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1. Bevezetés

A regeneracid alapvetd képessége az ¢l6 szervezetnek, mely
soran az €l6 szervezet potolja, Gjrandveszti vagy kiegésziti az
clvesztett, elhasznalt vagy megsériilt részeit. Az emberi test
regeneracios  képessége joval korlatozottabb, mint az
alsobbrendi éldlényeké, az egyetlen biztos gydgyméod a
kiterjedt szoveti pusztuldssal, vagy akar teljes szerv
elvesztésével jard betegségekre a szervtranszplantacio. A
transzplantalhato szervek azonban korlatozott szamban allnak
rendelkezésre, valamint, az immunologiai Osszeférhetetlenség
¢és szervkilokddés is komoly kockazatot jelent. Mindezen
okokbdl kifolyodlag évrdl évre egyre nagyobb hangsulyt kapnak,
¢s egyre népszeriibbek a kiilonb6zé regenerativ terapiat
létrehozo ¢és fejlesztd kutatdsok vildgszerte. A regenerativ
terapian beliill sejtes ¢és sejtmentes terdpids csoportot
kiilonithetiink el egymastol. Utobbi csoportba tartoznak a
vérszeparatumok, melyek a sebgyogyulas folyamatahoz hasonlod
moddon indukdlnak szoveti Ujjaépiilést a sériilés helyén. A
folyamat kivaltoi az érrendszerben keringd és a szdveti sériilés
soran aktivalodo vérlemezkék, melyek eldidézik a vér alvadasat
és aktivalt 4allapotban a kornyezetbe bocsijtjdk az

a-granulumjaikban tarolodo novekedési faktorokat. Az alvadasi



kaszkad végeredményeképp kialakult fibrincsom6é megfeleld
vazat biztosit a felszabadult novekedési faktorok hatasara a
sériilés helyére érkez6 immunsejtek, majd szdveti sejtek
szamara. A szoveti sejtek proliferalédnak és differencialédnak,
végill a szoveti atépiiléssel fejezddik be a regeneracio
folyamata. Az orvostudoményban szdmos vészeparatumot
hasznalnak a regeneraci6 indukalasara, melyek kozil a
legismertebb a vérlemezkében gazdag plazma (PRP) és a
vérlemezkében gazdag fibrin (PRF). Elébbi eldallitasa
véralvadasgatlot tartalmazd csében torténik, majd tobbszori
centrifugaldssal novelik az egységnyi térfogatu plazmaban 1évo
vérlemezkeszamot, végiil pedig kiils6leg hozzdadott marha
trombinnal és/vagy kalcium-kloriddal vagy
fagyasztas/olvasztassal aktivaljak a vérlemezkéket. Végiil a
novekedési faktorokat tartalmazd vérplazmat a sériilés helyére
juttatjdk. Bar a PRP-t szamos klinikai teriileten alkalmazzak,
hasznalata az ortopédidban a legelterjedtebb. Héatranya a
kiilséleg hozzaadott alvadasgatlokbol, vérlemezke
aktivatorokbol és az izolalasi mod egységesitésének hianyabol
ered. A PRF cldallitaisa ezzel szemben iivegfalu,
véralvadasgatldo mentes csében torténik, a vér azonnali
centrifugalasdval. A vérlemezkék az iiveggel érintkezve

aktivalodnak ¢és az alvadas végeredményekeént kialakul a
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sejtmentes ~ vazanyagként  hasznalhat6  fibrin  csomo.
Legelterjedtebb felhasznéalasi teriilete a szdjsebészet és az
ortopédia, f0 hatranya pedig a PRF laza szerkezetébdl adodo
sebészeti varrasnal fellépd szakadas. Kutatocsoportunk a PRP
eldallitasabol adodo hatranyok kikiiszobolésének céljabol hozta
létre a hiperakut szérumot, melyet a PRF csomdbdl torténd
folyadék kinyerésével hoztunk létre, igy semmilyen kiils6leg
hozzaadott anyagot nem tartalmaz. Korabbi eredményeink
alapjan oszteoartritiszes csontveldi mezenchimalis &ssejtek,
eld, mint a PRP. Az oszteoartritisz a leggyakrabban eléfordulod
izlileteket érinté degenerativ betegség, mely kialakuldsdnak
okai maig nem pontosan ismertek. A betegség {6 tlinetének
sokaig a degeneralddott porcfelszint tekintették, de mara jol
ismert tény, hogy patomechanizmusa az egész iziiltet érinti. A
gyulladasos fehérjék fokozott termelddése gatolt matrixfehérje
szintézishez  és  emelkedett  matrix  metalloproteinaz
expressziohoz vezet, mely fokozott szoveti degradaciot
eredményez. Konzervativ terapidgja csak a fajdalmat ¢és
gyulladast képes csokkenteni, mig mitéti eljardssal a
degradalodott porcfelszint potoljak. Regenerativ terapidja

jelenleg leggyakrabban hialuronsav és/vagy PRP intraartikularis



injekcidjaval probalja a gyulladast csokkenteni és a csont-,
valamint porcszdvetet regeneralni.

2. Célkituzések

Korabbi eredményeink alapjan a hiperakut szérum a PRP-nél
hatékonyabban segiti el6 az oszteoartritiszes csontveld eredetii
mezenhimalis  Ossejtek,  oszteoblasztok és  porcsejtek
Promteome Profiler méréseink alapjan Osszetétele eltér a PRP-

tol.

Mindezek alapjan jelenlegi kisérleteinkben a kovetkez6é célokat
tlztik ki:

1. PRP, hiperakut szérum, vérszérum ¢és  vérplazma
Osszetételének kvantitativ 0sszehasonlitdsa iondsszetétel €s az
alakos elemek, valamint gyulladasgatlo fehérjék

mennyiségének mérésével.

2. Komplex, haromdimenzios, oszteoartritiszes térd
szovetmodell fejlesztése, mely tartalmazza a csont, porc €s
szinévium szoveteket.

A kutatocsoportunk altal kifejlesztett orvostechnikai eszkozzel
(hypACT Inject) izolalt hiperakut szérum hatasanak vizsgalata

oszteoartritiszes térd szovetmodellen, kiilonos tekintettel a



szoveti feliiliszo citokin Osszetételének valtozéasara és a szoveti
sejtproliferacido mértékére.

3. A hypACT Inject orvostechnikai eszkdzzel eldallitott PRF
membran  mechanikai  és  biologiai  tulajdonsagainak
Osszehasonlitasa a hagyomanyos vérvételi livegesdvel eldallitott
membranéval, hogy lehetévé tegyilk a szakadas mentes
sebészeti alkalmazast. A fagyasztas/olvasztas és fagyasztva
szaritas hatasanak vizsgalata a PRF membranok mechanikai és

bioldgiai tulajdonségait illetden.



3. Modszerek

3.1. Vérszérum, vérplazma, PRP és hiperakut szérum

osszetételének kvantitativ 6sszehasonlitasa

Vérszérum, vérplazma, PRP és hiperakut szérum izolalasa
A PRP és vérplazma izolalasa EDTA vagy citrat alvadasgatlot
tartalmazo csével tortént, mig a hiperakut szérum ¢€s vérszérum

izolalasa vérvételi tivegesdvel tortént.

Laboratoriumi paraméterek mérése

A kalcium-, magnézium-, kalium-, réz-, cink-, vas-, foszfat-,
natriumionok mennyiségének, alkalikus foszfataz (ALP) enzim
aktivitasanak, valamint a fehérvérsejt, vorosvértest és
vélemezke szamanak és az atlagos vérlemezke térfogat (MPV)
mennyiségének  meghatarozdsa  automata  laboratdriumi

miiszerekkel tortént (n=4).

Fehérje-osszetétel mérése

A gyulladasos és gyulladasgatld fehérjék mennyiségi
meghatarozasa ELISA ¢és multiplex ELISA esszével tortént
(n=8).



3.2. HypACT Inject eszkozzel izolalt hiperakut szérum

hatasanak vizsgalata oszteoartritiszes térd szovetmodellen
Hiperakut szérum izolalas hypACT Inject eszkozzel

Hiperakut szérumot hypACT Inject eszkbzzel izolaltuk, (n=>5,

poolozott).

In vitro térd szovetmodell eloallitasa

Egy 12 lyuki lemez minden lyukanak aljan 5-5 darab
szubkondralis csont és 4-4 darab hialin porc blokkot helyeztiink
el, melyek alapteriilete azonos volt. A lyukakba transwell
inzertet helyeztiink, melynek permedbilis membranjan
0,4 um-es nagysagu porusok voltak Az inzertekbe 2-2 darab
szinovalis membrant helyeztiink, a szinovialis folyadékot pedig
a sejttenyészté oldat helyettesitette. A kisérlet elsé két napjan
IL-1B citokinnel stimuléltuk a szoveteket, majd huméan szérum
albumin és hiperakut szérum tartalmi tenyésztd oldatban

novesztettiik 6ket 6t napon keresztiil.

Szovetek életképességének mérése
A kisérletek 2., 5. és 7. napjan meghataroztuk a szovetek

¢letképességét XTT sejtproliferacios kittel.

Szinovialis folyadékmintak gytjtése



A Kellegren-Lawrence skala szerinti 2-es és 3-as osztalyba
sorolt OA betegektdl (n=19) leszivott felesleges szinovialis

folyadékot -80 °C-on fagyasztottuk.

Szovet tenyésztooldat és szinovialis folyadék mintak citokin
osszetételének mérése multiplex immunoesszével

A szakirodalom alapjan 39 citokint valasztottunk ki a méréshez,
mely megtalalhatd az oszteoartritiszes szinovialis folyadékban
és szerepet jatszhat a betegség patomechanizmusaban. A
szinovalis folyadékmintakat (n=19), valamint a kisérletek sordn
Osszegyujtott feliillusz6 mintadkat az IL-1B stimulalas utan és a
kezelés 3. és 5. napjan (n=12) multiplex immunoesszével

vizsgaltuk.

3.2. Vérvételi iivegesoével izolalt és hypACT Inject
orvostechnikai eszkozzel izolalt vérlemezkében gazdag

fibrin membran tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

Mintael6szészités

A PRF membranokat vérvételi tivegesdvel illetve hypACT
Inject eszkozzel izolaltuk. A fagyasztott/olvasztott PRF
membrant az izolalas utan -20°C-on fagyasztottuk egy ¢jszakan
at, majd +4°C-on olvasztottuk ki. A fagyasztva szaritott
mintakat fél orara -80°C-ra helyeztiikk, majd egy éjszakan at
-54 °C-on, 12 Pa nyomas alatt fagyasztva szaritottuk.
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Szakitoszilardsag vizsgalat

A PRF membranok szakitoszilardtsagat univerzalis teszteld
géppel mértilk meg. A miszer a minta maximalis terhelését
rogzitette, melynél a mintdk elszakadtak, és ebbdl Kkeriilt

kiszamitasra a szakitoszilardsag.

Feliileti és szerkezeti vizsgalat pasztazo

elektronmikroszképpal

A membranok feliiletének mikrostrukturajat glutaraldehides
fixalast ¢és felszallo alkohol sorral torténd dehidratalast

kovetden pasztazo elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

Elé/halott sejtfestés

A PRF membranba fizioldgidsan bedgyazodott vérsejteket
¢lé/halott  sejtfestéssel vizsgaltuk, melyhez Calcein-AM ¢és
ethidium-homodimer festékeket hasznaltunk. A mintakrol

konfokalis mikroszkoppal Z-stack képeket készitettiink.

Mezenchimalis dssejtek életképességének mérése

A csontveld mezenchimdlis  dssejteket 24 lyukq,
letapadasgatloval bevont lemezekre tettilk, minden lyukba Y4
hypACT eszkozzel izolalt membrant, és 'z tivegesdvel izolalt
membrant tettiink, melyeket tomegiik alapjan standardizaltunk.
Ezutan minden lyukba 35 ezer sejtet tettiink. A kisérletek 1., 7.

¢s 14. napjan meghataroztuk a szovetek ¢letképességét XTT
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sejtproliferacios kittel. A membranok nedves tomegét lemértiik
a kisérletek 1., 3., 6., 8., 10. és 13. napjan digitalis analitikai

mérlegen.

Fog iny fibroblasztok sejtek életképesség mérése
Az foginy fibroblaszt sejtekkel megismételtiik a mezenchimalis
Ossejtekkel elvégzett kisérletet, valamint a kisérletek 3., 5. és 7.

napjan  feliilisz6  mintdkat  gyQjtottiink,  melyekben

crer

Plazmin enzim aktivitisanak mérése
A membranok endogén bomlasi képességének meghatarozasara
plazmin enzim aktivitas esszét végeztiink N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-

Lys 4-nitroanilid acetat soval.

Statisztikai analizis

Adatsorunkon D'Agostino-Pearson normalitas  vizsgalatot
végeztiink, majd egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) ¢és
Tukey post hoc teszttel hasonlitottuk Gssze az adatainkat. A
kiilonbségeket p<0,05 esetén vettik szignifikansnak. A
korrelacidanalizist Pearson-féle korrelacios teszttel végeztiik. A
korrelaciot 0,75<r, p<0,05 esetén nagyon szorosnak vettiik. A
statisztikai analizishez Prism 7 szoftvert hasznaltunk. Az

eredményeket pedig atlag + SEM abrazoltuk.
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4. Eredmények

4.1. Vérszérum, vérplazma, PRP és hiperakut szérum

osszetételének kvantitativ 6sszehasonlitasa

Laboratoriumi paraméterek mérése

AZ EDTA felboritotta a PRP ionegyensulyat, kiilonos
valamint gatolta az ALP enzim aktivitdsat. A citrat is okozott
kisebb eltéréseket az iondsszetételben, mig a szérum ¢és
hiperakut szérum ionegyensulya ¢és az ALP enzim aktivitdsa a
fiziologias szinten maradt. A fehérvérsejtszam a citrat PRP-ben
volt a legmagasabb. A vérlemezkék szama szignifikansan
magasabb volt EDTA PRP-ben, mint citrat PRP-ben, mig a
tobbi szérum és plazma mintaban rendkiviil alacsony szamban
fordult csak el6. Az MPV értéke értelemszerlien a szérum és
hiperakut szérum mintdkban nulla volt, mivel itt aktivalt
allapotban voltak a vérlemezkék- tehat membranjuk szétesett.
Az EDTA ¢és citrat PRP kozott nem taldltunk kiilonbséget a

vérlemezke funkcioban.

Fehérje-osszetétel méreése
A szisztémds  gyulladaskeltd  fehérjék  kozel azonos
koncentracioban fordultak el6 EDTA PRP-ben ¢és hiperakut

szérumban, mig Az EDTA PRP szignifikansan t6bb vérlemezke
12



eredeti gyulladasos és angiogenikus fehérjét tartalmazott, mint

a hiperakut szérum.

4.2. HypACT Inject eszkozzel izolalt hiperakut szérum

hatasanak vizsgalata oszteoartritiszes térd szovetmodellen

Az in vitro térd szovetmodell és az in vivo szinovialis

folyadék fehérje-osszetételének osszehasonlitasa

A legnagyobb aranyban a feliiliszoban és a szinovialis
folyadékban is a CD-163 fordult eld, melyet az oszteonektin és
MMP-2 kovetett a sorban. A feliilisz6 €és szinovalis folyadék
fehérje-0sszetételének  hasonldsagat — természetes  alapu
logaritmikus ~ transzforméaci6  utdn  korrelacidanalizissel
vizsgaltuk. A mért 39 fehérje koncentracidja in vitro és in vivo

nagyon erésen korrelalt egymassal (r=0,77; p<0,05)

Szovetek életképességének mérése
A hiperakut szérummal kezelt csont, porc és szinovialis
membran életképessége szignifikansan megndtt az 5. napra a 0.

napi és a human albuminos kontroll mintahoz képest.

Fehérjék koncentraciojanak mérése a szoveti feliiliszoban
A szakirodalom alapjan kivalaszott és vizsgalt 39 fehérjét az
oszteoartritiszben betoltott funkciojuk szerint 6t csoportba

soroltuk:
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Az oszteoartritisz 16 gyulladdsos citokinjeinek koncentrdcioja:
Az IL-8 koncentracidoja szignifikdnsan emelkedett az IL-13
stimuldcié hatasara, mig a hiperakut szérum kezelés utolso
napjara szignifikdnsan csokkent az IL-2, TNF-a, IL-8, IL-12,
IL-15, IL-17 és IL-18 koncentracidja, a 0. naphoz képest.

Az oszteoartritisz gyulladdsos kemokinjeinek koncentracidja:
A hiperakut szérum kezelés utolsd, 5. napjara szignifikansan
csOkkent a CCL-1, CCL-3, CXCL-10 és CX3CL1/fraktalkin

koncentraciodja a 0. naphoz képest.

Az oszteoartritiszben fontos szerepet jatszé gyulladdsgadtlo
citokinek koncentracidja:

A hiperakut szérum kezelés 5. napjara szignifikdnsan
alacsonyabb volt az IL-4 receptor a és IL-13 koncentracioja,

mint a kezelés elott.

Az oszteoartritisz f& matrix metalloproteindz fehérjéinek és az
aggrekan koncentracidja:

A hiperakut szérum kezelés 5. napjara szignifikdnsan csékkent
az MMP-3, MMP-13 ¢s aggrekan koncentracidja a kezdeti
szinthez képest.

A szoveti atépiilés biomarkerjei:

A kollagén 1 alfa 1 és oszteonektin szintje szignifikdnsan nétt a

hiperakut szérum hatasara az 3. napra, mig a RANKL szintje
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szignifikansan csOkkent a kezelés 5. napjara, a kezdeti szinthet

képest.

4.3. Vérvételi iivegesovel izolalt és hypACT Inject
orvostechnikai eszkozzel izolalt vérlemezkében gazdag

fibrin membran tulajdonsagainak o6sszehasonlitasa

Szakitoszilardsag vizsgalat

A mérés alapjan a HypACT PRF anyaga homogénebb, mint az
iivegesOvel izolalt PRF anyaga, mig a szakitdszilardsag értékei
alapjan a fagyasztott HypACT PRF bizonyult a legerdsebbnek,
(n=4).

Feliileti és szerkezeti vizsgalat pasztazo

elektronmikroszkoéppal

A fagyasztott/olvasztott és fagyasztva szaritott membranok
szerkezete kompaktabb volt és kisebb porusokat figyeltiink meg
a fibrin szalak kozott, mint a friss membranoknal. Az izolalas

maddja nem okozott eltérést a membranok szerkezetében.

Elé/halott sejtfestés
El6 sejteket csak a friss membranokon lattunk, mig a
fagyasztott/olvasztott ¢és fagyasztva szaritott membranokon

halott sejteket figyeltiink meg.
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Mezenchimalis dssejtek életképességének mérése

A fagyaszott/olvasztott és fagyasztva szaritott membranokra
szignifikansan tobb sejt tapadt le, valamint az egy hét utan mért
proliferacids érték is magasabb volt. A membranok tomegének
valtozasa kozott nem tapasztaltunk szignifikans valtozast,

(n=4).

Foginy fibroblasztok sejtek életképesség mérése

A fagyaszott/olvasztott és fagyasztva szaritott membranokra
szignifikansan tobb sejt tapadt le, valamint az egy hét utan mért
proliferacios érték is magasabb volt. A sejtek pro-kollagén

termelésében nem tapasztaltunk szignifikans eltérést (n=4.).

Plazmin enzim aktivitisanak mérése
A fagyasztott/olvasztott membranokban a plazmin enzim
aktivitasa szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a friss €s

fagyasztva szaritott membranokban (n=4).
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5. Kovetkeztetések

5.1. Vérszérum, vérplazma, PRP és hiperakut szérum

osszetételének kvantitativ 6sszehasonlitasa

A hiperakut szérum Osszetételét illetden bebizonyosodott, hogy
iondsszetétele kiegyensulyozottabb ¢és a fiziologiashoz kozelebb
all, mint a plazmatermékeké, tovabba az EDTA PRP-nél
szignifikdnsan  alacsonyabb  koncentracioban  tartalmaz

vérlemezke eredetli gyulladasos fehérjéket.

5.2. HypACT Inject eszkozzel izolalt hiperakut szérum
hatasanak vizsgalata oszteoartritiszes térd szovetmodellen

Kisérleteink soran sikeriilt egy komplett o0szteoartritiszes
térdiziileti szovetmodellt 1étrehoznunk, mely hianyp6tld az in
vitro kutatasok terén. Bebizonyosodott, hogy a szdvetmodell
citokinosszetétele nagyban hasonlit az oszteoartritiszes iziileti
folyadék-0sszetételéhez, igy alkalmas lehet a sejtes €s in vivo
kutatasok kozotti szakadék athidalasara. Bebizonyosodott az is,
hogy a hiperakut szérum erds sejtproliferativ hatdst fejt ki mind
az oszteoartritiszes csont, porc és szinovialis membran sejtejire,
tovabba csokkenti az oszteoartritiszre jellemz6 gyulladast, és
képes az IL-1p citokin altal okozott gyulladds ¢és

szovetdegradaciot csokkenteni in vitro.
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5.3. Vérvételi iivegcsovel izolalt és hypACT Inject
orvostechnikai eszkozzel izolalt vérlemezkében gazdag fibrin

Membran tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

A hypACT PRF membran sejtadhézids, sejtproliferacios
tulajdonsagai, tovabba szerkezete ¢és bomlasi sebessége
hasonloak az iivegcsovel eldallitott membranéhoz. Az anyaga
viszont homogénebb, és alakja kedvezébb, mely tulajdonsagok
sebészeti hasznalatra alkalmasabba teszik az iivegcsével
eldallitott membranndl. A fagyasztis/olvasztds kedvezden
befolyasolja a membranok mechanikai ¢és  bioldgiai
tulajdonsagait. Az mezenchimalis 0Ossejtek és  foginy
fibroblasztok letapadasa a fagyasztott membranokon volt a
legnagyobb mértékii, tovabba a plazmin enzim aktivitasa
ezekben wvolt a legalacsonyabb, mely lassabb bomlasi
sebességre utal. Ezenkiviil a fagyasztott/olvasztott membranok
szakitoszilardsaga magasabb volt, mint a tobbi membrané,
kiilondsen az orvostechnikai eszkozzel eldallitott mintak
esetében. A mintak kozil igy a fagyasztas/olvasztasnak
alavetett, orvostechnikai eszkozzel eldallitott PRF membrant
talaltuk a leginkdbb alkalmasnak sebészeti, szovetpotld

alkalmazasra.
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