A tdmogatéshoz sziikséges elsé atutalast csak a 2003. év végen kaptuk meg, igy

a kutatomunkat egy év késéssel kezdhettik el.

Vizsgéalatainkban harom f6 célkitiizésunk volt. Egyrészt human (cadaver)
anyagon dolgozva, az életkor fliggvényében csontszerkezet vizsgalatokat
kivantunk végezni, amelyben a csontok valtozasat néztiik az életkor
fliggvényében. Masik 6 célkitiizésunk az volt, hogy allatkiserletes mérésekben
standard kortlmények kdzott s callus-képzodés részleteit megmeérjiuk. Ezekben a
mérésekben egyrészt az alapveto szbvettani és verellatasi valtozasokat kivantuk
megmerni, illetve a beidegzés szerepét vizsgaltuk a csontok vérellatasara.
Tovabbi kutatdsainkban a csontpétlé anyagoknak a térésgydgyitasban jatszott

szerepét is vizsgalni akartuk.

Alkalmazott modszerek:

1. Cadaver mérések: A proximalis femurbdl, a csipblapatbol és a lumbalis
csigolyakbol csontmintakat vettlink (6téves korcsoportokat képeztiink a
60 és 90 éves kor kozt elhunytak kozo6tt). Formalinos fixalas utan a
mintakat dekalcinaltuk, majd bedgyazas utan fénymikroszkopos
vizsgalatokat végeztik (HE festés). A sejtstiriséget mértik. A
rostszerkezetben az I. tipusu kollagént immunhisztokémiai mddszerrel
festettiik meg. A rostszerkezet lefutasat és annak stiriiségét
tanulmanyoztuk. A csontokrol rontgenfelvételeket készitettlink a
csontsiriség szemikvantitativ értekelése céljabdl. A csontsiiriiseget

denzitasmérével is meghataroztuk.

2. Allatkisérletek: A kisérletes munkat altatott nyulakon végeztiik. A
mérésekhez a mar korabban kidolgozott osteotomia modellt hasznaltuk
fel. A képzodo callusban immunhisztokémiai modszerekkel a precursor

sejtek érését hataroztuk meg. Ugyanitt a mikrokeringés reakcioit



vizsgaltuk 1ézer-Doppler aramldsmerovel. Ezeket a reakciokat az azonos
oldali femur csontvel6 érreakcioival hasonlitottuk dssze. A csontképz6dés
befolyasolasara kilonbdz6 csontpotlé anyagokat (autoldg, heteroldg
csontkészitményt, biokorallt, kollagénkivonatot, hidroxi-apatitot)
helyeztlink el a résben. A mikrocirkulacio valtozasait 1ézer-Doppler
aramlasmérével megmeértik, szovettani (normal hisztologia, HE)
vizsgalatokat végeztiink és a képzodo callus mechanikai vizsgélatat
végeztik el. A vizsgalatokat a gyogyulas 21. napjaig végeztik. A neuraxis
stllését a lumbalis, a thoracalis és a corticalis régioban hoztuk létre. A
beavatkozas utan 21 nappal megmeértiik a tibia és a femur mikrokeringési

reakcioit.

Fontosabb eredmények és kdvetkeztetések:

1. A cadaver mérésekben az egyes kdrcsoportok kozott szamos
hisztomorfometriai paraméterben (sejtszam, kollagénrostok mennyisége)
szignifikéans kilénbség adddott. Ezek az eredmények a porozis (életkor)
elérehaladtaval korrelaltak a réntgenogrammok és a denzitogrammok
eredményeivel. Tobb olyan eset is el6fordult, hogy a proximalis femurbol
vett mintak szévettani eredményei a lumbalis csigolyakbdl vett mintak
eredményeitdl jelentésen kiilonboztek. Ennek alapjan megallapithatjuk,
hogy a csontrendszer kilonbdzo terlleteirdl vett szovetmintakbol nem
mindig tudjuk a csont statuszat kel6 pontossaggal értékelni. A tébb mint
100 cadaver anyaganak feldolgozasa még folyamatban van, igy tovabbi
kdzlemenyek varhatdak annak elkészulte utan.

2. Allatkisérletes vizsgalatok: A csontgyogyulés 5. napjan mar a precursor
sejtek jelentés differencialédason mennek keresztiil. Az angiogenesis
sejtjeiben SP (P-anyag) jelenik meg, és ez a 20. napig eltiinik. Az
osteogenesis sejtjeiben féleg CGRP (kalcitonin gén rokon peptid)

mutathatd ki, és ez a késobbi érés folyaman szintén eltinik. A két peptid



elttinésével parhuzamosan egyre tobb béta-akin (a citoszkeleton
részekent) NOS 11 (NO-szintetaz) és az NFkB (nukleéris faktor-kappa-B)
jelenik meg a sejtekben, amelyek az érett sejtformakat jellemzik.

A gyoégyulas 10. napjan mar szamos ér es idegrost van jelen a callusban,
de a véraramlas még passzivan koveti a nyomasvaltozasokat. A
veéraramlasi reakcidk, amelyek az érfal valaszait tlikrozik csak a 15 napon
jelennek, meg, de még nem érik el az ép csontvelében mért szabalyozasi
maodot.

Az idegrendszer sériilései ugyancsak befolyasoljak a csontvel6
vérellatasat, kiilonésen akkor, ha a sériilés magasan (a thoracalis,
corticalis) szinten torténik. Ezekben az esetekben az érreakciok
fokozottabbak, valdsziniileg azért, mert az ellenregulacids
mechanizmusok még nem eléggé kifejlettek.

A kulénféle csontpdtlé anyagok alkalmazésakor a leggyorsabb gydgyulast
akkor tapasztaltuk, ha autolog csontbelltetést végeztiink. Ez
megmutatkozott mind a szoveti struktdra alakulasaban, mind a
véraramlasi reakciok kifejlodésében, mind a csont mechanikai
stabilitasaban.

A jelentés volumenii kisérletes munka nagy része még feldolgozasra var.

Ezért tovabbi kdzlemények megjelenése a kozeli jévében varhato.



Our research could be started only after one year delay, because the first support money
arrived only at the very end of the starting year.

We had three main goals in our research. In human (carried out on cadaver material) studies
changes of the bone structure was investigated as a function of age. Our second aim was to
study the details of callus building under standardized conditions in animal studies. Basic
histological changes were followed, reactions of tissue blood flow were analysed, and the role
of innervation on the blood flow was also measured. In further studies the role of bone
replacement materials was also investigated in bone healing.

Important methods:

1. Cadaver studies: Tissue samples were collected from the proximal femur, from the
ileal crist, and from lumbar spine. Five-year group were made between the ages of 60-
90. Following fixation in paraformaldehyde, tissue samples were decalcified and
embedded. Normal histology was carried out with HE-staining. Cell density was
measured. Fibre structure and quantity of type I collagen was also measured with
immunocytochemistry. A semi quantitative analysis of bone density was also carried
out by X-ray. Bone density was quantified as well.

2. Animal studies: Experiments were carried out on the anaesthetized rabbit. Our earlier
osteotomy model was used for the measurements. Development and maturation of
precursor cells in the developing callus was measured with immuno histochemistry.
Reactions of the microcirculation were also measured in the callus with laser-Doppler
flowmetry. Vascular reactions of the callus were compared with those of the ipsilateral
femur. Bone healing was influenced by different bone replacement materials
(autologous, heterologous bone, biocoral, collagen extract, hidroxi-apatit) applied into
the gap of osteotomy. Reactions of the microcirculation were measured by laser-
Doppler flowmetry, normal histology was carried out (HE stain), and mechanical
testing was also carried out of the developing bone. These measurements were carried
out up to the 21% day of healing. The neuraxis was damaged at different levels:
lumbar, thoracal, and cortical regions. Microcirculation of the tibia and femur were
measured 21 days after surgery.

Main results and conclusions:

1. There was a significant difference among different age groups in many parameters
(cell counts, quantity of collagen fibres). Results of histology had a close correlation
with the roentgenograms and densitogrames and these measured values had also close
correlation with the age. In some case results of the femur differed significantly from
those of the lumbar spine. On the basis of these finding we can state that tissue
samples taken from different parts of the skeleton can not exactly characterize the
actual status of all bones. Analyses of the samples collected from more than 100
cadavers is still under processing. Further publications can be expected in the near
future.

2. Animal studies: There was a significant differentiation of the precursor cells on the 5"
day of bone healing. Substance P (SP) appears in the cells of angiogenesis, but SP
disappears until day 20. Calcitonin gene related peptide (CGRP) appears early in the
cells of osteogenesis and it also disappears later during callus maturation. Parallel to
the disappearance of these peptides the quantity of beta-actin (as part of the
cytoskeleton) increases, and NO-synthase NOS 1), and nuclear factor kappa B
(NFkB) appear in the cells. These proteins are characteristic components of the mature
cells. On day 10 of bone healing, there are a number of vascular and neural structures



in the developing callus, however, blood flow regulation is missing, changes of flow.
Flow reactions reflecting the participation of the vessel wall appear on the 05" day of
healing, however, there are still different from those of the normal bone marrow.
Injuries of the neuraxis influence of bone marrow blood supply. These changes are
particularly important is after injuries at higher (thoracal or cortical) levels. Vascular
reactions of the marrow in these cases are more exaggerated, because counter-
regulating mechanisms are missing.

The quickest bone formation and healing was observed when autologous bone was
applied among the many replacement materials used. This statement was supported by
mechanical testing, measurements of the microcirculation, and histology of the
developing callus.

A significant bulk of the experimental material still awaits analyses and the results of
those will be published in the near future.



