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1. Bevezetés

1.1. Regeneracio és regenerativ terapia

A regeneraci6 alapvetd képessége az ¢16 szervezetnek, mely soran az €16 szervezet potolja,
ujrandveszti vagy kiegésziti az elvesztett, elhasznalt vagy megsériilt részeit. Jol ismert
tény, hogy szamos élolény képes a sériilt, vagy elvesztett testrészeit potolni. A
regeneracioban élenjaro hidrak és laposférgek akar egész testiiket is képesek regeneralni
13 A naluk fejlettebb felépitésti gyiirtisférgek is jelentds regeneraciora képesek, mig a
rovarok koziil sok csak larva korban rendelkezik szovetmegijitdo képességgel 4. A
gerincesek regeneracios képessége rendkiviil valtozatos, mig a kétéltliek képesek teljes
végtagot Ujjaépiteni, addig az emlésok csak az utolsé ujjpercet, az ujjhegyet képesek

potolni >7 (1. abra).

Kiilonbozé allat fajok regeneracidja Regeneraciot befolyasolé tényezék
Hidrak
TELJES TEST
Elésegit6é tényezok
Laposférgek - egyszeri anatomiai felépités
- @si immunrendszer
- embrionalis fejlédési program Ujrainditasa
- folyamatos szomatikus novekedés
) Halak %
TELJES TESTRESZ
[SS N 220
Farkas
M e - Hatraltaté tényezék
. - komplex anatomiai felépités

- fejlett immunrendszer

- er0s szoveti reakcid

- korlatozott éssejtpotencial és eloszlas
- szabalyozott szomatikus novekedés

| | e
csak larva stidiumban ® RFarkatlan
¥ [Jkétéltiiek [EER

SEJT MEGUJULAS
Emlésok “

1. dbra Kiilonbozd dllatfajok szoveti regenerdcios képessége. A hidrdk és laposférgek

egész testiiket képesek regenerdlni, mig a naluk fejlettebb rendszertani kategoriaba
tartozo halak és kétéltiiek teljes testrészt tudnak ujja noveszteni. Az emlosék csak
szervrészeket tudnak regeneralni sejtjeik megujitasa révén.

Forras: Luca Bonfanti 2011. 1272.
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Az emberi test regenerdcidos képessége joval korlatozottabb, mint az alsobbrendii
¢l6lényeké, habar az emberi szervezet alapvetd miikodéséhez is hozzatartoznak bizonyos
ujjaépitd folyamatok, mint a vérsejtek és az epitél sejtek folyamatos cserélddése, avagy a
csontok atépiilése. Az emberi test sériiléseket kovetden is képes szoveti regeneraciora -
példaul a bor felszini sebeinek gyogyulési folyamata, vagy a belsé szerveinkben torténd
hegesedéssel gyogyulo sériilések- de ennek mértéke korlatozott, nagyobb szervrészeket,
avagy teljesen Uj szervet nem képes létrehozni ®°. A regeneracioban résztvevd sejtek
kérdése rendkiviil komplex, és a tudomanyban mai napig sok kérdést felvet. Bizony0s
torténik, mig sok esetben a még nem differencialodott, felndtt Ossejtek a sériilés helyérol
felszabaduld kémiai ingerek hatasara migracioba kezdenek a sériilés helye felé, majd ott
letapadva proliferdlodnak ¢és differencidlodnak a szoveti kornyezetnek megfeleld
sejttipussa 1912, A humdn szdveti regeneracié korlatozott mivoltabol kifolyélag jelenleg az
egyetlen biztos gyogymod a kiterjedt szoveti pusztuldssal, vagy akar teljes szerv
elvesztésével jaro betegségekre a szervtranszplantacio. Azonban ez a megoldas is szamos
problémat vet fel, mivel a transzplantalhatdé szervek korlatozott szamban allnak csak
rendelkezésre, valamint, minthogy allogén szervbeiiltetésrél van szo, az immunologiai
Osszeférhetetlenség és szervkilokodés is komoly kockézatot jelent. Mindezen okokbdl
kifolyolag évrdl évre egyre nagyobb hangsulyt kapnak, és egyre népszeriibbek a kiilonb6z6
regenerativ terapiat létrehozo és fejlesztd kutatisok vildgszerte 3.

A regenerativ gyogyaszat célja az életkorbodl adodo, valamint az akut és kronikus
betegségektol, avagy traumatikus sériilésektdl karosodott szdvetek helyredllitdsa és
potlasa. A regenerativ orvostudomdny szamos stratégiat foglal magéba. Egy résziik
autolog és allogén Gssejtek (embrionalis, mezenchimalis (MSC), indukalt pluripotens
Ossejt terapia) és progenitor sejtek, valamint felndttkori szomatikus sejtek (porcsejt,
fibroblasztok, vérsejtek, izomsejtek) laborban torténd felszaporitasat kovetden, a sejtek
kozvetlen, célzott bejutattatisaval probal Uij szovetet létrehozni 7. A sejtbeiiltetés
modernebb agazatanal az implantaciot haromdimenzios (3D) szovettenyésztés el6zi meg,
melynek soran az Ossejteket, vagy szomatikus sejteket, elézetesen a sériilés helyére
torténd bejuttatas eldtt randvesztik egy természetes vagy mesterséges anyagbol

18-23

1étrehozott 3D-S vazra Az igy bejuttatott sejtek a sériilés helyén maradnak, nem

kovetkezik be nem kivant sejtmigracid. A sejthordoz6 vaz tobbféle természetes (példaul

10
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kollagén, fibrin) és mesterséges (példaul politejsav, poli(tejsav-ko-glikolsav)) anyagbol
késziilhet, azonban kritériuma, hogy bioldgiailag leboml6 legyen, biokompatibilitdsanal
fogva ne okozzon immunoldgiai reakciot, valamint a mechanikai tulajdonsagai minél
hasonlobbak legyenek a potolni kivant szévetéhez %2428, A haromdimenziés vazon
torténd sejtnovesztés tobbnyire bioreaktorokban valdésul meg, melyeknek {6 feladata,
hogy a sejttenyésztd oldatot megfeleld sebességgel aramoltassédk, igy a vaz és a leendd
szovet belsejébe is megfelelelden jusson el a tapanyag, megelézve ezzel a késébbi szoveti
nekrozist. A folyadék aramoltatdsanak fenntartdsa torténhet tobbek kozott magneses
kevertetéssel, perfiizids pumpaval, vagy rotacioval 224, A sejtes regenerativ terapiak
alkalmazasaval szdmos probléma vetddik fel. Egyrészt a sejtek felszaporitasa
laboratériumi koriilmények kdzott magas koltségekkel jar, melyeket a legtobb beteg nem
tud finanszirozni, valamint a sejtek tulélése a beiiltetés soran, valamint a beiiltetést
kovetéen nem garantdlhat6. Masrészt a szervezetbe torténd sejtbejutattds magas
rizikofaktora miatt engedélyeztetésiik nehézkes és hossz id6t igényel, ennélfogva
jelentds résziik csak preklinikiai fazisban tart, illetve csak oddig jut el az anyagi forrasok
kimeriilése miatt 3. A fenti nehézségek kikiiszobolése végett a 21. szazadban teret kaptak
a regenerativ kutatasban a sejtmentes vazakkal torténd szovetpotld modszerek, melyek a
szervezet sajat felndttkori Ossejtkészletét hivatottak aktivizalni kozvetleniil a sériilés
helyén. A vazak természetiiknél fogva anyagukban, vagy mesterséges bevonatként olyan
fehérjéket és/vagy novekedési faktorokat hordoznak, melyek képesek a sejteket
kemotaxis altal odavonzani a vazhoz és letapadasukat, valamint proliferaciojukat is
elésegiteni. Utobbi modszeren alapul példaul az albuminbevonatos csontérlemény,
melyet foként az allkapocs csonthidny potlasara hasznalnak a fogaszatban 36, Az
albumin, mely a vérben legnagyobb mennyiségben jelenlévo fehérje, eldsegiti a

crer

csontvel6i mezenchimalis &ssejtek  (BM-MSC) migraciojat, megtapadasat, ¢és

crer

proliferacidjat a  csontérleményen, mely fokozatosan atépil az MSC-k
novekedési faktort tartalmaz, mely elony0ds lehet a szoveti regeneracio eldsegitésére. A
vér és szarmazékainak szerepét a sebgydgyulasban mar az 1990-es években felismerték
4041 Méra a regenerativ orvoslasban torténé alkalmazasa széles korben elterjedt, tovabba
a kutatasban is Kkedvelt teriiletet képeznek a vérszarmazékok regenerativ hatasanak

vizsgalatai, kiilonds tekintettel az ortopédia teriiletére *2*3, Mivel a beteg sajat vérébol

11
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szarmaznak a termékek, eldallitisuk meglehetdsen olcsd és egyszerli, joval kisebb
kockézattal jar a szervezetbe torténd visszajutattasuk, sok esetben miitéti beavatkozas

nélkiil, injekcio formajaban lehetdséget nyjt célzott terapiara.
1.2 A vérlemezkék szerepe a regeneracioban
1.2.1. A vérlemezkék felépitése és funkcioi

A human vér regeneracios képessége elsdsorban a vérlemezkék, mas néven trombocitdk
funkcidjaval hozhatd Gsszefliggésbe. A trombocitak 2-3 mikrométeres atméréjiikkel a
legkisebb véralkoto sejtes elemek a vordsvértestek és fehérvérsejtek mellett. A sejtmag
nélkiili  vérlemezkék a  vorOscsontveldben  keletkeznek a  megakariocitak
feldarabolodasaval. Minden egyes megakariocitabol 5000-10000 trombocita keletkezik,
egy egészséges emberben naponta 10 vérlemezke képzodik, melyek 150-400x10%/pl
koncentracidban vannak jelen a vérben **. Ezutin 5-9 napon 4t keringenek az
érrendszerben, majd a 1ép vagy a maj sejtjei fagocitozissal lebontjak oket. A
trombocitakat hatarolé foszfolipid membranon szamos sejtfelszini marker foglal helyet,
mint a CD36, CD40, CD63, CD9, G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR), purinerg
receptorok, glikoprotein llbllla (GPlIbllla), glikoprotein Ib-1X-V (GPIb-IX-V),
glikoprotein VI (GpVI), proteaz aktivalt receptor (PAR), ADP receptorok (P2YY),
tromboxan A2 receptor, glikoz transzporter 3 (GLUT-3). Ezeknek tobbek kozott a
szignal transzdukcids folyamatokban, a gyulladasban, az immunolodgiai folyamatokban,
a vérlemezkék aktivaciojaban ¢és az aggregacidjaban, a véralvadasban, a
sebgyogyulasban, valamint az érképzésben van szerepe *°. A plazmamembranon beliil
talalhaté a mitokondrium, glikogén szemcsék, tovabba harom f6 tarold granulum, az
egyik a sotét (denz) granulum, melybdl koriilbeliil 4-6 darabot tartalmaz minden egyes
vérlemezke. Ezekben kiilonféle hemosztatikusan aktiv molekuldk tarolodnak, mint a
katekolamin, szerotonin, kalcium és adenozin-difoszfat (ADP). A trombocita aktivacio
kezdeti 1épésében a denz granulumok dsszeolvadnak a plazmamembrannal €s tartalmukat
az extracellularis vaszkularis térbe iiritik, ahol jelatviteli molekulakként miikodve a
vérlemezkék sejtfelszini receptorahoz kotddve fejtenek ki hatast. Az egyik legfontosabb
kotoreceptoruk a purinerg receptor, (P2Yx) melyen keresztiil a vérlemezkék aktivaciojat
indukaljak.
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A masodik tarol6 egység az alfa granulum (a-granulum), melybol 60-80 darab fordul el
a vérlemezkékben, ¢és a koagulacios kaszkad meginditdsdban szerepet jatszo molekulakat
tarolja, mint a von Willebrant faktor (VWF), fibrinogén, GPIlIbllla; ezenttl a trombocita
funkcié szemponjabol jelentds molekulakat tartalmazza, mint a P-szelektin, amely tobbek
kozott a neutrofil granulocitak kemotaxisaban jatszik szerepet. A harmadik granulum a
lizoszoma, melyben a fehérjék lebontésa torténik “°.

A trombocitakat atszovo, plazmamembranhoz is kapcsolodd héldzat, a kanalikularis
rendszer, mely a kornyezetbdl érkezdé molekulak felvételére, és a vérlemezkék
granulumjainak kornyezetbe torténd iriilésében jatszik {6 szerepet. A denz tubularis
rendszer ezzel szemben zart, a kiilvilaggal nem érintkezd, belsé halozat, melyben a
tromboxan ¢és prosztaglandin szintézis torténik, valamint a vérlemezke aktivaciohoz
sziikséges kalcium szallitasat végzi a denz granulumokbdl a citoplazmaba, ahol a kalcium
felszabadul és meginditja a vérlemezkék kontrakcids fehérjéinek Osszehuzasat 4748

(2. abra).

receptorok

kanalikularis rendszer

glikogén

mitokondrium

plazmamembran

alfa granulum
-P-szelektin

-GPIIblIla
-fibrinogén glikokalix
“WE denz gl'am{lum
-novekedssi faktorok —kalekolamm lizoszéma  denz tubularis rendszer
-szerotonin
-kalcium
-ADP, ATP

2. abra A vérlemezkék felépitése. A vérlemezkék glikokalix és plazmamembran daltal
koriilhatarolt sejtes elemek, melyek sejtmagot nem tartalmaznak. Harom fontos tarolo
granulum taldlhato benniik, az alfa, a denz és a lizoszomalis granulum.

Forras: sajat abra

A vérlemezkék fontos feladata a hemosztazis és a vér aramlasanak fenntartasa. A vérerek
biofizikai jellegének kdszonhetden a véraramban a vérlemezkék az érfal kozvetlen

kozelében haladnak, igy azonnal tudnak reagalni a véreret ért sériilésekre.
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A hemosztazis inicidcios szakaszaban a vérér sériilését kdvetden az érfal simaizom rétege
Osszehizodik lassitva ezzel a vér aramlési sebességét. A vérdramban keringé VWF
hozzako6tddik a sériilt érfal kollagénszalaihoz, melyhez a lelassult keringésti vérlemezkék
kapcsolodnak a GPIb-IX-V receptor komplexen keresztiil. A vérlemezkék kozvetleniil, a
vWF nélkiil is képesek a kollagénhez kapcsolodni a GPlalla és GPVI receptoruk révén
(3. abra).

vérlemezke

GPIb-IX-V
\
GPla-1la @ o
GPVI
kollagén

3. abra Véralvadas: az ér sériilése és a vérlemezkék adhézioja. Az eret ért sériilés utan
a véraramban keringé vWF hozzdkotddik az érfal kollagénszalaihoz, melyhez a lelassult
keringésii veérlemezkék kapcsolodnak a GPIb-1X-V receptor komplexen keresztiil.
Forras: sajat abra

Az adhéziot kovetden a trombocitak aktivalodnak a GPVI, adenozil trifoszfat (ATP) és
ADP, valamint a GPI-1X-V receptorokon keresztiil, ¢s konformaciovaltozason esnek at,
melynek folyaman kerek formaju, filopédiummal rendelkezd sejtekké alakulnak, majd az
intracellularis kalciumszint emelkedését kovetéen az a- és denz granulum tartalmat az
extracellularis vaszkularis térbe bocsajtjak. Az igy kibocsajtott ADP ¢és az aktivalt
vérlemezkék altal de novo szintetizalt és kibocsajtott tromboxan A2 (TXA2) aktivaljak a
még inaktiv keringésben 1évo vérlemezkéket, amelyek GPIIbllla receptorukon keresztiil

a mar aggregalodott vérlemezke GPlIbllla receptorahoz kapcsolodnak fibrinogén
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molekuldk kozvetitésével. Minden fibrinogén molekula két GPlIbllla kotohellyel
rendelkezik, igy képesek két szomszédos aktivalt allapotba keriilt vérlemezkét

osszekapcsolni #° (4. abra).

-
<
® © < 1O
. .
ﬁbrincsom
vérlemezkék
TxA,® fibrinogén
2

%° ADP

4. dbra Véralvadas: a vérlemezke aggregdcio. Az adhéziot kovetden a vérlemezkék
aktivalodnak, filopodiummal rendelkezo sejtekké alakulnak, és fibrinogén molekula
kozvetitéesével kapcsolodnak egymassal, ezzel trombocita aggregdatumot képezve.

Forras: sajat abra

Az igy kialakult laza szerkezeti komplex stabilitasaért a véralvadasi kaszkad folyamata
felel6s, mely a trombocita aggregaciot kovetden két utvonalon indul meg. Az extrinsic
utvonal soran az endotélsejtek altal kibocsatott szoveti faktor (TF) komplexet képez a VII
faktorral, majd hasitja a X faktort. Az igy keletkezett Xa faktor komplexet képez az Va
és II faktorral (protrombin), és utdbbit aktivalva trombin keletkezik. A folyamathoz
kalcium jelenléte sziikséges.

Az instrinsic Ut soran elséként a XII faktor aktivalodik, majd a kollagénre tapad és hasitja
a XI faktort, melynek aktivalt formaja hasitja és ezzel aktivalja a IX faktort. Utobbi a VIII
faktorral kalcium jelenlétében hasitja a X faktort, €s ezen a ponton kapcsolodik 6ssze az

extrinsic utvonallal. A kaszkad végén aktivalt trombin hasitja a fibrinogén molekulat, és
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a XIII faktor segitségével kialakult fibrin monomerek kozotti kotések stabil fibrinhalot
hoznak 1étre. Mig az extrinsic Gitvonal kizarolag az él6 szervezetben jatszodik le, addig
az intrinsic Ut in vitro koriilmények kozott, iivegfeliileten is lejatszodik 470

(5. abra).

L J L C ) L J
e s
L ] [ & L
intrinsic utvonal extrinsic utvonal

@ @

—
®_89

& S
. . +Ca™ .

‘e,
trombin (IIa) protrombin (II)

j/
Ca™

fibrin fibrinogén
keresztkotott fibrin

S. dabra Veéralvadas: a véralvadasi kaszkad. A kaszkad két, végiil osszecsatlakozo
utvonalon (intrinsic és extrinsic utvonal) képes megindulni, melynek végeredményeképp

alakul ki az alvadt, keresztkotott fibrinkotegekbdl allo vérrog. Forras: sajat abra
1.2.2. A sebgyogyulis, mint regeneracios folyamat

A véralvadason kiviil a vérlemezkék fontos szerepet jatszanak a sériilést kovetd szoveti
regeneracioban is, mely a borfelszini sebgyogyulasi folyamataval szemléltetheté a
legjobban. A regeneracios folyamat harom fazisra bonthato, melybdl elsé a gyulladasos
fazis, masodik a sejtproliferacios fazis, az utolsé pedig az érési €s ujjaépiilési fazis. A

hemosztazis folyamata koriilbeliil 1 ora alatt lejatszodik, majd megindul a gyulladasos
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fazis, mely akar tobb honapig is tarthat az adaptiv immunrendszer miikodésbe 1épésének

kovetkeztében. Azonban nagyjabol egy nappal a gyulladas meginduldsa utan kezdetét

rrrrrr

méretétd] fiiggden °L.

A gyulladdsos fazis mar a vérlemezkék endotéliummal torténd kapcsolddasanal
megkezddédik. Az endotélsejtek altal termelt és kibocsatott interleukin-1 (IL-1), IL-8 és
tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a), tovabba az aktivalt trombocitak a-granulumabol
felszabadulo P-szelektin, a transzformaldo novekedési faktor-béta 1 (TGF-B1) és
vérlemezke eredetii novekedési faktor (PDGF) hatasara neutrofil granulocitak érkeznek a
sériilés helyére, majd a szintén vérlemezke eredetti CXC kemokin ligand 7 (CXCL-7) és
vérlemezke faktor 4 (PF-4) molekulak hatasara letapadnak és megkezdik a jelen 1évo
patogének és a szovettormelék fagocitozisat. A neutrofil granulocitikon kiviil a
P-szelektin és PDGF hatasara monocitak érkeznek a helyszinre és makrofagokka
differencialodnak. A monocitakbol torténé makrofag iranyu differenciacié két titvonalon
torténhet, az egyik a klasszikus utvonal, melyhez interferon gamma (IFN-y) és TNF-a
jelenléte sziikséges °2. Az igy keletkezett makrofagok gyulladasos citokineket termelnek,
a legnagyobb mennyiségben IL-12 molekulat. A masik Gtvonal az alternativ ttvonal,
melynek soran TGF-B hatasara szabalyozé makrofagok jonnek 1étre, melyek
gyulladascsokkentd hatasuak, valamint a 2-es tipust helper T-sejtek (Th2) sejtek altal
kibocsatott IL-4 és IL-13 molekulak hatasara ugynevezett sebgyodgyitd makrofagok
keletkeznek °3. A sebgyogyité makrofigok nagy mennyiségii fibronektint allitanak eld,
valamint CC kemokin ligandokat termelnek (CCL-2, 17, 18, 22), melyek koziil a
CCL-18 jelentésen fokozza a kollagéntermelést. A makrofagok f6 feladata a kezdeti
gyulladdsos fazis sordn a szovettormelék bekebelezése. A limfocitdk kozil az
antifibrotikus 1-es tipusu helper T-sejtek (Thl) és profibrotikus Th2 sejtek jatszanak
fontos szerepet a sebgyogyitds soran keletkezé gyulladasos folyamatban >4 A
vérlemezkék onalldan, a neutrofil granulocitak érkezése el6tt is képesek védekezd
mechanizmust indukalni az érsériilés helyén véraramba belépni szandékozo6 patogének
ellen a felsziniikon talalhato Toll-like receptorokkal. Ezek aktivalodva a PF-4 és CCL-5
molekulak termelését indukaljak a vérlemezkékben, melyek azonnali valaszreakciot

véltanak Ki az immunsejtekben %7,
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Miutan a szovettormelék és patogének fagocitozisa megtortént, a helyi gyulladasos
folyamat véget ér, és bar az adaptiv immunrendszer miikodésének koszonhetden a B- és
T-sejtek altal késleltetett immunvalasz jon létre, ekdzben mar megkezdddik a

sebgydgyulas proliferacios fazisa (6. abra).

monocitak
e IL-14 o
limfocitak -13 4
klasszikus alternativ
aktivacid aktivacio
INF-a /
‘ L4 TGF-p
DI IL-13
neutrofil granulocitak
- sebgyogyito regulatorikus
makrofagok makrofagok

-1 CCL-2, 17, 18, 22, fibronektin  IL-10, TGF-f

TNF-a
,  PDGF TGF-B P-szelektin
PF-4 CXCL-7

o @

aktivalodott vérlemezkék endotél sejtek

6. dbra A regenerdcio folyamata: a gyulladasos fazis. A hemosztazis befejeztével a
neutrofil granulocitik és monocitikbol differencidlodott makrofigok bekebelezik a
seriilés kovetkeztében keletkezett szovettormeléket, valamint ondlloan és az adaptiv
immunrendszer aktivdlasaval védik a szervezetet a patogénektdl. Az immunrendszer
védekezo mechanizmusa a sériilés helyén és az egész szervezetben gyulladasos folyamatot

eredményez. Forrds: sajat abra
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A proliferacios szakasz az epitelizaciot, szovetgranulaciot és angiogenezis folyamatat
foglalja magaba. A szoveti sériilést kovetd néhany oran beliil az epitél réteg helyreallitasa
felszinére torténd migracioval kezdédik meg 8. A folyamatot tobbek kozott makrofagok
altal termelt nitrogén monoxid (NO), valamint az idegnovekedési faktor (NGF), az
epidermalis novekedési faktor (EGF), az inzulinszeri novekedési faktor (IGF-1), a
TGF- B és a keratinocita novekedési faktor (KGF) iranyitjak. Az 0j erek képzddése
kiilonosen fontos ahhoz, hogy az ujraképzédott szovet tapanyag- és oxigénellatasa
normalisan miikodjon. Az extracellularis matrixbol és a seb epitél rétegébdl szarmazo
vaszkularis endotelialis novekedési faktor (VEGF), és a vérlemezke eredetii PDGF,
valamint a fibroblaszt novekedési faktor (bFGF) a trombinnal egyiitt aktivaljak az erek
belsé falat boritd endotélsejteket, melyek proteolitikus enzimeket termelnek *°. Az
enzimek feloldjak a bazalis réteget, igy az endotélsejtek a frissen képz6dd szovetbe
migralnak, és az ott talalhatd simaizomsejtekkel helyreallitjak az érhaldzatot. Ezzel
egyidejiileg a csontvel6bdl szarmazo endotél progenitor sejtek is migracioba kezdenek a
frissen képz3dé szovet iranyaba, ahol 1j ereket hoznak 1étre %062,

A véralvadasi folyamat soran kialakult fibrinmatrix helyét a proliferacios fazis végén
granulacios szovet helyettesiti, mely nagy szamu fibroblasztot, makrofagot, granulocitat
tartalmaz kollagén matrixba agyazva. A granulacié soran a hemosztazis alatt kialakult
fibrinhaloba tapadt vérlemezkék és makrofagok altal termelt PDGF és TGF-8, valamint a
fibrin és fibronektin stimulacié hatasara fibroblasztok migralnak a matrixba. A
fibroblasztok letapadnak ¢és proliferalddnak a fibrinhaléban, majd matrix
metalloproteinazokat (MMP) termelnek, melyekkel lebontjak a fibrin matrixot és Ill-as
tipust kollagénnel, fibronektinnel, hialuronsavval, gliikozaminoglikanokkal toltik ki a
fibrin matrix helyét. A fibroblasztok altal eldallitott matrix ezutdn vazat képez a szoveti

atépiilés soran odaérkezd sejtek szamara 2 (7. abra)
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fibrin csomo

kollagén III

PD
endotélsejtek

7. abra A regenerdcio folyamata: a proliferdcios fazis. A fazis harom folyamatot foglal
magadban, melyek az epitelizacio, szovetgranulacio és angiogenezis. Ennek soran
keratinocitak, fibroblasztok és endotélsejtek migralnak a fibrincsomoba. A keratinocitdak
mal toltik ki a helyét, mig az endotélsejtek az uj vérerek létrehozdasaért felelosek.
Forras: sajat abra

A granuldciés szovetben 1évé fibroblasztok a mechanikai fesziiltség, valamint a
TGF-B hatasara miofibroblasztokkd differencidlodnak, és a-simaizom aktint termelnek,
amely Osszehtuzza a sebet. A sebet kitoltd, fibroblasztok altal termelt III-as tipust
kollagént, joval nagyobb szakitoszilardsagu I-es tipusu kollagén helyettesiti, melynek
termelddése hosszabb 1d6t vesz igénybe, majd a miofibroblasztok apoptozissal
megsemmisiilnek, és eltiinnek a szovetbdl. Az angiogenezis lassan leall, és helyreall a

normal szoveti mitkodés % (8. abra).

keratinocitak

kollagén III—— roblasztok
. : = TGF-B
kollagén I ™ miofibroblasztok

kollagén réveén uj, stabil szévetet hoznak létre. Forras: sajat abra
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1.3. Vérszeparatumok alkalmazasa a regenerativ orvostudomanyban

1.3.1. Vérlemezkében gazdag plazma (PRP)

Az aktivalt vérlemezkék altal kibocsatott, féleg a-granulum eredetli fehérjék regenerativ
hatasat az orvosi gyakorlatban vérszeparatum termékek, tobbségében vérlemezke
preparatumok izolalasaval hasznositjak?®.

A PRP egy autolog vérszeparatum, melynek eldallitasa soran alvadasgatlot tartalmazo
mianyag vérvételi csében vénasvért egy vagy két lépésben centrifugalnak. Az elsd
Iépésben szepardljadk a fehérvérsejt és vérlemezke tartalmii plazmat a vordsvértest
frakciotol, a masodik centrifugalas soran a plazmaban 1évé vérlemezkéket tilepitik a csé
aljara, és a plazma folyadék részét csokkentik, igy egységnyi térfogati plazmaban né a
vérlemezkék szama®. Mig a vérben a trombocitak atlagosan 150-400x10%/pl
koncentracioban vannak jelen, addig a PRP-ben atlagosan 2-3x10%/ul koncentraciéban
talalhatoéak meg, bar utobbinal a trombocitaszam nagyban fiigg az izolalasi modtol %,
A PRP preparalas soran utols6 Iépésként altalaban aktivaljak a vérlemezkéket, igy a
vérlemezkék a-granulum tartalma hatékonyabban képes az extracelluléris térbe iiriilni 5/

(9. abra).

vénas vér levétele alvadasgatlot
tartalmazo vakuum csébe

ELSO
CENTRIFUGALAS

,,buffy coat” és plazma atszivasa
tires centrifuga csdbe

MASODIK VERLEMEZKEBEN
CENTRIFUGALAS GAZDAG PLAZMA (PRP)

vérlemezkék és feliiluszo 2/3 részének vérlemezkék homogenizéalasa
vorosvértestek iilepitése eltavolitasa a feliiliszoban

O. dbra Vérlemezkében gazdag plazma (PRP) elodllitasa. A vénasveért alvadasgatolt
csobe gyujtik, melyet ezutan dltalaban két lépésben centrifugdlnak. Az elsé soran
elkiilonitik a plazmafrakciot a vorosvertest frakciotol, mig a masodik centrifugalas soran

dusitjak a vérlemezkék szamat egységnyi terfogatu plazmaban. Forras: sajat abra
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Az igy eldallitott PRP tobb, mint 1500 féle fehérje alapt bioaktiv molekulat tartalmaz,

melyek funkciojukat tekintve adhézids fehérjék, angiogenikus faktorok, novekedési

faktorok,
(1. tablazat) 585°,
PRP-ben

1. tablazat talalhato,

immun mediatorok, kemokinek,

citokinek, és

regenerativ. hatasu novekedési

véralvadasi

faktorok

faktorok.

Forras: Pavlovic V. és mtsai 2016. 244.

Név Rovidités Funkcié

Fibroblaszt novekedési FGF Fokozza az MSC, porcseijt és

faktor oszteoblaszt proliferaciojat és utobbi
kettd differenciaciojat

Epidermalis novekedési EGF fokozza az epitél sejtek

faktor proliferacigjat és differencidciojat

Inzulinszeri novekedési IGF fokozza a sejtproliferaciot és

faktor differenciaciot a csontokban és
erekben, fokozza a kollagénszintézist

Transzformal6 novekedési TGF-B fokozza az 1-es tipust

faktor-béta kollagénszintézist, az angiogenezist,
az immunsejtek kemotaxisat,
valamint gatolja a csontban az
osteoklaszt képddést

Vérlemezke eredetii PDGF fokozza a kollagénszintézist, a

novekedési faktor csontsejtek proliferaciojat, a
fibroblasztok kemotaxisat és
proliferacigjat, valamint a makrofag
aktivaciojat

Vaszkularis endotelialis VEGF fokozza az endotélssejtek

novekedési faktor

crer

makrofagok és neutrofilek
kemotaxisat, valamint az erek

permeabilitasat
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A PRP hasznalata a klinikumban és kutatdsi szinten is széles korben elterjedt mara.
Alkalmazasa a sebgydgyitasban és ortopédidban a legelterjedtebb, utobbi teriileten
alkalmazzak tobbek kozt porc, csont, izom és iziileti szalag regeneraciora mitétek soran,
valamint iziileti résbe adva injekcid formajaban O">. Az ortopédiai hasznalaton kiviil
sikeresen alkalmaztdk mar endometriozis €s vitiligo kezelésére és kronikus borfekély
kezelésére is °80,

A PRP széleskort és sikeres hasznalatdnak ellenére szdmos hatranyos tulajdonsaggal
rendelkezik. A legfobb gondot az izolalas standardizalasdnak hianya jelenti, mivel tobb
mint 40-féle egymastol eltérd protokoll és kit all rendelkezésre 8. Az izolalas modja mar
a vérvételnél eltér a hasznalt véralvadasgatlok fajtajaban, valamint az egyes protokollok
kiilonb6z6 sebességen és intervallumban torténd centrifugalasi 1épéseket tartalmaznak,
s6t a vérlemezkék aktivalasa is tobb modon lehetséges 2. Ennek eredményeképpen a
végtermék térfogata, a vérlemezke és fehérvérsejt szama, valamint a névekedési faktorok
koncentracidja is eltérhet 5483,

A vérvételhez hasznalt, zart vakumcsO véralvadasgatloként altalaban etilén-diamin
tetraecetsavat (EDTA), citratot — ezen beliil natrium-citrat, citrat + dextroz-A (ACD-A),
citrat + foszfat + dextéz (CPDA-1)- vagy heparint tartalmaz. Az EDTA és citrat a kalcium
ionok megkotésével gatolja az alvadast, mig a heparin az antitrombin III-val vald
komplexképzés révén gatolja a trombin létrejottét. A szakirodalom szamos informaciot
tartalmaz a véralvadasgatld szerek Osszehasonlitasarol, elényeirdl, hatranyairdl. Az
EDTA ¢és citrat hasznélatdinak f6 hatrdnya, hogy felborul a PRP és vérplazma
ionegyensulya, mivel mindkettd kelat képzd, és megkoti a kétszeresen pozitiv ionokat 8.
Bar az EDTA-val jéval tobb vérlemezke kiilonithetd el, mivel a plazma €s vorosvértest
frakcid élesebben elhatarolodik, mint citrat hasznalata kozben, szakirodalmi adatok
szerint az EDTA szignifikansan noveli a vérlemezkék atlagos térfogatat (MPV), melybdl
a vérlemezkék funkcidjanak romlasara kovetkeztethetiink 838°. Szintén szakirodalmi
citrat és heparin 838, Az ACD-A és heparin PRP-t 6sszevetve megéllapitottak, hogy az
ACD-A PRP injekcié beadasa kisebb fajdalommal jar, mint a heparinos PRP beadasa &'.
Ezentil az ACD-A PRP-ben a vérlemezkék jobban megorizték struktarajukat és

inaktivalt allapotukat, mint a natrium citrattal és heparinnal eldallitott PRP-ben 88,
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A legtobb izolalési eljaras aktivalja a PRP-ben 1év6 vérlemezkéket, de eléfordul olyan
protokoll is, ahol nem alkalmaznak aktivalast "°. Az aktivalds torténhet trombinnal
és/vagy kalcium-kloriddal, avagy hoémérséklet valtozassal 8. A trombin és kalcium-
klorid az alvadéasgétlok hatasat képes feloldani, mig a homérséklet kiilonbség a
vérlemezkék membranjanak kéarositasaval éri el, hogy fehérjetartalmuk az extracellularis
térbe iiriiljon. Mint korabban emlitettem, a végtermék fehérvérsejt szama is eltérd lehet.
Ez alapjan a PRP két tipusat kiilonboztethetjilk meg, a fehérvérsejtekben szegény PRP-t
(P-PRP) és a fehérvérsejtben gazdag PRP-t (L-PRP) ®°. A fehérvérsejt tartalom hatasaval
kapcsolatban ellentétes vélemények talalhatok a szakirodalomban. Bér a neutrofilek és
makrofagok segitenek a szovettdrmelék -eltakaritdsdban, valamint utdobbi képes a
regeneracioban fontos szerepet jatszo novekedési faktorok szekretdldsara (TGF-Bl1,
PDGF, VEGF, IGF-1, EGF), a fehérvérsejtek altal nagy mennyiségben termelt
gyulladaskeltd molekulak felerdsithetik a sériilt szovet gyulladasos allapotat 9%, Az
beadasaval az alvadasgatlok és az aktivalasra leggyakrabban hasznalt trombin és kalcium

szintén bekeriil a szervezetbe, mely nem vart mellékhatasokat okozhat 6485,
1.3.2. Vérlemezkében gazdag fibrin (PRF)

A PRF a PRP szamos hatranyat képes kikiiszobolni. A PRF eldallitasat els6ként
Choukroun és munkatarsai irtak le 2001-ben. Izolalasa soran tivegfala (vagy szilicium-
dioxid bevonatu) csébe levett vért azonnal, egylépésben centrifugalnak 3000 rpm-en,
5-10 percig, igy a vér alvadas kozben szétvalik a csében alul talalhatdo vorosvértest
frakciora és a felsd fibrincsomora . Az iivegfeliilettel érintkezve a vérlemezkék aktivalt
allapotba keriilnek és granulumtartamukat kibocsajtjak a fibrincsomoba. Eldallitasahoz
sem véralvadasgatlora, sem vérlemezke aktivatorra nincs sziikség, és a modszer
egyszerlien standardizalhato a megfeleld centrifugalis erd, és centrifugalas 1d6
intervallumanak fixalasaval %. Ennek ellenére a PRF nem alkalmas a PRP teljes korii
helyettesitésére, mivel a végtermék egy kompaktabb, 3D-s zselé, mely injekciéval nem
adhato be ¥7. (Bar az utobbi harom évben Choukroun és munkatarsai az eredeti PRF-et
atnevezték L-PRF-re, azaz Ileukocitdt tartalmaz6 PRF-re, ¢és a protokoll
megvaltoztatasaval 1étrehoztak egy igy nevezett |-PRF-et, mely beinjektalhatd. Azonban
a tudomanyos vilag tobbnyire még csak az eredeti protokoll alapjan eldallitott verziora

hivatkozik PRF-ként %) A PRF-et eredetileg fogaszati alkalmazasra fejlesztették, ahol
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a Szubmandibuléris csontpotlast kovetden az inyen keletkezett sériilés potlasara és
és proliferaciojat in vitro koriilmények kozott 9191, Legtobb esetben a miitéti beavatkozas
elott a PRF csomobdl kinyomjak, vagy hagyjak kicsepegni egy porusokkal teli feliileten
a szérumot, hogy egy stabilabb membrant kapjanak, melyet aztan a szovetsériilés helyére
varrnak be. A PRF membran szakszerii ¢és egyszerii eléallitasara kitek allnak az orvosok
rendelkezésére, melyek tartalmazzak a sziikséges vérvételi csoveket, a csovekkel
kompatibilis centrifugat, valamint a PRF csom6 folyadéktartalmanak eltavolitasahoz

sziikséges eszkozoket 192103 (10. abra).

10. d@bra A PRF membran elédllitisa. Uvegcsébe torténd vérvételt és centrifugdlast

kovetéen, a kialakult fibrincsomot kiveszik, osszepréselik, majd a visszamarado

membrant szovetregenerdacios célokra hasznaljak fel.

Forras: Yingdi Zhang et al. 2018. 2281.
A fogaszati alkalmazison kiviil a PRF membrant az ortopédidban csontpotlésra,
meniszkuszregeneralasra, izom- és szalagregenerélsra is eldszeretettel hasznaljak 10410,
Tovabba szerkezetének és dermadlis fibroblasztokra gyakorolt pozitiv sejtproliferacids
hatdsanak koszonhetéen a sebgyogyitas teriiletén is sikeresen alkalmazhato 107,
Csontpotlas soran Li Q. és munkacsoportja kimutatta, hogy a fagyasztva szaritas noveli a
PRF membréan pozitiv hatasat. A liofilizalt membran fokozatosabban, hosszabb idén
keresztiil bocsajtja ki a novekedési faktorokat, €s erdsebb oszteogenikus hatassal

rendelkezik, mint a friss PRF membran. A fagyasztva szaritds nem befolyéasolja negativan
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a biofaktorok stabilitasat, a fibrin szerkezetét és klinikai hasznalhatosagat a szakirodalom
szerint 1%,

Egyértelmi regenerativ hatasa és a PRP-vel szemben 1év6 szamos elonye mellett a PRF
membran eldallitasa és klinikai felhasznaldsa soran is felmeriilnek maig még megoldatlan
problémak. Egyrészt a steril csébdl valo kivétel utdn a membrant a miitdben, rendelékben
szeptikus koriilmények kozott preparaljak, mely a mitétet Kovetden a szovetek
feliilfertdzésédét okozhatja 1%°. Masrészt a PRF csomobol torténd folyadék eltavolitasaval
létrehozott membran szakitoszilardsaga gyenge, nehezen varrhat6. Ezenfelil a PRF
membran bioldgiai bomldsaban szerepet jatszo plazmin enzim és a feliiletén letapadt,
majd belsejébe migralt sejtek egyiittes hatdsdra a membran gyorsabban bomolhat le, mint

ahogy a szovet atépiilne, mely elégtelen regeneraciohoz vezethet 110111,

1.3.3. Autolég kondicionalt szérum (ACS)

Az autolog kondicionalt szérum egy a PRP és PRF alapjan késziilt termék, mely az
,Orthokine” fantazia néven valt ismerté. Lényege, hogy egy specidlis iiveggyongyoket
tartalmazé fecskenddbe teljes vénas vért vesznek, majd a vért 6-9 oran at inkubaljak
37°C-on, hogy a vérben 1év6 monocitak az iiveggel érintkezve aktivalodjanak és az IL-1
receptor antagonista (IL-1 RA) molekula nagy mennyiségben felszabaduljon 2. Ez a
molekula képes az oszteoartritiszban (OA) szerepet jatszo I1L-1 molekula receptorhoz
kotédését megakadalyozni, igy a degenerativ folyamatokat lassitani €s a fajdalmat
csokkenteni. A megalvadt vért az izolalas végén centrifugéljak, a szérumot leszivjak és
atszlirik sterilizalas céljabol, majd az OA-es betegek térdiziileti résébe injektaljak. Bar
rovidtavon sikeres tanulmanyokat készitettek hasznalatarol, melyben csokkentette az
OA-es betegek fajdalmat, hosszatavon nem sikeriilt pozitiv hatast kimutatni és tobb
tanulmany igazolta, hogy a placebondl nem fejtett ki jobb hatast 3. Ennek oka lehet,
hogy az IL-RA és egyéb gyulladasgatld molekulan (TGF-B, 1L-4) kiviil szamos
gyulladaskelté molekula (TNF-a, IL-1, 11-6) is felszabadul az inkubacio kézben, melyek

gyulladasba hozhatjak az iziiletet 114116,

1.3.4. Hiperakut szérum

A hiperakut szérum, vagy mas néven vérlemezkében gazdag fibrinb6l szarmazé szérum
(SPRF), mint neve is jelzi, az tiveg vérvételi csdvel izolalt PRF csomobol kinyert szérum,

melyet Dr. Lacza Zsombor és kutatdcsoportja szabadalmaztatott. A hiperakut szérum
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egyesiti a PRP és PRF eldnyeit, viszont in vitro kisérletekben az EDTA PRP-nél joval

hatékonyabbnak bizonyult. Kordbbi kisérleteink alapjan a hiperakut szérum

crer

......

EDTA PRP-hez képest 17120 Korabbi kisérletek soran a hiperakut szérum Osszetételét
Proteome Profiler analizissel vizsgaltuk €és hasonlitottuk 0ssze a vérszérum, vérplazma ¢€s
EDTA PRP o6sszetételével. Eredményeink szerint az angiogenikus, anti-angiogenikus
fehérjék és citokinek koziil 6sszeségében a PRP tartalmazta a legnagyobb mennyiségii
fehérjét, majd a hiperakut szérum, plazma és szérum kovetkezett a sorban. Tovabba
megallapithatd volt, hogy a PRP inkabb angiogenikus természetli fehérjéket, mig a
hiperakut szérum angiogenezist gatld molekulakat tartalmaz nagyobb mennyiségben.
Mivel a Proteome Profiler kvantitativ mérésre, és statisztikara nem alkalmas, pontos
kovetkeztetést nem tudtunk beldle levonni az dsszetételrdl 121, Az eldzetes kisérletek
alapjan a hiperakut szérum minden esetben szignifikansan jobbnak mutatkozott a PRP-
nél in vitro sejtes kisérletekben, viszont a pontosabb Osszetétel, €és oszteoartritikus
szovetekre gyakorolt hatasanak ismeretéhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy

humén vonatkozéasban is biztonsadggal alkalmazhato6 legyen.
1.4. Regenerativ terapias megoldasok a térdiziilet oszteoartritisz kezelésében

1.4.1. Az oszteoartritisz patomechanizmusa és tiineteti

Az OA a leggyakrabban el6fordulo iziileteket érintd degenerativ betegség. A vilag

crer

téle. Barmilyen iziiletben kialakulhat, de leggyakrabban a csipd és térdiziiletet érinti 122,

A betegség kialakulasanak okai nem pontosan ismertek, de szerepet jatszhat az életkor
(65 év feletti a betegnek nagy része), genetikai tényezdk, az elhizds, mozgasszegény
életmod, valamint a térdiziiletet ért sériilések 12%. A tiinetek kozé tartozik a kronikus iziileti
fajdalom, merevség, iziileti instabilitas és deformitas. A betegség f6 tiinetének sokaig a
degeneralodo, hianyos porcfelszint tekintették, de mara mar jol ismert tény, hogy egész
izliletet érinti, beleértve a szindviumot, a szalagokat, a szubkondrélis csontot és a

meniszkuszt'?,
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1.4.1.1. A porcszovetben bekovezketo valtozasok

Az egészséges felndtt porc extracellularis matrixb6l (viz, kollagén, proteoglikan,
kalcium) és porcsejtekbdl all. Az egészséges porcszovet épiilésének és lebomlasanak
folyamatat és sebességét a proteolitikus enzimek -tobbet kozott az MMPk-, a szdveti
matrixmetalloproteinaz gatlé fehérjék (TIMP) és az extracellularis matix fehérjék

termelédésének egyensulya szabédlyozza 1%

. Az OA esetén a porcsejtek normal
homeosztazisa felborul, €s az egyensuly eltolodik a proteolizis irdnyaba, mely a gyorsabb
bomlas és lassti matrix szintézis okan, valamint a gatolt TIMP fehérjék miatt hianyos,
degradalt porcfelszinhez vezet. A homeosztazis felborulasanak oka maig nem ismert,
annyi bizonyos, hogy az iziilet gyulladasa és a porcfelszint ért traumak elésegitik ennek
kialalakulasat. A kollagén és proteoglikan bomlasbol szarmaz6 molekulakat a szinovialis
membran makrofagjai felveszik és hatasukra gyulladasos citokineket kezdenek termelni,
féként 1L-6, IL-1B, TNF-a, IL-8 és IL-17 fehérjéket 12°. A gyulladaskeltd molekuldkat a
porcsejtek képesek sejtfelszini receptorukon megkdtni, mely tovabb gatolja a I1-es tipusa
kollagén termelddését, valamint fokozza az MMP-k keletkezését és indukalja a

kondrocitak apoptozisat 124,

1.4.1.2. A szinovialis membranban bekovetkezé valtozasok

Az sem pontosan ismert, hogy a szinovialis belhartya gyulladasa megel6zi vagy koveti a
porc és szubkondralis csontban kialakult valtozasokat. Mint kordbban emlitettem, a
porcdegradacio soran keletkezé molekulak képesek aktivalni a CD68+ makrofag tipusa
szinoviocitakat, melyek gyulladasos molekulakat termelnek (féként IL-6, 1L-1f, TNF-
a,), mely egyrészt tovabb bontja a porcszovetet, masrészt az immunrendszert aktivalva a
szinovilis membran gyulladasat idézik eld 27 (11. abra). A porc és szinovialis
fibroblasztok altali fokozott IL-1f termelés hatasara az IL-1RA szintje lecsokken a
szovetekben. Korabbi tanulmanyokban fokozott IL-1 receptor | (IL-1RI) expressziot
figyeltek meg a porcsériilésekhez kozeli porcsejtek felszinén, valamint a szinovialis
fibroblasztokon, mely az IL-1B megndvekedett kotédéséhez vezetett. Allatkisérletekben
kimutattak, hogy az IL-1p fokozza a sejtek metabolikus funciojat, példaul az MMP-1, 3
¢és 13 expresszidjat kondrocitdkban, valamit elnyomja a porcsejtek anabolikus funkcioit,

mely a gatolt kollagén II termelésben nyilvanul meg 124128,
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A TNF-a az IL-1B citokinnel szinergikusan hat és hatdsmechanizmusuk is hasonlo.
Receptora fokozottan expresszalodik porcsejteken, és fokozott termelédése gatolja a
proteoglikan szintézist, stimulalja az MMP-1, 2, 3, 9 és 13 termelddését, tovabba gatolja
a szoveti matrix metalloproteinaz gatlé fehérje (TIMP) termel6dését. Az IL-6 citokin
korabbi tanulmanyok szerint a TNF-a az IL-1B citokinek hatdsara kezd termelddni és
szintén noveli a porcsejtek katabolikus aktivitasat, az MMP-1, 3 termelédést, valamint
gatolja a kollagén II szintézist 2. A harom f9 citokin mellett szimos gyulladésos citokin
(IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IL-21, leukémia gatlo faktor (LIF)),
kemokinek (CCL-1, 2, 3, 5, fraktalkine, CXCL-10) és adipokinek (onkosztatin-M (OSM),
melyeket a makrofagok, szinoviocitak, oszteoblasztok, BM-MSC-k és porcsejtek mellett
az adaptiv immunrendszer sejtjei is termelnek 1%, Ezek nagy része igéretes lehet az OA
diagnézisaban, stadiuméanak megallapitdsaban, valamint potencialis terapias targetként.
A természetes immunvalasz mellett adaptiv és humoralis immunvalasz is kialakul
szinovitiszben, melyre a szinovialis membranba infiltralodott CD 3+ T-sejtek (mind a
CD 4+ helper és CD 8+ citotoxikus T-sejtek), valamint a B-sejtek a bizonyiték. S6t a
szinovialis folyadékbol szamos porcdegradacios fehérje ellen termel6dott antitestet

sikeriilt kimutatni korabbi tanulmanyokban OA-es betegek szinovialis folyadékaban 2°.
1.4.1.3. A szubkondralis csontban bekovetkezo valtozasok

Maig nem vildgos, hogy a szubkondralis csontrétegben bekovetkezd valtozasok
megeldzik-€ a porcdegradaciot, vagy annak okaként alakulnak ki. A két folyamat szoros
egyuttmiikodését jelzi a porc oligomer matrix fehérje (COMP) és csont szialo fehérje
(BSP) mennyiségének egyiittes novekedése korai OA-ban 128,

A szubkondralis csont tulajdonsédgait a remodellacié és modellacid egyensulya hatarozza
meg. A remodellacié soran a csontszovet bomlik és helyén 0j szovet keletkezik, tehat
atéptl a szovet, mig a modellacid soran a csont szerkezete és térfogata valtozik. A
szubkondralis csontban bekovetkezd szklerotikus valtozasokat és csontveldléziokat,
cisztakat MRI-vel lehet detektalni. A csontveldléziok, fibrozis és nekrozis mind a csont
fokozott metabolikus aktivacidjanak markere, jelenlétiik tovabbi porcdegradaciohoz
vezet. A csontveld elvéltozdsok helye €s progresszidja Osszefiiggésbe hozhato a

porcdegradacio stlyossagaval és helyével. A csontvelGciszta kialakulasanak folyamata

még nem pontosan ismert, de feltehetden a teljesen degradalt porcfelszin helyén a

29



DOI:10.14753/SE.2020.2373

csontveldbe szivargott szinovialis folyadék miatt kialakult megndvekedett intraartikularis
izlileti nyomas okéan alakul ki. A szubkondralis csont fels¢ részének folyamatos
vastagodasa, €s szerkezeti valtozasa figyelhetd meg, €és az iziileti porcszéleken uj
csontnovekedés indul meg, melyeket oszteofitaknak neveziink 130131, Az oszteoartritiszes
csontban az I-es tipusu kollagénszintézis fokozodik, azonban a kollagént alkotd lancok
heterotrimerjének aranya felborul, mely hipomineralizdcidhoz vezet. A folyamat
kialakulasaért az oszteoblasztok altal termelt TGF-B1 felelés. A megvaltozott szerkezeti
csont nem képes az 6t ér6 terhelést megfeleléen elnyelni és az iziiletben elosztani, mely
az iziilet tovabbi deformitisat okozza '?*. A szinovialis membrin makrofigjai és
fibroblasztjai altal termelt IL-6, IL-1B, TNF-a, és IL-17 citokinek a nuklearis faktor kappa
B receptor ligand (RANKL) szintézist fokozva eltoljak a RANKL/oszteoprotegerin
(OPG) aranyat, ami fokozza az oszteoklasztogenezist és gatolja az oszteoblasztok
miikddését és ezzel a csontreszorpcid irdnyéaba tolja el a csontanyagcsere folyamatat 132

(11. abra).
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11. dbra Az oszteoartritisz patomechanizmusa. Az oszteoartritisz az iziilet minden
szovetét érinti, beleértve a porc-, CSONt- és szinovidlis membrant. A gyulladasos fehérjék
fokozott termelddése gatolt matrix fehérjeszintézishez és emelkedett MMP expressziohoz

vezet, mely fokozott széveti degradaciot eredményez. Forrds: sajat dbra
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1.4.2. A térdiziileti oszteoartritisz diagnézisa és terapiaja

Az OA diagndzisdnak felallitasara szamos modszer all rendelkezésre. Radiologiai
modszerek koziil a kontrasztanyagos CT és MRI alkalmas az iziiletben bekovetkezett
valtozasok kiértékelésére. Ezekkel a moddszerekkel detektalhaté az iziileti rés
besziikiilése, a szubkondralis szklerdzis, az oszteofitdk, csontvel6lézidk és cisztak
jelenléte 133, A fenti tiinetek megléte szerint egy egységes skala, a Kellgren és Lawrence
osztalyozasi rendszer alapjan soroljadk a betegeket 4 kiilonb6z6 stadiumba, melyet az

alabbi tablazat szemléltet 13*.(12. abra).

1-es szint 2-es szint 3-as szint 4-es szint
iziileti rés esetleges oszteofitak és enyhe  kozepes nagysagu nagy oszteofitak az
besziikiilése, szkelrézis jelenléte, oszteofitak, az iziileti rés  iziileti rés szinte teljes
oszteofitak esetleges  az iziileti rés lathaté  jelentds besziikiilése, eltinése, stlyos
jelenléte mértékii besziikiilése  szklerozis és esetleges szklerézis, cisztak és
ciszta képz6dés, iziileti deformitas
iziileti deformitas

12. abra Keligren és Lawrence osztalyozdsi rendszer. Az OA betegek sulyossag
szerinti csoportba sorolasa az iziileti rés besziikiilése, a szubkondralis szklerozis, az
oszteofitak, csontveldléziok és cisztak jelenléte alapjan torténik. Forrds: Joseph
Antony et al. 2016. Conference Paper: International Conference on Pattern
Recognition, ICPR 2016, alapjan

A radioldgiai vizsgalat mellett szdmos betegkérddiv is alkalmas az OA
diagnosztizalasara. A csip6- és térdiziiletnél a WOMAC (Western Ontario and McMaster
Universities Arthritis) indexet hasznaljak a leggyakrabban, mely 33 kérdésen keresztiil
igyekszik az iziiletek érintettségét kideriteni. A beteg altal észlelt tiinetek, iziileti
merevség, fajdalom és a mindennapi €let korlatozottsagara maximum 100 pont adhat6, a
magasabb pontszam jobb funkciot feltételez. A skala hibéja, hogy aldbecsiili az aktiv

¢letvitelll, fiatalabb személyek funkcionalis korlatozottsagat. Emiatt gyakran hasznaljak
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a KOOS (Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score ) tesztet. Itt is 100 pont a
maximum elérhetd, és a magasabb pontszdm jobb funkciot feltételez 1. A betegség
kovetkeztében fellépd fajdalom felmérésére a VAS (Visual Analogue Pain Scale) tesztet
szokas alkalmazni. A beteg egy 0-100-ig terjed6 skalan jeloli meg 6nalldan az izliileti
fijdalom mértékét 3%, A Lysholm-Tegner féle teszt alkalmas a mobilitds és a
mozgastartomany besziikiilés detektalasara. Szintén 100 pont a maximalisan elérhetd,
ahol minél magasabb az elért pontszam, annal jobb allapotban 1évé iziileteket

feltételezhetiink 37 138,

1.4.2.1. Konzervativ terapias megoldasok

Az OA diagnosztizalasa utan kiilonb6z6 konzervativ kezelésekre van lehetdség, viszont
a betegséget gyogyitani jelenleg semmivel nem lehet, minddssze a f4jdalmat és gyulladést

tudjak csokkenteni, és kitolni a protézis beiiltetés idejét 3°,

Az egyszerl
fajdalomcsillapitok mellett a paracetamol tartalma gyogyszerek, nem szteroid gyulladas
gatlok a COX-1 és COX-2 receptorokra hatva csokkentik a fajdalmat és gyulladast, de
mellékhatasként gasztrointesztinalis panaszok 1éphetnek fel. Az Gjabb COX-2 specifikus
gyogyszerek kevesebb gasztrointesztindlis panaszt okoznak, ellenben novelik az
szivelégtelenség kockazatat. Kortikoszteroidokat is sikeresen alkalmaznak a fajdalom
mérséklésére, azonban mellékhatasaik miatt hosszutaviu kezelésre nem alkalmasak.
Kiegészitd terapiaként, illetve megel6zés céljabol nem vénykateles, gydgyszernek nem
mindsilo taplalékkiegészitok javasolhatoak, példaul a gliizaminoglikan, proteoglikan,

kondroitin-szulfat tartalmt készitmények 3,
1.4.2.2 Intraartikularis injekciok

Az OA-es betegek iziiletében a szinovialis folyadék mennyisége gyakran lecsokken,
Osszetétele megvaltozik, igy az iziileti porcfelszinboritas fokozott terhelésnek van kitéve,
mely tovabbi degradaciohoz vezet. Az igy kialakult fajdalmat és porcdegradaciot gyakran
hialuronsavas (HA) injekcioval szoktak csokkenteni az ortopédusok *4°. A hialuronsav a
szinovialis folyadék f6 oOsszetevéje, mely a tibia, femur és patella strlodasanak
csOkkentésében jatszik fontos szerepet, igy védve az egészséges porcfelszint a
sériillésektol. A hialuronsav injekciot altalaban heti egy alkalommal, akar 5-8 héten
keresztiil alkalmazzak. Szakirodalmi adatok szerint a WOMAC, KOOS, VAS teszteket
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alkalmazva a betegek tobb, mint felénél (59%) csokkentette a fajdalmat valamint ndvelte
a mobilitast a HA injekcio 44142,

A hialuronsav injekcié mellett széles korben elterjedt a PRP injekcio térdiziileti
alkalmazasa. Szdmos in vitro kisérletben vizsgaltdk a PRP hatdsmechanizmusat OA-es
térdiziiletben. Porcszovetben megndvelte az anabolikus funkciokat és lecsokkentette a
katabolikus folyamatokat, segitve ezzel a porc atépiilését, novelte a porcsejtek
Az OA-es kondrocitak apoptotikus jelatviteli utvonalanak génjeinek expresszidjat
csokkentette, mely a porcsejtek apotdzisat gatolta a beteg szovetben 146, A kondrociték és
szinoviocitak f6 gyulladasos molekuldjanak, az IL-1B-nak, valamint a katalitikus hatast
MMP fehérjék szintézisének csokkentésével, tovabba a HA szekrécid novelésével
javitotta a szinovialis folyadék Osszetételének minéségét. Az igy megnovekedett
viszkozitasu szinovialis folyadék hozzajarult a porcfelszin védelméhez 147149,

Szakirodalmi adatok szerint a PRP az IL-1 ¢s TNF-a szekrécid csokkentésével gatolta a

COX-2 fehérje génexpresszidjat, mely fajdalomcsokkenést eredményezett az iziiletben

crer

crer

181 Szignifikansan ndvelte a huméan oszteoblasztok proliferacidjat és

eldsegitette
””” 192153 Az egyértelmiien pozitiv kimeneteld in vitro sejt és
szovetkisérletek ellenére a klinikai tanulmanyok eredményei egymasnak ellentmondoak.
Szamos kisérlet szamolt be pozitiv, gyulladas és fajdalomcsokkentd hatasrdl, mig tobb
eredmény szerint a PRP nem mutatott jobb hatast egyéb intraartikularis injekcional, avagy
a placebonal. S6t, néhany esetben gyulladast idézett el €s rontott a betegek allapotan
154-156_
Szamos tanulmany késziilt a HA és PRP hatékonysagéanak dsszehasonlitasarol, viszont az
eredmények azonban eltér6ek voltak. Egyes tanulméanyok szerint a PRP injekcio
hetenkénti beadas utan nagyobb hatékonysaggal csokkentette a fajdalmat €s tiineteket,
valamint hosszabb ideig hatott, mint a HA injekcié 7%, Tobb kisérlet azonban a HA
estében mutatott ki szignifikdns javulast. Viszont a PRP és HA injekcié kombinacidja
minden esetben hatékonyabbnak bizonyult, mint egyenkénti hasznalata. Az injekciok
beadasanak ideje eltérd volt a kisérletekben, volt, ahol kéthetenként egy-egy injekciot
adtak be Gsszesen haromszor és volt, ahol hetente adtak be az injekciokat, de olyan is

eléfordult, ahol 6sszesen két injekcid beadasa tortént haromhetes sziinet kdzbeiktatasaval.
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Szakirodalmi adatok alapjan nincs jelenleg egységes rendszer a PRP injekciok beadasat
illetden 1°9-181, Egyrészt a beadott PRP térfogata eltérd, kb. 2-6 ml kozott valtozik, az
Osszesen beadott injekciok szdma is eltérd, €s az egyes injekciok beadasa kozott eltelt ido
is rendkiviil széles skalan mozog. Legtobb esetben csak 1 vagy 2 hetet vartak hasonléan
a hialuronsav injekcidhoz, de eléfordult egyhdnapos varakozas is. Az egységes
alkalmazasi protokoll problémdjat tovabb noveli a mar kordbban emlitett PRP
eldallitasban eléforduld egységesség hianya, mely magéaban foglalja az eltérd ideig és
fordulatszdmon torténd centrifugalast, az eldéallitdshoz sziikséges 1épések szamat és a
vérlemezke aktivalas modjaban torténd eltéréseket. A kezelésekben hasznalt PRP egy
része tartalmazott leukocitakat, mig masik részében nem volt megtalalhato fehérvérsejt
162

A PRP mellett més vérszeparacios termékek is alkalmazhatoak OA-ban. A kordbban
emlitett ACS alkalmazasa, mely az IL-1p atvonal gatlasan alapszik, szamos esetben
gyulladast eredményezett és tobb tanulmany szél alkalmazasa ellen '3, A szintén
kordbban részletezett hiperakut szérum in vitro sejtes €s csontveld explantos

kisérletekben szignifikansan ndvelte a porcsejtek, oszteoblasztok, BM-MSC-k

crer

szempontok alapjan, mint a PRP, viszont in vivo alkalmazis még nem tortént eddig 11718,

1.4.2.3. Miitéti megoldasok

A degradalddott porcfelszin helyreéllitasara szdmos artroszkdpos beavatkozas all mar
rendelkezésre. Hatranyuk egyrészt az, hogy a betegség patomechanizmusaba nem
avatkoznak be, igy az eredend6 problémat nem képesek megoldani, valamint gyulladt
szovetben ezek sem jelentenek hossza tavih megoldast. Alkalmazasuk csak kis teriileti
porchianyok kezelésére alkalmas. 2 cm?nél kisebb hianyok kezelésére a mikrofraktirat
lehet alkalmazi, melynek soran egy hegyes eszkozzel furast végeznek a porcon és csonton
at a csontveléig. Igy a BM-MSC-k vérrel keverve kidramlanak, és a bealvadt vérbe
tapadva, a vérrogben 1évo fibrinhal6t 3D-s vazként hasznalva elszaporodnak és kitoltik a
teret, kozben pedig kondrocitava differencidlodnak. A modszer problémédja, hogy az igy
kialakult rugalmasrostos jellege miatt a porc mindossze par évig alkalmas az iziiletre
nehezedd tehernek ellenllni 183185, Kis és kozepes nagysagu hianyok potlasara alkalmas
a mozaikplasztika, melynél a beteg sajat csontos porc rétegébdl henger alaki explantokat

izolalnak egy nem terheld régiobol és atiiltetik a terheld régidban 1évo porchiany helyére.
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Bar itt a porc hialin jellegge megmarad és ellenall a késdbbi terhelésnek, az eltavolitas
helyénél késébb panaszokat okozhat az igy ott fellépd hiany 266,

Az autolég kondrocita implantacié (ACI) akar 10 cm? terjedelmii hianyok poétlasara
alkalmas. Ennek soran azonban két artroszkopos beavatkozasra is sziikség van. E16szor
eltavolitanak egy rizSszemnyi nagysagu porcos részt, melybdl steril laboratoriumi
korélmények kozott kollagendz, prondz, esetleg tripszin enzimekkel izolaljak a
porcsejteket, melyeket felszaporitanak steril laboratoriumi koriilmények kozott, majd egy
masodik miitét alkalmaval egy mesterséges vagy természetes modon eldallitott hartyat
varrnak a porchiany felszinére és befecskendezik alé a porcsejt szuszpenziot. A modszer
laboratériumi része rendkiviil koltséges €s a képzodott j szovet szintén rostos jellegi,
kevésbé teherbirg 167169,

Az el6z6 modszer tovabbfejlesztett valtozata a matrix asszocialt kondrocita implantacio
(MACI). A mddszer annyiban valtozik az ACI-hoz képest, hogy az izolalt porcsejteket
egy 3D-s polimerhalora, vazra iiltetik és azon novesztik, majd ezt varrjak és ragasztjak be
a porchiany helyére. A probléma az el6z6nél is magasabb laboratériumi koltség, valamint
a rostos jellegli porc kialakulasa 170173,

A fent leirt modszerek a klinikumban mar hasznalt, meghonosodott modszerek, azonban
szamos még klinikai kisérleti vagy in vitro kisérleti fazisban 1évd technika létezik.
Elészeretettel hasznaljak a BM-MSC-t injekcio formajaban vagy 3D-S vazra novesztve
onmagukban, avagy porcsejtekkel keverve 4. A felnéttkori zsir- és BM-MSC-k
megfeleld szoveti koriilmények hatasara képesek csont-, porc-, izom-, zsir- és
idegsejtekké differencialodni. Porcszovetbe jutattatva az MSC-K elészor proliferalodnak
¢s kondroprogenitor sejtekké differencialodak, majd tovabb differencidlédnak és érés
utan kondroblasztta, majd kondrocitavé alakulnak 7.

A kondrogenezist fokozni lehet kiilsélegesen hozzaadott faktorokkal, mint az FGF-2 és
18, TGF-B, PDGF, IGF-1. Mivel a legfontosabb faktorok megtalalhatéak a vérben,
pontosabban a vérlemezkék o-granuluméban, a PRP ¢és PRF rendkiviil hatékonyan
alkalmazhatok ilyen célokra is. Szamos allatkisérletben sikerrel hasznaltak PRF-re

{iltetett és PRP-be szuszpendalt MSC-ket porcregeneralasra 106176177,

1.4.3. In vitro modellek hasznalata az oszteoartritisz tanulmanyozasaban
Az OA patomechanizmusanak, valamint az OA kezelések hatasanak tanulmanyozasara

szamos in vitro sejt és szovetmodellt hasznalnak a szakirodalomban mind allat, mind
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human vonalon. A legtobb modell egy sejttipust alkalmazo egy sejtréteg kultarajabol all,
vagy tobb sejttipus kokultirdjabol tevédik oOssze, melyeket vagy OA-es szdvetbol
izolalnak, vagy mesterségesen, citokinek hozzdadasaval keltenek OA-szerli patologias
allapotot a sejtekben 1788 A felhasznalt sejtek tipusa valtozatos kombinaciokban
porcsejt, oszteoblaszt, MSC, szinoviocitak, makrofagok €s egyéb immunsejtek lehetnek.
Az igy eldallitott modellek konkrét problémak vizsgalatira alkalmasak, mint az egyes
és olcso az elballitasuk, felépitésiik és molekularis, valamint sejtes miikodésiik nem
kozeliti meg a valodi iziiletét, igy a betegség okait és a kezelések hatékonysagat csak par
szempont alapjan vizsgaljak. Ezek alapjan egy konkrét OA kezelésrdl sem a
hatékonysagot, sem pedig a hatdsmechanizmust illetden nem lehet pontos kovetkeztetést
levonni. Allatokbol izolalt sejteknél ez a probléma tovabb fokozodik a fajok kozotti
eltérések miatt 181,

A fentiéknél korszeriibb és pontosabb vizsgalatokra alkalmasak a 3D vazakon tenyésztett
sejtek, valamint a szovetexplantok. Ezek fenntartasa bonyolultabb és joval koltségesebb,
a benniik végzett vizsgalatok standardizalasa pedig problémasabb. Viszont pontosabb
képet adnak a 2 dimenzids egysejtréteg kultara és kokultira modelleknél. Az explant
kulttrdknal hasznalt szovetek még nagyobb aranyban szadrmaznak allatbol — egér,
patkany, nyul, marha, kutya, diszn6 - mint a sejtes kisérleteknél, melynek foként etikai
okai vannak. Az egyes in vitro modellek el6nyeit és hatranyait a kovetkez6 tablazatban

foglaltam 6ssze 182187,
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2. tablazat Az oszteoartritisz kutatasban alkalmazott in vitro rendszerek elényei és

hatranyai. Forras: Cope P.J. és mtsai. 2019. 231.

Modell tipusa Elényok Hatranyok

2D egy - olcso - extracellularis matrix hianya

sejtrétegii - és hosszu ideig fenntarthato - 2D-ben a sejtek viselkedése

sejttenyészet ¢s fenotipusa eltér a szovetben
1év6 sejtekétol, konnyen
dedifferencialédnak a sejtek
- a kiilonboz6 sejttipusok
kozotti kommunikacié nem
vizsgalhato

2D Kokultara - olcso - extracellularis matrix hianya

- kdnnyen és hosszu ideig
fenntarthat6
- eltérd sejttipusok kozotti

kommunikacio is vizsgalhato

- 2D-ben a sejtek viselkedése
¢s fenotipusa eltér a szovetben
1év6 sejtekétol, konnyen

dedifferencialodnak a sejtek

3D monokultura

- extracellularis matrix
megléte, és a sejtek 3D-ban
torténo novekedése miatt

kozelebb van a fizioldgidshoz a

- koltségesebb
- rovidebb ideig fenntarthatod
- kiilonb6zd sejttipusok kozotti

kommunikaci6é nem

sejtek fenotipusa €s vizsgalhato
differencialtsaga
3D kokultura - extracellularis matrix - koltségesebb

megléte, és a sejtek 3D-ban
torténd novekedése miatt
kozelebb van a fiziologiashoz a
sejtek fenotipusa és
differencialtsaga

- eltéro sejttipusok kozotti

kommunikéci6 is vizsgalhato-

- rovidebb ideig fenntarthatod
- nehezebben standardizalhato

mérések
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Explant - a sejtek eredeti kornyezetben - koltségesebb
monokultura vannak jelen, igy fenotipusuk, - limitalt ideig fenntarthato
differencialtsaguk nem veszit - gyakori sejtnekrézis a szovet
eredeti allapotabol belsejében
- egy szoveten beliili sejtek - nehezebben standardizalhato
kozotti kommunikécio mérések
vizsgalhato - kiilonb6z6 szdvettipusok
kozotti kommunikacié nem
vizsgalhato
Explant - a sejtek eredeti kornyezetben - koltségesebb
kokultura vannak jelen, igy fenotipusuk, - limitalt ideig fenntarthato

differencidltsaguk nem veszit
eredeti allapotukbol

- kiilonb6z6 szovettipusok
kozotti kommunikécio

vizsgalhato

- gyakori sejtnekrozis a szovet
belsejében
- nehezebben standardizalhatod

mérések

Mivel az OA a teljes iziiltet érintd betegség és patomechanizmusaban egyértelmiien
kulcsfontossagli szerepet jatszik a kiilonb6z6 szovettipusok kozott lezajlo kommunikacio,
az OA-t vizsgald modelleknek tartalmaznia kell minimum a porc- és csontszovetet. Egyre
elterjedtebb az oszteokondralis explantok hasznalata, melyet altaldban IL-1B és/vagy
TNF-a citokinekkel hoznak az OA-ban lejatszodo gyulladasos allapotba, potolva ezzel a
szindvium és szinovialis folyadék hianyat, mely szamos gyulladasos citokint, kemokint
és egyéb fehérjéket tartalmaz. Az oszteokondralis modellekben elengedhetetlen lenne a
szinovium hasznalata, mivel csak citokinekkel lehetetlen a szinovitiszben lejatszodo

komplex immunolégiai folyamatok indukalasa 8.
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2.Célkitizések

2.1. Vérszérum, vérplazma, vérlemezkében gazdag plazma és hiperakut szérum

osszetétélének kvantitativ vizsgalata

A hiperakut szérum sejtproliferativ hatdsa joval erdteljesebbnek bizonyult a korabbi
kisérleteink alapjan, mint a vele dsszehasonlitott PRP sejtszaporito hatasa, melybdl arra
a feltételezésre jutottunk, hogy bar eldallitasa hasonlo, citokin, ndvekedési faktor és
egyéb fehérje-osszetételilkben eltérhetnek egymastol 17120, Ebbél kifolydlag korabbi
kisérletek soran Osszehasonlitottuk a hiperakut szérum, EDTA PRP, vérszérum ¢s
vérplazma Osszetételét Proteome Profiler analizissel. Eredményeink szerint az
angiogenikus fehérjék ¢€s citokinek koziil 6sszeségében a PRP tartalmazta a legnagyobb
mennyiségii fehérjét, majd a hiperakut szérum, plazma és szérum kovetkezett a sorban.
Mivel a Proteome Profiler nem ad megbizhaté kvantitativ eredményt, igy jelenlegi
vizsgéalatunk sordn az eltérdé aranyban eléforduld fehérjék mennyiségét multiplex
immunoesszével hasonlitottuk Ossze, valamint megvizsgaltuk a vérszeparatumok
altalanos laboratoriumi paramétereit. F6 célunk a hiperakut szérum, PRP, vérszérum és
vérplazma fehérje-Osszetételének pontos vizsgalata volt, kiilonds tekintettel a
gyulladaskelt6 és gyulladasgatlo fehérjek szintjére, tovabba az ionegyensuly, ALP enzim

akivitasanak és alakos elem mennyiségének 0sszehasonlitasara.

2.2. HypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolalt hiperakut szérum hatasanak

vizsgalata in vitro térd szévetmodellen

Miutan a hiperakut szérum szamos kisérletben hatékonyabbnak bizonyult
sejtproliferaciot illetden mint a PRP, valamint Osszetétele kevésbé gyulladaskeltd és
angiogenikus a PRP-nél, arra a feltételezésre jutottunk, hogy a PRP-hez hasonldéan
jotékony hatassal birhat a degeneralt OA-es iziileti szovetekre s6t, akar hatékonyabb is
lehet nala. A konkrét human kisérletek el6tt, hogy athidaljuk az in vitro sejtes €s a human
kisérletek kozotti szakadékot, egy 3D szovetmodellt hoztunk Iétre, mely tartalmazta az
OA-es térdiziilet mindharom f6 alkotoelemét, neveztesen a porc- és csontszovetet
valamint a szinovialis membrant. A szoveteket el6szor gyulladasba hoztuk két napon at
torténd IL-1p citokinnel torténd inkubécid soran, majd 6t napon at hiperakut szérummal
¢és kontrollként human szérum albuminnal kezeltiik. A hozzaadott hiperakut szérumot a

hagyomanyos iivegcso helyett egy, az erre a célra kifejlesztett specidlis fecskenddvel, a
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hypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolaltuk, mely alkalmas teljesen zart
rendszerben torténd vérvételre, szérumizolalasra, és a szérum steril, kozvetlenil a
felhasznalas teriiletére torténd bejutattasara. Kisérletiink célja egyrészt egy, az OA
vizsgalatara alkalmas 3D iziileti szovetmodell létrehozasa volt, melyben relevans
eredményeket kaphattunk a vizsgalt kezelések hatékonysagarol, tovabba az IL-1P
stimulaciod és a hiperakut szérum kezelés OA-es szovetekre kifejtett hatdsanak vizsgalata

volt, kiilonds tekintettel a gyulladasos fehérjék koncentraciovaltozasara.

2.3. Vérvételi iivegesovel és hypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolalt

vérlemezkében gazdag fibrinmembran tulajdonsagainak osszehasonlitasa

A fentebb leirt hypACT Inject orvostechnikai eszk6zbdl a hiperakut szérum izolalas utan
Kiszedhet6 a visszamaradt PRF membran, viszont formaja, atmérdje és vastagsaga eltér a
hagyomanyos vérvételi iivegcsOvel eldallitott membranétol. Mivel a PRF membran
szamos, fOleg sebészeti alkalmazasa soran fontos az anyag rugalmassaga ¢&s
homogenitasa; kisérleteink soran Gsszehasonlitottuk a vérvételi iivegesovel és hypACT
Injecttel izoldlt PRF membran mechanikai és bioldgiai tulajdonsagait. Ezenfeliil a
membranokat fagyasztis/olvasztas €s fagyasztva szaritas utan is teszteltiik, feltételezve,
hogy szerkezetiikben valtozast idéz eld a fagyasztas, olvasztas, és fagyasztva szaritas
folyamata. Célunk a klinikai €s sebészeti hasznalatra leginkabb alkalmas PRF membran

kifejlesztése volt.
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3. Modszerek

3.1. Vérszérum, vérplazma, vérlemezkében gazdag plazma és hiperakut szérum

osszetétélének kvantitativ vizsgalata
3.1.1. Vérszeparatumok izolalasa

A felhasznalt vérmintak 24-45 év kozotti, egészséges ndi €s férfi donoroktdl szarmaztak
(etikai engedély szama: 33106-1/2016/EKU). A vérszeparatumok izolalasanak moédja a
13.-16. abrakon lathatok. A centrifugalast kovetden az izolalast minden esetben steril

koriilmények kozott végeztiik.

L -

) b))
szérum B
:> 30 perces inkubacid l:> l_——> .
vorosvértest fr: 1ku10 {

5 perc ) 1700 ref L

13. abra Veérszérum izolaldasa. Vénas vert vettiink VACUTTE 9mL Z Serum C/A livegfala
vervételi csobe (a.) (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), majd 30 percen at
inkubaltuk szobahomérsékleten (a.). 1700 rcf-en 5 percen at centrifugaltuk (b.), melynek
soran a széerum- és vorosvertest-frakcio elvalt egymastol (c.). A szérumfrakciot leszivtuk

és tires centrifugacsobe tettiik (d.). Forras: sajat dbra

|+ Ld » =

vorosvértest frdkuo L plazma
5 pere &) 1700 ref \/— plazm

14. abra Vérplazma izolaldsa. Vénds vert vettiink VACUTTE 9mL K3EDTA és VACUTTE
3,5 ml natrium citrat 3,2% alvadasgatloval bevont miianyag vérvételi csévekbe (a.)
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), majd 1700 rcf-en 5 percen dt centrifugadltuk
(b.), melynek soran a plazma- és vorosvertest-frakcio elvalt egymastol (c.). A

plazmafrakciot leszivtuk és tires centrifugacsdbe tettiik (d.). Forrds: sajat dbra
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15. dabra PRP izoldldasa. Vénas vert vettiink VACUTTE 9mL K3sEDTA és VACUTTE 3,5
ml natrium citrat 3,2% alvadasgatloval bevont miianyag vérvételi csovekbe (a.) (Greiner
Bio-One, Kremsmiinster, Austria), majd 320rcf-en 12 percen dat centrifugaltuk (b.),
melynek soran a plazma- és vorosvértest-frakcio elvalt egymastol (c.). A plazmafrakciot
leszivtuk és tires centrifugacsobe tettiik (d.). Ezt 1700 rcf-en 10 percen at centrifugaltuk,
hogy a vérlemezkék leiilepedjenek a csé aljara (e.). A plazmabdl 0,5 ml-t hagytunk a csé
aljaban, a tobbit eltavolitottuk, igy ugyanannyi vérlemezke kevesebb térfogatban lesz
jelen (f.). Végiil a vérlemezkéket 10 1U trombinnal és 10 mg kalcium-kloriddal (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) aktivaltuk (g.-n.). Forrds: sajat dbra

42



DOI:10.14753/SE.2020.2373

b.) c.) d)

'@ng,@m@

vorosvértest
5 per 1700 ref 5 i
L O 1 frakcio

e) f) g) h) i)

(
W/

ll: < ~_—hiperakut szérum-\/

PRF membran

-

16. dbra Hiperakut szérum izoldldsa iiveg vérvételi csovel. Vendas vert vettiink VACUTTE
ImL Z Serum C/A iivegfalu vérvételi csobe (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria)
(a.), majd azonnal 1700 rcf-en 5 percen dt centrifugaltuk (b.), melynek soran az alvadt
fibrincsomo (PRF) és a vordsvértest-frakcio elvalt egymastol (c.). A PRF csomot steril
csipesz segitségével eltavolitottuk (d.) és aljardl a vorosvértesteket steril 0llo segitségével
eltavolitottuk (e.). A PRF csomot ezutan steril racsra helyeztiik (f.) és spatula segitségével
kinyomtuk beldle a hiperakut szérumfrakciot (g.), melyet centrifugacsébe gyiijtéttiink
ossze pipetta segitségeével (h.). A racs tetejéen maradt kompakt szerkezetii hartya a PRF

membran (i.). Forrds: sajat abra

3.1.2. Laboratoériumi paraméterek mérése

Els6ként a PRP és vérplazma, valamint vérszérum és hiperakut szérum ion- és sejtes
Osszetételét hasonlitottuk Ossze, altalanos laboratoriumi mérésekkel. Bar korabbi
kisérleteinkben kizarolag EDTA PRP-t hasznaltunk, felmeriilt, hogy az EDTA esetleg
szignifikdnsan noveli a MPV-t rontva ezzel a vérlemezkék funkcidjat. Igy citrat PRP és
citrat vérplazma mintékat is belevettiink utélagosan a vizsgélatba.

A vizsgélt ionok (kalcium, magnézium, réz, cink, vas, natrium, kalium, foszfat)
Coulter AU5800 automata laboratoriumi miiszerrel (Beckman Coulter Inc., Brea, CA)

hataruztuk meg a mintadkban. A vordsvértest, fehérvérsejt és vérlemezke szam (n=4)
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Sysmex XN-1000 Sa-01 sejtszamlalé késziilékkel (Sysmex Hungary, Budapest,
Magyarorszag) keriilt meghatarozasra a Semmelweis Egyetem Klinikai Kozponti
Laboratoriumaban. Minden esetben 4  parhuzamos mintdt mértink le

vérszeparatumonként, melyek 4 kiilonboz6 egyénbdl szarmaztak.

3.1.3. Fehérje-osszetétel mérése multiplex immunosszé és enzimkapcsolt

immunoszorbens analizissel (ELISA)

Korabbi Prometo Profiler adataink alapjan az EDTA PRP szignifikdnsan tobb
angiogenikus és gyulladasos fehérjét tartalmaz, mint a hiperakut szérumban, azonban a
Proteom Profiler moédszer nem alkalmas kvantitativ mérésekre. Igy korabbi
eredményeink alapjan kivalasztottunk 23 gyulladaskeltd, gyulladasgatlo és angiogenikus
fehérjét, melyeknek mennyiségét a vérszeparaitumokban Human Magneses Luminex
(R&D System Inc., Minneapolis, Canada) és ELISA (Abcam, Cambridge, UK)
modszerekkel hataroztuk meg (3. tablazat). Minden esetben 8 parhuzamos mintat

mértiink le vérszeparatumonként, melyek 8 kiilonb6z6 egyénbdl szarmaztak.
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3. tablazat A vérszeparatumokban multiplex immunosszével és enzimkapcsolt

immunoszorbens analizissel vizsgalt fehérjék

Szisztémas gyulladaskelté  Vérlemezke eredeti
Gyulladasgatlo fehérjék

fehérjék gyulladaskelté fehérjék
kitinaz 3-szerti fehérje 1
EGF IL-1RA
(CHI3L1)
komplement komponens 5a ) )
VEGF angiopoetin
(Cha)
IL-17a trombospondin-1
CD40 ligand (CD40L) PDGF-AA
C-reaktiv fehérje (CRP) PDGF-BB
oszteopontin TGF-B

extracellularis matrix
metalloproteinaz indukator  fibrinogén

(EMMPRIN)

lipokalin-2

pentraxin-3

mieloperoxiddz (MPO)

aktivalt leukocita sejt
adhéziés molekula

(ALCAM)

CD97

komplement komponenes 1
Q receptor 1 (C1gR1)

CXCL-5
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3.2.HypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolalt hiperakut szérum hatasanak

vizsgalata in vitro térd szévetmodellen
3.2.1. HypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolalt hiperakut szérum eléallitasa

A hypACT Inject a munkacsoportunk altal fejlesztett, engedélyeztetett orvostechnikai
eszkoz, mely alkalmas a hiperakut szérum izolalasara zart, steril koriilményék kozott,
valamint az eszkoz alkalmas a szérum szervezetbe vald visszajuttatasara szintén steril
modon. Felépitése és mukodése alapjan egy belsd livegbetéttel rendelkezd fecskendo.
(17. abra). Az in vitro kisérletekben felhasznalt vérmintak 24-45 év kozotti, egészséges
né ¢és férfi donoroktol szarmaztak (etikai engedély szama: 33106-1/2016/EKU,

2016.07.12.). A mintak 5 donortdl szarmaztak és poolozasra keriiltek hasznalat el6tt.

i +—— hiperakut
szérum

| L) g)
- ‘ ﬂ - & PRF membran
=

¥
4
&

=

gperc &) 1700 ref

17. abra Hiperakut szérum izolalas hypACT Inject eszkozzel. A vérvételhez elsokeént
behelyeztiik a dugattyut, majd alulra szarnyas tiit csatlakoztattunk. A dugattyut felfelé
huzva az eszkozzel 18 ml vénas vert vettiink (a.). Ezutan a tiit eldobtuk és helyére
felcsavartuk az ugynevezett vordsvértest tarolot (b.), majd a dugattyut lefele nyomva
megtoltottiik ezt is verrel (c.). A dugattyut eltavolitottuk, és 1700 rcf-en 8 percen at
centrifugaltuk az eszkozt. (d.) A centrifugadlas alatt a PRF csomo és a vordsvértest
frakcio ugy valtak szét, hogy a felso, iiveg részben kizarolag a PRF csomo, mig az

also, milanyag vorosvertest taroloban a vordsvértest és fehérversejtek helyezkedtek el
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A dugattyut visszahelyeztiik és lefele nyomtuk, igy a PRF csomo az eszkoz aljaba épitett
sztirohoz nyomodott, mikozben a hiperakut szérumot kipréseltiik a sziiron at, és vékony
sugarban az eszkoz aljan levo lyukon egy steril centrifugacsobe engedtiik (f.). Az eszkoz
aljardl steril spatula segitségével eltavolitottuk az alsé zdrészelepet, melynek belsé
oldaldhoz csatlakozik a sziiré. Ennek feliileten volt talalhato a hiperakut szérum
kipréselése utan visszamaradt PRF membran, melyet steril csipesz segitsegével lehuiztuk

a muanyag feliiletrdl (g.). Forras: sajat abra

3.2.2 In vitro térd szovetmodell eléallitasa

Rutin  térdprotézis miitét soran eltavolitott (Ortopédiai Klinika, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, Semmelweis Egyetem, Budapest, etikai engedély szama: 33106-
1/2016/EKU) hialinporcbol és szubkondralis csontbol 5 mm atmérdjti korkéssel egyenld
nagysagu darabokat izolaltunk steril koriilmények kozott, mig szinovialis membran
izolatumbol 5 mm? alapteriiletii darabokat vagtunk szike segitségével. A csont
blokkokbol 5 darabot, porcbdl 4 darabot tettiink lyukanként egy 12 lyuku, alacsony
kitapadast biztositd lemez aljara. Ezutan minden lyukba 0,4 um porusnagysagu transwell
inzertet (Corning, New York, USA) helyeztiink, melyekbe 2-2 darab szinovalis membrant
tettink. A 0,4 pm porusnagysag szabad aramlast enged a sejtek altal kibocsatott
szoveteket alkoto sejtek tudjanak egymassal kommunikalni, azonban a helyvaltoztatasuk
akadalyoztatva legyen (18. abra A. Panel). A szoveteket 4 ml/lyuk Dulbecco’s modified
Eagle’s medium Ham’s F-12 1:1 Mix (DMEM/F12) (Lonza, Walkersvillw USA)
tenyészt0 oldatban tartottuk, mely tartalmazott 12 mM Hepest és L-Glutamint (Lonza,
Walkersvillw USA). A tenyészté oldatot 50 ug/ml L-aszkorbinsav-2 fosztfattal (Sigma-
Aldrich, St. Louise, MO) és 2ug/ml Primocin oldattal (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
egészitettiik ki. Fehérjeként 5% human albumin oldatot (20%-0s) (Biotest, Dreiech,
Germany) hasznaltunk. Az oldathoz tovabbi 10 ng/ml IL-1p citokint tettiink, melynek
célja az volt, hogy az erésen gyulladasos szoveti kdrnyezetbdl kiemelt szovetexplantokat
tapanyagdus tenyésztdoldatba téve, ne csokkenjen a gyulladés szintje a kezelés eldtt. Két
napig tartdé inkubacié utdn a szoveteket eltavolitottuk a lemezrdl, haromszor mostuk
PBS-el, hogy a citokint eltavolitsuk a szovetek feliiletér6l, majd IL-1B citokint nem
tartalmazo oldatot tettiink a szovetekre. A mintdk felénél tovabbra is human szérum

albumint hasznéltunk, viszont a kezelt csoportnal az albumin oldatot 10% hiperakut
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szérummal helyettesitettiik (18. abra B. Panel). Az 5% human szérum albumin és 10%
hiperakut szérumfehérje tartalma kozel azonos volt, igy ugyanannyi tapanyagot
biztositottunk a sejteknek. A 2., 5., és 7. napon torténd tenyésztéoldat csere soran mintat
vettiink minden lyukbél és 20 °C-on taroltuk. Osszesen 12 biolégiailag kiilonbozd
modellt készitettiink 4 kiilonb6z6 beteg szoveteivel, a méréseket duplikatumban hajtottuk

végre.

3.2.2. Szovetek életképességének mérése

A.

transwell inzert
tenyésztéd médium szinovialis membran
csont
porc

filter membran

- IL-1 béta + hiperakut szérum

... [ >
P

szovet izolalas

-IL-1 béta + human szérum albumin
-IL-1 béta

-1. nap|(0. nap

18. dbra Az in vitro OA térd modell felépitése és a kisérlet menete. Egy 12 lyuki lemez
minden lyukdnak aljan 5-5 darab szubkondrdlis csont és 4-4 darab hialinporc blokkot
helyeztiink el, melyek alapteriilete azonos volt. A lyukakba transwell inzertet helyeztiink,
melyeknek permedbilis membranja 0,4 um nagysdagi. Az inzertekbe 2-2 darab 5 mm?
alapteriiletii szinovidlis membrant helyeztiink. A szinovidlis folyadékot a sejttenyésztd
oldat helyettesitette (A. panel). A kisérlet elsé két napjan IL-1p citokinnel stimulaltuk a
szoveteket, majd human szérum albumin és hiperakut szérum tartalmu tenyésztéoldatban

novesztettiik oket (B. panel). Forras: sajat abra
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A kisérletek 2., 5. és 7. napjan meghataroztuk a szovetek életképességét Cell proliferation
Kit IT (XTT, Roche, Mannheim, Germany) segitségével. Az essz¢ a sejtek mitokondrialis
NADH redox potencialjat méri. Az XTT esszében 1évo tetrazdlium szarmazékot a sejtek
mitokondrialis NADH lanca formazanna alakitja, mely narancssarga szinnel a
sejttenyésztd oldatba keriil. 4 oras inkubaci6 utan 480 nm hullamhosszon, 650 nm
referencia hullamhosszt hasznalva lemértiik az oldatok abszorbanciajat PowerWave
mikroplate spektrofotométerrel (BioTek, Winooski, VT, USA). Az optikai denzitas (OD)
értékeket a szovetek egyenkénti szaraz tomegével normaltuk, mivel a szévetekben 1évo
sejtek szamat nem ismertiik, valamint a csont és szinovialis membran szévetblokkok
tobbféle sejtet tartalmaztak, ahol az egyes sejttipusok életképessége egymastol eltérd

lehet.
3.2.3. Szinovialis folyadékminta gyiijtése

A Kellegren-Lawrence skala szerinti 2-es és 3-as osztalyba sorolt OA-es betegektdl
(n=12) leszivott felesleges szinovialis folyadékot -20 °C-on fagyasztottuk (etikai
engedély szdma: 6906/2017/EKU).

3.2.4. Szivettenyészté6 oldat és human szinovialis folyadékmintak citokin

osszetételének mérése multiplex immunoesszével

A szakirodalom alapjan 39 citokint valasztottunk ki, mely megtalalhato az OA-es
szinovialis folyadékban, és szerepet jatszhat a betegség patomechanizmusaban. A
fehérjéket a betegség patomechnizmusaban betoltott szerepiik szerint a kovetkezd

csoportokba osztottuk:

1. Az OA 16 gyulladasos citokinjei: 1L-1f3, IL-6 receptor alfa (IL-6Ra), TNF-a, IL-8, IL-
12, IL-17A, IL-15, IL-18, IL-22

2. Gyulladasos  kemokinek: ~ CCL-1, CCL-2, CCL-3, CCL-5, CXCL-10,
CX3CL1/fraktalkin

3. Gyulladdsgatlo citokinek: 1L-1 receptor antagonista (IL-1RA), IL-4receptor alfa
(IL-4Ra), IL-13

4. Matrix metalloproteinazok és aggrekan: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
MMP-13, aggrekan

5. Széveti atépiilés biomarkerei: kollagén I alfal (COL1AL), oszteonektin, RANKL
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6. Egyéb gyulladdsos fehérjék: 1FN- y, IL-2, 1L-33, rezisztin, CD163, IL-23, IL-10,
IL-31, LIF, OSM, IL-5, VEGF-A, IL-7

A kisérletek soran Osszegyujtott és a mérés napjaig -20°C-on tarolt feliiliszd ¢€s
szinovialis folyadékmintakat, valamint a szoveti mintak kezelésére hasznalt 5% human
szérum albumint és 10% hiperakut szérumot tartalmazd tenyészté oldatokat Human
Maigneses Luminex Esszével (R&D System Inc., Minneapolis, Canada) mértiik le,
Magpix Luminex Xmap Technologiaval (Thermofischer Scientific, Waltham,
Massachuetts, USA) 1,

A szovetek altal termelt fehérjék mennyisége fiigg a szovetet alkotd sejtek
¢letképességétol, ezért a mért fehérjekoncentracios értékeket normaltuk a szovetek
altagos életképességével. A szamolasnal a kiindulasi szovetéletképességet (IL-1B
citokinnel nem stimulalt 0. nap) 1-nek véve, az ehhez az értékhez viszonyitott valtozassal
normaltuk a koncentracids adatokat, hogy az értékek oszlopdiagrammon abrazolhatoak

legyenek.

3.3.Vérvételi iivegesovel izolalt és hypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolalt

vérlemezkében gazdag fibrinmembran tulajdonsagainak ésszehasonlitasa
3.3.1. Mintaelokészités

A PRF membranok izolalasa a 16. és 17. abraken bemutatott modon tortént. A
membranokat a kisérletek soran frissen, fagyaszott/olvasztottan €s fagyasztva szaritottan
hasznaltunk. A fagyasztott/olvasztott PRF membrant az izoldlas utan -20°C-on
fagyasztottuk egy éjszakan at, majd +4°C-on olvasztottuk ki. A fagyasztva szaritott
mintakat fél orara -80°C-ra helyeztiik, majd egy éjszakan at -54 °C-on, 12 Pa nyomas
alatt fagyasztva szaritottuk liofilizatorban (Labconco, Canvas City, USA). A mintakat a
kisérletek el6tt magnéziumion és kalciumion mentes foszfat puferrel (PBS) (Lonza,
Walkersvillw USA) megnedvesitettiik.

3.3.2. Mechanikai tulajdonsagok vizsgalata
3.3.2.1. Szakitészilardsag vizsgalata

A friss, fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott, tivegcsovel (GT) és hypACT Inject
orvostechnikai eszkozzel izolalt (HI) PRF membranok szakitoszilardsagat univerzalis

tesztel6géppel mértiikk meg (Instron 5566) (Budapesti Miiszaki Egyetem, Fizikai Kémiai

50



DOI:10.14753/SE.2020.2373

és Anyagtudomanyi Tanszék). A mintakbdol 10 mm atmérdji, 25 mm hosszi darabokat
vagtunk szike segitségével, majd hosszanti iranyban mindkét végiiket gumibevonatos
bilinccsel rogzitettiik. A két bilincs kozotti kezddtavolsag 5 mm, a huzédfesziiltség 10
mm/perc volt minden esetben. A miiszer a minta maximalis terhelését rogzitette, melynél
a mintak elszakadtak és ebbdl keriilt kiszamitasra a szakitoszilardsag az S=F/A képlet
segitségével, ahol az F a maximalis eré (N), az A az egységnyi teriilet (m?). A terhelési
gorbét Instron Bluehill szoftverrel rogzitettiik (Grove City, PA, USA).

A varrhatosag ellendrzésésének céljabol a PRF membranokat megkiséreltiik rutin
térdprotézis miitét (Ortopédiai Klinika, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Semmelweis
Egyetem, Budapest, etikai engedély szama: 33106-1/2016/EKU) soran eltavolitott
hialinporcos femurvégen mesterségesen kialakitott porchianyba varrni nylon (ethilon)
fekete monofil, 6-0, P1 tivel ellatott fonallal (Ethicon Inc. Sommerville New Jersey,
USA).

3.3.2.2. Feliileti és szerkezeti vizsgalat pasztazé elektronmikroszképpal (SEM)

A membranok feliiletének mikrostruktirajat pasztazo elektronmikroszkoppal (JEOL
JSM-8380LA, Jeol Ltd. Toki6, Japan) vizsgaltuk. A mikroszkdpos vizsgalat el6tt a
mintdkat 2,5% glutdraldehiddel fixaltuk 20 percen at. Ezt kovetéen a membranokat
dehidrataltuk felszallo alkoholsorral (50%, 70%, 80%, 90%, 100% etanol) egyenként 5
percen at. Végiil a mintdkat 100% hexametildiszilazan (HMDS) kezeltiik 5 percen at,
melyeket elszivofiilke alatt hagytunk egy ¢jszakan at, hogy a HMDS elparologhasson. A
mintak felszinét kozvetleniil a mikroszkopozas eldtt arannyal vontuk be (JEOL JFC-1200

crer

SEM-mel vizsgaltuk.
3.3.3. Biologiai tulajdonsagok vizsgalata
3.3.3.1. Elé/halott sejtfestés

A PRF membranba fizioldgidsan beagyazodott vérsejteket é16/halott festéssel vizsgaltuk.
A membranokat haromszor mostuk PBS-sel majd 1 ml PBS-ben inkubaltuk 30 percig,
melyhez 1 uM Calcein-AM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) és 5 pg mL ethidium-
homodimert (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) adtunk. Ezutan Gjabb haromkorés mosas
kovetkezett PBS-sel. Konfokalis mikroszkoppal (Nikor A1R, Nikon Instrument Inc.
Melville, USA) 20-szoros nagyitason Z-stack képeket készitettiink (Magyar Tudomanyos
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Akadémia, Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet). A képek maximalis intenzitasat

abrazoltuk Fiji-ImageJ szoftverrel .
3.3.3.2. Mezenchimalis dssejtek életképességének mérése

BM-MSC-ket (MSCs, ATCC, Manassas, VA, USA) tenyésztettiink T-75 tenyésztd
flaskaban (Biologix, Shandon, Kina), tenyészté inkubatorban 37°C-on, 5% CO2 szint és
95%-o0s paratartalom mellett. A sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s mediumban
(DMEM) (Lonza, Walkersvillw USA) tartottuk, mely 4,5 g/L gliikozt, piruvatot,
GlutaMAX™-ot (Gibco, Paisley, Scotland), 10% magzati borji szérumot (FCS), 2 pl/ml
Primocint (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) és 0,75 ng/ml fibroblaszt novekedési faktort
(bFGF, Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA) tartalmazott. A sejttenyészté médiumot
kétszer cseréltiik hetente.

Az MSC-ket 24 lyuku, letapadasgatloval bevont lemezekre tettilk, minden lyukba Y4
hypACT eszkozzel izolalt membrant, és 2 iivegesdvel izolalt membrant tettiink, melyeket
tomegiik alapjan standardizaltunk. Ezutan minden lyukba 35 ezer sejtet tettiink. A
kisérletek 1., 7. és 14. napjan meghataroztuk a sejtek életképességét Cell proliferation Kit
II (XTT, Roche, Mannheim, Germany) segitségével. 4 6rds inkubacidé utan 480 nm
hullamhosszon, 650 nm referencia hullamhosszt hasznalva lemértiik az oldatok
abszorbanciajat PowerWave microplate spektrofotométerrel (BioTek, Winooski, VT,
kalibracios gorbét készitettiink, hogy a sejtéletképességi adatokbol kiszdmoljuk a
sejtszam értékeket.

A membranok nedves tomegét lemértiik a kisérletek 1., 3., 6., 8., 10. és 13. napjan digitalis

analitikai mérleggel.
3.3.3.3. Iny fibroblaszt sejtek életképességének mérése

fnysejt fibroblasztokat (hnGF, ATCC, Manassas, VA, USA) tenyésztettiink T-75 tenyészto
flaskaban (Biologix, Shandon, Kina), tenyészté inkubatorban 37°C-on, 5% CO3 szint és
95%-0s paratartalom mellett. A sejteket Dulbecco’s modified Eagle’s medium HAM’s F-
12 1:1 keverékében (DMEM/F-12) (Lonza, Walkersvillw USA) tartottuk, mely 12mM
Hepes, L-Glutamin (Lonza, Walkersvillw, MD, USA), 10% magzati borju szérumot
(FCS), 2 ul/ml Primocint (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) és 0,75 ng/ml fibroblaszt
novekedési faktort (bFGF, Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA) és 50ug/ml L-

52



DOI:10.14753/SE.2020.2373

aszkorbinsav-2 foszfatot tartalmazott. A sejttenyésztd médiumot kétszer cseréltik
hetente.

Az hGF sejteket 24 lyuku, letapadasgatloval bevont lemezekre tettiik, minden lyukba Y4
hypACT eszkozzel izolalt membrant, és V4 tivegesdvel izolalt membrant tettiink, melyeket
tomegiik alapjan standardizaltunk. Ezutan minden lyukba 35 ezer sejtet tettiink. A
kisérletek 1., 7. és 14. napjan meghataroztuk a szovetek életképességét Cell proliferation
Kit Il (XTT, Roche, Mannheim, Germany) segitségével. 4 6ras inkubaci6 utan 480 nm
hullamhosszon, 650 nm referencia hullamhosszt hasznalva lemértiik az oldatok
abszorbanciajat PowerWave microplate spektrofotométerrel (BioTek, Winooski, VT,
kalibracios gorbét készitettiink, hogy a sejtéletképességi adatokbol kiszamoljuk a
sejtszam értekeket.

A kisérletek 3., 5. és 7. napjan feliiluszot gyljtottiink, melyekben meghataroztuk az 1.

“y ey

Cambridge, UK).
3.3.3.4. Plazmin enzim aktivitasanak mérése

A membranok endogén bomlasi képességének meghatarozasara plazmin enzim aktivitas
esszét végeztiink. 50 mM szubsztrat oldatot készitettiink 157,5 pl dimetil-szulfoxidbol
(DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 5 mg N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-Lys 4-
nitroanilid acetat sobol (Sigma-Aldrich, St. Lousie, MO, USA). 97 ul esszé pufferhez (0,1
M NasPOs, pH 7,8) 2 pul szubsztrat oldatot adtunk, majd 50 mg sulyt PRF membran
darabot adtunk hozza. Az oldat abszorbancigjat 410 nm-en mértiik le, kinetikusan,

PoweWave XS microplate spektrofotométerrel.
3.4. Statisztikai analizis

Adatsorainkon D'Agostino-Pearson normalitas Vvizsgalatot végeztiink, majd egyutas
varianciaanalizissel (ANOVA) és Tukey post hoc teszttel hasonlitottuk Ossze az
adatainkat. A kiilonbségeket p<0,05 esetén vettiik szignifikansnak. Az abran * #.1 jel6ltiik
ahol 0,01<p<0,05, **, ##, # jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és ***, ###, Ht jeloli, ahol a
p<0,001.

A korrelacioanalizist Pearson-féle korrelacios teszttel végeztiik. A kiilonbségeket p<0,05

esetén vettilk szignifikansnak. A korrelaciot r>0,75_nagyon szorosnak vettik. A
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statisztikai analizishez Prism GraphPad 7 szoftvert (Irvine, CA, USA) hasznaltunk. Az
eredményeket pedig atlag + standard hibaként abrazoltuk.

54



DOI:10.14753/SE.2020.2373

4. Eredmények

4.1. Vérszérum, vérplazma, vérlemezkében gazdag plazma és hiperakut szérum

osszetétélének kvantitativ vizsgalata
4.1.1. Laboratoriumi paraméterek mérése

Els6ként a fontosabb ionok és az inorganikus foszfat mennyiségét, az ALP enzim
aktivitasat, valamint a vér sejtes alkotdinak mennyiségét hasonlitottuk Ossze a
vérszeparatumokban. Bar korabbi kisérleteinkben ¢€s a tovabbiakban csak az EDTA PRP
¢s plazmat vizsgaltuk, szakirodalom szerint a cirat és EDTA segitségével eldallitott
plazmatermékek eltérnek az izolalhato vérlemezke szamban és azok funkcidjaban, melyet
az atlagos vérlemezke térfogat jellemez.

Meéréseink alapjan a kalciumion koncentracié szignifikansan magasabb volt EDTA és
citrat PRP-ben és szignifikdnsan alacsonyabb volt EDTA ¢és citrat plazméban, mint
vérszérumban és hiperakut szérumban. A magnéziumion szintje érdekes moédon EDTA
plazmaban volt a legalacsonyabb, mig EDTA PRP-ben szignifikansabb magasabb volt a
tobbi mintaval osszevetve. Az EDTA és citrat PRP-ben eléforduld magas kalciumszint
az eléallitas modjabol adodik, mivel a PRP aktivalasa trombin mellett kalcium-kloriddal
tortént. A kaliumszint szignifikdnsan emelkedett értéke az EDTA PRP és plazma
mintakban a K3EDTA bevonati csovekb6l adodott, mig a natriumion emelkedett
koncentracioja a citratos mintakban a natrium-citratos csovekbdl eredt. A réz-, cink-, és
vasionok koncentracidja szignifikansan alacsonyabb volt EDTA PRP és plazmaban, mint
a szérum ¢és hiperakut szérumban a KsEDTA kelatképz6 képessége miatt. A foszfat ionok
mennyisége csak a citrat PRP-ben tért el a tobbi mintatdl, itt szignifikansan alacsonyabb
koncentraciot mértiink. Az ALP enzim aktivitisa az EDTA-t tartalmazé mintakban
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mivel az EDTA kelatot képez a magnézium-, és
cinkionokkal, melyeknek nélkiilozhetetlen szerepe van az ALP enzim stabilitasaban
(19. abra A. Panel).

A sejtes elemeket a PRP mintdk aktivaladsa eldtt mértiik le, hogy megdrizziik a
vérlemezkék membranjanak épségét. Az EDTA ¢és citrdt PRP mintak tartalmaztak
vorosvértestet a legnagyobb szamban. A fehérvérsejtszam a citrat PRP-ben volt a
legmagasabb. A vérlemezkeszam szignifikdnsan magasabb volt EDTA PRP-ben, mint

citradt PRP-ben, mig a tobbi szérum ¢€s plazmamintaban rendkiviil alacsony szdmban
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fordult csak el6. Az MPV értéke értelemszeriien a szérum és hiperakut szérum mintakban
nulla volt, mivel itt aktivalt allapotban voltak a vérlemezkék, tehat membranjuk szétesett.
Az EDTA ¢s citrat PRP kozott nem talaltunk kiilonbséget a vérlemezke funkcidban.
Miutan megbizonyosodtunk réla, hogy a PRP nem rontotta a vérlemezkék funkciojat a

tovabbi mérésekben mar csak EDTA PRP-t hasznaltunk (19. abra B. Panel).
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19. dbra Relevans ionok koncentracidjanak, az ALP enzim aktivitisinak, valamint a

fL

n

vér alakos elemeinek mennyiségi osszehasonlitasa. AZ EDTA felboritotta a PRP
ionegyensulyat, valamint gatolta az ALP enzim aktivitasat. A citrat 1S okozott kisebb
eltéréseket az ionosszetételben, mig a szérum és hiperakut szérum ionegyensulya

megmaradt, és az ALP enzim miikodését sem befolyasolta az eléallitas modja (A. Panel).
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A vorosvertestek és a verlemezkék szama EDTA PRP-ben volt a legmagasabb, mig az
MPYV értékében a citrat és EDTA PRP kozétt nem volt szignifikans eltérés (B. Panel).
(n=4, * jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jelili, ahol 0,001<p<0,01, és *** ### jeloli,
ahol a p<0,001, a # jeloli azokat az oszlopokat, melyek minden mads mintatol
szignifikansan eltértek, egyutas ANOVA). Az eredményeket atlag + standard hibakeént

abrazoltuk.

4.2.1. Fehérje-osszetétel mérése multiplex immunoesszé ¢és enzimkapcsolt

immunoszorbens analizissel (ELISA)

A kvantitativ fehérjeméréshez Luminex és ELISA esszéket hasznaltunk, melyekkel
szisztémas gyulladaskeltd, vérlemezke eredetii gyulladasos és gyulladasgatld fehérjék,
valamint komplement és angiogenezissel kapcsolatos fehérjék mennyiségét vizsgaltuk. A
lipokalin-2, EMMPRIN, oszteopontin, IL-17A és CHI3L1 hasonlé koncentracidban volt
jelen az 6sszes mintdban. A CD97 és MPO szignifikansan magasabb koncentracioban
volt mérhet6 a szérum és hiperakut szérum mintakban, mint a plazma és PRP-ben, mig
az ALCAM fehérje a plazma és EDTA PRP mintdkban volt jelen magasabb
koncentracidban, mint a szérum és hiperakut szérumban. A CD40L koncentracioja
magasabb volt EDTA PRP-ben, mint hiperakut szérumban, a CRP pedig szignifikansan
magasabb volt plazmaban, mint hiperakut szérumban és PRP-ben. A mért komplement
fehérjék koziil a C5a a plazmaban volt a legmagasabb koncentracidban jelen, mig a

Cl1gR1 fehérje mennyisége azonos volt a mintdkban (20. abra).
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20. dabra Szisztémds gyulladaskelto fehérjék és komplement fehérjék mennyisége
vérszérum- és plagzmamintakban. A szisztéemas gyulladaskelto fehérjek kozel azonos
koncentracioban fordultak el6 PRP-ben és hiperakut szérumban, kivéve az ALCAM-ot
mely szignifikansan magasabb koncentracioban fordult elé PRP-ben. (n=8, * jeloli, ahol
0,01<p<0,05, **jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és *** ### jeloli, ahol a p<0,001, a # jeloli
azokat az oszlopokat, melyek minden mas mintatol szignifikansan eltértek, egyutas

ANOVA). Az eredményeket atlag + Standard hibaként abrazoltuk

A vérlemezke eredetli és gyulladéaskeltdé fehérjék és novekedési faktorok egyértelmi
mintdzatot kovetnek. A fibrinogén kivételével kiugréan magasabb koncentracioban

fordult el6 PRP-ben, mint a tobbi mintaban. A fibrinogén mennyisége plazméban szintén
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szignifikansan magasabb, mint a szérummintakban (21. abra A. Panel). A gyulladasgatlo
fehérjék koziil az IL-1RA szintje PRP ¢és hiperakut szérumban a legmagasabb, az

angiopoetin-1 pedig szérumban volt a lagmagasabb koncentracioban mérhet6 (21. abra
B. Panel).
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20. abra Veérlemezke eredetii gyulladaskelto, angiogenikus és gyulladasgatlo fehérjék
mennyisége veérszérum- és plazmamintikban. A PRP szignifikansan tobb vérlemezke
eredetii gyulladasos fehérjét tartalmazott, mint a hiperakut szérum (A. Panel). A
gyulladasgatlo fehérjék szintjében a hiperakut szérum és PRP kozott nem talaltunk
szignifikans eltérést (B. Panel) (n=8, * jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jeloli, ahol
0,001<p<0,01, és ***, ### jeloli, ahol a p<0,001, a #jeloli azokat az oszlopokat, melyek
minden mas mintatol szignifikansan eltértek, egyutas ANOVA). Az eredményeket atlag +

standard hibakent abrazoltuk.
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4.2. HypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolalt hiperakut szérum hatasanak

vizsgalata in vitro térd szévetmodellen

4.2.1. Szovettenyészté oldat és human szinovialis folyadékmintak citokin

osszetételének osszehasonlitasa

In vitro térd modellben végzett kisérletiink soran 39 kiilonbdz0o, az OA-ban szerepet jatszo
fehérje mennyiségét mértiik le (39-40 oldal) a szovetek feliiluszojaban az IL-1f citokinnel
torténd 48 oras stimulacid utan, valamin OA-es betegek szinovialis folyadékjaban. Az
OA-es térdiziileti modelliink hasznéalhatosaganak validalasara 6sszehasonlitast végeztiink
a feliiltszo és szinovialis folyadékok fehérje-Osszetételét illetdleg. Az mintakban mért
koncentracio értékeket atlagoltuk egyenként minden fehérjére nézve, és a kapott értékeket
%-ban fejeztiik ki, melynek soran a 39 fehérje 6sszkoncentracio értékét vettiik 100%-nak.
A legnagyobb aranyban a feliiliszoban és a szinovialis folyadékban is a CD-163 fordult
elo, melyet az Oszteonektin és MMP-2 kovetett a sorban. A tobbi fehérje szintén
eléfordult az in vivo és in vitro mintakban is, bar alacsonyabb koncentracioban (22. abra
A. Panel). Korrelacidanalizissel vizsgaltuk meg, hogy az egyes citkokinek mennyisége
milyen mértékben egyezik meg a feliiluszoban és az iziileti folyadékban. Mivel a CD-
163, oszteonektin és MMP-2 kiugroan magas koncentracidban fordult el mindkét
esetben, a kiugro értékekbdl adodo statisztikai hibat az adatsor természetes alapu
kapcsolat volt (r=0,770) az in vitro és in vivo folyadék fehérje-Gsszetétele kozott, mely
alapjan alkalmasnak talaltuk modelliinket az OA patomechanizmusat célzo vizsgalatok

elvégézésére. (22. abra B. Panel).
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22. dbra Az in vitro térd model és az in vivo szinovidlis folyadék osszetétele.
A legnagyobb aranyban a feliiliszoban és a szinovidlis folyadékban is a CD-163 fordult
elo, melyet az oszteonektin és MMP-2 kovetett a sorban (A. Panel). A mért 39 fehérje
koncentracioja in vitro és in vivo nagyon szorosan korreldlt egymdassal (B. Panel).
Ntesiiisz6= 19, Nzinovidiis folvadek=12, A korrelaciot r>0,75 nagyon szorosnak vettiik, a
kiilonbséget p<0,05 esetén vettiik szignifikansnak Pearson-féle korrelacioanalizis

esetében.

4.2.2. Szovetek életképességének mérése

A kétnapos IL-1B stimulaciot kdvetéen megmértiik a harom kiilonbozé szovettben a
sejtproliferaciot és dsszehasonlitottuk a kontroll, nem stimulalt mintakéval. A csont- és
szinovialis membran esetén nem tapasztaltunk jelentdsebb valtozéast, mig a porcsejtek
proliferacigjat érdekes modon novelte az IL-1B. A masodik napon lecseréltiik az IL-1
citokint tartalmazo6 tapoldaltot, és hiperakut szérum vagy humén szérum albuminos
kontrolloldat keriilt a szovetekre. A 3. kezelési napon szintén megmértik a
sejtproliferacio értékét, majd tapoldatcsere utan tovabbi két napig tenyésztettik 6ket és a
kisérlet utols6 napjan ujabb mérést végeztiink. Az 5. napra szignifikdnsan megnétt a

sejtek szama mindharom szovetben, mind a 0. napi kontrollhoz, mind pedig az albuminos
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kontrollhoz képest. Az albuminos kontrollcsoport sejtproliferacios értéke az 5. napra sem

tért el jelentdsen a 0. napitdl (23. abra).
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mm IL-1 béta stimulalt, 0. nap B8 hiperakut szérum kezelt, 5. nap B3 szérum albumin Kezelt, 5. nap

23. abra Csont, porc és szinovdlis membranszovetek életképességénak viltozdsa a
kisérlet sordn. A hiperakut szérummal kezelt csont, porc és szinovidlis membran
életképessége szignifikansan megndtt az 5. napra a 0. napi és a human albuminos
kontrollmintahoz képest is. (n=12, * jeloli, ahol 0,01<p<0,05 ** jeloli, ahol
0,001<p<0,01, és *** jeloli, ahol a p<0,001, egyutas ANOVA). Az eredményeket atlag

+ standard hibaként abrazoltuk.

4.2.3. IL-1 béta citokin stimulacié, valamint human szérum albumin és hiperakut

szérum kezelés hatasanak vizsgalata

mintdkban, melyeket a szovetek altagéletépességével normalva abrazoltunk (50. oldal).
A stimulécié soran hozzaadott 10 ng/ml IL-1B citokint levontuk az eredménybdl. A
vizsgalt fehérjék koziil csak az IL-8 koncentracidja nétt szignifikansan a kezelés hatasara,
mig a normalas utan az IL-2, IL-12 és IL-18 csokkent értéket mutatott. Ennek oka, hogy
a stimuléci6 hatasara a porcszovetek €letképessége olyan mértékben megndtt (22. abra),
hogy bar a feliiliszoban nétt a gyulladasos citokinek koncentracioja, a normalas tobb
esetben csokkentette ezeket a valtozasokat. A hiperakut szérum kezelés hatasara, a 3.
napig nem kovetkezett be szignifikans valtozas, mig a kezelés utolso, 5. napjara az
IL-1B ¢és IL-6Ra fehérjét kivéve, minden citokin koncentracidja szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mint a kezelés 0. napjan. Ezzel szemben a kontroll, albuminos kezelés
hatasara a TNF-a fehérje kivételével minden a 24. abran lathaté citokin koncentracidja
szignifikansan nott az IL- 1 stimulalt mintakhoz képest. Tovabba a TNF-a, IL-2, IL-6Ra,

IL-8, IL-12, IL-15 és IL-18 koncentracidja szignifikdnsan magasabb volt a human szérum
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albumin kezelés 3. napjan, mint a hiperakut szérum kezelés 3. napjan. A human szérum
albumin kezelés 5. napjara az IL-2, az IL-6Ra, az IL-12 és IL-18 szintje szignifikdnsan
magasabb volt, mint a a kezelések el6tt, és a hiperakut szérum kezelés 5. napjan
(24. abra).

IL-1 béta TNF-alfa IL-2
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mm I1.-1 béta stimulalt, 0. nap

mm hiperakut szérum Kkezelt, 3. nap 3 szérum albumin kezelt, 3. nap
B8 hiperakut szérum Kezelt, 5. nap B3 szérum albumin kezelt, 5. nap

Y tengely: koncentracié (pg/ml) / atlag szovetéletképesség
24. dbra Az oszteoartritisz f6 gyulladdsos citokinjeinek koncentrdcidja. Az 1L-15
stimulacio hatdsdra csak az IL-8 koncentracidja nott, mig a hiperakut szérum kezelés
5. napjara szignifikansan csokkent a TNF-a, 1L-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17 és IL-18
koncentracidja az IL-1f stimulalt 0. napi értékekhez képest. Ezzel szemben a humdn
szérum albumin kezelés 5. napjara egyik gyulladdsos fehérje szintje sem csokkent
szignifikansan a 0. naphoz képest. A hiperakut szérum és albumin kezelést 6sszehasonlitva
egymdssal kezelés utolsé napjara a TNF-a, 1L-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15 és IL-18 szintje
volt szignifikansan alacsonyabb a hiperakut szérum hatdsdra, mint az albumin kezelés
eseten. (N=12, * jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és ***, ###, i
jeloli, ahol a p<0,001, a # jeloli azokat az oszlopokat, melyek minden mas mintatol
szignifikansan eltértek, mig a t azokat az oszlopokat jeloli, melyek csak az IL-1p stimulalt
mintaktol nem tertek el ANOVA).

szignifikansan, egyutas

Az eredményeket dtlag + standard hibaként abrazoltuk.
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A vizsgalt gyulladasos kemokinek esetén az IL-1f stimulacié hatasara egyik kemokin
szintje sem nott szignifikansan. A hiperakut szérum kezelt 3. napi szdveti feliiluszoban
szignifikansan nétt a CCL-5 szintje, mig az 5. napra szignifikansan csokkent a CCL-1,
CCL-3, CXCL-10 ¢és CX3CL1/fraktalkin mennyisége a 0. napi koncentracidhoz képest.
Az albuminos kezelés 3. napjara a CCL-1, CCL-3, CCL-5 és CXCL3/fraktalkin szintje
nott szignifikansan az elsé naphoz képest, mig a kezelés elotti szinthez képest egyik
fehérje mennyisége sem csokkent szignifikansan az 5. napra. A hiperakut szérum és
albuminos kezelést 6sszevetve, a CCL-1, CCL-3, CCL-5 és CX3CL1/fraktalkin szintje

volt szignifikansan alacsonyabb a szérummal kezelt mintakban (25. abra).

CCL-1 CCL-2 CCL-3

ns F P
i

CXCL10 CX3CL1/Fraktalkin

k.
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8,0x10?
6,0x10?
4,0x10?

2,0x10%

0

[ nem stimulalt, 0. nap mm hiperakut szérum kezelt, 3. nap 3 szérum albumin kezelt, 3. nap
mm I1-1 béta stimulalt, 0. nap B8 hiperakut szérum Kezelt, 5. nap B3 szérum albumin Kezelt, 5. nap

Y tengely: koncentracio (pg/ml) / atlag szovetéletképesség

25. dbra Az oszteoartritisz gyulladdsos kemokinjeinek koncentrdcioja. A hiperakut
szérum kezelés 5. napjara szignifikansan csokkent a CCL-1, CCL-3, CXCL-10 és
CX3CLl/fraktalkin koncentracioja az IL-1f stimuldlt 0. napi értékekhez képest. Ezzel
szemben a human szérum albumin kezelés 5. napjara egyik gyulladasos kemokin szintje
sem csokkent szignifikansan a 0. naphoz képest. A hiperakut szérum és albumin kezelést
osszehasonlitva egymassal, a kezelés utolso napjara a CCL-1, CCL-3, CCL-5 és
CX3CL1/fraktalkin szintje volt szignifikansan alacsonyabb a hiperakut szérum hatdsara,
mint az albuminos kezelés esetén. (n=12, * jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jeloli, ahol
0,001<p<0,01, és *** ### tH jeloli, ahol a p<0,001, a # jeloli azokat az oszlopokat,
melyek minden mds mintatol szignifikansan eltértek, mig a { azokat az oszlopokat jeloli,
melyek csak az IL-18 stimuldlt mintaktol nem tértek el szignifikansan, egyutas ANOVA).

Az eredményeket atlag + standard hibaként abrazoltuk.
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A vizsgalt gyulladasgatld citokinek esetén az IL-1p stimulacié hatasara egyik citokin
szintje sem nott szignifikansan. A hiperakut szérummal kezelt 3. napi szoveti
feliiliszoban szignifikdnsan nétt az IL-1RA szintje, mig az 5. napra szignifikdnsan
csokkent az IL-4Ra és IL-13 mennyisége a 0. napi koncentracidhoz képest. Az albuminos
kezelés 3. napjara az IL-4Ra és IL-13 szintje szignifikdansan nétt az elsé naphoz képest,
mig a kezelés eldtti szinthez képest egyik fehérje mennyisége sem csokkent
szignifikansan az 5. napra. A hiperakut szérum ¢és albuminos kezelést 6sszevetve, az IL-
4Ra és IL-13 szintje volt szignifikansan alacsonyabb a szérummal kezelt mintakban
(26. abra).

IL-1 receptor antagonista IL-4 receptor alfa IL-13
3,0x104 -y 1,0x10°
HE
8,0x10?
2,0x104 6.0x10? =
1,0x10¢ s o
2,0x10?
0 0
1 nem stimulalt, 0. nap @ hiperakut szérum kezelt, 3. nap 3 szérum albumin kezelt, 3. nap

mm IL-1 béta stimulalt, 0. nap &3 hiperakut szérum Kkezelt, 5. nap B3 szérum albumin kezelt, 5. nap
Y tengely: koncentracié (pg/ml) / atlag szovetéletképesség

26. dbra Az oszteoartritisz gyulladdsgatlo citokinjeinek koncentrdacioja. A hiperakut
szérum kezelés 5. napjara szignifikansan csokkent az |L-4Ra és az IL-13 koncentracidja
az IL-1p stimulalt 0. napi értékekhez képest. Ezzel szemben a human szérum albumin
kezelés 5. napjara egyik gyulladasgatlo citokin szintje sem csokkent szignifikansan a 0.
naphoz képest. A hiperakut szérum és albumin kezelést osszehasonlitva egymdssal, a
kezelés utolso napjara az |IL-4Ra és az IL-13 szintje volt szignifikansan alacsonyabb a
hiperakut szérum hatasara, mint az albumin kezelés esetén. (n=12, * jeloli, ahol
0,01<p<0,05, **jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és *** ###, jeloli, ahol a p<0,001, a #jeloli
azokat az oszlopokat, melyek minden mds mintdtol szignifikansan eltértek, egyutas
ANOVA). Az eredményeket atlag + standard hibaként dbrazoltuk.

Az MMP enzimeknek a porc- és csontszovet bontasaban van fontos szerepe az OA
patomechanizmusa sordn, mig az aggrekan a porcszovet sejtkozotti Allomanyanak egyik
{6 alkotoeleme, melynek fragmentjei a porc bomlasa soran szabadulnak fel és tiriilnek a
szinovialis folyadékba (11. abra). Az altalunk vizsgalt MMP fehérjék egyike sem nott
szignifikansan az IL-1p stimulaci6 hatasara. A hiperakut szérummal kezelt 3. napi szoveti

feliiliszoban szignifikdnsan nétt az MMP-2 szintje, mig az 5. napra szignifikdnsan
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csokkent az MMP-3, MMP-13 ¢s aggrekan mennyisége a 0. napi koncentraciohoz képest.
Az albuminos kezelés 3. napjara az MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 és aggrekan
szintje szignifikdnsan noétt az elsé naphoz képest, mig a kezelés elotti szinthez képest
egyik fehérje mennyisége sem csokkent szignifikansan az 5. napra. A hiperakut szérum
¢s albuminos kezelést Osszevetve, az MMP-3, MMP-13 ¢és aggrekan szintje volt

szignifikansan alacsonyabb a szérummal kezelt mintakban (27. abra).
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Y tengely: koncentracié (pg/ml) / atlag szovetéletképesség

27. dbra Az oszteoartritisz mdtrix metalloproteindz enzimjeinek és az aggrekdn
koncentrdcioja. A hiperakut szérum kezelés 5. napjara szignifikansan csokkent MMP-3,
MMP-13 és aggrekan koncentracioja az IL-1p stimulalt 0. napi értékekhez képest. Ezzel
szemben a human szérum albumin kezelés 5. napjara egyik gyulladasgatloé citokin szintje
sem csokkent szignifikansan a 0. naphoz képest. A hiperakut szérum és albuminos kezelést
osszehasonlitva egymdssal, a kezelés utolso napjara az MMP-3, MMP-13 és aggrekan
szintje volt szignifikansan alacsonyabb a hiperakut szérum hatdsdara, mint az albumin
kezelés esetén. (n=12, * jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és ***
###, jeloli, ahol a p<0,001, a # jeloli azokat az oszlopokat, melyek minden mas mintdtol
szignifikansan eltértek, egyutas ANOVA). Az eredményeket atlag + standard hibaként

abrazoltuk.
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A COLI1AL1 fehérjét az oszteoblasztok termelik és a csontszdvet egyik {6 alkotoeleme,
mig az emelkedett RANKL a csontreszorpcio biomarkerének tekinthetd. Az oszteonektint
a regeneralodo porcsejtek termelik nagy mennyiségben (30. oldal). Az IL-1B stimulacio
hatasara szignifikansan n6tt a RANKL koncentracidja. Mig a hiperakut szérummal kezelt
3. napi szoveti feliiliszoban szignifikansan nétt az COL1A1 és oszteonektin szintje, addig
a RANKL mennyisége szignifikansan csokkent a 0. naphoz képest. Az albuminos kezelés
3. és 5. napjara az szignifikansan csokkent az oszteonektin és n6tt a RANKL mennyisége
az elso naphoz képest. A hiperakut szérum ¢és albuminos kezelést 6sszevetve, a COL1A1
szintje szignifikdnsan magasabb volt, mig a RANKL szintje szignifikansan alacsonyabb

volt a feliiluszoban a hiperakut szérumkezelés végére (28. abra).

Kollagén I alfa 1 Oszteonektin RANKL/TRANCE
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Y tengely: koncentracié (pg/ml) / atlag szovetéletképesség

28. dbra A szoveti atépiilés biomarkereinek koncentrdcioja. Az L-1f stimulacio
hatasdra csak az RANKL koncentracioja valtozott szignifikansan, mig a hiperakut szérum
kezelés 3. napjara szignifikansan nétt a COLIAI és oszteonektin koncentracioja és
szignifikansan csokkent a RANKL szintje az |L-1p stimulalt 0. napi értékekhez képest. A
humdn szérum albumin0s kezelés 5. napjdra szignifikansan csékkent a COLIAI és
oszteonektin szintje, mig szignifikansan nott a RANKL mennyisége a 0. naphoz képest. A
hiperakut szérum és albuminos kezelést osszehasonlitva egymassal, a kezelés utolso
napjara a COL1Al szintje szignifikansan alacsonyabb, mig a RANKL szintje
szignifikansan magasabb volt a hiperakut szérum hatdasara, mint az albumin kezelés
eseten. (n=12, * jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és *** ###,
jeloli, ahol a p<0,001, a # jeloli azokat az oszlopokat, melyek minden mas mintatol
szignifikansan eltértek, mig a t azokat az oszlopokat jeloli, melyek csak az IL-1p stimulalt
mintaktol nem tértek el szignifikansan, egyutas ANOVA). Az eredményeket atlag +
standard hibaként abrazoltuk.
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A szoveti mintak kezelésére hasznalt 5% humén szérum albumint és 10% hiperakut
szérumot tartalmazd tenyésztd oldatokban szintén lemértik a vizsgalt fehérjék
mennyiségét, hogy bizonyitsuk a feliilisz6 mintakban térténd koncentracio valtozasokat
nem a kezelésként hozzaadott oldatok okoztdk. A 4. tablazat alapjan a hozzdadott 5%
human szérum albumint és 10% hiperakut szérumot tartalmazé tenyésztéoldatban

nagysagrendekkel alacsonyabb koncentracidoban voltak jelen a vizsgalt OA biomarkerek.

4. tablazat Az oszteoartritisz biomarkerjeinek koncentracioja 10% hiperakut

szérumot és 5% human szérum albumint tartalmazé tenyésztéoldatban.

Fehérje neve Koncentracio (pg/ml)

5% human szérum
albumin tartalmazé
médium (pg/ml)

10% hiperakut szérumot
tartalmazé médium (pg/ml)

Az oszteoartritisz fo gyulladasos citokinjei

IL1-B 44,376 1,526
TNF-a 24,744 2,064
IL-2 614,999 8,006
IL-6Ra 3097,122 268,567
IL-8 1,277 2,464
IL-12 459,922 33,039
IL-15 12,111 1,075
IL-17A 87,949 0,000
IL-18 382,946 8,196
Az oszteoartritisz gyulladdsos kemokinjei
CCL-1 19,270 0,000
CCL-2 200,819 21,508
CCL-3 2881,027 5,559
CCL-5 588,443 92,465
CXCL-10 17,349 0,485
CX3CL1/fraktalkin 4649,019 120,716
Az oszteoartritisz qyulladasgatlo citokinjei
IL-1RA 200,674 1,225
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IL-4Ra 0,938 4,788
IL-13 2410,747 218,770
Az oszteoartritisz matrix metalloproteinaz enzimjeinek és aggrekan
MMP-1 204,341 16,157
MMP-2 9416,864 1360,354
MMP-3 76,393 4,783
MMP-9 3967,262 251,319
MMP-13 45,656 0,000
aggrekan 6785,508 198,682
Szovetépito biomarkerek
COL1Al 360,290 32,691
oszteonektin 40571,472 180,257
RANKL/TRANCE 311,739 3,095

Az eredményekben csak az OA legfobb gyulladasos citokinjeit abrazoltuk, az egyéb,
valtozas (OSM, LIF, IFN-y, rezisztin, VEGF-A, CD-163, IL-5, IL-7, IL-13, I1L-22, IL-23,
IL-31, IL-33) nem keriiltek bemutatasra.

4.3. Vérvételi iivegesével izolalt és hypACT Inject orvostechnikai eszkozzel izolalt
vérlemezkében gazdag fibrinmembran tulajdonsagainak osszehasonlitasa

4.2.2. Mechanikai tulajdonsagainak vizsgalata
4.2.2.1. Szakitészilardsag vizsgalata

Az tivegesovel €s hypACT Inject eszkozzel izolalt PRF membran 6sszehasonlitasa soran
els6ként a mechanikai tulajdonsagokat vetettilk 0ssze egymassal. Mint azt az 29. abran
aGT (29. abra A. Panel) és HI (29. abra B. Panel) membranok tipikus szakitasa gorbéje
mutatja, mindkét membran az eredeti hosszanak harom-négyszeresére képes megnytlni.
A GT membranban a szalak kiilonb6z6 idépontokban szakadtak el, mig a HI membranban
az egész anyag egy iddpillanatban szakadt el, keresztirdnyban, az anyag kézépvonalaban.
A diagrammokat dsszevetve latszik, hogy igy a HI membranban minden pontnak azonos
a szakitoerdvel szembeni ellenallasa (29. abra A. és B. Panel). A szakitoszilardsagot

mérve szignifikans kiilonbséget csak a fagyasztott/olvasztott és friss HI PRF kozott
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talaltunk. A friss, fagyasztott/olvaszott és fagyasztva szaritott GT és HI mintak koziil a
legmagasabb szakitoszilardsaggal a fagyasztott HI PRF membran rendelkezett (29. abra
C. Panel). A mintak koziil csak a HI PRF membran volt varrhatd, mely a klinikai
hasznalatban, példaul porcpoétlasnal elengedhetetlen tulajdonsag. A membranok koziil
csak a fagyasztott HI PRF membrant tudtuk szakadas nélkiil hialinporc defektusba
bevarrni (29. abra D. Panel).
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29. abra PRF membranok szakitoszilardsaganak mérése. Az abra A. Panelja GT B.
Panelja a HI PRF membran tipikus szakitasi gérbéjét abrazolja, a C. Panel a mintakon
mért maximalis fesziiltség értekét mutatja, melynél a membranok elszakadtak. A D. Panel
a hialin porc defektusba bevarrt fagyasztott HI PRF membrant mutatja. A mérés alapjan
a HI PRF anyaga homogénebb, mint a GT PRF-é, mig a szakitoszilardsag értékei és a
bevarras alapjan a fagyasztott Hl PRF bizonyult a legerésebbnek. (n=4, * jeloli, ahol
0,01<p<0,05, egyutas ANOVA). Az eredményeket datlag + standard hibaként abrazoltuk.

4.3.1.2. Feliileti és  szerkezeti  tulajdonsagok  vizsgialata  pasztazé

elektronmikroszkoppal (SEM)

A membranok szerkezeti analizisét szkenning elektronmikroszkdppal végeztiik el. Ennek
soran a membranok felszinét, a fibrin szdlak elhelyezkedését, €s a vérlemezkék

eléfordulasat vizsgaltuk a membranokban. A képek kiértékelése €s Osszevetése alapjan a
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fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott membranok felszine egyenletlen, mig
szerkezetiik kompaktabb volt, tovabba a szalak kozott kisebb porusokat figyeltiink meg,
mint a friss membranoknal. Vérlemezkék a GT PRF membran felszinén és belsejében
egyarant megfigyelhetdk voltak, viszont a HI PRF membran esetében a vérlemezkék

elsésorban a membran belsejében voltak jelen (30. abra).

A. GT-PRF membran

FRISS FAGYASZTOTT FAGYASZTVA SZARITOTT

500X
felszin

5000X
felszin

5000X
kereszt-
metszet §

A. HI-PRF membran FRISS FAGYASZTOTT FAGYASZTVA SZARITOTT

500X
felszin

5000X
felszin

Spm
30. dbra A PRF membranok pdsztazo elektronmikroszkopos képe. Az A. Panel a GT
membran, mig a B. Panel a HI membran mikroszerkezetét dabrazolja. A membranok
felszinének kozépso régiojat 500X és 5000X nagyitasban vizsgaltuk, mig a
keresztmetszetéet 5000X nagyitasban. A fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott
membranok szerkezete kompaktabb volt és kisebb porusokat figyeltiink meg a fibrinszalak
kozott, mint a friss membranoknal. A piros nyilak a vérlemezkék elhelyezkedését mutatjak

az abrakon.

71



DOI:10.14753/SE.2020.2373

4.2.3. Biologiai tulajdonsagai

4.2.3.1. Elé/halott festés

El6-halott festéssel —ellendriztik, hogy a fehérvérsejtek ¢élnck-e a  friss,
fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott PRF membranokon. E16 sejteket a vartaknak
megfelelden csak a friss membranokon talaltunk. A fagyasztds/olvasztas €s fagyasztast
kovetd fagyasztva szaritds folyamatanak hatasara szétestek a membranokba agyazott
fehérvérsejtek. Ahogyan azt a 31. abra is mutatja, a fagyasztott/olvasztott és fagyasztva

szaritott mintakon csak halott sejtek voltak lathatdak.

A. GT PRF membran
FRISS FAGYASZTOTT FAGYASZTVA SZARITOTT

B. HI PRF membran

FRISS FAGYASZTOTT FAGYASZTVA SZARITOTT

200 pm 200 pm

31. abra PRF membranok élo/halott festést koveto konfokdlis mikroszkoppal torténo

ELO/HALOTT

200 pm

ELO/HALOTT

vizsgdlata. A GT membranba agyazott fehérvérsejtek mikroszkopos képeit az A. Panel
tartalmazza, mig a HI membranok vizsgdlatat a B. Panelen latjuk. EIS sejteket csak a

friss membranokon lattunk.
4.2.3.2. Mezenchimalis éssejtek életképességének mérése

A szovetpotlas, regenerdcio teriiletén torténd alkalmazas miatt rendkiviil fontos a

kiils6leg a membranra juttatott sejtek adhézios és proliferacios képességét vizsgalni. A

crer

hasznalt sejttipus a BM-MSC, igy elséként ezzel a sejttipussal végeztiink adhézids és

proliferacios kisérletet.
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A sejtek letapadasat 24 ora utdn mértiik, mig a proliferaciot egy és két hét inkubaciot
kovetden. A sejtek letapadasa az elsé napon, és proliferacioja egy hetet kdvetden
szignifikansan magasabb volt a fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott GT ¢és HI
membranok esetében a friss membrannal Gsszevetve. 14 nap tenyésztés utan nem volt
szignifikans kiilonbség a mintak kozott, melynek oka valoszintileg a sejtek 7. és 14. nap
kozotti konfluacidja volt (32. abra A. és B. Panel). A membranok nedves tomegének
valtozasat szintén mértiik a tenyésztés alatt, mivel a letapadt sejtek és a plazmin enzim
miikddése bontja a PRF membran anyagat. Annak ellenére, hogy a sejtletapadas és
proliferacid mértéke eltért a sejtek kozott, a tomegvaltozasukban nem talaltunk
szignifikans eltérést (32. abra C. és D. Panel). A GT és HI membranok k6zott nem

talaltunk szignifikans kiilonbséget.

=}

A. GT-PRF membran . HI-PRF membran

50000 50000

N 40000 40000+

30000 , === 30000 =

20000 20000

10000 10000+

GT PRF membranra
letapadt MSC szima
HI PRF membranra
letapadt MSC szama

0- o
1. nap 7. nap 14. nap 1. nap 7. nap 14. nap
[ Friss PRF [l Fagyasztott PRF Il Fagyasztva szaritott PRF
C. GT-PRF membrian D. HI-PRF membran

0,08+ 0,08+

0,06 0,06

0,04
0,02
0,00 : . ) 0,00 : ‘ :

0 5 10 15 0 5 10 15
napok napok

0,04

0,02

GT PRF membranok silya (g)
HI PRF membrinok silya (g)

— Friss PR — Fagyasztott PRE  — Fagyasztva sziritott PRF

32. abra A mezenchimadlis Ossejtek adhézios és proliferdcios képességét vizsgaltuk a
PRF membrdanon (A. és B. Panel), valamint a membranok tomegvesztését mértiik a
tenyesztés alatt (C. és D. Panel). A fagyaszott/olvasztott és fagyasztva szaritott
membranokra szignifikansan tobb sejt volt képes letapadni, mint a friss membranokra. A
membranok tomegének valtozasa kézott nem tapasztaltunk szignifikans valtozast. (n=4, *
jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és *** jel6li, ahol a p<0,001,
egyutas ANOVA). Az eredményeket datlag + standard hiba.
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4.3.2.3. Iny fibroblaszt sejtek életképességének mérése

A PRF membran haszndlata az ortopédia mellett a fogaszat és szdjsebészet teriiletén
terjedt el leginkabb, mint autoldg iny regenerald készitmény. Fontosnak tartottuk, hogy
Osszehasonlitsuk a vérvételi tivegesdvel eldallitott és hypACT eszkdzzel eldallitott PRF
membranon a hGF sejtek adhézids és proliferacios képességét. A mezenchimalis
Ossejtekhez hasonloan a letapadas és a 7. napi sejtszam érték szignifikinsan magasabb
volt a fagyasztott €s fagyasztva szaritott mintakon, mint a friss mintan, mig a 14. napon
csak a fagyasztva szaritott GT PRF membranban volt szignifikansan magasabb a sejtszam
érték a masik két mintdhoz képest (33. abra A. és B. Panel). A tenyésztési id0 3., 5. és
7. napjan megmértiik a sejtek altal termelt pro-kollagén I alfa szintjét a sejtek
feliiluszojaban, melyben nem talaltunk a mintak k6zott szignifikans eltérést. A GT és HI

membranok kdzott nem talaltunk szignifikans kiillonbséget. (33. abra C. és D .Panel).

A. GT-PRF membran B. HI-PRF membran

50000

ama

40000

HI PRF membranra
letapadt HGF szama
- ~ w - n
=3 =3 =3 =3 =
(=3 =3 (=3 (=3 (=]
=3 =3 (=3 (=3 (=3
(] ] [} (=} =}
1 1 1 1 1

GT PRF membranra
- ~ w
(=3 [—} (—]
=] (=} (—1
=3 (=3 (=3
=] (—} (=]
n h n

letapadt HGF sz

o
L

o
I

1. nap 7. nap 14. nap 1. nap 7. nap 14. nap

T-PRF membran
250

=]

0
Q

T-PRF membran
250

~

=]

S
1

- o [
=) 17 =]
S S S
1 1 1

=

wn

S

1

50

2
koncentrici6 (ng/ml)  ~

HI PRF membranon

Pro-kollagén I alfa
koncentracié (ng/ml)
GT PRF membrinon

Pro-kollagén I alfa

0-! 0-
0.nap-3.nap 3.nap-5.nap 5.nap-7.nap 0.nap-3.nap 3.nap-5.nap 5.nap-7.nap

[ Friss PRF I Fagyasztott PRE Il Fagyasztva szaritott PRF

33. dbra Iny fibroblaszt sejtek adhézios és proliferdcios képességét vizsgdltuk a PRF
membranokon (A. és B. Panel), valamint a sejtek dltal termelt pro-kollagén I alfa
koncentrdciojat az 3., 5. és 7. napon (C. és D. Panel). A fagyaszott/olvasztott és
fagyasztva szaritott membranokra szignifikansan tobb sejt volt képes letapadni, mint a
friss membrdnokra . (n=4% jeloli, ahol 0,01<p<0,05, ** jeloli, ahol 0,001<p<0,01, és
*** jeloli, ahol a p<0,001, egyutas ANOVA). Az eredményeket dtlag + standard hiba.
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4.2.3.3. Plazmin enzim aktivitasanak mérése

A fibrin lebomlasi sebességének f6 meghatarozoja a plazmin enzim aktivitdsanak

mértéke. Szovetpotlo anyagként hasznalva elengedhetetlen fontossagu, hogy a bomlasi

fibrin bomlasat a sejtek is képesek végrehajtani fontos, hogy a plazmin enzim
miikodésébdl adodd bomlast minimalizaljuk. A plazmin enzim aktivitasat vizsgalva a
fagyasztott/olvaszott mintak esetén szignifikansan alacsonyabb enzimaktivitast talaltunk,

mint a friss és fagyasztva szaritott mintakban (34. abra)

1,5+
Friss GT PRF
s Friss HI PRF
= 1,0-
- -@- Fagyasztott GT PRF
E —&— Fagyasztott HI PRF
g 0.5- /‘—/—’f/‘ .| —@— Fagyasztva szaritott GT PRF
” " —4— Fagyasztva szaritott HI PRF
o i . szérum
- P =
0,0- £ ;:_*l;fif—_rfj —$’ ? ®- plazma
0 10 20 30 40 50 60

Plazminogén aktivacié utan eltelt id6 (perc)

34. abra A friss, fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott GT és HI PRF membrdanok
plazmin aktivitasanak mérése. Negativ kontrollként vérplazmat, pozitiv kontrollként
verszérumot haszndltunk. A fagyasztott/olvasztott membrdanokban a plazminaktivitas
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a friss és fagyasztva szaritottakban. n=4, * jeloli,

ahol 0,01<p<0,05, egyutas ANOVA. 4z eredmények atlagként abrdzoltuk.
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5. Megbeszélés

Az emberi szervezet regeneracios képességét szamos modszerrel probalja az
orvostudomany fokozni, eldsegiteni. A kiilonb6zé modszerek soran szamos technikai,
anyagi, etikai probléma felmertilésével kell szamolni, melyek megoldasa a regeneracios
orvostudomany teriiletén kutaté tudosokra, orvosokra var 18, A regeneracié fokozasanak
céljabol a szervezetbe juttatott anyagokkal szembeni legfébb elvaras a biokompatibilitas,
melynek hianya immunologiai szévodmények képében nyilvanul meg, ezzel tobb kart,
mint hasznot okozva. Emellett a biodegradabilitas, regeneracioban kifejtett hatékonysag,
az eléallitas és betiltetés koltséghatékonysaga és az etikai elvek szem el6tt tartasa szintén
fontos kdvetelmény **. Az emlitett modszereket két nagyobb csoportba sorolhatjuk,
melyek a sejtes és sejtmentes regeneracios technikak. A sejtes modszereknél a sériilés
helyére allogén sejteket, vagy autolog embrionalis, felnéttkori vagy indukalt pluripotens
Ossejteket, vagy szomatikus sejteket juttatnak és igyekeznek a sejtek megtapadasat,
emlitett hatasokat a szervezet sajat sejtkészletét aktivalva, a sériilés helyére migraltatva
probaljak elérni 94192, Utobbi moszerek kozé tartozik az autoldg vérszeparacios termékek
hasznalata, melyek legelterjedtebb tagja a PRP. A kiilonb6z6 vérszeparacios temékeknél
az aktivalt vérlemezkék altal kibocsatott novekedési faktorok, citokinek regenerativ
hatdsat hasznaljak ki az orvosok. A sebgyogyulds folyamatdhoz hasonldan a sériilés

helyére juttatott vérlemezkékbdl szdrmazd ndvekedési faktorok eldsegitik a kdrnyezd

--------

sejtek apoptozisat®®

. A PRP haszndlata széles korben elterjedt a klinikumban €s szamos
pozitiv hatasrdl szadmoltak mar be ortopédidban, fogaszatban, széajsebészetben,
négyodgyaszati teriileten, bérgydgyaszatban 3779194197 Azonhan kivalo regeneracios
képessége ellenére jO par hatranyos tulajdonsaggal rendelkezik, melyek féként az
eléallitasabol adodnak, mint a véralvadasgatlok és trombin hasznalata, valamint a
sterilitas hianya %,

A fenti problémak kikiiszobolésének céljabol latott neki kutatocsoportunk a hiperakut
szérum fejlesztésének, melynek eldéllitdsahoz nincs sziikség véralvadasgatlora, sem
aktivaldé szerre. A hiperakut szérum a PRF csomdbol kipréselhetd folyadék

halmazéllapotii szérum termék, mely akar injekcioként is beadhato ', Korabbi

kisérletekben bizonyitottuk, hogy a hiperakut szérum a PRP-nél hatékonyabb a zsir és
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crer

srer

Profiler mérésekkel hasonlitottuk 6ssze a hiperakut szérum és PRP Gsszetételét, melynek
alapjan a PRP jobb angiogenikus képességgel és erdsebb gyulladaskeltd hatéssal
rendelkezik, mint a hiperakut szérum, valamint 6sszeségében jelentésen tobb fehérjét
tartalmaz 2.

Mivel korabbi méréseink nem voltak kvantitativ Osszehasonlitasra alkalmasak, sot
szamos tovabbi kérdést vetettek fel, a PRP, hiperakut szérum, valamint vérplazma és
vérszérum  Osszetételét  altalanos labor  paraméterek  mérésével, multiplex
immunoesszével és ELISA esszével hasonlitottuk 0ssze. FO kérdéseink az iondsszetétel,
ALP enzim aktivitasa, vérlemezke szam, ¢és a gyulladasos, angiogenikus, valamint
gyulladasgatld molekulak mennyisége voltak. Az altalanos laborparaméterek mérésénél
els6ként a négy minta iondsszetételét hasonlitottuk Ossze. Az EDTA kelatképzo
képessége altal befolyasolt vas, réz és cink ionok mennyisége szignifikansan
alacsonyabb, mig a kalium szintje szignifikdnsan magasabb volt azokban a plazma és
PRP mintakban, ahol KsEDTA volt az antikoagulans. Mivel az EDTA a magnézium és
cink ionokkal kelatot képez, melyek elengedhetetlen fontossagtiak az ALP enzim
aktivitasahoz, ezekben a mintakban az ALP enzim aktivitasa is szignifikdnsan
alacsonyabb volt. Az ALP enzim fontos szerepet jatszik a csontregeneracio6 soran, igy az
EDTA PRP csontregeneracios alkalmazasa hatranyos lehet a hiperakut szérumhoz képest
198 A citratos PRP iondsszetétele kedvezdbbnek bizonyult az EDTA PRP-nél, kivéve a
kalcium ion és natrium ion Osszetételt, melynek egyértelmii oka a natrium-citrat, mint
alvadasgatlo, €s a kalcium-klorid, mint vérlemezke aktivator hasznélata volt. A citratos
PRP legfobb hatranya a joval alacsonyabb vérlemezkeszam volt a EDTA PRP-vel
szemben. Ennek f6 oka, hogy citratot hasznalva a centrifuglas soran nem valnak el a
frakciok elég élesen, és kevesebb vérlemezke szedhetd le vorosvértest €s fehérvérsejt
szennyezettség nélkiil. A citratos PRP-ben a fehérvérsejtszam szintén joval magasabbnak
bizonyult, mint az EDTA PRP-ben. A hiperakut szérum esetében a PRF csomo teljes
mértékben szeparalhatd a vorosvértest-frakciotol és fehérvérsejtektdol. Az MPV értéke,
mely fontos mérdszama a vérlemezke funkcionak, nem tért el szignifikansan az EDTA és
citratos PRP esetében, ahogy azt a szakirodalmi adatok alapjan feltételeztiik *°. Bar a

citritos PRP iondsszetétele kedvezobb volt, hatranyara joval kevesebb vérlemezkét
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tartalmazott, valamint az egyéb sejtes szennyezettség igen magas volt, emiatt a
tovabbiakban az EDTA PRP-t hasznaltuk. Ezt a dontést tovabba az is indokolta, hogy
korabbi sejtes, szovetes kisérleteinkben kizarolag EDTA PRP-vel dolgoztunk, igy
szamunkra az EDTA PRP hiperakut szérummal torténd 6sszehasonlitasa volt relevans.
Korabbi Proteome Profiler eredményeink alapjan valasztottuk ki azt a 23 kiilonb6z6
angiogenikus, gyulladasos ¢és gyulladasgatlo fehérjét, melyek mennyiségét multiplex
immunoesszé segitségével hasonlitottuk 0ssze a PRP, hiperakut szérum, vérszérum és
vérplazma mintakban ?%. A szisztémas gyulladaskelt6 fehérjék, melyeket nem befolyasol
a vérszeparatumok izolaldsi modja, hasonlé mennyiségben fordultak elé6 PRP-ben és
hiperakut szérumban. A komplement fehérjék koziil a C5a szintje plazmaban magasabb
koncentracioban volt jelen, viszont a Cl1qR1 szintje minden mintaban azonos Vvolt,
miszerint utobbit nem befolyasolja az izoldlds modja. A vérlemezke eredetii
gyulladaskelt6 fehérjék mennyisége szignifikansan magasabb volt PRP-ben, mint a t6bbi
vérszeparatumban, kivéve a fibrinogént, mely plazmaban szintén magas koncentracioban
volt jelen. A fibrinogén alacsony mennyiségét a vérszérumban és hiperakut szérumban az
alvadasgatlas hianya, és a fibrin eltavolitasa okozta. A gyulladdsgatldo molekulak koziil a
IL-1RA szintje hiperakut szérumban és PRP-ben is magasabb volt a masik két mintanal,
mig az angiopoetin vérszérumban volt magasabb a tobbinél. Erdekes modon a vérlemezke
eredetii fehérjék szama nem volt emelkedett a szérumtermékek esetében, annak ellenére,
hogy eldallitasuk soran aktivalt allapotba keriiltek a vérlemezkék és fehérjéiket a
kornyezetbe juttattdk. Ez feltehetéen azzal magyardzhatd, hogy a szérumokban a
vérlemezkék természetes szamban és modon aktivalodnak, mig a PRP-ben a vérlemezkék
feldasitott mennyiségben voltak jelen, és trombinnal, valamint kalcium-kloriddal
aktivaltuk Sket 2!, Eredményeink alapjan a hiperakut szérum és PRP &sszetétele
jelentdsen eltér mind az ionok Osszetételét, mind az angiogenikus és gyulladasos fehérjék
mennyiségét illetben. Ezzel a PRP szdmos hatranyos tulajdonsagat sikertilt
kikiiszobolniink a hiperakut szérummal, kivéve a strerilitas kérdését.

A sterilitas problematikajat, valamint a bonyolult, tobb 1épésben torténd eldallitas
hatranyait a hypACT Inject orvostechnikai eszkoz fejlesztésével oldotta meg
kutatocsoportunk, mely alkalmas a vérvételre, centrifugalasra és a hiperakut szérum

eloallitasara egyetlen zart eszkdzben. A magas foku sterilitasra nem csak a sejt- és
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szovettenyészetek fenntartdsa miatt volt sziikség, hanem végsd célunk elérése érdekében,
mely a szérum injekcidban torténd bejuttatasa az OA-es térdiziiletbe.

A kiilonb6z6 vérszeparatumokat, mint a PRP-t és ACS-t el6szeretettel hasznaljak OA-es
térdben regeneracid indukalasa céljabol, melynek oka, hogy az OA-ra maig nincs konkrét
gyogymadd, mi tobb a betegség konkrét kivaltd okat/okait sem ismerik az orvosok és
kutatok 202293 Az egyetlen megoldast a részleges vagy teljes térdiziileti protézis
beliltetése jelenti, ez azonban korantsem tekintheté gyogymodnak, inkdbb végsod
megoldasnak, mely biztositja, hogy a beteg megfelel6 rehabilitacio utan fajdalom nékiil
hasznalhassa az érintett iziiltetet. A mitét nagy mértékli szoveteltavolitassal jar, és a
rehabilitacio ideje igen hosszi, tovabba a beteg a miitét utan élete hatralévo részében csak
korlatozott igénybevételnek teheti ki az iziiletet. A protézis beiiltetés szdmos hatranya
miatt, valamint a potencialis revizios miitétek elkeriilésének érdekében az ortopédusok
igyekeznek minél inkabb kitolni a beiiltetés idépontjat 24, Megoldast csak az jelenthet,
ha sikeriil a betegséget még idoben megallitani, amikor a szoveti degradacio mértéke
minimalis €s visszafordithatd. A hianyzd, valamint sériilt szovet helyreallitdsara szamos
minimélinvaziv szovetpotld megoldas 4all rendelkezésre, azonban a betegség
patomechanizmusaba ezek kevéssé képesek beavatkozni. Alternativ, nem invaziv
megoldasként hasznalhatok az aktivalt vérlemezke eredetii novekedési faktorokat
tartalmazo vérszeparatumok. Szamos szakirodalmi adat tdmasztja ald, hogy hatékonyan
gyulladascsokkent6 hatassal is rendelkeznek. Azonban a PRP gyulladascsokkentd hatasat
illet6leg ellentmodasosak a szakirodalmi adatok, egyes kutatasok szerint a PRP nem t6bb
egy placebonal. 20529,

Eddigi eredményeinket Osszegezve, a hiperakut szérum joval proliferativabbnak
bizonyult a PRP-nél oszteoblaszt, MSC, OA-es porcsejt, valamint csontvelé explant
kultarakban, tovabba szignifikansan alacsonyabb koncentracioban tartalmaz
gyulladaskelté molekulakat. Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy OA-es térdiziiletben is
féként szinovidlis membran eredetii gyulladas csokkentését 117119,

A vérszeparatumok in vitro hatasanak vizsgalatara féleg porcsejtek, oszteoblaszt sejtek,
szinoviocitdk és MSC-k monokultirdjat, vagy két sejttipust tartalmazéd kokulturajat

hasznaljak, illetve néhany esetben szévet monokulturaval modellezik a betegséget 2%7. Az

79



DOI:10.14753/SE.2020.2373

in vitro sejtes kisérletek és az in vivo human klinikai tesztelés kozotti szakadékot
legtobbszor allatkisérlettel hidaljak at a kutatok. Itt azonban felmeriil a probléma, hogy
kisallatok vérébol nem lehet megfelelden eldallitani a vérszeparatum termékeket, ezért
human vérbol izolalt termékeket lltetnek be az allatokba, mely félrevezeté adatokat
eredményezhet. Megoldasként 1étrehoztunk egy harom dimenzios, OA-es térd
szovetmodellt, mely tartalmazza a betegségben érintett mindharom iziileti alkotdelemet,
beleértve a csontot, a porcot és a szinovalis membrant. Az egyiitt tenyésztett harom
szovetben az OA f6 gyulladasos citokinjével, az IL-1B-val tartottuk fenn a gyulladast.
Ezutan hiperakut szérummal kezeltiikk 5 napon at a szoveteket, és 39 OA biomarker
hiperakut szérum kezelés hatasara, kiilonds tekintettel a gyulladas mértékére és a szoveti
Ujjaépiilés megindulasdra. Modelliink validalasdnak érdekében Osszehasonlitottuk az
OA-es szinovialis folyadék és az IL-1p indukalt szoveti feliiluszo fehérje-Osszetételét a
korabban felsorolt 39 OA biomarker alapjan (39-40 oldal). Eszerint mind a 39 fehérje
jelen volt mind az iziileti folyadékban, mind pedig a feliiliszoban, raadasul hasonld
koncentraciokban. Tovabbi érdekesség, hogy mindkét mintaban a CD-163 volt jelen a
legnagyobb koncentracidoban, melyet sorban az 0szteonektin és MMP-2 kovetett, a tobbi
36 fehérje joval alacsonyabb mennyiségben volt jelen. Eredményeinkbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy in vitro OA-es modelliink megfeleléen képes utanozni az
OA-es in vivo térdiziiletet az altalunk vizsgalat szempontok alapjan, igy alkalmas lehet a
hiperakut szérum kezelés hatasanak vizsgalatara. A vartnak megfeleléen, az IL-1f
fenntartotta a gyulladds mértéket a szdvetekben, és az altalunk tapasztalt patologias
folyamatok teljes mértékben megfeleltek a szakirodalom alapjan elvartaknak 298:20°,

Az IL-1p tartalmu tapoldatot a masodik napon 10% hiperakut szérumot, illetve 5% human
szérum albumint tartalmazé médiumra cseréltiik, majd a 3. és 5. napon megvizsgaltuk a
fellilisz6 Osszetételét és a szovetek ¢€letképességét. A porc-, csont- €s szinovialis
szovetekben 1€évo sejtek proliferacioja szignifikdnsan nétt a szérum hatasara a negativ
kontollként hasznalt human szérum albuminos mintakhoz képest, valamint a 0. naphoz
képest. Az intenziv sejtproliferaciot noveld hatast szamos korabbi eredményiink is
alatamasztotta. Az OA {6 gyulladasos citokinjei koziil a TNF-a, IL-2, IL-6Ra, IL-8, IL-
12, 1L-15, IL-17 és IL-18 koncentracidja is csOkkent a hiperakut szérum kezelés 5.

napjara a 0. naphoz képest, valamint a TNF-a, IL-2, IL-6Ra , IL-8, IL-12, IL-15 és IL-17
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szintje a kezelés utolso napjara szignifikdnsan alacsonyabb volt a hiperakut szérum kezelt
mintdkban, mint a human szérum albumin kezeltekben. A gyulladasgatlod fehérjék koziil
be, mivel ez valaszol legérzékenyebben és gyorsabban az IL-1B jelenlétére. Az IL-1RA
szintje a 3. napig nott, viszont az 5. napra csokkend tendenciat mutatott a hiperakut
szérum kezelt szovetek feliiluszojaban, mely a gyulladdsos folyamat lecsengésére enged
kozott szignifikans eltérés, itt szintén a hiperakut szérum bizonyult hatékonyabbnak. A
kemokinek koziil a CCL-5 koncentracidja nétt tovabb a hiperakut szérum hozziadasa
utan, viszont a kezelés utols6, 5. napjara minden vizsgéalt kemokin mennyisége
lecsokkent, és a CCL-1, CCL-3, CCL-5 és CX3CL/fraktalkin szintje is szignifikansan
alacsonyabb szinten volt jelen a szérumos kezelés hatdséra, mint az albuminos kezelés
utan. Bar a gyulladasgatld fehérjék szintje a human szérum albumin kezelés 5. napjara is
csokkent a a feliiliszoban, a kezdeti 0. napi szint ala csak a hiperaku tszérum kezelés
tudta csokkenteni a gyulladas mértékét.

Az OA-ban bekdvetkezd szovetdegradacioért az MMP-k €s egyéb proteolitikus enzimek
feleldsek, elsésorban az MMP-1, 2, 3, 9, és 13. Normal koriillmények kozott az MMP-k
nagy része fontos szerepet jatszik az embrio fejlédésében és az egészséges szovetek
atépiilése soran a lebontd folyamatokban 21921 Azonban OA-ban, a gyulladsos
citokinek fokozott termelddésének hatasara, megné az MMP koncentracidja és
aktivacidja, lecsokken az Oket gatlo TIMP fehérjék szintje, valamint az 0j szdvet
keletkezéséhez sziikséges matrix fehérjék termelddése is alacsonyabb szinten zajlik
212213 M¢réseink alapjan a hiperakut szérum kezelés 3. napjara ugyan eltéré mértékben,
de nétt az MMP-k szintje, viszont a kezelés 5. napjara minden esetben szignifikdnsan
alacsonyabb koncentracioban voltak jelen az MMP fehérjék, mint a 3. napon. Ennek oka
az lehet, hogy az MMP-k szintjének valtozasara hatassal van a gyulladasos fehérjék
szintje, igy ugyanazt a hatast késleltetve latjuk, amit a gyulladdsos markerek esetén
tapasztaltunk. Az MMP-3 ¢és MMP-13 szintje szignifikansan alacsonyabb szinten volt
jelen a hiperakut szérum kezelés utols6 napjara, mint az albuminos kezelés esetén.

A szoveti atéplilést jelzd markerek koziil az oszteonektin és COL1A1 szintje nott a

hiperakut szérum kezelés hatdsara, mig a csontreszorpciot fokoz6 RANKL szintje

crer
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bekdvetkezé ndvekedését mar korabbi kisérleteink sordn is leirtuk 8. Ezzel szemben az
albuminos kezelés hatasara a COL1A1 és oszteonektin koncentracidja szignifikdnsan
nem valtozott, a kezelés végére pedig csokkend tendenciat mutatott, mig a RANKL
szintje szignifikansan nétt az albuminos kezelés alatt. Eredményeinket Osszegezve a
hiperakut szérum csokkentette az OA ¢és az IL-1 altal eldidézett gyulladast, valamint
pozitivan hatott a szdveti regeneracidra, melyet a megnovekedett sejtéletképesség ¢és
albuminos kontrollkezeléssel Osszevetve elmondhatjuk, hogy a hiperakut szérum
hatékonyabbnak bizonyult az OA kezelésére in vitro koriilmények kozott.

A hiperakut szérumon és PRP-n kivill az ortopédia teriiletén hasznalt regenerativ
terapianak fontos résztvevéje a PRF membran, mely a PRF csom6bdl hozhatd 1étre a
hiperakut szérum eltavolitasaval %24 A hypACT Inject eszkoz felépitésébdl és
miikodésébdl adoddéan a hiperakut szérum kifecskedezése utan az eszkozben
visszamaradt PRF membran formédja, vastagsaga kiilonbozik a vérvételi livegesdvel
eldallitott membranétol. A szérum kinyomadsa sordn az eszkdzben kozel egyenletes erdvel
nyomja a dugattyd a PRF csomd minden pontjat, mely egy homogénebb anyagot
eredményez, mint az {ivegcsdvel eldallitott PRF membran spatuldaval torténd
Osszelapitasa. A hagyomanyos, iivegcsovel eldallitott membrant eldszeretettel hasznaljak
a fogéaszatban iny regeneralasra, valamint ortopédiai teriileten szamos kutatas iranyul a
PRF membrannal torténd csont- és porcpotlasra 2218 A szovetpotlisra hasznalt
bioanyagok szakadasi tulajdonsigainak ismerete nagyon fontos a sebészetben, ezért
elengedhetetlen a membran mechanikai tiirképességének maximalizalasa 1°. Ez okbol
hasonlitottuk 6ssze a GT és HI PRF membran mechanikai és biologiai tulajdonsagait,
feltételezve, hogy a hypACT Injecttel eldallitott termék eldnydsebbnek bizonyul legalabb
mechanikai szempontbol, mint az tivegcsdvel eldallitott. Az izolalt membranok biologiai
¢s mechanikai tulajdonsagait frissen, fagyasztas/olvasztas, valamint fagyasztva szaritas
utdn is Osszevetettiik egymadssal. Eredményeink szerint a szakitashoz sziikséges erd
nagysaga hasonl6 a GT és HI membranok esetében, viszont a HI membran anyaga
homogénnek viszonyult a GT membrannal ellentétben, melyre abbol kdvetkeztettiink,
hogy az anyag egyetlen, a hlizas iranyara merdleges egyenes mentén szakadt végig. A GT
PRF membrannal az anyag egyes pontjainak szakitoszilardsaga eltérd volt, mely esetleges

sebészeti varras esetén kiszamithatalanna teszi azt. A kiilonb6z6 mintak kozal a
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fagyasztott/olvaszott HI PRF membran szignifikdnsan magasabb szakitoszilardsaggal
rendelkezett, mint a tobbi minta, igy mechanikai szempontbdl ez lehet a legelonydsebb
sebészeti felhasznalasra. A szakirodalomban az altalunk mért adatokkal megegyez6
értékeket talaltunk, kivéve a fagyasztott/olvaszott HI PRF membran esetében, melynek
szakitoszilardsaga magasabb volt a szakirodalomban fellelheté adatoknal 11927 A SEM
vizsgalat soran a friss, fagyasztott/olvaszott és fagyasztva szaritott HI és GT mintak
szerkezeti tulajdonsédgait vetettiik Ossze, melynek soran a fagyasztott/olvasztott és
fagyasztva szaritott mintaknal jéval kompaktabb szerkezetet talaltunk kisebb pérusokkal,
mint a friss mintak esetében, mely Osszefiiggésbe hozhaté a szakitoszilardsag
kiilonbségeivel. A HI PRF membranban a vérlemezkék eloszlasa sokkal egyenletesebb
volt, mint a GT membranban, mely a membran minden teriiletén egyenletesebb
novekedési faktor felszabadulashoz vezethet. A SEM megfigyelésiinkkel ellentétben Li
és munkatarsai azt figyelték meg, hogy a liofilizalt PRF membran poérusai joval
nagyobbak, mint a friss membranban 1%, Az ellentétes eredményt valésziniileg az okozta,
hogy Li és csapata szaraz formaban, kozvetlentil a liofilizalas utan fixaltdk a mintdkat,
mig mi visszanedvesitettilk Oket elétte PBS-sel. A vérlemezkékbdl felszabadulo
novekedési faktorok serkentik a sejtproliferaciot, melynek sebessége fontos tényezd,
mivel ha a membran gyorsabban bomlik, mint ahogy a sejtek szaporodnak rajta, a
regeneracio nem tud befejez6dni megfeleléen. A membranok sejtproliferaciora gyakorolt
hatasanak Osszehasonlitasahoz MSC-ket és hGF-eket hasznaltunk. A GT és HI
membranok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, mely nem meglepd, mivel
mindkét membran ugyanazon anyagbol all. A friss membranokra azonban kevesebb sejt
tudott letapadni, mint a fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritottakra. A friss
membranra letapadt alacsonyabb sejtszamra magyarazatot adhat az ¢€l6-halott festés
eredménye, melynek sordn szemléltettik hogy a friss membranba &agyazva ¢l6
fehérvérsejteket talaltunk, mig a fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott mintakon
csak halott sejteket talaltunk. A friss membranokban 1évé €16 sejtek helyet foglalhatnak
el a membran porusokban, melynek szerepe lehet az alacsonyabb MSC és hGF
adhézioban. A hGF sejtek esetében nem talaltunk szignifikans eltérést a pro-kollagén I
termelésben. Mint azt korabban emlitettem, a sejtszaporodas sebességén kiviil a
biomembranok lebomlasi sebessége is fontos szempont. A PRF membranok degradacios

sebességét nem csupan a benne és rajta tenyésztett sejtek szama hatarozza meg, hanem a
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plazmin enzim is, mely a fibrinhez ktve bontja azt. A mintakban dsszehasonlitottuk a
plazmin enzim aktivitasat és a fagyasztott/olvaszott mintak esetén szignifikansan
alacsonyabb enzimaktivitast talaltunk, melynek oka a fagyasztds és olvasztas
enzimszerkezetre gyakorolt karositd hatdsa lehet *8, Eredményeink alapjan sebészeti,
szovetpotld alkalmazasra leginkabb a fagyasztott HI PRF membran lehet alkalmas,
melynek mind mechanikai, mind bioldogiai tulajdonsagai kedvezobbek a friss és

fagyasztva szaritott PRF membranoknal.
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6. Kovetkeztetés

Kisérletes munkam soran a kovetkezd eredményekre jutottam:

1. A hiperakut szérum Osszetételét illetben bebizonyosodott, hogy iondsszetétele
kiegyensulyozottabb és a fiziologiashoz kozelebb all, mint a plazmatermékeké, tovabba
az EDTA PRP-nél szignifikansan alacsonyabb koncentracioban tartalmaz vérlemezke

eredetii gyulladasos fehérjéket.

2. Kisérleteink soran sikeriilt egy komplett OA-es térdiziileti szovetmodellt 1étrehoznunk,
mely hianypétld az in vitro kutatasok terén. Bebizonyosodott, hogy a szévetmodell
citokindsszetétele nagyban hasonlit az OA-es iziileti folyadék Osszetételéhez, igy

alkalmas lehet a sejtes €s in vivo kutatasok kozotti szakadék athidalasara.

3. Bebizonyosodott az is, hogy a hiperakut szérum erds sejtproliferativ hatast fejt ki az
oszteoartritiszes csont, porc és szinovialis membran sejtejire, tovabba csokkenti az OA-
re jellemzd gyulladast, és képes az IL-1P citokin altal okozott gyulladast gatolni, a

szovetatépiilést pedig serkenteni in vitro.

4. A hypACT Inject orvostechnikai eszkoz alkalmas egy a tradiciondlis vérvételi
iivegesOvel eldallitott PRF membranhoz hasonldé membran eldallitasara, melynek
sejtadhézios, sejtproliferacids tulajdonsagai, tovabba szerkezete és bomlasi sebessége
hasonldak. Az anyaga viszont homogénebb, és alakja kedvezObb, mely tulajdonsagok

sebészeti hasznalatra alkalmasabba teszik az tivegcsével eldallitott membrannal.

5. A PRF membranokat fagyasztds/olvasztasnak és fagyasztva szaritdsnak alavetve
megallapitottuk, hogy a fagyasztas/olvasztas kedvezden befolyasolja a membranok
mechanikai és biologiai tulajdonsagait. Az MSC letapadas a fagyasztott membranokon
volt a legnagyobb mértékii, tovabba a plazmin enzim aktivitasa ezekben volt a
legalacsonyabb, mely lassabb bomlasi sebességre utal. Ezenkiviil a fagyasztott/olvasztott
membranok szakitoszilardsdga magasabb volt, mint a tobbi membrané, kiilondsen az
orvostechnikai eszkozzel -eldallitott mintak esetében. A mintak kozil igy a
fagyasztas/olvasztasnak alavetett, orvostechnikai eszkozzel elballitott PRF membrant
talaltuk a leginkabb alkalmasnak sebészeti, szOvetpotld alkalmazasra, melyet
alatamasztja a tény, hogy a mintak koziil csak ezt tudtuk szakadas és sériilés nélkiil

hialinporc defektusba bevarrni.
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7. Osszefoglalas

Munkam sordn 0j vérszérum alapt terapids megoldasokat fejlesztettiink a degradalt,
oszteoartritiszes térdszovet regeneracidjanak eldsegitésére. Az autoldég véralapu
termékek, mint a vérlemezkében gazdag plazma (PRP) és a vérlemezkében gazdag fibrin
(PRF) szamos, foleg elodallitasi modjukbol adéodd hatranyuk ellenére széles korben
elterjedtek a regenerativ ortopédidban. A PRP hasznalatdnak legfébb hatranya az
eléallitasi mod standardizalasanak hianya ¢és a marha trombin, valamint az
antikoagulansok hozzdadasa. Mig a PRF eldallitasi moédjanal elsdsorban a membran nem
steril kezelése, a gyors degradacio és a gyenge szakitoszilardsag az, mely alkalmatlanna
teszi sebészeti alkalmazasra. A PRF csomobdl kipréselt szérumot, melyet hiperakut
szérumnak hivunk, azzal a céllal hoztuk létre, hogy kikiiszobiiljiik a PRP eldallitasi
modjabol adodo problémakat. Kordbbi eredményeink alapjan a hiperakut szérum a PRP-
nél erGsebb sejtproliferativ hatassal rendelkezik oszteoartritiszes csontvel6- és porcsejtek
esetében, tovabba jobban képes fenntartani a csontvel eredeti szerkezetét, mint a PRP.
Jelenlegi munkam soran a hiperakut szérum és PRP 6sszetételét hasonlitottuk dssze és a
hiperakut szérum oszteoartritiszes csont, porc ¢és szinovialis membranra kifejtett
regenerativ hatasat vizsgaltuk egy sajat fejlesztésli, in vitro oszteoartritiszes térd
szovetmodellben. Ezen kiviil 6sszehasonlitottuk a vérvételi tivegesovel és egy fecskendd
alapt zart rendszerben izolalt, friss, fagyasztott/olvasztott, valamint fagyasztva szaritott
PRF membranok bioldgiai és mechanikai tulajdonsagait. Eredményeink alapjan a
hiperakut szérum kiegyensulyozottabb ion- és kevésbé gyulladasos fehérje-osszetétellel
rendelkezik, mint a PRP tovabba képes az oszteoartritisz fobb gyulladasos citokinjeinek
szinovidlis membranban a sejtproliferaciot novelni. A fagyasztott/olvasztott
fecskenddrendszerrel eldallitott PRF membran nagyobb szakitoszilardsaggal, magasabb
sejtproliferacioval és alacsonyabb degradacioval jellemezhetd, mint a friss és fagyasztva
szaritott livegesovel és fecskendérendszerrel eldallitott membranok. Eredeményeink
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a hiperakut szérum alkalmas lehet az
eléallitasi modjabol adodo hatranyokat. A PRF membranok koziil a fagyasztott/olvaszott,
fecskendd rendszerrel izolalt membran lehet leginkabb alkalmas szdvetpotlas soran

torténd sebészeti hasznalatra.
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8. Summary

In the present study we have developed new blood derived applications enhancing
regenerative processes in the degraded, osteoarthritic knee joint. Autologous blood
derived products, such as platelet rich plasma (PRP) and platelet-rich fibrin (PRF) are
widely applied in regenerative orthopedics, inspite of the drawbacks in their application,
mainly deriving from the preparation method used. The main problems of PRP
preparation are the lack of uniformity in the isolation methods, and the addition of bovine
thrombin and anticoagulants during the isolation procedure. While PRF isolation needs
open handling of the membrane, it degrades easily and it has a low tensile strength, which
does not hold a suture blocking wider clinical applications. The serum squeezed out from
the PRF clot, named hyperacute serum was developed to avoid the limitations of PRP.
Based on our previous results, hyperacute serum has better cell proliferative effect on
osteoarthritic bone marrow cells and chondrocytes and resulted in a better preserved bone
marrow structure than PRP. In the present work we investigated the composition of
hyperacute serum compared to PRP and the regenerative effect of hyperacute serum on
osteoarthritic bone, cartilage and synovial membrane in a self designed, in vitro
osteoarthritic knee tissue model. The mechanical and biological properties of fresh,
freeze-thawed and freeze-dried PRF membranes isolated by glass blood drawing tube and
a closed single syringe system were also compared. On the basis of our present results
hyperacute serum has a more balanced ionic content with a less inflammatory protein
composition than PRP and it is capable of decreasing the concentration of the main
osteoarthritic inflammatory cytokines, while increasing the level of tissue remodelling
markers and cell proliferation in bone, cartilage and synovial membrane. Frozen/thawed
PRF membrane isolated by a single syringe closed system has better tensile strength, cell
proliferation and degradation properties than fresh and freeze-dried membranes prepared
by glass blood drawing tube or the syringe system. We concluded that hyperacute serum
is a promising blood separation product for enhancing osteoarthritic tissue remodelling,
while avoiding the drawbacks of PRP. Among PRF membrane products the
frozen/thawed, syringe isolated membrane can be the most suitable for tissue repair in

clinical applications.

87



DOI:10.14753/SE.2020.2373

9. Irodalomjegyzék

10.

11.

Bode, H.R. (2003) Head regeneration in Hydra. Dev. Dyn., 226: 225-236.
LoCascio, S.A.; Lapan, S.W.; Reddien, P.W. (2017) Eye Absence Does Not
Regulate Planarian Stem Cells during Eye Regeneration. Dev. Cell, 40: 381-
391.e383.

Bonfanti, L. (2011) From hydra regeneration to human brain structural
plasticity: a long trip through narrowing roads. Sci. World. J., 11: 1270-1299.
Brockes, J.P. (1997) Amphibian Limb Regeneration: Rebuilding a Complex
Structure. Science, 276: 81.

Wang, M.H.; Wu, C.H.; Huang, T.Y.; Sung, H.W.; Chiou, L.L.; Lin, S.P.; Lee,
H.S. (2019) Nerve-mediated expression of histone deacetylases regulates limb
regeneration in axolotls. Dev. Biol., 449: 122-131.

Dawson, L.A.; Schanes, P.P.; Kim, P.; Imholt, F.M.; Qureshi, O.; Dolan, C.P.;
Yu, L.; Yan, M.; Zimmel, K.N.; Falck, A.R.; Muneoka, K. (2018) Blastema
formation and periosteal ossification in the regenerating adult mouse digit.
Wound Repair Regen., 26: 263-273.

Miller, T.J.; Deptula, P.L.; Buncke, G.M.; Maan, Z.N. (2019) Digit Tip Injuries:
Current Treatment and Future Regenerative Paradigms. Stem Cells Int, 2019:
9619080.

Lanthier, N.; Spahr, L. (2019) Resident liver progenitor cells: Proofs of their
contribution to human liver regeneration. Clin Res Hepatol Gastroenterol, 43:
646-648.

Robert, A.W.; Azevedo Gomes, F.; Rode, M.P.; Marques da Silva, M.;
Veleirinho, M.; Maraschin, M.; Hayashi, L.; Wosgrau Calloni, G.; Stimamiglio,
M.A. (2019) The skin regeneration potential of a pro-angiogenic secretome from
human skin-derived multipotent stromal cells. J Tissue Eng, 10:
2041731419833391.

Ebrahimi, B. (2018) Cardiac progenitor reprogramming for heart regeneration.
Cell Regen (Lond), 7: 1-6.

Rohban, R.; Pieber, T.R. (2017) Mesenchymal Stem and Progenitor Cells in
Regeneration: Tissue Specificity and Regenerative Potential. Stem Cells Int,
2017: 5173732-5173732.

88



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Kode, J.A.; Mukherjee, S.; Joglekar, M.V.; Hardikar, A.A. (2009) Mesenchymal
stem cells: immunobiology and role in immunomodulation and tissue
regeneration. Cytotherapy, 11: 377-391.

Mao, A.S.; Mooney, D.J. (2015) Regenerative medicine: Current therapies and
future directions. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 112: 14452-14459.

Nadig, R.R. (2009) Stem cell therapy - Hype or hope? A review. JCD, 12: 131-
138.

Si, Z.; Wang, X.; Sun, C.; Kang, Y.; Xu, J.; Wang, X.; Hui, Y. (2019) Adipose-
derived stem cells: Sources, potency, and implications for regenerative therapies.
Biomed. Pharmacother., 114: 108765.

Rohban, R.; Pieber, T.R. (2017) Mesenchymal Stem and Progenitor Cells in
Regeneration: Tissue Specificity and Regenerative Potential. Stem Cells Int,
2017:5173732.

Iwamoto, M.; Ohta, Y.; Larmour, C.; Enomoto-lwamoto, M. (2013) Toward
regeneration of articular cartilage. Birth Defects Res C Embryo Today Rev, 99:
192-202.

Duarte Campos, D.F.; Drescher, W.; Rath, B.; Tingart, M.; Fischer, H. (2012)
Supporting Biomaterials for Articular Cartilage Repair. Cartilage, 3: 205-221.
Chen, F.-M.; Liu, X. (2016) Advancing biomaterials of human origin for tissue
engineering. Prog. Polym. Sci., 53: 86-168.

Thottappillil, N.; Nair, P.D. (2015) Scaffolds in vascular regeneration: current
status. Vasc. Health Risk Manag., 11: 79-91.

Turnbull, G.; Clarke, J.; Picard, F.; Riches, P.; Jia, L.; Han, F.; Li, B.; Shu, W.
(2017) 3D bioactive composite scaffolds for bone tissue engineering. Bioact.
Mater., 3: 278-314.

Yannas, I.V.; Tzeranis, D.; So, P.T. (2015) Surface biology of collagen scaffold
explains blocking of wound contraction and regeneration of skin and peripheral
nerves. Biomed. Mater., 11: 014106.

Serrano-Aroca, A.; Vera-Donoso, C.D.; Moreno-Manzano, V. (2018)
Bioengineering Approaches for Bladder Regeneration. Int. J. Mol. Sci., 19:
1796.

89



24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Hanker, J.S.; Giammara, B.L. (1988) Biomaterials and biomedical devices.
Science, 242: 885-892.

Langer, R.; Vacanti, J.P. (1993) Tissue engineering. Science, 260: 920-926.
Place, E.S.; Evans, N.D.; Stevens, M.M. (2009) Complexity in biomaterials for
tissue engineering. Nature materials, 8: 457-470.

Williams, D.F. (2014) The biomaterials conundrum in tissue engineering. Tissue
Eng Part A, 20: 1129-1131.

Bruzauskaité, I.; Bironaité, D.; Bagdonas, E.; Bernotien¢, E. (2016) Scaffolds
and cells for tissue regeneration: different scaffold pore sizes-different cell
effects. Cytotechnology, 68: 355-369.

Tatara, A.M.; Koons, G.L.; Watson, E.; Piepergerdes, T.C.; Shah, S.R.; Smith,
B.T.; Shum, J.; Melville, J.C.; Hanna, I.A.; Demian, N.; Ho, T.; Ratcliffe, A,;
van den Beucken, J.; Jansen, J.A.; Wong, M.E.; Mikos, A.G. (2019)
Biomaterials-aided mandibular reconstruction using in vivo bioreactors. Proc
Natl Acad Sci, 116: 6954-6963.

Burova, I.; Wall, 1.; Shipley, R.J. (2019) Mathematical and computational
models for bone tissue engineering in bioreactor systems. J Tissue Eng, 10:
2041731419827922.

Panek, M.; Antunovic, M.; Pribolsan, L.; Ivkovic, A.; Gotic, M.; Vukasovic, A.;
Caput Mihalic, K.; Pusic, M.; Jurkin, T.; Marijanovic, I. (2019) Bone Tissue
Engineering in a Perfusion Bioreactor Using Dexamethasone-Loaded Peptide
Hydrogel. Materials (Basel, Switzerland), 12: 9109.

Blose, K.J.; Krawiec, J.T.; Weinbaum, J.S.; Vorp, D.A. Chapter 13 - Bioreactors
for Tissue Engineering Purposes. In Regenerative Medicine Applications in
Organ Transplantation, Orlando, G., Lerut, J., Soker, S., Stratta, R.J., Eds.
Academic Press: Boston, 2014; pp. 177-185.

Jain, A.; Bansal, R. (2015) Applications of regenerative medicine in organ
transplantation. J. Pharm. Bioallied Sci., 7: 188-194.

O'Brien, F.J. (2011) Biomaterials & scaffolds for tissue engineering. Mater.
Today, 14: 88-95.

Karantalis, V.; Schulman, I.H.; Balkan, W.; Hare, J.M. (2015) Allogeneic cell
therapy: a new paradigm in therapeutics. Circ. Res., 116: 12-15.

90



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Hosseinkhani, M.; Mehrabani, D.; Karimfar, M.H.; Bakhtiyari, S.; Manafi, A.;
Shirazi, R. (2014) Tissue engineered scaffolds in regenerative medicine. World J
Plast Surg, 3: 3-7.

Horvathy, D.B.; Simon, M.; Schwarz, C.M.; Masteling, M.; Vacz, G.; Hornyak,
I.; Lacza, Z. (2017) Serum albumin as a local therapeutic agent in cell therapy
and tissue engineering. Biofactors, 43: 315-330.

Horvathy, D.B.; Vacz, G.; Cselenyak, A.; Weszl, M.; Kiss, L.; Lacza, Z. (2013)
Albumin-coated bioactive suture for cell transplantation. Surg. Innov., 20: 249-
255.

Horvathy, D.B.; Vacz, G.; Szabo, T.; Szigyarto, I.C.; Toro, I.; Vamos, B.;
Hornyak, I.; Renner, K.; Klara, T.; Szabo, B.T.; Dobo-Nagy, C.; Doros, A.;
Lacza, Z. (2016) Serum albumin coating of demineralized bone matrix results in
stronger new bone formation. J Biomed Mater Res B Appl Biomater, 104: 126-
132.

Fijnheer, R.; Pietersz, R.N.; de Korte, D.; Gouwerok, C.W.; Dekker, W.J.;
Reesink, H.W.; Roos, D. (1990) Platelet activation during preparation of platelet
concentrates: a comparison of the platelet-rich plasma and the buffy coat
methods. Transfusion (Paris), 30: 634-638.

Rinder, H.M.; Snyder, E.L. (1992) Activation of platelet concentrate during
preparation and storage. Blood Cells, 18: 445-456.

MccCarrel, T.M.; Mall, N.A.; Lee, A.S.; Cole, B.J.; Butty, D.C.; Fortier, L.A.
(2014) Considerations for the use of platelet-rich plasma in orthopedics. Sports
Med., 44: 1025-1036.

Mlynarek, R.A.; Kuhn, AW.; Bedi, A. (2016) Platelet-Rich Plasma (PRP) in
Orthopedic Sports Medicine. Am. J. Orthop. (Belle Mead NJ), 45: 290-326.
Patel, S.R.; Hartwig, J.H.; Italiano, J.E., Jr. (2005) The biogenesis of platelets
from megakaryocyte proplatelets. J. Clin. Investig., 115: 3348-3354.

Blair, P.; Flaumenhaft, R. (2009) Platelet alpha-granules: basic biology and
clinical correlates. Blood Rev., 23: 177-189.

Dhurat, R.; Sukesh, M. (2014) Principles and Methods of Preparation of
Platelet-Rich Plasma: A Review and Author's Perspective. J. Cutan. Aesthet.
Surg., 7: 189-197.

91



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Holinstat, M. (2017) Normal platelet function. Cancer Metastasis Rev., 36: 195-
198.

Gerrard, J.M.; White, J.G.; Peterson, D.A. (1978) The platelet dense tubular
system: its relationship to prostaglandin synthesis and calcium flux. Thromb.
Haemost., 40: 224-231.

Palta, S.; Saroa, R.; Palta, A. (2014) Overview of the coagulation system. Indian
J. Anaesth., 58: 515-523.

Tomaiuolo, M.; Brass, L.F.; Stalker, T.J. (2017) Regulation of Platelet
Activation and Coagulation and Its Role in Vascular Injury and Arterial
Thrombosis. Interv. Cardiol. Clin., 6: 1-12.

Gonzalez, A.C.d.O.; Costa, T.F.; Andrade, Z.d.A.; Medrado, A.R.A.P. (2016)
Wound healing - A literature review. An. Bras. Dermatol., 91: 614-620.
Arroyo, A.G.; lruela-Arispe, M.L. (2010) Extracellular matrix, inflammation,
and the angiogenic response. Cardiovasc. Res., 86: 226-235.

Khalil, N. (1999) TGF-beta: from latent to active. Microbes Infect, 1: 1255-
1263.

Koh, T.J.; DiPietro, L.A. (2011) Inflammation and wound healing: the role of
the macrophage. Expert Rev. Mol. Med., 13: e23-e23.

Kryczka, J.; Boncela, J. (2015) Leukocytes: The Double-Edged Sword in
Fibrosis. Mediators Inflamm., 2015: 652035-652035.

Landén, N.X.; Li, D.; Stahle, M. (2016) Transition from inflammation to
proliferation: a critical step during wound healing. Cell. Mol. Life Sci., 73:
3861-3885.

Golebiewska, E.M.; Poole, A.W. (2015) Platelet secretion: From haemostasis to
wound healing and beyond. Blood Rev., 29: 153-162.

Wiley, H.S.; Woolf, M.F.; Opresko, L.K.; Burke, P.M.; Will, B.; Morgan, J.R.;
Lauffenburger, D.A. (1998) Removal of the membrane-anchoring domain of
epidermal growth factor leads to intracrine signaling and disruption of mammary
epithelial cell organization. J. Cell Biol., 143: 1317-1328.

Sundy, J.S.; Haynes, B.F. (2000) Cytokines and adhesion molecules in the
pathogenesis of vasculitis. Curr. Rheumatol. Rep., 2: 402-410.

92



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Singer, A.J.; Clark, R.A. (1999) Cutaneous wound healing. N. Engl. J. Med.,
341: 738-746.

Liekens, S.; De Clercq, E.; Neyts, J. (2001) Angiogenesis: regulators and
clinical applications. Biochem. Pharmacol., 61: 253-270.

Etulain, J. (2018) Platelets in wound healing and regenerative medicine.
Platelets, 29: 556-568.

Gonzalez, A.C.d.O.; Costa, T.F.; Andrade, Z.d.A.; Medrado, A.R.A.P. (2016)
Wound healing - A literature review. An. Bras. Dermatol., 91: 614-620.
Prakash, S.; Thakur, A. (2011) Platelet concentrates: past, present and future. J.
Maxillofac. Oral Surg., 10: 45-49.

Shahid, M.; Kundra, R. (2017) Platelet-rich plasma (PRP) for knee disorders.
EFORT open reviews, 2: 28-34.

Woodell-May, J.E.; Ridderman, D.N.; Swift, M.J.; Higgins, J. (2005) Producing
accurate platelet counts for platelet rich plasma: validation of a hematology
analyzer and preparation techniques for counting. J Craniofac Surg, 16: 749-
756; discussion 757-749.

Zhuang, Y.W.; Zeng, Y.M.; Chen, Y.F.; Zhang, H.P.; Chen, X.Y.; Yang, D.Y;
Wu, W.J. (2018) The effects of different activators on the release curve of
human platelet-rich plasma. Zhonghua jie he he hu xi za zhi = Zhonghua jiehe
he huxi zazhi = Chinese journal of tuberculosis and respiratory diseases, 41:
868-872.

Cole, B.J.; Seroyer, S.T.; Filardo, G.; Bajaj, S.; Fortier, L.A. (2010) Platelet-rich
plasma: where are we now and where are we going? Sports health, 2: 203-210.
Pavlovic, V.; Ciric, M.; Jovanovic, V.; Stojanovic, P. (2016) Platelet Rich
Plasma: a short overview of certain bioactive components. Open Med., 11: 242-
247.

Foster, T.E.; Puskas, B.L.; Mandelbaum, B.R.; Gerhardt, M.B.; Rodeo, S.A.
(2009) Platelet-rich plasma: from basic science to clinical applications. Am J
Sports Med, 37: 2259-2272.

Badis, D.; Omar, B. (2018) The effectiveness of platelet-rich plasma on the skin
wound healing process: A comparative experimental study in sheep. Vet. World,
11: 800-808.

93



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Lee, K.S.; Wilson, J.J.; Rabago, D.P.; Baer, G.S.; Jacobson, J.A.; Borrero, C.G.
(2011) Musculoskeletal applications of platelet-rich plasma: fad or future? AJR
Am J Roentgenol, 196: 628-636.

Gentile, P.; Cole, J.P.; Cole, M.A.; Garcovich, S.; Bielli, A.; Scioli, M.G.;
Orlandi, A.; Insalaco, C.; Cervelli, V. (2017) Evaluation of Not-Activated and
Activated PRP in Hair Loss Treatment: Role of Growth Factor and Cytokine
Concentrations Obtained by Different Collection Systems. Int. J. Mol. Sci., 18:
408.

Taniguchi, Y.; Yoshioka, T.; Kanamori, A.; Aoto, K.; Sugaya, H.; Yamazaki, M.
(2018) Intra-articular platelet-rich plasma (PRP) injections for treating knee pain
associated with osteoarthritis of the knee in the Japanese population: a phase |
and lla clinical trial. Nagoya J Med Sci., 80: 39-51.

Andia, I.; Martin, J.I.; Maffulli, N. (2018) Advances with platelet rich plasma
therapies for tendon regeneration. Expert Opin Biol Ther, 18: 389-398.

Suthar, M.; Gupta, S.; Bukhari, S.; Ponemone, V. (2017) Treatment of chronic
non-healing ulcers using autologous platelet rich plasma: a case series. J.
Biomed. Sci., 24: 16-16.

Pinto, J.M.N.; Pizani, N.S.; Kang, H.C.; Silva, L.A.K. (2014) Application of
platelet-rich plasma in the treatment of chronic skin ulcer - case report. An. Bras.
Dermatol., 89: 638-640.

Shih, S. (2019) Platelet-rich plasma: Potential role in combined therapy for
vitiligo. Dermatol Ther, 32: e12773.

Zadehmodarres, S.; Salehpour, S.; Saharkhiz, N.; Nazari, L. (2017) Treatment of
thin endometrium with autologous platelet-rich plasma: a pilot study. JBRA
Assist Reprod, 21: 54-56.

Jang, H.Y.; Myoung, S.M.; Choe, J.M.; Kim, T.; Cheon, Y.P.; Kim, Y.M.; Park,
H. (2017) Effects of Autologous Platelet-Rich Plasma on Regeneration of
Damaged Endometrium in Female Rats. Yonsei Med. J., 58: 1195-1203.
Sabarish, R.; Lavu, V.; Rao, S.R. (2015) A Comparison of Platelet Count and
Enrichment Percentages in the Platelet Rich Plasma (PRP) Obtained Following
Preparation by Three Different Methods. JCDR, 9: ZC10-ZC12.

94



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Middleton, K.K.; Barro, V.; Muller, B.; Terada, S.; Fu, F.H. (2012) Evaluation
of the effects of platelet-rich plasma (PRP) therapy involved in the healing of
sports-related soft tissue injuries. The lowa orthopaedic journal, 32: 150-163.
do Amaral, R.J.F.C.; da Silva, N.P.; Haddad, N.F.; Lopes, L.S.; Ferreira, F.D.;
Filho, R.B.; Cappelletti, P.A.; de Mello, W.; Cordeiro-Spinetti, E.; Balduino, A.
(2016) Platelet-Rich Plasma Obtained with Different Anticoagulants and Their
Effect on Platelet Numbers and Mesenchymal Stromal Cells Behavior In Vitro.
Stem Cells Int, 2016: 7414036-7414036.

Giraldo, C.E.; Alvarez, M.E.; Carmona, J.U. (2015) Effects of sodium citrate
and acid citrate dextrose solutions on cell counts and growth factor release from
equine pure-platelet rich plasma and pure-platelet rich gel. BMC Vet. Res., 11:
60.

Araki, J.; Jona, M.; Eto, H.; Aoi, N.; Kato, H.; Suga, H.; Doi, K.; Yatomi, Y.;
Yoshimura, K. (2012) Optimized preparation method of platelet-concentrated
plasma and noncoagulating platelet-derived factor concentrates: maximization of
platelet concentration and removal of fibrinogen. Tissue Eng. Part C, 18: 176-
185.

Zhang, N.; Wang, K.; Li, Z. (2019) Comparative study of different
anticoagulants and coagulants in the evaluation of clinical application of
platelet-rich plasma (PRP) standardization. Cell and tissue banking, 20: 61-75.
Fukaya, M.; Ito, A. (2014) A New Economic Method for Preparing Platelet-rich
Plasma. Plastic and reconstructive surgery. Global open, 2: e162-e162.

Lei, H.; Gui, L.; Xiao, R. (2009) The effect of anticoagulants on the quality and
biological efficacy of platelet-rich plasma. Clin. Biochem., 42: 1452-1460.

Du, L.; Miao, Y.; Li, X.; Shi, P.; Hu, Z. (2018) A Novel and Convenient Method
for the Preparation and Activation of PRP without Any Additives: Temperature
Controlled PRP. Biomed Res Int, 2018: 12.

King, W.; Toler, K.; Woodell-May, J. (2018) Role of White Blood Cells in
Blood- and Bone Marrow-Based Autologous Therapies. Biomed Res Int, 2018:
6510842.

Yerlikaya, M.; Talay Calis, H.; Tomruk Siitbeyaz, S.; Sayan, H.; Ibis, N.; Kog,
A.; Karakiikgii, C. (2017) Comparison of Effects of Leukocyte-Rich and

95



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Leukocyte-Poor Platelet-Rich Plasma on Pain and Functionality in Patients With
Lateral Epicondylitis. Arch Reumatol, 33: 73-79.

Le, A.D.K.; Enweze, L.; DeBaun, M.R.; Dragoo, J.L. (2018) Current Clinical
Recommendations for Use of Platelet-Rich Plasma. Curr. Rev. Musculoskelet.
Med., 11: 624-634.

Kobayashi, Y.; Saita, Y.; Nishio, H.; Ikeda, H.; Takazawa, Y.; Nagao, M.;
Takaku, T.; Komatsu, N.; Kaneko, K. (2016) Leukocyte concentration and
composition in platelet-rich plasma (PRP) influences the growth factor and
protease concentrations. J Orthop Sci, 21: 683-689.

Zhou, Y.; Zhang, J.; Wu, H.; Hogan, M.V.; Wang, J.H.C. (2015) The differential
effects of leukocyte-containing and pure platelet-rich plasma (PRP) on tendon
stem/progenitor cells - implications of PRP application for the clinical treatment
of tendon injuries. Stem Cell Res Ther, 6: 173-173.

Saluja, H.; Dehane, V.; Mahindra, U. (2011) Platelet-Rich fibrin: A second
generation platelet concentrate and a new friend of oral and maxillofacial
surgeons. Ann Maxillofac Surg., 1: 53-57.

Naik, B.; Karunakar, P.; Jayadev, M.; Marshal, V.R. (2013) Role of Platelet rich
fibrin in wound healing: A critical review. JCD, 16: 284-293.

Kawase, T.; Tanaka, T. (2017) An updated proposal for terminology and
classification of platelet-rich fibrin. Regen Ther., 7: 80-81.

Abd El Raouf, M.; Wang, X.; Miusi, S.; Chai, J.; Mohamed AbdEI-Aal, A.B.;
Nefissa Helmy, M.M.; Ghanaati, S.; Choukroun, J.; Choukroun, E.; Zhang, Y.;
Miron, R.J. (2019) Injectable-platelet rich fibrin using the low speed
centrifugation concept improves cartilage regeneration when compared to
platelet-rich plasma. Platelets, 30: 213-221.

Fan, W.J.; Yang, M.; Zhang, C.; Xue, R.; Zhang, W.; Qin, H.X. (2013) Effects
of Choukroun's platelet-rich fibrin on human gingival fibroblasts proliferation,
migration and type | collagen secretion. Zhonghua kou giang yi xue za zhi =
Zhonghua kougiang yixue zazhi = Chinese journal of stomatology, 48: 72-76.
Wang, X.; Zhang, Y.; Choukroun, J.; Ghanaati, S.; Miron, R.J. (2017) Behavior
of Gingival Fibroblasts on Titanium Implant Surfaces in Combination with
either Injectable-PRF or PRP. Int. J. Mol. Sci., 18: 331.

96



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Kumar, M.; Chopra, S.; Das, D.; Gupta, M.; Memoalia, J.; Verma, G. (2018)
Direct Maxillary Sinus Floor Augmentation for Simultaneous Dental Implant
Placement. Ann Maxillofac Surg., 8: 188-192.

Cano-Duran, J.A.; Pena-Cardelles, J.-F.; Ortega-Concepcion, D.; Paredes-
Rodriguez, V.M.; Garcia-Riart, M.; Lopez-Quiles, J. (2017) The role of
Leucocyte-rich and platelet-rich fibrin (L-PRF) in the treatment of the
medication-related osteonecrosis of the jaws (MRONJ). J Clin Exp Dent., 9:
e1051-e1059.

Zhang, Y.; Ruan, Z.; Shen, M.; Tan, L.; Huang, W.; Wang, L.; Huang, Y. (2018)
Clinical effect of platelet-rich fibrin on the preservation of the alveolar ridge
following tooth extraction. Exp Ther Med, 15: 2277-2286.

Kokdere, N.N.; Baykul, T.; Findik, Y. (2015) The use of platelet-rich fibrin
(PRF) and PRF-mixed particulated autogenous bone graft in the treatment of
bone defects: An experimental and histomorphometrical study. Dent Res J
(Isfahan), 12: 418-424.

Ritto, F.G.; Pimentel, T.; Canellas, J.V.S.; Junger, B.; Cruz, M.; Medeiros, P.J.
(2019) Randomized double-blind clinical trial evaluation of bone healing after
third molar surgery with the use of leukocyte- and platelet-rich fibrin. Int J Oral
Maxillofac Surg, 48: 1088-1093.

Wong, C.-C.; Kuo, T.-F.; Yang, T.-L.; Tsuang, Y.-H.; Lin, M.-F.; Chang, C.-H.;
Lin, Y.-H.; Chan, W.P. (2017) Platelet-Rich Fibrin Facilitates Rabbit Meniscal
Repair by Promoting Meniscocytes Proliferation, Migration, and Extracellular
Matrix Synthesis. Int. J. Mol. Sci., 18: 1722.

Desai, C.B.; Mahindra, U.R.; Kini, Y.K.; Bakshi, M.K. (2013) Use of Platelet-
Rich Fibrin over Skin Wounds: Modified Secondary Intention Healing. J. Cutan.
Aesthet. Surg., 6: 35-37.

Li, Q.; Reed, D.A.; Min, L.; Gopinathan, G.; Li, S.; Dangaria, S.J.; Li, L.; Geng,
Y.; Galang, M.-T.; Gajendrareddy, P.; Zhou, Y.; Luan, X.; Diekwisch, T.G.H.
(2014) Lyophilized platelet-rich fibrin (PRF) promotes craniofacial bone
regeneration through Runx2. Int. J. Mol. Sci., 15: 8509-8525.

97



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Akbari Saeed, T.; Ahmadi ZeydAbadi, M.; Fatemi, A.; Farsinejad, A. (2018) In
vitro evaluation of decontamination effects on mechanical properties of fibrin
membrane. Medical journal of the Islamic Republic of Iran, 32: 2-2.

Isobe, K.; Watanebe, T.; Kawabata, H.; Kitamura, Y.; Okudera, T.; Okudera, H.;
Uematsu, K.; Okuda, K.; Nakata, K.; Tanaka, T.; Kawase, T. (2017) Mechanical
and degradation properties of advanced platelet-rich fibrin (A-PRF),
concentrated growth factors (CGF), and platelet-poor plasma-derived fibrin
(PPTF). Int J Implant Dent., 3: 17-17.

Sam, G.; Vadakkekuttical, R.J.; Amol, N.V. (2015) In vitro evaluation of
mechanical properties of platelet-rich fibrin membrane and scanning electron
microscopic examination of its surface characteristics. J Indian Soc Periodontol.,
19: 32-36.

Baltzer, AW.A.; Ostapczuk, M.S.; Stosch, D.; Seidel, F.; Granrath, M. (2013) A
new treatment for hip osteoarthritis: clinical evidence for the efficacy of
autologous conditioned serum. Orthop. Rev., 5: 59-64.

Damjanov, N.; Barac, B.; Colic, J.; Stevanovic, V.; Zekovic, A.; Tulic, G.
(2018) The efficacy and safety of autologous conditioned serum (ACS)
injections compared with betamethasone and placebo injections in the treatment
of chronic shoulder joint pain due to supraspinatus tendinopathy: a prospective,
randomized, double-blind, controlled study. Med Ultrason, 20: 335-341.
Rutgers, M.; Saris, D.B.F.; Dhert, W.J.A.; Creemers, L.B. (2010) Cytokine
profile of autologous conditioned serum for treatment of osteoarthritis, in vitro
effects on cartilage metabolism and intra-articular levels after injection. Arthritis
Res Ther, 12: R114-R114.

Rutgers, M.; Creemers, L.B.; Auw Yang, K.G.; Raijmakers, N.J.; Dhert, W.J.;
Saris, D.B. (2015) Osteoarthritis treatment using autologous conditioned serum
after placebo. Acta Orthop, 86: 114-118.

Zarringam, D.; Bekkers, J.E.J.; Saris, D.B.F. (2018) Long-term Effect of
Injection Treatment for Osteoarthritis in the Knee by Orthokin Autologous
Conditioned Serum. Cartilage, 9: 140-145.

Simon, M.; Major, B.; Vacz, G.; Kuten, O.; Hornyak, I.; Hinsenkamp, A.;
Kardos, D.; Bago, M.; Cseh, D.; Sarkozi, A.; Horvathy, D.; Nehrer, S.; Lacza, Z.

98



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

(2018) The Effects of Hyperacute Serum on the Elements of the Human
Subchondral Bone Marrow Niche. Stem Cells Int, 2018: 4854619-48546109.
Jeyakumar, V.; Niculescu-Morzsa, E.; Bauer, C.; Lacza, Z.; Nehrer, S. (2017)
Platelet-Rich Plasma Supports Proliferation and Redifferentiation of
Chondrocytes during In Vitro Expansion. Front Bioeng Biotechnol, 5: 75-75.
Jeyakumar, V.; Niculescu-Morzsa, E.; Bauer, C.; Lacza, Z.; Nehrer, S. (2019)
Redifferentiation of Articular Chondrocytes by Hyperacute Serum and Platelet
Rich Plasma in Collagen Type | Hydrogels. Int. J. Mol. Sci., 20: 316.

Kuten, O.; Simon, M.; Hornyak, I.; De Luna-Preitschopf, A.; Nehrer, S.; Lacza,
Z. (2018) The Effects of Hyperacute Serum on Adipogenesis and Cell
Proliferation of Mesenchymal Stromal Cells. Tissue Eng Part A, 24: 1011-1021.
Vacz, G.; Major, B.; Gaal, D.; Petrik, L.; Horvathy, D.B.; Han, W.; Holczer, T.;
Simon, M.; Muir, J.M.; Hornyak, |.; Lacza, Z. (2018) Hyperacute serum has
markedly better regenerative efficacy than platelet-rich plasma in a human bone
oxygen-glucose deprivation model. Regen Med, 13: 531-543.

Zhang, Y.; Jordan, J.M. (2010) Epidemiology of osteoarthritis. Clin Geriatr
Med, 26: 355-369.

Mobasheri, A.; Batt, M. (2016) An update on the pathophysiology of
osteoarthritis. Annals of Physical and Rehabilitation Medicine, 59: 333-3309.
Man, G.S.; Mologhianu, G. (2014) Osteoarthritis pathogenesis - a complex
process that involves the entire joint. J. Med. Life, 7: 37-41.

Malemud, C.J. (2015) Biologic basis of osteoarthritis: state of the evidence. Curr
Opin Rheumatol, 27: 289-294.

Xia, B.; Di, C.; Zhang, J.; Hu, S.; Jin, H.; Tong, P. (2014) Osteoarthritis
pathogenesis: a review of molecular mechanisms. Calcif. Tissue Int., 95: 495-
505.

Sellam, J.; Berenbaum, F. (2010) The role of synovitis in pathophysiology and
clinical symptoms of osteoarthritis. Nat Rev Rheumatol, 6: 625-635.

Yuan, G.H.; Tanaka, M.; Masuko-Hongo, K.; Shibakawa, A.; Kato, T.;
Nishioka, K.; Nakamura, H. (2004) Characterization of cells from pannus-like
tissue over articular cartilage of advanced osteoarthritis. Osteoarthritis Cartilage,
12: 38-45.

99



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Haseeb, A.; Haqqi, T.M. (2013) Immunopathogenesis of osteoarthritis. Clin
Immunol, 146: 185-196.

Barr, A.J.; Campbell, T.M.; Hopkinson, D.; Kingsbury, S.R.; Bowes, M.A_;
Conaghan, P.G. (2015) A systematic review of the relationship between
subchondral bone features, pain and structural pathology in peripheral joint
osteoarthritis. Arthritis Res Ther, 17: 228-228.

Madry, H.; van Dijk, C.N.; Mueller-Gerbl, M. (2010) The basic science of the
subchondral bone. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc, 18: 419-433.
Saidenberg Kermanac'h, N.; Bessis, N.; Cohen-Solal, M.; De Vernejoul, M.C.;
Boissier, M.C. (2002) Osteoprotegerin and inflammation. Eur Cytokine Netw,
13: 144-153.

Braun, H.J.; Gold, G.E. (2012) Diagnosis of osteoarthritis: imaging. Bone, 51.:
278-288.

Kohn, M.D.; Sassoon, A.A.; Fernando, N.D. (2016) Classifications in Brief:
Kellgren-Lawrence Classification of Osteoarthritis. Clin. Orthop. Relat. Res.,
474: 1886-1893.

Roos, E.M.; Lohmander, L.S. (2003) The Knee injury and Osteoarthritis
Outcome Score (KOQOS): from joint injury to osteoarthritis. Health Qual Life
Outcomes., 1: 64-64.

Hawker, G.A.; Mian, S.; Kendzerska, T.; French, M. (2011) Measures of adult
pain: Visual Analog Scale for Pain (VAS Pain), Numeric Rating Scale for Pain
(NRS Pain), McGill Pain Questionnaire (MPQ), Short-Form McGill Pain
Questionnaire (SF-MPQ), Chronic Pain Grade Scale (CPGS), Short Form-36
Bodily Pain Scale (SF-36 BPS), and Measure of Intermittent and Constant
Osteoarthritis Pain (ICOAP). Arthritis Care Res., 63: S240-S252.

Briggs, K.K.; Steadman, J.R.; Hay, C.J.; Hines, S.L. (2009) Lysholm score and
Tegner activity level in individuals with normal knees. Am J Sports Med, 37:
898-901.

Briggs, K.K.; Lysholm, J.; Tegner, Y.; Rodkey, W.G.; Kocher, M.S.; Steadman,
J.R. (2009) The Reliability, Validity, and Responsiveness of the Lysholm Score
and Tegner Activity Scale for Anterior Cruciate Ligament Injuries of the Knee:
25 Years Later. Am J Sports Med, 37: 890-897.

100



DOI:10.14753/SE.2020.2373

139. Madry, H.; Griin, U.W.; Knutsen, G. (2011) Cartilage repair and joint
preservation: medical and surgical treatment options. Dtsch Arztebl Int, 108:
669-677.

140. Bowman, E.N.; Hallock, J.; Azar, F.M.; Throckmorton, T. (2017) Hyaluronic
Acid Injections of the Knee: Predictors of Successful Treatment. Orthop J Sports
Med, 5: 2325967117S2325900447.

141.  Altman, R.; Hackel, J.; Niazi, F.; Shaw, P.; Nicholls, M. (2018) Efficacy and
safety of repeated courses of hyaluronic acid injections for knee osteoarthritis: A
systematic review. Semin Arthritis Rheum, 48: 168-175.

142.  Quilliot, J.; Couderc, M.; Giraud, C.; Soubrier, M.; Mathieu, S. (2019) Efficacy
of intra-articular hyaluronic acid injection in knee osteoarthritis in everyday life.
Semin Arthritis Rheum, 49: e10-e11.

143. Akeda, K.; An, H.S.; Okuma, M.; Attawia, M.; Miyamoto, K.; Thonar, E.J.;
Lenz, M.E.; Sah, R.L.; Masuda, K. (2006) Platelet-rich plasma stimulates
porcine articular chondrocyte proliferation and matrix biosynthesis.
Osteoarthritis Cartilage, 14: 1272-1280.

144, Park, S.1,; Lee, H.R.; Kim, S.; Ahn, M.W.; Do, S.H. (2012) Time-sequential
modulation in expression of growth factors from platelet-rich plasma (PRP) on
the chondrocyte cultures. Mol Cell Biochem, 361: 9-17.

145.  Gaissmaier, C.; Fritz, J.; Krackhardt, T.; Flesch, I.; Aicher, W.K.; Ashammakhi,
N. (2005) Effect of human platelet supernatant on proliferation and matrix
synthesis of human articular chondrocytes in monolayer and three-dimensional
alginate cultures. Biomaterials, 26: 1953-1960.

146. Yin, Z.; Yang, X.; Jiang, Y.; Xing, L.; Xu, Y.; Lu, Y.; Ding, P.; Ma, J.; Xu, Y.;
Gui, J. (2014) Platelet-rich plasma combined with agarose as a bioactive
scaffold to enhance cartilage repair: an in vitro study. J Biomater Appl, 28:
1039-1050.

147.  Kabiri, A.; Esfandiari, E.; Esmaeili, A.; Hashemibeni, B.; Pourazar, A.;
Mardani, M. (2014) Platelet-rich plasma application in chondrogenesis. Adv.
Biomed. Res., 3: 138-138.

148.  Anitua, E.; Sanchez, M.; Nurden, A.T.; Zalduendo, M.M.; de la Fuente, M.;
Azofra, J.; Andia, I. (2007) Platelet-released growth factors enhance the

101



149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

secretion of hyaluronic acid and induce hepatocyte growth factor production by
synovial fibroblasts from arthritic patients. Rheumatology (Oxford, England),
46: 1769-1772.

Sundman, E.A.; Cole, B.J.; Karas, V.; Della Valle, C.; Tetreault, M.W.;
Mohammed, H.O.; Fortier, L.A. (2014) The anti-inflammatory and matrix
restorative mechanisms of platelet-rich plasma in osteoarthritis. Am J Sports
Med, 42: 35-41.

Wu, C.C.; Chen, W.H.; Zao, B.; Lai, P.L.; Lin, T.C.; Lo, H.Y.; Shieh, Y.H.; Wu,
C.H.; Deng, W.P. (2011) Regenerative potentials of platelet-rich plasma
enhanced by collagen in retrieving pro-inflammatory cytokine-inhibited
chondrogenesis. Biomaterials, 32: 5847-5854.

Kiitiik, N.; Bas, B.; Soylu, E.; Goénen, Z.B.; Yilmaz, C.; Balcioglu, E.; Ozdamar,
S.; Alkan, A. (2014) Effect of Platelet-Rich Plasma on Fibrocartilage, Cartilage,
and Bone Repair in Temporomandibular Joint. J Oral Maxillofac Surg, 72: 277-
284.

Kanno, T.; Takahashi, T.; Tsujisawa, T.; Ariyoshi, W.; Nishihara, T. (2005)
Platelet-rich plasma enhances human osteoblast-like cell proliferation and
differentiation. J Oral Maxillofac Surg, 63: 362-369.

Mishra, A.; Tummala, P.; King, A.; Lee, B.; Kraus, M.; Tse, V.; Jacobs, C.R.
(2009) Buffered platelet-rich plasma enhances mesenchymal stem cell
proliferation and chondrogenic differentiation. Tissue Eng. Part C, 15: 431-435.
Filardo, G.; Kon, E. (2016) PRP: Product Rich in Placebo? Knee Surg Sports
Traumatol Arthrosc, 24: 3702-3703.

Filardo, G.; Di Matteo, B.; Di Martino, A.; Merli, M.L.; Cenacchi, A.; Fornasari,
P.; Marcacci, M.; Kon, E. (2015) Platelet-Rich Plasma Intra-articular Knee
Injections Show No Superiority Versus Viscosupplementation: A Randomized
Controlled Trial. Am J Sports Med, 43: 1575-1582.

Mariani, E.; Canella, V.; Cattini, L.; Kon, E.; Marcacci, M.; Di Matteo, B.;
Pulsatelli, L.; Filardo, G. (2016) Leukocyte-Rich Platelet-Rich Plasma Injections
Do Not Up-Modulate Intra-Articular Pro-Inflammatory Cytokines in the
Osteoarthritic Knee. PloS one, 11: e0156137.

102



157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Say, F.; Gurler, D.; Yener, K.; Bulbul, M.; Malkoc, M. (2013) Platelet-rich
plasma injection is more effective than hyaluronic acid in the treatment of knee
osteoarthritis. Acta Chir Orthop Traumatol Cech, 80: 278-283.

Kon, E.; Mandelbaum, B.; Buda, R.; Filardo, G.; Delcogliano, M.; Timoncini,
A.; Fornasari, P.M.; Giannini, S.; Marcacci, M. (2011) Platelet-rich plasma
intra-articular injection versus hyaluronic acid viscosupplementation as
treatments for cartilage pathology: from early degeneration to osteoarthritis.
Arthroscopy, 27: 1490-1501.

Duymus, T.M.; Mutlu, S.; Dernek, B.; Komur, B.; Aydogmus, S.; Kesiktas, F.N.
(2017) Choice of intra-articular injection in treatment of knee osteoarthritis:
platelet-rich plasma, hyaluronic acid or ozone options. Knee Surg Sports
Traumatol Arthrosc, 25: 485-492.

Su, K.; Bai, Y.; Wang, J.; Zhang, H.; Liu, H.; Ma, S. (2018) Comparison of
hyaluronic acid and PRP intra-articular injection with combined intra-articular
and intraosseous PRP injections to treat patients with knee osteoarthritis. Clin
Rheumatol, 37: 1341-1350.

Lana, J.F.; Weglein, A.; Sampson, S.E.; Vicente, E.F.; Huber, S.C.; Souza, C.V,;
Ambach, M.A.; Vincent, H.; Urban-Paffaro, A.; Onodera, C.M.; Annichino-
Bizzacchi, J.M.; Santana, M.H.; Belangero, W.D. (2016) Randomized controlled
trial comparing hyaluronic acid, platelet-rich plasma and the combination of
both in the treatment of mild and moderate osteoarthritis of the knee. J Stem
Cells Regen Med, 12: 69-78.

Laver, L.; Marom, N.; Dnyanesh, L.; Mei-Dan, O.; Espregueira-Mendes, J.;
Gobbi, A. (2017) PRP for Degenerative Cartilage Disease: A Systematic Review
of Clinical Studies. Cartilage, 8: 341-364.

Erggelet, C.; Vavken, P. (2016) Microfracture for the treatment of cartilage
defects in the knee joint - A golden standard? J Clin Orthop Trauma., 7: 145-
152.

Weber, A.E.; Locker, P.H.; Mayer, E.N.; Cvetanovich, G.L.; Tilton, A.K;;
Erickson, B.J.; Yanke, A.B.; Cole, B.J. (2018) Clinical Outcomes After
Microfracture of the Knee: Midterm Follow-up. Orthop J Sports Med, 6:
2325967117753572-2325967117753572.

103



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Kreuz, P.C.; Steinwachs, M.R.; Erggelet, C.; Krause, S.J.; Konrad, G.; Uhl, M;
Stiidkamp, N. (2006) Results after microfracture of full-thickness chondral
defects in different compartments in the knee. Osteoarthritis Cartilage, 14: 1119-
1125.

De Almeida Lira Neto, O.; Da Silveira Franciozi, C.E.; De Mello Granata
Junior, G.S.; De Queiroz, A.A.B.; Filho, M.C.; Navarro, R.D. (2015) Surgical
treatment of osteochondral lesions of the knee by means of mosaicplasty. Rev
Bras Ortop., 45: 166-173.

Mistry, H.; Connock, M.; Pink, J.; Shyangdan, D.; Clar, C.; Royle, P.; Court, R.;
Biant, L.C.; Metcalfe, A.; Waugh, N. (2017) Autologous chondrocyte
implantation in the knee: systematic review and economic evaluation. Health
Technol. Assess., 21: 1-294.

Jungmann, P.M.; Salzmann, G.M.; Schmal, H.; Pestka, J.M.; Sudkamp, N.P.;
Niemeyer, P. (2012) Autologous chondrocyte implantation for treatment of
cartilage defects of the knee: what predicts the need for reintervention? Am J
Sports Med, 40: 58-67.

Mistry, H.; Connock, M.; Pink, J.; Shyangdan, D.; Clar, C.; Royle, P.; Court, R.;
Biant, L.C.; Metcalfe, A.; Waugh, N. (2017) Autologous chondrocyte
implantation in the knee: systematic review and economic evaluation. Health
Technol. Assess., 21: 1-294.

Gille, J.; Behrens, P.; Schulz, A.P.; Oheim, R.; Kienast, B. (2016) Matrix-
Associated Autologous Chondrocyte Implantation: A Clinical Follow-Up at 15
Years. Cartilage, 7: 309-315.

Nehrer, S.; Domayer, S.E.; Hirschfeld, C.; Stelzeneder, D.; Trattnig, S.;
Dorotka, R. (2011) Matrix-Associated and Autologous Chondrocyte
Transplantation in the Ankle: Clinical and MRI Follow-up after 2 to 11 Years.
Cartilage, 2: 81-91.

Brix, M.; Chiari, C.; Nehrer, S.; Windhager, R.; Domayer, S. (2012) Five to ten
year follow up of matrix associated autologous chondrocyte transplantation
(MACT) in the knee. Osteoarthritis Cartilage, 20: S27.

104



173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Behrens, P.; Bitter, T.; Kurz, B.; Russlies, M. (2006) Matrix-associated
autologous chondrocyte transplantation/implantation (MACHT/MACI)—5-year
follow-up. Cartilage, 13: 194-202.

Kristjansson, B.; Honsawek, S. (2017) Mesenchymal stem cells for cartilage
regeneration in osteoarthritis. World J Orthop., 8: 674-680.

D. Green, J.; Tollemar, V.; Dougherty, M.; Yan, Z.; Yin, L.; Ye, J.; Collier, Z,;
K. Mohammed, M.; C. Haydon, R.; H. Luu, H.; Kang, R.; J. Lee, M.; H. Ho, S.;
He, T.-C.; L. Shi, L.; Athiviraham, A. (2015) Multifaceted signaling regulators
of chondrogenesis: Implications in cartilage regeneration and tissue engineering.
Genes & Diseases, 2: 307-327.

Kazemi, D.; Shams Asenjan, K.; Dehdilani, N.; Parsa, H. (2017) Canine
articular cartilage regeneration using mesenchymal stem cells seeded on platelet
rich fibrin: Macroscopic and histological assessments. Bone Joint Res., 6: 98-
107.

Kazemi, D.; Fakhrjou, A.; Dizaji, V.M.; Alishahi, M.K. (2014) Effect of
autologous platelet rich fibrin on the healing of experimental articular cartilage
defects of the knee in an animal model. Biomed Res Int, 2014: 486436-486436.
Henrotin, Y.E.; De Groote, D.D.; Labasse, A.H.; Gaspar, S.E.; Zheng, S.X.;
Geenen, V.G.; Reginster, J.Y. (1996) Effects of exogenous IL-1 beta, TNF
alpha, IL-6, IL-8 and LIF on cytokine production by human articular
chondrocytes. Osteoarthritis Cartilage, 4: 163-173.

Osta, B.; Roux, J.-P.; Lavocat, F.; Pierre, M.; Ndongo-Thiam, N.; Boivin, G.;
Miossec, P. (2015) Differential Effects of IL-17A and TNF-a on Osteoblastic
Differentiation of Isolated Synoviocytes and on Bone Explants from Arthritis
Patients. Front. Immunol., 6: 151-151.

Assirelli, E.; Pulsatelli, L.; Dolzani, P.; Platano, D.; Olivotto, E.; Filardo, G.;
Trisolino, G.; Facchini, A.; Borzi, R.M.; Meliconi, R. (2014) Human
osteoarthritic cartilage shows reduced in vivo expression of IL-4, a
chondroprotective cytokine that differentially modulates IL-1beta-stimulated
production of chemokines and matrix-degrading enzymes in vitro. PloS one, 9:
€96925.

105



181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Sanchez, C.; Deberg, M.A.; Piccardi, N.; Msika, P.; Reginster, J.Y.; Henrotin,
Y.E. (2005) Subchondral bone osteoblasts induce phenotypic changes in human
osteoarthritic chondrocytes. Osteoarthritis Cartilage, 13: 988-997.
Kjelgaard-Petersen, C.; Bay-Jensen, A.C.; Christiansen, T.; Karsdal, M.A.;
Héagglund, P.; Siebuhr, A.; Thudium, C.S. (2017) Establishment of a Human
Synovium and Cartilage Co-Culture. Osteoarthritis Cartilage, 25: S276-S277.
Samavedi, S.; Diaz-Rodriguez, P.; Erndt-Marino, J.D.; Hahn, M.S. (2017) A
Three-Dimensional Chondrocyte-Macrophage Coculture System to Probe
Inflammation in Experimental Osteoarthritis. Tissue Eng Part A, 23: 101-114.
Sun, L.; Wang, X.; Kaplan, D.L. (2011) A 3D cartilage - inflammatory cell
culture system for the modeling of human osteoarthritis. Biomaterials, 32: 5581-
5589.

Grenier, S.; Bhargava, M.M.; Torzilli, P.A. (2014) An in vitro model for the
pathological degradation of articular cartilage in osteoarthritis. J Biomech, 47:
645-652.

Blasioli, D.J.; Matthews, G.L.; Kaplan, D.L. (2014) The degradation of
chondrogenic pellets using cocultures of synovial fibroblasts and U937 cells.
Biomaterials, 35: 1185-1191.

Cope, P.J.; Ourradi, K.; Li, Y.; Sharif, M. (2019) Models of osteoarthritis: the
good, the bad and the promising. Osteoarthritis Cartilage, 27: 230-239.

Mabey, T.; Honsawek, S. (2015) Cytokines as biochemical markers for knee
osteoarthritis. World J Orthop, 6: 95-105.

de Vries, R.B.; Oerlemans, A.; Trommelmans, L.; Dierickx, K.; Gordijn, B.
(2008) Ethical aspects of tissue engineering: a review. Tissue Eng Part B Rev,
14: 367-375.

Fodor, W.L. (2003) Tissue engineering and cell based therapies, from the bench
to the clinic: the potential to replace, repair and regenerate. Reprod Biol
Endocrinol., 1: 102-102.

Ahadian, S.; Khademhosseini, A. (2018) Smart scaffolds in tissue regeneration.
Regen Biomater, 5: 125-128.

Tada, S.; Kitajima, T.; Ito, Y. (2012) Design and Synthesis of Binding Growth
Factors. Int. J. Mol. Sci., 13: 6053-6072.

106



193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Gawaz, M.; Vogel, S. (2013) Platelets in tissue repair: control of apoptosis and
interactions with regenerative cells. Blood, 122: 2550.

Oryan, A.; Alidadi, S.; Moshiri, A. (2016) Platelet-rich plasma for bone healing
and regeneration. Expert Opin Biol Ther, 16: 213-232.

Xie, X.; Zhang, C.; Tuan, R. (2014) Biology of platelet-rich plasma and its
clinical application in cartilage repair. Arthritis Res Ther, 16: 204.

Lacci, K.M.; Dardik, A. (2010) Platelet-rich plasma: support for its use in
wound healing. Yale J. Biol. Med., 83: 1-9.

Albanese, A.; Licata, M.E.; Polizzi, B.; Campisi, G. (2013) Platelet-rich plasma
(PRP) in dental and oral surgery: from the wound healing to bone regeneration.
Immun Ageing., 10: 23-23.

Piattelli, A.; Scarano, A.; Corigliano, M.; Piattelli, M. (1996) Effects of alkaline
phosphatase on bone healing around plasma-sprayed titanium implants: a pilot
study in rabbits. Biomaterials, 17: 1443-1449.

Dastjerdi, M.S.; Emami, T.; Najafian, A.; Amini, M. (2006) Mean platelet
volume measurement, EDTA or citrate? Hematology (Amsterdam, Netherlands),
11: 317-319.

Kardos, D.; Simon, M.; Vacz, G.; Hinsenkamp, A.; Holczer, T.; Cseh, D.;
Sarkozi, A.; Szenthe, K.; Banati, F.; Szathmary, S.; Nehrer, S.; Kuten, O. (2019)
The Composition of Hyperacute Serum and Platelet-Rich Plasma Is Markedly
Different despite the Similar Production Method. Int J Mol Sci, 20:

Bansal, S.; Garg, A.; Khurana, R.; Chhabra, P. (2017) Platelet-rich fibrin or
platelet-rich plasma; which one is better? an opinion. Indian J Dent Sci, 9: 49-
52.

Tassara, M.; De Ponti, A.; Barzizza, L.; Zambelli, M.; Parisi, C.; Milani, R.;
Santoleri, L. (2018) Autologous conditioned serum (ACS) for intra-articular
treatment in Osteoarthritis: Retrospective report of 28 cases. Transfus. Apher.
Sci., 57: 573-577.

Southworth, T.M.; Naveen, N.B.; Tauro, T.M.; Leong, N.L.; Cole, B.J. (2019)
The Use of Platelet-Rich Plasma in Symptomatic Knee Osteoarthritis. J. Knee
Surg., 32: 37-45.

107



204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Medical Advisory, S. (2005) Total knee replacement: an evidence-based
analysis. Ont Health Technol Assess Ser, 5: 1-51.

Osterman, C.; McCarthy, M.B.; Cote, M.P.; Beitzel, K.; Bradley, J.; Polkowski,
G.; Mazzocca, A.D. (2015) Platelet-Rich Plasma Increases Anti-inflammatory
Markers in a Human Coculture Model for Osteoarthritis. Am J Sports Med, 43:
1474-1484.

Hall, M.P.; Ward, J.P.; Cardone, D.A. (2013) Platelet rich placebo? Evidence for
platelet rich plasma in the treatment of tendinopathy and augmentation of tendon
repair. Bull Hosp Jt Dis (2013), 71: 54-59.

Thysen, S.; Luyten, F.P.; Lories, R.J.U. (2015) Targets, models and challenges
in osteoarthritis research. Dis Model Mech., 8: 17.

David, F.; Farley, J.; Huang, H.; Lavoie, J.P.; Laverty, S. (2007) Cytokine and
chemokine gene expression of IL-1beta stimulated equine articular
chondrocytes. Vet Surg, 36: 221-227.

Vincenti, M.P.; Brinckerhoff, C.E. (2001) Early response genes induced in
chondrocytes stimulated with the inflammatory cytokine interleukin-1beta.
Anrthritis Res, 3: 381-388.

Page-McCaw, A.; Ewald, A.J.; Werb, Z. (2007) Matrix metalloproteinases and
the regulation of tissue remodelling. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 8: 221-233.
Streuli, C. (1999) Extracellular matrix remodelling and cellular differentiation.
Curr. Opin. Cell Biol., 11: 634-640.

Burrage, P.S.; Mix, K.S.; Brinckerhoff, C.E. (2006) Matrix metalloproteinases:
role in arthritis. Front. Biosci., 11: 529-543.

Malemud, C.J. (2015) Biologic basis of osteoarthritis: state of the evidence. Curr
Opin Rheumatol, 27: 289-294.

Kobayashi, M.; Kawase, T.; Horimizu, M.; Okuda, K.; Wolff, L.F.; Yoshie, H.
(2012) A proposed protocol for the standardized preparation of PRF membranes
for clinical use. Biologicals, 40: 323-329.

Barbon, S.; Stocco, E.; Macchi, V.; Contran, M.; Grandi, F.; Borean, A,;
Parnigotto, P.P.; Porzionato, A.; De Caro, R. (2019) Platelet-Rich Fibrin
Scaffolds for Cartilage and Tendon Regenerative Medicine: From Bench to
Bedside. Int. J. Mol. Sci., 20: 1701.

108



216.

217.

218.

DOI:10.14753/SE.2020.2373

Borie, E.; Olivi, D.G.; Orsi, I.A.; Garlet, K.; Weber, B.; Beltran, V.; Fuentes, R.
(2015) Platelet-rich fibrin application in dentistry: a literature review. Int. J.
Clin. Exp. Med., 8: 7922-7929.

Khorshidi, H.; Raoofi, S.; Bagheri, R.; Banihashemi, H. (2016) Comparison of
the Mechanical Properties of Early Leukocyte- and Platelet-Rich Fibrin versus
PRGF/Endoret Membranes. Int J Dent, 2016: 1849207-1849207.

Cao, E.; Chen, Y.; Cui, Z.; Foster, P.R. (2003) Effect of freezing and thawing
rates on denaturation of proteins in aqueous solutions. Biotechnol. Bioeng., 82:
684-690.

109



DOI:10.14753/SE.2020.2373

10.Sajat publikaciok jegyzéke

Az értekezés témajaban megjelent eredeti kozlemények listaja:

1. Kardos, D.; Simon, M.; Vacz, G.; Hinsenkamp, A.; Holczer, T.; Cseh, D.;
Sarkozi, A.; Szenthe, K.; Banati, F.; Szathmary, S.; Nehrer, S.; Kuten, O.;
Masteling, M.; Lacza, Z.; Hornyék, I. (2019) The Composition of Hyperacute
Serum and Platelet-Rich Plasma Is Markedly Different despite the Similar
Production Method. Int. J. Mol. Sci., 20: 721 IF: 4,183

2. Kardos, D.; Hornyak, I.; Simon, M.; Hinsenkamp, A.; Marschall, B.; Vardai, R.;
Kallay-Menyhard, A.; Pinke, B.; Mészaros, L.; Kuten, O.; Nehrer, S.; Lacza, Z.
(2018) Biological and Mechanical Properties of Platelet-Rich Fibrin Membranes
after Thermal Manipulation and Preparation in a Single-Syringe Closed System.
Int. J. Mol. Sci., 19: 3433 IF: 4,183

3. Kardos, D.; Marschall, B.; Simon, M.; Hornyak, I.; Hinsenkamp, A.; Kuten, O.;
Gyevnar, Z.; Erdélyi, G.; Bardos, T.; Paukovits, T.M.; Magos, K.; Béres, G.;
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of Cytokine Changes in Osteoarthritic Knee Joint Tissues in Response to
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Egyéb, nem az értekezés tétmajaban meg jelent eredeti kozlemények listaja:

Simon, M.; Major, B.; Véacz, G.; Kuten, O.; Hornydk, I.; Hinsenkamp, A.;
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11. Készonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Lacza Zsombornak, hogy lehetdségett adott
a munkacsoportjaban torténéd munkara, onallosagot adott a kutatas tervezésben,
Kivitelezésben, kiértékelésben, és segitette munkamat, melyhez az altala létrehozott

Orthosera Kft. biztositott anyagi tamogatést.

Kosz6nom Prof. Dr. Benyo Zoltannak, a Transzlacios Medicina Intézet igazgatojanak,

hogy lehetdséget biztositott munkam elvégzésére az Intézetben.

Ko6szonom Dr. Hornyak Istvannak, hogy munkam sordn végig segitett és tamogatott,
valamint Dr. Orbanné Simon Melindanak a munkatarsi és barati segitséget €s tamogatast
melyet a munkam soran nyujtott. Tovabbi kdszonettel tartozom Dr. Marschall Bencének,
Hinsenkamp Adé¢lnak akik szintén segitettek a kisérletek elvégzésében, €s a publikaciok

mindségének javitasaban.

KoszonOm a Transzlacidos Medicina Intézet valamint az Orthosera Kft. és GmBH
valamennyi munkatarsanak, kiilonos tekintettel Czeglédi Csillanak a tamogatast és

segitseget.

Ko6szonom a mérésekben nyujtott segitséget Vardai Robertnek, Pinke Balazsnak és Dr.
Kallay-Menyhard Alfrédnek a Budapesti Miiszaki Egyetem munkatarsainak, tovabba
Vécz Gabriellanak, Mariana Mastelingnek, Szenthe Kalmannak, Bénati Ferencnek és

Holczer Tiindének és Pongor Csabéanak.

Koszonom Toth Benjamin grafikusnak, akinek hala sikeriilt a grafikus programok
hasznalatat elsajatitanom, hogy sajat grafikdkkal ¢&s dabrakkal gazdagithassam

publikacidimat és dolgozatomat.

Kiilon koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinika valamennyi
orvosanak és mitdben dolgozd kollégajanak, hogy lehetdvé tették a szdvet mintdk

elhozatalat a mit6bol.

Halas vagyok valamennyi csaladtagomnak, kiknek kemény munkaja, aldozathozatala és

tdmogatéasa nélkiil ez a munka nem késziilhetett volna el.
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