kifejlesztésén,

melyekkel sikeresen lehetne MSC-t tenyészteni. Ilyen probalkozasok a szérummentes
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tenyésztdoldatok, az autogén vagy allogén szérumot tartalmazé oldatok vagy a
szintetikus szérumanalogokat tartalmazd oldatok. A szérummentes médiumok a
kimaradé MSC koloniaképzOddés miatt nem alkalmasak sejtszaporitdsra (Kuznetsov és
mtsai 2000). Miiller és munkatarsai szingenikus egérszérumot hasznaltak, melynek
hatasara a sejtek proliferacidja jelentésen csokkent (Miiller és mtsai 2000). Lennon és
munkatarsai altal kifejlesztett expanziés médium a xenogén szarvasmarha szérum,
amely FCS helyett albumint (BSA) tartalmaz. Ebben a tenyésztdoldatban a sejtek
proliferacidos ratdja megegyezett az FCS-t tartalmazé médiumokban tenyésztett
sejtekével (Lennon ¢és mtsai 1996). A Gronthos ¢és Simmons altal bevezetett
szérummentes médium tartalmaz szarvasmarha pankreaszbol szarmazo inzulint. Az
eredményes sejttenyésztéshez sziikséges volt a tenyésztdedények falat fibronektinnel
bevonni és a médiumba EGF-et (Epidermal Growth Factor) és PDGF-et (Platelet-
derived Growth Factor) tenni (Gronthos €s mtsai 1995). Autoldg szérum hasznalataval
az FSC-vel azonos eredmény érhetd el az MSC sejtek izolalasa és tenyésztése terén
(Stute és mtsai 2004), de nagyobb sejtszam esetén mar nehezen eldallithatd
mennyiségre van sziikség, és igy ennek rutinszerii hasznélata nem praktikus. Az allogén,
egyesitett szérum sem jelent alternativat, mert felhasznalasa az MSC-k ndvekedésének
gatlasat, a sejtek halalat okozza (Sotiropoulou és mtsai 2006) €s tovabbra is fennall
kiilonb6z6 betegségek atvitelének lehetdsége. Kuznetsov és munkatarsai human szérum
felhasznaldsa utdn csdkkent sejtproliferaciordl és csokkent oszteogén differencidcios
képességrdl szamoltak be MSC-k in vitro és in vivo tenyésztése soran (Kuznetsov és
mtsai 2000). Vannak szintetikus szérumanaldogok (Nuserum), melyekkel igen jo
eredményeket értek el sejtek tenyésztése soran (Wong ¢és mtsai 1993), de
megfizethetetleniil dragdk. Tovéabbi hatranyuk, hogy pontos Osszetételiik nem ismert,
igy esetlegesen xenogén anyagokat is tartalmazhatnak. Osszefoglalva tehat az FCS
tartalmi mediumok egyeldre nélkiilozhetetlenek a mezenchimalis sejtek izolalasa ¢és

tenye€sztése soran.

1.13 Trombocitaban gazdag plazma

A trombocitdban gazdag plazma (PRP) nem mas, mint egy trombocita-

koncentratum, melyet két centrifugdldsi Iépésben vérbdl lehet eldallitani (Yamada és
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mtsai 2004, Weibrich és mtsai 2003). Az igy eldéallitott PRP koriilbeliil hatszor annyi
trombocitat tartalmaz (1.500.000/ul), (260.000/ul) mint a normal vér (Weibrich és mtsai
2003; Weibrich és mtsai 2004).

A PRP egy sor novekedési faktort tartalmaz magas koncentracidban, mint
példaul a PDGF (Platelet-derived Growth Factor), a FGF (Fibroblast Growth Factor), az
IGF (Insulinlike Growth Factor), a TGF-8 (Transforming Growth Factor-B), az EGF
(Epidermal Growth Factor) és a VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Weibrich
¢s mtsai 2003; Weibrich és mtsai 2004). Ezek a fent emlitett ndvekedési faktorok dontd
szerepet jatszanak a csontgyodgyulas korai fazisiban. A PDGF-nek dont6 szerepe van a
sebgydgyulas szabalyozasaban, a sejtproliferacid, az angiogenezis és a tobbi novekedési
faktor termelésének fokozdsa révén (Yu és mtsai 2003). A PDGF eldsegiti a
csontgydgyulast a mezenchimalis JOssejtek és az oszteoblasztok kemotaxisdnak és
novekedési és differenciacios folyamatokat szabalyozo faktorok tartoznak, melyek a
csontregeneracidos folyamatokban az oszteoklaszt képzddést és a csontfelszivodast
gatoljak (Gosain ¢és mtsai 2000). Ezen tilmenden a TGF-B stimulédlja a mezenchimalis
hatasa fiigg a sejtek érettségi fokatol is. Egy tanulmany szerint humén oszteoblaszt
sejtkultirahoz koran adva gatolta a mineralizalt matrix kialakulasat (Puelo és mtsai
2003). Az IGF-1-rdl ismert, hogy az oszteoblasztok szamat emeli, igy serkenti a
csontgyogyulast. Emelkedett koncentracidja kimutathaté patkdnyok ¢&s emberek

gyogyulo toréseinek teriiletén. Az IGF-1 pontos hatdsa mezenchimalis Ossejtekre nem

crcr

crer

neovaszkularizaciot. Az FGF-2 fontos szerepet jatszik a csontndvekedés ¢és
csontatépiilés szabalyozasdban az oszteoblasztok és az oszteoklasztok kozotti finom
egyensuly beallitdsa révén. Ismert tovabba angiogenezist serkentd hatasa is. Az FGF-2-
nek dontd szerepe van a mezenchimdlis Jssejtek mitotikus —aktivitdsanak
szabalyozasaban (Lieberman ¢és mtsai 2002).

Ismert a trombocytdk mikrobadlé képessége. A trombocytdk degranulacidja
soran szabadulnak fel a benniik 1évé novekedési faktorok (Landesberg és mtsai 2000).

A degranulacids folyamat trombin és kalcium hozzaadasaval kivalthato, de eldidézhetd
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a PRP minta mélyfagyasztasaval és gyors felolvasztasaval is (Zimmermann ¢és mtsai
2003). Weibrich és Gruber kimutattdk, hogy a PRP fokozza az oszteoblaszt szerii sejtek
proliferacigjat (Gruber és mtsai 2004; Weibrich és mtsai 2003). A PRP szintén fokozza
2003, Gruber és mtsai 2004). Marx és munkatarsai hasznaltdk a PRP-t elsoként a
klinikumban. Egy klinikai tanulmanyban igazoltdk, melybe 44 beteget vontak be, hogy
a PRP-vel 0Osszekevert autoldg spongidzaval kezelt mandibularis csontdefektusok
szignikfikdnsan gyorsabban gydgyultak és a csontsiirliség is nagyobb lett, mint a csak
autolog spongidzaval kezelt betegcsoportban (Marx és mtsai 1998). Ezen kiviil szamos
szajsebészeti tanulmany foglalkozik a PRP csontgyogyulasra kifejtett hatasaval. A PRP
felhasznalhatosagat foleg implantdtumok csontos rogzitésének eldsegitése céljabol
vizsgaljak. Zechner ¢s munkatéarsai kisméretli malacokon végzett kisérletsorozatban
kimutattdk, hogy dentéalis implantatumok kornyezetében fokozott csontképzddés
figyelhetd6 meg PRP felhasznalasa utan (Zechner és mtsai 2003). Patkany tibidjaba
iltetett kisméretli titdnimplantitumok kornyezetében PRP alkalmazédsa utan
szignifikansan tobb csont képzddését tudtak megfigyelni, mint PRP alkalmazésa nélkiil
(Fontana és mtsai 2004). Patkanyban, kritikus méreti femurdefektust kialakitva Rai és
munkatarsai azt talaltdk, hogy ha a defektus kitdltésére hasznalt polikaprolakton-
trikdlciumfoszfat (PCL-TCP) keramidhoz PRP-t adnak, akkor az fokozza az
angioneogenezist €s a csontgyogyulast (Rai és mtsai 2007).

Vannak azonban munkacsoportok, amelyek a PRP csontgyogyulasra,
biodegradabilis anyagok felszivoddsara ¢és implantditumok rogziilésére gyakorolt
semmilyen pozitiv hatdsat nem tudtdk kimutatni. SOt olyan publikaciok is vannak,
melyek kimondottan negativ hatasr6l szamolnak be a PRP felhasznalasa utéan.
Immundeficiens egerek esetén megfigyelték példaul, hogy PRP hatisara csokken az
ektopias csontképzOdés az intramuszkularisan elhelyezett demineralizalt csontmatrix
felszinén (Ranly és mtsai 2007). Ezeken kiviil bizonyiték van arra, hogy a PRP
eldallitas modja, €s az elért trombocitakoncentracid befolyasolja a PRP hatékonysagat.
Az idealis, csontképzédést legjobban serkentd trombocitakoncentracio 1x10°
mikroliterenként. Ennél alacsonyabb koncentracié esetén a hatds csokkenhet, mig
nagyobb koncentracid esetén kifejezett gatlohatas érvényesiil (Weibrich és mtsai 2004).

Ennek valdszinli oka az afizioldgias novekedési faktorkoncentracid okozta gatlo illetve
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citotoxikus hatds. Mar kordbban is ismert volt az egyik legfontosabb trombocitabol
szarmazo6 novekedési faktor, a TGF-B koncentraciofiiggd antimitogén hatasa (Pollard és
mtsai 2001). Altalanossagban, in vitro sejtkultirak esetén is megfigyelhetd ez a
koncentraciotol fliggd hatds, a trombocita tartalm sejttenyésztd folyadékok esetén. A
koncentracié emelésével addig n6 a sejtek proliferacids ratdja, amig egy platdt el nem
ér. A koncentracié tovabbi emelése pedig mar inkabb gatld hatést fejt ki (Weibrich és
mtsai 2003).

PRP-t specialis eljardsokkal kis mennyiségben konnyen eld lehet allitani, mint
példaul a Curasan cég PRP-kitje (Kleinostheim, Németorszag) (Weibrich és mtsai
2003). Gruber ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy a trombin aktivalt trombocitak
oszteogén differenciaciot gatolta. A PDGF volt a proliferacié fokozasaért felelds, mert a
PDGF-et neutralizal6 antitestek hozzaaddsa csokkentette a sejtproliferaciot (Gruber és
mtsai 2004).

A PRP-rdl kozolt eddigi in vitro és in vivo koriilmények kozott nyert adatok
ellentmondasosak, igy ezek tisztdzadsdhoz ujabb, megbizhaté forrdsbol szdrmazo

vizsgalatok eredményei sziikségesek.

1.14 Matrixok sejttel valo bevonasa

A csontp6tld anyagokra felvitt fibronektin vagy laminin eldsegiti a
mtsai 1992). Az ilyen bevonasi folyamatok célja, hogy tigy mddositsuk az adott anyag
felszinét, hogy az a MSC-k szamdara kedvezdbb legyen. A fent emlitett két anyag
nagyon draga, igy intenziv kutatdsok folynak esetleges helyettesitésiikr6l. Human
szérum esetlegesen olcso és jo alternativa lehet, mert egyszerlien €s nagy mennyiségben
eléallithatd. Ha autolog szérumot hasznalunk, akkor egy esetleges infekcio atvitelével

nem kell szamolnunk és immunreakciok sem alakulnak ki.
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1.15 Csontpotlé anyagok vizsgalatahoz alkalmas allatmodellek attekintése

Kiilonos figyelmet kell forditani mindig az adott allatfaj kivalasztdsara és a
lokalizéciora. Dontd fontossdgi minden emberre vonatkozd kérdésfeltevést tartalmazo
allatkisérlet esetén az eredmények emberre valo alkalmazhatésdga. A legfontosabb
szempont tehat allatmodell kivalasztasa esetén, hogy az eredmények jol alkalmazhatdak
legyenek emberre is.

Tipikusan hosszu csoves csontok ugynevezett kritikus méretli diafizedlis
csontdefektusait (critical-size-defects) hasznaljuk kiilonb6z6 csontpdtld biokeramidk
vizsgalatahoz (Geiger ¢és mtsai 2005, Geiger és mtsai 2007). Kritikus méretiinek
neveziink egy csontdefektust, ha a defektus az adott allat vagy ember annak teljes
¢lettartama alatt sem gyogyul meg. Ez hosszu csoves csontok esetén altaldban a csont
hosszanak 10 szdzalékat meghaladd defektusméretnél alakul ki. Megfigyelték azt is,
hogy ha csontdefektus mértéke a csontatmérénél nagyobb, akkor a szervezet sajat
regeneracidés mechanizmusai méar nem tudjdk a defektust ismételten felépiteni, €s
aliziilet jon létre. Egy kritikus méretli csontdefektus esetén a defektus teriiletén nem
csont, hanem haszontalan fibrézus szdvet képzddik, mely miatt a csont formajat és
alkalmas allatmodellt. Ebben a modellben ugy hoztak 1étre a kritikus méretli
csontdefektust, hogy felnétt nyulak proximadlis ulndjabol egy 1-1,5 centiméteres
csontszegmentumot eltavolitottak. A defektusok 6 hét alatt sem gyogyultak meg,
egyediil a radius iranyabol volt megfigyelhetd kisméreti csontképzddés (Tuli és mtsai
1981).

Bouxsein és munkatarsai ennek a modellnek a modositott valtozatat hasznaltak a
novekedési faktornak szamité Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2) vizsgalatdhoz.
Ez volt az els6 felhasznalasa a 2 centiméteres, kritikus méretii, nytl radius diafizisén
1étrehozott modellnek (Bouxsein és mtsai 2001). Geiger és munkatarsa a VEGF
novekedési faktor csontgydgyulasra kifejtett hatdsat egy a radius diafizisén kialakitott
masfél centiméteres kritikus méretli csontdefektuson vizsgaltdk, melyet felnétt, 0j-

zélandi fehér nyulakon (NZWR) alakitottak ki (Geiger és mtsai 2007).
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1.16 Az oriassejtes csonttumor

1.16.1 Bevezetés

A csontok primer tumorai ritkdk, az Osszes daganatos megbetegedéseknek kb.
0,5-1 szazalékat alkotjak. Viszonylagos ritkasagukat mutatja, hogy pl. a leggyakoribb
rosszindulatl csontdaganat, az oszteoszarkdma esetén az éves 1j megbetegedések szama
1,5/1 milli6 lakos, ami Magyarorszagon évi 15-20 {lj megbetegedést jelent (Dahlin
1978).

Az elmult évtizedek intenziv kutatdsai a csontdaganatok ujabb felosztasdhoz
vezettek. A csonttumorokon beliil jelenleg kiilon kategoériaként szerepelnek az
ugynevezett intermedier dignitdsi csonttumorok. Ezeknél a tumorfajtdknal a
hagyoményos szovettani vizsgalattal lehetetlen kovetkeztetni a betegség varhato
kimenetelére, a daganatok biologiai viselkedésére (Szendréi és mtsai 1989). Az
oriassejtes csonttumorok esetében példaul jelenleg csupan statisztikai valdsziniiséget
alapul véve mondhatjuk, hogy a daganatok kb. 90 szdzalé¢ka benignusan viselkedik, 3-5
szazalékuk primeren malignus formédban jelentkezik, 5 szézalékuk malignusan
transzformalodik, illetve kb. 1-5 szazalékuk a joindulati szdveti kép mellett
tiidoattéteket adhat (Renard és mtsai 1994). E tumor bioldgiai viselkedése szélsdségek
kozott ingadozik: a lassan progredidlo, az akar egyetlen kikapardssal véglegesen
gyogyithatd alaktdl egészen a minden radikdlis sebészi probalkozéds, kemo- és
radioterapia ellenére feltartdztathatatlanul progredialo, tiidéattéteket adod, sét némelykor

multifokalis, gyorsan halalhoz vezetd formaig (DeSmedt és mtsai 1999).

1.16.2 Torténeti attekintés, klasszifikacio, epidemiologiai adatok

A csontok oriassejtes tumora az ortopédiai onkoldgia folyamatosan jelentkezo,
tobb évtizede aktualis problémai koz¢ tartozik. A primer csonttumorok 4-5 szazalékat
alkotja (Renard és mtsai 1994, Enneking 1983).

Az Odriassejtes csonttumor agressziv daganat, melynek szdvete jol vaszkularizalt.
Orso alaku, vagy ovalis mononuklearis sejtekbdl, valamint szamos oszteoklaszt tipusu

oridssejtbdl all (Hiivos 1979). A tumort kordbban oszteoklasztdoménak hivtdk, ma inkébb a
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csontok Oridssejtes tumora megnevezést hasznaljuk, utalva arra, hogy nem a daganat
szoveti képére jellegzetes oszteoklaszt tipusu oridssejtek a tumorparenchyma meghatarozo
proliferativ elemei. Ezek az oridssejtek, amelyek akar 100 maggal is rendelkezhetnek,
megjelenésiiket, viselkedésiiket illetden megfelelnek a csont oszteoklasztjainak. Elfogadott
vélemény szerint ezek az oszteoklaszt tipusu oridssejtek, a mononukledris macrofag sejtek
fuzidja altal jonnek létre. A daganatra jellemzo viselkedésért a csontveld mezenchimalis
Ossejtjeibdl szarmazo sejtvonal a felelds (Unni 1996).

Az a tény, miszerint e tumor kifejezetten hajlamos a kitijulasra — nemcsak a csontos
kiindulasi helyén, hanem a kornyezd lagyrészekben is, esetenként ugynevezett benignus
tiidoattéteket adhat, st kifejezetten malignusan is viselkedhet —, ellentmondé megitélések
talajat képezte a daganat természetét, benignus, ill. agressziv voltat illetden (Eckardt és
mtsai 1986).

Osztalyozasi rendszert dolgozott ki Campanacci (Campanacci €s mtsai 1987) ¢€s
Enneking is (Enneking 1996), ahol az elkiilonités a radiologiai megjelenés, illetve
szovettani grading alapjan torténik. A Campanacci féle radiologiai megjelenés szerint
megallapitott fokozatok (Grade 1, 2, 3,) 0sszhangban éllnak az Enneking szerinti 1, 2, 3
sebészi stadiumokkal. Az egyetlen kiilonbség a két klasszifikacid kozott, hogy
Campanacci az altala Grade 3-nak besorolt oOridssejtes csonttumort mar malignus
szarkdmanak tartja, mely tobbnyire egy konvencionalis, benignus oOridssejtes csonttumor
atipidt mutat, €s kiujuldsi hajlama fokozottabb, még nem tartja malignusnak, hanem a
benignus tumorok csoportjaba sorolja. Jelenleg is e két rendszer képezi a benignus
csonttumorok stadiumbeosztasanak alapjat. A Campanacci-Enneking beosztés leginkabb e
tumorok gyakorlati megitélése, a kezelés megtervezése szempontjabol hasznos, de nem
utal a betegség prognodzisara, mivel a tumorok az egyes staddiumokbdl atmehetnek a
kovetkezd stadiumokba.

Fenti beosztast alapul véve az egyes stddiumba tartoznak az ugynevezett latens
oridssejtes csonttumorok (10-15 szazalék), melyek radiologiai megjelenésére jellemzd a
csont ¢éles sz€li, korilirt, sima szegélyli litikus 1ézidja, mely teljes terjedelmében
intraosszealisan helyezkedik el, a kdrnyez6 kortikalis allomanyt legfeljebb vékonyitja, de
panaszokat nem okoz. Felismerése tobbnyire véletlenszerii. A mésodik stadiumba tartozik

az Oridssejtes csonttumorok tulnyomo tobbsége, mintegy 70-80 szazalékuk. Ezen aktiv
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formak még mindig intraosszealisan helyezkednek el, de radiologiailag mar kevésbé jol
koriilirtak, a szubkondralis regidoba tornek, a csontot a kornyezd lagyrészek felé
elédomboritjdk. Panaszokat okoz, a beteg az érintett teriileten fajdalmat érez, esetleg
duzzanatot tapint. A harmas stadiumba az oOridssejtes csonttumorok 5-15 szazaléka
sorolhat6. Ezek a lokalisan agressziv tumorok a csont eléboltositasaval, vagy anélkiil mar
attorik a kortikalist, beterjednek a kornyezo lagyrészekbe. Kifejezettebb a tumor recidiva
készsége is ebben a stddiumban (Szendrdi és mtsai 1989).

Az Oriassejtes csonttumor, eléforduldsat illetden mindkét nemet kozel egyenld
aranyban érinti (Hiivos 1979, Enneking 1983). A betegek életkorat illetéen e tumorok 70-
80 szazaléka a 20-40 éves kor kozott fordul eld, azonban szérvanyosan iddsebb korban,
illetve  5-6 szazalékos gyakorisdggal szkeletdlisan még éretlen fiatal betegeknél is
jelentkezhet. Ez utobbi esetekben foként a tibiabol indul ki a folyamat, csonton beliil
tobbnyire a metafizisre lokalizalt. Kiilonds problémat jelent ilyenkor az oOridssejtes
csonttumornak a leggyakoribb, ugyancsak fiatalkorban jelentkezé malignus csonttumortol,

az oszteoszarkomatol torténd elkiilonitése.

1.16.3 Klinikai tiinetek, klinikopatologiai vonatkozasok

Klinikai tiineteit illetden az oridssejtes csonttumor €szlelését megel6zéen néhany
hetes, ritkdbban néhdny hoénapos fijdalom vezeti be, melyhez késébb csatlakozik az
érintett teriilet fokozatosan ndvekvd, meleg tapintatii duzzanata, mely malignus csonttumor
gyanujat is keltheti (Szendrdi és mtsai 1989). A kozeli iziiletben mozgaskorlatozottsag
alakulhat ki. Csigolyatestre lokalizalt esetben kompressziés torés jelenhet meg,
kovetkezményes radikularis tiinetekkel, az epiduralis kiterjedést6l fliggben akar
paraplégiaval is (Eckardt és mtsai 1986). A térd koriili lokalizacional, foleg a disztalis
femurvégben gyakran okoz patoldgiés torést.

Az oridssejtes csonttumor tipikusan monosztotikus megjelenésii, mely elsésorban a
hosszu csontok végében alakul ki, leginkabb a femur disztélis, a tibia proximalis, a radius
disztélis, a humerus proximalis végét érinti (Enneking 1983, Szendrdi és mtsai 1989). Az
eseteknek csaknem felében a térd kornyékérdl indul ki (Unni 1996). A gerincen fdleg a
csigolyatesteket érinti (Eckardt és mtsai 1986), leggyakrabban a sacrum az elsdleges

kiindulési hely, a lumboszakralis 4tmenet felett viszont mar kivételesen ritka (Gruber és
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mtsai 1999). Fiatalabb ¢életkort betegek esetén észlelték az driassejtes csonttumor kézen
torténd eldforduldsat is (Yin és mtsai 1995). Ritkdn, de a lapos csontokban (scapula,
sternum, patella) is kialakulhat (Bay és mtsai 1999).

Létezik a monosztotikus oridssejtes csonttumorok mellett ennek a tumornak a
multicentrikus, poliosztotikus formaja is. Igen ritka, foként a nagyobb esetszamot
bemutato kozlemények emlitik, gyakorisagat 1 szazalék koriil megadva (Dahlin 1985). Az
irodalomban eddig 43 koriili az ismertetett esetek szdma (Cummins és mtsai 1996). A
multifokalitas kialakulasanak mechanizmusa nem ismert. A kézen, ill. 1abon el6forduld
oriassejtes csonttumoroknal fokozottabb mind a poliosztotikus manifesztacio, mind pedig
a tiidoattétek kialakulasanak kockézata (Eckardt és mtsai 1986). Ezeknél radikalisabb

sebészi megoldas ajanlott, a tumor széles, en-bloc rezekcidja (Szendrdi és mtsai 2000).

1.16.4 Radioldgiai jellemzés

Radiologiai megjelenését illetden az oOridssejtes csonttumor egynemd, litikus
csontdestrukciot okoz. Altalaban jellemz6, hogy excentrikus, kerek vagy ovalis az
elvaltozés. A kortikalist elvékonyitja, periosztealis reakcidé nem kiséri. A kornyezd
csontszovet felé rendszerint jol elhatirolddik, azonban szklerotikus szegélye nincsen.
Epifizealis lokalizacidja folytdn eldszeretettel terjed az iziileti felszinek szubkondralis
(Szendréi ¢és mtsai 1989). Rontgen képe alapjan mindenek el6tt az oszteolitikus
oszteoszarkomatol, a myelomatél, a carcinoma metasztazistol, az aneurizmas
csontcisztatol, a kondroblasztomatol és a barna tumortdl kell elkiiloniteni (Szendr6i és
mtsai 1989).

Az oridssejtes csonttumort hipervaszkularizacid, intenziv, nem teljesen homogén
kontrasztanyag felvétel, korai vénas telodés, és esetenként a patologias érrajzolat jellemzi.
Angiografias megjelenése alapjan nem kiilonithetd el egyértelmiilen mas, malignus
csonttumortdl. T1-sulyozott MR képeken tipikusan alacsony és kdzepes jelintenzitast
mutat, mig T2-sulyozott MR képeken kozepes és magas jelintenzitds jellemzd ra.
Hemosziderin lerakddéas szintén alacsony jelintenzitast eredményez. Dinamikus
felvételeken gadolinium kontrasztanyag adéasat kovetden gyorsan progrediald halmozast

lehet megfigyelni, mely folyamatot egy gyors kimosodas kovet (Verstraete és mtsai 2000).
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1.16.5 Patologia

Makroszkdposan az oridssejtes csonttumor meglehetdsen jellegzetes képet mutat.
Az epi- és metafizisben jelenlévd, gyakorta a szubkondralis regioig terjedd lireget vérbd,
hemosiderin lerakddastdl sargasbarna, gyakran bevérzett, laza, esetenként mallékony
tumorszovet tolti ki. A tumor allomanyat kotdszovetes sovények is tagolhatjak, melyek
meszet tartalmazhatnak. Az Oriassejtes tumorban is képzddhet szekunder aneurizmas
csontciszta. llyen esetekben a vérrel telt liregek annyira uralhatjdk a képet, hogy a valodi
tumorszovet csupan a csontos iireg sz€lét alkotd vékony savra sziikiil. A gyakori kortikalis
destrukcid ellenére a lagyrészekbe terjedd oOridssejtes csonttumort keskeny, wjonnan
képzddott vékony csonthéj hatdrolhatja. Oka, kialakuldsi mechanizmusa nem tisztazott,
feltehetden az oridssejtes csonttumor oszteoinduktiv hatasarol van szo (Dahlin 1985).
jellemz6. Az driassejtes csonttumorok alapvetden két sejttipusbdl allnak. A mononuklearis
stromasejtekbdl, melyek tovabb oszthatok a CD68 és CD163 pozitiv, valdszinilisithetden
reaktiv, monocitamakrofag vonalhoz tartozé histiocita és a CD68 negativ, feltételezhetden
neoplasztikus  sejtpopulaciora, ezek sejttenyészetben proliferdlnak, és inkébb
oszteoblasztos fenotipust mutatnak. A csontdestrukcid oOridssejtes csonttumorban a
tobbmagvu oszteoklaszt tipust oOridssejtek altal medialt. Ezen oszteoklasztok csontvel6i
eredetli, keringd, monocita/makrofag fenotipust mutatd prekurzorokbol alakulnak ki,
valamint azon makrofag el6alakokbdl, melyek maginak a tumornak a mononukleéris
komponensét is képezik. A RANKL (receptor activator for nuclear factor k B ligand) és a
M-CSF (macrophage colony stimulating factor) a két f0 oszteoklaszt képzodésért felelds
faktor. A mikrokdrnyezeti hipoxia szintén hozzajarul az oszteoklasztogenezishez a HIF
(hypoxia-inducible factor) expresszid indukcidja és a kovetkezményes VEGF szekrécio
stimuldlasa révén oszteoblasztokban és oszteoklasztokban. A mononukleéris orso jellegli
sejtek kulcsszerepet jatszanak a preoszteoklasztok kemotaxisaban és az intratumoralis
oszteoklaszt képzddésben. Képesek mind keringd, mind intratumordlis mononukleéris
oszteoklaszt prekurzor sejtekbdl oszteoklaszt-képzést indukalni szolubilis RANKL termeld
képességiik révén, valamint kiilonboz6 extracellularis matrix komponensek bontasadhoz is

hozzajarulnak gelatinaz és kollagenaz termelésiikkel (Knowles ¢s mtsai 2008).
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A szovettani kép aszerint valtozik, hogy az allomanyban mekkora a bevérzés, az
0déma, mennyi a hegszovet, esetenként a reaktiv csontképzddés. Valtozatos megjelenést
adhat a hemosziderin lerakddasa, a tumorban fellépd nekrézis (Campanacci és mtsai
1987), a sejtek alakja (orsoszerl illetve kerek sejtek), a sejtek, a magok nagysaga, a
kromatin mennyisége, a mitozisok szdma, a tobbmagvi oszteoklaszt tipusi oridssejtek
mennyisége, illetve megoszlasa, a kollagéntartalom, és a vaszkularitas (Eckardt és mtsai
1986, Szendrdi és mtsai 1989). A tumorsejtek koriil gazdag retikulinrost-haldzat van,
masutt nagyobb teriileten fibrozis és xanthomasejtek csoportjai lathatok. E valtozatos
megjelenésti tumornal a szdvettani, morfoldgiai kritériumok alapjan torténd csoportokba
sorolassal, ill. ez utobbiaknak a tumor agresszivitasaval torténd szembedllitasaval mar
Jaffe és munkatérsai is probalkoztak, azonban Osszefiiggést nem sikeriilt megallapitaniuk
(Jaffe és mtsai 1940). Késobb is torténtek ilyen jellegli probalkozéasok, de a szdvettani
besorolds tovabbra sem bizonyult megfelelé eszkdznek a tumor agresszivitidsanak,
biologiai viselkedésének, recidivakészségének becslésére (Campanacci és mtsai 1987,
Unni 1996).

A molekularis patologia lehetOségeinek bdviilése, a citogenetikai vizsgald
modszerek fejlodése, uj tavlatokat nyitott a csonttumorok kutatasdban. Felfedezték
egyebek kozott, hogy a tumorsejtek a genetikai instabilitas jeleként szdmos kromoszomalis
eltéréssel rendelkezhetnek, mely utdbbiak gyakorisdga a tumor malignitdsaval
Osszefliggést mutathat. Az oszteoklasztomakra altaldban nem jellemz6 valamely specidlis
kromoszéma eltérés a telomerikus asszociaciok (TAS) vagy telomerikus fuziok
kivételével, melyekrdl az esetek 85%-aban szdmolnak be (Sciot és mtsai 2000). Az eddig
leirt TAS éaltal leggyakrabban érintett telomerek a 11p, 15p, 19q, 21p, 18p, 13p és 20q. A
telomerfiziok €s visszatérd telomerikus eltérések nagy szdma oridssejtes csonttumorokban
azt a feltételezést tamasztja ald, hogy ezen telomerikus események nem csupan
mellékleletet jelentenek, hanem koztes 1épésként szolgalnanak vagy prekurzor eltérések
lennének tovabbi strukturalis aberraciok felé. A hTERT (human telomerase reverse
transcriptase) expresszidja ugyan valoban tetten érhetd oszteoklasztomakban, nem korrelél
azonban sem a telomer hosszal, sem a TAS gyakorisagaval, mely az el6bbi elméletet
cafolni latszik (Forsyth és mstai 2008). Szintén leirtdk a passzaldsok szamaval egyiitt
emelked6 TAS gyakorisagot oOridssejtes csonttumorban, mely arra utal, hogy a TAS-

pozitiv sejteknek in vitro szelektiv eldnylik van (Forsyth és mstai 2008). A teljes DNS
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tartalom meghatarozast illetden részben ellentmondésos adatok jelentek meg a prognézist
illetve a benignitas-malignitas kérdését illetden (Sakkers és mtsai 1997, Sépi és mtsai
2002).

Az onkogének, ill. tumor-szuppresszor gének szerepének kutatdsa a
csonttumorokndl, igy az driassejtes csonttumoroknal is folyamatban van. Az IL-6 ¢és az
urokinaz-tipusu plazminogén aktivator mellett sejtciklus-szabalyozé fehérjékrol (p53, p27,
cyclin D1) és onkogénekrdl (c-myc) szintén leirtdk, hogy szerepiik lehet az oOridssejtes
csonttumor patogenezisében. A mononukledris sejtes komponens szeparalt vizsgalatat
lehetévé tevd DNS kenet-citofotometrianak is lehet prognosztikus értéke proliferacios
aktivitas meghatarozassal kombinalva (Sapi €s mtsai 2002). Az utobbi években vizsgaljak
az oriassejtes csonttumorok extracellularis alloményat is. Ugy tiinik, az extracellularis
allomény metalloproteindz enzimrendszerének dontd szerepe van a csontdllomany

Kiilonos képessége az driassejtes csonttumoroknak, hogy esetenként tiidoattétet
képezhetnek. Irodalmi adatok szerint, noha az driassejtes tumorok 84-86%-a benignus
(Campanacci ¢s mtsai 1987, Eckardt és mtsai 1986, Szendréi és mtsai 1989), egy
résziikben a kornyezO érlumenekben tumor-embolusok lathatok. Ez a jelenség
magyarazatot adhat arra, hogy a szOvettanilag benignus oOridssejtes tumorok néhany
szdzalékban a tiidében attétek alakulnak ki, melyek szoveti képe a primer tumoréval
teljesen megegyezik (Katz és mtsai 1987). Ismertté valt, hogy még a grade 1. oridssejtes
csonttumorok is adhatnak tliddattétet (Szendrdi és mtsai 1989). Az Oridssejtes
csonttumorndl a pulmonalis metasztazisok kialakuléasat, illetve azok viselkedését illetden a
konvencionalis szovettani és radioldgiai vizsgalatok nem nyujtanak tAmpontot.

Ismert tény, hogy az Oridssejtes csonttumorok 10-15 szdzaléka malignus
daganatként viselkedik (Campanacci és mtsai 1987, Eckardt és mtsai 1986, Szendrdi €s
mtsai 1989). E csoporton belill is megkiilonboztetiink primer és szekunder malignus
formakat. A ritkabb primer malignus forma esetén egy konvencionalis Oridssejtes
csonttumorral egyiitt, mintegy arra rarakodva talaljuk helyenként a kifejezetten malignus
stromat. A primer malignus forma gyakorisaga 2-5 szazalék koriili (Eckardt és mtsai
1986). Az odriassejtes csonttumorok malignus transzformécidja is ritka, 1étrejohet spontan
a recidivak soran, korabbi, esetleg évtizedekkel elobb végzett korszerlitlen (orthovoltos)

radioterapia kovetkeztében, illetve mas betegség (Morbus Paget) talajan.
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A kivizsgalasi protokoll legfontosabb lancszeme a szovettani vizsgalat. Az esetek
dontd tobbségében az intraoperativ, fagyasztdsos szOvettani vizsgalat alapjan donteni
tudunk afeldl, hogy a kérdéses, klinikai-radiologiai tiinetek alapjan Oridssejtes
csonttumornak gyanitott csontdaganat valoban az-e.

Az driassejtes csonttumorok fokozott kijulasi hajlamaban szdmos tényezo jatszik
szerepet. Ide tartozik a daganat széles skalan mozgd, némelykor igen kifejezett
agresszivitdsa, a 1ézi6 lokalizacidja és kiterjedése, valamint - e két utdbbi tényezd
kovetkezményeként is - a sebészi eltavolitas elégtelen volta (Szendrdi és mtsai 1989,
1990). Az oriassejtes csonttumorok kimenetele a fokozott kijuldsi hajlam, a gyakran
ismételt miitétek ellenére az esetek tilnyomd tobbségében jo. Ide tartoznak a latens €s
aktiv alakok, de az agressziv formdk sem jarnak torvényszerien mindig kitijuldssal, mint
ahogy latens tumorok lokalis adjuvans kezeléssel kiegészitett ellatasat kdvetden is 1éphet
fel recidiva.

Az oOridssejtes csonttumorok varhatd viselkedése a hagyomanyos szdvettani
vizsgalatokra, ill. szovettani gradingre timaszkodva nem prognosztizalhatd. E tekintetben
a jelenleg altalanosan elfogadott, altalunk is alkalmazott, a sebészi kezelés megtervezésére
leginkabb alkalmazott Osszevont Campanacci-Enneking szerinti radioldgiai-sebészi
stidiumbesorolas is jobbara megkdzelitdé informaciot nydjt (Campanacci és mtsai 1987,

Enneking 1983).

1.16.6 Az oriassejtes csonttumor sebészi kezelése

Az oridssejtes csonttumor kezelése elsddlegesen sebészi. Alapelve, hogy a tumort
lehetdleg az épben tavolitsuk el, megdrizve nemcsak a végtagot, hanem a kornyezd iziilet
funkciojat is (Eckardt és mtsai 1986, Szendrdéi és mtsai 1989). E két, egymasnak
ellentmondani latsz6 kdvetelménynek nehéz megfelelni, foként ha meggondoljuk, hogy az
oridssejtes csonttumor dontden epifizealis, iziletkozeli elhelyezkedésti. Oriassejtes
csonttumorok esetén a sebészi kezelés extenziv kikaparast vagy en-bloc rezekciot jelent, de
nagyon ritkan kiterjedt betegség vagy szerencsétlen anatomiai lokalizacid esetén akar
amputacio is sziikséges lehet. A recidiva aranyanak csokkentése érdekében probalkoztak a
kikaparas utdn lokalis adjuvéans technikak alkalmazédsaval. Hasznosnak bizonyult a

keletkezett lireg fenollal, ill. alkohollal térténd Oblitése, amely moddszer a tumor széli
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részének a kornyezO csontdllomanyba terjedd, a kikapards soran el nem tavolithatd
maradékanak denaturdlasan keresztiil fejti ki hatasat (Szendréi és mtsai 1992).
Probalkoztak e célbdl a folyékony nitrogén alkalmazasaval is (Malawer és mtsai 1999). Ez
utobbi azonban szamos mellékhatasara vald tekintettel (csontelhalds, infekciok, késoi
torések) nem terjedt el. Igéretesnek tint az iireg csontcementtel torténd kitoltése is, ahol a
miigyanta polimerizacidja soran felszabaduld hoé okozta termokoagulacid fejti ki az
adjuvans hatést (Segura és mtsai 1997). Az adjuvans technikékat kiegészithetjiik tovabba
nagy sebességli fogdszati furdfej haszndlataval is, mely segitségével még alaposabban
tavolithatjuk el a rezidualis tumort. Jelenleg kiterjedten alkalmazzuk a lokalis adjuvans
technikdkat (fenol+alkohol &blités, csontcement kitoltés) melyek lehetévé teszik
epifizealis, a szubkondralis csontlemezhez kozeli tumorlokalizaciok esetén is az iziileti
funkcié megdrzését (Szendrdi és mtsai 1992). Irodalmi adatok alapjan en-bloc rezekciot
kovetden 0-12 szazalék kozott van a helyi kitjulas gyakorisdga, adjuvans technikakkal
kiegészitett kiiretdzs utan 27-31 szazalék, mig adjuvans technika alkalmazasa nélkiil akar
27-65 szazalék is lehet. Kikapards utdn az iireget kitolthetjiik csontcementtel vagy
csontforgaccsal. A csontcement elonye a fentebb emlitett lokalis adjuvans hatdsa mellett az
azonnali terhelhet6ség és a lokalis recidivak detektalasdnak megkOnnyitése (Van der
Heijden és mtsai 2012). Amennyiben az érintett iziilet megmentése nem lehetséges, akkor
en-bloc rezekciot végziink. A kialakult csontdefektust ilyen esetben endoprotézissel vagy
strukturalis grafttal potolhatjuk. Az oridssejtes csonttumor lokalis kitijjulasa nem jelenti az
esetek tilnyomod tobbségében a tumor malignizacidjat, sokkal inkabb az elsd sebészeti
beavatkozas elégtelen radikalitasat (Szendr6i €s mtsai 1989).

Teljesen mas sebészi szemléletet kivan a komplex anatémia, a neurovaszkularis
strukturdk kozelsége és a lokalis adjuvans kezelések alkalmazasdnak nehézségei miatt a
gerincre, sacrumra ¢és a medence csontjaira (2-8 szdzalék) lokalizalodo oOridssejtes
csonttumorok kezelése. Axialis lokalizacid esetén 10-54 szézalék kozotti recidivaaranyrol
szamoltak be intralézionalis kiiretazs, mig kozel 100 szazalékos recidivaaranyrdl részleges

kiiretdzs utdn (Ruggieri és mtsai 2010).

44



DOI:10.14753/SE.2018.2146

1.16.7 Az oriassejtes csonttumor szisztémas kezelése

Nemrégiben  elérhetévé  valt  eldrehaladott, kordbban csak jelentds
funkcidvesztéssel, esetleg amputacioval kezelhetd illetve nem operalhatd oOridssejtes
csonttumoros betegek szamara a csontritkulds és a csont metasztatikus daganatainak
kezelésébdl ismert denosumab nevii gyogyszer. A denosumab egy human monoklonalis
antitest, mely gatolja a RANKL-ot. Elséként az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és
Gyogyszerligyi Hivatala, majd az Eurdpai Gyogyszeriigyndksége is regisztralta
elérehaladott driassejtes csonttumor neoadjuvans kezelésére (Chawla és mstai 2013). A
tumor méretének jelentds csokkenése valamint egy meszes gylra kialakuldsa figyelhetd
meg a tumor, illetve annak lagyrészkomponense koriil harom-négy honap kezelés utan. Ha
a kezelést tovabb folytatjuk, akkor jelentds meszesedés jelenik meg a tumor teriiletén is.
Denosumab kezelés hatdsara megfigyelheté a neoplasztikus stromalis sejtek részleges
neoadjuvans denosumab hatdsira bekovetkezd down staging hatdsara tehat konnyebbé
valhat nagy lagyrészkomponenssel rendelkezd, nagyméretli tumorok esetén a kikaparas
(Chawla és mtsai 2013). Fontos azonban megemliteni, hogy neoadjuvans denosumab
kezelés utdn végzett intralézionalis kikapards lokalis recidivamentes talélését nem
ismerjlik. Tobb szerzo feltételezi, hogy a daganat a gydgyszer abbahagyasa utan visszatér,
tekintettel arra, hogy az nem kozvetlentiil a tumorsejtekre hat, hanem indirekt modon, az
oszteoklasztokra hatva fejti ki hatasat. Egyes sebészek szerint a neoadjuvans denosumab
altal csokkentett tumor miitéti ellatasa soran a gydgyszeres kezelés eldtti méret alapjan kell
megtervezni a miitétet, mert csak igy keriilhetd el a miitét utani kigjulas.

Egy nyilt jelolésti fazis ketté vizsgalatban (NCTO00396279) az Oridssejtes
csonttumoros betegek 86 szizaléka reagélt a denosumab kezelésre, amely szovettani
preparatumokon az odriassejtek 90 szdzalékanak eltlinését vagy a radioldgiai progresszid
elmaradasat jelentette. Egy masodik, nagyobb esetszamu (282) fazis kettdé vizsgalat
(NCT00680992) részeredményei is a denosumab magas hatékonysagarol szdmolnak be
(Chawla és mtsai 2013). Nem operalhatd oOridssejtes csonttumorok esetén stabil, nem
progredial6 daganatokat figyeltek meg az esetek 96 szdzalékdban denosumab kezelés utan.
Ugyanezen vizsgalatban részt vevd 222 kikaparassal kezelhetd beteg esetén pedig a

betegek 86 szdzaléka profitalt a kezelésbdl, 48 szézalékandl nem volt sziikséges a miitét,
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38 széazalékanal pedig az eredetileg tervezett miitétnél joval kisebb miitéti beavatkozas is
elegendének bizonyult. Fontos azonban hangsulyozni, hogy ezek nem hivatalos
részeredmények, a hosszu tdvu utankovetés eredményei még hidnyoznak.

A biszfoszfonatok feltételezések szerint a csont &svanyi anyag tartalmahoz
helyén oszteolitikus aktivitasukat. Eldsegitik tovabba az oszteoklasztok apoptozisat is.
Kisebb beteganyagok retrospektiv feldolgozasaval nyert adatok alapjan biszfoszfonatok
alkalmazasaval sikeriilt lassitani a lokalizalt és metasztatikus oOridssejtes tumorok
novekedését (Yu és mtsai 2013), de egy nem randomizalt, prospektiv fazis kettes
vizsgalatban adjuvéans zoledronsav adasaval nem sikeriilt a kiiretazs utani recidivaaranyt
csokkenteni (Gouin és mtsai 2014). Nem ismerjiik tovabba a zoledronsav neoadjuvans
adésa esetén annak hatékonysagit sem. Bar a denosumab hatdsosabbnak tiinik oridssejtes
csonttumorok kezelésében, de tovabbra sincs Osszehasonlitd tanulmany a biszfoszfonatok

¢s RANKL inhibitorok hatasossagarol (Lau €s mtsai 2013).

1.16.8 Az oriassejtes csonttumor radioterapiaja

Ellentmondasos az oridssejtes csonttumor kezelési protokolljaban a radioterapia
szerepe. Neheziti a kérdést a denosumab megjelenése ¢€s elterjedése is a nehezen vagy
egyaltaldan nem rezekalhat6 oOridssejtes csonttumorok kezelésében. Eldéfordulhat, hogy a
tumor sebészileg nem tavolithaté el maradéktalanul, ez leginkabb a medencére, gerincre
lokalizalt esetekben fordulhat el. Ilyenkor egyre inkabb a denosumab az els6 valasztandd
kezelés. El6fordulhat azonban, hogy a gydgyszeres kezelés kontraindikalt, hatastalan vagy
nem elérhetd. Ezekben az igen ritka esetekben egyetlen megmarado lehetdségként
radioterapiat alkalmazunk. A radioterdpia miitétre nem alkalmas Oriassejtes csonttumorok
hatékony kezelési modja lehet, akdr 80 szazalékos 5 éves recidivamentes tulélést is
biztositva (Ma ¢és mtsai 2015). Ismeretes, hogy egy korabbi irradiaciot kovetden akar
évtizedekkel késobb is bekdvetkezhetett a tumor mezenchimadlis sejtjeinek malignus
elfajulasa. Ez foként a régen alkalmazott orthovoltos terdpias rontgen késziilékek esetén
volt redlis veszély, a korszerl, nagyenergiaji, megavolt-terapia ezt a veszélyt kikiiszoboli
(Suit és mtsai 1999). Sajat véleményiink szerint, tekintettel a radioterapia altalanos,

nemkivanatos mellékhatisaira, komplikdciokra, a minimalis, de 1étez6 malignizacios
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veszélyre, és a redlis alternativat jelentd, 01j, biologiai kezelések megjelenésére végtagi
lokalizacio esetén, sebészileg hozzaférhetd esetekben a radioterapia nem indikalt. Célszerti
azonban alkalmazasanak mérlegelése, ha csak inkomplett kikaparas johet szoba torzskozeli

lokalizacio6 esetén.

1.16.9 A malignus oriassejtes csonttumorok kezelése

A primer vagy szekunder malignus oridssejtes csonttumorok ellatasa elsddlegesen
sebészi. Az ilyen esetek ritkasdga miatt nincs kell tapasztalat sem a kemoterapiat, sem
pedig a radioterapiat illetéen. Megkisérelhetok e kezelések a masodlagos szarkdoma
szovettani tipusa, malignitdsi foka alapjan, de az 5 éves tlélési eredmények igy is csupan
50 szazalék koriil vannak (Anract és mtsai 1998).

Nem egyontetli az irodalomban az allasfoglalds a metasztazisok kezelését
illetden sem. Vannak, akik ismételt rezekciot, massziv kemoterapidt javasolnak
(Siebenrock és mtsai 1998), mig masok a benignus Oridssejtes csonttumorok alapjaban
kedvezd prognozisdra vald tekintettel a gondos megfigyelést ajanljak, az extenziv

lobektomidk, kemo- és radioterapia elkeriilésével (Sanjay és mtsai 1998).
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2. Ceélkituzések

Jelenleg a kiiretazst kdvetd csontcement kitoltés az elfogadott operativ eljaras a
teherviseld iziiletek kozelében elhelyezkedd nagy cisztikus elvaltozasok esetén, mint az
oriassejtes csonttumor, az aneurizmas csontciszta és a kondroblasztoma (Labs ¢s mtsai
2001, Ozaki és mtsai 1997). Teherviseld iziilet kozelében elhelyezkedd csontdefektusok
rekonstrukcidjaban csontcement felhaszndlds utdn a biomechanikai véltozasokkal
Osszefiiggd degenerativ elvaltozasokat figyelték meg allatmodellen. Més tanulmanyok
pedig kivaldo eredményekrdl szamoltak be a szubkondralis autogén csontgraftok
beiiltetését kovetden, mellyel probaltdk normal allapotba visszaallitani a szubkondralis
csontszerkezetet és biomechanikai funkciot. Szadmos szerzé felvetette, hogy a
szubkondralisan alkalmazott csontcement hasznalata novelheti a késébb jelentkezd
szekunder artrozis lehetdségét, azonban ez az Aallitds bizonyitdst még nem nyert
(Campanacci és mtsai 1975, Frassica és mtsai 1993, Hisatome és mtsai 2002).

Kritikus méretli csontdefektusokat a klinikai gyakorlatban &ltaldban autolog
spongiodza atiiltetésével kezeliink. Az autoldg csont azonban csak korlatozott mértékben
all rendelkezésre, kinyerése pedig gyakran szovédmények kialakuldsdhoz vezet.
Lehetdség van allogén csont atiiltetésére is, ilyen esetben azonban immunreakciok
kialakuldsara lehet szamitani, és kiillonb6zd fertdzd betegségek is atvihetdéek. Ennek
megfeleléen intenziv kutatasok folynak kiillonb6z6é csontpdtld anyagok kifejlesztésére,
melyek segitségével a természetes csontot megfeleld moédon tudnak potolni.

Ezek az anyagok, mint példdul a pordzus keramidk, jo oszteokonduktiv
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A csak oszteokonduktiv tulajdonsidggal rendelkezd
implantatumok felhasznaldsanak a csont és a keramia kozotti kontaktfelszin limitalt
mérete szab hatart. Tovabbi hatranya ezen anyagoknak nagy csdves csontokon kialakult
defektusok potlasa esetén a hianyzd oszteoinduktivitds. Ezért a kutatasok kovetkezd
Iépése ezen anyagok oszteoinduktiv tulajdonsaganak kifejlesztése volt, melyet elsd
korben kiilonféle novekedési faktorok, mint példaul a BMP hozzdadéasaval értek el. A
novekedési faktorok az ujcsont képzOodésére azonban csak adekvat, kompetens sejtek
jelenlétében tudjdk hatasukat kifejteni. Ezért a kutatdsok kovetkezd szintjén a

biokeramidkat oszteogén potenciallal rendelkezd sejtekkel kombinaltak.
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Munkank elsd felében ismertetett retrospektiv vizsgalatunk célja az volt, hogy
megfigyeljiilk ¢és 0Osszehasonlitsuk a szubkondralisan elhelyezkedd oridssejtes
csonttumorok kikapardsa utdn a kialakult iireg kitoltésére hasznalt eltérd sebészi
technikdkat, valamint a zOmitett csontforgdcs és csontcement hatdsat az als6 végtagi
teherviseld iziiletekben kialakuld szekunder degenerativ elvaltozasokra.

Tudomasunk szerint csak szorvanyos ismeretek vannak a trombocitdban gazdag
plazma esetleges felhasznaldsanak lehetdségeirdl a kritikus méretli csontdefektusok
gyogyitasadban. Ezért ugy dontdttiink, hogy munkénk mésodik felében megvizsgaljuk a
PRP hatésat a kritikus méretii csontdefektus gyogyulasara autoldg mezenchimalis
Ossejtekkel és a fent emlitett nagy specifikus feliilleti CDHA keramiaval kombinalva.
Vizsgalatunkhoz egy 0j-zélandi fehér ndstény nyul radiusén kialakitott kritikus méretii
diafizedlis csontdefektus-modellt valasztottunk. A fobb vizsgalt paraméterek pedig a
csontosodast kovetd biomechanikai stabilitds, az ujonnan képz6dott csont mennyisége
¢s a beliltetett keramia felszivodasanak mértéke voltak, melyeket négy pontos nem
destruktiv hajlitdsos vizsgalattal, mikro-CT vizsgélattal és szdvettani vizsgalattal

hataroztunk meg.
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3. Modszerek

3.1 Beteganyagunk klinikai vizsgalata

A Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikdjan 1970 6ta mikodik a Csonttumor
Regiszter. Retrospektiv vizsgalatunkba a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinik4jan
korabban altalunk kezelt, az intézményben miikod6é Csonttumor Regiszterben
nyilvantartott, illetve rendszeresen ellendrzott Oridssejtes csonttumoros betegeket
vontuk be. 1970 és 2006 kozott 199 beteg keriilt mutéti ellatasra végtagi lokalizacioju
oOriassejtes csonttumor miatt. A vizsgalatunkban szubkondrélisan elhelyezkedd, az also
végtag teherviseld iziileteiben eléforduld, a proximalis femurt, a disztalis femurt,
proximalis tibiat és a disztalis tibidt érintd, szubkondralisan elhelyezkedd,
intralézionalis  kiiretazzsal  kezelt  oOriassejtes  csonttumorokra  fokuszaltunk.
Szubkondralisnak tekintettiink egy daganatot, ha az az iziileti porchoz 3 mm-nél
kozelebb volt. Hogy képet kaphassunk a szekunder artrézis kialakuldasanak
dinamikdjarol, a vizsgalatunkba csak olyan beteget vontunk be, akit legalabb 50
hoénapig tudtunk utankdvetni. A vizsgalatokbol kizartuk azokat a betegeket, akiknek
lokalis recidivéja, szeptikus szovédménye vagy intraartikularis patoldgias torése volt.

Amennyiben lehetséges volt, a miitét soran a vérzés minimalizalasanak
érdekében vértelenitd mandzsettat hasznaltunk. A csonton mindig kelléen nagyméretii
ablakot nyitottunk, hogy a teljes iireget megfeleloen 4t tudjuk tekinteni és a
daganatszovetet maradéktalanul ki tudjuk kaparni. Alapos kikapards mellett is a
szubkondralis régidora mindig kiilon figyelmet forditottunk, hogy ne érje felesleges
karosodas. A csontiireget csontcementtel vagy csontbankunkbol szarmazé homolog
csontforgaccsal toltottiik ki.

Rendelkezésiinkre 4allt a betegek kortorténete, miitéti leirdsa, rontgen és
esetenként CT felvételei, szovettani metszetei, valamint paraffin blokkba agyazott
mutéti mintdk. A vizsgalatba bevont betegeinknél elvégeztiik a szOvettani anyagok
diagnoézisa. A hagyomdnyos (hematoxilin-eozin) szdvettani metszetek értékelésekor
Dahlin kritériuma szerinti beosztast hasznaltunk (Dahlni és mtsai 1985). A recidiv €s

primeren malignus Oridssejtes tumorokat vizsgalatunkbodl szintén kizartuk. A betegek a
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nemzetkozileg is elfogadott trendnek megfeleld strtiséggel jartak kontroll vizsgalatra,
az els6 2 évben 3 havonta, utdna 3 évig félévente. A betegeket azonos vizsgalati
protokoll szerint kovettiik: minden alkalommal fizikalis vizsgdlatot kdvetden 2 irdnyt
konvencionalis rontgen képet készitettiink, és képeket Osszevetettiik az el6z0 vizsgalat
képeivel. Minden esetben figyeltiik tovabba az adott iziiletben jelentkezd esetleges
degenerativ elvaltozasokat.

Az Oridssejtes csonttumorok stddiumbeosztisandl a Campanacci szerinti
radiomorfologiai, valamint az Enneking féle sebészeti kritériumokat Osszevontan,
egymdsnak megfeleltetve hasznaltuk, azonban az Enneking szerinti III. stadiumot
agressziv, de benignus tumornak tartottuk (Campanacci és mtsai 1975, Enneking 1987).
A fentiek alapjan 3 stddiumot kiilonboztettiink meg: 1. stddium: a defektus koriil a csont
alakja ¢és kortikdlisanak vastagsaga megtartott, II. stadium: az érintett csont
kiszélesedett, a kortikalis elvékonyodott, de a tumor nem tort a4t a kornyezd
lagyrészekbe, III. stddium: a tumor a kortikalist attorte, és a kornyezd lagyrészekbe
terjedt.

A szubkondralis csont érintettségérdl akkor beszéliink, ha az anteroposterior
vagy oldalso radiologiai felvételeken a tumor és az iziileti porc tdvolsaga kisebb volt,
mint 3 mm. A tumor szubkondralis méretének meghatarozasa Chen és munkatarsai altal

leirt modszert (2. abra) hasznaltuk (2005).
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2. abra
A szubkondrdlis régio érintettség teriileti meghatarozasanak elve a Chen dltal
kidolgozott modszer (Chen és mtsai 2005) szerint: (axb)/(AXB)x100=szubkondralis

érintettség szazalékosan

A degeneracié mértékének megitélése céljabol minden alkalommal az érintett,
operalt iziiletrdl, és az ellenoldali, egészséges iziiletrdl kétiranyt, allé rontgen felvételt
készitettiink. Az iziileti degeneraciot Kellgren és Lawrence kritériumai alapjan
(Kellgren és mtsai 1957) hataroztuk meg, kiegészitve az iziileti rés ellenoldali,
egészséges iziileti réshez viszonyitott esetleges besziikiilésével. A degenerativ
elvaltozasok radiologiai képének jeleit két egymastol fliggetlen értekeld irta le, és akkor
tekintettiink egy iziiletet artrotikusnak, ha ebben mind a két értékeld egyetértett. Az
Osszehasonlitas a 24 honapos és az 50 honapos posztoperativ képekbdl tortént.

Funkciondlis értékelést a Muszkuloszkeletalis Tumor Térsasag (MSTS) 1987-

ben elfogadott, majd Enneking iranyelvei szerint modositott rendszerrel készitettiik
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(Enneking 1987). Ez a rendszer hét paramétert vizsgalt, ugymint fajdalom,
mozgastartomany, iziileti stabilitas, erd, deformitéds, altalanos funkcionalitds és a
beavatkozés érzelmi elfogaddsa a beteg szamdra. A betegek altalanos egészségligyi
allapotanak meghatarozasa a Short Form-36 kérddiv szerint tortént, mely egy validalt,
altalanos mérési forma. Nyolc egészségligyi szempont alapjan probal képet alkotni, ezek
a szempontok a kovetkezok: fizikai aktivitas, fizikai problémak okozta korlatok, testi
fajdalom, 4ltalanos egészség, vitalitds, szocidlis funkcidk, érzelmi problémdk és
mentalis egészség (Ware és mtsai 1992). A fenti kérdésekre adott valaszok alapjan egy

100 pontos skalan tudjuk a beteg altalanos egészségiigyi allapotat jellemezni.

3.2 Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez hat-kilenc hénapos kord 1j-zélandi ndstény nyulakat
hasznaltunk, melyek ndvekedése mar lezarult. A nyulak testtomege atlagosan 4,6 kg
volt.

A nyulakat kiilon ketrecben (Ehret, Emmendingen, Németorszag), szeparaltan
tartottuk, standard moédon taplaltuk (ssniff rabbit diet; ssniff Spezialdidten, Soest,
Németorszag) és a kisérlet teljes ideje alatt engedtiik szabad mozgasukat. A kisérlet
teljes ideje alatt 16 °C = 1 °C hémérsékletet biztositottunk. A levegd paratartalma 55%
+ 5% volt. 12 6ras vilagos és 12 oras sotét ciklusokat tartottunk. A ketreceket hetente
kétszer takaritottuk, a tapot és a vizet naponta potoltuk a fogydsnak megfeleléen. Az
allatok tomegét hetente egyszer mértiik. Az allatok tartasaval kapcsolatos minden adatot
jegyzOkonyvben vezettiink.

A kovetkezd csoportokat hasonlitottuk 6ssze munkank soran: a kritikus méreti
defektust CDHA keramiaval, autolog mezenchimalis Ossejtekkel bevont CDHA
keramiaval, PRP-vel bevont CDHA kerdmiaval és PRP+MSC kombinacigjaval bevont
CDHA keramiaval toltottik ki. Kontroll csoportként iiresen hagyott defektust, és
autolog spongidzaval kitoltott defektust hasznaltunk, ahol a nyul csipdlapatjabol vettiik
az autoldég csontot. Minden csoportban hat allat volt. Az éllatokat a Heidelbergi
Ruprecht Karl Egyetem ‘In the care and use of animals’’ protokollja szerint tartottuk és
kezeltik. Munkankat a Heidelbergi Ruprecht Karl Egyetem Allatkisérletekkel
Foglalkoz¢6 Etikai Bizottsaga engedélyezte és feliigyelte.
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3.3 A keramia

A kalcium deficiens hidroxiapatit keramia cilinderek 15 mm hossztak és 4 mm
atmérdjliek voltak (Robert Mathys Foundation, Bettlach, Svajc), melyeket emulgeacios
eljaras segitségével allitottak eld (Bohner 2000). A keramidkat egyesével, sterilen
csomagoltak. Osszporozitidsuk 85 térfogatszazalék volt, 54 térfogatszazalék volt a
makroporusok aranya (0,2-0,6 mm) és 31 térfogatszazalék a mikroporusok aranya (<5

pm). Az altalunk hasznalt CDHA kerdamia specifikus feliilete 48 m?*/ g volt (3. abra).

3. dbra

CDHA keramia morfologiai megjelenése: A: CDHA keramia kiilso felszine, B: CDHA
keramia belsé felszine, C: CDHA kerdamia pdsztdazo elektronmikroszkopos képe (1300x)
(forras: Robert Mathys Foundation, Bettlach, Svajc)

34 PRP eloallitasa

A PRP eldallitdsdhoz 17 ml vért vettiink hat darab hat honapos 0j-z¢landi fehér
nyul fiilartériajabol. A protokollt Yamada és munkatarsai dolgoztdk ki (Yamada és
mtsai 2004). A vért heparin tartalmu csdvekben gytijtottiikk. Az atlagos trombocitaszam
1.9x10% (SD 0.39x10*)/ml volt. Ezutan két centrifugalasi 1épés kovetkezett: eldszor 209
x g sebességgel 16 percig 20 °C-on centrifugaltuk a mintdkat, hogy eltavolitsuk a
vorosvértesteket, majd 1500 x g sebességgel 12 percig 20 °C-on, hogy kicsapddjanak a
vérlemezkék is. A maésodik centrifugdlds utdn a sejtiilledéket Gjra szuszpendaltuk
trombocitdban szegény plazmaban ugy, hogy az atlagos trombocitaszam 10.05x10%/ml
legyen. A hat donor nyulbdl szarmaz6 PRP-t ezutdn 6sszekevertiik és felhasznaléasig -80
°C-on taroltuk. Ennek megfeleléen csak allogén, kevert PRP-t hasznaltunk minden

esetben.
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3.5 Mezenchimalis eredetii dssejtek izolalasa és tenyésztése

3.5.1 Sejttenyésztés altalanos feltételei

A munkat a nyulakbol nyert autoldog Ossejtekkel minden esetben lamindaris
aramlést biztositd steril fiilkében végeztiik (Heraeus Hera safe, Typ HS18, Heraeus
Instruments, Hanau, Németorszag). A pipettdzashoz elektromos pipettat (Hirschmann®
pipetus®-akku; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Németorszag) ¢és sterilen
csomagolt szeroldgiai pipettahegyeket (Falkon®; Fa. Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Németorszag) hasznaltunk. Minden felhasznalt anyagot vagy sterilen
csomagolva vettliink vagy hasznalat el6tt 3 bar nyomason, 121 +/- 1°C-on 20 percig
sterilizaltuk (Tuttnauer 5050EL; Fa. Systec GmbH Laborsystem technik, Wettenberg,
Németorszag) vagy mint példaul a Verfaillie tenyésztd oldat esetén eldallitds utan
sterilen szrtiik (Bottle Top Filter fiir Vakuum, Steritop, 33 mm Gewebe, PES
Membran; Fa. Fisher Scientific, Nidderau, Németorszag). A steril fiilkét és minden
felhasznalt gépet, eszkdzt rendszeresen dezinficidltuk Bacillollal® (Fa. B. Braun
Melsungen, Melsungen, Németorszag).

Standard tenyésztési koriilményeket hasznaltunk: 37 °C-on, 6%-0s CO;-ban, a
tenyészté mediumot hetente 2-szer cserélve. A tenyészto flaskak feliiletének 80—90 %-
os lefedettsége esetén a sejteket leoldottuk tripszint tartalmaz6 etilén-diamin-
tetraeccetsav (EDTA) oldattal (Biochrom, Berlin, Németorszag), és 1:3 aranyban
ismételten szélesztettiik, ezzel 50-60 %-os lefedettséget elérve a tenyésztd lemezeken.
A sejteket visszaiiltetés elott 2-4 alkalommal passzaltuk, ami 16-19 duplazédasnak felel
meg. Az igy nyert és tenyésztett sejtek differenciacidés potencialjat oszteogén,
kondrogén és adipogén irdnyba egy korabbi in vitro munkankban bizonyitottuk (Vogel
¢s mtsai 2006), ezért ezen sejtek véleményiink szerint teljesitik a mezenchimalis dssejt

kritériumait (Reyes és mtsai 2001).

3.5.2 Tenyészté oldat

A sejtkultirdkhoz Verfaillie médiumot hasznaltunk, melynek alapjat a pH
indikatort is tartalmazé Dulbecco’s Modified Eagle médium (DMEM,Invitrogen
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GmbH, Karlsruhe, Németorszag), penicillin, streptomycin (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Németorszag), magzati borjuszérum (Biochrom AG, Berlin, Németorszag),
MCDB 201 médium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Németorszag), IST
médium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), dexamethason (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH), aszkorbinsav (Sigma Aldrich Chemie GmbH) és ndvekedési faktorok, ugy
mint hEGF (Strathmann Biotec AG, Hamburg, Németorszag) és hPDGF (Strathmann
Biotec AG) képezték (1. tablazat). A médiumot steril koriilmények kozott, steril
fiilkében allitottuk 6ssze és 0,22 um porusatmérdjii szlirdvel sziirtiik at. Ezutan kisebb
részekre osztottuk és -20°C-on taroltuk.

Sziikség esetén 37°C-os vizfiirddben

felolvasztottuk és csak ekkor raktuk bele a nGvekedési faktorokat és az FCS-t.

1. tablazat

Verfaillie médium 0Osszetevoi

Alapanyagok Mennyiség 1 literhez | Végleges koncentracio
DMEM 547,5 ml -
MCDB 400 ml -
FCS 20 ml 2%
IST Supplement 20 ml -
Inzulin - 10 pg/ml
Transzferrin - 10 pg/ml
Selenit - 10 ng/ml
Penicillin, 100 IE/ml (Pen)
10 ml
Streptomycin 100 pg/ml (Strep)
Dexamethason 2 ml 0,02 uM
Aszkorbinsav 580 pl 0,1 mM
EGF 1 ml 10 ng/ml
PDGF 1 ml 10 ng/ml
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3.5.3 Mezenchimalis eredetii dssejtek izolalasa

Két héttel a csontdefektus létrehozasa eldtt minden allattol csontveldt vettiink.
Protokollunk szerint minden 4llat késObb a sajat, tenyésztett mezenchimalis dssejtjeit
kapta vissza a CDHA+MSC ¢és a CDHA+MSC+PRP csoportban. A sebészi technika a
kovetkezd volt: a nyulakat altaldnos anesztézidban operaltuk, melyet izomba adott
ketamin-hidroklorid (50 mg/kg BW, Hostaket; Intervet, Karlsruhe, Németorszag) ¢és
xylazine (5 mg/kg BW, Rompun; Bayer Vital, Leverkusen, Németorszag) segitségével
indukaltunk. A mutét el6tt minden allat antibiotikum profilaxisban részesiilt (netilmicin
4 mg/kg BW, Certomycin; Essex Pharma, Miinchen, Németorszag). Minden allat egyik
hatso labat specialis nyirégép segitségével szortelenitettiik (Econom Plus; Aesculap,
Tiittlingen, Németorszag), a bort szappannal megtisztitottuk (Bouquet; Allgéuer
Werkstétten, Sonthofen, Németorszag), majd végezetiil jodos oldattal dezinficialtuk
(Braunol; Braun, Melsungen, Németorszag). A miitét alatt szemcseppet hasznaltunk
(Visidisc; Bausch & Lomb, Berlin, Németorszag), hogy megakaddlyozzuk a nyulak
szemének kiszaradasat.

A proximalis tibia felett szikével (Disponsable Scalpel No. 10; Feather Safety
Razor, Osaka, Japan) egy 2 cm-es metszést vezettiink, és a tibia veldiiregét a proximal
csontvel6-aspiraciés  tlivel  (Yamshidi-Nadel;  Walter ~ Veterinér-Instrumente,
Rietzneuendorf, Németorszag). Miutan elértiik a veldiireget és eltavolitottuk a trokart, a
csontveldt egy 2 ml-es fecskenddvel szivtuk ki (BD Discardi II; Becton Dickinson,
Heidelberg, Németorszag), mely 0,1 ml heparint (B. Braun, Melsungen, Németorszag)
tartalmazott. Az aspiralt csontvel6t egy 15 ml-es Falcon csében (Becton Dickinson,
Heidelberg, Németorszag) 5 ml eldemésztd folyadékkal (0,5 ml kollagendz (Roche
Diagnostic Mannheim, Németorszag) (1,5 mg/ml), 0,5 ml hialuronidaz (Roche
Diagnostic Mannheim, Németorszag) (1 mg/ml) és 4 ml Verfaillie médiummal kevertiik
Ossze. A sebet 3-4 boroltéssel zartuk (PDS II, 4-0; Ethicon, Norderstedt, Németorszag).

Ezutan pipetta segitségével a keveréket homogenizaltuk. A homogenizalt
keveréket 39 °C-on 8 oran keresztiil 35/perces fordulatszamon folyamatosan forgatva
(RM 540; CAT, Stauffen, Németorszag) inkubdltuk. Miutdn az emésztést 10 ml

foszfattal pufferalt sdéoldat (PBS; Biochrom, Németorszag) hozzdadasaval leallitottuk,
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az eléemésztett csontvelt 40 um-es sziird (Falkon Cell Stainer, 40 um Nylon, steril,
gamma irridiated, Becton Dickson, Heidelberg, Németorszag) segitségével atsziirtilk. A
mintakat ezutan PBS (1:2) segitségével mostuk, és kétszer 10 percig 1800/perces
fordulatszamon centrifugéaltuk (Megafuge 1 OR; Hereaus Instruments) (4. abra). A
feliiluszot  ismételten eltavolitva megszabadultunk a felesleges zsirtél ¢és
vorosveértestektdl. Ezutdn a sejteket megszamoltuk, és 25 négyzetcentiméteres
sejttenyésztd flaskadkban szélesztettiik (5. abra) (Easy Flask filter, Nunclon surface;
Nunc A/S, Roskilde, Dania) 5 ml modifikalt Verfaillie tenyésztéfolyadékban (2%
magzati borji szérum (FCS)) (Reyes és mtsai 2001). Huszonnégy ora elteltével a
tenyésztofolyadékot eltavolitottuk és PBS mosast alkalmaztunk, igy a nem letapadt
sejteket eltavolitottuk. A letapadt sejtek folé pedig ismételten 5 ml Verfaillie
tenyésztofolyadékot pipettaztunk (6. abra). Ezek utan a tenyésztd médiumot 2 naponta
cseréltiik (7. abra).

Amikor a tenyésztdedények aljan 70-90 szazalékos lefedettség alakult ki, a
sejteket atoltottuk. Mint mindig a tenyésztdoldat rutinszerti cseréjénél a kulturmediumot
lepipettaztuk ¢és a letapadt sejteket 5 ml steril PBS-sel (Biochrom) atmostuk. 1 ml
Tripszin-EDTA (Biochrom) hozziadasa utan tenyésztd flaskdkat 1 percre inkubatorba
tettiik, igy feloldottuk a tenyésztOtartaly aljdhoz letapadva névekedd adherens sejteket.
D-MEM 1000 (D-MEM 1000 mg/l Glucose + L-Glutamine + Pyruvate; Invitrogen,
Karlsruhe, Németorszag) oldat hozziadasaval leallitottuk a tripszines emésztést. A
sejtszuszpenzidt egy Falkon csObe (Becton Dickinso) attoltottik és 1800 rpm
fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk (Megafuge 1.OR; Hereaus Instruments, Hanau,
Németorszag). A feliiliszot eltavolitottuk és a sejteket tartalmazéd iiledéket 1 ml D-
MEM 1000 oldatban (Invitrogen, Karlsruhe, Németorszag) reszuszpendaltuk.
Meghataroztuk az €16 sejtek szdmat. Ezutdn 2500 sejt /cm? siirliséggel a sejteket
tenyésztéedényekben szélesztettiik és tenyésztdoldatot adtunk hozza. A 25 cm?-es
edényhez 5 ml tenyésztdoldatot, a 75 cm?-es edényhez 10 ml tenyésztéoldatot és a 125
cm?-es edényhez 15 ml tenyésztboldatot adtunk. Naponta vizsgaltuk fénymikroszkop
alatt (Axiovert 25; Carl Zeiss Lichtmikroskope, Gottingen, Németorszag) protokoll

crer

atlatszosagat.
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4. abra

Az ossejtizoldlas kiilonbozo stadiumai (forras: sajat foto)

5. dabra

Az dssejtizoldlas kiilonbozo stadiumai

Sejttenyészto edény (25 cm2) frissen izolalt mezenchimdlis Ossejtekkel (forras: sajat

foto)
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.

6. abra

A: Mezenchimalis dssejtkoloniak izoldcio utan (passage 0) eredeti méretben,
B: Mezenchimalis éssejtkoloniak izolacio utan (passage 0) szdzszoros nagyitas mellett

(forras: sajat foto)

7. abra
Adherens, orso alaku mezenchimalis Ossejtek 3 passage utan miianyag sejttenyészto

edényben (forras: sajdt foto)
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3.5.4 EKIé sejtek szamolasa

Az ¢l sejteket Trypankek festék segitségével szamoltuk (Trypan blue Solution
0,4%, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Németorszdg). A sejtekbol
centrifugalds utan kialakult iiledéket 1 ml DMEM 1000-ben (Fa. Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Németorszag) ismételten feloldottuk. Ebbdl a sejtszuszpenziobol 10 pl-t egy
Eppendorf csébe pipettdztunk (Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Németroszag), és 10 pl
Trypankék festéket adtunk hozzd. A Trypankék festék rendelkezik azzal a
tulajdonsaggal, hogy elhalt sejtek felbomlott sejtmembranjaba diffundalva kékre festi
azt. EbbOl az oldatbol 10 pl-t pipettaztunk a Neugebauer-féle szamlalokamra
targylemeze ald (Fa. Omnilab Laborzentrum, Bremen, Németorszag) és mikroszkop
segitségével kiértékeltiik (Axiovert 25; Fa. Carl Zeiss Lichtmikroskope, Gottingen,
Németorszag). A szamlalokamra négy szamlalomezdjében elhelyezkedd €16, nem kék
sejteket megszamoltuk. Igy ki tudtuk szamolni a tenyésztdedényben elhelyezkedd

sejtek, és a kiindulasi sejtszuszpenzioban elhelyezkedd sejtek szamat.

3.6  Sejtek felvitele a CDHA keramia felszinére és a PRP hasznalata

Minden keramiat a beiiltetés el6tti ¢jszaka 4° C-on 40 pg/ml-es PBS-ben
feloldott fibronektin (Sigma-Fibronectin F-2006; Sigma, Taufkirchen, Németorszag)
a fibronektin pozitiv hatdsa az 0j csont képzddésére (Vogel és mtsai 2006). Az
inkubéciot 6 lyuka taroldlemezekben végeztiik (Greiner BiO-ONE, Frickenhausen,
Németorszag) steril koriilmények kozott (11. abra).

A tenyésztd flaskak felszinérdl a sejteket tripszinnel levalasztottuk, majd a
fentebb ismertetett moédon megszamoltuk 6ket. Otmilli6 sejtet reszuszpendaltunk 3 ml
Verfaille tenyésztd folyadékban, és egy 5 ml-es steril csobe tettikk (12,0/75mm; Fa.
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Németorszag). A fibronektinnel elékezelt
kerdmidkat belehelyeztiik a sejteket tartalmazd 5 ml-es csébe. Ezeket a kis 5 ml-es
csoveket paraffinnal lezartuk és 15 ml steril vizet tartalmaz6 50 ml-es Falkon-Tube®-ba
raktuk. (Fa. Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Németorszag). Ezutan masfél oran

keresztiil a kerdmidkat és a sejteket tartalmazoé csoveket 4° C-on 35 1/min-es
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fordulatszamon forgattuk (CAT RM 5.40; Fa. Frobel Labortechnik GmbH, Lindau,
Németorszag). Forgatast kovetéen a sejteket tartalmazo keramiakat egy 6 lyuku steril
tarololemezre raktuk. A maradék sejteket tartalmazd tenyésztd folyadékot kétszer 5
percig 800 x g sebességgel centrifugaltuk, és az igy izolalt sejteket 70 ul tenyésztd
folyadékban a hat lyukas lemezen elhelyezkedd keramidk felszinére juttattuk.

Eldzetes vizsgélataink azt mutattdk, hogy az altalunk hasznalt sejtfelviteli
moddszer hatékonysdga a CDHA keramiara 95 %-o0s. A sejtek nagy része a keramia
felszinétél 1-2 mm-es mélységben helyezkedik el (Kasten és mtsai 2005). A
CDHA+PRP és a CDHA+MSC+PRP csoportokban a beiiltetés elétt kozvetleniil eldszor
40 pl frissen felolvasztott PRP-t fecskendeztiink kdzvetleniil a keramidkra, majd ezutan
10 pl thrombin (0.8 IU aktivitds) és kalcium-klorid (1 M) oldatok keverékét (1:1)
(Tissucol-duo; Baxter, Unterschleissheim, Németorszadg). Azoknal az allatoknal,
amelyek PRP-t tartalmazd keramiat kaptak, helyi gyulladdsos reakcidt és szisztémas

immunvalaszt, mint példaul 1az, a beiiltetést kovetden nem figyeltiink meg.

3.7 A miitét

Vizsgalataink sordn a Wittbjer és munkatarsai altal kidolgozott allatmodellt
hasznaltuk (Wittbjer és mtsai 1982), amikor is egy 15 mm-es unilateralis, kritikus
méretli csontdefektust hoztunk létre a nyul disztalis radius diafizisén. A nyulakat
altaldnos anesztézidban operaltuk, melyet izomba adott ketamin-hidroklorid (50 mg/kg
BW, Hostaket; Intervet, Karlsruhe, Németorszag) és xylazine (5 mg/kg BW, Rompun;
Bayer Vital, Leverkusen, Németorszag) segitségével indukaltunk. A mitét el6tt minden
allat antibiotikum profilaxisban részesiilt (netilmicin 4 mg/kg BW, Certomycin; Essex
Pharma, Miinchen, Németorszdg). A miitéti teriiletet specidlis nyirdgép segitségével
szOrtelenitettiikk (Econom Plus; Aesculap, Tiittlingen, Németorszag), a bort szappannal
megtisztitottuk (Bouquet; Allgiduer Werkstdtten, Sonthofen, Németorszag), majd
végezetiil jodos oldattal dezinficidltuk (8. &bra) (Braunol, Braun, Melsungen,
Németorszag). A mitét alatt szemcseppet hasznaltunk (Visidisc; Bausch & Lomb,
Berlin, Németorszag), hogy megakadalyozzuk a nyulak szemének kiszaradasat.

Oldalfekvésben operaltunk steril izoldlds utan. A csontot medidlisan, a disztélis

radius felett vezetett 3 cm-es metszésbol, egyszerhasznalatos szikével (Feather Safety
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Razor Co., Osaka, Japan) a lagyrészeket atvagva, az izmokat finoman elhuzva tartuk fel
(9. abra). Hohmann retraktorokat (Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Németorszag)
helyeztiink az ulna ¢és a radius kozé, hogy védjik az ulnat flirészelés kozben.
Oszcillacios flirésszel (GB128 maximum 20000; Fa. Aesculap AG & Co. KG,
Tuttlingen, Németorszag) 15 mm-es segmentalis, diafizedlis darabot vagtunk ki a
radiusbol (10. abra). A megmaradt csonton a defektustdl proximalis és disztalis
iranyban is 5-5 mme-es tavolsagban gondosan kipreparaltuk és eltavolitottuk a
csonthartyat. A defektust steril fiziologids sooldattal kimostuk és a defektusba press fit
moddon behelyeztiik az adott csoportnak megfeleld kerdmiat (12. dbra)(vagy spongidzus
csontot vagy szabadon hagytuk). A defektus felett gondosan, csomds Oltésekkel zartuk
az izmot, a fasciat és a bort 4-0-as felszivodd fonallal (13. abra)(Ethilon; Ethicon,
Norderstedt, Németorszag). Az oszteotomizalt radius belsé stabilizdldsa nem volt
szlikséges a radius €s az ulna kozotti kdtdszovetes-csontos dsszekottetés miatt, mely a
defektustdl proximalis és disztalis irdnyban is stabilizalta a rendszert. Az implantatum
press fit behelyezése sem indokolt esetleges stabilizaldst. A spongidzus csontot a
csipdlapat hats6 részébdl nyertiik. Azt 2 cm-es metszésbdl feltartuk, a fascia atvagasa
utan a csipélapatot megnyitottuk, és a két kortikalis lemez koziil a spongidézus csontot
kikapartuk. A sebet itt is rétegesen, csomos Oltések segitségével zartuk. A miitét utani
fajdalomesillapitas céljabol 4 mg/kg-os doézisban carprofent adtunk standardizalt
modon. A nyulakat sztandardizalt mdédon etettiik és itattuk a ““In the care and use of
animals’’ szerint. A miitét utdn 16 héttel a nyulakat elaltattuk hat milliliter intravéndsan
beadott Narcoren (Phentobarbital; Merial GmbH, Hallbergmoos, Németorszag)
segitségével. Egyszer hasznalatos szike (Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan)
segitségével a konyokiziiletben a nyul mindkét alkarjat exartikulaltuk és a lagyrészektol
alaposan megtisztitottuk. A felesleges csontot oszcillacios flirésszel (GB128 maximum
20000; Fa. Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen, Németorszag) levagtuk. Azonnali

mechanikai vizsgalatok utan az alkari preparatumokat 70 %-os etanolba helyeztiik.
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8. abra

Szortelenitett, dezinficialt, sterilen izolalt nyul ,,alkar” (forras: sajat fotd)

9. abra

Bormetszés utan a lagyrészeket feltarva latszik a radius (forras: sajat foto)
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10. abra
Oszcillacios fiirésszel 15 mm-es segmentalis, diaphysealis darabot vagtunk ki a

radiusbol (forras: sajat fotd)

11. abra

Beiiltetésre varo, ossejtekkel és PRP-vel bevont CDHA keramiak steril taroloedényben

(forras: sajat foto)
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12. abra
A defektusba press fit modon behelyeztiik az adott csoportnak megfelelé keramiat (vagy

spongiozus csontot vagy szabadon hagytuk) (forras: sajat foto)

13. abra

A sebet itt rétegesen, csomos oltésekkel zartuk (forras: sajat foto)
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3.8 Kisérleti terv

A kovetkezO csoportokat hasonlitottuk 6ssze munkank soran: a kritikus méretii
defektust CDHA keramiaval (3. csoport), autolég mezenchimadlis dssejtekkel bevont
CDHA keramiaval (4. csoport), PRP-vel bevont CDHA keramiaval (5. csoport) és
PRP+MSC kombinacigjaval bevont CDHA keramidval (6. csoport) toltottiink ki.
Kontroll csoportként iiresen hagyott defektust (1. csoport), és autolég spongidzaval
kitoltott defektust (2. csoport) hasznaltunk, ahol a nyul csip6lapatjabodl vettiik az autolog
csontot. Minden csoportban hat allat volt, igy kisérleteinkhez Osszesen 36 allatot
hasznaltunk fel. Az allatokat a Heidelbergi Ruprecht Karl Egyetem ‘‘In the care and
use of animals’’ protokollja szerint tartottuk és kezeltiik. Munkankat a Heidelbergi
Ruprecht Karl Egyetem Allatkisérletekkel Foglalkozé Etikai Bizottsaga engedélyezte és
felligyelte.

A beiiltetés utan a nyulakat 16 hétig tartottuk, majd ledltiik. A beiiltetés utan
kozvetleniil, majd 4 hetente 2 iranyu kontroll rontgent csinaltunk, hogy az implantatum
helyzetét és az esetleges szovédményes csonttorést észrevegyiik. A nyulak ledlése utan
a fobb vizsgalt paraméterek a csontosodast kovetd biomechanikai stabilitds, az jjonnan
képzddott csont mennyisége és a beliltetett kerdmia felszivodasanak mértéke voltak,
melyeket négy pontos nem destruktiv hajlitasos vizsgélattal, mikro-CT vizsgalattal és
szOvettani vizsgalattal hataroztunk meg.

Az egyes csoportba tartozo hat nyul radiusdn egy masfél centiméteres, liresen
hagyott csontdefektust hoztunk létre. Harom nyulnak jobb, hdromnak pedig a bal
oldalan alakitottuk ki a defektust.

A masodik csoportba tartozo hat nyul esetében a csipdlapatbol vett spongidzus
csonttal toltottiik ki a radiuson kialakitott mésfél centiméteres csontdefektust. Harom
nyulnak jobb, haromnak pedig a bal oldalan alakitottuk ki a defektust.

A harmadik csoportba tartoz6 hat nyualnak iires, csak fibronektinnel kezelt
CDHA keramiacilinderrel toltottik ki a radiuson kialakitott csontdefektusat. Harom
nyulnak jobb, haromnak pedig a bal oldalan alakitottuk ki a defektust.

A negyedik csoportba tartozd hat nyllnak -eldtenyésztett mezenchimalis

Ossejteket tartalmazo, fibronektinnel elékezelt CDHA keramiacilinderrel toltottiik ki a
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radiuson kialakitott csontdefektusat. Hairom nytlnak jobb, haromnak pedig a bal oldalan
alakitottuk ki a defektust.

Az 06todik csoportba tartozd hat nyalnak PRP-vel bevont, fibronektinnel
elékezelt CDHA keramiacilinderrel t6ltottiik ki a radiuson kialakitott csontdefektusat.
Harom nyulnak jobb, haromnak pedig a bal oldalan alakitottuk ki a defektust.

A hatodik csoportba tartozd hat nyulnak elétenyésztett mezenchimalis
Ossejtekkel és PRP-vel bevont, fibronektinnel el6kezelt CDHA kerdmiacilinderrel
toltottiik ki a radiuson kialakitott csontdefektusat. Hairom nytlnak jobb, haromnak pedig
a bal oldaléan alakitottuk ki a defektust.

3.9 Radioldgiai utankovetés

Sztandardizalt anteroposzterior ¢€s lateralis felvételt készitettiink az operalt
végtagrol narkdzisban kozvetleniil a miitét utdn majd négyhetente, hogy monitorozzuk a
graft helyzetét és a csontos integraciot. Nagy felbontasu filmet (AGFA HAT 1000 G
Plus, 18 x 24 cm; Agfa, K6ln, Németorszag) hasznaltunk és standard 44 kV-os ¢s 2,2
mA-es bedllitast rontgengépet (Multix Top; Siemens, Miinchen, Németorszag). A
sugarforras-film tavolsag mindig 171 cm volt. Az elkésziilt rontgen képeket

digitalizaltuk, és igy taroltuk.

3.10 Biomechanikai vizsgalat

Négy pontos, nem destruktiv hajlitdsos vizsgalatot hasznaltunk a biomechanikai
stabilitds megitélése céljabol. Az allatok ledlése utdn kozvetleniil friss mintdkon
végeztik a vizsgalatokat Mattila és munkatarsai és Reddy és munkatarsai altal leirt
modellt adaptalva (Mattila és mtsai 1999, Reddy és mtsai 2001). Vizsgalatainkhoz a
1387 tipusu Zwick késziiléket (Einsingen, Ulm, Németorszag) hasznaltuk. Az allatok
le6lése utan mindkét alkart kiizesitettiik a konyokiziiletbol. Ezutan a csukléiziilettdl a
disztalis részt eltavolitottuk. Az alkart alaposan megtisztitottuk a lagyrészektdl ugy,
hogy a defektus teriilete, a beiiltetett keramia és a csont se sériiljon. A négy pontos
hajlitas soran az ulnaris oldalt nyomtuk egymastol 40 mm-es tavolsagban, hogy a radius

defektusat kitolté keramia véletleniil se sériiljon meg. A két alatdmasztasi pont a két
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nyomasi ponttdl 12 mm-es tavolsagban volt gy, hogy az mindig a nyomadsi pont
defektustol tavolabbi oldalan helyezkedjen el. A preparatumokat mindig ugy helyeztiik
el, hogy a radiuson elhelyezkedd defektus mindig a nyomo és az alatdmasztd fejek
kozepére essen (14. abra). Mind a nyomd, mind az alatdmasztd pontok 2 mm atmérdjii,
lekerekitett felszinek voltak, megeldzve ezzel, hogy terhelés kozben belevagjanak a
csontba és eltorjék azt. A vizsgalat mozgaskontrollalt volt, a vizsgalofej 0.08 mm/s-os
sebességgel mozgott. Az er6-elmozdulés adatait az anyagvizsgald gép folyamatosan és
automatikusan egy hozza csatlakoztatott szamitogépre juttatta és raktarozta. Az erd-
elmozdulas gorbéknek (N/mm) volt egy linearis - az elasztikus deformaciora jellemz6 -,
¢és egy nem linearis - a plasztikus deformitasra jellemz6 — szakasza (15. abra). A gorbe
linearis, elasztikus szakaszdnak meredeksége segitségével meghataroztuk a rendszer
merevségét (Young modulus). Hogy kikiiszoboljiik az egyéni kiilonbségekbdl (egyéni
csontmindség, csontatmérd) adodd hibakat az operalt végtagok eredményeit
normalizaltuk az kontralateralis, nem operalt végtag merevségi adataival (igy az
eredményeket szazalé¢kosan tudtuk megadni). Minden ellenoldali, nem operalt végtagot

az operalt végtaggal megegyez0 modon pozicionaltunk és mértiink le.

4 pontos hajlitas

erod ero

40 mm

% - nyomopontok _

' CDHA } csont
: (2] - : ‘ Q :
i Z WSS A / SOIIIIY 77,
yw / Y Y4 S }* / 3 i S/ s Yooy,
alatamasztdsi pont 12mm_ | 12.5mm 1Smm__ | 12.5mm_ | _12mm_ | alitAmasztdsi pont

14. dbra

A négy pontos hajlitas soran az ulnaris oldalt nyomtuk egymdstol 40 mm-es
tavolsagban. A két alatamasztasi pont a két nyomdsi ponttol 12 mm-es tavolsagban volt
ugy, hogy az mindig a nyomdsi pont defektustol tavolabbi oldalin helyezkedjen el.

(forras: sajat abra)

69



DOI:10.14753/SE.2018.2146

képlékeny viselkedés

Erd
szakitoszilardsag

torési pont

folyashatar

STA Young modulus = a/b

Deformacié

15. dbra

Az erd-elmozdulas gorbéknek volt egy linedris - az elasztikus derformadciora jellemzo -,
és egy nem linearis - a plasztikus deformitdsra jellemzoé - szakasza. A gorbe linearis,
elasztikus szakaszanak meredeksége segitségével meghataroztuk a rendszer merevségét

(Young modulus). (forrds: Mattila és mtsai 1999, Reddy és mtsai 2001)

3.11 Mikro-CT vizsgalat

Biomechanikai vizsgéilatok utan a preparatumokat, melyek a 1,5 cm-es
szegmentalis defektus mellett tartalmaztak még fél-fél centiméter kortikélis csontot
proximalis és disztalis iranyba, 70 szdzalékos alkoholban fixaltunk. Mindegyik
csontblokkot micro-CT vizsgalat ald vontunk (Fanbeam Micro-CT; Stratec, Stuttgart,
Németorszag). A micro-CT berendezés rontgensugarforras mikrofokusza 7 um volt, az
alkalmazott legnagyobb fesziiltség pedig 36 kV. A kép matrixa 1024 x 1024 pixelt
tartalmazott. A mintdkat specidlis vizet tartalmazd taroloedényben, fiiggdlegesen
helyeztiik el a gépben gy, hogy a tarol6 edény és a minta hossztengelye parhuzamos
legyen. Nagy felbontasi protokollt hasznaltunk vizsgalatunkhoz (120 pm-es
szelettavolsag és 60 um-es felbontas). A prepardtum hosszatol fliggden koriilbeliil 180
képszelet késziilt preparatumonként, azon fiiggdlegesen haladva (16. ébra).

Ahhoz, hogy az Gjonnan képzddott csont és a felszivodott keramia mennyiségét

meg tudjuk hatarozni a 8 bites képeken, meg kellett hatarozni a sziirke skalan (0-255) a
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keramidhoz és az ujonnan képzddott csonthoz tartozd sziirke érték intervallumot. Ez a
folyamat a szegmentacio, melynek sordn vizualisan valasztjuk ki és allitjuk be az adott
szOvethez tartoz6 sziirke értékeket. A CDHA kerdmidhoz a sziirke skalan 160 + 15
értéket rendeltiik, mig az Gjonnan képzddott csonthoz 60 + 15 értéket. A vizudlisan
beallitott kiiszob, mely elkiilonitette a CDHA kerdmiat az Gjonnan képzd6dott csonttol,
100 volt, mely megbizhatd kiilonbségtételt tett lehetévé a kétféle szovetféleség kozott.
Végezetiil pedig identikus sikban készitett szovettani metszettel is Osszevetettiik a
mikro-CT képet, ezzel is mintegy hitelesitve az altalunk valasztott, a két szovetféleséget
elkiilonité vizualis kritériumokat (17. abra). A digitalizalt mikro-CT képeket a VG
Studio Max 1.2.1 program (Volume Graphics, Heidelberg, Németorszag) segitségével
analizaltuk, és kiszamoltuk az Ujonnan képzddott csont mennyiségét (az Ujonnan
képzddott csont voxeleinek szamat osztottuk a teljes defektus teriiletére esd voxelek
szdmaval). A felszivodott keramia mennyiségét ugy hataroztuk meg, hogy a 16 hét utan
jelen 1évé keramia voxel szamat elosztottuk harom nem beiiltetett, de mikro-CT

vizsgalat ala vont kerdmia atlagos voxel szamaval.

16. abra

A: Uresen hagyott defektust tartalmazé prepardtum dttekinté hdromdimenziés micro-
CT képe,

B,C: CDHA-val kitoltott defektust tartalmazo prepardtum dttekinté harom dimenzios
micro-CT kép, ahol a nyilak az ujonnan képzodott csontot jelolik

(forras: sajat foto)
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17. abra

Identikus sikban készitett szovettani metszettel is osszevetettiik a mikro-CT képet, ezzel
is mintegy hitelesitve az altalunk vdlasztott, a két szovetféleséget elkiilonito vizualis

kritériumokat (forras: sajat foto)

3.12 Szovettani analizis

A biomechanikai és mikro-CT vizsgalatok utan a nem dekalcinalt mintakat
dehidraltuk ¢és miigyantdba agyaztuk. A probakat a formalinbdl eltavolitva felszallo
alkoholsorral viztelenitettiik. Elsé 1épésként szobahOmérsékleten legalabb 24 o6ran
keresztiil 70 szézalékos 2-Propanol (Fa. Merck, Darmstadt, Németorszag) oldatban
taroltuk, majd 80 szazalékosban, kétszer 96 szazalékosban, majd haromszor 100
szazalékosban. Ezutan a probakat 20 °C-on 1 napig acetonban aztattuk. Az aceton a
fixalo és a beagyazo kozegek kozotti atmenetként szolgalt. A szovetekbdl eltavolitotta a
zsirt és megkdnnyitette a polimerizacios oldat bejutdsat a prepardtumokba.

A dehidracié utan a mintakat Technovit (Technovit 7200 VLC, Kulzer GmbH,
Wehrheim,  Németorszag) miigyantaba  agyaztuk. A beagyazas  soran
megkiilonboztettiink egyes és kettes preinfiltracios fazist, infiltracidos fazist és a
polimerizaciés oldat hozzdadésanak fazisat (lasd protokoll). A bedgyazdst specialis,
zarhato, kisméretli edényekben (Hereaus Kulzer, Wehrheim, Németorszag) végeztiik. A
beagyazas standardizalt radius és ulna pozicionaladssal tortént, hogy a késébbi metszések
soran identikus metszetek késziilhessenek a kiillonbozo allatokbol szarmazod mintakbol.

Miutan a polimerizécios oldatot hozzdadtuk a mintdkhoz, az edényeket lezartuk és — 8
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°C-on 3 napig inkubaltuk. Ezutdn eltavolitottuk a mintdkat az edényekbdl és tovabbi 2
napig szobahdémérsékleten tartottuk, ez alatt az idé alatt a milanyag végleg
megkeményedett.

A milanyag blokkok elkésziilte utan vagasos és csiszoldsos modszerrel (Exakt
Apparatbau, Hamburg, Németorszag) 50 um vastag koronalis siku, a radiust és az ulnat
parhuzamosan tartalmaz6 metszeteket készitettiink.

Miutan a bedgyazas utdn a milanyag teljesen kiszaradt, a milanyagba agyazott
preparatumokat elészor flirésszel vagtuk, majd a metszeteket specidlis csiszolo-
berendezéssel készitettiik el.

Elsé 1épésben a felesleges milanyagot a miianyag mintdk minden oldalarol
levagtuk (EXAKT-Trennschleifsystem Makro; PSI Medizintechnik, Laudenbach,
Németorszag). Majd a rogzitett mintdkat a csiszologépbe helyeztik (Mikro-
Schleifsystem EXAKT 400 CS; PSI Medizintechnik, Laudenbach, Németorszag) ¢s egy
forgd, specialis csiszolopapirral (PSI Medizintechnik, Laudenbach, Németorszag)
vizhiités és folyamatos, allandé nyomas mellett csiszolni kezdtiik.

Ezutan a preparatumok felsd és also felszinét egy specialis, milanyag lemezhez
(Plexiglas XT-Farblos 2050 mm x 2 mm; Cadillac Plastic, Viernheim, Németorszag)
ragasztottuk egy specidlis ragasztd (Technovit 7200 VCL; PSI Medizintechnik,
Laudenbach, Németorszag) segitségével. Egy specialis, kék fényi lampaval (EXAKT-
Prézisionsklebepresse mit Blaulicht; PSI Medizintechnik, Laudenbach, Németorszag)
megvilagitva a ragaszt6 5 perc alatt megszaradt, a végleges szaradas pedig 60 perc alatt
szobahOmérsékleten kovetkezett be. Ezutdn az igy nyert preparatumot a flirésszel ugy
vagtuk ketté, hogy a bedgyazott radius és ulna egyarant hosszaban, pont kdzépen
felez6dott meg. Ezutdn mind a két probadarabot a vagési felszinen csiszologéppel
megmunkaltuk gy, hogy a végott felszinen egy lapos, csiszolt feliilet alakuljon ki.
Ehhez egyre finomabb csiszold és polirozé lapokat hasznaltunk fel (P800—P1200
—P2500— K4000). Ezutan a fent leirt modon a minta egyik feléhez ismételten egy
milanyag lapot ragasztottunk, melyet a szdradds utan ismételten kettéflirészeltiink, és igy
a milanyag lemez az eredeti preparatumbol 200-300 pm-t tartalmazott. A mintdkat
egyre finomabb csiszold, polirozé lapokat hasznalva addig csiszoltuk, mig azok

vastagsaga 50 pm nem lett.
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Minden allatbol két metszet késziilt. Az egyiket Goldner féle trichrom
modszerrel, masikat toluidinnel kiegészitett Giemsa féle modszerrel festettiik meg.
Bizonyos festékek a miigyantdba é4gyazott vékony prepardtumokba is be tudnak
szivarogni, és annak a feliiletét meg tudjak festeni, lehetévé téve kiillonbozo struktirdk,
sejtek  kozotti  differenciaciot. A csiszoldsos technikaval készitett, miianyag
targylemezen rogzitett metszeteket el6szor Giemsa torzsoldattal (Azur-Eosin-
Methylenkék; Merck, Darmstadt, Németorszag) majd 1 szdzalékos toluidinkék oldattal
festettiik meg (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Németorszdg). A Giemsa festés
segitségével tudunk differencialni a sejtes és az intercellularis részek kozott, a lagy és a
keményebb szovetekben egyarant. A toluidinkék festés a sejtes és normal lagyrészeket
ortokromézia alapjan kékre, a savas glilkozaminoglikdnokat pedig a metakromazianak
megfelelden lilara festette. A toluidin/giemsa festés a mineralizalt csontdllomanyt a
szintelentél a halvanykékig festette, az oszteoid allomanyt vilagoskékre és a
sejtmagokat sotétkékre (18., 19., 20., 21., 22. dbra). A festés eldtt a Giemsa torzsoldatot
¢s a toluidin oldatokat atszlirtiikk. A preparatumokat 5 percig 10 szdzalékos H,O,
oldatban (Merck, Darmstadt, Németorszag) aztattuk, hogy a festék kdnnyebben tudjon
bediffundalni. Ezt kovetden a probakat desztillalt vizzel mostuk, majd széritottuk és 20
percre a Giemsa torzsoldatba helyeztiik. Ezutan kétszer ismét desztillalt vizzel mostuk,
szaritottuk, és 20 percig 1 szazalékos toluidnkék oldatba tettiik. Utoljara ismételt
desztillacios vizes mosas utan a mintakat 15 masodpercre 70 szazalékos ethanolba
(Merck, Darmstadt, Németorszag) tettiik.

A metszeteket fénymikroszkop segitségével (Axioplan 2 Imaging, Zeiss,
Gottingen, Németorszag) vizsgaltuk, fényképeztiik, digitalizaltuk, majd az Image J.
(National Institutes of Health) program segitségével analizaltuk. Vizsgalataink sordn a
vizsgald altal eltéronek mindsitett szovetféleségekhez eltérd szineket rendeltiink,
melyek teriiletét pontosan meg tudtuk hatarozni. gy pontosan le tudtuk mérni az
ujonnan képzodott csont teriiletét, a kotdszovettel boritott és a kerdmidval boritott
terlilet nagysdgat. A kapott értékeket a teljes defektus méretével elosztottuk, igy
normalizalt szézalékos értéket kaptunk (23. dbra A). Megmértiikk tovabba a csonttal
fedett régio nagysagat a radius oszteotomizalt végei mellett fekvé 3x4 mm-es interface
teriileten (23. abra B), valamint a radialis defektus ulnaris felén 1évo teriileten is (23.

abra C). Ezeket az eredményeket is normalizaltuk és szazalékosan adtuk meg.
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18. abra

Uresen hagyott defektust tartalmazé prepardtum attekinté Toluidin-Giemsa festékkel

festve. A kép jobb és bal oldalan a radiusvégek lathatoak, felsé részén pedig az ulna.

Csontképzodés nem figyelheto meg (forras: sajat foto)

o

19. abra
Uresen CDHA keramiaval kitoltott defektust tartalmazoé prepardtum attekintd Toluidin-

Giemsa festékkel festve. Mérsékelt csontképzodés figyelheté meg (forrds: sajat foto)

10009"
20. abra

MSC+CDHA keramiaval kitoltott defektust tartalmazo preparatum dttekinté Toluidin-
Giemsa festékkel festve. A keramia tobbszords torése figyelhet6 meg intenziv

csontképzodéssel (forras: sajdt foto)
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21. abra
PRP+CDHA keramidval kitéltott defektust tartalmazo preparatum attekinté Toluidin-
Giemsa festékkel festve. A keramia tobbszoros torése figyelheté meg intenziv

csontképzodessel (forras: sajat foto)

10

e
LY

22. abra
MSC+PRP+CDHA keramiaval kitoltott defektust tartalmazo preparatum dttekinto
Toluidin-Giemsa festékkel festve. A keramia tobbszoréos torése figyelheto meg intenziv

csontképzodéssel és keramiafelszivodassal (forras: sajat foto)
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23. dbra

Szovettani vizsgalataink soran kiilonbozo régiokban is megmértiik a csontképzodést. Azt
vizsgaltuk, hogy a fogado, szomszédos csont milyen hatdssal van uj csont képzodeésére:
(A) a teljes defektus teriiletén mért csontképzodés mértéke a teljes defektus méretével
normalizalva,

(B) A proximdlis és a disztalis 3 x 4 mm-es interface régioban keletkezett csont
mennyisége a teljes interface régio meretével normalizalva

(C) csontképzodés az ulna melletti régioban a teljes ulna melletti régio teriiletével

normalizalva. (forrds: sajat abra)
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3.13 Statisztikai analizis

A statisztikai analizist a SPSS for Windows 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programmal végeztiik. Minden esetben kiszamoltuk az 4tlagértéket és a szorast. A fobb
vizsgalt paraméterek a biomechanikai vizsgalattal meghatarozott merevség, az ujonnan
képzddott csont mennyisége és a mikro-CT-vel mért keramiafelszivodas voltak. Ezeket
a paramétereket tobbvaltozos varianciaanalizissel vizsgaltuk (ANOVA). A fliggetlen
valtozok kozotti kiillonbséget post-hoc teszt segitségével vizsgaltuk (Tukey). Az
interface régid és az ulnaris régié csontosodasanak mértékét, valamint a teljes defektus
csontosodasi mértékét a Wilcoxon parositott teszt segitségével hasonlitottuk 0ssze. Az
artr6zis mentes talélési idot a Kaplan-Meier médszerrel irtuk le és a csoportok kozotti
kiilonbséget Log-Rank teszttel értékeltiikk. Az artrozismentes tulélést befolyasold
esetleges tényezoket logisztikus regresszios analizissel vizsgaltuk (Cox-modell). A
funkcionalis és életmindségi eredményeket a kitdltési technika fiiggvényében (cement
vagy graft kitoltés) egyszempontos ANOVA teszttel elemeztiik. Vizsgélataink soran p <
0.05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. Az altalunk hasznalt probdk mind kétmintas
probék voltak.
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4. Eredmények

4.1  Beteganyagunk klinikai utankovetésének eredményei

Az 199 oridssejtes csonttumoros beteg koziil 129-nek volt alsoévégtagi
teherviseld csontban elhelyezkedd Oridssejtes csonttumora. Hetven betegnél mas
lokalizécioban fordult elé az elvaltozas (felsOvégtag, medence). Anyagunkban nem
szerepel szakralis, illetve csigolyat érintd elvaltozas, ennek oka részben az, hogy e
teriileteken az oridssejtes csonttumorok csak ritkdn fordulnak eld, illetve hogy ezek a
betegek mas intézményben keriiltek ellatasra. A 129 als6 végtagi lokalizacidju betegnél
szubkondralis elhelyezkedésti daganat 109 esetben fordult elé (84 9%). Adjuvans
terapiaként 85 esetben hasznaltunk fenolt, 44 esetben fenolos &blités nem tortént. 17
fenollal kezelt betegnél fordult elé a tumor helyi kitjulasa (20 %), mig a fenollal nem
kezelt betegek esetében a lokalis kitijulas 16 esetben (36 %) fordult eld.

A vizsgalatokbol 49 beteget zartunk ki lokalis recidiva, szeptikus sz6vOdmény
vagy intraartikulris patologias torés miatt. Igy 80 beteg vett részt a retrospektiv
tanulmanyunkban, az atlagos utankovetési ido pedig 84 honap (50-148 honap) volt. A
betegek atlagéletkora 32,4 év (14-69 év) volt. A proximalis femur 5, disztalis femur 45,
proximalis tibia 19 és disztélis tibia 11 beteg esetén volt érintett. A Campanacci—
Enneking szerinti radiomorfologiai stddiumbeosztds szerint a 80 primer oOridssejtes
csonttumoros beteg koziil 3 beteg tartozott az egyes, 45 beteg kettes, mig 32 beteg a
harmas stddiumba. Az atlagos szubkondralis tumorérintettség Chen altal kidolgozott
modszer szerint mérve 27,5 szdzalék (15-89 %) volt (Chen és mtsai 2005).

Kiiretazst és csont graft beiiltetést 44 esetben végeztiink, mig 36 esetben a
kikaparast kovetéen cementes kitoltést alkalmaztunk. 24 hénappal a mitét utan hat
esetben (13,6 %) talaltunk degenerativ iziileti elvaltozasokat a csontforgaccsal kitoltott
csoportban és harom esetben (8,3 %) cementes kitoltés utan. 50 honappal a miitét utdn
azonban ez az arany megfordult, hét esetben (15,9 %) volt lathatd degenerativ elvaltozas
a csontforgaccsal kitoltdtt csoportban és hét esetben (19,4 %) a cement kitoltés utan. Ez
a tendencia azt jelenti, hogy az elsd, csontforgéccsal kit6ltott csoportban a masodik
vizsgalati iddszakban csak egy 1j artr6zisos beteg jelent meg, mig a masodik, egyébként

kisebb, csontcementtel kitoltott csoportban 4 Uj artrézisos eset is megjelent. A 24
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hénapos posztoperativ vizsgalat sordn szignifikdnsan kevesebb degenerativ valtozas
volt tapasztalhat6 a cementes kitoltés utan a csont graft betiltetéshez képest (p <0,05).
Az 50 hénapos utankdvetés utan, valamint késébb sem (50-148 honap) volt szignifikdns
kiilonbség a két csoport kozott (24. dbra) (p>0,05). Ezen eredmények azt mutatjak, hogy
24 hoénap elteltével felgyorsultak a degenerativ folyamatok a cementtel kitdltott
defektusok kornyezetében elhelyezkedd iziiletekben. A kezdeti csoportok kozti
kiilonbségek tehat kiegyenlitddtek az évek soran. A Campanacci—Enneking szerinti
radiomorfologiai stadiumbeosztds és az iziiletben megjelent degenerativ elvaltozasok
gyakorisaga kozott nem talaltunk szignifikdns Osszefliggést egyik vizsgalati idopontban
sem (p>0,05). Szignifikansan tobb szekunder artrozist taldltunk viszont az 50

szdzaléknal nagyobb szubkondrélis kiterjedésii daganat esetén mindkét vizsgalati

idépontban (p <0,05).
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Artrozismentes tulélés valoszintisége kiilonbozo csontpotlasi eljardasok esetén
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71 péciens vett részt a Musculoskeletal Tumor Society MSTS 1987 és Short-
From-36 (SF-36) kérddivében. Nem talaltunk kiilonbséget a funkcionalis eredmények
¢és az életmindség tekintetében a csonttal és a csontcementtel kitoltott csoportok kozott
(2. tablazat). Nem talaltunk kiilonbséget kitoltési modszertdl fliggetleniil vizsgalva az
artrozisos €s az artrozis nélkiili csoportok kozott sem a funkcid és az életmindség

tekintetében (MSTS 1987 (p>0,05), SF-36 (p>0,05)).

2. tablazat
Funkciondlis és életmindség vizsgalatanak eredményei kiiretazzsal kezelt oridssejtes

csonttumoros betegek esetében

Tests (number of patients) Functions assessed Assessment score:

Curettage

Bone grafting  Cementing

Short Form-36 (bone grafting, 41; cementing, 30)  Physical function 75 80
Role physical 77 79
Bodily pain 74 80
General health 81 80
Vitality 74 72
Social 92 86
Role emotional 86 81
Mental health 81 79

MSTS (bone grafling. 41: cementing, 30) Pain 4.41 437
Range of motion 4.51 461
Strength 4.33 4.28
Stability 4.83 4.79
Deformity 4.77 4.71
Function 4.21 432
Emotional Acceptance  4.65 4.61

4.2  Biomechanikai eredmények

A relativ merevség szignifikdnsan magasabb volt a CDHA, CDHA+MSC,
CDHA+PRP ¢és a CDHA+MSC+PRP csoportokban, mint az iiresen hagyott defektussal
rendelkezd csoportban (p < 0,05). Az autolog spongiozaval Kkitoltott csoportban
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szignifikdnsan magasabb értékeket talaltunk, mint a CDHA, CDHA+MSC ¢és a
CDHA+MSC+PRP csoportban (p < 0,05). A kiilonbség a CDHA, CDHA+MSC,
CDHA+PRP ¢és a CDHA+MSC+PRP csoportok kdzott nem volt szignifikans. Minden

operalt alkar merevsége kisebb volt az érintetlen, ellenoldali alkarhoz képest (25. dbra).
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+PRP

* = szignifikansan alacsonyabb minden csoportnal

** = szignifikansan magasabb minden csoportnal, kivéve CDHA+PRP

# = ezek a csoportok nem killénboztek szignifikansan egymastol
25. abra
A CDHA keramia beiiltetése fokozta a merevséget minden csoportban az iiresen hagyott
defektushoz képest. Minden csoport koziil a legnagyobb merevséget a spongiozus

csonttal kitéltott csoportban észleltiik.

4.3  Csont térfogat és CDHA keramia rezorpcio mikro-CT-vel mérve

Az Gjonnan képzddott csont mennyisége a CDHA+MSC, a CDHA+PRP ¢és a
CDHA-+MSC+PRP csoportban szignifikansan magasabb volt, mint ahol csak a CDHA
keramiat {iresen tettiink be a defektusba (p < 0.05). Az autolég spongidzaval kezelt
defektusok teljesen meggyogyultak. Az 0j csont képzddése minimalis volt az iiresen

hagyott defektusok esetén, és ez az eredmény nem kiilonbozott szignifikdnsan az iires
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CDHA keramiéval kitoltott defektusokétol. Nem volt tovabba szignifikans kiilonbség az

Ujonnan képzOdott csont mennyiségében a CDHA+PRP, a CDHA+MSC ¢és a
CDHA+MSC+PRP csoportok kozott (26., 27. abra, 3. tdblazat). A CDHA keramia

rezidualis térfogata szignifikdnsan alacsonyabb volt a CDHA+MSC, a CDHA+PRP és a

CDHA+MSC+PRP csoportokban, mint az tires CDHA keramia csoportban (p < 0.05).

Nem volt szignifikdns kiilonbség a rezidualis CDHA keramia szempontjabol a

CDHA+PRP, a CDHA+MSC ¢és a CDHA+MSC+PRP csoportok kozott (4. tablazat).
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26. dabra

Ujonnan képz6dott csont mennyisége mikro-CT-vel mérve

* = szigifikansan alacsonyabb minden csoportnal
** = szignifikdnsan magasabb minden csoportnal
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+PRP

MSC és/vagy PRP hozzdadasa a keramiahoz fokozta a csontosodast az tires CDHA
keramidhoz képest. Nem volt szignifikans kiilonbség a CDHA+MSC, CDHA+PRP és a
CDHA+PRP+MSC csoportok kozott.
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27. abra

Ezek a mikro-CT képek az operadlt alkarok reprezentativ transzverzdlis metszeteit
mutatjak a defektus kozépso részén 30um-es felbontassal a miitét utan 16 héttel.

A: tiresen hagyott defektus,

B: autolog spongiozaval kitéltott defektus, C: tires CDHA keramiaval kitoltott defektus,
D: MSC-vel bevont CDHA-val kitoltott defektus,

E: PRP-vel bevont CDHA keramiaval kitoltott defektus,

F: MSC-vel és PRP-vel kezelt CDHA-val kitoltott defektus (forrds: sajat foto)
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3. tablazat
Ujonnan képz3dott csont mennyisége mikro-CT-vel mérve. A kiilonboz6 betiikkel jelolt

csoportok kozott szignifikans kiilonbség volt, az azonos betiivel jeldlt csoportok kozott

pedig nem volt szignifikans kiilonbség. (post-hoc — ANOVA teszt).

Fiiggetlen | Csoportok Kozépérték | n Post-hoc p érték

valtozé + szoras (%) osszehasonlitas

Ujonnan Ures 42+£39 6 a 0.0001

képzodott | Spongidzaval 92.33+1042 | 6 b

csont kitoltott

mennyisége | CDHA 11+3.58 6 a

%0-ban CDHA+MSC 2283+598 | 6 C
CDHA+PRP 248+554 |6 c
CDHA+MSC+PRP 26.67+628 | 6 C

4. tablazat

Keramiak biodegradacidja mikro-CT-vel mérve. A kiilonb6z6 betiikkel jelolt csoportok

kozott szignifikdns kiilonbség volt, az azonos betiivel jeldlt csoportok kdzott pedig nem

volt szignifikdns kiilonbség. (post-hoc — ANOVA teszt).

Fiiggetlen | Csoportok Kozépérték n Post-hoc p érték
valtozo =+ szoras (%) osszehasonlitas

A keramiak | CDHA 75 £ 8.09 6 a <0.0005
felszivodasa | CDHA+MSC 61.83+5.74 6 b

mikro-CT- | CDHA+PRP 57+7.17 6 b

vel mérve CDHA+MSCHPRP | 60.16 +7.88 6 b
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4.4  Szovettani eredmények

A szovettani eredmények (28. dbra) megfeleltek a mikro-CT-vel mért és a
rontgeneken lathaté eredményeknek (29. abra). Az iresen hagyott defektusokban
érdemi csontképzddést nem tudtunk megfigyelni. Az autolég atiiltetett csont
integralodott a lokalis csonthoz proximadlisan és disztalisan is. Az Ujonnan képzddott
csontos teriilet nagyobb volt a CDHA+MSC-vel és a CDHA+MSC+PRP-vel kitoltott
defektusok esetén, mint az tires CDHA keramiaval kitoltott defektusok esetén (p < 0.05)
(30. abra). A csontdefektus ulnaris fele (p = 0.0005) és az interface teriilete (p = 0.006)
szignifikansan tobb csontot tartalmazott, mint a totalis defektus a CDHA+MSC,
CDHA+PRP ¢és a CDHA+MSC+PRP csoportokban (31. é&bra). A szdvettani
metszeteken limfocita, tobbmagvu oriassejtek és makrofagok jelenlétét is vizsgaltuk, de
nem taldltunk a csoportok kozott kiilonbséget. A csont szinte mindig a CDHA scaffold
porusainak periférids részén képz0dott ugy, hogy a csont €s a keramia kozott nem volt
megfigyelhetd egy fibrozus réteg. Az interface régioban a keramiaporusok szinte teljes
egészében csonttal voltak kitdltve. Ez a két utobbi megfigyelés a CDHA keramia

oszteokonduktiv tulajdonsaganak bizonyitéka.
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28. abra

A: a fekete nyil ujonnan képzodott csontra mutat, melyet Toluidin-Giemsa festékkel
festettiink (skala 100 um)

B: a kép jobb oldalan erdteljes csontképzodes figyelheté meg Toluidin-Giemsa festéssel,
ahol a keramia a radiushoz fekszik (skdla 0,5 mm)

C: a kép felso részén erdteljes csontképzodes figyelheto meg Toluidin-Giemsa festéssel,
ahol a keramia az ulnanak fekszik (skala 0,5 mm)

D: a fekete nyil ujonnan képzodott csontra mutat, melyet Toluidin-Giemsa festékkel
festettiink (skala 100 um)

(forras: sajat foto)
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29. abra

Anteroposzterior (A) és laterdlis (B) rontgenképek keramia+PRP+MSC csoportba
tartozo nyul alkarjarol kézvetleniil a miitét utan. Tizenhat héttel a miitét utin eros
biologiai reakcio lathato uj csont képzédése mellett az AP (C) és oldal iranyu (D)
rontgenfelvételeken (forras: sajat foto)

Ujonnan képz6détt csont mennyisége szovettani metszeteken mérve
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30. abra

Szovettani metszeteken az ujonnan képzodott csont teriilete magasabb volt a

CDHA+MSC-vel és a CDHA+MSC+PRP-vel kitoltott defektusok esetén (p < 0.05).
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31. abra

(A) Ez a CDHA+PRP+MSC csoportba tartozo toluidin kék festett preparatum a keramia
kivdlo csontos integrdciojat mutatjia a fogado radiushoz (nyilak), 10-szeres nagyitds
mellett. A keramian beliil torések alakultak ki, melyeket csont tolt ki (nyilfej). A
meélyebben elhelyezkedo porusokban is megfigyelheto csontképzodes (csillag).

(B) 40-szeres nagyitas mellett jol lathato, ahogyan oszteoblasztok nének a keramia
felszinén és a porusok belsejében egyarant.

(forras: sajat foto)
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5. Megbeszélés

5.1 Klinikai eredményeink megbeszélése

Ma a kiiretazst kovetd csontcement kitdltés szamit a legelfogadottabb sebészi
eljarasnak az iziiletek kozelében elhelyezkedd, nagyméretii cisztikus defektusokkal jaro
csontdaganatok, mint példaul az dridssejtes csonttumor, az aneurizmas csontciszta €s a
kondroblasztéma kezelésében (Labs ¢s mtsai 2001, Ozaki és mtsai 1997). Az, hogy a
szubkondralisan  elhelyezkedd csontcement karositja az iziileti porcot ¢és
kovetkezményes szekunder artrozishoz vezet, tobb szerzében felmeriilt, de igazolni nem
sikeriilt (Campanacci €s mtsai 1975, Frassica és mtsai 1993, Hisatome és mtsai 2002),
Leirtak viszont a szubkondralisan alkalmazott autoldég csontforgacs jotékony hatasat a
szubkondralis anatomia ¢és funkci6 visszaallitaisaban (Johnston 1987, Welch és mtsai
2002). A szubkondralis csontnak a porc tdpanyagelldtdsiban kevés szerepe van, de
anndl fontosabb a feladata az energiaelnyelés szempontjabol. Radin és munkatérsai nyul
térdiziileti modellen ismétlodd kompresszids erd segitségével kisméretli toréséket
hoztak létre a szubkondralis csontszovetben. A torések fokozott kalluszképzodéssel
gyogyultak, €s jelentdsen novekedett a szubkondralis trabekularis csontszovet siirtisége,
mely altal keményebbé, merevebbé valt. Igy mar nem tudta ellatni biomechnikai,
energiaelnyeld funkcidjat és megkezdddott a térdiziileti porc felgyorsult degeneracioja,
majd az iziiletek artrotikus atalakuldsa (Radin és mtsai 1984, 1986).

Munkank elsé felében ismertetett retrospektiv vizsgalatunknak az volt a célja,
hogy ¢értékelje ¢és Osszehasonlitsa a szubkondrdlisan elhelyezkedd Oridssejtes
csonttumorok kezelése soran hasznalt két kiilonbozé csontpdtlo eljaras, a csontcement
¢s a homolog csontforgacs hatdsat az als6 végtag teherviseld iziileteiben kialakulod
szekunder artrézis kialakul4saban.

Modern képalkotd technikak, a funkciondlis biologia és szisztémas kezelések
gyors fejlodése ahhoz vezetett, hogy paradigmavaltas kovetkezett be az dridssejtes
csonttumorok kezelésében, és a korabbi, dontden sebészi kezelés multidiszciplinaris
terapiava alakult at. A sebész szamara a dontd kérdés az, hogy a nagyjabdl hasonld
szovettani képet mutatd Oriassejtes csonttumorok koziil melyiknél szamithat kitjulasra,

tovabba ha kiujul a daganat, gy a kidjulas artalmatlan, a korabbi tokéletlen kikaparas
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eredménye-e, meg lehet-e ismételni a kikaparast, meg lehet-e tartani a kornyezo iziiletet a
jobb életmindség reményében, vagy a kiujulds malignus transzformacioé kovetkezménye.
Az irodalmat alaposan attanulmanyozva megallapithatjuk, hogy nincs egyértelmii
szovettani vagy genetikai faktor, mely segitségével jelezni lehetne egy adott Oriassejtes
csonttumor varhaté lokalis progresszidjat, kiujuldsanak vagy tavoli metasztazisanak
megjelenési kockéazatat. Az dridssejtes csonttumor lagyrészekbe terjedése az egyetlen igazi
olyan faktor, amely erdsen noveli a helyi kiujulds kockdzatit. Ez a tény egyszerre
magyarazhatd egy esetleges agresszivabban viselkedd oOridssejtes csonttumorral, illetve a
lagyrészekbe terjedd daganat eltavolitdsanak ¢és lokalis adjuvansok felhasznaldsanak
nehézségeivel. Gyakran taldlkozunk oOridssejtes csonttumor felismerésekor patologids
toréssel is (15-20 %), de a patologias torés nem noveli a késébbi helyi kitjulas kockazatat
(Salunke és mtsai 2015). Fontos lenne a neoplasztikus stromadlis sejtek célzott vizsgdlata
ezen daganatféleség jobb megismerése céljabol. Jelenleg is tobb munkacsoport dolgozik
parhuzamosan egy jol felhasznalhatd, neoplasztikus ¢€s reaktiv sejtek kozotti
kolcsonhatasok vizsgalatdra is alkalmas, a tumor ndvekedés és metasztatizalodas jobb
megértését szolgalo in vivo modell megalkotdsan (Lau és mtsai 2015).

Célunk, hogy a jobb funkcid és életmindség elérése érdekében minél tobb beteg
esetében végezhessiink intralézionalis kiiretazst, és a rosszabb funkcionalis eredménnyel és
tobb  szovodménnyel jaro (allograft torés, aliziilet, tumorprotézis mechanikai
szovoédménye, aszeptikus lazulds, szeptikus folyamat) en-bloc rezekcids miitétek ardnya
csokkenjen. En-bloc rezekcidés miitétet olyan beteg esetén érdemes végezni, ahol az
intraléziondlis mitét esetlegesen szisztémas kezeléssel kiegészitve sem kivitelezhetd,
kontraindikalt vagy nem elérhet6. Ilyen eset lehet, amikor az oridssejtes csonttumor
intraartikuldris toréssel parosul, amikor kiiretdzs utan iziileti rekonstrukcid nem végezhetd,
nagyméretli lagyrészkomponens neurovaszkularis képleteket involval vagy olyan csontot
érint, mely funkciovesztés nélkiil feldldozhato (disztalis ulnavég vagy a proximalis
fibulavég). Extraartikularis, elmozdulas nélkiili torések esetén érdemes a miitéttel
megvarni a torés konszolidaciojat, de intraartikuldris vagy diszlokalt torések esetén
érdemes azonnali, rezekcios miitétet végezni (Eckardt és mtsai 1986, Szendrdi és mtsai
1989).

Retrospektiv vizsgalatunk alapjat képezd 129 als6 végtagi lokalizacioju,

kiiretdzzsal kezelt oridssejtes csonttumoros beteg koziil 85 esetben hasznéltunk fenolt
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adjuvans terapiaként, 44 esetben nem tortént fenolos oblités. 17 (20 %) fenollal kezelt
betegnél fordult eld a tumor helyi kiujulasa, mig a lokalis kigjulas 16 esetben (36 %)
fordult el6 a fenollal nem kezelt betegek esetében. Ezek az eredmények megfelelnek az
irodalmi adatoknak (Salunke és mtsai 2015). Célunk elérését tovabb segiti a jelenleg
elterjeddben 1évo neoadjuvans denosumab terapia, melynek segitségével olyan esetekben
is elérhetévé valik jo funkciondlis eredménnyel jard intraléziondlis miitét, amelyeknél
korabban ez elképzelhetetlen volt (Mattei és mtsai 2014). Tovabbi kutatasok,
megfigyelések sziikségesek azonban a denosumab biztonsdgos felhasznalhatosaganak,
hatékonysaganak tisztazasa érdekében. A denosumab a RANKL gatlasan keresztiil csak
kozvetetten éri el a neoplasztikus stromalis sejteket, a tumoros komponensre direkt hatasa
nincs. Jelenlegi tudasunk szerint a denosumab hatdsa valdsziniileg csak ideiglenes, mert a
terapia lezarulta utan tobb beteg esetében is megfigyelték a daganat ismételt megjelenését,
illetve a csont és lagyrészkomponens egyiittes novekedését (Gaston és mtsai 2016).
Sebészeti szempontbol nem megoldhatd dridssejtes csonttumoros esetekben felmertil az
egész ¢€leten 4t tartd denosumab kezelés lehetdsége is, de eldtte pontosan tisztdzni kell a
minimalisan hatdsos dozist, az optimalis adagolést és egy esetleges intervallumkezelés
részleteit. Sok kozpontban adjuvans, miitét utani kdrnyezetben is rendelkezésre all annak
ellenére, hogy nem rendelkeziink megbizhatd adattal arr6l, hogy miitétet kdvetden
csokkenti-e a lokalis kiujulas kockazatat. A legtobb szerzé 3-4 honapos neoadjuvans
kezelést tart optimalisnak (Miiller és mtsai 2016). Altalaban ennyi idS sziikséges ahhoz,
hogy egy kordbban kikaparassal nem kezelhetd, nagy lagyrészkomponenssel rendelkezd
daganat koriil kialakuljon egy szklerotikus gytirti, mely megjelenése utan konnyebben
lehet iziiletmegtartd mutétet végezni (Gerrand €s mtsai 2016). Amennyiben azonban en-
bloc rezekcid a cél, akkor érdemes hosszabb ideig alkalmazni a neoadjuvans denosumab
terapiat, igy maximalis meszesedést elérve konnyebben elvégezhetd a radikélisabb
rezekcids miitét.

A polymetil-metakrildt (PMMA) azzal az elénnyel rendelkezik, hogy a
polimerizacidé exoterm reakcidja soran felszabaduld hdéhatas a kornyezd szoveteket is
felmelegiti, elpusztitva a kikaparas utdn visszamaradt tumorsejteket (Johnston 1987).
Azonnali mechanikai alatamasztast nyujt a porcszovet szamara és megakadalyozza a
porc és a szubkondralis szovet Osszeroppanasat, torését (Frassica és mtsai 1993). A

PMMA-val elért azonnali stabilitads lehetdvé teszi a miitétet kdvetd lagyrészgyogyulas
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utan a korai mobilizalast, gyogytornat, igy gyorsabban elérhetd a maximalis funkcio. A
radioldgiai utankovetés a csontcement kornyezetében konnyli, egyértelmi, hiszen a
kitjulés vagy a szekunder elvéltozasok képe jelentdsen eltér a csontcement radioldgiai
megjelenésétdl, és igy kordn és pontosan lehet észrevenni egy esetleges lokalis
recidivat. Lokalis recidiva esetén a kiiretdzs és a csontcement-kitdltés megismételhetd
(Labs ¢és mtsai 2001, Ozaki ¢és mtsai 1997). A fenti elénydk ellenére egyre tobb
publikacié megkérddjelezi a PMMA felhasznalhatosdgat ezen defektusok kitdltésére
(Blackley és mtsai 1999, Mcgough és mtsai 2005). A PMMA egyik hatranya, hogy nem
biodegradabilis, és biologiailag nem tud integraldédni a kornyezd csontba (Welch és
mtsai 2002). Welch ¢s munkatarsai egy szklerotikus gytiri kialakulasat figyelték meg a
csontcement kdrnyezetében, mely fokozott trabekularis csontképzés kovetkezménye.
Ennek a szklerotikus csontrétegnek a kialakuldsa figyelhetd meg az iziileti porc és a
szubkondralis csontréteg alatt is, elkiilonitve a cementet a kornyezdé csonttol és a
szubkondralis csontrétegektdl. Ezen szklerotikus réteg egyértelmiien csokkentheti a
szubkondralis lemez mechanikai rezgéselnyeld képességét. A PMMA haszndlat sordn
hoéhatds miatt termalis nekrozis kialakuldsaval is kell szdmolni a szubkondralis régid
vagy az iziileti porc teriiletén (Fassica és mtsai 1993).

Csontforgacsot is széles korben hasznalnak csontdefektusok kitoltésére, de sem
az autoldog csont, sem a homolog csont nem tud azonnali, megfeleldé mechanikai
alatamasztast biztositani a szubkondralisan elhelyezkedd defektusoknak. Allatmodellek
igazoltak, hogy a szubkondralis szildrdsag csak kicsivel nagyobb a zomitett spongidzus
csonttal kitoltott defektusok esetén, mint az liresen hagyott defektusok teriiletén (Hopp
¢és mtsai 1989). Ennek kovetkeztében nagy az esélye a szubkondralis csont
kollapszusédnak, torésének és az iziileti porc karosodasanak. Az atiiltetett csont teljes
atépiilése utan azonban a szubkondralis csontlemez teljes funkcidjat visszanyerheti.
Allatkisérletes eredmények alapjan, melyeket sajat eredményeink is alatamasztanak,
teherviseld iziiletek kdrnyezetében végzett, csontforgaccsal valo kitdltés utan két évig, a
szubkondralis csontlemez ismételt kialakuldsiig kell fokozott kockazattal szamolni
esetleges degenerativ elvaltozasok kialakulasa szempontjabodl (Frassica 1993).

A szubkondralis csont sériilése kialakulhat a mutét soran is, amikor intenziven
kikaparjuk a daganatot, és ez a kdrosodds egyértelmiien fokozza a késdbbi artrozis

kialakulasanak esélyét (Welch és mtsai 2002). Amennyiben ilyen intenziv, agressziv
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kikaparas torténik, és a kikaparas soran jelentosen sériil a szubkondralis csontlemez,
akkor a késébbickben jelentkezd artrozis kialakuldsat nem befolyasolja, hogy a
csontiireget cementtel vagy csontgrafttal toltottiik ki.

A regiszteriinkben nyilvantartott 199 dridssejtes csonttumoros beteg daganata az
esetek 56 szazalékaban elérte a szubkondralis régiot (3 mm-en beliil), ez az arany also
végtagi lokalizacid esetén 84 szazalék volt. A gyakori szubkondralis érintettség miatt a
legtobb, ezen tumorok ellatdsaval foglalkoz6 centrumban intraléziondlis kiiretazsra
torekednek, hogy meg tudjak 6rizni az adott iziiletet, és igy jobb funkcionalis eredményt
érjenek el. Egy esetleges rezekcios miitét ugyan csokkenti a daganat helyi kiujulasanak
esélyét, azonban az iziilet feldldozésa révén rontja a funkciondlis eredményeket is
(Dreihofer és mtsai 1995, Liu és mtsai 1998).

Munkank sordn a csontcement és a homoldg csontforgacs hatasat vizsgaltuk
szubkondralisan elhelyezkedd defektusok kitoltése utan az iziileti degeneracid
szempontjabol. Az egyéb, degenerativ elvaltozasok kialakuldsanak esélyét noveld
faktorok elimindlasa céljabol beteganyagunkbdl kizartuk a patologids torést szenvedett
betegeket, valamint azokat a betegeket, akiknél a miitét utdn szeptikus szovédmény
1épett fel, vagy a daganat recidivalt. Az elso két folyamat direkt médon képes karositani
a szubkondralis csontot és az iziileti porcot, mig a tumor kitijuldsa esetén a porc nagy
valdszintiséggel sériilhet az ismételt kiiretazs soran._Kiiretazst és csont graft beiiltetést
44 esetben végeztiink, mig 36 esetben a kikaparast kovetéen cementes kitoltést
alkalmaztunk. 24 hénappal a miitét utdn hat esetben (13,6 %) taldltunk degenerativ
iziileti elvaltozasokat a csontforgaccsal kitoltott csoportban €s harom esetben (8,3 %)
cementes kitoltés utan. 50 honappal a miitét utdn azonban ez az ardny megfordult, hét
esetben (15,9 %) volt lathaté degenerativ elvaltozas csontforgaccsal kitdltott csoportban
¢és hét esetben (19,4 %) a cement kitoltés utdn. Ez a tendencia azt jelenti, hogy az elsd,
csontforgaccsal kitoltott csoportban a masodik vizsgalati idészakban csak egy 1j
artr6zisos beteg jelent meg, mig a masodik, egyébként kisebb, csontcementtel kitdltott
csoportban 4 1 artrdzisos eset is megjelent. A 24 hdnapos posztoperativ vizsgalat sordn
szignifikansan kevesebb degenerativ valtozés volt tapasztalhato a cementes kitoltés utan
a csont graft beiiltetéshez képest. Az 50 honapos utankovetés utan, valamint késobb sem
(50-148 honap) volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott. Ezen eredmények azt

mutatjak, hogy a 24 honap elteltével felgyorsultak a degenerativ folyamatok a cementtel
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kitoltott defektusok kornyezetében elhelyezked6 iziiletekben. A kezdeti csoportok kozti
kiilonbségek tehat kiegyenlitddtek az évek soran.

Egy 1987-es Muszkuloszkeletalis Onkologiai Szimpo6zium egyik f6 témaja a
PMMA szerepe volt végtagmegtarté miitétek esetén. Ot nagyobb, Oridssejtes
csonttumoros beteg anyagat feldolgozé munkat ismertettek, és ugy talaltak, hogy a
PMMA mint lokéalis adjuvans hasznalata utan a helyi kiujulas 15 szazalékra csokken,
mely szignifikdnsan kevesebb, mint a 40-50 szazalékos kitjulasi gyakorisag a korabbi,
adjuvans kezelés nélkiili kiiretazs esetén. Ugyanezen széridk feldolgozasa alapjan a
szekunder artrézisok gyakorisaga cementes kitoltés utan csupan 12 szazalék volt. Ezen
eredményeket azonban kritikusan kell szemlélni, mert nem differencidltak a
szubkondralis lokalizaci6é szempontjabol, és az utankdvetési id6 is rovid volt (Enneking
1987). A mi eredményeink alapjan fokozott a hajlam az oszteoartrdzisra csont graft
beiiltetés esetén az elsé két postoperativ évben, majd azonban a csontos atépiilés
lezarulta utdn tovabbi degenerativ elvaltozds nem varhat6. A cementtel kezelt
csoportban ennek a forditottja igaz, az artrozis kialakuldsdnak valosziniisége alacsony
volt az elsd két évben, majd az id6 mulasaval egyre tobb artrdzis megjelenésével kell
szamolni.

Szamos szerzd ajanlja a recidiva kockazatanak csokkenése utdn a csontcement
eltavolitasat, és az igy kialakult csontiireg csonttal vald kitoltését annak érdekében,
hogy a cement ne kérositsa az iziiletet (Ozaki és mtsai 1997). Mi ezt nem tartjuk jo
megoldasnak, mivel az ismételt miitét ndveli a szubkondralis csontszerkezet és az iziileti
porc intraoperativ karosodasanak esélyét. Tovabba egy ilyen eljaras a korabban mar
targyalt probléma elhalasztasat jelenti, mivel az iziileti porc és a fennmaradd
szubkondralis csontlemez hosszu iddre stabil aldtdmasztas nélkiil marad, egészen addig,
amig az atiiltetett csont 4t nem épiil.

Chen és munkatérsai szerint, ha a tumor 3 mm-nél kozelebb helyezkedik el az
iziileti porchoz, akkor a szubkondralis régi6 érintett (Chen és mtsai 2005). Egy
tanulmany igazolta, hogy a szekunder artrézis esélye nagyobb, ha a daganat 10 mm-nél
kozelebb helyezkedik el az iziileti porchoz (Xu és mtsai 2013). Szekunder artrézis
kialakuldasaban tovabbi fontos tényezo lehet a szubkondralisan érintett teriilet nagysaga
is. Kimutattdk egy 56 oriassejtes csonttumoros beteget 86 honapos utankovetés utan

feldolgoz6 munkédban, hogy szubkondralis lokalizdcid esetén a szekunder artrdzis
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gyakorisdga 4,2-szer volt magasabb a szubkondralis régiét nem érinté daganatokhoz
képest, valamint szubkondralis lokalizacid esetén, ha az tobb mint a szubkondralis csont
70 szazalékat érintette, akkor az artrozis gyakorisaga tobb mint kilencszeres volt a
kisebb daganatokhoz képest (Van der Heijden és mtsai 2012). Tanulmanyunk maésik
eredménye az az Osszefiiggés, mely leirja, hogy a szubkondralis csont érintettsége
egyértelmilen Osszefligg a késobbi izileti szekunder degenerativ elvaltozasok
kialakulasaval. Szignifikdnsan tobb szekunder artrozist talaltunk az 50 szazaléknal
nagyobb szubkondralis kiterjedésli daganatok esetén (p <0,05).

Alternativ lehetOséget jelenthet az autolég vagy homoldg csontszovet
transzpozicidja a megmaradt porclemez vagy szubkondralis csontréteg €s a beiiltetett
csontcement kozé, igy megelézve a degenerativ elvaltozasokat (Malawer és mtsai
1999). A csontatiiltetéshez képest azonnali teljes alatamasztast biztosit ez a modszer,
viszont lehetdséget nyujt a funkciondlisan fontos szerepet betolté szubkondralis
csontlemez ismételt kialakuldsdhoz. Ezen kombinalt modszer alkalmazasa esetén a
csontcement felmelegedése okozta lokalis adjuvans hatds a szubkondrélis régidban
elmarad. Véleménylink szerint a szubkondralis csontlemez ujdonképzddése fontos, ezért
ez a kompromisszum vallalhato.

Erdemes azonban megjegyezni, hogy a magas szekunder artrozis arany ellenére
mind az MSTS-pontszam altal leirt funkcionalis eredmények, mind a SF-36 felmérés
altal értékelt ¢letmindségi paraméterek igen jonak bizonyultak beteganyagunkon. Nem
talaltunk kiilonbséget a funkcionalis eredmények ¢és az életmindség tekintetében a
csonttal és a csontcementtel Kkitoltott csoportok kozott. Erdekes, de szintén nem
talaltunk kiilonbséget kitoltési modszertdl fiiggetleniil vizsgalva az artrézisos és az
artrozis nélkiili csoportok kozott a funkcid és az életmindség tekintetében. Ezen
eredmények megfeleltek mas szerzOk kikaparassal kezelt betegeinek eredményeivel és
szignifikansan jobbak voltak a rezekcioval kezelt betegek eredményeinél (Malawer és
mtsai 1999). Ezek alapjan azt feltételezhetjiik, hogy korai artr6zis kevésbé befolyasolja
az ¢letmindséget €s a funkciot. A betegek a tumormiitétet kovetden kevésbé élik meg
drdmaian a szekunder artrozissal jar6 tiineteket, mint a primer artrézissal kezelt tarsaik.

Klinikai eredményeink alapjan tehat az idedlis csontpo6tld anyag azonnali
mechanikai tdmaszt nyujt, oszteokonduktiv és oszteoinduktiv tulajdonsagi és a csont

mechanikai integritdsdnak veszélyeztetése nélkiil képes hosszu tavon felszivodni és
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csontta atépiilni. Ilyen idealis megoldas lehet bioaktiv keramidk alkalmazasa, amelyek
teljesitik ezeket a kritériumokat (Hollinger és mtsai 1986). A jovOben a kiiretazs utani
PMMA kitoltés helyettesithetd lehetne kedvezdbb oszteokonduktiv, oszteoinduktiv és
rugalmassagi tulajdonsagu anyagok alkalmazasaval (Theler és mtsai 2011). Amennyiben
a szekunder artrézis a kiiretazs és PMMA kit6ltés utan alakul ki, akkor elsé 1épésben
érdemes a csontcementet csontforgacsra cserélni és a protézist csak masodik 1épésben

betltetni.

5.2 Kisérletes eredményeink megbeszélése

Jelen munka masodik felének alapfeltételezése az volt, hogy a PRP fokozza a
csontgyogyulast kritikus méretii csontdefektusban nagy specifikus feliiletli keramidval a
CDHA scaffolddal egyiitt hasznalva. Adataink demonstraljak, hogy a PRP-nek pozitiv
hatasa van az jonnan képzodott csont mennyiségére, melyet mikro-CT és szovettan
segitségével mértiink. Ez a hatds hasonlé volt ahhoz, melyet a mezenchimalis
Ossejtekkel bevont CDHA keramiak esetén figyeltiink meg. A két moddszer egyiittes
alkalmazéasa esetén azonban, mikor a mezenchimalis Jssejtekkel bevont CDHA
keramidahoz PRP-t is adtunk, tovabbi egymast erdsitd hatast nem tudtunk megfigyelni.

Vizsgalatainkhoz felnétt, ndstény (New Zealand White Rabbit) nyulakat
valasztottunk. Valasztasunk az irodalom alapos attekintése utan esett erre az allatfajra.
Ez az éllatmodell egyarant kivaléan alkalmas a fiziologids csontregeneracio
reprodukélhatd vizsgalatahoz, valamint kiilonb6z6 csontpdétld anyagok valid
vizsgélatdhoz. Az ISO 10993-6-os felszivodd, emberben hasznalhaté anyagokkal
foglalkoz6 iranyelve 1994-bdl tobbek kozott hosszutavu tesztelésre a nyulakat ajanlotta
78 hétnél nem hosszabb implantatumviselési periddussal. A nyulak a legkisebb allatok,
melyek az emberhez, a kutydhoz és a macskdhoz hasonléan rendelkeznek Havers-féle
csatornarendszerrel. Igy a nyulak felhasznalasival nyert eredmények egyarant
felhasznalhatdak a human- és az allatgyogyaszatban (Kleinheinz és mtsai 2002)

Vizsgélatainkhoz nyulak radiusan kialakitott defektusmodellt alkalmaztuk.
Mivel a nyulaknal a radius és az ulna kozott egy tgynevezett radioulnaris synostosis

van, igy a radiuson kialakitott defektus utdn az ulna mint egy bels sin viselkedett, és
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tovabbi oszteoszintézisre nincs sziikség. Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan
16 hetes megfigyelési idoszakot valasztottunk (Geiger és mtsai 2005).

A csontképzddést tradicionalisan hisztomorfometriai vizsgalatokkal itéltiikk meg
(Jaecques ¢és mtsai 2004). Bizonyos festékek képesek a milanyagba dagyazott,
csiszolasos technikaval készitett vékony preparatumok felszini rétegeibe bediffundalni,
és ott a felszint megfesteni. Ezaltal sejtes elemek, lagy szovetek és a csont is
optimdlisan jelenithetéek meg. Kordbban hasonld vizsgéalatainkban is a Toluidin-
Giemsa-festést valasztottuk (Geiger és mtsai 2007). Ezzel az eljarassal jol elkiilonithetd
a mineralizalt csontmatrix, az oszteoid, a porc és a kotdszovet. Jelen munkankban a
szOvettani vizsgalat célja az Ujonnan képzdédott csont mennyiségének szazalékos
meghatarozasa ¢€s annak eloszlasanak vizsgalata volt.

A mikro-CT hasznélata haromdimenzios csontstruktirdk vizsgalatdban 1989-es
bevezetése ota a sztandard eljarasok kozé tartozik (Jaecques és mtsai 2004). Szinte
minden csontndvekedéssel, csontgydgyulassal foglalkoz6 munkacsoport hasznalja a
mikro-CT-t kvantitativ mérések elvégzéséhez (Geiger és mtsai 2005, Geiger és mtsai
2007, Sarkar és mtsai 2006). Ezzel a mddszerrel a prepardtumok karositasa nélkiil
pontosan meg lehet mérni az Ujonnan képzddott csont mennyiségét, annak térbeli
eloszlasat, és lehetdség van szemléletes haromdimenzios rekonstrukcid készitésére is.
Mivel a vizsgalat nem destruktiv, igy lehetdség van a mérések utan a preparatumok
szovettani feldolgozasara. Igy lehetévé valik ugyanazon preparatumok radiologiai és
morfoldgiai vizsgalata.

Tisztan oszteokonduktiv csontpdtld anyagok felhasznaldasa esetén csak
korlatozott mértékli csontképzdodésre szamithatunk. (Schniirer és mtsai 2003). Ennek
megfelelden a kiillonb6z0 szovetépitési eljardsok probaljak ezt a mérsékelt
oszteokonduktiv tulajdonsagot javitani kiilonféle sejtes és nem sejtes elemek
felhasznalasaval. Kiilonboz6 allatmodellekben igazoltak (Fibbe 2002), hogy kritikus
méretli csontdefektusok gyorsabban gyogyulnak, ha a csontp6tldé anyagokat BMSC-vel
kombinaljuk (Kasten és mtsai 2005). BMSC-t relative egyszeriien és konnyen tudjuk
izolalni a csontvel§-aspiratumbdl, és a tenyésztése sem okoz problémat. Igény esetén
exogén génekkel is konnyen transzfektdlhaté (Southwood és mtsai 2004). Jelen
munkankban a munkacsoportunk altal korabban mar hasznalt, jol bevalt sejtizolalasi és

sejttenyésztési protokollt hasznaltuk (Geiger és mtsai 2005). Korabbi vizsgalatainkbol
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jol ismertiik ezen sejtek tenyésztési sajatossagait, és igy optimalis mennyiségl és
mindségl (sejtmorfoldgia, sejtvitalitas) sejtet tudtuk vizsgalatainkhoz nyerni.

Sok, kiilonb6zd tipusti csontp6tld anyag érhetd el napjainkban a piacon. Az
aktudlis trendek szerint a felszivodo csontpdtld anyagok a korszeriiek. Ezek az anyagok
mintegy allvanyzatként viselkednek, melyeken 10j sajat csont tud képzdédni. Ezen
allvanyzatok felszinén kiilonbozo sejtek és ndvekedési faktorok tudnak megtapadni és
az Uj csont képzddését serkenteni. Jelen munkankhoz a CDHA keramiat, mint
csontpotld anyagot valasztottuk. Fontos szempont egy csontp6tld anyag kivalasztdsanal
a biokompatibilitds. A kalciumfoszfat keramidkra altaldban igaz, hogy a szervezet altal
jol toleralhatdak, és nem valtanak ki idegentest tipusu reakciokat (Finkemeier és mtsai
2002).

A csontképzddés fligg a valasztott scaffoldtol. KASTEN és munkatarsai azt
figyelték meg, hogy SCID-egereknek szubkutan beiiltetett BMSC-vel bevont CDHA
keramiadk felszinén szignifikansan tobb csont képzddott, mint a BMSC-vel bevont -
TCP keramidk felszinén (Kasten és mtsai 2006). Fontos tényezd egy adott keramia
lebomlasi sebessége is. Ismert, hogy a kiilonbozd kélciumfoszfat keramidk
kiilonbozoféleképpen bomlanak le (Yang és mtsai 2010). A szinterezéssel, ezer foknal
magasabb  homérsékleten eldallitott  kalciumfoszfat keramidk  strukturalisan,
oldhat6sagban és részben kémiai Gsszetételiikben is kiilonboznek a nem szinterezéssel
eldallitott kalciumfoszfat keramidktol. A B-TCP-t szinterezési eljarassal allitottak eld,
ez ¢l6 szervezetben egy-két év alatt bomlik le. A lebontast oszteoklasztok és
makrofagok végzik (Bohner 2001). A CDHA nem szinterezési eljarassal késziilt, de
megkozelitdleg azonos kémiai Osszetétele van, mint a B-TCP-nek egy teljesen mas
kristalyszerkezettel. A nagy specifikus feliileti CDHA keramidnak koriilbeliil szazszor
nagyobb a specifikus feliilete (SSA) mint a 3-TCP-nek, mely fokozott fehérjemegkotd
képességet jelent. A CDHA keramia nagy specifikus feliilete igy egy erdsebb és
hosszabban tart6 PRP megkotést tesz lehetévé, fokozva ezzel a vérlemezkék
degranulaciojat és a ndvekedési faktorok felszabadulasat (Bohner 2001).

A B-TCP a leggyakrabban hasznalt, allati és human kisérletekben egyarant
kedvelt csontp6tld anyag (Kasten és mtsai 2003, Hauschild és mtsai 2005). Jelen
vizsgalatunkhoz direkt egy 0j és innovativnak szamitd csontp6tld anyagot, a CDHA

keramiat valasztottuk. Ezt az anyagot allatkisérletben a mi munkacsoportunk probalta ki
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elsoként. Egy in vitro vizsgalatban, melyben kiillonb6z6 anyagok felszinén vizsgaltuk a
BMSC-k oszteogén iranyu indukcidjat, sikeriilt igazolni, hogy a B-TCP-hez hasonldan a
CDHA keramia felszinén is végbemegy az oszteogén differenciacio (Kasten és mtsai
2003). Késébb ezen tulajdonsagot human BMSC felhasznaldsaval, immunhidnyos
egerek szubkutdn szoveteibe iiltetett CDHA keramidk felszinén in vivo is sikeriilt
igazolni (Kasten és mtsai 2004)

De milyen az idedlis csontpdtld anyag? Az idedlis csontpotld anyag a teljes
defektust ki kell, hogy toltse, megakadalyozva a csontgydgyuldst gatldo szovetek,
lagyrészek defektusba nyomulédsat. Az idedlis anyagnak lehetévé kell tennie a sejtek
mozgasat, ezért pordzusnak kell lennie, és kell egy adott poérusméret is. Az erek
bendvését is lehetdveé kell tenni, mert hidnyz6 érképzddés esetén csontképzddés helyett
inkdbb porcos kotdszovet képzddését figyelhetjiik meg. Fontos tovabba, hogy
biokompatibilis legyen, és ne valtson ki immunoldgiai reakciokat. Ideélis esetben
kapcsolat alakul ki a fogadd szovetekkel, mely uj sejtek képzddését segiti elo, kialakitva
az oszteokonduktiv tulajdonsagok mellett az oszteoinduktivitist és a rezorpcids
képességet.

A mezenchimalis &ssejteket jol mukodo, egyszeri, reprodukalhatdé modszer
segitségével tudjuk izolalni a csontvel6bol. Strtiség-gradienst kihasznalva centrifugalas
segitségével elészor a mononukledris sejteket valasztjuk ki a csontvelobdl, majd a
mezenchimalis dssejteket a mllanyag tenyésztéedény aljahoz valo letapadas képessége
alapjan kiszlirjiik a tobbi sejt koziil (Reyes és mtsai 2001; Pittenger és mtsai 1999).
Standard kornyezetben, kétdimenzionalis in vitro monolayer sejtkultira segitségével
gyorsan szaporithatéak, expanzids fazisban nem differencialdédnak, és az expanzié utan
a sejtkultarakbol konnyen kinyerhetdek.

Ismert az irodalomban a trombocitdban gazdag plazma (PRP) kiilonb6zd
konnyl beszerezni az allogén trombocitaban gazdag vérbankbol. Rendelkezésre allnak
ma mdar hordozhatd szepardlokittek is, melyek segitségével a felhasznalas helyén
gyorsan, egyszerlien lehet kis mennyiségli PRP-t elddllitani a beteg sajat vérébol
(Weibrich és mtsai 2003). Ezzel a lehet6séggel kizarhaté az allogén PRP alkalmazasa

esetén felmeriild esetleges immunvalasz, €s kiillonb6zo fertdzé agensek atvitele.
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A PRP kiilonb6z6é novekedési faktorokat tartalmaz, mint példaul PRP, PDGF,
FGF, IGF, TGF-8, EGF és VEGF (Weibrich és mtsai 2003; Weibrich és mtsai 2004).
Doucet és munkatarsai mezenchimalis dssejtekben vizsgaltak esetlegesen a PDGFa- és -
B, bFGF-, TGF- BII- valamint az IGF-receptorok jelenlétét (Doucet és mtsai 2005).
Igazoltak, hogy a mezenchimalis dssejtek ezen receptorokkal rendelkeznek.

Kuznetsov és munkatarsai kimutattdk, hogy PDGF, EGF, TGF-8 és bFGF elleni
neutralizald antitestek gatoljdk a mezenchimalis Ossejtek koloniaképzd képességét.
Kimutattak tovabba azt is, hogy a legnagyobb inhibitoros képessége a PDGF és a TGF
elleni antitesteknek van (Kuznetsov és mtsai 1997). Ezek a kutatasok azt igazoltak,
hogy ezek a PRP-ben nagy mennyiségben jelen 1évd faktorok esszencidlisak az
Ossejtizolalasban és tenyésztésben.

A trombociték aktivizaldsakor a benne 1év0 novekedési faktorok felszabadulnak.
Gyakorlatunkban az irodalomban is elfogadott, fagyasztasos-felolvasztasos moddszert
hasznaltuk, melynek segitségével felszabadulnak a novekedési faktorok a
trombocitakbodl. Az allatkisérleteink el6tt megvizsgaltuk az altalunk eldallitott PRP-ben
a trombocitaszamot és a PDGF ¢és a TGF-B koncentraciot, mely megfelelt az irodalmi
adatoknak. Az altalunk eléallitott PRP-ben a trombocitaszam 1,0 x 106/ul felett volt,
mely idedlis oszteogén iranyt in vivo differenciaciohoz (Weibrich és mtsai 2003,
Weibrich és mtsai 2004). A sejtproliferacid emeléséhez ideélis trombocitaszamot
ezidaig nem hatéroztak meg.

Alapkutatasi eredmények bizonyitjdk, hogy a PRP eldsegiti a csontgyogyulast
(Kawase és mtsai 2003, Yamada 2004, Kovacs ¢és mtsai 2003, Gruber és mtsai 2003,
Graziani ¢s mtsai 2006). Klinikai eredmények tovabba azt mutatjdk, hogy a
mandibuléris csontdefektusok poétlasara hasznalt csontgraftok PRP alkalmazaséaval
gyorsabban épiilnek be, mint PRP alkalmazasa nélkiil (Al Sukhun és mtsai 2007).
Marhabol szarmazo6 spongiozus blokkokhoz adott PRP fokozza az 0j csont képzddését
nyulak esetében a nem kritikus méretti koponyacsont-defektusnal (Aghaloo 2004). Ugy
tlinik tehat, hogy a PRP-nek autolog spongidzaval egyiitt alkalmazva serkentd hatasa
van a csontos atépiilés korai fazisara (Wiltfang és mtsai 2004). Megfigyelték tovabba,
hogy eldsegiti a csontgyogyulast diabeteses allatmodellekben is (Gandhi és mtsai 2006).
Ha autoldg spongiozaval keverjiik 0ssze és aktivaljuk, akkor a PRP egy citokinekben ¢és

novekedési faktorokban gazdag gélt formal, melyeknek dontd szerepe van koordinalt
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sebgydgyulasban, az 0j erek képzddésében és a szdveti regeneracioban (Wiltfang és
mtsai 2004, Fennis és mtsai 2004).

Az irodalmat kritikusan vizsgalva azonban azt kell megéllapitanunk, hogy a
trombocitdban gazdag plazma csontgyogyulasra gyakorolt pozitiv hatdsit nem
mindegyik fajta scaffolddal kombinalva és nem mindegyik allatmodell esetében lehet
megfigyelni. Kecskékben példaul spongiozus csonthoz adva a PRP nem fokozta a
csontgyogyulast kritikus méretli csontdefektusban (Mooren és mtsai 2007).

B-TCP-hez PRP-t adva nem tudtak fokozott csontgyogyulast megfigyelni sem
gerinc fzios modellen (Li és mtsai 2004), sem disznok kritikus méretli homlokcsont
defektus modelljén, sem patkany allkapocs defektusanak gyogyuldsdban (Wiltfang és
mtsai 2004.) Csokkent csontképzodést figyeltek meg PRP hasznalata esetén kutya
tibigjaba iiltetett titdn implantatumok kornyezetében, és a PRP nem fokozta a
csontosodast kutyaba iiltetett titan fogdszati implantatumok kornyezetében sem (You és
mtsai 2007, Vasconcelos ¢és mtsai 2007). Egy nem kritikus méretli, patkany
csontdefektus modellben a PRP nem tudta fokozni a csontosodast sem hidroxiapatit,
sem TCP partikulumokon (Plachokova és mtsai 2007). A csontgyogyulds késébbi
szakaszaban sem tudtak a szerzok pozitiv PRP hatast igazolni (Wiltfang és mtsai 2004,
Thor és mtsai 2007). Munkacsoportunk egy korabbi munkéjaban, melynek soran SCID
egerek bore ald iiltettiink be kiilonb6zo fajtaju scaffoldokat PRP-vel bevonva, azt
talaltuk, hogy a PRP-nek jobb effektusa van az ektopias csontképzddésre a magas
specifikus felilleti CDHA keramian, mint az alacsony specifikus feliileti B-TCP-n
(Kasten ¢és mtsai 2006). Mivel a bor alatti ektopias csontképzodés nem
Osszehasonlithaté a csontdefektusban torténd csontképzddéssel, emellett egy esetleges
klinikai alkalmazds modellezésétdl is tavol all, ezért tigy dontottiink, hogy a PRP
hatasait a CDHA keramia felszinén egy csoves csonton kialakitott kritikus méretii
csontdefektus-modellen is megvizsgaljuk. Azért valasztottunk kritikus méretli
diafizedlis defektust, mert a rosszabb vérellatasnak koszonhetéen nehezebben gyodgyul,
mint egy metafizedlis csontdefektus. (Ennek megfelelden a kontroll csoportként hagyott
tires defektusok egyike sem gyogyult meg vizsgalatainkban.)

A PRP hatékonysaganak fontos tényezdje a PRP elkészitésének modszere, mivel

crer

(Weibrich és mtsai 2003), ezaltal pedig kihat annak oszteogén kapacitdsara (Wiltfang és
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mtsai 2004). Ajanlasok szerint a vérben talalhat6 trombocita szamhoz képest 3-5-sz06ros
koncentracidemelkedést érdemes elérni PRP készitése esetén (Roldan és mtsai 2004). A
magasabb vérlemezke koncentracido nem feltétleniil jelent magasabb ndvekedési faktor
koncentraciot, mint példaul TGF-B1 esetén (Dugrillon ¢s mtsai 2002). Tovabba a
kozelmultban egy in vitro tanulmény kimutatta, hogy a ndvekedési faktorok
koncentracioja fajfiiggd, legmagasabb az emberi PRP-ben, majd a kecske és a patkany
PRP novekedési faktor koncentracidja kovetkezik (van den Dolder 2006). A PRP
degranulacidja és igy a novekedési faktorok felszabadulasa tovabb fokozhato
trombinnal kélcium-klorid jelenlétében (Lieberman és mtsai 2002). A lefagyasztas-
felolvasztas folyamata is fokozza a degranulaciot. Vizsgalatunk soran sztandardizalt
moédon mind a két degranulaciot eldsegité moddszert hasznaltuk, mintdinkat
lefagyasztottuk, majd felolvasztottuk, €s az alkalmazas el6tt pedig trombint is adtunk
hozz4 kalcium-klorid jelenlétében.

Igazolt tény, hogy a csontp6tld keramidk fibronektinnel torténd bevonasa
elosegiti a csontképzddés. Dennis és munkatarsai igazoltdk, hogy a csontképzo
keramiak felszinén korilbeliil kétszer annyi sejt tud megtapadni, mint a fibronektinnel
nem kezeltek felszinén (Dennis és mtsai 1992). Ezen kiviil azt is megfigyelték, hogy az
ilyem moédon eldkezelt keramidkon a csontképzddés hamarabb beindul és gyorsabb.
Mivel a keramidk fibronektinnel végzett kezelése igen koltséges, ezért szamos
munkacsoport végez kisérleteket a fibronektin human szérummal torténd
helyettesitésével kapcsolatban. Mivel egyértelmii eredmények e kérdést illetéen
nincsenek az irodalomban (Vogel és mtsai 2006) ezért jelen munkink sordn a
fibronektin hasznalata mellett maradtunk.

Osszefoglalva a PRP szerepe tovabbra is ellentmondasos marad. Szamos
tanulmany a PRP pozitiv hatdsarol szdmol be, féleg a csontgyogyulas korai fazisdban,
mig masok ezt a pozitiv hatidst nem tudtdk kimutatni. Az egymastol jelentdsen eltérd
felhasznalasi modszerek tovabb nehezitik a kiilonféle munkak eredményeinek
Osszehasonlithatosagat. A PRP csontgydgyulasra kifejtett hatasat a kovetkezd faktorok
befolyasolhatjdk: az alkalmazott biokeramia/scaffold fajtaja, az adott faj tipusa, az
implantacio helye, a defektus mérete, a PRP készités mddja és annak aktivalasa.

Feltételezziik, hogy a PRP tdmogatja az oszteogenezist prekurzor sejtek jelenléte

esetén. Vizsgélataink sordn azonban azt figyeltik meg, hogy ha a mezenchimalis
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Ossejtekkel bevont CDHA keramidhoz PRP-t is adunk, az nem fokozza tovabb a
csontképzddést. A novekedési faktorok PRP-ben taldlhatd Osszetétele és mennyisége
(PDGF, TGF-bl, TGF-b2, IGF, EGF, ECGF) (Kawase és mtsai 2003) nem tudott erds
oszteogén hatast kifejteni a kerdmiara felvitt mezenchimalis Ossejtekre. Ez a
megfigyelés talan azt jelenti szdmunkra, hogy a PRP-nek az 0j csont képzddésére
kifejtett hatdsa gyenge, és ezaltal kérdéses klinikai alkalmazéasa is. Mar in vitro
munkakban is felvetették (Arpornmaeklong és mtsai 2004; Gruber és mtsai 2004), hogy
a PRP az oszteogén iranya differencidciora gatldlag hat. Arpornmaeklong és
munkatarsa mezenchimalis dssejtek 3 dimenzids tenyészetében mutattak ki, hogy PRP
alkalmazésa utdn csokken az alkalikus-foszfatdz aktivitds és a kalcium-lerakddas.
Gruber ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy igen magas trombocita-koncentraciot
antitestekkel lehet kikapcsolni. A PDGF tehat fokozza a sejtproliferaciot, de a sejteket
differencidlatlan allapotban tartja. Masrészrol el6fordulhat, hogy a defektusba a CDHA
kerdmia felszinén bejuttatott mezenchimalis Ossejtek mar erdsen indukélva voltak az
oszteogén differencidcid irdnydba, és ehhez a PRP madar tovabbi pozitiv effektust
hozzatenni nem tudott. A radiusbol az oszteotdmias karosodas hatdsara novekedési
faktorok és prekurzor sejtek szabadultak fel (Lieberman és mtsai 2002), melyek szintén
elégséges stimulust jelenthetnek a betiltetett mezenchimalis &ssejteknek, és igy a PRP
mar nem tud tovabbi hatast kifejteni.

Az a tény, hogy az allogén PRP CDHA kerdmia felszinén mezenchimalis Ossejt
beiiltetése nélkiil is ugyanolyan csontképzddést tudott indukalni, mint a mezenchimalis
Ossejt, csontdefektusok poétlasanal klinikai jelentoséggel bir. Az allogén PRP-t
fagyasztva lehet tarolni, és igy barmikor lehet hasznalni az Aliziilet kialakuldsara
hajlamos betegeknél (pl. dohanyosok), vagy oszteoporotius betegeknél, ahol a
csontallomany mennyisége alapvetden csokkent. PRP-t lehet esetlegesen direkt
csontdefektusokba juttatva is hasznalni, ahol fokozza az 11j csont képzddését.

Hisztomorfometriai vizsgalatunkkal az iiresen hagyott CDHA keramidk esetén
11 %-os csontképzddést figyeltink meg, 26 %-os csontképzdédést pedig a
CDHA+MSC+PRP csoportban. Lousia ¢és munkatarsai korall scaffoldot hasznaltak
mezenchimalis dssejtekkel hasonld allatmodellben, és 30 %-os csontképzddést talaltak

az Ossejtekkel kezelt csoportban, 8 %-os csontképzddést pedig az iliresen hagyott korall
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keramia csoportban (Lousia és mtsai 1999). Geiger ¢és munkatarsai 28 %-o0s
csontképzddést talaltak mikro-CT-vel mérve korall scaffoldon az altalunk is hasznalt
nyul radius defektus modelljét hasznélva 12 hét utan, melyet VEGF adéaséaval 60 %-osra
tudtak novelni (Geiger és mtsai 2005). Petite és munkatarsai bardny metatarsus
modellen, korall scaffoldot hasznéalva, 16 hét utan, hisztomorfoldgiai elemzés utan 23
%-0s spongioza és 13 %-os kortikalis csont kialakuldsat figyelték meg (Petite és mtsai
2002). Az irodalmi adatokhoz képest jelen munkinkban a csontképzddés mértéke
alacsony volt mind a mezenchimalis dssejt nélkiil betiltetett scaffold csoportban, mind
pedig a mezenchimalis Ossejttel és/vagy PRP-vel kezelt scaffold csoportokban. Mi lehet
ennek az oka? Ez dsszefliggésben lehet az (1) PRP-vel (kordbban mar elemeztiik), (ii) a
keramidkra felvitt mezenchimalis &ssejtek mennyiségével, (iii) magaval a CDHA
keramiaval, és a (iv) csontképzddés mérésének modszerével. A keramiakra felvitt
mezenchimalis Gssejtek mennyisége (5x10°) megfelel méas munkakban hasznalt
elétanulmanyunkban igazoltuk (Kasten és mtsai 2004, Vogel és mtsai 2006). Ezért azt
gondoljuk, hogy az altalunk hasznalt mezenchimalis dssejtek mindsége jo volt, és

mennyiségiik sem volt alacsony. Egy korabbi munkank sordn a magas specifikus

csontregeneracios képességet figyeltiik meg a B-trikdlcium-foszfathoz képest (Kasten és
mtsai 2006), de kisebb regeneracids képességet a korall scaffoldhoz viszonyitva (Geiger
¢s mtsai 2007). Szintén fontos tényezd, mely befolyasolhatja az 0j csont képzddését, a
scaffold felszivodasi sebessége: a korall scaffold gyorsabban felszivodik, mint a CDHA
kerdmia. Ha a scaffold gyorsan felszivodik, tobb hely van az 0j csont képzddéséhez, ha
azonban til gyorsan szivodik fel, akkor helyén gyulladdsos reakcio jelentkezik, és a
biomechanikai stabilitdis megsziinik. Nincs tehat konszenzus a csontképzddéshez
optimalis rezorpcios sebességrol. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek tehat ahhoz, hogy a
scaffoldokat jobban 6ssze tudjuk egymassal hasonlitani, és ezaltal a csontpdtlashoz az
idedlisat ki tudjuk valasztani. Az eredményeket befolyasold fontos tényezd tovabba az a
moddszer, mellyel a csontképzddés mértékét meghatarozzuk. Kiilonféle modszerek és
vizsgalok mas és mas eredményt hozhatnak ugyanarrdl a mintardl is (példaul a
szegmentalasi folyamat a mikro-CT vizsgalatok soran). Ezért azt gondoljuk, hogy

hasznos lehet, ha ugyanabban a munkdban tobbféle mérési mddszert is hasznalunk,
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példaul jelen vizsgéalatunk soran a haromdimenzids mikro-CT vizsgalatokat
kétdimenzids szdvettani elemzéssel egészitettiik ki.

Jelen munka nem csak az altalanos csontképzddést vizsgalta, hanem annak
térbeli eloszlasat a defektuson beliil és a beiiltetett scaffold felszivodasat is. El6szor is
fokozott csontképzddést figyeltink meg a radius proximalis és disztalis rezekcios
felszineihez kozel és az intakt ulna mellett is. Ez a tény alatamasztja azt a feltételezést,
hogy a szervezet sajat, érintetlen sejtjei kulcsfontossagiiak a beliltetett sejtekre és a
bejutatott PRP-bdl szarmazé novekedési faktorokra adott bioldgiai valaszban.
Megfigyeltiik tovabba, hogy a mezenchimalis Ossejtek és PRP kiilon-kiilon vagy
egylittes alkalmazasa esetén fokozodott a CDHA keramia felszivodasa. Ez annak a
fontossagat hangsulyozza, hogy bioaktiv anyagok (ndvekedési faktorok, mezenchimalis
Ossejtek) hozzdaddsa a remodellinget fokozza, mely a defektus atépiilésének
kulcsfontossagli mozzanata. A nodvekedési faktorok és a mezenchimalis dssejtek
a remodellinget (Quarto és mtsai 2001). Az ortopéd sebészetben a hosszil cséves
csontokon beliili elaszticitaseltérés fokozott torésveszéllyel jar. Idedlis ezért egy olyan
biodegradabilis keramia alkalmazédsa lenne, mely gyorsan lebomlik ugyan, de nem
gyorsabban, mint ahogy helyén 0j csont képzddik, mely a folyamatos remodelling miatt
helyreallitja a csont homogén elaszticitasat.

Felmeriilhet, hogy az allogén és kevert PRP hasznalata nem szerencsés, mert
meghamisitja az eredményeket, és egy esetleges klinikai alkalmazas esetén is limitald
tényez0. Mi azonban ezt nem igy gondoljuk, és kisérletiink tervezésénél tudatosan
valasztottuk ezt a fajta felhaszndlasi modot. Kevert €s allogén PRP hasznalata esetén a
PRP mindsége jobban sztandardizalhato. A modszer csokkenti a PRP mindségének
variabilitdsat és igy hasznalataval jobb eredmények érhetéek el, mintha minden egyes
egyed sajat vérébol eldallitott készitményt adtunk volna vissza. Az allogén PRP
hasznalata nem okoz klinikailag és szoOvettanilag mérheté immunoldgiai reakciot.
Tisztdban vagyunk azzal a ténnyel, hogy az altalunk hasznalt moddszerek nem
elegenddek egy esetleges immunoldgiai reakcio teljes kizarasara, de azok megléte igen
valdsziniitlen. Az immunoldgiai valasz hidnya megfelel kordbbi tanulmanyok
eredményeinek is, ahol allogén PRP szerepét vizsgaltdk a szdveti- ¢és

csontgyodgyulasban. Ennek talan az az oka, hogy a trombocitdk nem expresszalnak
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immunolodgiailag relevans felszini antigéneket, mint amilyen példaul a HLA rendszer
(Pietramaggiori és mtsai 2006, Pietramaggiori és mtsai 2008). Az allogén PRP masik
elénye, hogy klinikai alkalmazas esetén azonnal rendelkezésre all, és az ellatds soran
autolog PRP eldallitdsaval nem kell bajlodni. Munkank masik esetleges hidnyossaga,
hogy egyéb ndvekedési faktort tartalmazo kontroll csoportot, mint példaul a BMP-2,
nem képeztiink, pedig egy direkt dsszehasonlitds érdekes lett volna a PRP oszteogén
potencidljdnak megitélése céljabol. Jelen munka célja azonban az volt, hogy a PRP
csontgyodgyulasra gyakorolt hatisat vizsgalja mezenchimalis Ossejtekkel kombindlva
magas specifikus feliileti CDHA kerdmia felszinén, nem pedig az, hogy kiilonféle

novekedési faktorokkal hasonlitsa 0ssze. Ez talan egy késobbi munkank feladata lehet.
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6. Kovetkeztetések

Munkank els§ részében retrospektiv vizsgalatunk célja az volt, hogy
megfigyeljiilk ¢és 0Osszehasonlitsuk a szubkondralisan elhelyezkedd oridssejtes
csonttumorok kikaparasa utdn kialakult iireg kitoltésére hasznalt eltérd sebészi
technikdkat, valamint a zOmitett csontforgdcs és csontcement hatdsat az als6 végtagi
teherviseld iziiletekben kialakuldo szekunder degenerativ elvaltozasokra. Az eltelt
néhany évben lefolytatott vizsgalataink soran intézetiinkben, a Semmelweis Egyetem
Altalanos Orvostudomanyi Karanak Ortopédiai Klinikajan altalunk kezelt, intézetiink
Csonttumor Regiszterében nyilvantartott, rendszeresen ellendrzott betegeink anyagat
dolgoztuk fel.

Eredményeink alapjan fokozott a hajlam az artrézisra csont graft beiiltetés esetén
az elso két postoperativ évben, késébb azonban a csontos atépiilés lezarulta utan tovabbi
degenerativ elvaltozads nem varhat6. A cementtel kezelt csoportban ennek a forditottja
igaz: az artrdzis kialakuldsédnak valoszinlisége alacsony volt az elsd két évben, majd az
1d6 mulasaval egyre tobb artrozis megjelenésével kell szamolni. Tanulmanyunk masik
eredménye az az Osszefiiggés, mely leirja, hogy a szubkondralis csont érintettsége
egyértelmilen Osszefligg a késObbi iziileti szekunder degenerativ elvaltozasok
kialakulasaval. Szignifikdnsan tobb szekunder artrozist talaltunk az 50 szazaléknal
nagyobb szubkondralis kiterjedésti daganat esetén mindkét vizsgalati idépontban.

Klinikai eredményeink alapjan tehat az idedlis csontpo6tld anyag azonnali
mechanikai tdmaszt nyujt, oszteokonduktiv és oszteoinduktiv tulajdonsagl és a csont
mechanikai integritdsdnak veszélyeztetése nélkiil képes hosszu tavon felszivodni és
csontta atépiilni. Ilyen idealis megoldas lehet bioaktiv keramidk alkalmazasa, amelyek
teljesitik ezeket a kritériumokat.

A nagyméretli csontdefektusok rekonstrukcidja az ortopédia és a baleseti
sebészet legnehezebb feladatai kozé tartozik. Az ilyen defektusok kezelésében a mai
napig az autolog csont atiiltetése szamit az arany standardnak. Az utdbbi idében az
ugynevezett szovetépitd technikdk (Tissue Engineering) egyre nagyobb figyelmet
kapnak, melyekkel csontpdtld anyagokat sejtekkel, novekedési faktorokkal kombinalva
probalunk gyodgyulast elérni. Fontos az ilyen Ossejt alapi technikdknél, hogy a

sziikséges mennyiségli sejtet gyorsan, megfeleldé mennyiségben tudjuk eléallitani, és
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azok funkcidja megmaradjon. Tudomasunk szerint csak szorvanyos ismeretek vannak a
trombocitadban gazdag plazma esetleges felhasznaldsanak lehetOségeirdl a kritikus
méretll csontdefektusok gyogyitdsdban. Munkank masodik felében egy ilyen
csontpétlasra alkalmas bioaktiv keramia dallatkisérletes vizsgalatat végeztiik.
Megvizsgaltuk a PRP hatasat a kritikus méretii csontdefektus gyogyulasara autolog
mezenchimalis &ssejtekkel, és a fent emlitett nagy specifikus feliiletit CDHA keramiaval
kombindlva. Vizsgalatunkhoz egy 0j-zélandi fehér ndstény nyudl radiusan kialakitott
kritikus méretli diafizedlis csontdefektusmodellt valasztottunk. A fébb vizsgalt
paraméterek pedig a csontosodast kovetd biomechanikai stabilitds, az Ujonnan
képzodott csont mennyisége és a beliltetett keramia felszivodasanak mértéke voltak,
melyeket négy pontos nem destruktiv hajlitdsos vizsgélattal, micro-CT vizsgalattal és
szOvettani vizsgalattal hataroztunk meg.

Adataink demonstraljak, hogy a PRP-nek pozitiv hatdsa van az uUjonnan
képzddott csont mennyiségére, melyet mikro-CT és szovettan segitségével mértiink. Ez
a hatas hasonld volt ahhoz, melyet a mezenchimalis Jssejtekkel bevont CDHA
keramidk esetén figyeltiink meg. A két mddszer egyiittes alkalmazéasa esetén azonban,
mikor a mezenchimalis 6ssejtekkel bevont CDHA keramiahoz PRP-t is adtunk, tovabbi
egymast er0sitd hatdst nem tudtunk megfigyelni. Jelen munka nem csak az altalanos
csontképzddést vizsgalta, hanem annak térbeli eloszlasat a defektuson belill és a
beiiltetett scaffold felszivodasat is. E10szor is fokozott csontképzddést figyeltiink meg a
radius proximalis és disztalis rezekcids felszineihez kozel és az intakt ulna mellett is. Ez
a tény alatamasztja azt a feltételezést, hogy a szervezet sajat, érintetlen sejtjei
kulcsfontossaguak a beiiltetett sejtekre és a bejutatott PRP-bdl szarmazd ndovekedési
faktorokra adott bioldgiai valaszban. Megfigyeltilk tovabba, hogy a mezenchimalis
Ossejtek és PRP kiilon-kiilon vagy egylittes alkalmazasa esetén fokozodott a CDHA
keramia felszivodasa. Ez annak a fontossagat hangsulyozza, hogy bioaktiv anyagok
(novekedési faktorok, mezenchimalis Ossejtek) hozzdadasa a remodellinget fokozza,

mely a defektus atépiilésének kulcsfontossdgli mozzanata.
Munkank soran a kdvetkezd Gj megallapitasokat tettiik:

1. Szubkondralisan elhelyezkedd oOriassejtes csonttumorok kikaparasa utan

gyakran alakul ki artrézis az elsé két posztoperativ évben, ha csontforgacsot
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hasznalunk a defektus kitoltésére, késébb azonban, a csontos atépiilés
lezarulta utdn tovabbi degenerativ elvaltozds nem varhaté. A cementtel
kezelt csoportban ennek a forditottja igaz: az artrozis kialakulasanak
valoszinlisége alacsony volt az elsd két évben, majd az id6 muldsaval egyre
tobb artrozis megjelenésével kell szamolni.

Tanulmanyunk masik eredménye az az Osszefiiggés, mely leirja, hogy a
szubkondralis csont érintettsége egyértelmiien Osszefiigg a késdbbi iziileti
szekunder degenerativ elvaltozasok kialakulasaval. Szignifikdnsan tobb
szekunder artrozist talaltunk az 50 szazaléknal nagyobb szubkondralis
kiterjedést daganat esetén mindkét vizsgalati idopontban.

. A PRP fokozott csontképzddést produkal (melyet szovettani és mikro-CT
vizsgalatokkal is kimutattunk) CDHA kerdmidkon nyulak kritikus méretii
csontdefektusaban 16 hét utan.

. Biomechanikai kiilonbséget nem talaltunk az iiresen hagyott és a PRP-vel
kezelt CDHA keramiaval kit6ltott csoportok kozott.

. A mezenchimalis dssejtek szintén fokoztak a csontképzédést CDHA keramia
felszinén, de a PRP és MSC egyiittes alkalmazasa esetén nem tudtunk
tovabbi additiv hatdst megfigyelni. A jovOben tehdt nem sziikséges MSC
adédsa a PRP-hez az altalunk hasznalt nyal-modellben.

. Megfigyeltiik tovabba, hogy a CDHA keramia felszivodasa fokozodott a
PRP, MSC ¢és PRP/MSC alkalmazasa esetén, de a csoportok kozott
kiilonbség nem volt. Osszességében elmondhatjuk tehat, hogy a
trombocitaban gazdag plazma fokozza a csontosodast nyul diafizedlis
defektusmodellj¢ben CDHA keramia felszinén.

Eredményeink tovabba felvetik az allogén PRP hasznalatanak lehetdségét

human csontdefektusok és aliziiletek kezelésében.
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7. Osszefoglalas

A massziv csontdefektusok a mai napig komoly problémat jelentenek a rekonstruktiv
sebészet szamara. Munkank elsé felében retrospektiv vizsgalatunk célja az volt, hogy
Osszehasonlitsuk a szubkondralisan elhelyezkedd oriassejtes csonttumorok kikaparasa
utan kialakult iireg kitoltésére hasznalt zomitett csontforgacs és csontcement hatdsat az
also végtagi teherviseld iziiletekben kialakulé degenerativ elvaltozasokra. Jelen
munkank masodik felében azt vizsgaltuk, hogy a PRP fokozza-e a csontgyogyulast
nyulon kialakitott kritikus méretli diafizealis csontdefektusban. A csontdefektust az uj,
nagy specifikus feliiletli kdlcium-hidnyos hidroxiapatit (CDHA) keramidval t6ltottiik ki,
melynek felszinére vagy allogén PRP-t, vagy mezenchimalis dssejteket (MSC), vagy
mindkett6t vittiink fel. Kiiretazst és csont graft betiltetést 44 esetben végeztiink, mig 36
esetben a kikaparast kovetéen cementes Kkitoltést alkalmaztunk. A 24 hoénapos
posztoperativ vizsgalat sordn szignifikansan kevesebb degenerativ véaltozas volt
tapasztalhatd a cementes kitdltés utan a csont graft beiiltetéshez képest. Az 50 honapos
utankovetés utan, valamint késobb sem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott.
Ezen eredmények azt mutatjak, hogy 24 hénap elteltével felgyorsultak a degenerativ
folyamatok a cementtel kit6ltott defektusok kornyezetében elhelyezked? iziiletekben. A
PRP fokozta az 0ij csont képzOdését az iiresen hagyott CDHA keramidkhoz képest 16
hét utdn. A mezenchimalis Ossejtekkel kezelt csoportban hasonlé eredményekre
jutottunk, mint a PRP-vel kezelt csoportban. A PRP és az MSC egyiittes alkalmazasa
esetén azonban nem tudtunk egymast erdsitd hatdst igazolni. Megfigyeltiik tovabba,
hogy a PRP, MSC ¢és PRP/MSC alkalmazésa esetén fokozddik a CDHA keramia
felszivodasa. Az idedlis csontpotld anyag azonnali mechanikai tdmaszt nyujt,
oszteokonduktiv és oszteoinduktiv tulajdonsagu és a csont mechanikai integritdsanak
vesz€lyeztetése nélkiill képes hosszii tavon felszivodni és csonttd atépiilni.
Osszességében elmondhatjuk tehat, a trombocitdban gazdag plazma fokozza a
csontosodast nyul diafizedlis defektusmodellj¢ében CDHA kerdmia felszinén. A
mezenchimalis dssejtek szintén fokoztak a csontképzddést CDHA keramia felszinén, de
a PRP ¢és MSC egyiittes alkalmazdsa esetén nem tudtunk tovabbi additiv hatést
megfigyelni. Eredményeink tovabba tamogatjdk allogén PRP hasznalatit a human

csontdefektusok és aliziiletek kezelésében.
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Summary

Massive bone defects constitute a major challenge to reconstructive surgery. The first
aim of this retrospective study was to compare and assess the effect of bone grafting and
cementing techniques — two common applications used in the treatment of subchondral
giant cell tumours of bone (GCTs) — on the development of degenerative changes in the
weight-bearing joints of the lower extremity. The hypothesis investigated was that PRP
improves bone healing of a critical-size diaphyseal radius defect in a rabbit model. The
bone defect was filled with a high-surface ceramic scaffold, calcium-deficient
hydroxyapatite (CDHA), with the addition of allogenic PRP, mesenchymal stem cells
(MSC) or both. Eighty patients were included in this follow-up study, 44 of whom
underwent curettage followed by bone grafting, and 36 who had curettage followed by
cementation. At the 24-month post-operative examination, significantly less
degenerative change was found in patients with bone cement than in those with bone
grafting. At the 50-month and later (range: 50—148 months) post-operative examination,
however, no significant differences were found between the two groups, indicating that
there was a significant acceleration of degenerative changes in the cemented group after
the 24month follow-up. PRP yielded better bone formation than the empty CDHA
scaffold as determined by both histology and microcomputer tomography after 16
weeks, whereas no difference was observed on biomechanical testing. Similar behavior
was found in samples with MSC; however, the combination of MSC and PRP did not
further improve bone healing. Furthermore, the resorption of CDHA was improved by
the addition of PRP, MSC and MSC/PRP, but there were no differences between the
groups. The areas of bone formation were greater in areas adjacent to the bone resection
areas and towards the intact ulna. In the light of our clinical results, the optimal filling
material should provide an immediate mechanical support, should be osteoconductive
and osteoinductive and should have the capacity to be resorbed and replaced by host
bone in the long-term without jeopardising the mechanical integrity of the bone. The
ideal solution would be the use of bioactive ceramics, which fulfill all these criteria. In
conclusion, PRP improves bone healing in a diaphyseal rabbit model on CDHA. This
study supports the allogenic use of PRP for bone healing as an off-the-shelf therapy.
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