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1. Bevezetés

A csont egy mineralizalt kotoszovet, amely fontos
szerepet jatszik a szervezetben a lagyszovetek
védelmében, a mozgasban és a csontveld taroldsaban. A
csont egyike azon néhany szovetnek, mely egy-egy
sériilést kovetden képes lehet akar a teljes regeneraciora.
Bizonyos esetekben azonban, ha a vérellaitis nem
kielégitd, keringési elégtelenség, majd kovetkezményes
iszkémia jelentkezik, és a regeneracio elmarad. Ennek
egyik ismert allapota az aszeptikus combfejnekrozis,
amelynek kezelésében a miitéti eljarasok, mint a combfej
felfurasa vagy a csipdprotézis betiltetése fontos szerepet

jatszanak.

A regenerativ medicindban és az ortopédiai
betegségek kezelésében egyre nagyobb teret kapnak a
trombocitdban gazdag vérkészitmények, amelyeket
els6sorban a benniik megtalalhatd novekedési faktorok
miatt alkalmaznak. A trombocitaban gazdag plazma (PRP)
¢€s a trombocitaban gazdag fibrin (PRF) tobbek kozott a
sejtekre gyakorolt proliferacios képességiik miatt segitik
rossz keringésti  szoveti betegségek gyogyitasara
vonatkozdéan kevés adat all rendelkezésiinkre, a
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vérkészitmények pontos szerepe pedig ezekben a

tanulmanyokban nem, vagy alig ismeretes.

2. Célkitiizések

1. Elsdédleges célunk egy human ex vivo modell
kialakitasa volt, amely a végsé foki degenerativ
tiikkrézi a csontiszkémias allapotot.

2. A modell 1étrejotte utan a kiillonbozo vérkészitmények
tanulmanyozasat tiztiik ki célul azt vizsgalva, vajon az
adott vérkészitmény milyen hatassal van a csontiszkémian
atesett, explantatumokon 1évé  sejtek  talélésére,
3. Kovetkezo 1épésként a vérkészitmények osszetételét
kivantuk meghatdrozni, ezért a fehérje- és sejttartalom
meghatdrozasa mellett a vérkészitmények nodvekedési
faktor tartalma is mérésre kertilt.

4. Végil kivancsiak voltunk arra, vajon a
csontexplantatumokra milyen hatassal bir a HAS
(Hiperakut szérum) vérkészitmény iszkémias koriilmény

nélkiil.



3. Modszerek

3.1. PRP izolalasa és kezelése

A PRP vérkészitmény izoldlasahoz 6 ml-es,
véralvadasgatlot, an. EDTA-t (Etilén-diamin-tetraecetsav)
tartalmazd vérvételi csoveket hasznaltunk é&s kettds
centrifugélast alkalmaztunk: Szobahdmérsékleten eldszor
320 g fordulatszdmon 12 percen keresztiil centrifugéltunk.
Ekkor a centrifugalas utan kapott feliiliszot atpipettaztuk
egy centrifugacsobe és 1710 g fordulatszamon tovabbi 10
percig ismét centrifugaltunk. Ekkor eltavolitottuk a
feliilasz6 2/3-adat és a maradék 1/3-ad réteget jol
felszuszpendalva jutottunk a PRP-hez, melyet a
tovabbiakban nativ PRP-nek hivunk. Kisérleteinkben ezen
kiviil 1 kU Cleaxane-nal heparinizalt PRP-t, kiilonb6z6
vagy fagyasztassal/olvasztassal aktivalt PRP-t is
hasznaltunk.

3.2. HAS izolalasa

A Hiperakut szérum (HAS) kinyerése a PRF
izolalasaval kezd6édik. Nativ, 6 ml-es vérvételi csébe
vénas vért vesziink, majd 1710 g fordulatszamon 5 perc

centrifugalds utan a kivalt PRF csomot egy csipesz
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segitségével kiemeljiik. A PRF csom¢ tartalmat ezutan
ovatosan kipréseljiik és a préselt savo jelenti a HAS

vérkészitményt.
3.3. Csontexplantatumok

A szoveti iszkémia modellezéséhez sziikséges csontokat
oszteoartritiszben, primer coxartrozisban szenvedd
betegek protézisbeiiltetése soran nyertiik. A miitét kozben
eltdvolitott combcsontfe] kozepébdl, a femurfej belsod
részébdl mitéti korlilmények kozott sebészi  vésd
segitségével 40 db, nagyjabol 7 mg tomegl csontot
metszettiink ki betegenként. Az explantatumokat ezutan
37 °C-on és 5% CO2 tartalom mellett Un. tenyésztd
médiumban (1 g/l gliikéz tartalmti Dulbecco's Modified
Eagle Medium, 1% penicillin-sztreptomicin ¢és 10%
magzati szarvasmarha-szérum) tarolva 3 napon keresztiil

inkubaltunk.

3.4.Iszkémias allapot létrehozasa oxigén-gliikoz

deprivacio segitségével

Az operaciotol szamitott 3. napon a csontszoveti
iszkémiat oxigén és gliikdz egyiittes megvonasaval, Un.

oxigén-glilkoz deprivacioval (OGD) modelleztik a
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ZEISS LSM mikroszkép Pecon inkubécids, zart
rendszerével, ahol Nz gdz segitségével 0,5% ald
stillyesztettiik az Oz szintet. Pontos adat nem allt
rendelkezésiinkre az iszkémia idejére vonatkozoan, ezért
tobb id6tartamot is kiprobaltunk: 1, 2,5, 3,5, 4,5 és 7 6ran

keresztiil tartottuk fent az iszkémias allapotot.

3.5. Csontexplantatumok kezelése PRP-vel, HAS-sal és

rekombinans novekedési faktorokkal

A nativ, a heparinizalt és a heparinizalt-aktivalt PRP
vérkészitményeket a korabban leirt tenyészté médiumhoz
1:4 aranyban adtuk az OGD-t kovetden az operaciotol
(OP) szamitott 9. napig. Egy kisérletsorozatban pedig a
PRP-t 1:8 illetve 1:2 aranyban juttattuk a tenyésztd

médiumhoz. Mérés az OP 6. €s 9. napjan tortént.

A HAS vérkészitményt kiilonboz6 1dépontokban
adtuk a csontexplantditumokhoz, mely 3 mérési csoportot
eredményezett: az elsé csoport csupan az OGD ideje alatt
részesiilt HAS kezelésben, a masik csoport mar az
operacid napjatol egészen a 9. napig, a 3. pedig csak az
OGD utan kapott HAS vérkészitményt az OP 9. napjaig.
Meérés az OGD utan rogton, illetve az OP 6. és 9. napjan

tortént.



Az explantatumokon 1évé  sejteket nemcsak
vérkészitményekkel teszteltiik, hanem csontosodast
elosegitd novekedési faktorokkal is. Ezek a csoportok
OGD-t kovetden 5, 50 és 500 ng/ml koncentracioja BMP-
2, BMP-7 vagy PDGF rekombinans novekedési faktorral
lettek kezelve, illetve 10, 100 és 1000 ng/ml dézisu PF-4
novekedési faktorral. Ebben a mérési sorozatban az OP 9.
napjan mértiik a sejtek életképességét. Minden esetben 3
naponta cseréltiik az inkubalé oldatokat médiummal és

novekedési faktorral/frissen izolalt vérkészitménnyel.

A csontexplantaitumokon 1évo sejtek életképességét
kvalitativ. modon az ¢lé sejteket jelold calcein-AM
(excitacid/emisszio: 494/517 nm, zold, koncentracio:
1:2000, 37°C, 5 perc) és a halott sejteket jel6lé ethidium
homodimer (excitacidé/emisszio: 528/617 nm, vOros,
koncentracio:  1:500, 37°C, 5 perc) sejtfestékek
segitségével elemeztik ZEISS LSM konfokalis,
fluoreszcens mikroszkop felhasznalasaval. A metil-tiazol-
tetrazolium (MTT) sejtproliferacidos esszé a kvantitativ
meghatarozast tett lehet6vé: a csontmintakat 1 oran
keresztiil MTT oldatban (0,5mg/ml) inkubaltuk 37 °C-on
5% CO: tartalom mellett, majd az 1 6ras izopropanolos
oldast kovetden spektrofotométer felhasznalasaval mértiik
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az oldat denzitasat. A kapott érték (mértékegysége:
Arbitrary Unit: AU) aranyos a metabolikusan aktiv sejtek
szamaval, amelyet ezutdn az explantditumok szaraz

tomegével korrigaltunk.

3.6.Vérkészitmények osszetételének meghatarozasa

A vérkészitmények novekedési faktor tartalmat az un.
Proteome Profiler Huméan Angiogenezis Kit segitségével
hataroztuk meg, mely lehet6vé tette 55 kiillonbozoé, human
angiogenezishez kapcsolodd fehérje expresszidjanak
egyidejii kimutatdsat. A vérkészitmények fehérje- és
sejttartalmat Beckman Coulter AU5800 automataval ¢és
Sysmex XT 4001 késziilekkel mértiik le.

3.7. HAS hatasa OGD-n at nem  esett

csontexplantatumokra

A csontexplantatumokat 10% (v/v) HAS-t vagy 10%
(v/v) FCS oldatot tartalmaz6 médiummal kezeltiink 5
napon keresztiil, majd Hematoxilin-eozinnal, Von
Kossaval és Masson trichrommal festettiink. A kontroll
csoport az operacio napjan FCS oldatban fixalt,
kezeletlen csontmintakat jelentette. A  festések

kiértékelése Nikon Eclipse 801 fénymikroszkoppal
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tortént. Az elemzés a csontban taldlhaté mineralizalt
szovet, az oszteoid szdvet és az oszteoblasztok jelenlétére

0sszpontositott.

4. Eredmények
41. Az oxigén-gliikoz deprivacio csokkenti a

csontexplantatumokon 1évo sejtek életképességét

A kiilonb6z6 iszkémids idOtartamokat tesztelve azt
tapasztaltuk, hogy a 7 6ras OGD idé okoz egyértelmii
karosodast a kontroll, OGD-n at nem esett csoporthoz
képest, mely kiilonbség a sejtek életképességét vizsgalva
szignifikdns mértéket mutatott (Kontroll csoport:
129,80+7,98 AU (n=48), OGD csoport: 40,67+1,89 AU
(n=48), p<0,0001, t-teszt).

4.2. A PRP vérkészitmény nem képes megvédeni a

sejteket az OGD hatasatol.

Sem a nativ, sem a heparinizalt PRP hozzaadasa nem
tudta megallitani a csontmintdkon 1évé  sejtek
¢letképességének csokkenését, vagy helyredllitani a
proliferacios  kapacitast ~ (n=18/csoport).  Hasonlo
eredményt kaptunk a heparinizalt-kiilonb6z6 modon

aktivalt PRP  esetében is (n=12/csoport). A
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legkoncentraltabb PRP addsa sem novelte a
posztiszkémian atesett sejtek szamat (n=6/csoport). A
statisztikak soran egyutas ANOVA-t, Tukey-féle poszt

hoc tesztet hasznaltunk.

43. A HAS vérkészitmény noveli a sejtek

proliferacigjat OGD-t kovetden.

A HAS hozzdadasa helyredllitotta a csontsejtek
proliferacios képességét az OGD utan. A sejtek
¢letképessége szignifikdnsan magasabb volt a HAS-sal
kezelt csoportban, mint a kezeletlen OGD csoportban az
OP-t61 szamitott 9. napon (n=30/csoport; p<0,0001). Ez a
proliferaciés hatas még jelentésebb, ha a HAS
vérkészitményt mar az operacid napjatol adtuk a
csontmintakhoz. Ebben az esetben mar az OP 6. napjan
szignifikans kiilonbség mutatkozott a kezeletlen, OGD-n
atesett ¢és a HAS-sal kezelt csontmintdk kozott
(n=24/csoport, p<0,01), mely kiilonbség fokozodott az OP
9. napjara (p<0,0001) (Egyutas ANOVA, Tukey-féle
poszt hoc teszt). Ha azonban kozvetleniil az OGD utan
mértiik a HAS hatdsat, nem volt szignifikans novekedés
az életképes sejtek szamaban (OGD csoport vs. HAS
csoport, n=24, t- teszt). A HAS elsddleges hatasa tehat a
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posztiszkémias proliferacio helyreallitasa, nem pedig az

OGD okozta akut karosodas elleni védelem.
4.4. A vérkészitmények sejt- és fehérjetartalma

Az azonos donorokbol kinyert HAS ¢és PRP
vérkészitmények hasonl6 adatokat mutatnak teljes fehérje,
albumin és IgG koncentracioé tekintetében, a HAS azonban
hemoglobint, fibrinogént, vords-és fehérvérsejteket nem
tartalmaz. Mig a PRP magas trombocitaértéket mutatott
(2354,50+£90,50 G/1, n=2), addig a HAS vérkészitményben
alig fordult el6 trombocita (1,33 £ 0,33 G/1, n=3).

4.5. Novekedési faktor tartalom

A Proteome Profiler angiogenezis esszében szerepld
55 analit mindegyike jelen van a PRP és HAS
vérkészitményekben, de szignifikansan eltérd képet mutat
az aldbbi 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 (p<0,0001)
¢és a VEGF (p<0,0001) a PRP-ben mutathat6 ki nagyobb
mennyiségben, mig a PF-4 (p<0,0001), a Serpin E1
(p<0,0001) és a TIMP-1 (p<0,0001) a HAS-ban (Kétutas
ANOVA, Bonferroni teszt).
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4.6. Rekombinians novekedési faktorok regenerald

tulajdonsagai

Csontosodast eldsegitd rekombinans
novekedési faktorok hatdsat is vizsgaltuk arra
vonatkozoan, vajon képesek-e az OGD-n atesett sejtek
¢letképességén javitani. A BMP-2 (p<0,01), a PDGF
(p<0,0001) ¢és a PF-4 (p<0,05) legnagyobb
koncentracioban torténd felhasznalasa, valamint a HAS
vérkészitmény (p<0,01) adésa szignifikdnsan nagyobb
¢letképességet eredményezett az OGD-n atesett,
kezeletlen csoporthoz képest (a BMP-7 tendecidzus
kiilonbséget mutatott). A HAS vérkészitmény hatdsat
Osszehasonlitva a ndvekedési faktorok hatasaival nem
talaltunk a csoportok ko6zott szignifikans kiilonbséget,
tehat hasonldé mértékben hat a HAS veérkészitmény az
iszkémian atesett sejtekre, mint az irodalomban mar
bizonyitottan csontregeneralodast eldsegitd ndvekedési

faktorok (Egyutas ANOVA, Tukey-féle poszt hoc teszt).

4.7. Hisztolégia eredménye

Azok a csontexplantitumok, amelyek 5 napon

keresztiil HAS vérkészitményt is tartalmazo tapkozegben
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inkubalodtak, jobban megdrizték csontintegritasukat,
egységesebb szoveti képet mutattak, mint a kontroll és az

FCS-sel kiegészitett tapkdzegben tartott csontmintak.

5. Kovetkeztetések

1. Eredményeink azt mutatjak, hogy a combfejnekrozis
rossz keringésti kornyezetét 7 Oras oxigén-gliikoz
megvonassal (OGD) lehetséges modellezni. Ez elegendd
id6, hogy a combcsontfej explantatumokon 1évé sejtek
szignifikans mértékben karosodjanak a kontroll, OGD-n 4t
nem esett csoporthoz képest.

2. A 7 ords OGD-n atesett explantitumokat ezutan
kiilonb6z6 vérkészitménnyel és rekombinans novekedési
faktorral kezelve az alabbi hatast észleltiik:

a. A PRP kezelést nativ, heparinizalt, heparinizalt-
aktivalt és heparinizalt-kiilonboz6 koncentracioban adva
méréseink alapjan megallapithatjuk, hogy az altalunk
hasznalt rendszerben a PRP-nek nincs pozitiv hatasa a
posztiszkémias sejtekre.

b. Ezzel ellentétben a HAS szignifikdnsan ndveli a
sejtek ¢életképességét iszkémia utan. Elegendd kozvetleniil
az iszkémias periodust kovetéen adnunk a HAS
vérkészitményt, ugyanis mar ekkor is mérhetd annak

pozitiv hatdsa. Ha mar az operacio napjan HAS kezelésben
13



részesitjik az explantaitumokat, az iszkémian atesett
sejtekre gyakorolt kedvezd hatasa csak fokozottabb lesz.

c. A BMP-2, PDGF ¢és PF-4 rekombinans
novekedési faktorok legnagyobb koncentracidjaval
kezelve a posztiszkémias sejteket azok életképessége ¢€s
proliferacioja a HAS-hoz hasonléan szignifikdnsan
noévekvo értéket mutat a kezeletlen, OGD-n at nem esett
csoporthoz képest (BMP-7 esetében tendencidzus
emelkedés). A HAS kezelést Osszehasonlitva a tobbi
novekedési faktorral nem talaltunk szignifikdns eltérést,
ezért a HAS hasonlo mértékii hatast fejt ki az iszkémian
atesett sejtekre, mint a csontosodast eldsegitd ndvekedési
faktorok.

3. A vérkészitmények Osszetételében kerestiik a valaszt,
amely a posztiszkémias sejtekre gyakorolt hatasukat
magyarazhatja.

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

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

koncentracioban van jelen a PRP-ben.
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— A PF-4, Serpin El, TIMP-1 ¢és a
Thrombospondin-1 szignifikansan

magasabb értéket mutatott a HAS-ban.

b. A vérkészitmények sejt- és fehérjetartalmat

vizsgalva lattuk, hogy a HAS-ban nincs jelen sem
hemoglobin, sem fibrinogén, tovabba Iényegesen
kevesebb trombocita talalhato benne, mint a PRP-ben.
4. A hisztologiai elemzés soran, ahol OGD-n 4t nem esett
explantatumokat  kezeltiink HAS-sal ¢és FCS-sel,
megallapitottuk, hogy a HAS kezelés jobban megbrzi a
csontexplantdtumok szdveti épségét.

Kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a PRP a
magas novekedési faktortartalom és trombocitaszam
ellenére nem mutat pozitiv hatast az iszkémidn atesett
sejtek proliferacidos képességére, mig a HAS ezzel
ellentétben igen. A vérkészitmény kedvezd hatasa tehat
nem a magas trombocitaszdmban, hanem az eltérd
novekedési faktortartalomban keresendd.

A HAS hatékony ¢és konnyen izolalhato, igy
megkisérelhetd az alkalmazédsa csontszéveti nekrdzisok
kezelésében, mely hozzéjarulhat 1j, lehetséges terapiak
kialakitasahoz, de tovabbi vizsgalatokra van sziikség a

hatasmechanizmusok tisztazasahoz.
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