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1. Irodalmi hattér

1.1. Csontbetegségek altalaban

Csontunk, a testiinket tamogato szerkezetlink védi 1étfontossagu szerveinket, a
vérsejtek eldallitasanak helyszinéiil szolgal és segit a szervezet sav-bazis egyensulyanak
megtartdsaban. A csontok jelentésége és fontossdga akkor valik egyértelmiivé, amikor
olyan betegségben szenvediink, ahol a csont nem mikodik tokéletesen, mint az
oszteonekrozis, 0szteoartritisz, oszteomielitisz vagy oszteoporozis. Ezek a betegségek,
valamint az ortopédiai traumas sériiléseket kovetd miitétek, mint a teljes iziileti
artroplasztika, implantatum rogzitése vezethetnek a csonthibdk és iiregek kialakulasahoz.
A csontsériilések kezelésének gazdasagi és kornyezeti hatasa pedig szamottevo [1]. Az
oregedd népességre egyre inkabb jellemzd az elhizas €s a szegényes fizikai aktivitas, ami
megnoveli a kiilonb6zd csonttorések, szkolidzis, 0Szteoporozis és csontfertdzések
eléfordulasanak esélyét. Tény, hogy évente tobb mint 20 millié embert érint valamilyen
trauma vagy betegség okozta csontszovetveszteség vilagszerte [2]. A csonthibak, ezen
beliil az oszteopordzis gyogyitasa nagyjabol 10 és 22 milliard $ koltséget jelent az USA-
ban [3], az Eurdpai Unidban pedig nagyjabdl 40 milliard Euro fedi le ezeket a kiadasokat,
ami becslések szerint 2025-re 25%-kal fog emelkedni [4, 5]. Az izom-és csontrendszeri
problémék annyira gyakoriak, hogy egy 2007-es unids felmérésben azt talaltdk, hogy a
lakossag 22%-a érintett volt mar valamikor az élete soran legyen sz6 izom, csont vagy
iziileti problémardl [6].

Magyarorszag is hasonld képet mutat mozgasszervi, azon beliil csontot érintd
betegségek terén. Ezen betegségek korai felismerése, pontos diagnosztizalasa és azonnali
kezelése nagymértékben hozzdjarulhat, hogy elkeriiljilk a maradand6 deformitasokat.
Egy hirtelen bekovetkez6 torés vagy évekig fennallo, kezeletlen allapot azonban sokszor
sziikségessé teszi az operaciot, melyek koziil az egyik leggyakoribb a protézisbeiiltetés:
nagyjabol 12-15 ezer csipd- €és 5-6 ezer térdprotézis beliltetés torténik évente hazankban
[7]. Sebestyén és munkatarsai egy 2010-ben megjelent tanulmanya szerint a 100 000
lakosra jutd csipOprotetizalt személyek szama atlagosan 78,86 f6 Magyarorszagon, akik
a 70-79 éves betegek korébol kertilnek ki [8]. Egy miitét utani felépiilés akar az id6t, akar
a koltségeket nézziik oriasi terhet 16 mind az egyén mind a tarsadalom egészére nézve.

Ezért is sziikséges olyan kezelési formakat keresniink, amelyek minél kisebb

crer



DOI:10.14753/SE.2023.2623

1.2 Csontregeneracio

A csontbetegségek kialakulasanak megértése a csontbioldgia ismeretébdl indul Ki.
A csont egy mineralizalt kotoszovet, amely fontos szerepet jatszik a szervezetben a
mozgés, a lagyszovetek védelme €s a csontveld elhelyezése értelmében. A csontszovet
olyan nanokompozit, amely a féleg kollagénekbdl allo szerves részbdl, a szervetlen
nanokristalyos hidroxiapatitbol (HA) és vizbdl all [9]. A csontszovet sejtjei az
oszteoprogenitor sejtek, a beldliik differencialodott oszteoblasztok, az oszteoblasztokbol

alakult oszteocitak és a fagocitozist végzd oszteoklasztok. Az oszteoblasztok termelik az

crer

ey

csontszovetet. A csontatépiilés, remodeling sordn az oszteoklasztok csontlebont6 és az
oszteoblasztok csontépitd tevékenysége dsszehangolt, és ez teszi lehetové a sériilések,

torések gyors gyogyulasat [10].

A csont egyike azon néhany szdvetnek, mely egy-egy sériilést kovetden képes a
teljes regeneraciora. A csontsériilések tobbsége hegszovet kialakulasa nélkiil gyogyul és
a csont korabbi tulajdonsagait visszaallitva regeneralodik. Bizonyos Klinikai esetekben
azonban ki kell egésziteni, meg kell tamogatni a csont sajat regeneraciojat. llyen allapot
példaul a trauma, fert6zés, daganat, csontritkulds vagy az avaszkularis nekréozis (AVN)
[11]. Napjainkban szamos moddszer Iétezik, hogy a csokkent vagy elégtelen

csontregeneraciot fokozzuk, akar konvencionalis akar alternativ terapiat alkalmazva.

Jelen dolgozatban a csipOprotézis beliltetéséhez vezetd egyik leggyakoribb
csontbetegséget, a csontszoveti iszkémiat ¢és a hozzad kapcsolédd avaszkularis

combfejnekrozist (AVFN) szeretném részletesebben targyalni.

1.2.1. Csontregeneracié csontszoveti iszkémiaban

A csont egy €l6 szovet, melynek tdpanyagellatottsiga a vérdram segitségével
biztositott. Az iszkémia a vérellatas csokkenését jelenti, amely olyan stlyos, hogy miatta
mitkddési zavar 1ép fel, igy ugyanis az oxigén ¢€s a tdpanyag nem jut el a célszovetig. A
hosszabb ideig tartd iszkémia szoveti elégtelenséghez és végiil sejthalalhoz vezet. A
csontszovetben bekovetkezett iszkémia miatt kialakult nekrdzist oszteonekrozisnak,

avaszkularis nekrozisnak (AVN) vagy aszeptikus nekrozisnak nevezziik [12]. Az
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avaszkularis nekrdzis barmely csontot €rintheti, de legyakrabban a hosszu csontok, ezen
beliil is a combcsont feji részénél fordul eld.

Az €16 szovetek tobbségét tobb ér haldzza be, igy, ha az egyik sériil valamilyen
oknal fogva, a tobbi ér még elegendd tapanyagot képes juttatni a célszovethez. A csipd
izlilete egy olyan teriilet, amely csak néhany taplalé érrel rendelkezik. A csipdiziilet fejét
alkotd combcsontfej vérellatdsa a combnyakon keresztiil torténik. A femoralis fej 6
vérellatottsagat az a. circumflexa femoris medialis (medialis combcsontrendszeri artéria)
biztositja [13]. Akar traumatikus akar nem traumatikus okbdl sériil ez az artéria,
lecsokken a véraram, ami a combfej avaszkularis nekrédzisat (AVFN) és végso soron az

oszteocitak halalat eredményezi [14].

A combfejnekrozis kialakulasaban tobb kockazati tényezd szerepel. A sériilések,
torések okozta trauma, az alkoholfogyasztas, a kortikoszteroidok szedése, a hematologiai
betegségek vagy a kiilonboz6 autoimmun allapotok jelenléte mind hajlamositéd tényezot
jelentenek [15]. Néhany esetben azonban nem tudjuk az oszteonekrozis kialakulasanak

okat, ekkor idiopatias esetekrdl beszéliink.

Becslések  szerint  évente 20 000-30 000 1) beteget diagnosztizalnak
oszteonekrozissal, ami az Egyesiilt Allamokban végzett 250 000 teljes csipéartroplasztika
mintegy 10%-at teszi ki [16]. A combfejnekrozis idében elnyuld betegség, igy
preklinikai, korai Klinikai, kifejlett és végstadiumra szokas felosztani. A combfejnekrozist
a képalkotd vizsgalatok koziil rontgennel lehet beazonositani, ez lehet az elsd
diagnosztikai 1épés. Az MRI (magneses rezonancia képalkotas) vizsgalattal mar a korai
stddiumban felismerheté a combfej keringési zavara és degeneracidja. A Ficat-féle
osztalyozas alapjan 5 csoportra oszthatd a combfejnekrozis allapota [17, 18], melyet az

1. abra szemléltet.
0. Stadium: nincs klinikai tiinet, nincs radiologiai tiinet, az MRI tiinetek bizonytalanok.

I. Stadium: a fajdalom megjelenik, korlatozott a beteg mozgasa, MRI vizsgalaton
haromszogletli jelgazdag teriilet vehetd ki a combfejben, rontgenfelvételen nincs

elvaltozas.

II. Stadium: a klinikai tiinetek tovabbra is fennallnak, a rontgenfelvétel €k alaku

nekrotikus teriiletet, diffiiz pordzist, szklerdzist vagy cisztat mutat.
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III. Stadium: a fajdalom sulyosbodik, a beteg mozgasa minden sikon korlatozott, a

femurfej ellapul, az izfelszin beroppan.

IV. Stadium: besziikiil az iziileti rés, az iziileti porc eltiinik, 0szteopitak jelennek meg, a

combfej deformalt alakot olt.

‘L.r—’— ™ \ o, | oo ] \ )

’ J_‘:_ _{ ?3\_:;7' \ /.&‘ = '4,
4 (‘( Y 4 Qkﬂ ¥y Wl
I. stadium II. stadium III. stadium IV. stadium

1. dbra A Ficat-féle osztilyozds stadiumai Az abran jol megfigyelheté a femurfej alaki
valtozasa és az iziileti rés besziikiilése a stadiumok elorehaladasaval (Beaulé és Amstutz

nyoman) [18].
1.2.1.1. Konzervativ kezelés

Az ortopédiai betegségek pontos diagnosztizdldsa utan a beteg tobbféle
kezelésben részesiilhet. A konzervativ kezelések, mint a beteg testrész tehermentesitése,
a lokalisan ¢€s szisztémasan hato gyogyszerek, a fizio-¢€s balneoterapia, a gyogytorna nagy
eredményeket képes elérni, de csak akkor, ha a mozgasszervi betegséget koran

felismerjiik.

A combfejnekrdzis konzervativ kezelése koziil meg kell emliteniink a csipdiziilet
atmeneti tehermentesitését, NSAID (nem szteroid gyulladascsokkentd) szedését.
Javithatunk a helyzeten a csipd torndztatasaval, uszassal, kerékparozassal és a csipd
vérkeringésének fokozéasaval pl. keringésjavitd gydgyszerek addsaval. Néhany esetben
elektromos ingerlés is alkalmazhat6. Mindezek mellett, illetve utan léteznek az un.
izliletmegtartd miitéti kezelések is. Ez a korai stddiumban 1év6 betegeknél alkalmazhato,
amikor is a combfej nekrotikus részét megfurjak, igy felfrissitik ezt a teriiletet és ) erek
ndhetnek ide. Ez a core decompression vagy masnéven felfiras, mely csokkenti a
nyomast a combcsont fején beliil, igy csokkenteni lehet a beteg fajdalmat. Az oszteotomia
a késoi stadiumban alkalmazhatd, amikor az elhalt rész kikertiil a terhelési zonabol. De

ma mar ezt ritkdn hasznaljdk. Az arthroplasztika a megoldésok jelentds részét kiteszi. A

10
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csipdprotézis betiltetésével ugyanis a fajdalom megsziinik és visszatérhet a beteg az
eredeti életéhez [17]. A csipdprotézis végstadiumi betegeknél jelenthet elsésorban
megoldast, azonban ennek az élettartama csupan 10-15 év, igy az 50-60 évnél fiatalabb
betegek szdmara ez nem tul vonzoé lehetéség. Ezért is sziikséges néhany kreativ és

innovativ kezelés fejlesztése, hogy a fiatalabb generacidnak is segiteni lehessen.
1.2.1.2. Alternativ kezelés

Az eléz6 fejezetben ismertetett mitéti beavatkozasok tobbsége kielégitd
eredményt tud adni bizonyos ideig, de végleges megoldast nem. Ha a betegség
eldrehaladott allapotban van illetve kritikus méretiinél nagyobb csontdefektussal allunk
szemben, akkor a regenerativ orvoslasban alkalmazott auto - és allograftok segitségével
meg lehet kozeliteni a beteg korabbi életkoriilményeihez hasonld allapotot, de ezek a
kezelési modszerek is komoly korlatokat jelentenek mind a javitasra, mind a csont
donorhelyen kialakul6 fajdalom és a helyi szovédmények, példaul a hematoma vagy a
torés bekovetkezése. Az allogén graftok hasznalata is szamos korlatozassal bir, Ggymint
a donorok hidnya, a magas koltségek, a sterilizalas, a virusos betegségek atvitelének
kockazata, a bakterialis fert6zés vagy az immunoldgiai kilokédés [19]. Az auto- és
allograftok korlatai ezért ijabb iranyba vezették a kutatokat.

Ortopédiai betegségek kezelésében olyan csonthelyettesitére van sziikség, ami a
lehet6 legjobban hasonlit a csont eredeti szerkezetére, tulajdonsagaira és bioldgiailag
aktiv anyagok segitségével fel tudja gyorsitani a regeneracios folyamatokat. Ez a torekvés
vezetett a szOvetépitéshez, mint egy 1j, alternativ kezelési modszerhez, amely athidalo
megoldast jelenthet a konzervativ kezelések és a protézisbeiiltetés kozott.

A szdvetépités viszonylag 0 és rendkiviill multidiszciplinaris teriilet. Szamos
tudomanyagat 6sszekapcsol, ugymint az anyagtudomany, a gépipar, a klinikai orvoslas
¢és a genetika [20]. A szovetépités fo célja a természetes viselkedés szimulalasa, a
szovetek funkcidjanak helyredllitdsa és javitasa pordzus, hdromdimenzids allvanyok, Gn.
scaffoldok el6készitésével, amelyekre ezutan sejteket és névekedési faktorokat juttatnak,
amit végiil egy bioreaktorban helyeznek el [21-23].

A szovetépités teriiletén beliil a csontszovetépités szolgal a kiilonbdzd okokbdl
szarmazo csonthibak javitasara. A csontatiiltetés a vér transzfiiziot kovetd 2. leggyakoribb

transzplantacio [24]. Mivel az emberek varhato atlagos élettartama egyre magasabb, igy
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folyamatosan ndvekszik a csontatiiltetés utani igény, melyet a hagyomanyos terapidk
alkalmazasan tul a szovetépitési és egyéb mddszerekkel lehet orvosolni.
A szovetépités 3 fO eleme koziil a novekedési faktorokra szeretnék fokuszalni a

dolgozatban, ezek koziil is azokra, amelyek bizonyitottan segitik a csontregeneraciot.

1.2.1.2.1. Novekedési faktorok

A novekedési faktorok (GF) olyan polipeptidek, amelyek lokalisan hatnak a
sejtaktivitaisok modulatoraiként. Harmas hatdsuk ismert: autokrin hatasuk soran
befolyéasoljak a sejt eredetét vagy egy azonos fenotipusu sejtet; parakrin hatasként
befolyasoljak azokat a szomszédos sejteket, melyek kiilonboz6 fenotipussal
rendelkeznek; endokrin hatasuk révén pedig olyan sejtekre is képesek hatni, amelyek egy
tavolabbi anatomiai helyen talalhatok. Egyetlen egy novekedési faktor iranyithat tobb
sejttipust €és kiilonbozoé funkcidk kialakuldsaért felelhet. A csontkdrosodds soran
keletkezett vérrogben a vérlemezkék alfa-granulatumai felszabaditjdk a TGF-B-at, a
PDGF-et, a VEGF-et és az IGF-et. A gyulladasos reakciok beindulasa utan pedig a
makrofagok ¢és a tobbi gyulladasi sejt FGF-et, PDGF-ct és TGF-B-at szekretal [25]. A
novekedési faktorok aminosav szekvencidjuk alapjan csalddokba és szupercsalddokba
sorolhatok. A novekedési faktorok altalaban az extracellularis matrixban tarolodnak,
innen szabadulnak fel egy sériilést kovetéen, majd vesznek részt a csontosodasi
folyamatokban.

A megfeleld csontgyogyulas a sejtek és citokinek szoros egyiittmitkdésén alapul,
ami a novekedési faktorokkal egyiitt fejti ki jotékony hatasat. Szamos novekedési faktor
befolyasolja jelentdsen az oszteoblaszt irdnyu viselkedést, igy széles korben alkalmazzak
Oket csontszoveti regeneracidban. A csontjavitds sordn a csont mikrokdrnyezetében 1évo
sejtek, mint a csontveld eredetti sejtek (BMSC), endotél sejtek, fibroblasztok, gyulladasos

sejtek és oszteoblasztok is termelnek novekedési faktorokat [26].

A csontvazra /csontra hat6 legfobb ndvekedési faktorok az alabbiak: BMP (csont
morfogenikus fehérje), FGF (fibroblaszt novekedési faktor), VEGF vaszkularis
endotelialis novekedési faktor, IGF (inzulinszerli novekedési faktor), PDGF

trombocitabol szarmazo névekedési faktor) és TGF-p (transzformald novekedési faktor).
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1.2.1.2.1.1. Csont morfogenikus fehérje

A novekedési faktorok koziil a csont morfogenikus fehérjét (Bone morphogenic
protein, BMP) tartjak az els6dleges novekedési faktornak, amely kritikus szerepet jatszik
a csontregeneracioban. A BMP tdbbfunkciés novekedési faktor, amely a TGF-f
szupercsaladba tartozik. Tobb mint 20 fajtaja ismeretes, melyek 1ényegesen kiillonboznek
egymastol, igy nem is rendelkezik mindegyik csontregenerald tulajdonsaggal [26]. A
¢és differencidlodasaban, ezaltal csontképzddést indukal. A BMP ezen kiviil kézponti
szerepet jatszik a torésgyogyulas harom f6 szakaszanak szabalyozasaban: a gyulladasos
valaszban, a kondrogén fazisban és az oszteogén fazisban [27]. In vitro koriilmények
kozott a BMP-2 képes stimuldlni az oszteoblasztok érését [28]. A BMP-2 és 3
oszteoblaszt iranyu differenciaciot segit eld kondrocitakon [29], a BMP-2 ¢és 7 pedig
javitja az oszteoblaszt iranyu differenciaciot ragesalokban [30]. In vivo koriilmények
kozott egy femoralis defektus nytil modellben a BMP-2 fokozza a torés gyogyulasat [31].
A BMP-2 ¢s 6 egy lovakkal végzett kisérletsorozatban gyorsitja a csontképzddést és az
oszteotomias gyogyulast [32]. A BMP-2 a csontritkulas okozta csonttorés javitasaban is
részt vesz [33]. A BMP-2 csontosodast elésegité hatasarol is beszamolnak a
koponyacsont sériilésének kezelésében [34]. T6bb kisérletsorozat bizonyitja a BMP-k
oszteonekrozisra gyakorolt kedvezé hatasat. A rekombinans BMP-2 adasa névelni tudja
a csontgraftok klinikai hatasat és a csontjavitas mindségét femoralis oszteonekrozisban
[35]. Sikeres eredményt értek el BMP-7 és autoldg csontgraft egyiittes hasznalataval
felkarcsont oszteonekrozisaban [36]. Rekombinans BMP-7 és autoldg, 1abszarcsontbol
szarmazd graft kombinacioja is kedvezd hatdst mutatott oszteonekrdzis esetén és
leréviditette a posztoperacids rehabilitaciés id6t a novekedési faktor nélkiil kezelt

csoporthoz képest [37].

1.2.1.2.1.2. Fibroblaszt névekedési faktor

A fibroblaszt novekedési faktor (Fibroblast growth factor, FGF) olyan novekedési
faktor, amely szoveti regeneracios képességgel rendelkezik [38]. Az FGF csalad legalabb
22 kiilonb6z6 monomer fehérjébol all, amelyek molekularis sulya 16-18 kDa. Az FGF
receptorokon (FGFR) keresztiil a bioldgiai funkcidk széles spektrumat szabalyozza,

beleértve a sejtproliferaciot, a tulélést, a migraciot és a differencialodast. Az FGF-et sériilt

crer
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a zsirt [43-45], az inat [46, 47], a porcot [48-51], a csontot [52-56], a fogat [57, 58] és az
ideget [59, 60]. Nyulakon végzett kisérletben kimutattak, hogy az FGF és BMP
novekedési faktorok egyiittes hatasa sokkal erdsebb, mint kiilon-kiilon szegmentalis
csontsériilés esetén [61]. Egy masik, beagle kutyakkal végzett kutatasban megallapitottak,
hogy az FGF-2 eldsegiti a fogaszati implantatumok koriili uj csontképzddést, valamint az
azt kovetd osszeointegraciot és fokozza az alacsony primer stabilitdsu implantatumok
stabilitasat [62]. Az FGF-2 hatasat kritikus és nem kritikus méret{i csontdefektusokban is
alkalmaztadk mar, és gyorsabb torésgyogyulast [63], megnovekedett periodontalis
regeneraciot [64], fokozott csontregeneraciot [65] és oszteogenezist tapasztaltak [66].
Rekombinans human FGF-2 meggatolta a combcsont dsszeroppandsat és eldsegitette az
oszteonekrotikus femur fej gyogyulasat nyulakon végzett kisérletekben [67].

1.2.1.2.1.3. Vaszkularis endotelialis novekedési faktor

A Vaszkularis endotelialis novekedési faktor (Vascular endothelial growth factor,

crer

crcr

csontképzo sejteket, illetve hatdssal van azok tulélésére, ezért dontd szerepet jatszik a
csontképzOdésben és a csont gyogyulasaban [26]. Transzgenikus egereket vizsgalva, ahol
az oszteoblaszt-specifikus VEGF hianyzott kimutattak, hogy a VEGF eclésegitette a
makrofagok felépiilését és az angiogén valaszokat a gyulladasos fazisban. Tovabba
megallapitottak, hogy az oszteoblaszt eredetii VEGF képes az oszteoblaszt differenciaciot
¢s a csontképzddést szabalyozni, valamint serkenti az oszteoklasztok kialakuldsat a
remodeling végsé fazisaban [68]. A VEGF fontos szerepet jatszik az oszteogenezis
fokozasaban, anélkiil, hogy koros sejtanyagcserét okozna [69]. A csonttraumat kovetd
hematoma és az ezutan fellépd gyulladasos vélaszok eldsegitik a csont javitasat. Egy
tanulmany leirta, hogy a VEGF koncentracidja a hematdmaban 15-sz6r magasabb volt,
mint a plazmaban, pedig a plazmaban 1évé VEGF szint is szignifikdnsan magasabb volt
a kontroll csoporthoz képest [70]. Egy egér femur modellben a combcsonttorés és a
kortikalis csonthibak javitasanak leallasat figyelték meg, melyet a hianyzo VEGF-fel
magyaraztak. Ugyanebben a kisérletsorozatban tapasztaltak, hogy a VEGF aktivitas
nélkiilozhetetlen a megfeleld kalluszképzOddéshez és mineralizaciohoz a csontsériilésre
adott valaszban [71]. Oszteonekr6zisos kutyamodellben megfigyelték, hogy a lokalisan

adott VEGF injekcio csontszoveti remodelinghez és uj csont képzddéséhez vezet [72].
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1.2.1.2.1.4. Inzulinszeri névekedési faktor

Az Inzulinszer(i novekedési faktor (Insuline-like growth factor, IGF-1) egy olyan
polipeptid, mely szekvenciajaban nagy mértékben hasonlit az inzulinhoz. A csontvaz
novekedésének és fejlodésének legnagyobb szabalyozoja [73]. Az IGF-1-et a dextran-
zselatin gélen hordozoanyagként hasznalva eldsegitheté a periodontalis szdvetek
regeneracioja [74], PLGA (Poli glikol tejsav)-val kombinalva pedig 0j csontosodasi
formacio figyelhetd6 meg [75]. Az IGF-1 teljes hianya késleltette a posztnatalis
novekedést egerekben [76]. Egy masik tanulmany kimutatta, hogy az IGF-1 sziikséges az
oszteoklasztok és oszteoblasztok kozotti normalis kolcsonhatas fenntartasahoz, igy
gyakorlatilag az oszteoklasztogenezist tamogatja a RANKL és a RANK expresszidjanak
a szabalyozasaval [77]. Kisebb csontsiiriséget mértek azoknal az egereknél, amelyekben
alacsonyabb IGF-1 szint volt kimutathatdé a kontrollhoz képest [78]. Az IGF-1 nagy
szerepet jatszik a csonttomeg fenntartasaban [79] és oszteoblasztikus differenciaciot segit

elé mezenhimalis Ossejteken is [80].

1.2.1.2.1.5. Trombocitabdl szirmazé novekedési faktor

Szintén a novekedési faktorok csalddjaba tartozik az a kettds lancu polipeptid,
mely elsésorban a trombocitakbdl (vérlemezekbdl) szarmazik. A trombocitakbol
szarmazo novekedési faktor (Platelet-derived growth factor, PDGF) a vérlemezkék alfa-
granulatumaban helyezkedik el, elsdsorban véralvadas soran szabadul fel, illetve, ha a
trombocitak a sériilt véredények oldalara tapadnak [81]. A két leggyakoribb izoformajan,
a PDGF-A-n és PDGF-B-n kiviil kimutattdk mar a C és D format is. Ezek a kettds
polipeptidlancnak készonhet6en kiilonbozé formacidban lelhetdk fel, tgy, mint a PDGF-
AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC vagy a PDGF-DD [82]. A PDGF-r6l kimutattak,
hogy eldsegiti a sebek gyogyulasat, ugyanis a mezenhimalis eredetii sejtek, mint példaul
a fibroblaszt, a gliasejtek és a sima izom sejtek szdmara a PDGF a leghatékonyabb
mitogén, mely a szérumban elérhetd [83]. A PDGF a csontvazsejtek funkcidjaban
autokrin szabalyozoként jatszhat szerepet. A csontmatrixban jelen 1€v0 és a trombocitdk
altal szekretalt PDGF szerepet jatszik a torés helyén bekovetkezett sériilés szoveti

javitasaban [84]. A PDGF-BB el6segiti a C2C12 mioblaszt sejtek [85] és a BMSC sejtek
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1.2.1. 2.1.6. Transzformalé novekedési faktor
A Transzformalé novekedési faktor (Transforming growth factor, TGF-B) a
csontmatrix egyik legfontosabb novekedési faktora. Ez a multifunkcionalis polipeptid

szamos cellularis aktivitassal bir [88], a mezenchimalis prekurzor sejteket stimulalva

..........

------

tartva a csontképzddés és reszorpeio kozott [90]. Oszteoblaszt és oszteoklaszt sejtvonalon
a TGF-B1 hatasa nagy mértékben fiigg a sejtek differencialodasi fokatol, a sejtstiriségtol,
a TGF-B1 koncentracigjatol és egyéb sejtkultiras koriilményekt6l in vitro. In vivo
koriilmények kozott pedig a TGF-B hatasat nagy mértékben befolyasoljak a csont
kornyezetében 1év6 egyéb novekedési faktorok. [91]. A TGF-B1 ndveli a csontképzddést
elsdsorban az oszteoblaszt progenitorok toborzasaval és proliferacidjuk serkentésével,
igy elosegiti a differencialodast és a csontmatrix termelését. Transzgenikus egereket
vizsgalva, ahol a TGF-p receptort gatoltak, csokkent csont remodelinget és
megnovekedett trabekularis csontnévekedést figyeltek meg, utdbbit elsésorban az
oszteoklasztok altali csontreszorpcié miatt. A transzgenikus egerekben kisebb oszteocita
stirisiiget mértek, mint a vad tipusu csoportban. Igy ezek az eredmények is azt mutatjak,
hogy az endogén TGF-B kozvetleniil az oszteoblasztokra hat szabalyozva a csont

remodelinget és annak szerkezetét [92].

Roviden Osszefoglalva tehat az elobb emlitett novekedési faktorok az aladbbi
mechanizmusok révén hatnak a csontosodésra:
matrix szintézist indukal.
FGF: kondrocita érésre hat (FGF-1), oszteoblaszt proliferaciot és differenciaciot indukal,
az éretlen oszteoblasztok apoptozisat gatolja; az érett oszteocitak apoptodzisat indukalja
ill. csontreszorpcioért is felelés (FGF-2).
IGF: oszteoblaszt proliferacidt és a csontmatrix szintézisét befolyasolja,
csontreszorpciora hat.

PDGF: oszteoprogenitor migracioért, proliferacidért és differenciacioért felelds.
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TGF-pB: differencialatlan mezenchimalis sejt proliferacioban és oszteoblaszt prekurzor
toborzasban vesz részt; oszteoblaszt és kondrocitak differencialodasat befolyéasolhatja,
tovabba hat a csont matrix termelésre.

VEGF: részt vesz a porc csontta torténd atalakitasaban; befolyasolja az oszteoblaszt

proliferaciot és differenciaciot [25].

A mozgésszervi betegségek, ortopédiai sériilések kezelésére egyre igéretesebb
eredmények érhetdek el a novekedési faktorok hasznalataval. Létezik egy biologiai
anyagcsoport, a trombocitdban gazdag vérkészitmények, amelyek a magas vérlemezke
tartalom mellett a benniik megtalalhato novekedési faktorok miatt mutatnak egyre
igéretesebb eredményeket. A kovetkezd fejezet ezen vérkészitmények bemutatasara

szolgal.

1.2.1.2.2. Vérkészitmények

A human vérbol szdmos, a klinikumban felhasznalhat6 bioldgiai anyag nyerhetd:
né¢hany anyagot a magas fibrinogén tartalma, mig mast a valtozatos novekedési faktor
tartalma miatt alkalmaznak. A fibrin alapt bioanyagokat, mint példaul a fibrinragasztot
mar tobb mint 30 éve hasznaljak sikeresen sebészi hemosztatikus és tomitdszerként, ami
Iényegében valamennyi sebészeti teriileten eldnyds, beleértve a rekonstrukcios plasztikai

sebészetet és sebkezelést [93].

A klinikai érdeklédés az utobbi idében egyre inkabb a trombocitaban gazdag
bioanyagok felé iranyult. Ezeket a vérlemezke géleket, a trombocitiban gazdag plazmat
¢s fibrint elsdsorban a sebgyogyulds eldsegitésére ill. a lagy és kemény szovetek

crer

trombocitdkban fellelhetd novekedési faktoroknak tulajdonitjak.

1.2.1.2.2.1. Trombocitaban gazdag plazma

A trombocitaban gazdag plazma vagy PRP egy autolog plazmakészitmény,
amelyben a vérlemezkék a teljes vérben megszokott értékhez képest nagyobb
koncentracidban vannak jelen [94]. A PRP-t autolog modon, antikoagulans vérvételi cs
felhasznalasaval centrifugalassal nyerik, hogy a komponenseket elvalasszdk egymastol
¢és koncentraljak a vérlemezkéket az alapszint felett. A PRP egy vagy kétlépéses

centrifugalds sordn izolalhatd. Az egylépéses centrifugdlds esetében 300 ¢
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fordulatszamon 5 perc centrifugalas utan két kiilonboz6 PRP frakcid nyerhetd: az egyik
a PRPLp, ahol az LP az alacsony trombocita- és fehérvérsejtszamra utal, mig a masik a
PRPHp, ahol a HP magas trombocita-és fehérvérsejtszamot jelent. A kétlépéses vagy
kétszeres centrifugalas soran nyert PRP frakciot néhany helyen PRPps vérkészitménynek
hivjak, ahol a DS (Double spin) jel6lés utal a kétszeres centrifugalasra [95], de legtobb
esetben mar rovidités nélkiil, egyszerii PRP-ként megnevezve jelolik. A kétlépéses
centrifugalas elsé 1épésénél alacsony fordulatszamot alkalmaznak (100-2000g) 5-10
percig, ezaltal a teljes vér 3 kiilonbozd részre valik szét: a felsd, un. trombocitaban
szegény plazma (PPP) réteg, a k6zépsé ,,buffy coat” hatarréteg és az alsd vorosvérsejt
(RBC) réteg (2. abra). A ,buffy coat” hatarrétegben talalhatéak a fehérvérsejtek és a
trombocitak. A masodik centrifugalas soran a PPP és a ,,buffy coat” réteget megtartva ( a
vorosvértesteket tartalmazo részt nem hasznalva) egy magasabb fordulatszam mellett

(1010-2330 g) nyerik ki a végsé PRP frakciot [96].

<— Trombocitaban szegény
plazma (PPP)

<—> ,,Bufty coat”
hatarréteg (PRP)

- 4—> Vorosvértestek

2. abra A PRP izolalasa. Az elsé centrifugalds utin a vérvételi csé legaljan a
vorosvérsejtek talalhatoak, legfeliil a trombocitdaban szegény plazma. A két frakciot az
un. ,, buffy coat” hatarréteg valasztja el egymdstol, melyben a trombocitdk és a leukocitak
helyezkednek el, és amelybdl a masodik centrifugalds soran nyerheté ki a PRP (Singh
nyomdan) [97].
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A PRP az aldbbi alkotdelemekbdl all:
1. Trombocitak. A sejtmag nélkiili trombocitdkat vagy vérlemezkéket a csontveldi
megakarocitak termelik. A keringési rendszerben a 2-3 um legnagyobb atmérdji
trombocitak 7-10 napig mitkkddnek, amelyek mind az elsddleges, mind a mésodlagos
hemosztazisban nagy feladatot latnak el: egy-egy szoveti trauma vagy vaszkularis sériilés
soran megakadalyozzak a vérzést [98], de ezen kiviil kézponti szerepet kapnak azaltal,
hogy felszabaditjdk az alfa granuldtumokban tarolt novekedési faktorokat. A sebek
helyreallitasanak kezdeti fazisaiban az aktivalt vérlemezkék kialakitanak egy fibrin
matrixot, ami ezutan szoveti allvanyként, ,scaffold”-ként szolgal a kiszabadult
novekedési faktoroknak ¢&s citokineknek, amelyek a sejtek differencialédasat és
kommunikaciojat stimulaljak [99].
2. Leukocitak. A leukocitak a gyulladasos valasz alapveté mediatorai. A neutrofilek a
sériilt szovetekbe vandorolnak, ahol megkezdik a fagocitdzis folyamatat a nektorikus
szovetek és tormelékek bekebelezésével. A monocitdk, amelyek késébb makrofagokka
alakulnak hozzalatnak az extracellularis matrix lebontasahoz, igy a sejtek konnyebben
vandorolnak a szoveten beliil hatékonyabba téve a gydgyuldst. A makrofagok tovabb
folytatjak a fagocitozist, valamint a TGF-B, PDGF, a VEGF az IGF-1 és az EGF
novekedési faktorok kivalasztasaban is szerepet kapnak [100].
3. Vorosvérsejtek. A vorosvérsejtek végzik az oxigén, metabolikus gazok, tapanyagok
¢€s a nitrogén oxid szallitasat, valamint a benniik 1évé vas €s hem-komponens segiti az
oxigén ¢s a szén-dioxid megkotését. Ha a PRP-ben 1évé voOrdsvérsejt megsériil, a
sejtmembranjuk szétesik €s un. plazmamentes hemoglobint bocsajt ki (PFH). A PFH ¢és
a bomlastermékei oxidativ stresszt, gyulladasos folyamatokat indukalnak, amely végso
soron jelentds szoveti karosodast eredményezhet. Habar a vorosvérsejtek a PRP izolalési
eljarasa miatt egyaltalan nem vagy csak kis mértékben vannak jelen, az elébb leirtak miatt
még a kevés RBC jelenléte is gatlo hatasu lehet egy-egy sériilés kezelésében [101].
Ahhoz, hogy szabadda véljanak a vérlemezkékben talalhaté ndvekedési faktorok,
a PRP frakciot trombinnal, CaCl,-dal, ezek kombinacidjaval, kollagénnel vagy mas
aktivator anyaggal aktivalnunk kell [102]. Létezik egy fizikai aktivalasi modszer is,
amely soran a PRP-n fagyasztasi/olvadasi ciklusokat alkalmaznak 2-4 alkalommal.

Ezaltal a vérlemezke membranok fizikailag karosodnak és a granuldtum tartalma

felszabadul [103].
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A bakteridlis fertéz6dések komoly problémat okoznak a sebgyogyulasi
folyamatokban, ezért kiilondsen eldnyds, hogy a PRP antimikrobialis hatasu [104, 105],
valamint tobb tanulmany bizonyitja a gyulladasgatlé hatasat, melyet elsésorban a
trombocitakbdl felszabadulé TGF-B-nak tulajdonitanak.

Mivel az autolog PRP nagyobb biztonsaggal alkalmazhaté a regenerativ
medicinadban, mint a sejtalapt terapiak, a PRP felhasznélésa egyre nagyobb mértékben
terjedt el alternativ kezelési modként [106, 107]. Marx és munkatarsai 1998-ban
alkalmaztak elészor sikeresen a PRP-t, ahol a PRP-vel kezelt csontgraft fokozott
csontosodast eredményezett egy fogaszati sériilés kezelésében [108], de egyre jobban
elterjedt a hasznalata egyéb teriileteken, mint a szivsebészet [109-111], a szemészet [112,
113], a parodontalis és szajsebészet [114, 115], az ortopédiai sebészet [116, 117],
plasztikai sebészet [118, 119] és a kozmetikai gyogyaszat [120-122]. A sport-és
orvostudomanyi kutatasok is szamos pozitiv hatasrdl beszélnek PRP alkalmazasaval
kapcsolatban [123, 124]. Kiilonosen nagy jelentoségli lehet a PRP terapia alkalmazasa,
ugyanis néhany szovet, mint az inak, szalagok vagy porc sériilése esetén a javitasi
folyamatok lassuak a korlatozott vérellatasuk és a lassu sejt turn-over miatt [125, 126].
Az avaszkularis combfejnekrdzis PRP-vel torténd kezelése is igéretesnek bizonyult.
Szignifikansan tobb novekedési faktor jelentétét tapasztaltak a PRP-vel kezelt csoportban
a kontroll csoporthoz képest, melyet a hisztologiai festés és az angiogenezis jelenléte csak
megerdsitett [127, 128]. A PRP injekcid formajaban torténé adasa is képes csokkenteni

az oszteonekrozis okozta fajdalmat [129] és funkcionalis javulast hozhat [130].

Munkacsoportunk egy korabbi kisérletsorozataban a PRP csontosodasra gyakorolt
hatasat vizsgalta aszeptikus combfejnekrozis esetén. A combcsontfej megtartdsa és a
késobbi protézisbeiiltetés elkeriilése reményében 13 beteget core decompression, vagyis
felfuras kezelésében részesitettek, 19 beteg pedig a felfiras mellett autolog csont és PRP
keverékét kapta. A PRP jotékony hatasat kovetéses vizsgalattal bizonyitottuk. Hat éves
utokovetés eredményeképpen megallapitottuk, hogy azok a paciensek, akik a felfuras
mellett autolog csontot és PRP-t is kaptak, 79%-ban elkeriilték a protézis beiiltetést, mig
a kezeletlen csoport csupan 39%-ban [131]. A kapott értékek igazan biztatdoak voltak,
azonban a PRP pontos szerepe nem volt ismeretes, ezért kutatocsoportunk elhatarozta

ezen csontok ex vivo tanulmanyozasat, mely eredményeket jelen dolgozat targyalja.

20



DOI:10.14753/SE.2023.2623

1.2.1.2.2.2. Trombocitaban gazdag fibrin

A Choukroun és munkatarsai altal 2001-ben kifejlesztett trombocitaban gazdag
fibrin (PRF) egy masodik generacids vérlemezkekoncentratum, melyet széles korben
hasznalnak a lagy és kemény szovetek gyogyulasanak gyorsitasahoz. Eredetileg autolog
leukocita és vérlemezkékben gazdag fibrin bioanyagként definialtak. Elonyei a PRP-hez
képest az egyszerlibb eldallitasaban, minimalis koltségében rejlenek és abban, hogy a
novekedési faktorok kiszabadulasahoz nincs sziikség semmilyen aktivald bioanyagra
[132, 133].

A PREF izolalasi modja rendkiviil egyszeri: egy 6-10 ml-es, nativ vérvételi csébe
vért vesziink, majd rogton a vérvételt kovetden 3000 rpm-en 10 percig centrifugaljuk. Az
antikoagulans hianya okozza a vérmintaban 1évo trombocitak szinte azonnali aktivalasat,
ahogy a centrifugdlds sordn a vérvételi csofallal érintkeznek és ez a koagulacios
kaszkadok felszabadulasahoz vezet. A fibrinogén kezdetben a csd tetején koncentralodik,
majd a keringd trombin fibrinné alakitja. amely fibrincsomé formajaban ezutan a csé
kozepén helyezkedik el. A vérvételi cs6 legaljan a vorosvértestek, a cso tetején pedig az
acellularis plazma (trombocitaban szegény plazma) talalhatd [134], melyet a 3. abra mutat
be. A vérlemezkék a fibrincsomoban talalhatok. A fibrincsomot ezutan egy csipesszel
kiemelik, majd ezt a csomo6t egy in. PRF BoX racsra helyezve eltavolitjak annak tartalmat
¢s a fibrincsomdot membranként alkalmazva akar Onmagaban, akar graft elemekkel

Osszekeverve sikeresen alkalmazzak rekonstrukcios sebészeti teriileten [132].

L4

«— Trombocitaban szegény plazma (PPP)

«— Trombocitaban gazdag fibrin (PRF)

+~— Vorosvértestek

3. dbra A Trombocitiban gazdag fibrin izoldldsa. A legalso frakcio a vordsvérsejteket
tartalmazza, folotte a fibrincsomo helyezkedik el vagyis a PRF, majd a feliiliszoban a

trombocitaban szegény plazma talalhato [135].
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Az autoldég PRF felhasznélasa jol ismert Choukroun és munkatarsai altal, akik
elsésorban az oral és maxillofacialis sebészetben kezdték a PRF vérkészitményt
alkalmazni, hogy javitsak a gyogyulast az implantatumfogészatban [134]. Kiilonb6z6
rekonstrukcids eljarasok soran 10j csont létrejottét figyelték meg PRF jelenléte mellett
[136]. A PRF membranok védik a sebészeti helyet, segitik a lagyszovetek gyogyulasat és
ha a fragmenseit Osszekeverjiik a graft anyagaival bioldgiai kozvetitoként funkcional a
graft kiilonbozo elemei kozott. Tovabba matrixként miikodik, amely tadmogatja az

kozéppontjaba [137].

Néhany novekedési faktor, mint a PDGF, a TGF-§ felszabadul a PRF-bdl [138-
140]. Dohan és munkatarsai azt talaltak, hogy a PRF 1 hétig bocsatja ki a novekedési
faktorokat [139, 140], de mar 28 napos kibocsatasrol is beszamoltak [141]. Mindez azt
jelenti, hogy a PRF vérkészitmény jelentds ideig tdmogathatja a sériilt kornyezetet a
sebgyogyulas soran. A PRF a csontregeneraciot is eldsegitheti, ugyanis megallapitottak,
hogy a PRF stimulalja @ human oszteoblasztok novekedését és a proliferaciot [142, 143]
¢és 1j csont novekedését eredményezi in vitro és in vivo is [144, 145]. A PRF kedvez6

hatasardl irnak allkapocs oszteonekrozis kezelésében is [146-148].

A novekedési faktorok €és az Oket tartalmazo vérkészitmények tehat szamos
esetben bizonyitottan jol miikddnek €s hozza tudnak jarulni egy-egy sériilést kdvetd
gyorsabb regeneraciohoz. Az irodalmi bevezetOben targyalt kisérletekben azonban a
vérkészitmények és a novekedési faktorok hatasat elsdsorban jo szoveti keringések esetén
vizsgaltak. Arrdl 1ényegesen kevesebb vizsgalat van, hogy kimondottan rossz keringésii
szoveteknél a ndvekedési faktorok és a vérkésztimények milyen hatast képesek kivaltani.
Munkacsoportunk célja egy olyan modell kialakitasa volt, amely megfeleléen tiikrozi a
rossz keringésii 4allapotot, melynek segitségével a kezelés sordn alkalmazott

vérkészitmények hatasairdl arnyaltabb képet kaphatunk.
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2. Célkituzések

1. Elsédleges célunk egy human ex vivo modell kialakitasa volt, amely a végso foku

crer

csontiszkémias allapotot.

2. A modell 1étrejotte utan a kiilonb6z6é vérkészitmények tanulmanyozasat tiztik ki

célul azt vizsgalva, vajon az adott vérkészitmény milyen hatassal van a csontiszkémian

crcr

3. Egy adott vérkészitmény hatasat egyidében tobb dolog is befolyasolhatja,
mindenekel6tt a vérkészitmények osszetételét kivantuk meghatarozni, ezért a fehérje-és
sejttartalom meghatarozasa mellett a vérkészitmények novekedési faktortartalma is

mérésre keriilt, hogy még pontosabb képet kaphassunk a vérkészitményekrol.

4. Végiil kivancsiak voltunk arra, vajon a csontexplantatumokra milyen hatassal bir az

egyik vérkészitmény iszkémias koriilmény nélkiil.

23



DOI:10.14753/SE.2023.2623

3. Modszerek

3.1. Csontexplantatumok

A csontexplantatumok kinyerését a 33106-1/2016/EKU szamu etikai engedély

alapjan végeztiik.

A szoveti iszkémia modellezéséhez sziikséges csontokat oszteoartritiszben,
primer coxartrozisban szenvedd betegek protézisbeiiltetése soran nyertiik és kizartunk
minden olyan mitétet, ahol szekunder coxartrozis, gyulladasos iziileti betegség
(reumatoid artritisz, szeronegativ spondilartitisz stb.) miatt végzett csipOprotézis
betiltetés, infekcid vagy tumor gyanuja szerepelt. A betegek az osztilyos felvételre
keriilésiik soran beleegyezd nyilatkozatot toltdttek ki arra vonatkozoan, hogy a kivett
combcsontfej - amennyiben sziikséges és a combcsontfej arra alkalmas - csontbank
szamara mind klinikai mind kutatasi célra felhasznalhato, csontszdvetiik mas személybe

beiiltethetd. A betegek lemondtak a combcsontfejre vonatkoz6 igénytiikrol.

A miutét kozben eltavolitott combcesontfej] kozepébdl, a femurfej belsd részébol
mutéti koriilmények kozott sebészi vésd segitségével 40 db, nagyjabol 7 mg tomegi
csontokat metszettiink ki betegenként. Hogy a sejtkdrosodast minimalisra csokkentstik, a
kimetszés utan ezeket a csontokat testhOmérsékletiire elémelegitett, Gn. tenyésztd
médiumot tartalmazd centrifugacsdvekbe tettiik. 20-25 perces szallitast kovetden a
csontokat in vitro koriilmények kozé helyeztiik, hogy a fizioldgias koriilményeket a
legjobban megkdzelithessilik. 12 csontdarab keriilt egy 60 mm atmérdjii Petri-csészébe,
melyet ezutan 6 ml tenyészté médiumban, 37 °C-on és 5% CO- tartalom mellett 3 napon
keresztiil inkubaltunk. A tenyészté médium 1 g/1 glikkdz tartalma Dulbecco's Modified
Eagle Mediumot (PAA Cell Culture Company, Cambridge), 1% penicillin-sztreptomicint
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) és 10% szarvasmarha szérumot (FBS, Gibco, Paisley,
Skocia) jelent. A dolgozatban tobbszor hivatkozom a tenyészté médiumra, mely minden

esetben a fent emlitett oldatot jeldli.
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3.2. Oxigén-gliikoz deprivacio modellezése

Az operéciotol szamitott 3. napon a csontszoveti iszkémiat oxigén és gliikoz
egylittes megvonasaval modelleztiik. Az oxigén-gliikkdz deprivaciéo (OGD) sordn az addig
fiziologias koriilmények kozott tartott explantaitumokat a médium eldzetes eltavolitasat
kovetden 2-szer atmostuk 4 ml 7,3 PH-ja PBS mos6 pufferrel (PAN Biotech, Aidenbach,
Germany), majd athelyeztiik 6ket egy 24 lyuka edénybe, és lyukanként 1-1 ml gliikdz-és
aminosavmentes médiumot pipettaztunk rajuk. Ezutan a csontmintikkal teli edényt a
Zeiss LSM 510 Meta konfokalis, fluoreszcens mikroszkop (Carl Zeiss, Jena, Germany)
sajat inkubacios rendszerébe, az Un. Pecon inkubacids rendszerbe (Erbach-Bach,
Németorszag) helyeztilk, amit a mikroszkdp latomezejébe tettiink. Ezutan N gaz
segitségével a lezart rendszerben 0,5% ala siillyesztettiik az O2 szintet. Miutan ez
megtortént, 20x-os objektivet és DIC szlrdt hasznalva, a sejteket fokuszba hozva
elinditottuk a videdmikroszkdépos megfigyelést, ami lehetévé tette szamunkra a
sejtfestékkel (Isd. 3.3. alfejezet) jelolt mintak tanulméanyozasat és a kisérletek rogzitését
az OGD egész ideje alatt. Az iszkémia idejét csontszOovetre vonatkozoan ugy szerettiik
volna beallitani, hogy a csontexplantaitumokon 1évo sejteken érzékelhetd legyen az OGD
okozta sériilés (akar kvalitativ akéar kvantitativ mdédon vizsgéaljuk), de ez a hatas
visszafordithato legyen, ezért tobb id6étartamot is kiprobaltunk: 1, 2,5, 3,5, 4, 5, valamint
7 6rén keresztiil is fenntartottuk az iszkémids allapotot. Az OGD-s kisérletek nyomon
fényképet készitettiink a csontexplantatumokrdl és a fényképek elemzése alapjan
dontottik el egy-egy OGD iddtartamarol, hogy elegendd-e vagy tovabb sziikséges

novelni az iszkémias 1dot.
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3.3. Az explantatumokon 1évo sejtek életképességének elemzése

kvalitativ médon

Az €16 sejtek jelolésére Calcein-AM-et hasznéltunk (excitacid/emisszid: 494/517
nm, z61d, koncentracio: 1:2000, 37°C, 5 perc) (LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity esszé
része, Molecular Probes). A Calcein-AM egy nem-fluoreszcens, hidrofob vegyiilet, mely
konnyen atjarja az €16, egészséges sejteket és azok citoplazmajaba kertil. Itt intracellularis
észterazok elinditjak a Calcein-AM hidrolizisét, mely a calcein keletkezését eredményezi.
Ez egy hidrofil, er6sen fluoreszkalo vegyiilet, ami ezutan a sejt citoplazméjaban marad,

igy konnyen kimutathato.

A halott sejteket ethidium homodimer (excitdcido/emisszid: 528/617 nm, voros,
koncentracio: 1:500, 37°C, 5 perc) (LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity esszé része,
Molecular Probes) felhasznalasaval jeloltik. Az ethidium homodimer egy membran-
ateresztd fluoreszcens festék. A halott sejtek plazmamembranjai megszakadnak, emiatt
az ethidium homodimer belép ezekbe a sejtekbe €s kotddik azok DNS-¢hez. Mivel az €16
sejtek membranjain nem képes atjutni ez a festék, igy csak a halott sejtek jelolésére

alkalmas.

3.4. Az explantatumokon lévé sejtek életképességének elemzése
kvantitativ modon

A metil-tiazol-tetraz6élium (MTT) (Sigma Aldrich, Budapest, Hungary)
sejtproliferacidos essz€¢ egy kvantitativ kolorimetrids eljaras, mely tobbek kozott a
cellularis proliferacio, életképesség és citotoxicitas mérésére is alkalmas [149]. Egy, az
€10 sejtekben jelen 1évo mitokondrialis enzim, a szukcinat dehidrogendz hataséara a sarga
szini tetrazolium so, az MTT vizoldhatatlan, sotétkék formazan kristalyokat képez, mely
izopropanolos oldas utan oldhatova valik. A kioldott anyag optikai denzitasat
spektrofotométer segitségével mérhetjiik, mely kozvetlen korrelal a metabolikusan aktiv

sejtek szamaval.

Az MTT essz¢é id6tartama eltéré a kiillonbozo sejtek és szovetek esetén, igy
optimalizalnunk kellett jelen kisérletsorozatban mind az MTT inkubaciét, mind az

izopropanolos oldast.
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Kisérleteinkben az MTT mérés az alabbi mddon zajlott:

e A mérni kivant explantatumokat egy 96 lyuku edénybe helyeztiik, majd MTT
oldattal (0,5 mg/ml) inkubaltunk 37 °C-on 5% CO, tartalom mellett. 10 perces, 1,
2 ¢és 3 oras inkubalasi idot teszteltiink.

e Az MTT oldat leszivéasa utan az explantatumokat izopropanolba tettiik, és allando
kevertetés mellett a 10 percig, 1, 2, 3, 4, 5, 16 és 20 oraig tartd oldasi
id6tartamokat probaltuk ki.

Az izopropanolos oldast kovetéen PowerWave-XS (Biotek, Winooski, VT, USA)
spektofotométer felhasznalasdval 570 nm-en mértiik az oldat denzitasat, amely értékbdl
levontuk a 690 nm-en mért, zajnak szamitott értéket. Mivel az explantatumok csak
kozelitdleg voltak egyforma tomegiiek, ezért a mérés sordn kapott értéket korrigaltuk az

explantatumok szaraz tomegével.

3.5. Vérkészitmények izolalasa, aktivalasa és kezelése

A vérkészitmények izolalasahoz sziikséges vérvételt a 33106-1/2016/EKU szamu

etikai enged¢ly alapjan végeztiik.

A vért egészséges, ismert betegségben nem szenvedd donorokbol nyertiik. A 20-
50 év kozotti, nemtdl fliggetlen személyek kivalasztasa soran kizarast jelentett barmilyen
ismert kronikus betegség, akut fertdzes, tumoros megbetegedés, asztma vagy kronikus

gyulladasos betegség.

3.5.1. Trombocitaban gazdag plazma izolalasa

A PRP vérkészitményt irodalmi adatok alapjan kettds centrifugalassal nyertiik ki
[96]. A mintavétel szarnyas tii segitségével tortént, melyhez 6 ml-es, véralvadasgatlot,
un. EDTA-t (Etilén diamin tetraecetsav) tartalmazo vérvételi csoveket hasznaltunk. A
centrifugalds sordn az LMC-3000 nevii (Biosan, Riga) centrifugat hasznaltuk.
Szobahémérsékleten eldszor 320 g fordulatszamon 12 percen keresztiil centrifugéaltunk.
Ekkor a centrifugalas utan kapott feliilaszot (a PPP és a “buffy coat” réteget) atpipettaztuk
egy centrifugacsébe, vigydzva arra, hogy minél kevesebb vordsvértest keriiljon a
rendszerbe és 1710 g fordulatszamon tovabbi 10 percig ismét centrifugaltunk. Ekkor

eltavolitottuk a feliiliszo 2/3-adat, mely gyakorlatilag a PPP vérkészitményt jelentette, és
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a maradék 1/3-ad réteget jol felszuszpendalva jutottunk a PRP, trombocitdban gazdag
vérkészitményhez, melyet a tovabbiakban nativ PRP-nek hivtunk. A 4. dbra mutatja be a
laborunkban alkalmazott nativ PRP izolalasat. A PPP vérkészitményt eltettiik egy késobbi

vizsgalatra (Isd. Vérkészitmények laboratdriumi paramétereinek Osszehasonlitdsa 3.7.

alfejezet).
320¢g Feliiliszo 1710 g Feliiliszé 2/3-anak
megtartasa eltavolitasa (PPP)
—_— » —> »
12 perc 10 perc
6 ml teljes vér Nativ PRP

4, abra Nativ PRP izoldlasa. Az izoldlashoz véralvadasgatlot tartalmazo vérvételi csé

sziikséges. Laborunk a kétszeres centrifugdlds utan nyerte ki a nativ PRP frakciot.

3.5.2. Trombocitaban gazdag plazma heparinizalasa

PRP-vel tortént kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy amint a PRP-t az un.
tenyészté médiumhoz adjuk, az kocsonyassa valik. Ez a jelenség igy lehetetlenné teszi,
hogy a tenyészt6 médium és a PRP értékes OsszetevOi eljussanak a médiumban
inkubalddott csontokhoz, ezért a PRP-hez véralvadasgatlot, un. Clexane-t (Sanofi
Aventis, Paris, France) adtunk (5. abra), hogy ismét folyékony halmazallapotava, és a
csontexplantdumokon 1év0 sejtek szamara elérhetdvé valjon a PRP-t tartalmazo tenyésztd

médium.
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1kU Clexane adasa 1300 pl nativ PRP-hez

v

Nativ PRP Heparinizalt PRP

5. dbra A heparinizalt PRP elddllitasa. A nativ PRP-hez Clexanet adtunk, hogy
meggatoljuk a vértartalom alvadasat, és igy alkalmassa valt az oldat arra, hogy a PRP

hatasat tesztelni tudjuk.

3.5.3. Heparinizalt-trombocitaban gazdag plazma aktivalasa

A PRP-ben 1év0 trombocitdk szdmos ndvekedési faktort és egyéb értékes
Osszetevot tartalmaznak. Ahhoz, hogy ezek kijussanak a trombocitabol, aktivalni kell
6ket. Irodalmi adatok alapjan ez tobbféleképpen torténhet. Laborunk 3 kiilonb6zé modot
is alkalmazott a PRP aktivalasdhoz. Az els6 modszer az un. fagyasztas/olvasztas
modszere, amikor a PRP-t egymas utan legalabb 3-szor le kell fagyasztani, majd
felengedni. Mi négy alkalommal fagyasztottuk le -80 °C-ra, majd engedtiik fel
szobahOmérsékletiire. A masodik aktivalasi mod a CaCl, hozzaadasa volt. A harmadik
aktivalasi modnak a CaCl, és a trombin egyiittes jelenlétét valasztottuk, mely
koncentraciét irodalmi adatok alapjan valasztottuk ki [102]. A kisérleteinkben

alkalmazott PRP aktivalasi modokat a 6. abra szemlélteti.
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1kU Clexane adasa 1300 pl nativ PRP-hez
Fagyasztas-olvasztas 4-szer -80 °C-on és szobahomérsékleten
Fagyasztott-olvasztott
Nativ PRP PRP
D 1KkU Clexane és 10 mg CaCl: adasa 1540 pul nativ PRP-hez
. CaClh
Nativ PRP aktivalt PRP

1KkU Clexane, 10 IU Trombin és 10 mg CaClz adasa 1640 pl nativ PRP-hez

CaClz és Trombin altal
Nativ PRP aktivalt PRP

6. dbra A PRP aktivildsa. A nativ PRP-ben lévé trombocitak aktivaldasa 3 kiilonbozdo
maodon tortént: fagyasztva-olvasztva (A Panel), CaCl.-dal (B Panel) és CaCl» és Trombin

(C Panel) egyiittes hozzdaaddsdaval.

3.5.4. Heparinizalt-kiilonb6z6 koncentracidojui trombocitaban gazdag plazma
Ebben a kisérletsorozatban kiilonb6zé mennyiségli heparinizalt PRP-t adtunk a

crer

csontok: PRP ¢és tenyésztd médium 1:8, 1:4, valamint 1:2 aranyu keverékét teszteltiik.

3.5.5. Hiperakut szérum izolalasa

A PRP izolalasa és kiilonb6z6 mddon tortént kezelése utdn hozzalattunk, hogy a
bevezetében szerepld masik vérkészitményt, a trombocitaban gazdag fibrint (PRF) is
kinyerjiik. A PRF izolalasdhoz Dohan és munkatarsai cikkét vettiik alapul [134], akik
nativ vérvételi cs6 felhasznalasaval 3000 rpm fordulatszamon (leirasuk alapjan ez 400 g
relativ centrifugdlasi erdnek felel meg) 10 perc centrifugalds utan nyerték ki a PRF
vérkészitményt. Munkacsoportunk is nativ, véralvadasgatlot nem tartalmazo csében vette

le a teljes vért, majd az altalunk hasznalt centrifugan 3000 rpm-et (mely a
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munkacsoportunk altal hasznalt centrifugan 1710 g relativ centrifugalasi erének felel
meg) beallitva hozzalattunk a PRF kinyeréséhez. A hivatkozasban alkalmazott 10 perc
centrifugalds utdn azonban a fibrincsomdnk Gsszeesett és vagy nagyon kis mennyiséget
vagy semmit nem lehetett kiemelni a vérvételi csébdl (nagy valosziniiséggel a magasabb
relativ centrifugalési erd miatt), ezért lecsokkentettiik a centrifugalasi idot 5 percre, mely
soran sikeres lett a fibrincsomo kinyerése. A PRF fibrincsomét ezutan hozzaadtuk a
teny€sztd médiumban 1évé csontexplantatumokhoz. Azt tapasztaltuk azonban, hogy a
fibrincsom6 befedi a csontmintikat, a membran jellege miatt hartyat képez a
csontmintakon, igy a tenyészté médium komponensei nem tudnak hozzaférni a csontokon
1évé sejtekhez. Igy az izolalt PRF-t modositott formaban hasznaltuk: a PRF csomét a
centrifugdlds végén laminalis elszivo fiilke alatt kiemeltiik a vérvételi csobdl, olloval
levagtuk a vorosvértesteket tartalmazo alsd részét, majd a fibrincsomot egy Petri-
csészébe athelyezve kipréseltiik a szamunkra értékes savot, melyet Hiperakut szérumnak

(HAS) neveztiink el. Az izolalasi 1épéseket a 7. abra mutatja be.

Fibrincsomo
1710 g Kipréselése

v
v

S perc
6 ml teljes vér HAS

1. abra HAS izoldlasa. A Hiperakut szérumot a PRF vérkészitménybol nyertiik ki

egyszeres centrifugalas utan a fibrincsomo kipréselésével.

3.6. Kisérleti protokoll

Az operacio napjan (OP) az explantatumokon 1év6 sejtek a mikroszkopos képeink
alapjan sériiltek voltak, amit els6sorban a miitétb6l adddo stressznek tulajdonitottunk.
Ezért, hogy segitsiik a sériilt sejtek regeneralodasat, mar a miitét napjan Un. tenyésztd
médiumba helyeztiik 6ket és harom napon keresztiil 37 °C-on 5% CO. tartalom mellett
inkubaltuk Oket. A 3. napon a rossz keringést és tapanyaghianyos allapotot OGD

segitségével modelleztiik, majd ezt kovetden kiilonb6zd vérkészitmények és rekombinans
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novekedési faktorok hozzaadasaval kezeltiik az explantatumokat és MTT-vel mértiik az
azokon 1év0 sejtek életképességét. A 8. abra mutatja be a kiilonb6z6 vérkészitményekkel
¢s rekombinans novekedési faktorral végzett kisérletek protokolljat. Az é&bran
megjelenitésre keriilt, hogy az adott csoport kapott-e vérkészitményt vagy rekombinans
novekedési faktort, ezeket mikor adtuk a tenyésztd médiumhoz, és hogy mikor tortént

MTT mérés. A csoportok részletes bemutatasat a 3.6.1.-es fejezet targyalja.

| Tenyészté médium I MTT I Tenyészté médium I MTT I Kontroll
0GD
[ Tenyészté médium L‘____J Tenyésztd médium I MTT l Tenyészti médium I MTT I 0OGD
— )
TR 0OGD T — Nativ PRP, vagy
I Tenyészté médium l_____.J Tenyészté médium+PRP I MTT I Tenyésztd médlumﬂ’RPI MTT I heparinizilt PRP (1:4)
[[_tenyészts médium LOCD I 65ot6 medium: Akiivalt PRY, vagy koncentralt PR | MTT | EES:::Z‘;{: i'::::l']‘tr"a_';"l)(é;‘)““gl’
(1:2, 1:4, 1:8)
| Tenyésztd médium LOGDJ Tenyészté médium+Rekobinins nivekedési faktor | MTT I llIIEkumb[n.alns
nivekedési faktor
0. 3. 6. 9. Idé (napok)
OP
| Tenyészté médium | MTT | Tenyészté médium | MTT I Kontroll
0GD
| Tenyészté médium Lo ] Tenyésztimédium | MTT | Tenyészté médium | MTT I oGD
0GD
| Tenyészté médium L7 ] Tenyészti médium+HAS | MTT | Tenyészts médium+HAS | MTT I HAS (1:4)
0GD
I Tenyésztd médium+HAS l_‘____] Tenyészté médium+HAS I MTT I Tenyésztd mi-dium+}lAS] MTT I HAS elokezelés (1:4)
| Tenyészté médium oGD HAS-OGD (1:4)
0. 3. 6. 9. Idé6 (napok)
op
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8. dbra Kisérleti protokoll. Az ,,A” Panel a kontroll és az OGD csoport mellett bemutatja
a nativ és heparinizalt PRP-vel, a heparinizalt-aktivallt PRP-vel, a heparinizalt-
kisérletek protokolljat. A ,,B” panel a HAS vérkészitménnyel tortént kezelést abrdzolja a
kontroll és az OGD csoportok feltiintetése mellett. A vizszintes tengely az operdciot koveto
napokat, az OGD az oxigén-gliikoz deprivaciot, az MTT pedig a sejtek életképességének

méresét jelenti.

3.6.1. Kisérleti csoportok

Kontroll csoport: Azokat a csontexplantatumokat jelentette, amelyek a miitét napjatol
egészen a 9. napig tenyésztd médiumban inkubalddtak ¢és OGD-n nem estek at. 3 naponta
médiumcsere tortént, amely a tenyészté médium cseréjét jelentette. MTT mérés az OP 6.

€s 9. napjan tortént.

OGD csoport: A csontmintak az OP-t6l szamitott 3 napig tenyészté médiumban
inkubalodtak, az OP-t6] szdmitott 3. napon atestek OGD-n, ¢és ezt kovetden tenyésztd
médiumban inkubalodtak tovabb, melyet 3 naponta cseréltiink. MTT mérés az OP 6. és

9. napjan tortént.

Nativ PRP csoport: A csontmintdk az OP-t6] szamitott 3 napig tenyészté médiumban
inkubalodtak, OGD-t kovetden nativ PRP-t (Isd. 4. abra) kaptak, melyet 1:4 aranyban
juttattunk a tenyészté médiumhoz. Médiumcsere 3 naponta tortént, mely ebben az esetben
nativ PRP-t tartalmazé tenyészté médiumot jelentett. MTT mérés az OP 6. és 9. napjan

tortént.

Heparinizalt PRP csoport: A csontmintdk az OP-t8l szdmitott 3 napig tenyésztd
médiumban inkubalodtak. A nativ PRP-hez heparint adtunk (Isd. 5. abra), majd a
csontexplantatumokat ért OGD-t kdvetden a heparinizalt PRP-t 1:4 aranyban adtuk a
tenyésztd6 médiumhoz. Médiumcsere 3 naponta volt heparinizalt PRP-t tartalmazo

tenyészté médiummal. MTT mérés az OP 6. és 9. napjan tortént.

Heparinizalt-aktivalt PRP csoport: A csontmintdk az OP-t8l szadmitott 3 napig
tenyészt6 médiumban inkubalodtak. A nativ PRP-hez heparint adtunk (Isd. 5. abra), majd
a 3 kiilonb6z6 modon aktivalt, heparinizalt PRP-t (Isd. 6. abra) 1:4 aranyban juttattuk a
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tenyészté médiumhoz. Médiumcsere szintén 3 naponta tortént heparinizalt-aktivalt PRP-

t tartalmazo tenyésztd médiummal. MTT mérés az OP 9. napjan tortént.

Heparinizalt-kiilonb6z6 koncentracioju PRP csoport: A csontmintdk az OP-t6l
szamitott 3 napig tenyészté médiumban inkubalddtak. A nativ PRP-hez heparint adtunk
(Isd. 5. abra), és 3 kiilonb6z6 higitasban juttattuk ezt a tenyészté médiumhoz: a korabban
alkalmazott 1:4 arany kiegésziilt egy higabb (1:8) és egy toményebb (1:2) valtozattal.

tenyészté médiummal. MTT mérés az OP 9. napjan zajlott.

HAS csoport: A csontmintdk az OP-t6l szamitott 3 napig tenyészté médiumban
inkubaldodtak Ezek a csontok az OGD utan HAS (Isd. 7. abra) és tenyészté6 médium 1:4
aranyu keverékében inkubdlodtak. Médiumcsere 3 naponta volt HAS-t tartalmazé

teny€sztd médiummal. MTT mérés az OP 6. €s 9. napjan tortént.

HAS elokezelés csoport: A csontmintak mar az OP napjatoél HAS-tenyészté médium 1:4
aranyu kezelésében részesiiltek, majd OGD-t kdvetden szintén. Médiumcsere 3 naponta

volt HAS-t tartalmaz6 tenyészté médiummal. MTT mérés az OP 6. és 9. napjan tortént.

HAS-OGD csoport: A csontmintdk az OP-t0l szdmitott 3 napig tenyésztd médiumban
inkubalodtak, majd az OGD ideje alatt HAS ¢és gliik6z-és aminosavmentes médium 1:4

aranyu oldataban voltak. MTT mérés rogton az OGD utén tortént.

Rekombinas novekedési faktorok csoportja: Az explantaitumokon 1évé sejteket
nemcsak vérkészitményekre teszteltiik, hanem csontosodast elGsegitd novekedési
faktorokra is. Ezen csoportok mintait OGD-t kévetéen BMP-2, BMP-7, PDGF és PF-4
rekombinans novekedési faktorral kezeltiink. Irodalmi adatok alapjan valasztottuk ki a
kiprobaltak: a BMP-2, BMP-7 [150] és a PDGF [151] esetében az 50 ng/ml koncentracio
bizonyult hatasosnak, PF-4 esetén a 200 ng/ml [152]. Mivel ezekben a mérésekben a mi
kisérleteinktd]l eltéré szovettipuson dolgoztak, ezért ezeket a koncentracidkat
kiindulopontként kezeltilk és a tizedére, illetve a 10-szeresére higitott/toményitett
koncentracioban is alkalmaztuk az OGD-n atesett mintainkon. Mivel a PF-4 gyari
kiszerelése nem tette lehetévé, hogy 2000 ng/ml koncentraciot is kiprobaljunk, ezért

ennél a novekedési faktornal a 10, 100 és 1000 ng/ml koncentraciot hasznaltuk. Ebben a
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mérési sorozatban csupan az OP-tdl szamitott 9. napon mértiik a sejtek életképességét, de

ey

faktort tartalmazé tenyésztd médiummal.

3.7. Laboratoriumi paraméterek

Az eredményeink fiiggvényében szerettiik volna Osszehasonlitani az altalunk
hasznalt vérkészitményeket laboratoriumi 6sszetevok alapjan is. A PRP, a HAS ¢és a PPP
vérkészitmények fehérjetartalmat Beckman Coulter AU5800 (Beckman Coulter Inc.,
Brea, CA) automataval mértik le, a szérumokban el6forduld voros-és
fehérvérsejtszamokat, illetve a trombocitak szamat pedig Sysmex XT 400i (Sysmex

Hungary, Budapest, Magyarorszag) késziilékkel.

3.8. Novekedési faktor tartalom

A vérkészitmények ndvekedési faktor tartalmat az un. Proteome Profiler™
Human Angiogenezis Kit segitségével hataroztuk meg (R&D System, Minneapolis, MN,
USA), mely lehetévé teszi 55 kiilonb6z6, human angiogenezishez kapcsolddd fehérje
expresszidjanak egyidejii kimutatasat. A vizsgalando mintakat egy biotinilalt, detektalo
antitesttel inkubaljuk, ezaltal kialakul egy fehérje-antitest komplex, amely kotédik a
megfelel, membranhoz rogzitett befogd antitesthez. Sztreptavidin-tormaperoxidaz és
kemilumineszcens detektald reagens hozzaadasaval zarjuk a komplexet (9. abra). A

vizsgalat soran 2 donorbdl vettliink mintat és a mérést 3-szor megismételtik.
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Feny

™~

s . Sztreptavidin-Tormaperoxidaz
Detektalo antitest \ p P

Biotin

Befogo antitest

Nitrocelluloz membran

9. abra A proteome profiler sematikus dabrdja. A nitrocelluloz membranra rogzitett
befogo antitest, a mérendo minta,a detektalo antitesttel jelolt minta, a biotin és a
szteptavidin-formaperoxidiz alkotjia a komplexet, melyet kemilumineszcens reagens
segitségével és rontgenfilm felhaszndlasdval lathato jellé alakitunk. Ez a jel pedig a minta

névekedési faktor tartalmdra utal.
3.8.1. Novekedési faktor tartalom meghatarozasa részletesen
Munkank sordan a nativ PRP és a HAS vérkészitmények nodvekedési faktor

tartalmara voltunk kivancsiak, ezért ezeket a vérkészitményeket a 3.5.1. és a 3.5.5.

fejezetekben leirtak szerint izolaltuk.

Az eljaras soran 4 nitrocellul6z membrannal dolgoztunk, melyre elézetesen a

gyarto 55 kiilonbozd befogd antitestet rogzitett duplikatumban.

1. A munka kezdetén minden reagenst és mintat szobahdmérsékletiire hoztunk.
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2. A Proteome Profiler Human Angiogenezis Kitben szerepld oldatokat az aldbbi eldiras

szerint készitettiik elo:

Detektalo antitest koktél: 100 pl desztillalt vizben oldottuk fel a gyartd altal adott

biotinilalt, detektald antitestet.

1X mosofolyadeék: a gyartd altal adott 25X-0s mosoéfolyadékbol 40 ml-et
pipettaztunk 960 ml desztillalt vizhez.

Kemilumineszcens keverék: a kitben szerepld 1-es és 2-es kémiai reagenset
kevertiik 6ssze (2,5 ml- 2,5 ml) a felhasznalas el6tt negyed oraval, alufoliaval korbetekert

centrifugacsoben.

3. A gyart6 altal megadott n. 7-es szamu moso6 pufferbdl 2 ml-et pipettaztunk egy 4
lyukii edény mindegyik részébe, ami blokkold pufferként szolgélt. Egy csipesz
segitségével a membranokon 1év6 véddlapokat eltavolitottuk, majd az edény mindegyik
részébe 1-1 membrant helyeztiink. Ettdl a 1épéstdl kezdve végig razdgépre tettilk a 4
lyuku edényt, enyhén billegetve a membranokat és a rajtuk 1év6 folyadékot, igy

elkeriiltiik, hogy a membran kiszaradjon (1 6ra inkubacié szobahdémérsékleten).

4. 1-1 ml mintat (PRP és HAS) adtunk 0,5 ml, a gyart6 altal adott 4-es szamu pufferhez.
Ezutan 15 pl detektald antitestet pipettaztunk a mintat tartalmazo oldatokba és 1 6ran

keresztul inkubaltunk szobahOmérsékleten.

4. Az 1 6ra inkubdcio letelte utan, a memranon 1évo puffert eltavolitottuk és az el6zo
Iépésekben elkészitett, mintat és detektald antitestet tartalmazo oldatot pipettaztuk a

membranra. Egész éjszakan inkubalodott 5 °C-on razégépen.

5. Masnap 1x-es mosé pufferrel lemostuk (20 ml) évatosan a membranokat, 3-szor 10

percig szobahdmérsékleten.

6. A gyartd altal megadott sztreptavidin-tormaperoxidaz enzimet adtuk hozza a

mintadkhoz, mintanként 2 ml-et. 30 percig, szobahdmérsékleten.

7. Ezutan a membranokat ismét mostuk 3-szor 10 percig 20-20 ml mosofolyadékkal.
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8. A membranokat egy miianyag folia ala tettiik, majd a kemilumeneszcens anyagbol 1-1
ml-t adtunk a membranokra, és 1 percig inkubaltunk, eldtte jol kinyomkodtuk a folia alol

a buborékokat a pontos fedés érdekében.

9. Ezutan a membranokat rontgenfilm kazettara helyeztiik, majd 7 perc inkubalds utan

rontgenfilmre exponaltunk.

Elohivas utan a jel denzitdsa ardnyos volt a megkotott analit mennyiségével. A
jelek kiértékeléséhez Photoshop programot (Adobe Systems, San José, CA, USA)
hasznaltunk €s un. Arbitrary Unit mértékegységben (AU) fejeztiik ki azok erdsségét.

3.9. Hisztologia
A vizsgalat célja az volt, hogy hisztologiai elemzés segitségével meghatarozzuk a
csontexplantatumok jellemz6it, amelyeket in vitro kezeltiink a csont mineralizaciojanak

javitasara.

Héarom csontbiopsziaval dolgoztunk 3 kiilonb6z6 betegbdl. Minden betegbdl 3
explantatumot a 0. napon fixaltunk FCS pufferben és tovabbi 3-3 explantot FCS
pufferben vagy HAS-ban inkubaltunk, igy megkaptuk a harom kezelési csoportot.

Az FCS puffer az alabbi komponenseket tartalmazta: 4,5 g/L glikoz,
GlutaMAX™ ¢s piruvat tartalmi DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s) médium,
(Gibco, Paisley, Skocia), 10% (v/v) magzati borja szérum (FCS, Gibco, Paisley, Skécia),
2% penicillin/sztreptomicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) és 1% amfotericin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). A HAS puffer sszetevéiben nagyon hasonlit az FCS pufferhez,
csak a 10% (v/v)-os magzati borju szérum helyett 10% (v/v)-os HAS vérkészitményt
tartalmaz. A két pufferben valo inkubalas soran a csontexplantatumokat 5 napon keresztiil
ezekben az oldatokban taroltuk hagyoményos sejtkultiras koriilmények kozott, ami
37°C-ot, 5% CO2-¢s 95% paratartalmat jelentett. A csontmintdkon az 5 nap alatt egyszer

cser¢ltiik le a pufferoldatot.

Az FCS pufferben valo fixalasa soran a csontexplantatumok gyakorlatilag kezelés
nélkiil lettek rogzitve a kisérlet 0. napjan, tehat sem az FCS sem a HAS hatasat nem tudtuk

rajtuk nyomon kovetni, ezért szolgalhattak kontroll csoportként.
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A csontexplantatumokat 4%-os formalinban fixaltuk és felszallo alkoholsorban
(70%-100%-os etanol, végiil xilol) dehidrataltuk szobahdmérsékleten, majd polietilén
filmmel fedtilk. Ezutdn egy specialisan mineralizalt szovetekhez fejlesztett gyantaba
agyaztuk be (Technit 9100, Kulzer, Hanau, Germany) és dekalcifikaltuk. Leica RM2255
tipusi mikrotommal (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Germany) 6-8
mikrométer nagysagl szeleteket vagtunk ¢és Hematoxilin-eozinnal, Von Kossaval és
Masson’s trichrommal festettiink. A lemezek eértékeléséhez Nikon Eclipse 801
fénymikroszkopot (Nikon Inc., Europe, Germany) hasznaltunk. Az elemzés a csont

mineralizalt szovet, az oszteoid szdvet €s az oszteoblasztok jelenlétére dsszpontositott.

A csont lamella felilletén 1év6é oszteoid szovet szazalékos aranyanak
meghatarozasat ImagelJ szoftverrel végeztiik. A csont lamella feliiletén az oszteoid szovet
szazalékos ardnyat az aldbbiak szerint hataroztuk meg: az oszteoid szovet részének

tertlete / az oszteoid szOvetszakasz mineralizalt csont lamella szakaszanak tertlete.

A csontszerkezet integritasanak elemzésére vonatkoz6 szovettani pontszamokat 4
6 vizsgalta; a lehetséges pontszamok a kdvetkezdk voltak: nincs egységes csontszerkezet
=0, a csontszerkezet integritasa minimalis = 1, a csontszerkezet integritasa atlagos =2 és

a csontszerkezet nagyon egységes = 3.

3.10. Statisztika

A mérési eredmények atlag + SEM értékeket jelentenek. A kiilonb6z6
vérkészitményekkel tortént kezelések Osszehasonlitasa €s rekombinans novekedési
faktorok kiértékelése egyutas ANOVA-val tortént Tukey-féle poszt hoc teszttel. A
proteome profiler mérés soran kapott novekedési faktor eredményeit kétutas ANOVA-
val értékeltiik és Bonferroni korrekcionak vetettiik ala. A p<0,05 eredményt fogadtuk el
szignifikansnak. Az adatokat GraphPad Prism (Graphpad software Inc., CA, USA)

adatelemz0 szoftver segitségével értékeltiik.

39



DOI:10.14753/SE.2023.2623

4. Eredmények
4.1. Az MTT mérés beallitasa

A csontexplantatumokon 1év0 sejtek életképessége utal egyértelmiien arra, hogy
egy-egy kezelés mennyire sikeres ¢és hogyan befolyasolja a sejtek talélését,
alkalmaztuk. Csontexplantatumok MTT mérésére vonatkozdéan nem talaltunk irodalmi
adatot, ezért mind az MTT inkubdcios idejét mind az izopropanolos oldasi iddt sziikséges
volt a méréseink soran beallitani. Egy 2007-ben [153] és egy 2009-ben [154] megjelent
tanulmanybdl indultunk ki, ahol monolayer sejtkultirdn (H9c2 és patkany endotél
sejteken) vizsgaltak a sejtek életképessegét MTT esszé segitségével. Egyik esetben egy,
masik esetben 3 6ras MTT inkubacids 1d6t hataroztak meg €s mindkét kisérletben azonnal

mértek a sejtek €letképességét izopropanol hozzaadasa utan.

4.1.1. MTT inkubacios ido beallitasa

Tizperces, 1, 2, és 3 6ras MTT inkubacids idot probaltunk ki. A 10 percig tarto
MTT inkubdlds kevésnek bizonyult, ugyanis alig lattunk elszinezOdést a
csontexplantatumok feliiletén. Ez azt jelentette, hogy az €16 sejtekben jelen 1évo szukcinat
dehidrogenaz enzimnek nem volt elég ideje a sarga szinli MTT sot sotétkék szinii
formazan kristallya alakitani, nem ment végbe az enzimes reakcio, ezért tovabb noveltiik
az inkubacios id6t. Egy, 2 és 3 ora elteltével a csontok mar sotétkék szint mutattak és
lemértiik a csontexplantatumok optikai denzitasat. Az értékek enyhe csokkenést mutattak
az inkubdacios 1d6 eldrehaladtaval (1 6ra elteltével 16,84+4,85 AU, n=3; 2 6ra elteltével
13,67£2,94 AU, n=3; és 3 ora elteltével 14,76+4,08 AU, n=3; atlag+tSEM). Mivel a
csontexplantatumok mar 1 ora elteltével is kék szintiek lettek, tehat az enzimes reakciod
végbement, illetve a 2 és 3 6ras MTT inkubécids id6 is kisebb értéket mutatott az 1 orés

csoporthoz képest, ezért az 1 6ras MTT mellett dontottiink.

4.1.2. Izopropanolos oldasi id6 beallitasa
Elsé Iépésben egy nagyon révid és két hosszabb izopropanolos oldést vizsgéltunk:
10 perces, 16 oras és 20 6ras oldasi id6t tanulméanyoztunk 3 napos csontexplantatumokon.

A mérést a mar bedllitott, 1 6rds MTT inkubacids 1d6 alkalmazdsaval végeztiik. Az
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eredményeket (10 perces oldas: 26,47+£2,59 AU, n=6; 16 oras oldas: 35,83+3,46 AU, n=6;
20 orés oldas: 33,37+3,50 AU, n=6; atlag=SEM) vizsgalva megallapitottuk, hogy a 10
perces izopropanolos oldas kevésnek tlinik, ugyanis a 16 6ras idé sokkal nagyobb értéket
mutat, a 20 6ras viszont mar csokkend értéket, ezért a szamunkra megfeleld id6 a 10 perc
¢és 16 ora kozott lesz, igy Gjabb kisérletbe fogtunk. Ekkor 6 napos csontexplantatumokon
10 perc,1, 2, 3, 4 és 5 6ras izopropanolos iddintervallumokat néztiink. A mért optikai
denzitas értékek 1 oras izopropanolos oldast kovetden folyamatosan csokkentek (10 perc:
91,20+19,09 AU, n=6; 1 ora: 100,8+21,09 AU, n=6; 2 o6ra: 99,43+20,77 AU, n=6; 3 ora:
96,36+20,07 AU, n=6; 4 o6ra: 93,37+£19,44 AU, n=6; 5 oOra: 88,24+19,14 AU, n=6,
atlag£SEM), amit az izopropanol parolgasaval magyaraztunk (habar le volt fedve a
mérdedény). Ezért, hogy ezt minimalizaljuk, de a csontdarabokban 1évé formazan
kristalyokat is kioldjuk, az 1 éra oldasi id6t valasztottuk. Az Eredmények fejezetben

feltlintetett ,,n”” elemszam a csontexplantatumok darabszamat jeloli.

4.2. A tenyésztés hatasa

Az operacid napjan az explantaitumokon 1évé sejtek morfologiajuk és a sejtfestés
alapjan sériiltek vagy halottak voltak, amit mi elsésorban a mitéti stressznek
tulajdonitottunk, ezért 3 napon keresztiil tenyésztd médiumban inkubaltuk Oket. A
mikroszkopos képek alapjan jol kivehet6 a 3 napos tenyésztés pozitiv hatasa: a sejtek a

csontgerendahoz és egymashoz tapadtak és nyulvanyos alakzatot mutattak (10. abra).
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10. dbra Az explantdatumokon lévé sejtek az operdcié napjin (A panel) és 3 napos
tenyésztést kovetoen (B panel). A halott sejteket ethidium homodimer sejtfestékkel jelolve
piros szinben latjuk (A panel, nyil), mig az egészséges, letapadt sejteket calcein-AM-mel
megfestve zold szinben (B panel, nyil). Mig az operdcio napjan elsésorban halott sejtek
figyelhetoek meg, addig 3 napos inkubalas utan mar az él6, nyulvanyos sejtek jelenléte a

meghatarozo. A képet ZEISS LSM konfokalis mikroszkoppal rogzitettiik 20x nagyitasban.

Kvantitativan, MTT esszé segitségével is értékelve a sejtek szama szignifikansan
magasabb volt 3 napos inkubacié utan (p<0,05). Az operacidé napjan (OP) mért sejtek
¢letképessége 81,75+£7,95 AU (n=36), a 3 napos inkubalas utan a sejtek €letképessége
106,3+7,97 AU (n=48). A statisztika t-teszt segitségével tortént (11. abra).
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11. dbra A tenyésztés hatisa. Az OP-t5l szamitott 3 napos inkubdlas utan a sejtek
életképessége szignifikansan magasabb értéket mutatott az operdcio napjan (OP) mért
ertékekhez képest (OP csoport: 81,75+7,95 AU,n=36; 3. nap csoport: 106,3+7,97 AU,
n=48). Adatok az abran: dtlag+SEM, *p<0,05, t-teszt.

4.3. Oxigén-gliikoz deprivacio hatisa az explantatumokra

Munkank soran OGD segitségével kivantuk modellezni a csontszoveti iszkémias
allapotot. Az OGD kezdetén a csontexplantdtumokon 1€év6 sejtek nagyrészt zold szint
mutattak, ¢l6, nyulvanyos sejteket lathattunk és csupan néhany sejt mutatkozott piros
szinben, ami a halott sejtekre utalt (12. abra, A Panel). Az OGD elérehaladasaval az €16
sejtek kezdték elvesziteni nyulvanyaikat, kisebbek lettek, kerek format 6ltottek. Az 1
(12. abra, B Panel), 2,5 (12. abra, C Panel), 3,5 (12. abra, D Panel) és 4 oras (12. abra, E
Panel) OGD végén késziilt fényképek még mindig sok €16 (z6ld) és kevés halott (piros)
sejtet mutattak, ezért tovabb noveltiik az OGD idejét. Az 5 6ras OGD végén mar sok
halott sejtet lattunk a mikroszkopos fénykép alapjan (12. abra, F Panel), ezért az 5 6ras
OGD-n atesett csoport mintdin MTT mérést végeztiink, ahol a kontroll, OGD-n 4t nem
esett csoporttal hasonlitottuk 0ssze: Kontroll csoport: 116,30€18,42 AU, n=24;, OGD
csoport: 85,49€11,52 AU, n=24, t-teszt, atlag+SEM, t-teszt. Habar az 5 ords OGD
csoportba tartozd csontok életképessége kisebb volt, nem mutatott szignifikans

kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest, ezért tovabb ndveltiik az OGD idejét 7 orara.
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12. dbra OGD hatdsa a csontexplantditumokon lévd sejtekre. Az A panel az OGD elején
késziilt allapotrot mutatja, a B panel 1 ords, a C panel 2,5 ords, a D panel 3,5 ords, az E
panel 4 oras, az F panel pedig az 5 oras OGD utani allapotot tiikrozi. Jol lathato, hogy
az OGD idejének novelésével egyre kevesebb sejt mutatkozik zold szinben (calcein-AM,
488 nm),ami az élo sejtekre utal és egyre fokozottabb lesz a piros (halott) sejtek jelenléte
(ethidium homodimer, 546 nm). A képek ZEISS LSM konfokalis mikroszkoppal késziiltek,
20x nagyitasban.

A 7 oras OGD utan késziilt mikroszkdpos képeken mar alig lattunk €16 sejtet, a
halott sejtek jelenléte valt dominanssa (13. abra). Ez az id6 mutatott egyértelmii

karosodast a kontroll csoporttal szemben.

100 um 100 um

13. dbra Hét oras OGD hatisa a csontexplantditumokon lévé sejtekre. Az OGD
megkezdése eldtt az egészséges, éld sejtek letapadtak, nyilvinyos képet mutattak, melyet
a zold szinnel jel6l6 calcein-AM demonstral (A panel). A 7 ords OGD sordn ezek a sejtek
fokozatosan veszitették el a nyulvanyaikat, kerek format oltottek és végiil halott sejtekké
valtak. Mig az OGD elétt csak elvétve lattunk piros szint, mely az ethidium homodimer
altal festett halott sejteket jeloli, addig az iszkémias periodust kovetéen ezeknek a szama
kimagaslo lett (B panel). 4 kép ZEISS LSM konfokalis mikroszkoppal késziilt 20x

nagyitasban.
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Az explantatumokon 1évé sejtek életképességét kvantitativan is mérve
szignifikans kiilonbség mutatkozott a 7 6rdas OGD-n atesett csontmintdk sejtjeinek
¢letképessége és a kontroll csoport kozott. Kontroll csoport: 129,81+7,98 AU (n=48),
OGD csoport: 40,67+1,89 AU (n=48), p<0,0001, t-teszt (14. abra).
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14. abra A 7 oras OGD hatasa MTT esszével értékelve. A 7 oras OGD utan
szignifikansan alacsonyabb sejtéletképesség lathato a kontroll csoporthoz képest. Adatok
az dbran: atlag+SEM, n=48/csoport, ****p<0,0001, t-teszt. OGD: oxigén-glikoz

deprivacio.

4.4. Trombocitaban gazdag plazma hatasa oxigén-gliikoz deprivacion
atesett csontexplantatumokra
Az OGD idejét optimalizalva sikeriilt 1étrehoznunk egy olyan iszkémias allapotot

a csontexplantatumokon, amely jol modellezi a csontokon 1€vé sejtek rossz keringését.

Ezek utan elkezdhettiik a csontexplantatumok kezelését a kiillonb6z6 vérkészitményekkel.

4.4.1. Nativ trombocitaban gazdag plazma

A PRP vérkészitmények koziil eldszor a nativ PRP hatasat vizsgaltuk. Az MTT
esszével mért sejtek életképessége a nativ PRP-t is felhasznalo kisérletsorozatban az
alabbiak szerint alakult az OP 6. napjan: Kontroll csoport: 135,78+19,60 AU, n=17; OGD
csoport: 31,47+4,12 AU, n=18; OGD+nativ PRP csoport. 23,53+1,74 AU, n=18. A
sejtek életképessége az OP 9. napjan: Kontroll csoport: 164,19+22,82 AU, n=18; OGD
csoport: 40,29+4,90 AU, n=18; OGD+nativ PRP csoport: 32,43+2,38 AU, n=18.
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Egyutas ANOVA-t és Tukey-féle poszt hoc tesztet végezve szignifikans kiilonbséget
csupan a Kontroll (6. és 9. nap) és az OGD-zett csoport (6. és 9. nap) kozott talaltunk:
p<0,0001, a nativ PRP-vel kezelt és az OGD-n atesett, kezeletlen csoport kozott nem. A
nativ PRP az OGD-n atesett explantatumsejteken tehat nem mutatott pozitiv hatast sem
OP-t6l szamitott 6. sem a 9. napon. A nativ PRP-vel kezelt csoportban kisebb
¢letképességet mértiink, mint a kezeletlen OGD-n atesett csoportban. A nativ PRP nem

tudta megallitani a csontmintdkon 1€vo sejtek életképességének csokkenését (15. abra).
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15. dbra: Nativ PRP hatdsa az OGD-n dtesett csontexplantdtumok sejtjein. A nativ PRP-
vel kezelt csoport mind az OGD-t koveté 6. napon mind a 9. napon csékkent
életképességet mutatott a csontexplantatumokon az OGD-n dtesett, de vérkészitményt
nem kapott csoporthoz képest. Adatok az abran: dtlag+SEM, n=18/csoport kivéve 6. nap
kontroll csoport: n=17, egyutas ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt. OGD: oxigén-gliikoz

deprivacio;, PRP: Trombocitaban gazdag plazma.

4.4.2. Heparinizalt trombocitaban gazdag plazma

A nativ PRP kisérleteink soran észrevettiik, hogy amint a tenyésztd médiumhoz
adtuk a PRP-t, kocsonyassa valt a médium, egy nagy csomodba zarva az explantatumokat,
igy a csontok nem tudtak szabadon uszni, ezért sem az alapkomponensek sem a PRP nem
tudott eljutni az explantatumokon 1év6 sejtekhez. Heparin hozzaadasaval azonban sikertilt

elkeriilni annak kocsonydssd alakulasat. Ett6l a kisérlettél kezdve a PRP
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vérkészitményhez mindig adtunk heparint. Ebben a mérési sorozatban azt lattuk, hogy a
heparinizalt PRP kis mértékben fokozta a sejtek €letképeségét, de latvanyos kiilonbséget
nem mutatott az OGD-zett, kezeletlen csoporthoz képest. Az MTT esszével mért sejtek
¢letképessége az alabbiak szerint alakult az OP utani 6. napon: Kontroll csoport:
155,21+19,15 AU, n=18; OGD: 45,04+£6,66 AU, n=18;, OGD+heparinizalt PRP:
54,7945,03 AU, n=18. A 9. napon mért sejtek ¢életképessége: Kontroll: 214,19+29,74
AU,n=12, OGD: 45,5246,99 AU ,n=18; OGD+PRP: 80,27+7,11 AU, n=18. A nativ
PRP-hez hasonléan egyutas ANOVA-t és Tukey-féle poszt hoc tesztet végezve
szignifikans kiilonbséget csupan a Kontroll (6. és 9. nap) €s az OGD-zett csoport (6. €s 9.
nap) kozott talaltunk: p<0,0001. (16. abra).
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16. abra Heparinizalt PRP. Mind a 6. mind a 9. napon magasabb a sejtek életképessége
a heparinizalt PRP-vel kezelt csoportokban a kezeletlen, OGD-n dtesett csoporthoz
képest, de szignifikans kiilonbséget nem taldaltunk ezen két csoport kozott. Adatok az
dbran:atlag+SEM, n=18/csoport kivéve kontroll csoport 9. nap. n=12, egyutas ANOVA,
Tukey-féle poszt hoc teszt. OGD: oxigén-gliikoz deprivacio; PRP: Trombocitiban gazdag

plazma.
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4.4.2.1. Heparinizalt-aktivalt trombocitaban gazdag plazma

Ahhoz, hogy a trombocitdkban 1évé ndvekedési faktorok és egyéb fehérjék
felszabaduljanak, sok helyen aktivaljak a PRP-t. Munkacsoportunk 3 kiilonb6z6 médon
megtette ezt, de ezekben az esetekben sem talaltunk pozitiv hatast a sejtek életképességére
vonatkozoan. Mivel a korabbi, heparinizalt PRP-vel tortént kezelés javulast csupan az OP
9. napjan mutatott hatarozottabban, ezért ebben a Kkisérletsorozatban a sejtek
életképességét is csak ezen a napon mértiik. Ugy gondoltuk, ha lesz valtozas a kezelt
csoportban, akkor ezen a napon mar biztosan lathatéva ¢és mérhetévé valik. Az MTT
esszével mért adatok azonban arra utalnak, hogy a heparinizalt-aktivalt PRP kezelés se
képes novelni az OGD utan a sejtek életképességét (17. abra): Kontroll csoport:
191,83+45,80 AU, n=11;, OGD: 24,21£2,51 AU, n=12, OGD+PRP fagyasztas/olvasztas:
32,20+£2,14 AU, n=12; OGD+PRP+CaCl,: 36,43+583 AU,  n=12;
OGD+PRP+CaClx+Trombin: 33,29+5,07 AU, n=12. Egyutas ANOVA-t és Tukey-féle
poszt hoc tesztet végezve szignifikans kiilonbség a Kontroll csoport €és az dsszes tobbi
csoport kozott volt (p<0,0001), de az OGD-n atesett, kezeletlen és a heprinizalt-aktivalt

PRP vérkészitménnyel kezelt csoportok kozott nem talaltunk.
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17. abra Heparinizalt-aktivalt PRP hatdsa az explantatumokon lévi sejtekre 7 ords
iszkémias periodust kovetoen. A csontok életképességét ebben a mérési sorozatban csak
az OP-t6l szamitott 9. napon mértiik, de sem az olvasztas-fagyasztasi eljaras, sem a CaCl
hozzdadasa, sem a CaCly és trombin egyiittes addsa nem eredményezett pozitiv hatast. A
heparinizalt-aktivalt PRP sem képes visszadllitani a sejtek proliferacios keépességet.
Adatok az abran: atlag+SEM, n=12/csoport kivéve kontroll csoport: n=11, egyutas
ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt. OGD: oxigén-gliikoz deprivaicio; PRP:

Trombocitaban gazdag plazma.
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4.4.2.2. Heparinizalt-kiilonb6z6 koncentraciéju trombocitaban gazdag plazma

Végiil a PRP hatasat kiilonb6z6 koncentracioban is kiprobaltuk, ezért a korabban
alkalmazott 1:4 (PRP:tenyészt6 médium) arany mellett teszteltink egy PRP
szempontjabol toményebb (1:2) és egy higabb koncentraciot (1:8) is. Ebben az esetben is
heparinizalt PRP-vel dolgoztunk és az OP 9. napjan mértiik a sejtek életképességét, mely
az alabbiak szerint alakult: Kontroll csoport: 162,25+25,52 AU, n=6;, OGD csoport:
23,49+3,20 AU, n=6; OGD+PRP 1:8 csoport: 27,13+4,65 AU, n=6;, OGD+PRP 1:4
csoport: 27,85+3,10 AU, n=6;, OGD+PRP 1:2 csoport: 28,88+3,40 AU, n=6. Az
kezelés nem segiti a sejtek szamanak ndvekedését, hasond eredményt kaptunk a kezelt és
a kezeletlen csoportokban. Egyutas ANOVA-t és Tukey-féle poszt hoc tesztet végezve

szignifikans kiilonbség a Kontroll csoport és az Osszes tobbi csoport kozott volt

PRP vérkészitménnyel kezelt csoportok kozott nem. Az MTT mérés eredményeit a 18.

abra mutatja be.
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18. dbra Heparinizalt-Kiilonbozé koncentrdcioju PRP hatisa. Az OGD-t kovetéen a
csontok a tenyészté médium:PRP 1:8, 1:4 és 1:2 aranyu elegyében inkubadlodtak 9 napon
keresztiil, am a sejtek életképessége sem a hig, sem a tomény PRP oldatban nem mutatott
valtozast a kezeletlen, OGD-n dtesett csoporthoz képest. Adatok az dbran:
atlag+SEM,n=6/csoport, egyutas ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt. OGD: oxigén-

gliikoz deprivacio; PRP: Trombocitaban gazdag plazma.
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4.5. Hiperakut szérum hatasa az oxigén-gliikoz deprivacion atesett
csontexplantatumokra

4.5.1. Hiperakut szérum kezelés

Ebben a mérési sorozatban a 7 6ras OGD utan HAS-sal kezeltik az egyik
csoportot 9 napon keresztiil és mértiik a sejtek életképességét az OP 6. és 9. napjan
(19.abra). Az eredmények a kovetkezéen alakultak az OP 6. napjan: Kontroll csoport:
109,52+11,20 AU, n=30; OGD csoport: 24,75+£2,70 AU, n=30; OGD+HAS csoport:
55,44+3,88 AU, n=30. Az OP 9. napjan a sejtek életképessége: Kontroll csoport:
156,35+12,59 AU, n=25; OGD csoport: 42,18+4,03 AU, n=30; OGD+HAS csoport:
95,01+£8,78 AU, n=30. A mért értékek alapjan elmondhat6, hogy a HAS hozzdadasa
helyredllitotta a csontsejtek proliferacios képességét az OGD utéan (19. dbra). Mar az OP
utani 6. napon latvanyosan emelkedett a HAS-sal kezelt csoport az OGD-zett, kezeletlen
csoporthoz képest, mely hatas az OP 9. napjara szignifikans kiilonbséget eredményezett:

p<0,0001, OGD vs OGD+HAS, Egyutas ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt.
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19. dbra HAS hatdsa a 7 oéras OGD-t kévetéen. A HAS vérkészitmény pozitiv hatdst
gyakorol az explantdtumokon lévd sejtek proliferacios mértékére az MTT mérés alapjan,
mely az OP 9. napjan szignifikanciat mutatott az OGD-zett, kezeletlen csoporthoz képest.
Adatok az abran: atlag+SEM, n=30/csoport kivéve Kontroll 9. nap: n=25,
****p<0,0001, 9. nap OGD vs. OGD+HAS, Egyutas ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt.
OGD: oxigén-gliikoz deprivacio; HAS: Hiperakut szérum.
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4.5.2. Hiperakut szérum elokezelés

Ez a kiilonbség csak tovabb fokozodott, amikor az explantatumokat mar az
operacié napjan HAS vérkészitménnyel kezeltiik. A 20. abran jol lathato, hogy a HAS
csoportban mar a 6. napon szignifikans kiilonbség mutatkozott az OGD-n atesett,
kezeletlen csoport és a HAS-t kapott csoport kozott (p<0,01), mely tovabb novekedett az
OP 9. napjara (p<0,0001). Az OP 6. napjan mért életképesség: Kontroll csoport:
134,85+12,34 AU, n=24; OGD csoport: 29,74+2,87 AU, n=24; OGD+HAS csoport:
82,40+£10,40 AU, n=24. Az OP 9. napjan mért értékek:Kontroll csoport: 212,49+20.41
AU, n=18; OGD: 34,80+4,42 AU, n=24; OGD+HAS csoport: 140,12+12,21 AU, n=23,
Egyutas ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt.
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6. nap 9. nap

20. abra OGD-n dtesett explantitumok elokezelése HAS veérkészitménnyel. A HAS
pozitiv mértékben befolyasolja a sejtek proliferacios képességet, hatasa mar az OP-tol
szamitott 6. napon is szignifikans eltérést mutatott a kezeletlen, OGD-n dtesett csoporthoz
képest, mely az OP 9. napjara még nagyobb eltérést mutatott. Adatok az dbran:
atlag+SEM, n=24/csoport, kivéve OGD+HAS a 9. napon n=23, **p<0,01 OGD vs
OGD+HAS 6. nap; ****p<0,0001 OGD vs OGD+HAS 9. nap, Egyutas ANOVA, Tukey-
féle poszt hoc teszt. OGD: oxigén-gliikoz deprivacio;, HAS: Hiperakut szérum.
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4.5.3. Hiperakut szérum hatasa kozvetleniil az oxigén-gliikoz deprivacio
utan

Az eddigi eredményeink alapjan kivancsiak voltunk arra, vajon a HAS mikor
kezdi el kifejteni jotékony hatasat az OGD-n atesett sejtekre, ezért 0j kisérletbe fogtunk.
Ebben a mérési sorozatban HAS-t adtunk az OGD ideje alatt a csontokhoz, majd a sejtek
¢letképességét rogton a 7 6ras OGD-t kdvetden vizsgaltuk. MTT esszével mérve a sejtek
¢letképességét az alabbi eredményeket kaptuk: Kontroll csoport: 70,18+6,64 AU, n=18;
OGD csoport: 24,85+2,41 AU, n=24; OGD+HAS csoport: 26,78+3,49 AU, n=24.
Egyutas ANOVA-t és Tukey-féle poszt hoc tesztet alkalmazva szignifikans kiilonbség
csupan a kontroll és a tobbi csoport kézott volt (p<0,0001), a HAS-sal kezelt és az OGD-
zett, kezeletlen csoport kozott nem talaltunk. A mérési eredményeink azt mutattak, hogy
a HAS vérkészitmény nem képes megvédeni a sejteket az iszkémia akut hatasatol (21.
abra).
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60+
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20- -

Kontroll OGD OGD+HAS

Sejtek életképessége (AU)

—

21. abra HAS hatdsa kozvetleniil az OGD utdn. A 7 oras OGD ideje alatt a csontokhoz
adott HAS nem képes megallitani a sejtek pusztuldsat, igy nem véd az iszkémids karosodas
kozvetlen hatdsatol. A HAS vérkészitményt kapott csoport hasonlo életképességet mutat
mint az OGD-n dtesett, kezeletlen csoport. Adatok az abran: dtlag+SEM, n=24/csoport
kivéve Kontroll csoport n=18, Egyutas ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt. OGD: oxigén-
gliikoz deprivacio; HAS: Hiperakut szérum.
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4.6. Rekombinans novekedési faktorok hatasa oxigén-gliikoz

deprivacion atesett csontexplantatumokra

A PRP és HAS tesztelése utan egyértelmi pozitiv hatas igazolddott a HAS kezelés
esetében. Kivancsiak lettlink, vajon mennyire Osszehasonlithatdé ennek a hatdsnak a
mértéke azokkal a noOvekedési faktorokkal, amelyek irodalmi adatok alapjan
egyértelmiien segitik a csontok gydgyulasat. Négy kiillonbozé novekedési faktort, 3
kiilonb6z6 koncentracioban adtunk az OGD-n atesett explantatumokhoz a korabban leirt
protokollt hasznalva és mértiik a sejtek életképességét. Az eredményeket az 1.tablazat
mutatja be, grafikusan kiértékelve pedig a 22. éabra. A mért értékek alapjan
megallapithatd, hogy a bedllitott csontszoveti iszkémia modelliink alkalmas arra, hogy
tesztelje kiilonbozd anyagok hatdsat iszkéman atesett csontexplantatumok sejtjeire
vonatkozoan. Azt lattuk ugyanis, hogy a 7 6ras OGD utan adott novekedési faktorok (a
PDGF kivételével) dozistiiggden novelték a sejtek proliferacios képességét. A novekedési
faktorok legnagyobb koncentracioja szignifikdns kiilonbséget mutatott az OGD-zett,
kezeletlen csoporthoz képest (a BMP-7 tendecidzus kiilonbséget mutatott). Egyutas
ANOVA-t, Tukey féle poszt hoc tesztet alkalmazva pedig nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a novekedési faktorok és a HAS vérkészitmény kozott, tehat hasonld
mértékben hat a HAS vérkészitmény az iszkémian atesett sejtekre, mint az irodalomban

mar bizonyitottan csontregeneralddast eldsegité névekedési faktorok.
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1. Tablazat Rekombinans novekedési faktorok hatasa

Mérés ideje

9. nap

MTT esszé/
Kezelés tipusa Koncentracio sejtek életképessége
(AU)

Kontroll - 156,80+8,74 (n=13)
OGD - 19,01+2,38 (n=12)**
HAS 1:4 aranyu tenyészté | 72,96+13,29 (n=8)

médium keverék
5 ng/ml 39,83+8,5 (n=4)
BMP-2 50 ng/ml 52,98+11,73 (n=4)
500 ng/ml 85,38+15,44 (n=5)**
5 ng/ml 23,72+7,24 (n=4)
BMP-7 50 ng/ml 35,03+3,89 (n=4)
500 ng/ml 53,94+12,15 (n=5)
5 ng/ml 95,32+12,23 (n=4)***
PDGF 50 ng/ml 57,87+6,84 (n=4)
500 ng/ml 98,93+24,08 (n=5)****
10 ng/ml 20,00+2,20 (n=4)
PF-4 100 ng/ml 31,17+0,67 (n=4)
1000 ng/ml 72,86+8,80 (n=5)*
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22. dbra  Rekombindns novekedési  faktorok  hatisa OGD-n dtesett
csontexplantd@tumokra. Mindegyik novekedési faktor képes sejtproliferdciot indukalni,
mely hatas osszehasonlithato a HAS vérkészitmennyel. Adatok az abran: *:p<0,05: OGD
vs. PF-4 (1000 ng/ml) **: p<0,01. OGD vs. HAS és OGD vs BMP-2 (500 ng/ml);
***:p<0,001: OGD vs. PDGF (5 ng/ml); ****:p<0,0001: OGD vs. PDGF (500 ng/ml).
Egyutas ANOVA, Tukey-féle post hoc teszt, atlag+SEM. OGD: oxigén-gliikoz deprivacio;
HAS: Hiperakut szérum. BMP: Csontmorfogenikus fehérje; PDGF: Trombocitabol

szarmazo novekedesi faktor; PF-4: Vérlemezke faktor-4.

4.7. A vérkészitmények laboratéoriumi paraméterei

Ahogy az irodalmi bevezetOben emlitettiik, a vérkészitményeket, kiilonosen a
trombocitaban gazdag plazmat elsdsorban a magas trombocitaszama és az azokban 1évd
novekedési faktorok miatt alkalmazzak egyre tobb klinikai teriileten. Mivel a Hiperakut
szérum trombocitaszama nem ismert, ezért egyéb laboratoriumi paraméterek mellett
hozzéalattunk annak meghatarozadsdhoz. Mivel a dolgozatban bemutatott eredmények
voltak az els6k a HAS vérkészitménnyel, ezért mi magunk sem tudtuk, hogy pontosan
mit tartalmaz a HAS. Felmeriilt benniink, hogy Osszetételében talan a trombocitaban
szegény plazmahoz hasonlit (PPP), ezért a 3.5.1. fejezetben bemutatott, nativ PRP

izolalasa soran kinyert PPP vérkészitmény sejt-€s fehérjetartalmat is vizsgaltuk a nativ
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PRP és a HAS mérése mellett. A mérést kiértékelve megallapithaté, hogy a
vérkészitmények hasonlé adatokat mutatnak teljes fehérje, albumin és IgG tekintetében
(2. tablazat). Eltérést a hemoglobin szintben és a fibrinogén mennyiségében lattunk. A
HAS izolalasa soran a centrifugalasi 1épést kovetden keletkezett fibrincsomoé aljardl
levagtuk a csomo aljara kivalt vért, ezzel magyarazhatd, hogy nem talaltunk hemoglobint
ebben a vérkészitményben. A fibrinogén hianya pedig azzal indokolhato, hogy a HAS
1zolalasa kozben nativ vérvételi csovekkel dolgozunk, a vérvételi csd falaval érintkezd
vérminta vérlemezkéi a centrifugalas ideje alatt aktivalodnak és elinditjak a koagulacios
kaszkadot. Ennek sordn az addig oldhato fibrinogén fibrinné alakul, amely egy csomo
formajaban a vérvételi cs6 kozepében helyezkedik el. A Hiperakut szérum vagyis a HAS
ennek a PRF csomonak a kipréselt leve, a visszamaradt fibrin membrant nem hasznaljuk,

ezért nem mértiink fibrinogén szintet a HAS mintakban a laboratériumi vizsgalatokban.

A vérkészitmények sejtosszetétele is eltérd képet mutatott (3. tdblazat). A PRP
gazdag volt trombocitaban, a PPP-ben 1ényegesen kevesebb trombocita talalhatd, a HAS

szinte alig tartalmazott trombocitakat, vords-és fehérvérsejteket.

2. Tablazat Vérkészitmények fehérjetartalma [155].

HAS PRP PPP Referencia | Egység
Teljes fehérje | 74,87 +1,53 |75,50+2,10 | 75,40 +2,70|60—80 g/l
Albumin 49,67 +£0,07 |48,05+0,05 |48,40 +0,30|35-52 g/l
1gG 12,04 +1,34 |11,68+2,28 |11,69 +2,35|6,9-14 g/l
Hemoglobin 0,00 £+ 0,00 12,00 + 3,00 {0,00+0,00 [115-155 g/l
Fibrinogén 0,00 £ 0,00 3,20+0,30 |3,15+0,35 |1,5-4 g/l

3. Tablazat Vérkészitmények sejttartalma [155].

HAS PRP PPP Referencia | Egység
Vorosvérsejt 0,00 £ 0,00 0,61 +£0,08 |0,00+0,00 [4,2-6,1 T/
Fehérvérsejt 0,01 £0,01 12,10 + 1,60 |0,00 + 0,00 |4,8-10,8 G/l

. 235450+ 34,50 £ B

Trombocita 1,33 £0,33 90,50 11,50 150—400 G/l
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4.8. Proteome Profiler esszé

A PRP és HAS vérkészitmények novekedési faktor tartalmat Proteome Profiler
segitségével hataroztuk meg. A rontgenfilmre eldhivott pixel denzitasok aranyosak a
vérkészitményben jelenlévé novekedési faktorok mértékével. Az eredményeket diagram
segitségével kiértékelve jol lathatd, hogy az esszében szerepld 55 analit mindegyike jelen
van a vérkészitményekben, de szignifikansan eltérd képet mutat vérkészitményenként az
alabbi novekedési faktorok tekintetében: Az Angiopoietin-1 (p<0,0001), az EGF
(p<0,0001), a HB-EGF (p<0,01), az MMP-8 (p<0,001), a PDGF AA (p<0,0001), PDGF
BB (p<0,0001) és a VEGF (p<0,0001) a PRP-ben mutathaté ki szignifikansan nagyobb
mennyiségben, mig a PF-4 (p<0,0001), a Serpin E1 (p<0,0001), a Thrombospondin-1
(p<0,0001) és a TIMP-1 (p<0,0001) a HAS-ban (23. abra). A statisztikat kétutas
ANOV A-val és Bonferroni poszt hoc teszttel végeztiik.
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duplikatumban meértiink. A piros keret jeloli a veérk

**:p<0,01,

***:p<0,001 és ****:p<0,0001. A statisztikat Kétutas ANOVA-val és Bonferroni poszt

adatok atlag+SEM  értékeket jelentenek:
60

A denzitasi
hoc teszttel értékeltiik ki. HAS: Hiperakut szérum,; PRP: Trombocitaban gazdag plazma

kiilonbséget.
[155].
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4.9. Hisztologia eredménye

A festéseket kiértékelve lathatd, hogy a csontexplantatumok nagy, mineralizalt
csontlamellakbol allnak, ahol az oszteocitdk és oszteoblasztok kis mértékben figyelhetdek
meg. A csontexplantatumok kezelése eltérd képet mutatott a kiilonbdzd csoportokban.
Ez a kiilonbség elsdsorban a szoveti épség megtartdsiban és a csontlamellak
toredezettségében jelentkezett. A kontroll, kezelést nem kapott csontexplantatumok
esetében szakadozott szoveti struktirat lattunk, a csontlamelldk nagy része torést
mutatott. Ezzel szemben a HAS-sal kezelt csoport mintai kevésbé voltak szakadtak,
sokkal integraltabb képet mutattak, a csontlamelldk ebben a csoportban maradtak épek a
legnagyobb mértékben. Az FCS-sel kezelt csoport metszetei mar arnyaltabb képrdl
tantskodnak. A csontlamelldk tobb helyen eltortek, de még nem annyira, mint a kontroll
esetén és kisebb mértékben Orizték meg az integritasukat, mint a HAS-sal kezelt csoport
(24. abra).

61



DOI:10.14753/SE.2023.2623

Masson's
HE trichrome Von Kossa
I 250 um
y ey
° a2
E=
= = 3
2= <
500pm, L 250
A Y '___u_m|
= =5
2 3
22 \,
& = -
= 5
w 8 { ,\ NN
: : 250 um
= 500 pum
=
\N 1
~N— f o
= 5
= N
& =
= 2
n £ P ; 250 pm
N :
500 um
= — —

24. dbra A csontexplantatumok szévettani festése Hematoxilin-eozinnal, Masson’s
trichrommal és Von Kossaval. A kontroll csoportba tartozo explantatumok szegényes
szoveti strukturadrol arulkodnak, a csontlamellak sok helyen téredezettek. Az FCS kezelés
kis mértékben hozzdjarul az egységesebb szoveti kép kialakitisdhoz, de még ebben a
csoportban is sok toredezett lamella figyelheté meg. A festési képek alapjan a HAS
kezelést kapott csontexplantatumok oriztek meg legjobban a széveti épségiiket, a
csontszerkezet itt mutatta a legintegraltabb képet és a legkevesebb tiredezett lamelldt

HE: hematoxilin-eozin; FCS: magzati borju szérum; HAS: Hiperakut szérum [156].
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A Hematoxilin-eozin festéseket pontozasos modszererrel is kiértékeltiik vizsgalva
egy-egy minta épségét, lamellainak toredezettségét. Ez az eredmény is azt talalta, hogy
az 5 napos HAS kezelés esetén a csontszerkezet nagyobb mértékben maradt meg vagy
alakult ki, mint a kontroll és az FCS kezelés utan, a HAS kezelés 6rzi meg legjobban a

csontexplantatumok szoveti épségét (25. abra).

S = N W A
|
I

Hisztologial pontok
®

Konltroll FéS HAS

25. dbra A csontszerkezet integritiasa hisztologiai score alapjin. A csont integritasdra
jellemzo  szévettani  pontszamokat — szamszeriisitve a HAS kezelés tinik a
leghatékonyabbnak a kontroll és az FCS kezeléshez képest. Az dbrdn lévé fekete pont egy,
az atlagtol eltérd hisztologiai pontszamot jelol. HAS: Hiperakut szérum; FCS.: Magzati
borju szérum [156].

Az oszteoid szovet meghatarozasat a Von Kossa festéssel jellt mintdkon
végeztik. Az oszteoid szdvetet manudlisan koérvonalaztuk és a megfeleld teriiletet
szamszertsitettiilk. Ezutan a szines képet sziirke arnyalatuvé alakitottuk, meghataroztuk a
kiiszobértéket, hogy szadmszeriisithessiik a mineralizalt csontlemezek teriiletét. Az
oszteoid szovet alacsony szazalékat észlelhetjiik a csontexplantditumokon kezeléstol
fiiggetleniil. Az oszteoid szovet szazalékos meghatarozasa a csontlamellakon kisebb
mértékil csokkenést mutatott a HAS csoportban, mint az FCS csoportban a kontrollhoz
képest (kontroll 0. nap: 0,0047 + 0,0010%, 5 nap az FCS-ben: 0,0025 + 0,0003%, 5 nap
a HAS-ben: 0,0037 + 0,0006%.).
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5. Megbeszélés

Szamos tanulmany szdmol be arrol, hogy kiilonbozd vérkészitmények
hasznélataval egy-egy sériilt szovet regeneracidja fokozottabba valhat. Jelen
tanulmanyban két vérkészitmény potencidlis regenerativ tulajdonsagait hasonlitottuk
Ossze egy 1j, iszkémids csontdegeneracié modelljében és megallapitottuk, hogy a HAS
megbizhatd sejtszintli regeneralodast valtott ki iszkémian atesett csontokon, mig a PRP-

nél ezt a hatast nem értiik el.

Kisérleteinkben a szoveti iszkémia modellezéséhez oszteoartritiszben szenvedd
betegek csontmintait hasznaltuk. Az oszteoartritisz (OA) a kronikus artritisz leggyakoribb
formdja és az egyik leggyakrabban eléforduldé mozgasszervi betegség. Igaz, hogy
elsdsorban az izfelszin pusztulasaval jar, mégis Osszekapcsolhaté a csontszoveti
iszkémiaval [157]. Az OA a szinovialis iziiletek olyan rendellenessége, amelyben az
izlileti porc elvékonyodik és a szubkondralis csont is atalakul. Ha a szubkondralis
csontban barmilyen okbol a kis vérereken keresztiil lecsokken a véraramlas, lecsokken az
intersticialis véraramlas is. Mivel ez a csont taplalékkal latja el az iziileti porcot, ezért a
porc integritasara is kihatassal van. Csontiszkémiaban megkezdddik az oszteocitak
apoptozisa, beindul a csont oszteoklasztikus felszivodasa, mely végiil csokkenti a porc
tapanyagellatottsagat €s iziileti valtozasokat okozhat. Bar a porc maga avaszkularis, a
csontot érd keringési probléma alapja lehet az OA kialakulasanak [158]. Mivel a
kisérelteinken felhasznalt csontexplantatumok oszteoartrikus tulajdonsagaik miatt eleve
rossz allapotban vannak, amin az 6ket ért csontszoveti iszkémia tovabb ront, ezért ezek a
csontok jol modellezhetik a degenerativ csontbetegségek végallapotat. Ha egy kevésbé
regenerald csontot tesziink ki iszkémids hatdsnak, majd vizsgéljuk a kiilonb6zd terapias
kezelések sikerességét, igy gondoltuk, egyértelmiien eldonthetd az adott terapiarol, hogy
sikeres-e vagy sem. Jelen dolgozatban a HAS és a PRP vérkészitmények hatasait
hasonlitottuk 6ssze MTT kolorimetrias esszé segitségével, ahol a HAS-sal kezelt,
iszkémian atesett oszteoartrikus csontok nagyobb sejtproliferaciot mutattak, ami utalhat
a HAS-sal kezelt csontok jobb csontregeneracios képességéhez.

A vérkészitmények pozitiv hatasarol szamos esetben olvashatunk, példaul a
szajsebészetben, ortopédiaban, sportgydgyaszatban és a plasztikai sebészetben [159],

ahol a wvizsgalt vérkészitmények kielégitdé keringésli szOvetek sériiléseinek

crer
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hatasa ezeknek a vérkészitményeknek egy kimondottan rossz keringésii allapotban,
iszkémian atesett szoveteken. Az elmaradt regeneraci6 egyik oka ugyanis feltehetéen a
nem megfeleld keringés lehet. Az iszkémia megfordithatatlan hatast eredményezhet,
mely hatés a kiilonboz0 sejtek/szovetek esetén eltérd 1do utan jelentkezik. A csontszovetre
vonatkozoan két adatot talaltunk: az egyik kisérletben megéllapitottak, hogy mar néhany
oranal hosszabb iszkémia a csont halalat eredményezi [160], egy masik tanulmany pedig
arrdl ir, hogy a csontszovet akar 4 napon keresztiil is képes toleralni az iszkémiat [161].
Els6 1épésként egy olyan modellt kellett 1étrehoznunk, amely megbizhatéan demonstralja
a csontnekrozis rossz keringésti modelljét elsdsorban azzal, hogy meghatarozzuk az
1szkémids periddus pontos idejét. Kisérletiinkben ez 7 6rds oxigén-glilkdz megvonast
jelentett. Ezt elegend6 idonek lattuk, hogy a combcsontfej explantatumokon 1évo sejtek
szama szignifikans mértékben csokkenjen, de a csontokat kiilonbozé mddon kezelve még

reverzibilis hatast érhessiink el.

Eredményeinket vizsgilva és az irodalmi hatteret alaposan tanulmanyozva
szamos kisérletrdl olvastunk, amely a PRP elmaradt jotékony hatasarol ir a PRF-fel
szemben. He és munkatarsai a PRP és a PRF vérkészitmények patkany oszteoblasztokra
kifejtett proliferacios és differenciaciés hatasat vizsgalta in vitro. Vizsgalatukban

megallapitottak, hogy a PRF fokozatosan bocsdjtotta ki az autolog novekedési faktorokat,

crer

crcr

¢s differencidlodasara gyakorolt hatasat elemezték és 6k is erdsebb hatast figyeltek meg
a PRF-nél, mint a PRP-nél [162]. Egy fogaszati vizsgalatban PRP-vel és PRF-fel
Osszekevert graftok csontképzOdését tanulmanyoztak beagle kutyakon, ahol
megallapitottdk, hogy a PRF-fel osszekevert csontgraftok tudtdk nagyobb mértékben
novelni a csontosodast [163]. Kiilonboz6é vérkészitményeket hasonlitottak Ossze a
sebgyogyulas teriiletén is és arra a megallapitasra jutottak, hogy a PRF-et tartalmazo
zselatin gél gyorsabb sebgyogyulast eredményez, mint a PRP-t tartalmazo gél [164].
Hasonlo hatast tapasztaltak, amikor PRP-t kevertek Ossze csontallografttal. Ez a
kisérletsorozat is azt mutatta, hogy a PRP nem képes fokozni vagy felgyorsitani juhok
maxillaris sinusaban a csont regeneralddasat [165]. Garcia és munkatarsai azt vizsgaltak

vajon a PRP-vel kevert peri-implantatum fokozza-e a csontképzddést a vérkészitményt
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nem kapott kontroll csoporthoz képest. A beiiltetést kdvetd 55. napon nem lattak
szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott, a PRP nem fokozta a csontképzodést [166].
Yelamali és tarsai PRF és PRP vérkészitményekkel kezelte a harmadik 6rléfog kihtizasa
utan keletkezett iireget. Eredményeik azt mutattdk, hogy a PRF szignifikdnsan javitja a
lagyszovetek gyogyulédsat és a csont gyorsabb regeneralodasat a PRP-hez képest. Ezt 6k
a PRF egyszeriibb izoldlasi protokolljanak és a PRF-ben megtaldlhaté ndvekedési
faktorok szabalyozott modon torténé felszabadulasanak tulajdonitjak [167]. A
novekedési faktorok vérlemezkékbdl torténd kibocsdjtasat 1s  mérték, ahol
megallapitottak, hogy a PRP szinte azonnal kibocsajtja azokat, a PRF azonban még 10
nappal késobb is, igy hosszu tavi hatasa nagyobb lehet [168].

Egy masik tanulmanyban a BMP novekedési faktor €s a PRP csontstimulalo
képességét elemezték Wistar patkdnyok allkapocscsontjat vizsgalva és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a BMP-7 jelenlétében figyelhetd meg Gijonnan keletkezett
csont, a PRP viszont nem fokozta a csontképzodést [169].

Habar a PRP egyre nagyobb népszeriiségnek 6rvend mind a sportgyogyaszatban
mind az ortopédiaban, hiszen eldsegiti a fizioldgiai gydgyulast €s hamarabb mitkodhetnek
a sériilt részek, de minden PRP termék fiigg a betegtdl, akiktdl izolaljuk a PRP-t és az
izolalasi modtol. Utdbbi pedig egyaltalan nincs még standardizalva. A PRP definialasara
tobb paramétert is meghataroztak. Az egyik definicio szerint akkor beszéliink PRP-16l,
ha az autolég vérkészitmény meghaladja az 1 000 000 trombocitat ul-enként vagy
legalabb 5-sz6r nagyobb mennyiségben van jelen a trombocita, mint a teljes vérben [170,
171]. Egy masik meghatarozas ennél sokkal kevesebb trombocitaszamot tart
elegendonek, ugyanis ezen definicid szerint, ha a vérkészitmény trombocitatartalma a
normal érték felett van, vagyis meghaladja a 150 000-350 000 mikrolitert, mar PRP
vérkészitményrdl beszéliink. Boswell és munkatédrsai megjelent cikke alapjan is a PRP

legalabb 200 000 trombocitat tartalmaz pl-enként [125].

Egy masik, szintén kulcsfontossdgii dologban kiilonbézhetnek a PRP izolalasi
technikak, ez pedig az antikoagulans anyaga. A legtobb esetben EDTA-t vagy natrium
citratot tartalmazo vérvételi csdvet alkamaznak a PRP kinyeréséhez. Munkacsoportunk
nemrégiben végzett egy Osszehasonlitd mérést az eldbb emlitett két antikoagulanssal,
melyben bebizonyosodott, hogy a trombocitik szima magasabb az EDTA-s PRP-ben,

mint a citratosban, azonban a vérlemezke atlagos térfogata (MPV), ami a vérlemezkék

66



DOI:10.14753/SE.2023.2623

funkciojara utal hasonld értéket mutatott mindkét antikoagulans esetében [172]. A
dolgozatban szerepld eredményeink az EDTA-s PRP hatasat tiikrozik és elmaradt
proliferacios hatasrol szélnak. Hasonld eredményeket kozolt Amaral munkatarsaival, aki
szintén nagyobb trombocitaszamot mért az EDTA-s PRP-ben, mint a citratosban, ennek
ellenére mégsem az EDTA-s, hanem a citratos PRP adasa bizonyult hatasosabbnak MSC
kiilonbozdek, amelyek részben magyarazhatjdk az egymastol eltérd eredményeket.
Kutatok korében egyre nagyobb az igény a PRP egységes eldallitasara vonatkozdan,
ugyanis csak a pontos és részletes leiras segitségével lehet a vizsgalatokat

Osszehasonlitani és a reprodukalhatosagot biztositani [95, 174, 175].

A PRP komponensei bioaktiv funkcidval rendelkeznek, amelyek befolyédsoljak az
izom-csontrendszeri (muszkuloszkeletalis) szovetek regeneralddasat és gyogyulasat.
Habar a leukocitak kulcsszerepet jatszanak a szovetek helyreallitdsaban és védelmet
nyujtanak a fertdzd agensek ellen, proinflammatorikus €s immunoldgiai hatasuk is
okozhat nemkivanatos helyi sejt és szovetkarosodast, amely a PRP terapia gyogyitod
hatasat akadalyozhatja. In vitro tanulmanyok kimutattak, hogy a PRP-ben 1évé magas
leukocita koncentracié olyan gyulladasos kornyezetet eredményezhet, amely gatolhatja a
a gyogyitd hatas kialakulasat [176-179]. Ezzel 6sszhangban Boswell és kollégai egy
inmodell tanulméanyozéasa soran megfigyelték, hogy a csokkentett leukocita koncentracio
¢s az ezaltal csokkent gyulladdsos valasz sokkal fontosabb, mint maximalizalni a
trombocitakat ahhoz, hogy optimalizaljuk a PRP hatékonysagat. Mindezek utan tehat

tovabbi klinikai vizsgalatok sziikségesek minden egyes célszovet tipus esetén, hogy

crer

crer

rejlik, hogy azok képesek az alfa granuldtumokbol esszencialis ndvekedési faktorokat és
citokineket felszabaditani, és igy olyan regenerativ ingereket biztositanak, amelyek
eldsegitik a lassabban gyogyulo szovetek javitasat [99]. Ezek alapjan feltételezhetnénk,
hogy a nagyobb szamu vérlemezke jelenléte nagyobb regeneracios képességgel bir.
Eredményeink azonban ezt a feltételezést megcafoljak, ugyanis a HAS vérkészitményben
a PRP-vel 6sszehasonlitva sokkal kevesebb trombocita fordul eld, az iszkémian atesett

sejtekre gyakorolt proliferativ hatdsa azonban mégis neki a nagyobb.
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A keringd trombocitdk felezési ideje 7 nap, és a citokin tartalma a
granuldtumukban marad, amig bizonyos események kivaltjadk a vérlemezkék
azonnal elkezdik szekretalni a novekedési faktorukat. Ezeknek a ndvekedési faktoroknak
koriilbeliil 70% -a az aktivalast kovetd els6 10 percben szekretdlodik, és egy oran beliil
kozel 100%-ot valasztanak ki [170]. A vérlemezkék aktivalasa szamos modszerrel
kezdeményezhetd. Tobb tanulméany vizsgalta, vajon az eltérd aktivalasi modok hatdssal
vannak-e egy-egy adott novekedési faktor kibocsajtasara. A valasz tobb esetben is
egyértelmiinek mutatkozott, példaul a CaCly-dal torténd aktivalas szignifikansan
magasabb PDGF felszabadulast eredményez [102], az I-es tipusu kollagén aktivacioja
viszont szerényebb ndvekedési faktor kibocsatast okoz [182]. Azonban olyan tanulmany
is megjelent, mely szerint a vérlemezkék trombinnal vagy CaClz-dal torténd aktivalasa
nem dontd fontossagu, mert mar az eldkészitési koriilmények kozott is aktivalodhatnak a
vérlemezkék [183]. Jelen kisérletsorozatban az aktivalas kérdéskorét alaposan korbejarva
a PRP-t el6szor aktivalas nélkiil alkalmaztuk, majd CaClo-dal, CaCl; és trombin egyiittes
alkalmazasaval, és a PRP négyszeri fagyasztas-felolvasztds modszerével igyekeztiink a
novekedési faktorokat szabadda tenni, de a PRP egyik esetben sem mutatott pozitiv

eredményt az iszkémian atesett sejteken.

A PRF vérkészitmények centrifugdldsa soran a fibrin lassu €s természetes
polimerizacidja homogén, haromdimenzios szerkezetet eredményez. Az igy kialakult
fibrinhald6 még inkabb koherensebb, mint a természetes fibrinr6gék [138]. A PRF
fibrinhaloja a novekedési faktorok fokozatos felszabaduldsanak kedvez, ami javithatja
biologiai hatékonysagat. A fibrin matrix hianya korlatozhatja a HAS hatékonysagat a
PRF-hez képest, ugyanis a HAS eldallitasa soran éppen ezt a fibrinmatrixot sziintetjiik
meg és a membran helyett csupan a fibrincsomo kipréselt levével dolgozunk. A
megfigyelt hatdsunkat és a pozitiv eredményliinket latva azonban arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy éppen a fibrin eltavolitasa noveli annak valoszinliségét, hogy a benniik
1évé novekedési faktorok szabadda valjanak és elkezdjék jotékony miikddésiiket az
altalunk hasznalt modellben.

Mig a PRF és HAS tgy tiinik, hogy tartalmazzak azokat az elemeket, amelyek
szilkségesek az iszkémias oszteocita proliferacido helyreallitdsdhoz a fibrin matrixtol

figgetleniil, a PRP ezekkel nem rendelkezik. Ezt alatamasztja tovabba az a
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megfigyelésiink, hogy sem a heparinizalt sem a nativ PRP-nek nem volt proliferativ
hatasa, igy kizarta a felszabaduldsi kinetika hatdsat ebben a konkrét modellben. Ezért
ezeknek a megfigyeléseknek a legvaldsziniibb magyardzata a novekedési faktor
Osszetételének kiilonbségében rejlik a PRP és a HAS kozott. Valdjaban tobb 6 eltérés
figyelheté meg a novekedési faktor profilok kozott a két vérkészitményt vizsgalva. Bér a
novekedési faktorok tobbsége dsszehasonlithato szinten volt jelen, az altalanos minta azt
sugallja, hogy a PRP angiogén hatasi. Kordbban ezt mar bizonyitottdk is, ugyanis
Kakudo ¢és munkatarsai megallapitottdk, hogy a PRP altal felszabadult novekedési
faktorok in vitro és in vivo is angiogenezist indukalnak az ERK ¢és a foszfatidil-inozitol-
3-kinaz-Akt utvonalon keresztiil [184]. A PRP-ben nagyobb koncentracioban 1évo
novekedési faktorok tehat kisérleteink esetében erdsebb angiogén tulajdonsaggal
rendelkeznek, mint a HAS-ban el6forduldé novekedési faktorok. A PF-4 és a
thrombospondin 1, melyek ismert antiangiogén tényezOok nagyobb szamban fordultak el
a HAS-ban. A jelenlegi eredmények azt mutattak, hogy csak az antiangiogén novekedési
faktor profil tdmogatja a csontsejtek regeneralddasat szimulalt iszkémias kéarosodast
kovetden. Mivel kisérleti konstrukcionk életképes érrendszer nélkiili csontszovetekre
Osszpontositott, tovabbi vizsgalatokra van sziikség a PRP és a HAS angiogén
tulajdonsagainak megfeleld modellekben torténd vizsgalatara.

A Proteome Profiler eredményeit tovabb elemezve megallapitottuk, hogy a
Serpin E1 magasabb koncentraciot mutatott a HAS készitményben, mint a PRP-ben. Egy
2009-es tanulmany leirta, hogy a Serpin E1 terdpias addsa képes megakadalyozni a
hipoxias agykarosodast ujsziilotteknél [185]. Valdjaban a PF-4, mely szintén nagyobb
mennyiségben volt jelen a HAS-ban, mint a PRP-ben bizonyitottan indukalja a sejtek
helyreallitasat az iszkémias karosodas utan [186]. Mas tényez6k hozzajarulasat azonban
nem lehet figyelmen kiviil hagyni, ugyanis a vérlemezke kibocsatasanak teljes
proteomikai elemzése nagyjabol 3500 fehérjét érint, ami lényegesen tobb, mint ami az
antigén alapt vizsgalatainkkal mérhet6 [187, 188].

Két masik szérumfehérjét, az albumint és a fibrinogént gyakran figyelmen kiviil
hagyjak a csontproliferaciot befolyasold tényezék elemzésében [189-193]. Korabban
leirtuk a szérum albumin in vitro és in vivo csontképzédését kivaltd hatasat [194, 195],
ami felveti annak a lehetdségét, hogy maga az albumin is aktiv faktor a HAS-ban. Mivel

azonban az albumin mindkét szérumfrakcioban 6sszehasonlithatd szinten volt jelen, és
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mindkét kezelési koriilmények kozott az FBS részeként a tenyésztokozeghez adtuk, nem
valdszinii, hogy ez hozzéjarult volna a HAS hatékonysagahoz. Tovabba, a fibrinogén /
fibrin a PRP-ben béséges és a HAS-bol hianyzik, ami azt jelzi, hogy a fibrin 6nmagéaban

A rekombinéns fehérjék iszkémidn atesett explantatumokhoz térténd adédsa tobb
célt is szolgalt. Egyrészrol megerdsitett benniinket abban, hogy az altalunk 1étrehozott 7
oras oxigén-glikoz megvonas alkalmas a csontiszkémia modellezésére, valamint a
kiilonbozd kezelési formék teszteléséhez. Masrészt az altalunk pozitiv hatast mutatott
HAS 06sszehasonlithatova valt azokkal a novekedési faktorokkal, amelyek bizonyitottan
elOsegitik a csontosodasi folyamatokat. A BMP-2, PDGF ¢és PF-4 rekombinéns
azok életképessége ¢€s proliferacidja a HAS-hoz hasonldéan szignifikdnsan ndvekvd
érteket mutatott a kezeletlen, OGD-n at nem esett csoporthoz képest (BMP-7 esetében
tendenciozus emelkedés). Ezen novekedési faktorokrol ismert, hogy csontregeneracios
induktorok [196-198]. Ezen tilmenéen a HAS a tobbi ndvekedési faktorral
Osszehasonlitva nem mutatott szignifikdnsan kiilonbséget, tehat hasonl6 hatast valt ki az
iszkémian atesett sejtekre. Ez az ex vivo bizonyiték Osszhangban van a korabbi
megallapitasokkal, miszerint a PRF ugyantgy képes a csontnovekedést in vivo modellben
kivaltani nyul-koponya defektus gyogyulasdban, mint a PRP ¢és koncentralt novekedési
faktor [199]. Tehat a HAS a méréseinkben szereplé novekedési faktorokhoz hasonlo
regeneralo hatéast valtott ki és ez hangstlyozza annak a lehetdségét, hogy a degenerativ
csontbetegségek kezelésében részt vegyen.

Jelen dolgozat kisérletei az elsOk kozott vannak, amelyek a Hiperakut szérum
vérkészitmény  hatdsat  vizsgaljdk, de szamos 0 eredménnyel sikerdilt
munkacsoportunknak a kezdeti adatokat és megfigyeléseket kiegésziteni. Kisérleteink

crer

soran megallapitottuk, hogy a HAS human csontveld eredetii dssejtek proliferacidjat

crer

koriilmények kozott a HAS addsa szignifikdnsan nagyobb proliferaciot okoz MSC
sejtkultiran a PRP-hez képest. Ezeket a vizsgéalatokat a csontexplantatumokra
kiterjesztve ¢és génexpresszios mérésekkel is alatdmasztva a HAS-sal kezelt

explantaitumokon 1évd kevert sejtkultira az MSC-k és az oszteoblaszt markerek
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(COL1A1 ¢és ALPL) novekedését mutatta [156]. A HAS tehat el6segiti az
explantatumokon 1évé MSC-k atalakulasat az oszteoblasztikus vonal felé. Ezt igazoltak
a szovettani elemzéseink is, ahol az 5 napos HAS kezelés utan a csontlamellak alig voltak
toredezettek, a csontszerkezet integraltabb képet mutatott €s a mintdk jobban megdrizték
szoveti épségiiket.

A kisérleteink tervezésénél a PRP vérkészitmény mellett a PRF hatasainak
vizsgalatat is terveztiik, hiszen irodalmi adatok alapjan ezt a vérkészitményt egyre
sikeresebben alkalmazzak csontsériilések kezelésében. A PRF eredeti formdjaban torténd
felhasznalasa technikai okok miatt nem valt lehetévé a kisérleti modelliinkben.
Eredményeink alapjan azonban azt talaltuk, hogy a PRF-bol kipréselt HAS szamos
elonnyel bir a PRF-fel szemben. A PRF izolalasa soran egy haromdimenzios fibrinmatrix
keletkezik, amely allvanyként szolgalhat a szovetek regenerdlodasdhoz, mikdzben a
benne 1év0 szamos novekedési faktor segiti a sebgyogyulast. A centrifugalas soran nyert
PRF csomét egy csipesz segitségével kiemelik a vérvételi csébdl, és vagy ezt a csomot
vagy a csomo lecsepegtetése utan, egy un. PRF Box segitségével eldallitott, allando
vastagsagu membrant alkalmazzak gyogyaszati célra [132]. A PRF izolalasanak egyik
hatranya, hogy mikdzben a PRF csomét kiemeljiik a vérvételi csObol, az addig zart, steril
rendszert megbontjuk, tovabba a membran lecsepegtetése is iddigényes folyamat. A
masik hatranya pedig, hogy éppen a membran jellege miatt korlatozottan vagy egyaltalan
nem hasznalhat6 sok gyodgyaszati teriileten. A HAS legfébb elénye a PRF-fel szemben a
halmazallapotaban rejlik, ugyanis a HAS folyékony halmazallapotud, injektalhato, ezért
konnyebben kezelhetd. Munkacsoportunk kifejlesztett és engedélyeztetett HypACT
Inject néven egy orvostechnikai eszkozt, amely lehetdvé teszi a HAS készitmény teljesen
zart rendszerben torténd izolalasat és steril injektalasat az adott szoveti teriiletre. Ezzel az
eszkozzel kedvezd eredményeket sikertilt elérni oszteoartritiszes térd szoveti kezelésében
[202]. A HAS injekcio formajaban torténd alkalmazasa tehat megoldast jelenthet a
vérkészitmény szélesebb korli felhasznalasara, mint példdul a sportgydgyészat, ahol a
PRF membran jellegéb6l adédoan nehezen vagy egyaltalan nem alkalmazhato példaul
porc-vagy insériilések kezelésében. Egy injektalhatdo készitményt sok esetben
egyszeriibben lehet eljuttatni az adott kezelési helyre sterilitasat megtartva, ahol

gyorsabban fejtheti ki kedvez6 hatasat.
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Ez az els6 vizsgalat, amely a csontiszkémia ex vivo modelljét hasznalja a szérum
faktorok regenerativ potencialjanak értékelésére. A jelen vizsgalatban alkalmazott modell
a csontok gyogyuldsit nem normal korilmény kozott vizsgalja, hanem iszkémiat
kovetden elemzi a sériilt szovet regenerativ potencialjat. Bar az egészséges csont akut
sériilését kovetd gyulladasos valasz eldnyos lehet, ez ellentétes hatdsu egy degenerativ
szovetben, amelyekben a sejtek remodeling kapacitdsa sériilt vagy karosodott. Hissziik,
hogy a jelenlegi modelliink az utobbi helyzetre hasonlit, melyben sikeriilt az iszkémias
allapotot megfeleléen modellezni. Reméljiik hogy az altalunk hasznalt degenerativ
modell hozzéjarulhat a rossz keringésii allapotok jobb megismeréséhez €és hatasos

kezeléséhez.
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6. Kovetkeztetések

1. Eredményeink azt mutatjak, hogy a combfejnekrozis rossz keringésii kornyezetét 7
oras oxigén-gliikoz megvonassal (OGD) lehetséges elérni. Ez elegendd id6, hogy a
combcsontfej explantatumokon 1évé sejtek szignifikans mértékben karosodjanak a

kontroll, OGD-n at nem esett csoporthoz képest.

2. A 7 o6ras OGD-n atesett explantatumokat ezutan kiilonb6z6 vérkészitménnyel és

rekombinans novekedési faktorral kezelve az alabbi hatast észleltiik:

a. A PRP-t nativ, heparinizalt, heparinizalt-aktivalt és heprinizalt-kiilonb6z6

hasznalt rendszerben a PRP-nek nincs pozitiv hatdsa a posztiszkémias sejtekre.

b. Ezzel ellentétben a HAS szignifikansan noveli az iszkémian atesett sejtek
¢letképességé. Elegendd kozvetleniil az iszkémids periddust kdvetden adnunk a HAS
vérkészitményt, ugyanis mar ekkor is mérheté annak pozitiv hatasa. Ha mar a mitét
napjan HAS kezelésben részesitjilk az explantatumokat, az iszkémian atesett sejtekre

gyakorolt kedvez6 hatasa csak fokozottabb lesz.

c. ABMP-2, BMP-7, PDGF és PF-4 rekombinans novekedési faktorok kiilonb6zo
dozistiiggd mértékben ndvekszik (a PDGF kivételével). Szignifikans kiilonbség mérhetd
a novekedési faktorok legnagyobb koncentracioja és az OGD-n atesett, kezeletlen csoport
kozott (BMP-7-nél tendencialis). A HAS-sal kezelt csoport és a kisérletben szerepld
novekedési faktorok csoportjai k6zott pedig nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, tehat

crer

az irodalomban mér bizonyitottan csontregenerald hatast ndvekedési faktorok.

3. A vérkészitmények Osszetételében kerestiik a valaszt, amely a posztiszkémias sejtekre
gyakorolt hatasukat magyarazhatja. A novekedési faktor tartalmat, a cellularis és a fehérje

tartalmat mérve az alabbi eredményt kaptuk:

a. A vérkészitmények novekedési faktor tartalmat megvizsgalva megallapitottuk,
hogy szamos novekedési faktorban egyezik a PRP és a HAS, de az alabbiakban

kiillonbodznek:

73



DOI:10.14753/SE.2023.2623

— az angiopoietin, EGF, HB-EGF, PDGF, VEGF és MMP-8 szignifikansan

nagyobb koncentraciéban van jelen a PRP-ben,

— a PF-4, Serpin E1, Thrombospondin-1 ¢és TIMP-1 szignifikdnsan
magasabb értéket mutatott a HAS-ban.

b. A vérkészitmények cellularis és fehérjetartalmat vizsgalva pedig lattuk, hogy a
HAS-ban nincs jelen sem hemoglobin, sem fibrinogén, tovabba lényegesen kevesebb

trombocita talalhatd, mint a PRP-ben.

4. A hisztolégiai elemzés soran, ahol OGD-n at nem esett explantaitumokat kezeltiink
HAS-sal és FCS-sel megallapitottuk, hogy a HAS kezelés jobban megérizte a csont
szerkezetét €s szoveti €pségét.

Kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a PRP a magas novekedési faktor-tartalom
¢s trombocitaszdm ellenére nem mutat pozitiv hatdst az iszkémidn atesett sejtek
proliferacids képességére, mig a HAS ezzel ellentétben igen. A vérkészitmény kedvezd

hatdsa tehat nem a magas trombocitaszamban keresendo.

A HAS hatékony és konnyen izolalhato, igy megkisérelheté az alkalmazésa
csontszoveti nekrozisok kezelésében, mely hozzdjarulhat 10j, lehetséges terapiak
kialakitdsdhoz, de tovabbi vizsgéalatokra van sziikség a hatdsmechanizmusok

tisztazasahoz.
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7. Osszefoglalas

Az ortopédiai betegségek szama folyamatosan novekszik vilagszerte, melyek
tarsadalmunkra és az egészségiigyi kiadasokra jelentOs terhet ronak. A konzervativ és
mitéti technikak alkalmazasa mellett a vérkészitmények felhasznalasa alternativ
megoldast szolgaltathat. A trombocitdban gazdag plazma (PRP) és a trombocitdban
gazdag fibrin (PRF) regenerald hatasat a benniik 1évé novekedési faktoroknak
tulajdonitjak. A vérkészitmények rossz keringésii kornyezetben tortént hatasarol keves
adat all rendelkezésiinkre. Jelen tanulmanyban egy uj, €X vivo human csontiszkémia
modellt hasznéltunk, amely nagymértékben hasonlit a végstadiumi degenerativ
betegségek altal karosodott szovetek patologidjara. Munkacsoportunk egy 1)
vérkészitményt, a hiperakut szérumot (HAS) is megvizsgalt és annak biologiai hatasat
mérte Ossze kiillonboz6 tipusi PRP-vel. Feltételeztiik, hogy a koncentralt
vérlemezkeszarmazékok fejtik ki a legnagyobb proliferativ hatast az iszkémian atesett
csontszovetre. Az explantatumokat primer coxartrozisban szenvedé betegek
protézisbetiltetése soran kimitott combcsontfejbél nyertiik, melyeket 3 napi
sejttenyésztést kovetden atmeneti oxigén-gliikozhianynak (OGD) tettiink ki 7 6rén
keresztiil. PRP, HAS és rekombinans novekedési faktorokat adtunk az OGD-n atesett
explantatumokhoz és MTT segitségével szamszerlsitettiik azok életképességét. Proteome
Profiler Human Angiogenezis kit felhasznalasaval azonositottuk a vérkészitményekben
talalhato novekedési faktorokat. A PRP sem nativ, sem heparinizalt, sem aktivalt médon
nem gyakorolt hatast a posztiszkémias sejtekre ellentétben a HAS-sal, amely
helyreallitotta a sejtproliferacios kapacitast. A rekombinans ndvekedési faktorok, mint a
BMP-2, a BMP-7, a PDGF ¢és a PF-4 a HAS-sal hasonld mértékii csontproliferacios hatast
fejtenek ki, de csak a legnagyobb dozisokban. Az angiopoietin, az EGF, a PDGF, a HB-
EGF, a VEGF ¢és az MMP-8 a PRP-ben, a PF-4, a Serpin E1, a Thrombospondin-1 és a
TIMP-1 a HAS-ban magasabb, mig 17 masik faktor hasonlo szintet mutat. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a HAS a kevés trombocitaszam ellenére jelentdsen javitotta az
iszkémia altal karosodott sejtek proliferativ kapacitasat. A PRP-nél ilyen hatds nem
mutatkozott még magas koncentracioban sem. Az explantatumok HAS-sal torténd
kezelése iszkémias koriilmény nélkil in vitro pedig egységesebb csontszerkezetet
mutatott. A HAS 1;j terapids eszkoz lehet degenerativ csontbetegségekben, de tovabbi

vizsgalatok sziikségesek a HAS hatdsmechanizmuséanak tisztazasahoz.
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8. Summary

Orthopedic diseases place a significant burden on our society and healthcare expenditure.
Regenerative medicine still holds the promise of rebuilding lost tissue functions. The
most widespread clinically applied regenerative agents are blood derivatives, mainly
platelet-rich plasma (PRP). Blood cells activated by injury secrete a plethora of
proliferation factors into the serum. This raises the possibility of using serum products
like PRP, platelet-rich fibrin or hyperacute serum (HAS) therapeutically in degenerative
bone diseases and other cases of impaired tissue remodeling. In the present study, we used
a novel ex vivo human model of bone ischemia, which closely resembles the pathology
of tissue damaged by end-stage degenerative diseases. We tested HAS and compared its
biological effects to various PRP protocols. We hypothesized that the concentrated
platelet-derivative will have the most proliferative effect on the ischemically challenged
bone tissue. Osteoarthritic subchondral bone pieces were harvested from discarded
femoral heads during hip replacement operations. The explants were grown in culture for
3 days then subjected to transient oxygen glucose deprivation (OGD) for 7 h. PRP, HAS
and recombinant growth factors were added to bone explants undergoing OGD and MTT
assay was performed to quantify cell viability. Proteome Profiler Human Angiogenesis
Array Kit was applied for determination of the growth factors and angiogenesis-related
proteins in blood derivatives. Adding either native or heparinized PRP, or activated by
calcium, thrombin or physical means did not have any effect on the postischemic cells.
However, HAS restored cell proliferation capacity. Proteome-profiler analysis showed
that Angiopoietin, EGF, PDGF, HB-EGF, VEGF and MMP-8 were more abundant in
PRP, PF-4, Serpin E1, Thrombospondin-1 and TIMP-1 were more abundant in HAS,
while 17 other factors were at comparable levels. Recombinant growth factors like BMP-
2, BMP-7, PDGF and PF-4 have strong effects on bone proliferation similar to HAS but
only in higher concentration. In histology analysis good tissular preservation was
demonstrated after HAS treatment in vivo in ostoearthitic explant. Our results indicate
that HAS significantly improved the proliferative capacity of cells damaged by ischemia,
while PRP did not have a positive effect, even at high concentrations, and thus HAS can

be a new therapeutic tool in degenerative bone diseases.
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