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1. Bevezetés

A felnétt populacié izlleti porcsértlése rendkivil gyakran eléforduld probléma
a mozgasszervi sebészetben. Az érett izlleti porcszdvet taplalasa - mivel avascularis,
bradytrop szovetrél van szd - specialis, leginkabb diffuzidéval térténik a synovialis
folyadékbdl. Az izlleti porc elhelyezkedése, illetve a ra hatd eréviszonyok mértéke és
sokfélesége miatt fokozottan sérulékeny. Sérllékenységével forditott aranyban
azonban a regeneracios képessége elenyész6. Ha az izllet tehervisel6 felszinén
porcsérulés keletkezik, akkor varhatdé annak kiterjedése mind méretben, mind
mélységben, akar a subchondralis csontot is elérve, végll pedig az arthrosis
kifejlédése. A porckarosodasok nagyobb hanyada az izlletek terhel6 felszineit érinti,
melynek fokalis, chondralis és osteochondralis defektusai gyakran okoznak
megterhelést a mozgasszervi betegek szamara. Az izlleti porcsérulések csoportjan
belll célszerli megkulonboztetni az osteoarthritis talajan kialakuld, gyakran idésebb
populacidban jelentkez6 porcdegeneraciot, és a gyakran traumas behatasra, altalaban
fiatalabb életkorban létrejové kordlirt porcdefektusokat. A porcdefektusok mutéti
megoldasara a porcszoveti rekonstrukcios eljarasok egyre szélesed6 tarhaza jelenthet
alternativ. _megoldast. A porcdefektusok mutéti kezelési lehetéségei, a
porcfelszinképz6 eljarasok a porcléziok megszintetésére térekednek, mely soran
egyrészt csontveld-stimulacids, masrészt rekonstrukcios iranyvonalat kdvetnek. Ilyen
eljarasok a teljesség igénye nélkul a periosteum-perichondrium lebenyek atultetése,
abrasios arthroplastica, subchondralis felfuras, microfractura, osteochondralis auto- és

allograftok visszaultetése, vagy a mozaikplasztika.

A rekonstrukcios eljarasok kozé illeszkedik az autolég chondrocyta implantacio
(ACI) is, amely a fokalis porcdefektusok els6, valédi biolégiai, szbvettenyésztésen
alapulé megoldasi lehetésége. Az ACI technika két mitéti beavatkozasbal all. Az elsé
Iépésben arthroscopos porcbiopszia torténik az izllet nem tehervisel6 felszinérdl,
majd a porcminta laboratériumba kerllésekor enzimatikus, fragmentacios-
porcsejtizolacios lépések kovetkeznek kollagenazok felhasznalasaval, majd a primer
sejthalmaz szaporitasa az expanziét elésegité tenyésztékézegben, specialis fizikai

koriimények mellett valdésul meg. A hosszabb id6étartamu sejttenyésztés soran a
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chondrocytak elveszithetik a jellemzd sejtes megjelenésuket, dedifferencialédhatnak
és fibroblastokra jellemzé strukturat alakithatnak ki. Ezen valtozas elkerllése céljabol
van szukség a folyamatos sejttenyészet-kontrollra, a chondrocyta sejtek
morfolégiajanak vizsgalatara mikroszkopos modszerekkel, illetve a porcsejtekre
specifikus molekulak, mint példaul a Il. tipusu kollagén (COL2A1), aggrecan, cartilage
oligomeric matrix protein (COMP), illetve az ezeket kodold6 mRNS-k kvantitativ
analizisére. A megfelel6 ideig tenyésztett, stabil min6éséget mutatd, és a beultetéshez
szukséges  sejtszamot  elért  porcsejttenyészeteket  kulonféle rogzitési
mechanizmusokkal, kulonb6z6 technikakkal Ilehet visszajuttatni az eredeti
porcdefektus helyére egy masodik operativ beavatkozas soran. A Il. generacios ACI
technika esetében a kivett és tenyésztett chondrocytakat nem periosteum réteg, vagy
kollagén membran ala injektaljak, mint az |. generaciés ACI esetén, hanem egy
biodegradabilis hordozo fellletre viszik ra. Ez a technika haromdimenzidés matrixokat
hasznal, amelyek karrierként és egyuttal aktiv kdrnyezetként is funkcionalnak a
chondrocytak szamara. Az ACI technika alkalmazasanak komoly kritériumrendszere
van, és a beavatkozast kovetben is szigoru utankovetés javasolt. A posztoperativ
utankodvetés magaban foglalja a klinikai funkcionalis tesztek, az izlleti magneses
rezonancias képalkotd (MRI) vizsgalatok elvégzését, a porcdefektus makroszkdpos
megitélését az un. ,second-look” arthroscopia soran, illetve az arthroscopia soran vett

biopszia hisztologiai vizsgalatat.

Az izlleti porcban normal koérilmények kozott pontos egyensuly all fenn a
porcszintézis és -degradacio kozott, hogy a porcszovet fenntarthassa fizioldgias
egységét és eredeti funkcidjat. Az apoptosis, mint programozott sejthalal fizioldgias
korilmények kozott is fontos regulald tényezd a porcszovet-specifikus struktura
fenntartasaban. Az izlleti porcsérilések regenerativ ellatasa kapcsan a chondrocyta
sejttenyészetben, illetve magaban az atlltetett porcszévetben is kiildondsen fontos a
sejthalal megel6zése és minimalizalasa, a viabilis porcsejtek jelenléte a belltetés

hatasfokanak megtartasa érdekében.



. Célkitiizések

ACI technika alapjaul szolgalo biotechnolégiai sejttenyészté labor felallitasa; sertés
és human chondrocytakon végzett sejttenyésztési vizsgalatok és a chondrocyta
tissue engineering technika megalapozasa

Porcsejttenyésztés minéseégi kritériumainak kovetése: a tenyésztett chondrocytak
mikroszkopos értékelése, génexpresszidos valtozasok feltérképezése PCR
modszerrel

Az ACI technika jogi hatterének, beultethet6ségi viszonyainak 6sszehasonlito
vizsgalata kulonb6z6 orszagok jogrendszerében

Hazai viszonyokra adaptalhaté ortopédiai szakmai Kkollégiumi allasfoglalas
kidolgozasa az ACI technika alkalmazasara

Chondrocyta viabilitasi vizsgalatok a klinikai gyakorlatban alkalmazott
kortikoszteroidok és lokal anesztetikumok felhasznalasaval, in vitro és ex vivo
modszerekkel

Sertés és human chondrocytak viselkedésének vizsgalata haromdimenzids matrix
rendszerekben

l. és Il. generaciés ACI technikak vizsgalata allatkisérletes korilmények kdzott, juh
és sertés modellekben

Lamellalt, augmentalt felszini porc allograft beultetése sertés modellekben, Uj
porcszoveti lamellalogép kifejlesztése és vizsgalata

Osszehasonlito allatkisérletek kiilonféle porcpotlasi modszerek alkalmazaséaval

Az ACI technika bevezetése human beteganyagon



3. Anyagok és moédszerek

3.1.Biotechnoldgiai sejttenyésztd labor felallitdsa, chondrocyta tissue engineering,

porcsejttenyésztés mindséqi kontrollja

Az allatkisérletes porcszoveti mintaink mintavételi helye és az allatkisérleteink
szinhelye a Kaposvari Egyetem Agrar- és Kornyezettudomanyi Karanak
Takarmanyozastani Tanszéke volt. Az izuleti porcszoveti mintakat a sejttenyésztéshez
ivarérett, néstény juhok, és him sertések intakt femur condylusainak nem terhel6
felszinér6l nyertuk. A human eredeti chondrocytakat szdvetbankbol szarmazoé
cadaverekbdl, illetve a PTE Ortopédiai Klinika betegeinek intraoperativ anyagaibdl
szarmazo mintak felhasznalasaval nyertik. Biotechnoldgiai sejttenyésztd laborunkat a
PTE AOK Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetében allitottuk fel, ahol a kivett
porcfragmentumokbdl  specialis  tenyésztémédium felhasznalasaval sorozatos
porcsejttenyésztéseket inditottunk. A tenyésztett chondrocytdak morfoldgiajanak
megitélésére minden passzazs utan fénymikroszképos vizsgalatokat, mig a
chondrocytak esetleges génexpresszidés valtozasanak feltérképezésre reverz
transzkriptdaz PCR modszert végeztink COL2A1, aggrecan, valamint a COMP

vonatkozasaban, a béta-actin kontrollja mellett.

3.2.Chondrocyta viabilitasi tesztek lokal anesztetikumok és szteroidok

felhasznalasaval

Viabilitasi tesztjeinkhez in vitro human chondrocyta sejtkultirakat, illetve ex vivo,
human osteochondralis blokkokat hasznaltunk. Mind a chondrocyta sejtkulturakat,
mind az osteochondralis blokkokat random 10 kulénb6z6 csoportra osztottuk, és az
egyes sejtcsoportokat/blokkokat betamethason, prednisolon, lidocain, bupivacain, és
ropivacain oldatokkal kezeltik onmagukban, illetve a kovetkez6 kombinacidkban:
betamethason/lidocain, betamethason/bupivacain, betamethason/ropivacain,
prednisolon/lidocain. Kontrollként PBS oldatot hasznaltunk. A chondrocyta
sejtkulturakban észlelhetd sejthalalt flow cytometria segitségével értékeltuk
fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-jeldlt annexin-V, és propidium-jodid (Pl) festést
kovetden, mig az osteochondralis mintakban kimutathato apoptosist és necrosist TdT-
medialt dUTP nick-end labeling (TUNEL) - assay segitségeével vizsgaltuk.



3.3. Chondrocytak viselkedése haromdimenzidés matrix rendszereken, |. és |l.

generacios ACI allatkisérletek

A megfeleld, 1-2x107 sejtszamot elért, P4 passzalt, expandalt sertés és human eredet
chondrocyta szuszpenzidkat haromdimenzids, Soft PGA Felt matrix fellletére vittlk
fel, és fibrinogén/thrombin segitségével fixaltuk. A matrixra Ultetett porcsejtek
eletképességének és térbeli elhelyezkedésének vizsgalatara mikroszkopos analizist
végeztunk, mig a chondrocytak aktivitasara jellemzé COL2A1, aggrecan, COMP
markereket, illetve az I. tipusu kollagén génexpresszidjat PCR mddszerrel elemeztik.

ACI allatkisérleteink elsé felében ivarérett, ndivaru juh modelleket vizsgaltunk,
majd Kkisérleteinket himivaru sertések egyoldali térdizlleteiben a medialis
femurcondylus terhel6 felszinén Iétrehozott porcdefektusok kezelésével folytattuk. Az
|. generacios ACI modszer soran a sertések tibigjarol vett periosteum lebenyt TissuCol
fibrinragasztd biztositasa mellett varrtuk vissza a porcdefektus terlletére, és a
periosteum lebeny ala injektaltuk a chondrocyta sejtszuszpenziét. A Il. generacios ACI
kisérleteinkben az expandalt chondrocyta sejtszuszpenziét Soft PGA Felt matrix
fellletére vittlk fel, majd magat a matrixot varrtuk vissza a porcdefektus helyére. A
képz6dott szovetet 24 hét elteltével vizsgaltuk makroszképos és mikroszkopos
modszerekkel. Makroszképos vizsgalataink soran az International Cartilage Repair
Society (ICRS) szerinti értékel6 skalat hasznaltuk, mig a hisztolégiai analizis céljara a
defektus helyérdl kivett osteochondralis biopszia mintakat Haematoxylin-eosin (HE),
illetve Perjodsav-Schiff (PAS) festés utan az ICRS-I. szovettani vizualis értékeld skala

segitségével elemeztuk.

3.4.Feluletnovelt, lamellalt porc allograft vizsgalata, porcszoveti lamellalogép

kifejlesztése

A porcmintdinkat egy specialis, erre a célra altalunk kifejlesztett, és szabadalmi
folyamatban védelem ala helyezett eszkdzzel nyertik, amely a porcfelszin
domborulatanak pontosabb kdvetését tette lehetévé. A porcgraftokat tobb iranyban,
200 pm-ként szintén egy specidlisan kifejlesztett vagoéeszkdzzel, parallel futd
vagasokkal lamellaltuk. A csontos felszin fel6li bevagasok a mélyebb rétegeken
athaladtak, de nem kompromittaltdk a porc felszini rétegét, igy egy deformalhato
alapot kaptunk, amely nagymértékben augmentalt felszinnel rendelkezett. A lamellalt
porc allograftokat a primer porcdefektus helyén rogzitettiik, majd 6 és 24 hét elteltével
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vizsgaltuk az ujonnan képz6dott regeneracios szovetet ICRS klasszifikacio szerinti
makroszkopos értékeld skala segitségével, illetve fénymikroszkopos vizsgalatokkal,
HE és PAS festéssel.

3.5.Osszehasonlitd allatkisérletek tobbféle porcpotlasi médszer alkalmazasaval

Sertés modelljeinkben a kovetkez6 négy porcpétlasi technika 6sszehasonlitd
eredményeit vizsgaltuk: microfractura, |. és Il. generacios ACI mddszerek, illetve a
lamellalt chondrograft. A kontrollként szolgalé csoportban a fokalis porcdefektust
kezeletlenil hagytuk. A beavatkozasok utan 24 hét elteltével makroszképosan
értékeltiuk a porcdefektus helyén képz6dott szoveteket ICRS beosztas szerint. A
hisztologiai analizis céljara az érintett teruletrél vett osteochondralis biopszia mintak

értékelésére az ICRS-I. szovettani vizualis értékel6 skalat hasznaltuk.

3.6. Autolédg chondrocyta implantacid human bevezetése

A human porcpétlas elvégzésére egy 33 éves sportolo férfi beteg esetében kertlt sor,
akinek térdiziletében a medialis femurcondylus jelentés méreti chondralis defektusat
potoltuk két Ulésben, sajat porcfragmentumbdl tenyésztett chondrocytakkal, melyeket
a ll. tipusu ACI technikat alkalmazva, hordozé PGA matrix felszinére vittink fel, majd
varroanyaggal és szOvetragasztéval fixaltunk. A beavatkozast kdvetd 6, 12 és 24
honap elteltével vizsgaltuk a térdizileti funkcidkat a Kklinikai Lysholm beosztas
hasznalataval, illetve ezen tul MRI képalkotassal is elemeztik a porcdefektus helyén

képzddott szovet integraciojat 6 és 12 hénap elteltével.

4. Eredmények

4.1. Chondrocyta tissue engineering, porcsejttenyésztés mindséqi kontrolljia

Kisérleteink kezdetén juh, majd sertés és human chondrocyta sejtkulturakat
inditottunk. A juh, és sertés eredetli chondrocytak rovidebb idd alatt érték el a
megfelel6 sejtslirlséget, mig a human porcsejtek egyenletesebb, megbizhatdbb
sejtszaporodasi karakterisztikat mutattak az idé fliggvényében. A chondrocyta

sejttenyésztések minden passzazsa utan elvégzett morfoldgiai ellenérzés soran a



tenyésztés elbrehaladtaval egyre inkabb fibrocytakra jellemzé karaktert figyeltink
meg. A hyalin porcsejtekre jellemzé 6 marker, a COL2A1 relativ génexpresszidja PCR
vizsgalatainkban fokozatosan és szignifikansan csokkené tendenciat mutatott,
kildndésen a negyedik sejtpasszazst elérve. Ezzel parhuzamosan a COMP és az
aggrecan génexpresszios szintje is csoOkkent, mig a béta-actin expresszidja

housekeeping funkciot betdltve viszonylag allando szintet mutatott.

4 .2.Chondrocytak viabilitasa lokal anesztetikumok és szteroidok hatasara

4.2.1. In vitro eredmények chondrocyta sejttenyészeteken

A lidocainnal torténé 24 oOras kezelés kozel 20%-0s apoptosis-ratat mutatott, a
ropivacain-kezelés dnmagaban hozzavetblegesen 40%-0s sejtnecrosist idézett eld,
azonban a haromféle vizsgalt lokal anesztetikum kozul a bupivacain bizonyult a
leginkabb cytotoxikusnak, tekintve, hogy kézel 100%-0s sejtnecrosist okozott a 24 6ras
kezelés. A betamethason és a prednisolon hatasa hasonl6 karakterisztikat mutatott a
sejthalal indukciojaban, korulbelul 20%-o0s sejthaldlt idézve el6. A betamethason-
lidocain kombinacié mar 6 oras kezelés utan is jelentdsebb mértékli apoptosist
okozott, a két anyag altal kildén-kilon eléidézett hatasokhoz képest. E kombinacio a
necrotikus sejtek aranyat is szignifikansan emelte, tekintve, hogy a 24 6ras expozicio
soran a sejtek 83%-a bizonyult necrotikusnak. A prednisolon-lidocain kombinacio 2,
illetve 6 oras expozicidja nem okozott jelentds valtozast az apoptosis- és necrosis-
rataban, am az apoptotikus sejtek szazalékos aranya a 24 oras kezelést kovetéen
elérte a 65%-ot, mig a necrotikus sejtek aranya a 25%-ot. A betamethason-bupivacain
illetve a betamethason-ropivacain kombinaciok altal okozott necrosis-rata bizonyult a

legmagasabbnak, mivel majdnem elérték a 100%-o0s sejthalalt.

4.2.2. Ex vivo eredmények osteochondralis mintakon

Az osteochondralis mintak esetében az 6nmagukban alkalmazott glikokortikoidok, és
lokal anesztetikumok hatasa csupan a porcszovet felszinesebb rétegét érintette. A 24
oras lidocain-kezelés soran a TUNEL-assay az O0sszes sejt 16%-at kitevd meérteki
sejtelhalast mutatott a mintak felszini porcrétegében, mig a mélyebb rétegekben a
chondrocytak viabilitast mutattak. A betamethason-kezelés énmagaban csak minor
cytotoxikus hatast (sejtek 3%-a) mutatott, mig a prednisolon-expozicié utan a TUNEL-
pozitiv sejtek (22%) a porcréteg felszini harmadaban voltak észleheték, a mélyebb
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zénakban nem. A prednisolon-lidocain kombinalt expozicié szamtalan, random mddon
elhelyezked6 elhalt sejtet mutatott, melyek a minta egész mélységében észlelhetdk
voltak (36%). A nem viabilis chondrocytak aranya a betamethason-lidocain
kombinacios kezelést kdvetéen hasonlé karakterisztikat mutatott (32%), azzal a
kuldnbséggel, hogy a sejthalal inkabb a porc felszini rétegére korlatozédott. A
glukokortikoid-lokal anesztetikum alkotta kombinaciok szignifikdansan magasabb
sejthalalozasi ratat mutattak az osteochondralis mintakban, mint a glukokortikoidok

vagy a lokal anesztetikumok dnmagukban adva.

4.3.Chondrocytak viselkedése matrix rendszereken, |. és |l. qgeneraciés ACI

allatkisérletek

Az expandalt sertés és human eredetli chondrocyta szuszpenzidkat Soft PGA Felt
sejthordozé matrixokra Ultettik vissza, és az igy létrehozott egységek mikroszkdpos
vizsgalata soran a matrix szalaihoz nagymeértékben asszocialédott chondrocytakat
talaltunk. A porcsejtek térbeli elhelyezkedése - kihasznalva a matrix térbeli viszonyait
- mindinkabb haromdimenziés szerkezetet mutatott. A PCR vizsgalatok tanusaga
szerint a matrixra Ultetés el6tt a chondrocytak COL2A1, aggrecan, és COMP relativ
génexpresszioja egyertelmlien csokkend relativ értékeket mutatott az id6, illetve a
sejtpasszazsok elérehaladtaval. A porcsejtek matrixra Ultetését kovetéen a markerek
relativ génexpresszios értékeinek ujboli emelkedd tendenciajat észleltik. A matrixra
Ultetett chondrocytak COL2A1 génexpresszidja tobb, mint egyharmadaval nétt, a
COMP expresszidja majdnem kétszerese lett, mig az aggrecan-expresszidja szintén
tobb, mint egyharmadaval lett magasabb a matrixra Ultetés el6tti allapottal
Osszehasonlitva. Ezzel szemben az |. tipusu kollagén génexpresszidés értékei
dramaian, majdnem felére csdkkentek.

Az |. és Il. generacidés ACI kisérleteinket els6ként juh modelleken végeztuk,
azonban ugy talaltuk, hogy a juh modellek nem kielégitd izuleti porcvastagsaga és
szilk izuleti térviszonyai matéttechnikailag jelentésen megnehezitik és lehetetlenné
teszik az ACl modszer alkalmazasat. A sertéseken végzett ACI kisérleteinket kovet6
24 hét elteltével, a porcdefektusok ICRS beosztas szerinti makroszkdpos értékelése
soran az |. generacios ACI eseteinkben a defektusok 80-85%-a volt reparatummal
kitoltott, a regeneratumok integracidja kevesebb, mint 1 mm-es demarkaciés hatarral

valésult meg, de a regeneratumok terllete szamos kisméret( repedést mutatott. A II.



generacios ACI eseteinkben a porcdefektusok kitdltottsége 90-95%-osnak
mutatkozott, az integracio 1 mm-nél kisebb demarkaciés hatarral, vagy komplett
modon megvalosult, a regeneratumok felszine pedig csupan elszort fissurakat

tartalmazott.

4.4. Augmentalt felszin(, lamellalt porc allograft visszallltetése

Az Uj fejlesztésl, specialis eszkdzzel nyert, és a lamellalassal feluletndvelt porc
allograftokat a visszalltetés utani 6. és 24. héten vizsgaltuk makroszképos és
mikroszkopos modszerekkel. Az implantatumok a 6. héten mar makroszképosan stabil
osteochondralis integritast mutattak, a delaminacié jelei nélkil, azonban hianyzott még
a komplett széli integracié. A 24 hetes utankovetés alkalmaval az implantatumok
stabilnak mutatkoztak, az ICRS makroszképos értékeld skala hasznalataval ,Grade Il:
szinte normal” minésitést kaptak (9-11 pont), de a kérkoérds széli integracié tovabbra
is inkomplett maradt. A mikroszképos analizisunk a 6. posztoperativ héten a
porcgraftok tertletén kezd6d6 osteochondralis integraciot igazolt, a subchondralis
csontszdovet kisfoku irregularitasa mellett. A porcgraftok mély zénajaban kalcifikacio, a

korabbi lamellalasok helyén sejtinvazio jelei voltak észlelhetdk.

4.5.Osszehasonlitd allatkisérletek kiildnféle porcpotlasi modszerekkel

Sertés modelljeinkben négy kilonb6zé porcpdtlasi technika eredményeit hasonlitottuk
O0ssze egy kontrollcsoport mellett, 24 héttel a porcpotld eljarasok elvégzése utan. A
makroszkdpos értékeléskor ugy talaltuk, hogy a potlas nélkul hagyott defektusok
esetében gyenge minéségl regeneratum képz&dott, a microfractura alkalmazasaval
is csupan a defektus széli tertiletein volt megfigyelheté gyenge mindség, ujonnan
képzddott regeneratum. Az |. generacios ACI csoportban a regeneratumok
makroszkdépos megjelenése nagyobb fokban hasonlitott a hyalinporc eredeti
szerkezetére, illetve a regeneratum vastagsaga, és a kornyezd porctertletekhez vald
integracidja elfogadhaténak bizonyult, kisfoku szerkezeti irregularitds mellett. A Il
generacios ACl modszerrel kezelt porcdefektusok egyenletesebb felszint mutattak,
pontosabb széli integracioval, am a felszinen néhany repedés, fissura volt
medfigyelhet6. A lamellalt chondrografttal kezelt allatok defektusainak helyén a graftok
kifejezetten j6 mindséglinek bizonyultak, delaminacios jeleket nem mutattak, am a
marginalis integracido inkomplett volt. A makroszképos értékelés statisztikailag
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szignifikans kulonbséget mutatott az elsd két csoport eredményei, illetve a tovabbi
harom csoport esetében kapott porcszoveti kép kdzott. A hisztoldgiai értékelés soran
az els6 két csoportban vizsgalt osteochondralis mintak inkabb a rostos porcra
emlékeztettek, dezorganizalt matrixszerkezetet és sejteloszlast mutattak. A
microfractura alkalmazasa esetén az osteochondralis blokkok helyenként mutattak az
eredeti felfuras nyomait. Az ACI technikakkal kezelt csoportokban a mikroszkdpos
vizsgalat soran hyalinszerl karakterisztikat mutatd porcszovetet talaltunk, de a
porcsejtek eloszlasa eltért a koérnyez6, normal porcszerkezettdl, illetve a
makroszkdposan j6 integracidét mutatd esetekben is észleltink minor réseket az intakt
porc és a graft szOvete kozott. A lamellalt chondrografttal kezelt esetekben hyalin
porcszovetet talaltunk, teljes osteochondralis integraciéo mellett. A korabbi lamellalas
rései nem voltak észlelhet6k, azonban a széli integracio inkomplettnek bizonyult, illetve
a legtébb esetben a subchondralis csont kisfoku irregularitast mutatott, csdkkent
trabecularis szerkezettel. Statisztikailag jelentés eltérések mutatkoztak az
O0sszehasonlitas soran két kategoriaban is: a matrixszerkezet, illetve a sejteloszlas
tekintetében szignifikansan jobb eredményeket kaptunk az ACI technikakkal kezelt,
illetve a lamellalt chondrografttal fedett defektusok esetében, szemben a kezeletlendl

hagyott, vagy microfracturan atesett esetekkel.

4.6. Autoldg chondrocyta implantacio human bevezetése

A Il. tipusu ACI technika alkalmazasa utan térdizileti, Lysholm-score szerinti
funkciovizsgalatot végeztink. A posztoperativ 6. hdnapban a score értékei javulast
mutattak a preoperativ képhez képest; a térdizuleti hydrops megsziint, a ROM (range
of motion) értéke csaknem teljes volt, |épcsézéskor csak alkalmanként jelentkezett
fajdalom, illetve kisebb terhelésre panasz nem jelentkezett. 12 hénap elteltével az
érintett térdizllet a klinikai kép minden aspektusaban tovabbi hatarozott javulast
mutatott. A 24 hdnapos utankovetés soran a térdizilet terhelhet6ségének
hianyossagai részben visszatértek, igy a Lysholm-score 0Osszegzésekor a
posztoperativ 12. hdnap értékeinél alacsonyabb értékeket kaptunk, de a javulas igy is
szignifikans maradt a matét elétti allapothoz viszonyitva. A beteg masfél évvel a matét
utan visszatért az aktiv labdarugashoz, korabbi térdduzzanatai teljesen megszintek.
A beavatkozds utan MRI vizsgalattal is értékeltik a matrix integraciojat, a

posztoperativ 6. és 12. hénapban. A preoperativ felvételeken kitlint az elvékonyodott,
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irregularis porcréteg a medialis femurcondylus teruletén, illetve az érintett terlleten a
subchondralis csontszerkezet 6démaja, felpuhulasa, mig a posztoperativ felvételek
normal vastagsagu izuleti porcréteget, illetve normalis denzitasu subchondralis

csontallomanyt mutattak a korabbi defektus helyén.

5. Megbeszélés

5.1.Chondrocyta tissue engineering monolayer és matrix kornyezetben

A porcsejtek tenyésztés soran monolayer format felvéve egy idé utan elvesztik
fenotipusukat, morfoldgiai és funkcionalis-biokémiai jellegzetességeiket, egyre inkabb
fibrocyta-jellegli  fenotipust vesznek fel, majd fokozatosan fibroblasztokka
dedifferencialodnak. E jelenség fontos limitacios tényez6 a porcsejtek hosszu tavu
laboratoriumi tenyésztésén alapuld tissue engineering technikak alkalmazasakor. A
dedifferenciacié kikliszobolésére és/vagy minimalizalasara tobbféle Iehetéség
kinalkozik, példaul az alacsony oxigén-tenzié melletti tenyésztés; indukciés hatasu,
haromdimenziés hydrogel tenyésztékézegek (agardz, kollagén, alginat, fibrin);
szupplementalt tenyészté médiumok alkalmazasa; vagy a porcsejtek haromdimenzids

matrixokra valo felvitele.

Sajat kisérleteinkben speciadlis, novekedési faktorokkal, illetve autolog
szérummal kiegészitett tenyészt6 meédiumot hasznaltunk, amely megbizhato
korulményeket teremtett a chondrocytak expandalasara, és melynek alkalmazasa
reprodukalhaté médon belltethetd szamu porcsejtet eredményezett. Vizsgalatainkban
ugy talaltuk, hogy az id6 elérehaladtaval, a sejtpasszazsok szamanak novekedésével
a monolayer formatumua chondrocytak mikroszképos megjelenése mindinkabb a
fibrocytak felépitéséhez valt hasonlatossa, és ez a megfigyelésink az irodalmi
adatokkal teljes mértékben korrelal.

A jellegzetes porcsejt markerek tekintetében is jelentés valtozasok alinak be a
chondrocyta-dedifferenciacios folyamatok kovetkeztében. A kultivalt chondrocytak a
normal porcszovetre jellemzé COL2A1 termelése helyett I. (COL1A1) és lll. tipusu
kollagént kezdenek termelni, a nagy molekulatomeg( aggrecan helyett kisebb méretl

proteoglikanok (pl. versican) fokozottabb termelése figyelheté meg. Sajat PCR
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vizsgalatainkban a sejtpasszazsok szamanak ndvekedésével a COL2A1, a COMP, és
az aggrecan markerek tekintetében fokozatos és szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk, amely elsésorban a chondrocyta-tenyészet negyedik passzazsa utan
volt kifejezett, és amely megfeleltethetd a parhuzamos irodalmi adatoknak.

Sajat kisérleteinkben PGA-alapu haromdimenziés matrixot hasznaltunk a
porcsejtek hordozojaként. Mikroszkopos vizsgalataink tanusaga szerint a
chondrocytak j6 asszociacios készséget mutattak a matrix szalaihoz, a tér harom
dimenzidjaban elszértan helyezkedtek el, mindinkabb felvették a nativ elrendezddést.

A génexpresszids analizisunk a matrixra helyezés utan novekedést mutatott a
COL2A1, COMP, és aggrecan markerek tekintetében, illetve csokkenést a
dedifferenciacios markerként értelmezhetd, és fibrocytakra jellemz6 I. tipusu kollagén
esetében. Az altalunk hasznalt matrix mechanikai stabilitdsa megfelel6 volt, és

kénnyen fixalhaténak bizonyult a defektus peremtertiletének intakt porcszdvetéhez.

5.2.Chondrocytak viabilitasa lokal anesztetikumokkal és szteroidokkal szemben

Az osteoarthritis farmakologiai kezelésében az intraarticularisan alkalmazott
kortikoszteroidok és a lokal anesztetikumok fontos szerepet tdltenek be. A
kortikoszteroidok relative lassu hataskezdetl, hatékony antiinflammatorikus szerek, a
lokal anesztetikumok viszont gyors fajdalomcsillapité hatasuak. A kombinalt
alkalmazasuk célja, hogy a lokal anesztetikum a beadas utani gyors hatasaval
csOkkentse a fajdalmat addig a pontig, mig a szteroid komponens kifejti a hatasat.
Mindkét szer esetében felmerult a chondrocytakra kifejtett esetleges cytotoxikus
tulajdonsaguk. Kovetkezésképpen, az osteoarthritis kezelésében alkalmazott, és
potenciadlisan  cytotoxikus hatasu intraarticularis szerek paradox modon

felgyorsithatjak az osteoarthritis folyamatat.

Sajat in vitro eredményeink azt mutattdk, hogy a betamethason bupivacainnal,
illetve ropivacainnal alkotott kombinaciéja majdnem 100%-os sejthalalt idézett eld
sejttenyészeteinkben. Az osteochondralis mintak esetében a betamethason-lidocain,
és féként a prednisolon-lidocain kombinaciok fejtettek ki magas szazalékos aranyu
sejthalalt a chondrocytak kérében, a mintak teljes mélységében. A vizsgalt kombinalt
formak esetében az additiv hatasnal szignifikansan kiterjedtebb sejthalalt detektaltunk,
mint az egyes anyagok kulon-kulon torténd adasakor.
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A megfigyeléseink a szteroidok és a lokal anesztetikumok cytotoxikus hatasa
kozott fennalld szinergizmusra hivja fel a figyelmet, amely jelenség felveti az

osteoarthritis terapiajaban betoltott szerepuk megkérdéjelezhetéségét.

5.3.Fokalis porcdefektusok potlasanak lehetdségei

Sajat eredményeink azt mutattak, hogy microfractura utan csupan a porcdefektusok
szélein volt medfigyelhetdé gyenge szerkezetl regeneratum képzédése. Szovettani
elemzésunk rostos porcra emlékeztetd, szabalytalan strukturat mutatott, amely
indokolta a gyenge mechanikai stabilitast.

Az |. illetve Il. generacios ACI allatkisérleteinkben 80-85% (elfogadhato), illetve 90-
95%-o0s (jO) fedéssel valosult meg a porcdefektus poétlasa. A regeneratumok azonban
szamos (l. generacios ACI), illetve elszortan elhelyezkedd (1. generaciés ACI) fissurat
tartalmaztak, de Osszességében jobban hordoztak a hyalinporcra jellemzé
szerkezetet. Emellett azonban minor réseket talaltunk az intakt porc és a graft tertlet
talalkozasi vonalaban, illetve kifejezett volt a chondrocytak grafton beldli atipikus
el6fordulasi mintazata.

Mivel a porcpotlasi moédszerek soran képz6dott regeneratumok szamara az
leglényegesebb momentum a csontos alaphoz torténé megfelelé rogzilés, igy
kézenfekvd lehetéségnek tlinhet a tiszta porcszovet belltetése a porcdefektus
helyére.

A porcgraft osteochondralis integracidja alapvet6 jelentéségl a reparatum tulélése
szempontjabdl. Ennek alapjan feltételeztuk, hogy a beultetendd porcszdvet csontos
alaphoz torténd fuzidja konnyebben megvaldsul a porcgraft lamellalasaval. A
bevagasok nagymértékben megnovelik az integracios felszint, igy stabilabb rogzulést
eredményezhetnek. A lamellalas tovabbi elénye, hogy fokozza a chondrocytak
motilitasat, igy a porcszovet ujdonképzddését is a defektus helyén.

Kisérleteinkben ugy talaltuk, hogy a lamellalt porcgraft hajlanddésagot mutatott a
subchondralis csontfelllettel torténé fuziéra, melynek létrejotte utan j6 minéségl
porcszovet volt jelen a defektus helyén. A sertéseken végzett kisérleteink soran a
lamellalast technikailag nem bonyolult, biztonsagos, és j6 hatasfoki mddszernek
talaltuk, illetve annak biztaté eredményei a human felhasznalas lehetéségét vetették

fel.
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5.4. Autoldg chondrocyta implantacié human bevezetése

Allatkisérleteink soran egy bonyolult szdvettenyésztési eljarast sikeriilt minéség
kontrollalt modszerekkel meghonositanunk intézetinkben kulsé vallalati hozzajarulas
nélkul, és ezaltal megteremtettiik a porcsejt belltetéshez sziikséges alapfeltételeket a
Pécsi Tudomanyegyetem Ortopédiai Klinikaja és az Immunolégiai és Biotechnoldgiai
Intézet egyuttmikodésével.

Human belultetésunk soran egy fiatal sportolé térdiztletében talalt nagy kiterjedési
porchianyt poétoltunk Il. generacios ACI technikaval. Az utankdvetési vizsgalatok jo
eredményeket mutattak, a beteg izlleti fajdalmai, térdduzzanatai megsziintek, és a
beteg a késObbiekben visszatért az aktiv labdarugashoz is. A biztato klinikai
eredmények ellenére az ACI eljaras széleskorli magyarorszagi elterjedése egyelére
nem varhaté, a modszer jelentds anyagi vonzata, magas bekerilési kdltségei miatt,
bar maguk a porcsejtbelltetéses moddszerek jelenleg is elérhetéek Onkodltséges
finanszirozassal néhany biotechnologiai vallalatnal. Az egy intézeten beldli
porcsejttenyésztés és -belltetés ugyanakkor mind hatasossagaban, mind pedig

gazdasagossagaban felvehetné a harcot mas, olcsobb porcpétlasi eljarassal is.
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. Konkluzid, az uj eredmények jelentdésége

sejttenyészté biotechnolégiai laborunkban reprodukéalhaté, standardizalhato
korilményeket hoztunk létre, az altalunk hasznalt PCR mddszer megbizhatéonak
bizonyult a tenyésztett chondrocytak génexpresszids aktivitasanak vizsgalatara
feltérképeztik az ACI moddszer jogi hatterét, belltethetéségi koruiményeit
kllonbdz6 orszagok jogrendszerében

porcsejttenyésztés jogi hatterére iranyulo kutatas eredményeképpen jelen dolgozat
szerz6je megvédte szakdolgozatat a ,Jogi Szakokleveles Orvos” egyetemi
szakiranyu masoddiplomas tovabbképzés keretén belil ,A sejt- és
szOvettenyésztés (tissue engineering) jogi vonatkozasai” cimmel

els6ként dolgoztuk ki az ACI technika human bevezetéséhez elengedhetetlen
hazai ortopédiai szakmai kollégiumi allasfoglalast

chondrocyta viabilitasi  kisérleteink a  kortikoszteroidokbdl és  lokal
anesztetikumokbol allé6  kombinacidk hatarozott, szinergizmuson alapulo
cytotoxikus hatasat mutattak ki, amely megfigyelésunk elévigyazatossagra ad okot
a fenti kombinaciok rutinszer(, klinikai, intraartikularis alkalmazasa soran

altalunk hasznalt matrix megfeleléen szimulalta a chondrocytak porcszovetben
elfoglalt helyét, tamogatta a differenciacidjukat, extracellularis allomanyuk
termelését, igy megbizhato alapnak bizonyult a chondrocytak hordozasara

sertés modelljeink izlleti porcszerkezete stabil vizsgalati alapot biztositott a
kulonbozé porcpotiasi mdédszerek tanulmanyozasara

allatkisérleteinkben az altalunk alkalmazott ACI médszerek biztaté eredményeket
mutattak a fokalis porcdefektusok poétlasara

kifejlesztettunk és szabadalmaztattunk egy specialis, izlleti porc mintavételi és
lamellalo eszkozt a fellletndvelt, lamellalt porcgraftok Iétrehozasanak céljara
augmentalt felszin, lamellalt porcgraftok makroszkdépos és mikroszképos
allatkisérletes eredményei igéretesnek bizonyultak a porcdefektusok fedésében
O0sszehasonlité allatkisérleteink szignifikans kilonbségeket mutattak féként a Il.
generacios ACI modszer és a lamellalt porcgraft visszalltetésének tekintetében
hazankban elséként végeztink human porcpoétlé beavatkozast Il. generacios ACI
modszerrel, mely reményt kelté eredményeket mutatott az utankovetés soran a

porcdefektusok kezelésében
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Péter Professzor Urnak, Dr. Berki Timea Professzor Asszonynak, hogy az akkoriban
kibontakoz6 porcpotlasi projektben helyet kaphattam és a projektben a kezdetektdl
fogva dolgozhattam. Kulon koszonet illeti Dr. Than Péter Professzor Urat, aki
konstruktiv szakmai tanacsaival mindvégig segitette a munkam megszuletését.
Kbszonetemet szeretném kifejezni Dr. Mézes Beatanak a nélkilozhetetlen
segitségeéeért, amelyet a szovettenyésztések kivitelezésében végzett. Koszoném a PTE
AOK Immunoldgiai Intézet munkatarsainak, Dr. Czémpdly Tamasnak és Dr. Kvell
KrisztiAnnak a mintak feldolgozasaban nyuijtott segitségliket. Tovabba kdszéndém a
Kaposvari Egyetem Takarmanyozastani Tanszék részérél Dr. Babinszky Laszlé
Professzor Ur, Dr. Szabé Csaba, és Dr. Pésa Roland segitségét az allatkisérleteink
kivitelezésében. Koszonettel tartozom a PTE Ortopédiai Klinika korabbi és jelenlegi
dolgozéinak a munkamhoz nyujtott segitségukért.

Nem utolsé sorban pedig koszéném Edesanyamnak azt a tamogatast, mely
mindvégig végigkisért a PhD munkam soran, és amely nélkul nem johetett volna Iétre
a jelen doktori értekezés. Kdszéndm gyermekeimnek, Adamnak és Lillanak, hogy
tirelemmel viseltettek az értekezésem végleges Osszeallitasa soran. Végul szeretném

jelen értekezést Adam és Lilla gyermekeimnek ajanlani.
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