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ROVIDITESEK

ANOVA: varianciaanalizis

BPB: bromfenolkék

CRP: C reaktiv protein

DMPT: N,N-dimetil-p-toluidin

FDA: Food and Drug Administration

HPLC: nagy teljesitményili folyadékkromatografia
KH,PO,4: monobazikus kalium-foszfat

KOH: kalium-hidroxid

MIC: minimalis gatlé koncentracid

MMA: metil-metakrilat

PCR: polimeraz lancreakcio

PMMA: polimetil-metakrilat

POP: Plaster of Paris

PVP: polivinil-pirrolidon

SD: standard deviécio

SEM: pésztazo elektronmikroszkop

VRE: vancomycin rezisztens Enterococcus
VRSA: vancomycin rezisztens Staphylococcus aureus

w/iw %: tomegszazalék



1. BEVEZETES

A traumatologiai és ortopéd sebészetben a szeptikus csontfolyamatok, kivaltképpen
a csontveldgyulladas még napjainkban is a nehezen kezelhetd, jelentds koltségekkel jard
gyulladasos folyamatok kozé tartoznak (Lew et al., 1997, Wu et al., 2006). A fertdzés
érintheti a csontvel6t, a csonthartyat, illetve a csont kompakt allomanyat is. Leggyakrabban
a hosszi csdves csontok az érintettek, és az esetek 90%-ban a Staphylococcus aureus
gennykelté baktérium a korokozo.

A kréonikus csontveldgyulladas kezelésének elengedhetetlen részét képezi az ép
szovetig hatold, Kkiterjesztett sebészi szoveteltavolitas (debridement), illetve az
antimikrobialis terapia (Lew et al., 1997). Azonban a hosszl ideig tartd, nagy dozisu
célzott parenteralis kezelés (4-6 hét) meglehetdsen koltséges €s jelentés mellékhatasokkal
jarhat (Wu et al., 2006).

Ezért az utobbi par évtizedben kiemelten hangstlyos szerepet kapott a lokalis
antibiotikum hordozo eszk6zok kifejlesztése és alkalmazasa. A lokalis kezelés legnagyobb
elénye, hogy nagy dozisu gyogyszerszintet biztosit kozvetleniil a fertézott, rossz
vérellatasu teriileten anélkiil, hogy a szisztémas toxicitas veszélyét jelentdsen megndvelné
(Hanssen, 2005). Napjainkban szamos lokalis terapiat szolgald rendszer létezik, azonban
egyik sem tekinthet6 idealisnak (Wu et al., 2006). Ez a feltétel akkor teljesiilne, ha az
eszk6z a kezelés teljes iddtartalma alatt végig egyenletes, terapidsan hatékony
gyogyszerszintet biztositana, és lehetdvé tenné az antibiogram alapjan sziikséges
antimikrobialis szer lokalis alkalmazasat (Wu et al., 2006).

Eldszor az 1970-es években hasznaltdk az Un. antibiotikummal impregnalt
polimetil-metakrilatot (PMMA) (Buchholz et al., 1970). A mai napig ezek a PMMA alapu
rendszerek az ortopéd és traumatologiai sebészetben mintegy ,.arany standardnak”
tekinthetdek (Nelson, 2004) annak ellenére, hogy szamos hatranyos tulajdonsagunk ismert.
Egyik legnagyobb hatranyuk, hogy korlatozott a felhasznalhatoé antimikrobialis szerek
szama, mivel kizarolag hdstabil és por forméaban elérhetd antibiotikumokat lehet

alkalmazni. Tovabbi hatranya az antibiotikummal impregnalt PMMA-nak, hogy a



gyogyszer leadasi profilja is tipikusan kétfazisos, ami nem biztositja az idealis - egyenletes
gyogyszerszintet.

Pécsi Tudomanyegyetemen iS mar hosszi multra tekintenek vissza. A szeptikus
csontsebészettel €s csontcementtel kapcsolatos kisérletes kutatdbmunka uttordinek sordban
els6k kozott kell megemliteni Laky Rezsé és Forgon Mihaly professzorokat (Laky et al,
1979,1982,1983). Késébb Balint Lehel és munkacsoportja is atfogéan tanulmanyozta a
PMMA-t, mint lokalis antibiotikum hordozé anyagot a szeptikus csontfolyamatok
kezelésében (Balint et al., 2002a, b, c, 2004a, b). Ezen alapokra épiilt tovabba Borzsei
Laszl6 munkassaga is (Borzsei et al., 2006a, b). Borzsei kutatocsoportja fejlesztette ki az
un. elsé generacios PMMA hordoz6 edényeket. Tudomanyos munkank kozvetlen az 6k
eredményein alapulnak.

Munkacsoportunk célja az volt, hogy egy olyan eszkozt fejlesszen ki, mely az
eddigieknél hatékonyabb lokalis antibiotikum terapiat tesz lehetdvé; kikiiszobdlve a
korabbi rendszerek hatranyait, egyrészrél idoben szabalyozhato, a kezelés teljes idotartama
alatt végig relativ egyenletes gyogyszerszintet biztosit, masrészrol pedig barmilyen
antimikrobialis szer lokalis alkalmazasat lehetové teszi.

Ezért tovabbfejlesztettiik a Borzsei-féle PMMA edényeket, ¢s megalkottuk a
masodik generacios PMMA-szorbitol kapszula rendszert, mint potencialis lokalis
megvaltoztattuk, illetve a PMMA edények faldnak ateresztOképességét kiilonbozo
mennyiségli vizoldékony tdltéanyaggal (szorbitol) biztositottuk. A toltéanyag tartalom
mellett egy masik paramétert; a valtoztathato falvastagsagot is bevezettiik a permeabilitas
szabalyozasanak érdekében.

Jelen dolgozatomban bemutatom a masodik generacios kapszulakkal végzett
vizsgalatainkat, és kapott eredményeinket. Munkdnk soran vizsgaltuk egyrészrél a
kapszulak falanak ateresztOképességét a szorbitol tartalom és a falvastagsag fiiggvényében.
Majd a kapott eredmények alapjan kivalasztottunk négy kiilonb6z6 kapszula tipust, melyek

gyogyszerleadasi kinetikajat is meghataroztuk tobb antibiotikum esetében.



2. TUDOMANYOS HATTER

2.1. CSONTVELOGYULLADAS

2. 1. 1. A csontvelégyulladasok osztalyozasa

A csontveldogyulladas (oszteomielitisz) egy csontdestrukcidval jard progressziv
gyulladas (Lew et al., 1997, 2004, Ikpeme et al., 2010). A sz6 az osteon (csont), a myelo
(veld) és az itis (gyulladas) szavakbol ered (Lazzarini et al., 2004). A folyamat azonban
nemcsak lokalizaltan a csontot érintheti, hanem kiterjedhet a csontveldre, csonthartyara és
a kornyezd lagyszovetekre is (Jorge et al., 2009). Altaliban a hosszli cséves csontok
érintettek, azonban érintheti a labfejet, gerincet, koponyaalapot és az allkapocscsontot is
(Nomura et al., 2010, Lazzarini et al., 2004). Leggyakrabban piogén baktériumok és
mikobaktériumok okozzak, azonban virusok és gombak is okozhatnak csontvel6gyulladast
- elsésorban immunszupprimalt betegek esetében.

A csontveldgyulladdsnak akut és kronikus formaja ismert. Mig az akut folyamat
tipusosan napok, hetek alatt magas laz, 6déma, vénas pangas, kis erek trombozisa és erés
fajdalom kiséretében jelentkezik, addig a kronikus folyamat honapokon, éveket keresztiil
jellemzoen fajdalmatlanul zajlik le.

A kronikus gyulladas esetében a nyugalmi szakaszokban fellangolasok
eléfordulhatnak, amikor a fertdzott teriiletrdl oszteokutan fisztulan keresztiil spontan genny
is triilhet (1. abra) (Lew et al., 2004). Tovabba a kronikus folyamatban - az akut formatol
jol elkiilonitheté - elhat csontdarabok (szekveszter) talalhatoak. Altaldban a 10 napnél
hosszabb ideig tartd 14z nekrotikus csontteriiletre és kronikus csontveldgyulladas

jelenlétére utalhat (Lew et al., 2004).
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1. abra Csontvel6gyulladas, a folyamat terjedése (Lew et al., 2004)

A gyulladast tovabba az etioldgiai faktorok, patogenezis, kiterjedés és a hajlamosito
tényezOk alapjan is csoportosithatjuk (Lew et al., 2004, Lazzarini et al., 2004, Ikpeme et
al., 2010). Két csoportositasi szempontrendszer a legelfogadottabb; a Waldvogel és
munkatarsai-féle csoportositas (Waldvogel et al., 1970), valamint a Cierny-Mader-féle
(Cierny et al., 1985) klasszifikacio.

A Waldvogel-féle csoportositas a fent emlitett akut és kronikus lefolyason kiviil a
kialakulds eredete szerint is elkiiloniti a csontvelégyulladasokat. Igy beszélhetiink
hematogén oszteomielitiszrdl, melynél a gyulladas bakterémia kovetkeztében alakul ki. Ez
a forma elsdsorban pubertaskor eldtt, és iddsebb pacienseknél jelentkezik (Lew et al.,
2004). Ezen feliil elkiilonit egy csoportot, melyben a betegség egy fertézés kodzvetlen
terjedése miatt (per continuitatem) jon létre. Ilyenkor az infekcid a szomszédos lagyrészek
feldl terjed at a csontra, mely kovetkeztében eldszor csonthartyagyulladas, majd kortikalis
nekrozis, szekveszter képzddés, végiil pedig sipolynyilas keletkezik. Koriilbelil az
oszteomielitiszek 50%-a igy alakul ki. A kivaltd ok altalaban valamilyen trauma, sebészi
beavatkozas vagy protézis behelyezése. Jellemzden nincs tipikus életkor, és barmely csont
esetében eléfordulhat (Lew et al., 2004). A harmadik csoportba azok a gyulladasok
keriiltek, melyek valamilyen periférias, vaszkuléris (artérids) elégtelenség kovetkeztében
szekunder modon fejlédnek ki. A kivaltd faktorok koziil a leggyakoribb a diabéteszes

neuropatia.



A Cierny-Mader-féle klasszifikacio elsésorban a kiterjedés mértékén (anatomiai) és
a fertdzés mogott allo egyeéb lokalis €s szisztémas tényezokon (beteg fiziologias allapotan)
alapszik (Cierny et al., 1985). A Cierny-Mader-féle szempontrendszer szerinti

csoportositast a 1. tablazat mutatja.

Csoport Jellemzék
Anatomiai osztdalyozas
1 Enosszealis csontveldgyulladas
2 Szuperficialis csontvelégyulladas
3 Lokalizalt csontveldgyulladas
4 Diffaz csontveldgyulladas
Fiziologiai osztalyozas
A Normalis szervezet
B
Bs Szisztémas hajlamosito tényezo jelenléte
BI Lokalis hajlamosito6 tényezo jelenléte
Bls Szisztémas és lokalis hajlamosito tényezok egyiittes jelenléte
C Kezeléssel rosszabb kimenetelt eredményez6 gyulladasok

1. tablazat Cierny-Mader-féle klasszifikacio (Cierny et al., 1985, Lazzarini et al., 2004)

A kiterjedés szerint ez a csoportositds négy stadiumot kiilonit el. Az 1. csoport a
csontveldre lokalizadlodo, enosszealis gyulladdasok csoportja. A kovetkezd, 2. tipus a
felszinre lokalizalodo, szuperficidlis gyulladasok. A 3. tipus egy olyan lokalizalt forma,
mely nemcsak a vel6iiregre, de a kortikalis teriiletre is Kiterjed. A 4. csoportba pedig a
diffiz csontveldgyulladdsok keriiltek. A gazdaszervezet esetében amennyiben az
szisztémasan egészséges, akkor az az ,,A” csoportba tarozik. Ha van valamilyen
hajlamosité tényez6, akkor a ,,B”” csoportba, ha pedig olyan stlyos a beteg allapota, hogy a
beavatkozassal tobbet artanank, akkor a ,,C” csoportba tartozik. A tablazat értelmezéséhez
szilkséges predisponald tényezdket, a szervezet (sériilt) allapotat, melyek a
csontveldgyulladas tekintetében jelentdsséggel birnak, a 2. tablazat fogalja 6ssze (Cierny et
al., 1985, Lazzarini et al., 2004).



Szisztémas (Bs) Lokalis (BI)

Alultaplaltsag Kronikus limfédéma
Vese-, majelégtelenség Vénas pangas
Diabétesz mellitusz Nagy erek betegsége
Kroénikus hipoxia Amrteritisz
Immundeficiencia, immunszupresszid Irradiacios fibrozis
Malignus betegségek Kiterjedt hegesedés
Eletkor Kis erek betegsége
HIV/AIDS Neuropatia
Alkohol/drog abtuzus

Lépeltavolitas

2. tablazat CsontvelOgyulladasra hajlamosito tényezok (Lazzarini et al., 2004)

2. 1. 2. A csontveldgyulladasok epidemiolégiaja

Mig a hematogén csontveldgyulladdsok az utobbi idokben folyamatosan csokkend
incidenciat mutatnak (Blyth et al., 2001), addig ezzel ellentétesen a fert6zés kozvetlen
terjedésével kialakuld oszteomielitiszek el6fordulasa megnétt. Ennek oka, hogy a
motorizacid elterjedésével egyre gyakoribba valtak a nagyenergidji sériilések, és megnott
az olyan sulyos lagyszoveti, iziileti és egyéb csontsériiléseknek a szama, melyek elésegitik

Tovabba a szisztémas hajlamosito hatasok miatt az immunszupprimalt betegekben

is nagyobb szamban fordul el csontvel6gyulladas (Gillespie et al., 1990).

2. 1. 3. A csontvelégyulladas etiologiaja

A hematogén oszteomielitiszek esetében az ujsziilotteknél a Staphylococcus aureus
(S. aureus), Streptococcus agalactiae és Escherichia coli a leggyakrabban izolalt
korokozo. 1 éves kor felett a S. aureus, Streptococcus pyogenes és a Haemophilus
influenzae (H. influenzae) okoz leginkabb problémat. Majd ez utdbbi, a H. influenzae
incidenciaja a 4 éves kor utan jelentésen lecsokken. Ennek a legfébb oka H. influenzae

ellen rendelkezésiinkre allo védoéoltas (Jonghe et al., 1995, Blyth et al., 2001).
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Gazdaszervezet

Mikroorganizmus

Leggyakoribb (barmely oszteomielitisz)
Idegen test asszocialt fertdzések

Nozokomialis fertd6zések

Diabétesz/dekubitusz asszocialt fert6zések
Sarldsejtes betegség

HIV/AIDS

Harapott sériilésekhez kapcsolodo
csontvelégyulladas

Immunszuprimalt betegek

Tuberkulozis asszocialt infekcio

Endémias fertdzések

S. aureus, MRSA

Koagulaz negativ staphylococcus fajok,
Propionibaktériumok

Enterobaktériumok, Pseudomonas aeruginosa,
Candida fajok

Streptococcus fajok és/vagy anaerobok
Salmonella fajok, Streptococcus pneumoniae
Bartonella henselae, Bartonella quintana
Pasteurella multocida, Eikenella corrodens

Aspergillus fajok, Candida albicans,
Mikobaktériumok

Mycobacterium tuberculosis

Brucella fajok, Coxiella burnetii, gombak

3. tablazat A gazdaszervezet allapotahoz kapcsolodo leggyakrabban eléforduld mikroorganizmusok

(Lew et al., 2004)

Felnéttekben a leggyakrabban izolalt mikroorganizmus a S. aureus (Lew et al.,

1997), azonban ez gyakran tarsul Gram-negativ korokozokkal, illetve Streptococcus és
anaerob torzsekkel is (Lazzarini et al., 2004). A Gram-negativ baktériumok koziil a
Pseudomonas, Proteus, Escherichia coli és Klebsiella torzsek a leggyakoribbak (Renner,
2003). Az anaerob torzsek leggyakrabban emberi harapas kovetkeztében kialakult
intraabdominalis kialakult = medencecsont

csontveldgyulladésban, tdlyog  miatt

oszteomielitiszben, illetve a dekubitusz szovodményeként keletkezett keresztcsonti
oszteomielitiszben talalhatok (Raff et al., 1978). Ezenfeliil szamos esetben gombdk, illetve
virusok is koroki tényezOként szerepelnek. A 3. tdblazatban az egyes betegségekhez
kapcsolodoan leggyakrabban el6forduld mikroorganizmusok lathatok, mig a 2. abra ezen

mikroorganizmusok leggyakoribb lokalizaciojat mutatja (Lew et al., 2004).
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Protézis asszocialt fertozés
Koagulaz negativ staphylococcusok,
S. aureus,
Streptococcusok,
Gram-negativ aerobok

Gerinc csontveldgyulladas
S. aureus,

Gram-negativ aerobok,
Streptococcusok,
Mycobacterium tuberculosis

Poszt-traumas fertizés
S. aureus,
Gram-negativ aerobok

Anaerobok Diabéteszes lab ferdzés

S. aureus,

Streptococcusok,

Enterococcusok,

Koaguldz negativ staphylococcusok,
Gram-negativ aerobok,

Anaerobok

2. abra Oszteomielitiszben izolalt kérokozok leggyakoribb lokalizacidja (Lew et al., 2004)

2. 1. 4. A csontvelogyulladas diagnosztikaja

2. 1. 4. 1. Fizikalis vizsgalat, klinikai megjelenés

A klinikai megjelenés alapjan a tiinetek valtozatosak lehetnek; a sériilésmentes,
enyhén duzzadt borfeliilettdl kezdve a sipolynyilason keresztiil egészen a nyilt torésekig
terjedden széles a skala.

Az akut hematogén csontveldgyulladas leggyakrabban magas lazzal, hidegrazassal,
szapora szivveréssel és 1égzéssel, étvagytalansaggal valamint rossz altalanos kozérzettel
tarsul. Helyileg a gyulladas jeleként a goc felett duzzanat taldlhatd, a végtag gyakran

kényszerallasban 4ll, ¢és liikktetd fajdalom tapasztalhatdé. Szubperiosztalis talyog
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képzddésekor lokalizalt borpirt, duzzanatot, ¢g6 fajdalmat és fluktuaciot lehet észlelni
(Ikpeme et al., 2010).

A  kozvetlen terjedés vagy vaszkuldris betegség kovetkeztében kialakult
csontvelogyulladasra elsdsorban lazkiugrasok, szeptikus ldzmenet, ¢&jszakai izzadas,
sipolykimenet hivja fel a figyelmet. Lokalisan a goc felett kifejezett gyulladasos tiinetek
lathatoak; 6déma, fajdalom, borpir, akar kiséré tromboflebitisz is elé6fordulhat (Lazzarini et
al., 2004).

A kronikus oszteomielitisznél az altaldnos tiinetek ritkdn (pl. héemelkedés)
fordulnak elé, azok elsOsorban csak az akut fellangolasok idején jelentkeznek.
Leggyakoribb jel a hosszan tartd sipolyozas és a kronikus valadékiiriilés. Az érintett
teriiletnél nyomasérzékenységet, a sipolynyilas koriil kronikus bérelvaltozasokat, hegeket
tapasztalhatunk. A diagnozis felallitdsdban ugyancsak fontos a beteg anamnézisében

szereplé korabbi akut csontvelégyulladas, trauma, illetve sebészi beavatkozas (Ikpeme et

al., 2010).

2. 1. 4. 2. Kliniko-biokémiai (laboratoriumi) vizsgalatok

A fehérvérsejtszam emelkedett lehet akut gyulladasban, azonban a kronikus
oszteomielitiszeknél legtobbszor nem mutat jellegzetes eltérést. Ellenben a vorosvérsejt
szedimentacids rata mind az akut, mind a kronikus megjelenési formakban is emelkedett
értéket mutat, sikeres terapia esetén pedig rogton visszadll a normal értékre (Schulak et al
1982, Perry et al., 1996, Carragee et al., 1997). Mégsem a siillyedés a legérzékenyebb
modszer a korfolyamat lefolyasanak nyomon kovetésére (Lazzarini et al., 2004, Lew et al.,
2004). A C-reaktiv protein (CRP), mint altalanos gyulladasos marker mar sokkal inkabb
hasznalhat6, mivel szintje szorosan Osszefiigg a gyulladas mértékével. A CRP szintje mar
harom nappal a sikeres antibiotikum terapia utan jelentésen lecsokkenhet (Roine et al.,
1995).

Mivel a fenti laboratériumi paraméterek egyike sem specifikus marker a
csontveldgyulladéasra, igy azt lehet mondani, hogy mindharom paraméter egylittes
monitorozasa sziikséges a betegség diagnozisanak felallitasahoz és korfolyamatanak

vizsgalatahoz. Akut csontvel6gyulladdas nyomon kovetésére hetente, mig kronikus
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folyamatok esetén kéthetente javasolt a laboratoriumi vizsgalatok elvégzése (Lazzarini et
al., 2004).

Tovabba differencial diagnosztikailag fontos szerepe van az alkalikus foszfataz,
kalcium és foszfat szinteknek, ugyanis mig ezek jelentésen emelkedett értéket mutatnak
csontmetasztazisok, illetve egyéb csontot érintd metabolitikus betegségekben, addig
csontveldgyulladasban a mért értékeik a normal tartomanyon beliil maradnak (Lew et al.,

2004).

2. 1. 4. 3. Mikrobiologiai vizsgalatok

Az oszteomielitiszek kezelésében a célzott, adekvat antibiotikum terapia alapveto.
A célzott kezelés a mikroorganizmus izolalasan, azonositasan és antibiotikum érzékenységi
vizsgalatan alapszik, azonban sok esetben mar a mikrobiologiai vizsgalatok el6tt sor kertil
empirikus antibiotikum adasra. Ilyen esetben a gyodgyszerszedés kezdetétél minimum
harom napnak el kell telni a mikrobiologiai mintavételig (Ericsson et al., 1971).

A korokozd izoladldsa hematogén oszteomielitiszek esetében elsdsorban
hemokultirabol torténik, de torténhet direkt csont biopszidaval, a debridement soran
eltavolitott szovetbdl, illetve a sipolynyilds valadékabol is. Ez utobbi nem a
legmegbizhatobb modszer, mivel sok esetben a mintavételi eljarasnak koszénhetéen nem
patogén korokozok is kitenyészhetnek (Perry et al., 1991, Lew et al., 2004).

Tovabba minden modszer esetében igy kell a mintavételt végrehajtani, hogy aerob
¢s anaerob baktériumokra is ki tudjuk terjeszteni a vizsgalatokat (Lew et al., 2004).

A korokozod azonositdsa a mintakbol altaldban hagyomanyos mikrobiologiai
eljarasokkal torténik, azonban a polimeraz lancreakciot (PCR) is egyre elterjedtebben
hasznaljak. A PCR technika elénye, hogy a nehezen tenyészheté (Mycoplasma
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Bartonella henselae), kis mennyiségben
jelenlévé korokozokat is kimutatja (Berk et al., 1996, La Scola et al., 1997, Modi et al.,
2001).
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2. 1. 4. 3. Képalkoto6 eljarasok

A csontveldgyulladasok diagnosztikajaban leggyakrabban a hagyomanyos rontgen
technikat alkalmazzuk, azonban ez a kezdeti idészakban nem kelléen specifikus, mivel
mintegy 2 hetes rontgen latencia figyelheté meg.

A hematogén oszteomielitisz esetében tipikus rontgen jel a lagyrész duzzanat,
szoveti hatarok elmosodasa, illetve periartikularisan a csont demineralizécioja.

A periférias vaszkularis betegség vagy kozvetlen terjedés miatt 1étrejott
csontveldgyulladasok radioldgiai vizsgalata soran kortikalis megvastagodast, periosztealis
csont Gjraképzédést lathatunk. A folyamat el6rehaladtaval csontszekveszter is kialakulhat,
mely sipolyjaratokkal allhat sszekottetésben.

A kronikus oszteomielitiszek (3. abra) esetén radiologiai vizsgalatokban a
kovetkezé elvaltozasokat lathatjuk; granuléma, csonttalyog, szekveszter, involukrum,
csontlada, paraosszealis csonttalyog, sipolyjarat. Az involukrummal koriilvett szekveszter

gyakran Un. ,,csont a csontban” elvaltozasra hasonlit a rontgenképen (Ikpeme et al., 2010).

3. abra Kronikus oszteomielitisz rontgenképe kiilboka torést kovetden. A rontgenfelvétel a PTE KK
Mozgasszervi Sebészeti Intézet Traumatologiai és Kézsebészeti Klinikai Tanszék beteganyagabol

szarmazik.
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Tovéabba a regeneracié meginduldsa kovetkeztében hiperosztozis, oszteoszklerozis
¢szlehetd, a csontatépiilés miatt pedig csontatrofidk és deformitasok is kialakulnak. Ezen
feliil sokszor lathatok a kdrnyezo szdvetek, iziiletek destrukcioja is.

Tovabba haszndlatos még a magneses rezonancias képalkotds (MRI), a
komputertomograf (CT) ¢és az izotopos vizsgalatok is, melyek érzékenysége joval
meghaladja a rontgenét. Ezek kozil is a legérzékenyebbnek az MRI szamit, mely
kiilondsen jo a lagyszovetet érintd folyamatok kiterjedésének diagnosztikdjaban (Lazzarini
et al., 2009). A csontszcintigrafiai vizsgalatok elsésorban a gyulladas lokalizaciojanak
pontositdsaban nyujtanak nagy segitséget, azonban segitségiikkel nem lehet kiilonbséget
tenni az infekciod, a tumor vagy a torés kozott. Ugyancsak lehet ultrahangos diagnosztikat
alkalmazni. Nagy eldnye, hogy non-invaziv, nincs sugérterhelés, olcso és relativ széles
korben elérhetd mindenki szdmara. A szubperiosztalis folyadékgylilem még a radiologiai
megjelenés el6tt jol lathaté az ultrahang felvételen. Azonban csont diagnosztikdban

alacsony specificitasa miatt csak ritkan hasznalatos (Ikpeme et al., 2010).

2.1.5. A csontvelogyulladas kezelése

A csontvelogyulladas gyodgyuldsa megfeleld sebészi és antibiotikum terdpia
egylittes alkalmazasat igényli. Mindazonaltal a hajlamosité tényezok €s a beteg altaldnos
allapotanak rendezése is a kezelés fontos részét képezik. (taplaltsadg, diabétesz mellitusz,

vérkeringés) (Lazzarini et al., 2004).

2. 1. 5. 1. Sebészi terapia

A sebészi kezelés magaba foglalja a megfeleld drenalast, radikalis debridementet, a
keletkezett holttér (,,dead space”) kitoltését, a megfeleld lagyszoveti boritast €s a vérellatas
helyreallitasat (Cierny et al., 1983, Lazzarini et al., 2004). A sebészi debridementnél az
elhalt, nekrotikus szoveteket egészen az ép szovetekig el kell tavolitani. Az ép szdvetekig
hatol6 kezelést egészen az un. ,paprika jelig” kell folytatni, amikor a kiirett soran
pontszerii vérzést észleliink (Cierny et al., 1983). Azonban a nekrotikus részek alapos
eltavolitasat kovetden is még az ép teriileteket potencidlisan fertézottnek, kontaminaltnak

kell tekinteni, igy a kiterjesztett, radikalis sebészi beavatkozas az utobbi években még
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hangsulyosabb szerepet kapott, kiilondsen a leromlott egészségi allapota (Cierny-Mader-
féle klassszifikacio: B csoport) betegeknél (Simpson et al., 2001).

A sebészi terapia tovabbi sarkalatos pontjat képzi a kiirett utan keletkezett nagy
csontdefektus, a ,,dead space” kezelése, mivel rendkiviil rossz vérellatasa miatt a fertézés
tovabbi fennallasat segitheti elo.

Tovabbi fontos tényez0 a kezelés szempontjabol a defektus lagyrésszel valo
adekvat boritasa. Kisebb defektusok fedésére elegend6 a félvastag borlebeny, mig nagyobb
defektusok esetében szabad izomlebenyeket vagy érnyeles izomlebenyeket kell alkalmazni.
A megfeleld lagyrészboritassal igy fokozni tudjuk mind a lagy,- mind a keményszovet
gyogyulasi hajlamat, mivel javul a teriilet vérellatasa, ezzel egylitt pedig a szisztémas

keringéssel ide jutd antibiotikumok mennyisége is (Lazzarini et al., 2004).

2. 1. 5. 2. Antibiotikum terapia

a. Szisztémas antibiotikum kezelés

A csontveldgyulladds sikeres eradikalasahoz a sebészi kezelés mellett célzott
antibiotikum terapia is sziikséges. A megfelel6 antibiotikum kivalasztasat, illetve annak
alkalmazasi modjat (oralis, intravénas) azonban szamos tényezé befolyasolja; az infekcid
tipusa, a fert6zést okozo mikroorganizmus, annak antibiotikum érzékenysége, antibiotikum
rezisztenciaja, az antibiotikum farmakokinetikaja, a beteg szervezetének altalanos allapota,
a beteg egyiittmiikodése és a lehetséges mellékhatasok kockazata. Ezen soktényezds
rendszerbdl adodik, hogy maig nem létezik olyan szer, mely minden klinikai korképben
akar onalldan, vagy akar kombinalva hatasos lenne. A csontvel6gyulladas kezelésében
leggyakrabban alkalmazott gyogyszereket a 4. tablazat foglalja 6ssze. A leghatasosabb az
intravénds adagolds, azonban a kinolonok esetén a lehetd legkorabban célszerli atvaltani

oralis adagolasra (Lew et al., 2004).
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Mikroorganizmus Antibiotikum Napi dozis Alternativ szerek

Penicillin érzékeny S. aureus Benzylpenicillin 12-20 millié egység Cefazolin (4 x 1 g)
Clindamycin (4 x 600 mg)
Vancomycin (2 x 1 g)
Penicillin rezisztens S aureus Nafcillin vagy 4-6x1-15¢g 2. generacios cefalosporinok (Cefuroxime,
Cefazolin 3x2g Cefamandol)
Clindamycin (4 x 600 mg)
Vancomycin (2 x 1 g)
Ciprofloxacin (2 x 750 mg)
Levofloxacin+Rifampicin (1x 600 mg)

MRSA Vancomycin vagy 2x1g Teicoplanin

Linezolid 2 X 600 mg (1. nap 2 x 400 g, majd 1 x 400 g)
Streptococcusok Benzylpenicillin 12-20 milli6 egység Clindamycin (4 x 600 mg)
(A, B csoport, Eritromycin (4 x 500 mg)
Streptococcus pneumoniae) Vancomycin (2 x 1 g)
Enteralis Gram-negativ baktériumok  Ciprofloxacin 2 X750 mg 3. generacios cefalosporinok

(Ceftriaxon 1 x 2 g, Cefepime)

Pseudomonas aeruginosa Piperacillin és 6x2-49 Cefepime (2 x 2 g) vagy kinolonok és

aminoglikozidok aminoglikozidok (érzékenység szerint)
Anaerobok Clindamycin 4 x 600 mg Ampicillin-sulbactam (3 x 2 g)

Metronidazol
(Gram-negativokra 3 x 800 mg)
Kevert fert6zés (aerob, anaerob) Ampicillin-sulbactam 3-4x2-3¢ Imipenem (4 x 500 mg)

4. tablazat Leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok csontvelégyulladasban (Lazzarini et. al., 2004, Lew et al., 2004)
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A gyodgyszeres kezelés altalanos, bevalt iddtartalma 4-6 hét. Ezt az iddintervallumot
allatkisérletes eredmények és a debridement utani revaszkularizaciot igényld 1d6 alapjan
hataroztak meg (Lazzarini et al., 2009), ugyanis a debridementet kdvetden koriilbeliil 4-6
hét sziikséges a revaszkularizacids szovet kialakuldsdhoz (Waldvogel et al., 1970). Egyes
szerzOk ennél 1ényegesen hosszabb (6 honap, vagy 6 honapnal <) kezelést is alkalmaztak,
azonban a 4-6 hetes kezeléshez képest Iényeges javulast nem tapasztaltak (Hedstrom et al.,
1974, Wagner et al., 1985). Ennek az az oka, hogy ha a terapia 4-6 hét elteltével sem hoz
javulast, akkor Gjabb sebészi beavatkozas sziikséges, mivel az ennél hosszabb gydgyszeres
kezelés sem hozna valdsziniileg jobb eredményt addig, mig a devitalizalt csont nincs
eltavolitva az infekcio teriiletérél (Waldvogel et al., 1970). Tehat lathatd, hogy a kezelés
egyik legnagyobb problémadja a fertézott terlilet rossz vérellatdsa, ami miatt relativ nagy
dozisu gyogyszer adasa indokolt. A masik sarkalatos pontja pedig az, hogy viszonylag
hosszi ideig sziikséges a kezelést folytatni; emiatt viszont megné az antibiotikum
rezisztencia ¢és a szisztémas mellékhatasok kialakuldsédnak veszélye.

Mint korabban emlitettem, a csontveldgyulladdsokban a leggyakrabban izolalt torzs
a S. aureus. Ilyen fertézések esetén a penicillin szarmazékok a leggyakrabban alkalmazott
antibiotikumok. Azonban a penicillinek ellen tobbféle bakterialis rezisztencia alakulhat ki.
Az egyik a B-laktamdz termelés, mely a S. aureus rezisztencia kialakuldsdnak dontd
tobbségéért felelds. Ilyen esetben a korokozo egy olyan enzimet termel, mely a B-laktdm
gylrti elhasitasaval hatéastalanitja a gyodgyszermolekuldt. A masik az Un. intrinszik
rezisztencia, melyre a legtipikusabb példa az MRSA. Tovabba rezisztencidhoz vezethet
még a penicillinkotd fehérjék mutacidja és a sejtfal permeabilitdsanak csokkenése is.
Tovabb bonyolitja a kezelést, ha a fertézést MRSA, vancomycin rezisztens Enterococcus
(VRE) vagy mas multirezisztens baktérium okozza. Léteznek olyan MRSA torzsek is,
melyek vancomycin kivételével minden jelenleg elérhetd antibiotikummal szemben
rezisztensek. Az ilyen MRSA fertézés esetén ezért a vancomycin a valasztando
antibiotikum. Sajnalatos modon azonban mar azonositottak olyan Staphylococcus torzseket

is, melyek vancomycinre nézve is rezisztensek (VRSA) (Srinivasan et al., 2002).
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b. Lokalis antibiotikum kezelés

A csontveldgyulladasok kezelésében alapvetd nehézséget jelent a fertdzott teriilet
rossz vérellatasa. A csokkent vérkeringési teriileteken a szervezet védekez6 rendszere nem
mukodik megfelelden, tovabba a szisztémdas antibiotikum terapia szdmara is nehezen
hozzaférhet6. A korokozé eradikdldsahoz megfeleléen magas lokalis gyogyszerszint
eléréséhez ezért olyan nagy dozisu, hosszu ideig tartd szisztémas gyogyszeres terapiat kell
alkalmazni, mely stlyos mellékhatasokkal, toxicitassal jarhat egyiitt. fgy az utobbi
évtizedekben egyre inkabb eldtérbe keriilt a lokalis antibiotikum terapia lehetésége az
ortopéd és traumatologiai sebészetben.

A lokalis terapia alkalmazasa tapasztalati elveken alapul. Egyes szerzok
megfigyelték, hogy a fertézott teriilet antibiotikus oblitésével jobb gydgyulasi
eredményeket értek el. Ennek az az oka, hogy az oblitéfolyadék kemo-mechanikailag
tisztitja a fertdzott teriiletet; a folyadék mechanikai tisztitdszerepén til az antibiotikum
tartalma is rész vesz a jelenlévd korokozok eliminalasaban (Bayston et al, 1982; Buchholz
et al, 1970; Chant et al, 1995).

A lokalis terapia legnagyobb el6nye, hogy a hasznalt antimikrobialis szer Szinte
kizarolag csak az adott teriileten fejti ki a hatasat, ezaltal a szisztémas keringésben a
helyileg alkalmazott koncentracionak csak a toredéke jelenik meg (Cierny et al., 1984,
Cripps et al., 1998).

Az els6 igazi nagy attorést a lokalis kezelések terén 1970-ben Buchholz és
munkatarsa publikalta (Buchholz et al., 1970). K6zleményiikben arr6l szamoltak be, hogy
a csontcementbe kevert antibiotikum egy része kioldodik, és ezaltal az implantatum
felilletének  antibiotikus ~ védelmét  biztositja. Késébb  1979-ben  Klemm a
gyogyszeres kezelésére gentamicinnel impregnalt csontcementbél (PMMA) készitett
gyongyoket hasznalt. 128 paciens kezelésekor 91.4%-os gyogyulast sikeriilt elérnie
(Klemm, 1979).

A PMMA alapt rendszerek azota is a leggyakrabban alkalmazott és legszélesebb
korben tanulményozott lokalis antibiotikum terapiat szolgalo eszkozok. Ennek legfébb oka,

hogy jo6 biokompatibilitassal rendelkeznek, konnyen alkalmazhatéak, mindenki szamara
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beszerezhetéek, tovabba a szisztémas kezeléshez képest joval magasabb lokalis
gyogyszerszintet biztositanak a fertdzott teriileten, és nem utolsé sorban jelentds koltség
megtakaritast jelentenek (Gogia et al., 2009).

A 4A-C. abrak a PMMA-gyongyok nyilt 1abszarcsont torésében vald alkalmazésat

szemléltetik.

4A-C. abra Példak az antibiotikummal impregnalt gyongyok felhasznélasara nyil tibia torésnél. (A)

Tibia plato torés, (B) operaci6 elétt és (C) utan fibula téréssel tarsult nyilt disztalis tibia térés. (Gogia et
al., 2009)

Azonban a PMMA alapu rendszereknél a felhasznalhat6 antibiotikumok szama
jelentdsen korlatozott. A csontcementbe kevert antibiotikumoknak ugyanis egyrészrdl
hdstabilnak, vizoldékonynak, masrészrél pedig por formatumiinak kell lennie (DiPisa et
al., 1976, Popham et al., 1991, Roeder et al., 2000, Rao et al, 2002, Gogia et al., 2009).

A leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok maig is az aminoglikozidok. Az
aminoglikozidok koziil els6sorban a gentamicint, illetve a tobramycint hasznaljak (Roeder

et al., 2000, Gogia et al., 2009). Tovabbd a vancomycin, clindamycin, az eritromicin,
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tetraciklin valamint cefalosporinok: cefazolin, cefotaxim, cefamandol hasznalatara is

talalhatunk példat a szakirodalomban (Levin et al., 1975, McQueen et al, 1990, Kiss et al.,
1992, Greene et al, 1998, Roeder et al., 2000, Rao et al, 2002).
A PMMA mellett mas rendszerk is léteznek. A lokélis antibiotikum terdpiat

szolgalo egyéb eszkozokre példakat az 5. tablazat szemlélteti.

Hordozo

Antibiotikum

BIS-GMA/TEGDMA
Plaster of Paris (POP)

Kollagén szivacs
Hidroxilapatit
Kalcium-szulfat

Kalcium-szulfat demineralizalt csontmatrixszal

Poliuretan

Demineralizalt csontmatrix
Csont xenograft
Hialuronsav

Cefalexin (Otsuka et al., 1997)
Teiciplanin (Dacquet et al., 1992)
Gentamicin, Fucidin (Mackey et al., 1982)

Gentamicin (Mendel et al., 2005)

Gentamicin (Shinto et al., 1992)

Tobramycin (Nelson et al., 2002)

Daptomycin (Webb et al., 2008)

Vancomycin (Bibbo et al., 2006)
Ciprofloxacin,  Gentamycin,  Fosfomycin,
Flucloxacillin (Schierholz et al., 1997)
Tobramycin (Miclau et al., 1993)

Gentamicin (Li et al., 2001)

Gentamicin (Matsuno et al., 2006)

5. tablazat Lokalis antibiotikum terapiat szolgald rendszerek
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2.2. APMMA CSONTCEMENT

2.2.1. A PMMA torténeti attekintése, felhasznalasa

Az un. ,,savas akrilatot”, vagy mas néven akrilsavat el0szor 1843-ban hasznaltak. A
neve a latin eredetli ,,acreolan” szobol ered. A sz6 jelentése ecet, mely a monomer
vegyliletnek a jellegzetes savas, ecetre emlékezetd illatara utal (Hendriks et al., 2004,
Webb et al. 2007). 1865-ben Allitottak elé el0szor az akrilsav egyik szarmazékat; a
metakrilsavat.

A metakrilsav metanollal képzett észtere a metil-metakrilat (MMA). A MMA-bol
ezutan 1877-ben két német kémikus allitotta el6 a polimerizalt PMMA-t. Valamivel
késobb Otto Rohm, aki a MMA polimerizaciojat kutatta, gyartani kezdte a PMMA
polimert, mely terméket a Rohm and Haas vallalat 1936-ban Plexiiiveg'™ néven hozott
kereskedelmi forgalomba (Hendriks et al., 2004).

A PMMA-t napjainkban is szamos teriileten hasznaljak. Ennek legfobb oka az,
hogy a PMMA kivalé biokompatibilitassal és konnyt feldolgozhatosaggal rendelkezik. A
gyogyaszati célokra torténd alkalmazasanak el6zménye az volt, hogy a II. vilaghabortiban
hasznalt replilogépek szélvéddjét is plexiiivegbdl készitettek: Mivel szamos vadaszpilota
szenvedett a haboruban repiilogép balesetet, észrevették, hogy a baleset soran a pilotakba
farodott PMMA darabok nem valtottak ki szoveti reakciot (Apple et al., 1996, Hendriks et
al, 2004).

Az orvosi felhasznaldsara az elsé feljegyzések az 1940-es évek elejérol
szarmaznak. Mar akkor hasznaltdk a PMMA-t koponyadefektusok zarasara (Hendriks et
al., 2004). Ezenkiviil alkalmaztak a maxillofacialis sebészetben is defektusok potlasara
(Munson et al., 1941). Majd 1950-ben a Judet fivérek hore koto csontcementet alkalmaztak
csipdiziileti artroplasztikaban (Judet et al., 1950). Haboush 3 évvel késObb a csipdiziileti
protézis jobb rogiilését PMMA beinjektalasaval érte el (Haboush EJ, 1953). Késobb
Charnley nevéhez fliz6dik az els6 onkotd akrilat csontcement ortopédiai felhasznalasa

(Hendriks et al., 2004).
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Azodta az orvostudomany szdmos mas teriiletén is széles korben hasznaljak a

PMMA-t; példaul dializalé6 membranok, intraokularis szemlencsék, kontaktlencsék, illetve

a fogaszatban fogsor alapanyagok készitésére (Hendriks et al. 2004, Frazer et al., 2005).

2. 2. 2. APMMA csontcement fizikai és kémiai tulajdonsaga

A PMMA az MMA lancreakcigjaval eléallitott szintetikus polimer. Kémiai

szerkezetét az 5. dbra szemlélteti. Siirtisége 1.17-1.20 g/cm?, olvadaspontja 200°C.

5. abra A PMMA kémiai szerkezete

A MMA a metakrilsav észtere. Egy szintelen, jellegzetes szagu folyadék. Striisége

0.9 g/cm®, forraspontja 100°C, molaris tomege 100 g/mol. A kémiai szerkezetét a 6. dbra

mutatja:

C =

N S

—0

S NN

CH

6. Abra A MMA kémiai szerkezete
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A legfontosabb funkcionalis része a két szénatom kozotti kettds kotés. Ez a kotés
felelés a polimerizacidos reakcid lezajlasaért. A reakcidképes kettés kotések ellenére
azonban a monomerek nem képesek a gyors polimerizaciora, a folyamat meglehetdsen sok
1d6t vesz igénybe, illetve jelentds a zsugorodas (20%<) és a hoképzddés (100°C<) is.

Ezért a jelenleg kaphato akrilat csontcementek két komponensbdl allnak. Az egyik
alkotdéelem a folyékony halmazéallapott MMA, a masik pedig a por formatumi
elépolimerizalt PMMA. A 6. tablazat szemlélteti a kereskedelmi forgalomban kaphato
csontcementek Osszetételét (Breusch et al. 2003, Webb et al., 2007).

Az elépolimerizalt PMMA por kis atmérdji (1-125 pm) golyocskakbol all, melyeket
jol hiitstt forraloedényben gyarilag készitenek eld, és jol oldddnak a monomerben. Igy az
elére gyartott polimer por alkalmazasaval a felhasznalas sordn jelent6sen csokkenthetd a
hétermelés és a zsugorodas. Rimnac és munkatarsai a Palacos cement esetén mintegy 3%

zsugorodast tapasztaltak (Rimnac et al., 1986).

Osszetétel Szerep

Por komponens

Polimer Polimetil-metakrilat

Ko-polimerek (MA-MMA) A cement fizikai tulajdonsagat modositja
Barium-szulfat, Cirkonium-dioxid Rontgenarnyékot ad

Szinez6anyag (klorofil) Elkiiloniti a cementet a csontszinétdl
Antibiotikum por* Antimikrobialis hatas

Folyadék komponens

Monomer Metil-metakrilat monomer
N,N-dimetil-p-toluidin (DMPT) Aktivator

Dibenzoilperoxid DMPT-vel reagal, iniciator
Hidrokinon Stabilizal6 anyag, inhibitor
Szinezbéanyag (klorofil) Elkiiloniti a cementet a csontszinétol

6. tablazat A kereskedelmi forgalomban kaphat6 csontcemetek Gsszetétele (Breusch et al. 2003, Webb
etal., 2007)

*csak bizonyos gyartmanyok esetén
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A tablazatbol kitinik, hogy a kaphatd cementek pora egyéb alkotdelemeket is
tartalmaz; ilyen példaul az iniciator dibenzoilperoxid, vagy a rontgenarnyékot ado
sugarelnyeld cirkonium dioxid, barium szulfat, illetve a konnyebb felhasznalast biztosito

szinezOanyagként szolgalo klorofil.

2. 2. 3. Polimerizacié folyamata

A PMMA polimerizacidja hétermeléssel jard, exoterm kémiai folyamat (Webb et
al., 2007). A reakcido a por alapt polimer és a folyékony monomer Osszekeverésével
indithat6 el. A legtobb csontcement esetében a port a monomerrel 2-3:1 aranyban kell
Osszekeverni, mivel ezzel az ardnnyal lehet minimalisra csokkenteni a polimerizacids

zsugorodast, illetve a hdképzddést.

H,C CH,
o N
[ 0
e O
7 \O/ R C/ N
]
O
Dibenzoilperoxid ! Dimetil-p-toluidin
O
|
C
7
+ Melléktermék
Gydk (R")

7. abra Lancinditas (inicializalas) (Breusch et al. 2003)

A PMMA polimerizaciéo fajtajat tekintve gyokods polimerizacio. A lancindito
reakcid (7. abra) soran aktiv centrumok; szabadgyokok képzodnek, melyek a monomerrel
egyesiilve, novekvé makrogyokoket hoznak I1étre (ldancnovekedés, 8. dbra). Tehat a

lancnovekedés kozben az aktivalt monomer tovabbi monomerekkel reagil. Ez a
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lancnovekedési folyamat pedig addig tart, amig az aktiv centrum ¢él, és van monomer a

rendszerben. Végiil az aktiv centrumok megsziinésével a reakcio befejezddik.

COOCH3 COOCH3 COOCH3
| | |
R'+CH2: —> R—CHZ—C. + N CH2:C
| | |
CH 3 CH 3 CH 3
COOCH3 COOCH3
|
R—CH 5—C CHZ—C ’
| |
CH 3 " CH 3

8. abra Polimerizacios lancnévekedés (Breusch et al. 2003)

A szabad gyok dezaktivalodik, mely kétféleképpen torténhet; rekombinacioval és
diszproporcioval (9. abra) (Breusch et al. 2003). A lancreakcid soran a MMA molonként
52 KJ energiat ad le, mely a cement tekintetében1.4-1.7x10° J/m® héfelszabadulassal jar
(Webb et al., 2007).

COOCH, COOCH,
|
RCHZ?- * R—CHz—C-
|
CH CH,

Diszproporcio / \ Rekombinacio

(|:OOCH3 I|—| (|ZOOCH3 COOCH, CH,
R—C =¢C- + R—C =C—H R*CHz—Cic.CHZ‘_R
| | | |
b Gy A ey CH, COOCH,

9. abra Lanczar6das (Breusch et al. 2003)
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Bizonyos szerzék in vitro és in Vvivo is tanulmanyoztdk a lancreakcid soran
felszabaduld hotermelést, illetve ennek hatdsat. Meyer és munkatarsai azt talaltak, hogy a
feleslegben alkalmazott monomer, a nagyobb anyagvastagsag, illetve a magasabb
kornyezeti homérséklet kedvezdtlen iranyban fokozza a polimerizacidés hoképzodést
(Meyer et al., 1973). Tovabba a vizsgalatok soran DiPisa 70-120°C-os hétermelést
detektalt (DiPisa et al., 1976). Az in vitro mérésekkel szemben azonban a klinikai
kutatasokban ennél joval alacsonyabb hémérsékleteket detektaltak (Webb et al., 2007).
Egyes szerzok a csont és csontcement hataran mintegy 43-46°C-os hémérsékletet mértek
(Tocksvig-Larsen et al, 1991), mig masok 48°-os homérséklet maximumot detektaltak
(Reckling et al., 1977). Az in vitro és in vivo mérések kozti jelentds differencia feltehetden
a helyi vérkeringés hiit6 hatasanak, és a nagyobb feliiletnek a kovetkezménye (Webb et al.,
2007).

Ha fizikailag szeretnénk a polimerizaciot jellemezni, akkor négy {6 fazist kiilonithetiink
el azon id6 alatt, mig a monomer hozzaadas utani folyékony, relativ alacsonyabb

viszkozitasu anyagbol kemény polimer képzddik.

1. Keverési fazis: A keverék folyékony halmazallapota. Ekkor indulnak el a kémiai
reakciok.

2. Varakozasi (tészta allag I) fazis: A keverék viszkozitdsa folyamatosan nd, egyre
ragacsosabba valik. A lancreakci6 elindult, a képz6d6 polimer lancok miatt lesz az
anyag egyre kevésbé folyékony.

3. Felgyorsult polimerizacids (tészta allag II) fazis: A viszkozitds tovabb novekszik,
elindul a héképzddés. A lancndvekedés tovabb folytatodik. A fazis végére a tészta
allaghi massza nem ragad.

4. Szilarduldsi fazis: A PMMA megkeményedett, igy az anyag nem formalhato
tovabb, illetve befejez6dik a tovabbi hdtermelés. Lancnovekedés megall,

lancterminacio (Passutti et al., 2003).

28



2. 2. 4. Antibiotikummal impregnalt PMMA

=rer

lokalis antibiotikum terapiat szolgald eszkozként alkalmazzuk, Buchholz és Engelbrecht-
t6] szarmazik (Buchholz et al., 1970). 1970-ben az 6 6tletiik volt, hogy a csontcementhez
por alapu antibiotikumot keverve, az a cement megszilardulasa utan depoként szolgalva
folyamatos gyogyszerleadast biztosit. Gentamicin-szulfatot hasznaltak, mivel kivald
vizoldékonysaggal, széles spektrummal, alacsony allergizald hatassal, illetve rendkiviil jo
hostabilitassal rendelkezik (Hendriks et al., 2004). Még az 1970-es években Klemm
antibiotikummal toltott PMMA gyongyoket készitett, és ezt hasznalta csontveldgyulladas
kezelésében (Nelson et al., 1992, Rao et al., 2002). A gyongyforma megndvelt feliiletével
fokozta az antibiotikum leadast, illetve lancba foglalva eldsegitette a késdbbi eltavolitast
(Nelson et al., 1992).

A jelenleg hasznalatos PMMA rendszerek az antibiotikumot vagy elére gyarilag
elkészitett formaban tartalmazzak, vagy pedig a sebész altal kozvetleniil a miitében
bekevert, kézzel gyurt formaban léteznek. Eurdpaban kereskedelmi forgalomba az
antibiotikummal impregnalt PMMA eldszor 1976-ba keriilt, azonban még napjainkban is
csak egyféle PMMA-gyongy kaphatdé; a 7.5 mg gentamicin-szulfat tartalma, 7 mm
atméréjii gyongyokbol allo Septopal lanc (Biomet Europe, Darmstadt, Németorszag).
Ezzel szemben az Egyesiilt Allamokban még a mai napig sem engedélyezte a Food and
Drug Administration (FDA) az antibiotikummal kevert gyongyoket (Nelson et al., 1992,
Roeder et al., 2000, Rao et al., 2002). Ez azért problémas, mert a gyarilag eldallitott
gyongyok antibiotikum leadasi kinetikdja sokkal kedvezdbb, mint a nem standardizalt
koriilmények kozott kézzel készitett cement gyongyoké (Nelson et al,. 1992, Rasyid et al.,
2009).

Lathatjuk tehat, hogy immaron tobb mint négy évtizede hasznalatosak az
antibiotikum impregnalt PMMA alapu rendszerek annak ellenére, hogy szamos hatranyos
tulajdonsaguk ismert. Kiemelkedd ezek koziil, hogy jelentdsen korlatozott a felhasznalhato
antibiotikumok tipusa. Ennek az az egyik oka, hogy kizardlag olyan hdstabil
gyogyszertipust lehet alkalmazni, mely az akrilat magas polimerizacios homérséklete (akar
100°C feletti) utan is megtartja bioldgiai aktivitasat (DiPisa et al., 1976, Rao et al., 2002).

Emellett csak olyan antibiotikumokat alkalmazhatunk, melyek nem befolyasoljak a cement
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mechanikai tulajdonsagat, illetve melyek por formaban hozzaférhetéek, azért hogy a
keverési és kotési reakciok zavartalanul végbemehessenek (Popham et al., 1991, Roeder et
al., 2000, Rao et al, 2002). Ezen kritériumoknak pedig csak kevés antibiotikum felel meg.

Tovabbi hatranyt jelent, hogy a PMMA alapt rendszereket tipikusan kétfazisos
antibiotikum leadasi profil jellemzi (Levin et al., 1975, Bunetel al., 1989, Kuechle et al.,
1991, Wu et al., 2006; Dunne et al., 2007; Moojen et al., 2008; Squire et al., 2008;
Zilberman et al., 2008). A kétfazisos kiaramlas jellemz6je, hogy a terapia elsé par napjaban
magas, majd azt kovetden lényegesen lecsokkent gyogyszerleadas mérhetd, ez pedig
messze elmarad az idealistol (Belt et al., 2001; McLaren, 2004; Wu et al., 2006).

Tovabba a PMMA-ba kevert antibiotikumnak kevesebb, mint 10%-a oldodik ki a
polimer matrixbol, ezért az antibiotikumokat jelentds feleslegben kell hasznalni (DiMaio et
al., 1976, Bunetel al., 1989, Miclau et al., Cabanillas et al., 2000, 1993, Zilberman et al.,
2008).

Ez utobbi két probléma arra vezethetd vissza, hogy a PMMA erdsen hidrofob, igy
az antibiotikum tartalma csak abban az esetben tud kiaramlani, ha az ko6zvetlen
hozzaférhet6vé valik a vizes kozeg szamara. A kioldddott antibiotikum helyén igy porusok
keletkeznek, melyek tovabbi feliiletnoveld hatdsukkal még tobb kozvetlen felszini
kontakttal elérhetd teriiletet szabaditanak fel. A folyamat végére igy egy anyagon beliili
porushalozat alakul ki. Alapvetden azt is mondhatjuk, hogy az anyag porozitasa dontéen
meghatarozza az antibiotikum kidramlast (McLaren et al., 2007).

Ezért, hogy egyes munkacsoportok megnoveljék a PMMA porozitast, illetve ennek
megfelelden a permeabilitast, kiillonbozd vizoldékony tdltdanyagokat kevertek a PMMA -
ba. Ilyen toltéanyag példaul a szénhidratok koziil a dextran és szukroz (Kuechle et al.,
1991, McLaren et al., 2007), aminosavak koziil a glicin (McLaren et al., 2004, 2006),
poliolok koziil az eritrol és xilitol (McLaren et al., 2006, 2007, Weiss et al., 2009), a
polivinil-pirrolidon (PVP) (Rasyid et al., 2009), illetve tovabbi feleslegben hasznalt
antibiotikum (Dunne et al., 2007). A kioldddott vizoldékony t6ltéanyag helyén igy szintén
porusok, elucios csatornak képzddnek, melyek feliilletndveld hatasukkal fokozzdk a
folyadék (szovetnedvek) penetracidt az anyag belsejébe megndvelve ezzel a gyogyszer
leadast. A fokozott porozitasnak kdszonhetik a gyarilag eldallitott cementek is a kedvezdbb

antibiotikum kidramlasi profilt (Nelson et al., 1992, McLaren et al., 2007).
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McLaren ¢és munkatarsai fenolftaleinnel vizsgaltdk a kiilonb6z6 mennyiségi
toltéanyagot tartalmazé6 PMMA gyongyok permeabilitasat (Mclaren et al., 2005). Azt
talaltak, hogy minél tobb a toltdanyag mennyisége, annal pordzusabb lesz a polimer
szerkezete, mely noveli a folyadék penetraciot, ezaltal a fokozott antibiotikum leadast is.

Osszefoglalva jelen ismereteink szerint az antibiotikum kioldodas alapvetd

mechanizmusa a kovetkez0:

1. felszini kioldodas,
2. porusképzodés,
3. kialakult porushalozaton keresztiil tovabbi kioldodas a polimer matrixbol,

4. diffazi6 a matrix belsejébdl a cement allomanyén keresztiil.

McLaren munkacsoportja vizsgalata a toltGanyag Szemcsenagysag hatasat is. Azt
talaltdk, hogy a nagyobb szemcseméret novelte a kezdeti folyadék penetraciot a gydongyok
belsejébe (McLaren et al., 2007).

Szintén McLarenék vizsgaltak azt is, hogy van-e kiilonbség az eredeti védett
tobramycin, illetve a generikus tobramycin PMMA cementb6l valo kiolddédasa kozott.
Munkajukat arra alapoztak, hogy azonos mennyiségi, de kiilonbozé gyogyszerek térfogata
kiilonbozhet. Azt tapasztaltak, hogy a nagyobb térfogati, generikus tobramycinnek
kedvezdbb a kiaramlasi kinetikaja (McLaren et al., 2008).

Ezen feliil a kiilonb6z6 keverési modszerek (vakuumban keverés, normal 1égkdri
nyomason keverés) hatdsat is tanulmanyoztdk mar. A kutatok arra a kérdésre keresték a
valaszt, hogy mely mddszer noveli a leginkabb az antibiotikum leadast (Kuechle et al.,
1991). A vizsgalat eredménye itt is az anyag porozitasara volt visszavezethetd; a
vakuumban kevert rendszerek a kisebb porozitas kovetkeztében lényegesen rosszabb
kinetikat mutattak.

Penner és munkatarsai az antibiotikum kioldodast két antibiotikum (vancomycin és

tobramycin) egyiittes alkalmazasaval fokoztak (Penner et al., 1996).
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2. 2. 5. Antibiotikummal toltott (elsé generacios) PMMA kapszulak

2006-ra a Pécsi Tudomanyegyetemen Borzsei és munkatarsai kifejlesztettek egy
PMMA alapu antibiotikum hordozé rendszert (Borzsei et al., 2006a, 2006b). A céljuk az
volt, hogy egy olyan edényrendszert fejlesszenek ki, melybe barmely gyarilag késziilt
antibiotikum belehelyezhetd, ¢s a feltételezésiik szerint az antibiotikum az edény falan
atjutva helyileg baktericid koncentraciot biztositva terapias lehetéséget nyujt a jovében a
szeptikus csontfolyamatok kezelésében.

Ezeket az elsd generacios PMMA kapszuldkat (10. &dbra) azonban egy présgép
segitségével allitottdk eld, mely eldallitasi technologidrdl azdta bebizonyosodott, hogy
szamos hibaforrast rejt magéban (zsugorodds, és a zsugorodasbol adodd pontatlan

zarszerkezet).

10. abra Els6 generacios PMMA kapszuldk (Borzsei et al, 2006)

Az otletet azonban munkacsoportunk nem vetette el. Szamos ponton valtoztatva
létrehoztunk egy masodik generacios PMMA kapszularendszert. EzGttal a PMMA edények
falanak ateresztOképességét kiilonbozd tartalmii vizoldékony toltdanyaggal (szorbitol)
biztositottuk. A toltdanyag tartalom mellett egy masik valtozo paramétert is beiktattunk: a
falvastagsagot. Ezen feliill nagyon pontosan illeszkedd =zarszerkezet is sikeriilt
kialakitanunk.

Jelen dolgozatomban a tovabbfejlesztett masodik generacios PMMA-szorbitol

kapszulak in vitro permeabilitas és antibiotikum leadasi kinetikajat vizsgaltuk.
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3. CELKITUZESEK

A traumatoldgiai, ortopéd és szeptikus sebészetben még napjainkban is mintegy
,arany standardnak” tekinthet6 az antibiotikum hordoz6 PMMA csontcement (Nelson,
2004). Felhasznalasanak egyik kiemelkedd teriilete a kronikus oszteomielitiszek, a
szeptikus iziileti és csontgennyedések kezelése. Azonban az anyag tulajdonsagaibol

adodoan szamos hatranyos tulajdonsaguk ismert. Ezért:

1. Célunk volt egy olyan lokalis antibiotikum terapiat szolgald eszkoz kifejlesztése,
mely a kordbbi PMMA alapii rendszereknél hatékonyabb lokalis terapias

lehetdséget biztosit a szeptikus csontfolyamatok kezelésében.

2. Olyan rendszert akartunk kifejleszteni, mely lehetdséget biztosit barmilyen
antimikrobialis szer lokalis alkalmazasara. Mivel a kapszuldkat a polimerizacios
folyamat lezajlasa utan toltjiik meg, igy nem csak hdstabil, vizoldékony és por
formatumt  készitményeket, hanem az antibiogram alapjan indokolt, célzott
antibiotikumokat lehetne alkalmazni. Kovetkezoképp a kapszulakat kozvetlenil a
mitét eldtt, vagy a mitét kozben megtoltve lényegesen kitagulna a

rendelkezésiinkre allo, lokalisan adhaté antimikrobialis szerek kore.

3. Tovéabbd olyan rendszert szerettiink volna kifejleszteni, mely iddben
szabalyozhato, elére megjosolhatd kidramlasi kinetikéval rendelkezik, lehetdséget
biztositva a terapia teljes idGtartama alatt az egyenletes gyogyszerszintre. Ezaltal a
konvencionalis PMMA alapt rendszerek tipikusan kétfazisos antibiotikum leadasi
profiljanal  kedvezébb, kozel idealis lokalis terapias gyogyszerszintet

biztosithatnank.
4. Ezért egy vizoldékony toltdanyag tartalmu (szorbitol) PMMA alapu

kapszularendszert = készitettiink  kiilonb6zd  toltdanyag  tartalommal  és

falvastagsaggal. Hipotézisiink az volt, hogy e két paraméter szabalyozasaval
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befolyasolni tudjuk a kapszula faldnak ateresztOképességét. Mindent Gsszevetve, ha
a kapszuldkat megtoltjiik, majd vizes kozegbe helyezzilk a falvastagsag
fliggvényében a toltdanyag kioldodéas helyén Un. elicids csatorndk képzddnek,
melyek hatassal vannak a kapszulafal ateresztéképességére, és ennek megfelelden a

kapszulaba toltott anyag kiaramlasi kinetikajara.

5. A kifejlesztett kapszulak permeabilitasat id6é fiiggvényében spektrofotometrias
modszerrel vizsgaljuk. Mértiik, hogy a kapszulakba t6ltétt bromfenolkék oldatot
milyen mértékben képes a kapszulak fala atereszteni, illetve, hogy azt milyen

itemben teszik. A vizsgalatok utan pasztazo elektronmikroszkopos felvételeken

crer

6. Tovabba valaszt kerestiink arra a kérdése, hogy a kidramlas osszefiiggésben all-e

a PMMA kapszulédk falvastagsagéaval és a toltOanyag tartalmaval.

7. Az eclbzetes in vitro vizsgalatok utan, az eredményiil kapott permeabilitas
profilok alapjan kivalasztottuk a legalkalmasabbnak igérkez6, a jovoben potencialis

terapias lehet6séget nyujto tipusokat.

8. A kivalasztott kapszula tipusokat tovabb vizsgaltuk kiilonbozéfajta
antibiotikumukra nézve. Az antibiotikum leadast egyrészr6l mikrobiologiai,

masrészrol nagy teljesitmeényti folyadékkromatografias modszerrel hataroztuk meg.
9. Végiil Osszehasonlitottuk az altalunk kifejlesztett kapszuldak és a jelenleg

egyetlen kereskedelmi forgalomban kaphat6 PMMA-gyongy antibiotikum leadasi
képességét.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4. 1. MASODIK GENERACIOS PMMA-SZORBITOL KAPSZULAK
PERMEABILITAS VIZSGALATA

4. 1. 1. PMMA-szorbitol kapszulak készitése

Az vizsgéalatokhoz Osszesen 16 féle kapszulat allitottunk eld eltérd szorbitol
tartalommal és falvastagsaggal. A toltGanyagként hasznalt szorbitolt (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Németorszag) elszor ledaraltuk, majd az egyenletes szemcsenagysag
biztositasa érdekében, egy 160 um-es sziiron (Millipore, Billerica, USA) atszitaltuk. Ezt
kovetéen a szorbitolt 40, 50, 60 és 70 tomegszazalék (w/w %) aranyban homogénen
osszekevertik a PMMA (Surgical Simplex P, Stryker-Howmedica-Osteonics, Rutherford,
USA) polimer porral. Az igy keletkezett 4 féle keverékhez ezutan adtuk hozza a monomert,
¢s henger alaku blokkokat készitettiink.

Korabban Borzsei munkatarsaival (Borzsei et al. 2006a, 2006b) az elsé generacios
PMMA kapszulék gyartasahoz préstechnikat alkalmazott. A kapszuldkat a még formalhat6
PMMA keverékbdl a kivant formajira préselték. Mivel a kapszulak a kész forma
kialakitasat kovetéen polimerizalodtak, igy jelentésen zsugorodtak, deformalddtak.
Munkacsoportunk azért, hogy a korabbi technologiabol adddd deformitasokat
kikiiszobdlje, eldszor megfeleld méretli henger blokkokat préselt a bekevert tészta allagu
masszabol, majd a polimerizaciot kdvetéen a mar megpolimerizalodott blokkokbol egy
forgacsologép segitségével 0.3, 0.4, 0.5 és 0.6 mm falvastagsagl kapszulakat készitett. A
tovabbfejlesztett gyartasi technologianak koszonhetéen igy a polimerizacids zsugorodas
kovetkeztében létrejové pontatlansdgokat teljes mértékben ki tudtuk kiiszobdlni, és
szazadmilliméter pontossaggal zarodo kapszuldkat tudtunk létrehozni. A 11. abra

szemléltet egy PMMA-szorbitol kapszulat és annak zaroszerkezetét.
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11. abra Masodik generacios PMMA-szorbitol kapszula. A kapszula dugdja szazadmilliméter

pontossaggal illeszkedik a kapszulaba megakadalyozva ezzel a kapszulaba t61tott anyag Kiszivargasat.

4. 1. 2. Kapszulafal permeabilitas vizsgalat

A kiilonbozo tipusu kapszuldk falanak ateresztoképességének meghatidrozasahoz
diffizioés indikatorként egy jol detektalhatdo anyagot; bromfenolkéket (BPB, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Németorszag) hasznaltunk. Minden kapszulat 40 pL, 1 mg/mL BPB-t
tartalmazo fiziologias sooldattal t6ltottiink meg. A kapszulak toltésénél kiilonos figyelmet
forditottuk, hogy a kiilsé felszin ne kontaminalédjon a BPB-vel. Ezutan a kapszuldkat
lezartuk, és egyenként 1-1 mL fiz. sooldatot tartalmazd 1.5 ml-es eppendorf csobe
helyeztiik szobahémérsékleten 42 napra. Az eppendorf csoveket lezartuk, hogy
megakadalyozzuk az oldat parolgasat. Minden csoportban 10 kapszula parhuzamos
mérését végeztik el. A kapszulakbol a 42 nap alatt kidramlott BPB mennyiségét a
kornyezé sooldatban spektrofotometrias (Perkin-Elmer Lambda 2 Spectrophotometer,
Perkin-Elmer, Palm Springs, USA) mddszer Segitségével hataroztuk meg. A 12. abra
mutatja, hogy az 1d6 eldrehaladtaval kidramlott BPB mennyisége a kornyezd sooldatban

folyamatosan nott.
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12. abra A megtoltott, és lezart kapszulakat 42 napra 1-1 mL fiz. sooldatot tartalmazé eppendorf
csovekbe helyeztiik. Kiilonb6z6 idéintervallumonként a kapszulakbdl a kapszulakat kérbevevo fiz. soba
kiaramlott festék mennyiségét mértiik spektrofotométerrel. Az id6 eldrehaladtaval kidramlott BPB

mennyisége aranyos volt a kapszula fal permeabilitasaval.

A BPB abszorpcioés spektrumanak maximumat 592 nm-en mértiik. A kalibralashoz
0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 and 50 pg/mL ismert koncentracioji BPB oldatokat hasznaltunk. A
kiaramlott BPB mennyiségét a 42 nap alatt sszesen 15 alkalommal hataroztuk meg; els6 6
napon naponta, majd a 9., 12., 15., 19., 23., 27., 32., 37. és 42. napon. Minden mintavételi
alkalomkor 800 pl mintat mértiink le, melyeket a mérést kovetden visszahelyeztiink a

mintatartoba. Negativ kontrollként fiz. sooldattal toltott kapszulakat hasznaltunk.

4.1. 3. PMMA-szorbitol kapszula felszini morfolégia vizsgalata

A kapszuldk felszini morfologia vizsgalatdhoz pasztazo elektronmikroszkopos
(SEM, JEOL JSM-6300 Scanning Electron Microscope, Akashima, Tokyo, Japan)
felvételeket készitettiink. A 42 napos inkubaciot kdvetden minden csoportbol harom
kapszula felszinét - mivel a PMMA igen rossz elektromos vezet6 - vékony, egyenletes, jol

vezetd aranyréteggel vontuk be. A bevonashoz vakuum-gézoléses modszert alkalmaztunk.
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A kapszuldk felszinérél az aranyozast koOvetéen azonos nagyitassal (60x)
felvételeket készitettiik, majd a felszinen képzddott porusok Osszfelszinhez viszonyitott
szazalékos ardnyat egy szamitogépes szoftver segitségével meghataroztuk (Image J image
processing software, plugin: contour plotter analyzer). Az analizalés eldtt minden képet 8
bit formatumuva alakitottunk, majd az intakt felszineken meghataroztuk a hattérintenzitas
értékeket. Ezutan a kontlr intenzitast a hattérintenzitdshoz viszonyitva allitottuk be, igy a
szoftver a hattérnél sotétebb teriiletek méretét meghatarozta. Meghataroztuk az dsszfelszin
nagysagat is, és a szamolt. meghatarozott porusok szazalékos ardnyat ehhez viszonyitva

szamoltuk ki.

4, 1. 4. Statisztikai médszerek

Az adatokat atlagokban fejeztiik ki, a mérési hibat standard deviaci6 formajaban
tiintettiilk fel. A statisztikai elemzés az SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA)
programcsomag segitségével tortént.

Vizsgéltuk egyrészrdl varianciaanalizissel (ANOVA) a falvastagsdg és szorbitol
tartalom hatasat a BPB kiaramlasra nézve minden mintavételi idépontban (1-42 nap). A
szignifikancia szintet p<0.05 hataroztuk meg.

ANOVA-t kovetden az adatok “post hoc” elemzését végeztiik el. Kivalasztottunk 3
- a vizsgalati iddszak eleje, kozepe, vége — kiilonbozd idOpontot; a 6., 15. és 32. napot.
Majd ezen mintavételi idépontokon paronként sszevetettiik a kiaramlott kumulativ BPB
mennyiségeket. Mivel 3 kiilonbozé idopontot vizsgaltuk 16 féle kapszulara nézve, igy
Osszesen 720 (3x15x16=720) analizist végeztiink el. Azokat a kapszulatipusok, melyekbdl
az adott vizsgalati napon szignifikansan nem kiilonb6z6 (p>0.05) mennyiségii BPB
aramlott ki, egyforma szinjelolést kaptak.

Tovabba a kiaramlasi kinetikdk és a felszini morfologia kozotti Gsszefiiggéseket is
megvizsgaltuk. Mivel a SEM vizsgalatot a 42. nap utan végeztik el, a pontosabb
Osszevetés érdekében 4 egymastol kiilonbozd, de a kidramléasi kinetikara jellemzd
paramétert vetettliink Ossze a porusok Osszfelszinhez viszonyitott szazalékos aranyaval. A

kivalasztott 4 paraméter a kovetkezd volt:
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a. akiaramlas kezdete,

b. azid6intervallum, ami alatt a BPB fele kiaramlott,

C. anapi maximalis BPB kidramlas,

d. az iddintervallum, ami a BPB 25%, illetve 75%-anak kiaramlasa kozott telt el.

4, 2. PMMA-SZORBITOL KAPSZULAK IN VITRO ANTIBIOTIKUM
KIARAMLAS VIZSGALATA

4. 2. 1. PMMA-szorbitol kapszulakészités, és in vitro antibiotikum kiaramlas vizsgalat

4 féle PMMA-szorbitol kapszulat készitettiink 0.5 és 0.6 mm-es falvastagsaggal,
illetve 60 és 70 w/w % szorbitol tartalommal a fent emlitett mddszer szerint. A kapszulakat
etilén oxidos sterilezést kovetéen aszeptikus koriilmények kozott 40 pL antibiotikum
oldattal t6ltottiik meg. A valasztott antibiotikumok, €és azok kapszulankénti mennyisége a

kovetkezok voltak:

a. 4.5 mg gentamicin (7.5 mg gentamicin-szulfat por (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Németorszag)) fiz.soban feloldva,

b. 1.6 mg tobramycin (Brulamycin, TEVA Pharmaceuticals, Debrecen,
Magyarorszag)

c. 10 mg amikacin (Likacin, Lisapharma S.p.A, Erba, Olaszorszag)

d. 6 mg clindamycin (Dalacin C, Pfizer Kft, Budapest, Magyarorszag)

Kontrollként kereskedelmi forgalomban kaphatdé PMMA-gentamicin-gyongyoket
(Septopal, Biomet Europe, Darmstadt, Németorszag) hasznaltunk. A gyongyok 4.5 mg
gentamicint (7.5 mg gentamicin-szulfat formaban) tartalmaznak gyongyonként.

A gyongyoket, illetve a megtoltott és lezart, steril kapszulakat 1-1 mL fiz. séoldatot
tartalmazo 1.5 mL-es eppendorf csovekbe helyeztiik 42 napra. Az eldzetes vizsgalatoknak
megfeleld idokdzonként (1-6. nap naponta, majd a 9., 12., 15., 19., 23., 27., 32., 37. és
42.napon) a fiz. soéoldatot 1-1 mL friss fiz. sooldatra cseréltiik le. A kapott mintakat -80°C
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taroltuk a mérésekig. Minden csoportban nyolc kapszula és gyongy parhuzamos mérését

végeztiik el.

e rer

meghatarozasa

A gentamicin, tobramycin, amikacin minimalis gatlo koncentracioit (MIC)
makrodiluciés modszer segitségével hataroztuk meg (Kustos et al.,, 2005). A
vizsgalatokhoz Staphylococcus aureus HNCMB 112002 baktérium torzset hasznaltunk.

4. 2. 3. Gentamicin, tobramycin, amikacin Kkidramlas meghatarozasa in vitro

mikrobiolégiai modszer segitségével

A PMMA-szorbitol kapszulakbdl kiaramlott gentamicin, tobramycin, amikacin
mennyiségét lemezontéses agardiffuzios lyuk modszer segitségével hataroztuk meg (13.
abra).

100 mL Miieller-Hinton agart (Oxoid, Cambridge, UK) 6sszekevertiink 500 uL S.
aureus szuszpenzidval, majd steril, 150 mm-es atmérdji petri csészébe (Sarstedt Inc.,
Newton, USA) ontottiik. A S. aureus husleves tenyészet optikai denzitas értékét még az
Osszekeverés el6tt 600 nm-en  spekrofotométer (Perkin-Elmer Lambda 2
Spectrophotometer, Perkin-Elmer, Palm Springs, USA) segitségével 0.100-re allitottuk be.
Az Osszekevert taptalajba a lemezontést kovetden még dermedés elétt 12 darab 7 mm-es
fémtuskot helyeztiink. A taptalaj megszilardulasa utan a tuskokat eltavolitottuk, majd 2
csepp agarral az aljzatot lezartuk. A dermedést kovetéen 10-50 uL felolvasztott mintat
injektaltunk a taptalajokban képzett lyukakba. Minden lemezre a tizenkettd lyukbol
oldatokat mértiink be. A lemezeket ezutan 37°C-on inkubaltuk, majd 24 o6ra mulva
fotodokumentaltuk (Kodak EDAS 290, Kodak, Rochester, USA). A fotok alapjan
szamitogéppel meghataroztuk a kialakult gatlasi zonak teriiletét. A gatlasi zonak mm?-ben

crer

antibiotikum koncentracidkra szamoltuk at.
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elteltével fotddokumentaltuk a lemezeket, és meghataroztuk a lyukak koriil kialakult kiiléonb6z6

atmérdjii gatlasi zondk teriiletét. A gatldsi zonak mm®-ben mért értékei alapjan hataroztuk meg a

koncentracio értékeket. A képen lathatd, hogy minden lemezre kiilon kalibraltunk.

4. 2. 4. Clindamycin Kkiaramlas meghatarozasa in vitro nagy teljesitményii

folyadékkromatografias modszer segitségével

A kapszulakbol kidramlott clindamycin mennyiségi meghatarozasahoz nagy
teljesitményti folyadékkromatografias (HPLC, Ultimate 3000 HPLC, Dionex Corporation,
Kalifornia, USA) moédszert alkalmaztunk. A mérések el6tt a felolvadt mintakat 10-50-
szeresre kihigitottuk. Némi valtoztatdssal Zhou ¢€s munkatarsai altal hasznalt
kromatografias kondiciokat alkalmaztuk (Zhou et al., 2006). Roviden, a szeparalast 25°C-
on forditott fazistt C18 oszlopon (150x4.6 mm, 5 um, Supelco Discovery, Sigma-Aldrich
Kft, Budapest) végeztiikk el. A mozgdfazisként acetonitril (Acetonitril Optograde LC/MS,
LGC Standards GmbH, Wesel, Németorszag) és foszfat-puffer keverékét hasznaltuk (1:1,
v/v). A foszfat-puffert elkészitéskor 6.8 g monobazikus kalium-foszfatot (KH;POy,
Spectrum 3D, Debrecen, Magyarorszag) feloldottunk 1 L HPLC vizben (Water Optograde
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LC/MS, LGC Standards GmbH, Wesel, Németorszag), majd még az acetonitril hozzaadasa
elétt az oldat pH-jat 8 M-o0s kalium-hidroxiddal (KOH) 7.5-re allitottuk be. A flow rate 10
mL/perc, az injektalasi térfogat pedig 10 uL volt, és az eluenst 205 nm-en detektaluk. A

c ey

oldatokat hasznaltunk.

4. 2. 5 Statisztikai analizis

Az adatokat atlagokban fejeztiik ki, a mérési hibat standard deviacid6 formajaban
tiintettiik fel. Osszehasonlitd elemzéseket Students T-teszttel végeztiink, és a statisztikailag

szignifikans eltéréseket p< 0.05 esetén fogadtunk el.
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5. EREDMENYEK

5. 1. MASODIK GENERACIOS PMMA-SZORBITOL KAPSZULAK
PERMEABILITAS VISZGALATA

5. 1. 1. BPB kiaramlasi kinetikak

A kapszulédkat azon0s mennyiségii BPB-t tartalmazé oldattal megtdltve a szeptikus
csontfolyamatok kezelését tekintve relevans id6tartamon keresztiil (42 nap) 1-1 mL fiz.
sooldatban inkubaltuk. A kapszulafal permeabilitdsat a kornyezd soéoldatba atdiffundalt
BPB oldat mennyiségének meghatarozasaval 592 nm-en fotometridsan hataroztuk meg.

Az id6 fuggvényében kiilonbozo falvastagsag és eltérd toltbanyag tartalom mellett
kidramlott BPB mennyiségének kumulativ gorbéit a 14A-D. abra mutatja. Az értékek 10
kiilonb6z6 kapszula mérési eredményeinek atlaga és standard hibéja.

Minden 4bra 4 alrésze 4 gorbét tartalmaz; egy adott falvastagsag és 4 kiilonbozo
szorbitol tartalom (40, 50, 60 és 70 w/w %) mellett.

A 0.3 mm-es falvastagsag esetén (14A. abra), a 70 és 60 w/w % szorbitol tartalmu
kapszulak jelentds kezdeti kidramlast mutattak, és a 6. napra kitiriiltek. A BPB kidramlas
azonban joval eltolodott ugyanezen falvastagsag, de alacsonyabb szorbitol tartalom esetén.
Az 50 w/w %-os kapszulak a 23. napra iriiltek ki, mig a legalacsonyabb 40 w/w %-0s
kapszuldk a 42. napra mintegy 19.44+6,69 ng/ml BPB-t engedtek ki a belsejiikbdl.

A 0.4 mm-es falvastagsaga PMMA kapszulaknal (14B. abra) a 70 és 60 w/w %-0S
mintak mar 1ényegesen lassabban, a 19. napra engedték ki teljes BPB tartalmukat. 50 w/w
% mellett a kiaramlas relativ egyenletes volt, kb. a BPB 90%-a (35.80+3.54 pg/ml)
kidramlott a vizsgalati periddus végére. A 40 w/w % szorbitol tartalmt kapszulak pedig
meglehetdsen lassu, €és alacsony kidramlast produkaltak. A kiaramlott BPB mennyisége a

10%-ot sem érte el (3.24+1.13 pg/ml).
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Kumulativ BPB kiaramlas (ug/mL)

Kumulativ BPB kiaramlas (ug/mL)

Nap Nap

Kumulativ BPB kiaramlas (ug/mL)

Kumulativ BPB kiaramlas (ug/mL)

o} Nap D Nap

14A-D. Abra A BPB kumulativ kidramlasi gorbéi a PMMA-szorbitol kapszulakbél 0.3 (A), 0.4 (B), 0.5
(C) és 0.6 mm (D) falvastagsag, illetve 40 (#), 50 (A), 60 (®) és 70 w/iw % (m) szorbitol tartalom
mellett. A Kkapszulafal ateresztoképessége Osszefligg az id6 elérehaladtaval kidramlott festék

mennyiségével, vagyis a kapszulat koriilvevé fiz. séoldatban mért BPB koncentracioval. (Atlag = SD
(n=10).

A 0.5 mme-es kapszulak (14C. abra) 70 w/w % mellett a 23. napra, mig 60 w/w %
mellett a 26. napra lriiltek ki. Az alacsonyabb 50 w/w %-0s szorbitol tartalom esetén a
kapszulak 34.43+4,42 ng/ml-t, a kiindulasi BPB kb. 85%-anak megfelelé kiaramlast
mutattak. Nem meglepd, hogy a 40 w/w % mellett nagyon alacsony, kedvezdtlen
kiaramlasi kinetikat detektaltunk; 4.01+1.29 pg/ml BPB 4ramlott ki a 42. nap végére.

A 0.6 mm-es falvastagsaggal rendelkezé kapszulak (14D. abra) 70 w/w %-0s
szorbitol tartalom mellett a 42. napra triltek ki. A 60 w/w %-os kapszulak a vizsgalati
id6szak elején alacsony kidramldst mutattak, azonban az id6 eldrehaladtival egyre

fokozodott a kiaramlas; a 42. nap végére 33.69+3.71 pug/ml BPB-t adtak le (85%). Az 50 és
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40 wiw % szorbitol tartalmt kapszulaknal elégtelen, mintegy 6.34+2.19 pg/ml-es, illetve
1.87+0.70 ng/ml-es BPB kiaramlast mértiink.

5. 1. 2. Felszini morfolégia vizsgalata SEM-vel

A kapszulak felszinérél a 42. napot kdvetden SEM felvételeket készitettiink. A
15A-D. abra 4 reprezentativ képet szemléltet azonos falvastagsdgi (0.6 mm), de eltérd

szorbitol tartalmu kapszulak felszinérol.

—_ Ei L%l
2Ky 2 Xe8 I4mm -

-

Fi L@
X688 3I3mm. —

15A-D. abra Azonos nagyitassal (60x) késziilt SEM felvételek a 0.6 mm-es falvastagsagi PMMA-
szorbitol kapszuldk felszinérdl 40 (A), 50 (B), 60 (C) és 70 w/w % (D) szorbitol tartalom mellett. A

felszinen lathato sotét foltok, lyukak a szorbitol kioldodasa kovetkeztében 1étrejott porusokat jelolik.
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A képeken a kapszuldk felszinén sotét foltok, pérusok lathatok. Minthogy a PMMA
erOsen hidrofob, ezért csak a szorbitol tudott a polimer matrixbol kioldddni, porusokat,
elticids csatorndkat képezve. Ezek a porusok a képeken sotét foltok formajaban lathatdak.

Béar szabad szemmel is jol lathatok a pdrusok mennyiségében mutatkozd
kiilonbségek, a szubjektivitast kizadrd szamitogépes képanalizis eredményét a 16. abra
szemlélteti. Jol latszik, hogy mig a poérusok mennyisége a szorbitol tartalommal egyenesen,

addig a falvastagsaggal forditottan aranyos.
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0.3 mm 0.4 mm 0.5 mm 0.6 mm
Falvastagsag

16. abra A porusok Osszteriiletének szazalékos aranya a teljes felszin nagysagahoz viszonyitva a
falvastagsag és a szorbitol tartalom figgvényében: 40 (m), 50 (=), 60 (0), 70 w/w % (m). A szorbitol
tartalom egyenesen, mig a falvastagsag forditott arany( Osszefliggést mutat a porusok szazalékos

megoszlasdhoz viszonyitva. (Atlag = SD (n=3).

5. 1. 3. Falvastagsag és szorbitol tartalom osszefiiggése a BPB kidramlasi kinetikaval

ANOVA eredménye alapjan a kiaramlott BPB mennyisége, mint a falvastagsag és a
szorbitol tartalom fliggvénye szignifikdns (p<0.001) kiilonbségeket mutatott miden mérési
iddpillanatban (1-42. nap). Tovabba a két faktor egyiittesen is jelentds hatast gyakorolt a
kiaramlott BPB mennyiségére (p<0.001).
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A ,,post hoc” analizis eredményeit a 7. tablazat mutatja.

Kapszula BPB kiaramlas
i Szorbitol 6. nap 15. nap 32. nap
Falvastagsag . . .
tartalom Atlag+SD Atalag£SD Atlag+SD
0.3mm 70 wiw % 39,74+1,19 40,39+0,31 40,39+0,31
0.3 mm 60 wiw % 39,65+2,34* 40,57+0,57 40,57+0,57
0.4 mm 70 wiw % 31,10+6,71* 38,16+1,25 40,72+0,68
0.4 mm 60 wiw % 19,65+5,25%* 40,29+3,54 40,29+3,54
0.5mm 70 wiw % 16,52+7,94 36,3044,24* 40,19+0,58

0.3mm 50 wiw % 6,11+3,28 28,32+5,70 40,42+0,76
0.5mm 60 w/w % 10,43+3,74* 25,98+5,45% 40,11£1,05*
0.6 mm 70 wiw % 9,10+£3,57 21,12+3,37* 34,54£2,77*
0.4 mm 50 w/w % 3,33+1,61 9,46+3,19 27,56+5,51

0.6 mm 60 w/w % 1,99+0,63 6,89+2,14 27,29+3,67
0.5 mm 50 wiw % 1,10+0,25 5,45+1,82 24,11+5,44*
0.3mm 40 wiw % 1,11+0,44 2,99+1,01 11,90+4,30*
0.4 mm 40 wiw % 0,36+0,12 0,94+0,38 1,77+1,12

0.5 mm 40 wiw % 0,24+0,07 0,72+0,24 1,922+0,82
0.6 mm 50 wiw % 0,12+0,04 0,61+0,20 3,11+0,69

0.6 mm 40 wiw % 0,1+0,03* 0,38+0,13* 1,10+0,42*

7. tablazat ,Post hoc” analizis eredménye. A 6., 15. és 32. napon kidramlott kumulativ BPB
mennyiségeket az egyes kapszula tipusoknak megfeleléen paronként Gsszevetettilk. Azok a kapszulak,
melyek fala az adott vizsgalati napon szignifikansan nem kiilonb6z6 (hasonlé mennyiségii) BPB-t
eresztett at, egyforma szinjeldlést kaptak (p>0.05). A legtobb BPB-t leadott kapszuldkat feketével, mig
a legkevesebbet fehér szinnel jeloltik. Az adott csoportban a *-gal jelolt mintak szolgaltak
referenciaként. A kapszuldkat ezutan a kiaramlasi értékeknek megfelelé szinkdédok szerint sorba
rendeztiik. A tablazatban jol latszik, hogy ha csak a falvastagsagot vizsgaljuk, az fentr6l lefele egyre
nagyobb értéket mutat, a Szorbitol tartalom pedig éppen ellentétesen, egyre alacsonyabb. Ez azt
bizonyitja, hogy az alacsony szorbitol tartalmi kapszuldk egy adott id6tartam alatt kevesebb BPB
kiaramlast tesznek lehetévé, mig a vékonyabb falvastagsig mellett a kapszulak pedig ezzel
ellenkezdleg, fokozottabban permeabilisak.

A 720 darab paronkénti dsszevetés alapjan azokat a kapszulafajtakat, melyek a 3

kiilonbozd vizsgalati napon (6., 15., 32. napon) egymastdl szignifikansan kiilonb6z6

kumulativ mennyiségli BPB-t eresztettek at a falukon - vagyis az egymastol eltérd
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kiaramlasi kinetikdt mutatdo kapszuldkat - eltéré szinnel jeloltik. A legtobb BPB-t
ateresztett kapszulakat a legsotétebb, mig a legkevesebbet a legvilagosabb szinnel jeloltiik,
majd az igy kialakult csoportokat szinek szerint rendeztiik sorba (sotéttdl a vilagosabb
fel¢). Hangsulyozandod tehat, hogy a sorrendet az adott vizsgalati napokon mért értékek
szerint rangsoroltuk, fentrél lefelé csokkend sorrendben. A rangsor eredménye pedig az
lett, hogy mig a mintak falvastagsaga fentr6l lefele novekszik, addig a szorbitol tartalmuk
csokken. Ez azt bizonyitja, hogy az alacsony szorbitol tartalmii kapszuldk egy adott
id6tartam alatt kevesebb BPB kidramlast tesznek lehetdvé, mig a vékonyabb falvastagsag
mellett a kapszuldk pedig ezzel ellenkezdleg, fokozottabban permeabilisak.

Az utolsé vizsgalati 0sszevetés eredményei a 17A-D. abran lathatok. Itt a kapszulak
porusainak teljes felszin nagysdgahoz viszonyitott Osszteriiletének szazalékos aranyat
vettiik fel az x tengelyre, mig az y tengelyen 4 kiilonb6z6é kiaramldsi paramétert
abrazoltunk. Mivel a 42. nap utan végeztiik el a vizsgalatot, - ami egy statikus iddpillanat,-
igy a porusok Osszteriiletének szdzalé¢kos ardnyat tobb, a kiaramlasi dinamikara jellemzd
paraméterrel vetettiik Ossze, hogy nagyobb biztonsaggal értékelhessiik a kapott
eredményeket.

Az els6 Osszevetésben azt talaltuk, hogy minél nagyobb a felszinen tal4lhato
pérusok teriiletének szazalékos aranya, annal hamarabb kezdddik a kidramlas (17A. abra).
Az adatok szoros exponencialis kapcsolatot mutattak (R2=0.868, p<0.001). Negativ
exponencialis 0Osszefiiggést taldltunk egy masik paraméter tekintetében is, amikor a
porusok szazalékos megoszlasat azzal az idGintervallummal vetettiik Gssze, ami alatt a
kapszulakbol a BPB fele kidramlott (R220.945, p<0.001) (17B. abra). A 17C. abra
szemlélteti a felszini pérusok megoszlasa és a napi maximalis BPB kidramlas kozti
osszefliggést. Szintén erls exponencidlis korrelaciét mutattak az adatok (R?=0.939,
p<0.001). Végiil a negyedik Osszevetés tekintetében is (17D. abra) erds exponencialis
korrelaciot kaptunk a felszini porusok megoszlasa és az az iddtartam kozott, ami a BPB

25% és 75%-4anak kidramlasa kozott telt el (R?=0.945, p<0.001).
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17A-D. abra A pérusok a teljes felszin nagysagahoz viszonyitott 6sszteriiletének szazalékos aranya és a
kidramlas kezdeti idOpontja (A), az id6éintervallum, ami alatt a BPB 50%-a kidramlott (B), a napi
maximalis BPB kiaramlas (C) és az idGintervallum, ami a BPB 25 ¢s 75%-4nak kidramlasa kozott telt el

(D) kozti 6sszefliggések. Minden vizsgalati aspektusban szoros exponencialis Gsszefliggést talaltunk.
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5. 2. PMMA-SZORBITOL KAPSZULAK IN VITRO ANTIBIOTIKUM
KIARAMLAS VIZSGALATA

5. 2. 1. Gentamicin, tobramycin, amikacin MIC értékei

Az eredményeink alapjan az alkalmazott antibiotikumok a vizsgalat végéig
megtartottak biologiai aktivitasukat.

A kapott MIC értékek S. aureus HNCMB 112002 torzs esetében a 8. tablazatban
lathatok.

MIC értékek (ng/mL)
Torzs
gentamicin tobramycin amikacin
Staphylococcus aureus HNCMB 112002 0.2 0.2 0.8

8. tablazat Gentamicin, tobramycin, amikacin MIC értékei S. aureus HNCMB 112002 torzsnél

5. 2. 2. Gentamicin

Az azonos mennyiségli gentamicinnel (4.5 mg) toltott PMMA-szorbitol
kapszulabdl és a szintén 4.5 mg gentamicint tartalmazd Septopal gyongyokbdl kiaramlott
gyogyszermennyiségeknek kumulativ (A) és addicionalis (B) kiaramlasi értékeit a 18A-B.
abra mutatja.

A PMMA-gyongyok tipikus kétfazisos kidramlast mutattak, kezdeti magas, majd
azt kovetd hirtelen lecsokkent mennyiségii gentamicin kioldodassal. Az elsé nap mértiik a
legmagasabb értéket (372.51+£33.12 ug/ml). A masodik naptdl kezdve ez az érték
szignifikansan, kb. az el6z0 napi érték mintegy felére lecsokkent (192.21+45.66 pg/ml).
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18A-B. abra Kumulativ gentamicin kiaramlas (A) és addicionalis gentamicin kiaramlas abszolat értéke
(B) a PMMA-szorbitol kapszulakbdl a falvastagsag és szorbitol tartalom fiiggvényében a klinikailag
relevans vizsgalati periodus ideje alatt (0-42 nap). (Atlag + SD (n=8)).

“p<0.01 versus Septopal, “p<0.05 versus Septopal

A 3-9. nap kozott a gyongyokbdl napi atlagra lebontva kb. 100+30 pg/ml, majd a 9-
19. nap kozott 50+10 pg/ml, majd a 19-27. nap kozott 25+5 pg/ml gentamicin oldodott ki.
A kovetkezd 6t nap napi atlaga 18+5 pg/ml érték koriil mozgott. Ezt kovetéen a PMMA
matrixbol kioldodott antibiotikum mennyisége atlagosan a MIC érték 50x-esét, a 10 pg/ml-
t sem érte el naponta. A 42. napra a gyongyok Osszesen az impregnalt antibiotikum
tartalmuk 6sszmennyiségének mintegy 50%-at adtak le.

Ezzel szemben a PMMA-szorbitol kapszuldk a falvastagsag és szorbitol tartalom
fiiggvényében az antibiotikum tartalmuknak mintegy 70-100%-at adtak le.

A vizsgalati iddintervallum végére a 60 w/w % toltdanyag tartalma és 0.6 mm-es
falvastagsagu kapszuldk mutattak a legalacsonyabb kumulativ kidramlast (3134.29+486.9
pg/ml), mig a legmagasabbat a 70 w/w % szorbitol tartalmt és 0.5 mm-es falvastagsaga
kapszulak érték el (4401.87+£226.91 pg/ml). Ennek megfeleléen ez utobbi kapszula tipus
falan a beletoltott gentamicin mintegy 100%-a diffundalt at a vizsgalat végére. A 70 w/w
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%-o0s ¢s 0.5 mm-es kapszuldk a Septopalhoz hasonlé kétfazisos kinetikat mutattak. Az 1.
nap 309.28+85.68 pg/ml gentamicin kidramlast mértiink, mely nem kiilonbozott
szignifikansan a kontrolltol. A 2. naptél kezdve egészen a 23. napig azonban a kontrollénal
szignifikdnsan tobb gyogyszer diffundalt 4t a kapszuldk falan. A 6. napig naponta
atlagosan 350+100 pg/ml gentamicin trilt, kivéve a 4. napon, amikor kiugréan magas
638.14+150.37 pg/ml értéket mértiink. A 23. naptdl azonban, mivel a kapszulak
antibiotikum tartalmukat gyakorlatilag kiengedték, csak jelentéktelen kiaramlast
detektaltunk.

A tobbi, alacsonyabb tdltéanyag tartalmu és/vagy 0.6 mm-es falvastagsagi kapszula
az inkubaciés iddétartam elsd fele alatt mérsékeltebb mennyiségli gentamicin leadést
produkalt, majd egyre fokozodo gyogyszerleadast mutattak a vizsgalat masodik részében.

A 60 w/w % szorbitol tartalmua és 0.5 mm-es kapszulak mar a 3. napt6l, a 70 w/w %-
os és 0.6 mm-es mintak az 5. naptol, mig a 60 w/w %-os és 0.6 mm-es kapszulék pedig a 6.
naptol egészen a vizsgalat befejeztéig - a 6-9. nap kozott eltelt harom napos intervallumot
kivéve - végig a kontrollnal szignifikdnsan magasabb gentamicin kidramlast mutattak.

Az utoébbi 60 w/w % szorbitol tartalmi és 0.6 mm-es falvastagsagh PMMA
kapszuldk mutattak a legmagasabb gentamicin kiaramlast a vizsgalati periddus mésodik
felében. Az antibiotikum kiaramlas a 12. napot kdvetéen ugrott meg. A 12-19. nap kozott a
napi atlagot szdmolva mintegy 130+£30 pg/ml, majd a 19-32. nap kozott 80£20 pug/ml
értéket mértiink. Tovabba a mért értékek még a 32. napot kdvetden sem csokkentek a MIC
érték 250x-ese (50 pg/ml) ala.

5. 2. 3. Tobramycin

A PMMA-szorbitol kapszuldkat 1.6 mg tobramycint tartalmaz6 Brulamycin injekcios
oldattal toltottiik meg, és 42 napon keresztiil mértiik a kidramlott antibiotikum mennyiségét
a kornyez6 fiz. séoldatban. A kiilonb6z6 falvastagsag és szorbitol tartalom mellett a falon
atdiffundalt tobramycin mennyiségének kumulativ (A) és addicionalis (B) kiaramlasi

eredményeit a 19A-B. dbra szemlélteti.
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19A-B. abra Kumulativ tobramycin kidramlas (A) és addicionalis tobramycin kiaramlas abszolut értéke
(B) a PMMA-szorbitol kapszulakbdl a falvastagsag és szorbitol tartalom fiiggvényében a klinikailag
relevéns vizsgalati periodus ideje alatt (0-42 nap). (Atlag + SD (n=8)).

A kiilonboz6 tipusu kapszulak kumulativ kiaramlasi gérbéinek lefutasa tobramycinre
nézve nagyon hasonld volt a gentamicinnel kapott azonos tipusti kapszuldk kumulativ
gorbéihez.

A 70 wiw %-0s szorbitol tartalmt és 0.5 mme-es falvastagsaghi kapszulak ugyancsak
tipikus kétfazisos kinetikat mutattak. Ezen kapszulak esetében az 1. napon 136.43+23.6
pg/ml, majd a kovetkez6 négy napon atlagosan naponta 190+30 pg/ml, a 6. napon pedig
ismételten 130 pg/ml koriili értékeket mértiink. Ezt kovetden folyamatosan csokkent a
kiaraml6 tobramycin mennyisége, majd a gentamicinhez hasonldéan a 27. napra kiiiriiltek a
kapszulak. Tehat a 70 w/w % szorbitol tartalmt és 0.5 mm-es falvastagsagu kapszulak
antibiotikum tartalmanak 100%-a leadasra keriilt 27 nap alatt.

A kevesebb toltdanyag tartalmu, és/vagy vastagabb falti kapszulak kinetikaja is
nagymértékben hasonlitott a gentamicinnel kapott kinetikdkhoz. A kapszuldk falai a
kisérlet kezdetén mérsékelt, majd egyre fokozo6dd permeabilitast mutattak. A kisérlet

masodik felében ugyanugy a 60 w/w %-0s, 0.6 mm-es falvastagsagu kapszuldk engedték at
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a falukon a legnagyobb mennyiségben az antibiotikumot. A kapszulak a 9-19. nap kozott
atlagosan naponta 35-50 pg/ml antibiotikumot, majd a 19. nap utan ~30 pg/ml-t adtak le. A
kidiffundalt tobramycin napi atlag értéke az utolsd 6t napon sem csokkent a 23.17+£3.21
pug/ml ala. Azonban nemcsak a 60 w/w %-os ¢s 0.6 mm-es, hanem a 70 w/w %-os és 0.6
mm-es, illetve a 60 w/w %-os és 0.5 mm-es kapszulakbol is még az utolsé 6t napban is
napi atlagra lebontva a MIC értéknél mintegy 60-115x tobb tobramycin kidramlast
detektalunk.

5. 2. 4. Amikacin

A 20A-B. abra demonstralja a kiilonb6z6 tipusi PMMA-szorbitol kapszulakbol
kiaramlott amikacin kumulativ (A) és addicionalis (B) kiaramlasi eredményeit. Minden
kapszulat 40 pl, 10 mg amikacint tartalmaz6 Likacin injekcios oldattal toltottiink meg,
majd 42 napon keresztiil mértiik az antibiotikum kiaramlast.

Az amikacin is az id6 eldrehaladtaval a falvastagsdg és a szorbitol tartalom
fliggvényében valtozo kinetikaval diffundalt at a kiilonb6zé kombindcidja kapszuldk falan.
A leginkabb permeabilis, tehat legvékonyabb falu és legmagasabb toltdanyag tartalmu 70
w/w %, 0.5 mm-es kapszulak ismételten kétfazisos kinetikat mutattak. Az els6 harom nap
kiugréan magas 1000 pg/ml feletti koncentracid értékeket kaptunk. Ez az érték ezt
kovetden lecsokkent, majd a 27-32. nap kozott még minimalis kioldodast mértiink,

azonban a 32. naptdl tovabbi gyogyszer leadast nem tapasztaltunk.
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20A-B. abra Kumulativ amikacin kiaramlas (A) és addicionalis amikacin kiaramlas abszolut értéke (B)
a PMMA-szorbitol kapszuldkbol a falvastagsag és szorbitol tartalom fiiggvényében a klinikailag
relevans vizsgalati periodus ideje alatt (0-42 nap). (Atlag + SD (n=8)).

A vastagabb falq, illetve alacsonyabb szorbitol tartalmua kapszulédknal a jelentésebb
kiaramlas logikusan idében eltolodott az amikacin esetében is. Azonban az elicids
csatornak folyamatos kialakulasaval a vizsgalati id6szak masodik felében ugyancsak
fokozott antibiotikum leadast mutattak. A kisérlet utolsé 6t napjan a legmagasabb
gyogyszerszintet a 60 w/w % szorbitol tartalmu és 0.6 mm-es falvastagsagu kapszulaknal
meértiik. A kiaramlott antibiotikum a MIC érték mintegy 200-szorosa, 159,7+56.4 pug/ml

volt.

5. 2. 5. Clindamycin

A kapszulakat 40 pl kereskedelmi forgalomban kaphatdé Dalacin C antibiotikum
oldattal toltottiik meg (6 mg/kapszula), majd a korabbi harom antibiotikum mérésének

megfeleléen (gentamicin, tobramycin, amikacin) 42 napig inkubaltuk 1-1 mL fiz.
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sooldatban. Ezuttal a falon atdiffundalt gydgyszer mennyiségét nem mikrobiologiai, hanem
HPLC modszer segitségével hataroztuk meg.

A mintak clindamycin tartalmanak azonositasat clindamycin standard oldat retencios
ideje alapjan, mig a pontos koncentracié meghatdrozasat pedig a standard higitasi sor
alapjan hataroztuk meg. Az antibiotikum retencios ideje 2.5 perc volt. A 21. abran a

clindamycin tipikus UV kromatogramja lathato.

Intens. |
[mAU] 4
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1
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0- j\

-25 -

-50 4

T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 Time [min]
[— 112_BE3_01_950.d: UV Chromatogram, 205 nm |

21. abra Clindamycin UV kromatogramja

A PMMA-szorbitol kapszuldkbdl kiaramlott antibiotikum kumulativ (A) ¢és
addicionalis (B) kiaramlasi eredményeit a 22A-B. abra szemlélteti.

A 70 w/w %-0s, 0.5 mm-es kapszulak mutattak a legmagasabb kezdeti kiaramlast.
Az 1. nap 93.14£36,5 pg/ml, a 2. nap 289.8+51.8 pg/ml, majd a 6. napig ~400-500 pg/ml
clindamycin aramlott ki a kapszulak belsejéb6l. A vizsgalati idészak végére pedig a teljes

antibiotikum tartalom kidramlott.
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22A-B. abra Kumulativ clindamycin kiaramlas (A) és addicionalis clindamycin kiaramlas abszolit
értéke (B) a PMMA-szorbitol kapszulakbol a falvastagsag és szorbitol tartalom filiggvényében a
klinikailag relevans vizsgalati periodus ideje alatt (0-42 nap). (Atlag + SD (n=8)).

A 70 w/w %, 0.6 mm és 60 w/w%, 0.5 mm kapszuldk fokozatosabb, lassabb kiaramlast
mutattak. Mindkét kapszulatipusnal a vizsgalat elején a 4. napig alacsonyabb mennyiségii
(20-175 pg/ml), majd azt kovetéen egyre fokozodd mennyiségii, atlagosan napi 200 pg/ml
clindamycin aramlott ki. A 60 w/w % szorbitol tartalmi €s 0.6 mm-es falvastagsag

kapszulak esetén mértiik a legalacsonyabb kumulativ kidramlasi értékeket.
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6. MEGBESZELES

A PMMA évtizedek ota a legelterjedtebben alkalmazott és legszélesebb kdrben
tanulmanyozott anyag az ortopéd ¢és traumatoldgiai sebészetben (Nelson, 2004). Az
antibiotikummal impregnalt PMMA-t eloszor 1970-ben Buchholz ¢s Engelbrecht
hasznalta. Bebizonyitottak, hogy az antibiotikum a PMMA csontcementhez keverve a
polimerizacios szilardulast kovetden depoként szolgal, és gyogyszert ad le (Buchholz et al.,
1970).

Az antibiotikum leadas mechanizmusarél azéta kideriilt, hogy nagymértékben fligg
a polimer permeabilitasatol, porozitasatol (McLaren et al., 2005). A kornyez6 testfolyadék
hatasara ugyanis a bekevert vizoldékony antibiotikum kioldédik, majd a kioldoédas helyén
porusok képzédnek. Ezek a porusok tovabbi hozzaférhetd teriiletet szabaditanak fel. Igy a
kornyezd folyadék szaméra tovabbi antibiotikum kioldddast biztositanak. Azonban a
kioldodast a PMMA hidrofobicitasa erésen korlatozza, mivel megakadalyozza a matrix
belsejébdl vald gydgyszer felszabadulast (McLaren et al., 2005).

Ez a hidrofobicitds a legfébb oka annak, hogy az eddig hasznalatos PMMA
rendszerekbdl kezdetben nagy mennyiségli, majd azt kdvetden a lassi kanalizacio
kovetkeztében az anyag belsO, nehezen elérhetd teriileteirdl csak csekély antibiotikum
leadas mérhet6. Tovabba ez az anyagtani tulajdonsag felel azért is, hogy az antibiotikum
mintegy 90%-a a polimer belsejében marad (DiMaio et al., 1976, Bunetel et al., 1989,
Miclau et al., 1993, Cabanillas et al., 2000, Zilberman et al., 2008). Szamos szerzé azért,
hogy fokozza a matrix belsejébdl az antibiotikum felszabadulast vizoldékony, bioldgiailag
semleges toltéanyagot (dextran, szukrdz, glicin, eritrol, xilitol, antibiotikum, PVP) kevert a
PMMA porba (Kuechle et al., 1991, McLaren et al., 2004, 2006, 2007, Dunne et al., 2007,
Rasyid et al., 2009). A PMMA-ba kevert toltéanyag kioldodasaval igy megnovelték az
anyag porozitasat, és ebbdl addodoan az antibiotikum leadast is, mivel a kioldodott
szemcsék helyén olyan porushalozat alakult ki, mely felilletnoveld hatidsaval tobb
gyogyszer kioldoédasnak tudott helyet adni. Azonban a teljes toltet 100%-o0s leadasat még
igy sem sikeriilt elérniiik, igy tovébbra is jelentds feleslegben kell az antibiotikumot

felhasznalni. Tovabbi problémat jelent ezenfeliil a polimerizacidés lancreakcid soran
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keletkez6 magas homérséklet, mely miatt csak héstabil antibiotikumok lokalis alkalmazasa
lehetséges (DiPisa et al., 1976, Rao et al, 2002). Tovabba a zavartalan keverés és kotés
miatt a por formaban elérhetdé antibiotikumok felhasznalasa javasolt (Popham et al., 1991,
Roeder et al., 2000, Rao et al., 2002).

Munkacsoportunk célja igy az volt, hogy egy olyan alternativ megoldast fejlesszen
ki, mely a kezelés teljes ideje alatt egyenletes lokalis antibiotikum szintet biztosit, illetve
lehetdséget ad barmilyen, a célzott terapia szerint sziikséges antimikrobidlis szer
alkalmazasara.

Mivel a PMMA kivalo biokompatibilitassal rendelkezik, szamunkra is konnyen
hozzéaférhetd €és olesd, igy megmaradtuk a csontcementnél, és a Borzsei ¢s munkatarsai
altal kifejlesztett antibiotikum hordoz6 edényeket tovabbfejlesztettiik.

El6szor magat a PMMA falat kellett atjarhatova tenniink. Ehhez a fent emlitett
vizoldékony toéltbanyag cementbe vald keverése adta az oOtletet. Toltdanyagként a
fogorvostudomanyban elsdsorban preventiv céllal, és az élelmiszeriparban elterjedten
hasznalt semleges, vizoldékony szorbitolt valasztottuk. A szorbitol ugyanis nem kariogén
tulajdonsaganak koszonhetéen egy olyan édesitOszer, melyet a baktériumok nem
metabolizalnak (Burt, 2006).

A hipotézisiink az volt, hogy ha a szorbitollal kevert csontcementbdl késziilt
kapszulakat megtoltjiik, és azokat vizes kozegbe helyezziik, akkor a szorbitol kioldodas
helyén el6szor porusok, majd a fal teljes keresztmetszetében porushaldzat alakul ki. Ha
pedig valtoztatjuk a szorbitol mennyiségét, akkor a képzddott porosok mennyisége is
valtozik, mely hatdssal van a fal permeabilitdsdra. Azonban egy tovabbi valtozot is
beiktattunk, ez pedig a falvastagsag volt. Azt feltételeztilk, hogy a falvastagsag
figgvényében a falban képzddott poruslancolat kialakuldsanak {itemét is tudjuk
szabalyozni. Roviden; minél vékonyabb a fal, annal gyorsabban kialakul a fal teljes
keresztmetszetében a halozat, mely lehet6vé teszi a kapszulaba toltott anyag kiaramlasat.

Az elézetes vizsgalatokban Osszesen 16 féle kapszulat készitettiink, €s teszteltiink 4
egymastol eltérd falvastagsaggal és 4 kiilonb6z6 toltdéanyag tartalommal.

A BPB kiaramlasi Kinetikak gorbéi alapjan azt lattuk, hogy minden egyes
falvastagsag esetében a magasabb szorbitol tartalmu kapszuldk meredekebb kumulativ

gorbét eredményeztek. Eszerint egy adott idOpillanatban nagyobb mértékii és
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dinamikusabb kiaramlast mutattak az azonos falvastagsagu, de nagyobb toltéanyag
tartalmu kapszulak. A falvastagsag novelésével pedig jelentdsen elnyult, hosszabb ideig
tartd kiaramlast, laposabb gorbéket kaptunk. Példaul a legmagasabb, 70 w/w % szorbitol
tartalmu, és legvékonyabb, 0.3 mm falvastagsagu kapszuldk a 6. napra kiengedték teljes
BPB tartalmukat. Ezzel szemben a teljes kiaramlas idépontja joval eltoldodott abban az
esetben, ha a falvastagsdgot megnoveltiik; 19. (0.4 mm), 23. (0.5 mm) és a 42. nap (0.6
mm). Illetve hasonld tendenciat figyelhettink meg, ha a szorbitol mennyiségét
lecsokkentettiik; a legalacsonyabb toltéanyag tartalmu (40 w/w %) és legvékonyabb falt
(0.3 mm) kapszulak esetén a vizsgalati id6 végére koriilbeliil a BPB-nek csak a fele
aramlott ki, addig lathattuk, hogy ugyanennél a falvastagsagnal a legnagyobb t6ltdanyag
tartalom mellett (70 w/w %) a teljes kiaramlas idopontja mar a 6. napra esett.

Tovabba a felszini morfologia vizsgalatakor a SEM képeken egyértelmiien
latszottak a szorbitol kioldodas helyén keletkezett porusok. Ezen porusok Osszfelszinének
ardnya egyenesen aranyos volt a szorbitol tartalommal, és forditottan aranyos a
falvastagsaggal. Tovabba a statisztikai eredményeink is azt bizonyitottak, hogy szoros
Osszefiiggés van a felszini porozitas, illetve a kidramléas kozott, vagyis a BPB kidramlas
dinamikédja valoban a falvastagsdg fiiggvényében kialakult toltéanyag kioldddas
kovetkeztében képzddott elucids csatornak miatt, és azzal Gsszefliggésben johetett étre.

Osszefoglalva tehat a kezdeti jelentds kidramlds a magas szorbitol tartalommal, és a
vékony falvastagsaggal mutatott szoros Osszefiiggést. Tovabba az alacsony toltdanyag
tartalmu, illetve a vastag falu kapszuldk a vartnak megfeleléen pedig elnyujtottabb
kiaramlast produkaltak. Mindezek pedig azt igazoltak, hogy e két paraméter, a falvastagsag
és szorbitol tartalom valtoztatasaval kiilonbozo6 kinetikaja kapszulakat lehet késziteni.

Miutan megbizonyosodtunk, hogy a PMMA-szorbitol kapszuldk valoban
kiilonbozé  ateresztoképességgel rendelkeznek, kivalasztottuk a  legmegtelelobb
kombinaciokat. Jollehet a 0.3, illetve 0.4 mm-es kapszulaknal a vizsgalat soran nem
tapasztaltunk szivargast, de mivel a toltés folyaman sériilékenynek bizonyultak, illetve a
gyartas soran is nehezebb volt a kivitelezésiik, igy nem vizsgéltuk tovabb 6ket. Figyelembe
véve a szerkezeti stabilitast, és a kiaramlasi kinetikakat a 60 w/w %, 0.5 mm-es; 60 w/w %,
0.6 mm-es, 70 w/w %, 0.5 mm-es és a 70 w/w %, 0.6 mm-es kapszulakat valasztottuk ki

tovabbi vizsgalatokra.
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Kisérletsorozatunk kovetkezd 1épéseként azt vizsgaltuk, hogy ezen kivalasztott
kapszulak kiilonboz6 antibiotikumokkal t6ltve milyen antibiotikum leadast mutatnak.

Aminoglikozidokkal (gentamicin, tobramycin, amikacin) toltott kapszulak
vizsgalatakor a kidramlott antibiotikum meghatarozasahoz mikrobioldgiai, mig
clindamycin esetében pedig kromatografias analitikai modszert alkalmaztunk.

Els6 korben azért valasztottuk az aminoglikozidokat, mert nagyon stabilak, mely
tulajdonsaguk miatt a leggyakrabban keverik a PMMA-ba, és hasznaljak a szeptikus
csontfolyamatok kezelésében. Igy eredményeink az irodalmi adatokkal is jol
OsszevethetOk. Masrészr6l pedig az aminoglikozidok nagyon hatékonyak a
csontveldgyulladasbol leggyakrabban izolalt korokozo (Lew et al.,, 1997, 2004), a S.
kivaloan alkalmasak, azonban csokkent hatékonysaggal rendelkeznek a Gram-pozitiv
baktériumokkal szemben. Nem hatnak az anaerobokra és a Streptococcusokra, ellenben
hatékonyak az Enterobacteriaceae és Pseudomonas aeruginosa ellen. Az aminoglikozidok
koziil az amikacin spekruma a legkedvez6bb, mivel amikacinra érzékeny torzsek szama
joval nagyobb, mint a tobbi aminoglikozidra érzékeny specieseké. Legnagyobb hatranyuk
azonban, hogy nefro- és ototoxikusak.

Clindamycinre pedig azért esett a valasztas, mert az egyik leghatasosabb antibiotikum a
klinikailag fontos anaerob baktériumokkal szemben, kiilonos tekintettel a Bacteroides
fragilis csoportra (Addy et al., 2005). Tovabba aktiv még a S. aureus, S. epidermidis és
Steptococcus fajokkal szemben is (Addy et al., 2005). Mivel nagyon jol penetral a legtobb
szOvetbe, kiilonos tekintettel a csontokra és a talyogiiregekre (Nicholas et al., 1975, Norden
et al, 1986, Summersgill et al, 1982, Addy et al., 2005), igy gyakran hasznalt parenteralis
gyogyszer a csontsebészetben is. Plazma felezési ideje 150 perc. Adagolasa 8 oranként
ajanlott. Mindezen kedvezd tulajdonsagok ellenére azonban kiilonds koriiltekintést és
Ovatossagot igényel a szisztémas alkalmazasa (Sutter, 1977, Addy et al., 2005). Ennek az
az oka, hogy egy sulyos allapot, a pszeudomembranozus enterokolitisz gyakori
szovédménye a clindamycin terapianak (Freeman et al., 1999, Addy et al., 2005). Ezért a
clindamycin lokalis alkalmazasaval jelentésen lecsokkenthetové valna ezen stlyos

mellékhatas kialakulasanak kockazata.
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A gentamicin kivételével a gyarilag eldallitott folyékony gyogyszerformat
hasznaltuk. A gentamicin esetében gentamicin-szulfat porbdl készitettiink oldatot, azért
hogy minden kapszuldba a kontrollként hasznalt Septopal PMMA-gyongyokkel
megegyez0 mennyiségli antibiotikumot t6ltsiink. Ennek az az oka, hogy kereskedelmi
gentamicint tartalmaz, mely 40 pl-ével megtoltve a kapszuladkat még mindig joval alatta
maradunk a kontrollnak. Tovabba a gentamicin kiaramlas vizsgalatahoz a kereskedelemi
forgalomban kaphaté Septopal gyongyoket hasznaltunk. Azért nem sajat magunk
készitettlik a PMMA gyongyoket, mert ezek antibiotikum leadasi képessége joval elmarad
a gyari gyongyokétol (Nelson et al., 1992).

A vizsgalatsorozatunk eredményeit tekintve a PMMA gyongyok az irodalmi
adatoknak megfeleléen (Levin et al., 1975, Bunetel al., 1989, Kuechle et al., 1991, Wu et
al., 2006; Dunne et al., 2007; Moojen et al., 2008; Squire et al., 2008; Zilberman et al.,
2008) tipikus kétfazisos kiaramlast mutattak, kezdeti magas, majd azt kovetd hirtelen
lecsokkent mennyiségli gentamicin kioldodassal. A 42. napra Osszesen az impregnalt
antibiotikum tartalmuk 6sszmennyiségének mintegy 50%-at adtak le. Ennek az 50%-nak is
mintegy felét a vizsgalati periddus elsd 5 napja alatt. Az 5. nap utin valamivel
mérsékeltebb kidramlast tapasztalunk még, azonban azt koveté 10 nap utdn mar csak
minimalis gentamicin kioldodast mértiink. Ezzel szemben a PMMA-szorbitol kapszulak a
falvastagsadg €s a szorbitol tartalom fliggvényében az antibiotikum tartalmuknak mintegy
70-100%-ot adtak le. A vizsgalati iddintervallum végére a 60 w/w % tdltdanyag tartalmu
¢s 0.6 mm-es falvastagsagli kapszuldk mutattdk a legalacsonyabb kumulativ kidramlast,
mig a legmagasabbat a 70 w/w % szorbitol tartalmua és 0.5 mm-es falvastagsagli kapszulak
értek el. Ennek megfelelden ez utobbi kapszula tipus faldn a gentamicin tartalomnak
mintegy 100%-a atdiffundalt a 42. nap végére. Mindazonaltal a 70 w/w %, 0.5 mm-es
kapszulak kidramlasi kinetikdja hasonlitott leginkdbb a Septopal gydngyodk kinetikédjahoz.
Azonban Iényeges kiilonbség, hogy - mint fent emlitettem — mig a gyongyok kb. 50%-at,
addig a kapszulak gentamicin tartalmuknak mintegy 100%-at adtak le, biztositva ezzel a
szignifikdnsan nagyobb mennyiségli gyogyszerszintet. Ezek a kapszuldk az elsé 19 nap
alatt mindvégig jelentds, majd valamivel csokkent gentamicin kiaramlast mutattak. A 70

wiw %, 0.5 mm-es PMMA kapszulak esetén a 2. és 23. nap kozott a kontroll, Septopal
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gyongyokhoz képest szignifikansan tobb antibiotikum leaddst mértiink. A  tobbi,
alacsonyabb toltéanyag tartalmi és/vagy 0.6 mm-es falvastagsagli kapszula az inkubacids
iddtartam els6 fele alatt mérsékeltebb mennyiségii gentamicin leadast produkalt, majd az
elicios csatorndk kialakuldsat kovetden egyre fokozddd gyogyszerleaddst mutattak a
vizsgalat hatralevé, masodik részében. Eszerint a 60 w/w %-o0s és 70 w/w %, 0.6 mm-es
kapszulak a 9. nap utdn szignifikdnsan tobb gentamicint adtak le, mint a kontroll
gyongyok. A 60 w/w % szorbitol tartalmt és 0.6 mm-es falvastagsagit PMMA kapszulak
mutattdk a legmagasabb gentamicin kiaramlast a vizsgalati periodus masodik felében; a 23.
¢s 42. nap kozott a MIC érték tobb szazszorosanak megfeleld mennyiségii antibiotikum
diffundalt 4t a kapszula belsejébdl a kdrnyezd fiz. s6oldatba.

A kiilonboz6 tipusu kapszulak kumulativ kiaramlasi gérbéinek lefutasa tobramycinre
nézve hasonl6 volt a gentamicinnel kapott azonos tipust kapszuldk kumulativ gorbéihez.
Tobramycinnel is a 70 w/w %-os szorbitol tartalmu és 0.5 mm-es falvastagsagi kapszulak
tipikus kétfazisos kinetikat mutattak. Nagy mennyiségii kiaramlas tapasztaltunk az els6
napokban, majd lecsokkent, a 27. napot kdvetden pedig mar tovabbi gyogyszerleadas nem
mértiik. Ezek a kapszuldk a gentamicines méréseknek megfelelden ugyancsak 27 nap alatt
uriiltek ki. Ugyancsak azok a kapszulak, melyek kevesebb toltdanyag tartalommal, vagy
vastagabb fallal rendelkeztek tobramycinre nézve is szintén a gentamicinhez hasonlo
kinetikakat eredményeztek. A kisérlet masodik felében ugyanugy a 60 w/w %-0s, 0.6 mm-
es falvastagsagii kapszuldk engedték at a falukon a legnagyobb mennyiségben az
antibiotikumot. Azonban a nemcsak a 60 w/w %-os és 0.6 mm-es, hanem a 70 w/w %-0s
¢s 0.6 mm-es, illetve a 60 w/w %-0s, 0.5 mm-es kapszulakbdl is még az utols6 5 napban is
a MIC érték tobbszordsét meghaladd tobramycin kiaramlast detektalunk.

A kiilonbozd tipusit PMMA-szorbitol kapszulakbol az amikacin kumulativ és
addicionalis kidramldsa is mind a gentamicinhez, mint pedig a tobramycinhez hasonlo
tendenciat mutatott.

A kapszulakbol kiaramlott clindamycin meghatarozasa soran ugyancsak a 70 w/w
%, 0.5 mm-es kapszulak esetén kaptuk a legmagasabb kezdeti kiaramlast, azonban ez nem
volt annyira kifejezett, mint a masik harom antibiotikum esetén. Ezek, a leginkabb
permeabilisabbnak mutatkozo kapszuldk antibiotikum tartalmuknak mintegy 100%-at

adtdk le, azonban az el6z0 mérésekhez képest késObb, a vizsgilat végére iirtiltek ki
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teljesen. A kiilonbségek feltehetden az eltéré mérési modszerbdl és antibiotikumbol
adodnak. A 70 w/w %, 0.6 mm-es és 60 w/w %, 0.5 mm-es kapszulak az el6bbi
kapszuldkhoz képest egyenletesebb, lassabb kidramlast produkaltak. Mindkét PMMA-
szorbitol kapszula a vizsgalat elején csekélyebb, majd az eluciés csatorndk folyamatos
kialakulasa miatt egyre fokozddo kidramldst mutatott. A két tipus kumulativ gorbéi az
eltér6 paraméterek (falvastagsdg, szorbitol tartalom) ellenére szignhifikansan nem
kiillonbozott egymastol. Clindamycinre nézve is ugyancsak a 60 w/w %, 0.6 mm-es
kapszulak estén detektaltuk a legalacsonyabb kumulativ kiaramlast.

Az eredményeink tehat az Ossztoltethez képest leadasra keriilt antibiotikum
mennyiségeket tekintve az irodalmi adatokhoz képest joval kedvezdbbek, hiszen a
kapszulak 70-100%-ban kiiiriiltek a 42 nap alatt. Ezzel szemben korabbi vizsgalatokban azt
talaltak, hogy a PMMA t6ltott antibiotikumnak csupan 10%-a oldodik ki a cement
matrixbol (Levin et al., 1975, Bunetel et al., 1989; Miclau et al., 1993; DiMaio et al., 1994,
Cabanillas et al., 2000).

Levin és munkatarsai Simplex P PMMA csontcementbdl 6sszesen 11 féle antibiotikum
kiaramlasat vizsgaltak 4 baktérium torzs esetén. Kanamycin, neomycin, polymyxin,
colymycin esetén mar 48 ora utdn nem alakultak ki gatldsi zonak, gentamicin és
carbenicillin esetén pedig 96 orat kovetden nem mértek antibakterialis hatast E.coli és
Pseudomonas aeruginosa torzseknél. S. aureus és S. epidermidis torzseknél hossza tava
hatast egyediil clindamycin és cephalotin esetén mértek (Levin et al., 1975).

Miclau kutatdcsoportja 4 kiilonb6z6 lokalis antibiotikum terapiat szolgalod anyagot vizsgalt
tobramycinre nézve. A PMMA-bol az dsszantibiotikum tartalomnak kb. 10%-a oldodott ki,
annak is jelentds része az elsé 24 oraban (7%), majd azt kovetden elenyészé mennyiségii
antibiotikum kidramlast mértek minddsszesen 14 napig. Vizsgaltak tovabba csont
graftokat, demineralizalt csontmatrixot és POP-t is. A csontgraft esetén a 7. naptdl, a
demineralizalt csontmatrix esetén mar a 4. naptol nem detektaltak antibiotikum leadast. A
POP tobramycin tartalmanak 17%-at az elsé napon leadta, majd ezt kovetd 3 hét alatt
ugyancsak csekély mennyiségii antibiotikum kioldodast tapasztaltak (Miclau et al., 1993).
DiMaio ¢és munkatarsai 0.5 €és 1.0 g ciprofloxacinnal impregnalt PMMA cementet
vizsgaltak. Az el6bbi esetén mintegy 0.012 g (2.4%), mig utdbbi estén 0.015 g (1.5%)
antibiotikum kioldodast mértek (DiMaio et al., 1994).
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Cabanillas és munkatarsai kozleményiikben arrdl szamoltak be, hogy az impregnalt
antibiotikumnak a nagy része (90 %<) a CMW1 akrilat csontcement belsejében maradt,
tovabba a kioldodott mennyiségnek is a dontd tobbsége a kisérlet elsd par ordjaban
oldodott ki. A kezdeti hirtelen kidramlast pedig egy jelentésen csokkent antibiotikum
kioldodas kovetett (Cabanillas et al., 2000).

Ezzel szemben Rasyid és kutatotarsai 59%-0s gentamicin kioldodast mértek Septopal
gyongyokbol (Rasyid et al., 2009). A mi esetiinkben a kontrollként hasznalt Septopal
gyongyokbdl mintegy 50%-0s antibiotikum kioldoédast mértiink.

Nelson munkatéarsaival publikalt eredményei szerint a Septopal gyongyok kétfazisos
kiaramlasa a kovetkezdképpen alakult; 1. nap: 589 pg, 2. nap: 332 pg, 5. nap: 173 pg, 10.
nap: 129 pg, 25 nap: 42 pg, a 30. nap: 28 pg. Tovabba vizsgaltak, és Ossze is hasonlitottak
a Septopal gyongyok antibiotikum leadasat a kézzel készitett egyéb PMMA cementekével.
Eredményeik alapjan a kézzel gyart gyongyok gyogyszer kioldodasa joval alulmaradt a
Septopalhoz képest (Nelson et al., 1992).

Moojen ¢és munkatarsai Palacos esetén Osszantibiotikum tartalomra vonatkoztatva
2.140.2%, Simplex P cementnél 0.9+0%, mig Septopal gyongyok esetén 34.9+1.7%
kioldodast talaltak. Mindharom PMMA esetén az elsé nap kiugréan magas antibiotikum
koncentraciot mértek, majd ezt kovetden a kioldodott gyogyszer szintje szignifikdnsan
lecsokkent (Moojen et al., 2008).

Ugyancsak hasonlé kétfazisos antibiotikum kidramlast talalt Squire kutatotarsaival, akik 5
kiilonb6z6 eldregyartott PMMA cementbdl készitett korongbol mérték az antibiotikum
kidramlast. A kialakult géalasi zondk nagysdga mindegyik minta esetén az 1. napot
kovetden szignifikansan visszaesett. A 7. vizsgalati napon pedig a zoénak mérete a
kiindulasi méret mintegy 1/10-ére estek vissza (100 mm?®>) (Squire et al., 2008).

Dunne és Kuechle is munaktarsaival szintén bifazisos gentamicin kiaramlast detektaltak
Palacos R, illetve Simplex cement esetén (Kuechle et al., 1991, Dunne et al., 2007, 2008).
Tovabba Kuechle vizoldékony dextran hozzaadéasaval érte el a legjobb, 10 napig tartd
antibiotikum leadast.

Adams kutatocsoportja 6 antibiotikum kioldodasat vizsgalta in vitro. Cefazolin esetén az 1.
napi 250 pg/ml-es kioldodast kdvetden az antibiotikum koncentracidja 10 pg/ml-re esett

vissza, majd a 28. napra ez a koncentracié mar csak 3 pg/ml volt. Ciprofloxacinnal az els
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24 oOraban 74.5 pg/ml antibiotikum aramlott ki, majd a tovabbi csokkend kioldodas
kovetkeztében a 28. napra csak 5.2 pg/ml-es értéket detektaltak. A legjobb eredményeket a
clindamycinnel és tobramycinnel impregnalt PMMA esetén kaptak; a vizsgalat végére 93
pg/ml, illetve 200 pg/ml antibiotikum szabadult fel a cementmatrixb6l. Vancomycin és
ticarcillin esetén a 28. napon mar nem alakultak ki gatlasi zonak (Adams et al., 1992).
Penner és munkatarsai Palacos R és CMW akrilat csontcementek antibiotikum leadésat
hasonlitottak 6ssze. Azt talaltak, hogy a Palacos R esetén szignifikdnsan tobb antibiotikum
keriilt leadasra, azonban a leadott antibiotikum mennyisége meglehetésen alacsony; a 41.
napon 31+4 ug, mig a 65. napon 25+3 pg volt (Penner et al., 1999).

Egyetemiinkoén korabban Balint Lehel és munkatarsai is széleskdrben vizsgaltdk a lokalis
infekcié kontroll kérdéskorét. Tanulmanyoztdk a PMMA  csontcementbdl torténd
antibiotikum felszabadulast nemcsak in vitro, hanem in vivo is, tovabba mind a rovidtavuy,
mindpedig hosszutavii gyogyszerleadast is mérték. In vitro koriilmények kozott azt
talaltak, hogy a gatlasi zonak mérete ugyancsak az 1. napon volt a legmagasabb, azonban
ez az érték a 3. napon mar csak fele akkora volt, majd a gatlasi zonak atmérdje a hét végére
a kezdeti érték mintegy 5%-ara esett vissza mind a 3 vizsgalt cementtipus esetén. Ellenben
a hosszutava eredmények az Osszehasonlito standard sor hianya kovetkeztében mar
nehezebben értékelhetdek. Ami biztos, hogy 24 6ra elteltével a gatlasi zondk mérete a 37-
39 mm-r6l az 1. honap végére 3-5 mm-re, a 2. honap végére egységesen 2 mm-re, majd a 1
év végére pedig 1 mm ala csokkentek. Az in vivo eredményeik tekintetében 6 ora elteltével
mintegy 2.642+5.7 pg/mL, 28 6ra utdn mar csak 1,256+3,11 pg/mL, mig 48 ora elteltével
pedig 0,682+2,18 png/mL volt a felszabadult antibiotikum koncentracidja. Ezek szerint az
in vivo eredmények is megerdsitették a kezdeti magasabb, majd a hirtelen lecsokkent
kiaramlasi kinetikat a PMMA cementeknél. Tovabba hosszutavon 5 beteg esetén atlagosan
9.2 év elteltével a beiiltetett csontcementbdl jelentds gatlasi zonat eredményezd
antibiotikum kidramlast mértek, azonban ezek az eredmények is a standard sor, kontroll
minta hidnyaban nem igen adnak érdemi informaciot (Balint et al., 2002a, b, ¢, 20044, b).
Tovabbi szerzok is publikaltak az in vivo kortilmények kozott kapott eredményeiket a
PMMA rendszerekrol.

PMMA-bol in vivo Chapman és Hadley 37 napig mért gentamicin €s clindamycin
kioldodast nyulak esetén (Chapman et al., 1976).
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Letsch munkacsoportja gentamicinnel atitatott kollagén spongiosa és gentamicinnel
impregnalt PMMA gyongy0Ok hatdsat vizsgalta. Szérum, vizelet és sebvaladék antibiotikum
koncentraciokat mértek. A PMMA esetén bar hosszabb ideig tarté eliminaciot mértek,
mégis a koncentracioé értékek alacsonyabbak voltak. A kollagénbdl gyors eliminaciot
detektaltak, tovabba a PMMA-hoz képest 10%-kal alacsonyabb volt a gyogyulas is (Letsch
etal., 1993).

M¢ég ugyanebben az évben Gerhart munkatarsaival kozolt publikdciéjaban nem talalt
szignifikans kiilonbséget patkdny oszteomielitisz esetén a PMMA ¢és a biodegradabilis
csontcement terapias hatasa kozott (Gerhart et al., 1993).

1995-ben Henry és munkatarsa azt igazolta, hogy az antibiotikum tartalmi PMMA lanc
helyben magas, azonban a szisztémas keringésben alacsony gyogyszerszintet biztosit
(Henry et al., 1995).

Egyes kutatocsoportok pedig Balint Lehel és munkatarsaihoz hasonléan hosszabb tavu
antibiotikum kioldodast is mértek PMMA-bOL. In vivo koriilmények kozott a kioldodas
idGtartalma tag hatarok kozott mozog; napoktol évekig (Nandi et al., 2009, Masri et al.,
1998). Ezek az eltéré eredmények elsGsorban a nem standardizalt mérési koriillményeknek
koszonhetok (készités, PMMA fajta, minta méret, minta alak, hOmérséklet, mérési
modszer, antibiotikumfajta, antibiotikum/PMMA keverési arany, toltbanyag tartalom,
mérések gyakorisaga, stb.) (Belt et al., 2001). Azonban nagy az egyetértés azon a téren,
hogy a kioldodas - akar in vitro vagy in vivo vizsgalva - kivétel nélkiil kétfazisos; kezdeti
magas, majd nagymértékben csokkent gyogyszer kioldodassal. Azonban az alacsony,
ambar hosszu ideig fennallo antibiotikum kioldédas felvet bizonyos problémakat;
rendkiviil megndveli az antibiotikummal szembeni rezisztencia kialakuldsanak veszélyét.
Ez is az egyik {6 oka annak, hogy az antibiotikum hordozd, nem biodegradabilis PMMA
testek eltavolitasa javasolt. Természetesen ez egy Ujabb beavatkozast igényel, mely talan a
legnagyobb hatranya is a rendszereknek, azonban a biodegradabilis rendszerek nagy része

még kisérleti stddiumban van, illetve az alkalmazasuk is meglehetésen koltséges.
Egyiittvéve - mint vartuk - minden kapszula a falvastagsagnak és a szorbitol

tartalomnak megfeleld antibiotikum leadast mutatott. Minden gydgyszer esetében a 70 w/w

%, 0.5 mm-es kapszuldk kétfazisos kidramladst mutattak (hasonloan a PMMA
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gyongyokhoz). A gyors gyogyszerkiaramlasnak pedig terapias szempontbol kiemelkedd
jelentésége van. Tovabba, mint azt a gentamicin esetében lathattuk a kontrollhoz képest
szignifikansan tobb antibiotikum diffundalt ki a kapszuldkbol. A tobbi kapszula tipusnal a
kiaramlds valamivel késObb, az elicids csatorndk folyamatos kialakulasaval érte el
maximumat. A 60 w/w %-os és 0.5 mm-es, illetve a 70 w/w %-os és 0.6 mm-es kapszulak
kumulativ kidramlasa kozott jelentdsebb kiilonbséget nem tapasztaltunk egyik antibiotikum
esetén sem. Ennek feltehetéen az az oka, hogy a plusz 10 w/w % szorbitol tartalom
koriilbeliil a 0.1 mm-es falvastagsaghoz hasonld permeabilitast tesz lehetdvé, vagyis a két
tipus esetén e két paraméter valtoztatasaval koriilbeliil hasonld ateresztoképességet értiink
el. Azonban mint lathatjuk munkacsoportunknak sem sikeriilt egy eszkozzel biztositani a
42. napig tartdé folyamatosan egyenletes gyogyszerszintet. Ellenben kiemelked6 eredmény,
hogy a gyorsabb és a lassabb kinetikat mutatd kapszulak egyidejii kombinalasaval ezen cél
elérésére lehetdségiink nyilhat. Igy mire a gyors kapszuldk faldn keresztiil a kapszulaba
toltott antibiotikum atdiffundalt, a lassabb kapszulak elnyujtottabb kidramlasanak
koszonhetden csak a terapia masodik felében produkalnak jelentésebb gyogyszerleadast;
biztositva ezzel a relativ egyenletes, joval a MIC értéket meghaladd gyodgyszerszintet.
Tovabba mivel a kapszuldkat a polimerizaciot kovetden toltjiik meg, igy a célzott
terapianak megfeleld (barmilyen) antimikrobidlis szerrel (szerekkel) is megtolthetjiik,
kovetkezOképp egy Ujabb, a PMMA rendszerekre jellemzd hatrany kikiiszobolésére nyilik
lehetdségiink.

A gyakorlatban a PMMA-szorbitol kapszulak felhasznalasa a kovetkezoképp
miikddne; a sebészi debridementet kovetden vagy a miitében, vagy még kozvetleniil miitét
elott a mikrobiologiai vizsgalatok eredménye szerinti célzott antibiotikum oldattal
megtoltjiik a kapszulakat. A megtoltést kdvetden a lezart kapszuldkat a csontveldiiregben
elhelyezziik. Ezt kovetden kb. 6 hét elteltével pedig egy masodik miitéttel a kapszulakat
eltavolitjuk.

Osszegezve az eredményeket, az altalunk kifejlesztett PMMA -szorbitol kapszulak
egyik legnagyobb elénye, hogy a falvastagsdg €és a szorbitol tartalom valtoztatdsaval a
kapszuldkba toltott folyadék kiaramlasi kinetikdjat befolyasolni tudjuk. Igy segitségiikkel
lehetdséglink nyilik, hogy id6ben szabalyozhatd, elére megjosolhatd gyogyszerleadast

biztositsunk lokalisan a fertdzott teriileten. Ennek megfelelden a kiilonb6z6é kinetikat
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mutatd kapszulak kombinalasaval els6sorban a 70 w/w %-os és 0.5 mm-es, illetve a 60
wiw %-0s és 0.6 mm-es kapszulak egyidejii alkalmazasaval a kezelés teljes ideje alatt
egyenletes, a MIC érték tobb szazszorosaval megegyezd gyodgyszerszintet érhetiink el.
Ezaltal a korabbi rendszerekkel ellentétben jelentésen csokkenthetd az antibiotikum
rezisztencia kialakulasanak veszélye. Mindemellett, mivel a kapszulakat a polimerizacios
folyamat lezajlasa utan toltjik meg, elviekben barmilyen antimikrobialis szert
alkalmazhatunk (leoltas, és antibiotikum rezisztencia vizsgalatra alapozva). Tovabba egyéb
gyogyszerek, akar kemoterapids szerek lokalis alkalmazésara is lehetdség nyilik; példaul
csont metasztazisok kezelésénél (Draenert et al., 2008). Végiil, de nem utols6 sorban pedig
a PMMA-szorbitol kapszulak el6allitasi koltsége is meglehetdsen kedvezo.

Mindezeket egybevéve ugy gondoljuk, hogy a PMMA-szorbitol kapszulak
potencialis, 1j, koltségkiméld lehetdséget nydjthatnak mar a kozeli jovoben a szeptikus
csontfolyamatok lokdlis kezelésében. Ennek igazoldsira szolgédld in vivo allatkisérletek

mar folyamatban vannak.
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7. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A tézis célkitlizése egy a csontsebészetben hasznalhato lokalis antibiotikum terapiat
szolgald eszkoz kifejlesztése volt, mely idoben szabalyozhat6, a kezelés teljes idotartalma
alatt egyenletes gyogyszerszintet biztosit. Tovabba lehetdséget nyajt barmilyen
antimikrobialis szer lokalis alkalmazasara.

Az eszkdz alapanyaganak az évtizedek Ota hasznalt PMMA-t valasztottuk.
Azonban az eddig hasznalatos felhasznalasi formatol eltéréen egy kapszularendszert
hoztunk Iétre. Hipotézisiink az volt, hogy a kapszuldk gydgyszerleadasi kinetikdjat
vizoldékony toltdanyag tartalmanak és falvastagsaganak szabalyozasaval befolyasolni
tudjuk.

Kisérleteink Uj eredményei a kovetkezok:

1. Létrehoztunk egy PMMA alapu kapszularendszert eltérd szorbitol toltéanyag
tartalommal és kiilonboz6é falvastagsaggal. Tovabba az eldallitasi technoldgianak
koszonhetden a zéarszerkezet szdzad milliméter pontossaggal illeszkedett a

kapszuladkba - megakadalyozva ezzel a szivargast.

2. In vitro koriilmények kozott a kornyezd sooldatba kidramlott BPB mennyisége
aranyos Volt a kapszulak falanak ateresztoképességével. A magasabb szorbitol
tartalom a kapszulak falan egy adott idéintervallum alatt nagyobb mennyiségii BPB
diffuziot eredményezett. A nodvekvd falvastagsdg pedig elnygjtotta a BPB

kiaramlast.

3. A kapszuldk faldnak morfologidjat tanulmanyozva azt talaltuk, hogy a téltéanyag
kioldodas helyén a falban podrusok, elucios csatornak képzddtek, melyek teljes
feliilet nagysdghoz viszonyitott aranya egyenesen aranyos volt a toltdanyag

tartalommal.
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4. Az in vitro permeabilitdas vizsgalat eredményei és a morfologiai vizsgalatok
egylittesen azt bizonyitottdk, hogy a két valtoz6 paraméter (toltdanyag tartalom,
falvastagsag) szabalyozasaval befolyasolni tudjuk a kapszulaba toltott BPB oldat

kidramlésat, vagyis a kapszula falanak ateresztoképességét.

5. In vitro antibiotikum kidramlast vizsgalva a kivalasztott kapszuldk kinetikaja a
falvastagsag €s szorbitol tartalom fiiggvényében valtozott. A 70 w/w %, 0.5 mm-es
kapszulak relativ gyors, kétfazisos jellegli gydgyszerleadast, mig a tobbi kapszula
elnytjtottabb kidramlast eredményezett. igy mig a 70 w/w %, 0.5 mm-es kapszulak
a vizsgalat elején, addig a tobbi kapszula a vizsgélat végén is akar a S. aureus MIC
értékét tobb szazszorosat meghaladdéan képes volt kidiffundalni a kapszulak

belsejébdl.

6. Osszehasonlité vizsgalatunk soran, azonos mennyiségli antibiotikum tartalom
esetén a jelenleg ,,arany standardként” hasznalt PMMA-gentamicin-gyongyoknél az
altalunk eldallitott kapszuldk kedvezdbb, szignifikdnsan magasabb gentamicin

kiaramlast mutattak in vitro koriilmények kozott.
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Frank D, Nagy T, Katai E, Poor VS, Kovacs LG, Miseta A

Litium a galaktdz metabolizmus megvaltoztatasaval fokozza a fehérjék O-glikozilacidjat és
az UPR-t

2011.05.17-20.

41. Membrantranszport Konferencia (Siimeg, Magyarorszag)

Katai E, Nagy T, Frank D, Kovacs LG, Miseta A

Litium 0j preventiv lehetdség az Alzheimer betegségben?
2011.05.17-20.

41. Membrantranszport Konferencia (Siimeg, Magyarorszag)

Nagy T, Yahiro KKR, Katai E, Frank D, Balogh A, Kovacs LG, Miseta A

Az O-tipusu protein glikozilacio szerepe a TRPC1 kalcium-csatorna szabalyozasaban
2011.05.17-20.

41. Membrantranszport Konferencia (Stimeg, Magyarorszag)

Kolarovszki B, Barla-Szabé P, Frank D, Fiilop G

Biszfoszfonat — kezelés mellékhatasaként fellépd allcsontnekrozis — ,,lerdgott csont”
2011.09.2-3.

51. Somogyi Egészségiigyi Napok (Siofok, Magyarorszag)
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