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I. BEVEZETES

tiinettel, iziileti fajjdalommal és gyulladéssal jard betegséget tartalmaz. Az osteoarthritis (OA)
¢s a rheumatoid arthritis (RA) a leggyakoribb eldfordulasi formaja az arthritisnek, annak
ellenére, hogy etiologidjukban és patomechanizmusukban jelentds kiilonbségek vannak. Bar
epidemioldgiai vizsgalatok szerint az OA-nak mind endogén, mind exogén kockazati tényezoi
vannak, alapvetéen egy degenerativ iziileti betegségrél van szd, amelyet sériilés vagy
ismétlédo iziileti stressz valt ki. A mechanikus kdrosodas aktivalja a mechanoszenzitiv
intracellularis jelatvitelt a porcban, amely magédban foglalja a gyulladasos folyamatok
aktivalodasat, amelyek kialakithatjdk a betegség strukturdlis és tiineti lefolyasat. Ezzel
Bar a pontos patomechanizmus nem minden részletében ismert, a genetikai hajlamot a HLA-
DR4 ¢és DR1 gének alléljaival vald szoros kapcsolat RA-ben megerdsiti. Ennek
kovetkezménye a T- és B-limfocitdk és a makrofagok rendellenes aktivacioja, kitapadasa é€s
migracidja, amely fokozott proinflammatorikus citokintermeléssel jar (TNF-a, IL-1). A
kronikus autoimmun gyulladas kovetkeztében porckarosodds és intenziv angiogenezis €s
pannus képzddés alakulhat ki a szinoviumban.

Az iziileti gyulladds patogenezisében ezen jol ismert tényezdk mellett egyre tobb
bizonyiték sugallja a mitokondridlis diszfunkcio szerepét az OA és RA betegek szinovialis
sejtjeiben és porcsejtjeiben. Egyrészt a mitokondriélis diszfunkcio szerepet jatszik a primer és
poszt-traumas OA patogenezisében. Masrészt a mitokondridlis 1égzési komplexeket kodold
gének egyes haplotipusai szorosan Osszefiiggenek az OA és RA magasabb prevalenciajaval,
ami fokozott genetikai hajlamot jelent az iziileti gyulladas kialakulasara. A megvaltozott
mitokondrialis gének kovetkeztében az iziileti gyulladasban a mitokondrialis 1€gzési aktivitas
romlik.

Az iziileti gyulladassal Osszefiiggd fajdalom enyhitésére ,,arany standard” terapiaként
diklofenakot, a fenilecetsav osztalyba tartoz6 nem szteroid gyulladascsokkentd gyogyszert
(NSAID) alkalmazzuk. Hatékony fajdalomcsillapité tulajdonsdga mellett azonban sajnos a
mellékhatasai is jelentdsek. A diklofenak alkalmazasa ugyanis dozis fiiggé modon Osszefiigg
a gyomor-bélrendszeri, sziv-érrendszeri és vesekarosodassal. A szisztémds kezelések
potencidlisan sulyos szovédményeinek mérséklésé céljabol ezért helyileg alkalmazhato
készitményeket fejlesztettek ki. A helyileg alkalmazott diklofenak felszivodasa az oralis
készitmény dozisdnak minddssze 3-5%-a, rdaddsul tizszer lassabban jut a hatas helyére.
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Emiatt van létjogosultsdga az 1) gyogyszerbeviteli modszerek fejlesztésének, melyek
magasabb helyi gydgyszerkoncentracid elérését teszik lehetdvé kozvetleniil az alkalmazés
helyén. Kiilonb6z6 penetracios technikakat fejlesztettek ki a bioldgiai hozzaférhetdség és a
transzdermalis gydgyszerbeadds hatékonysaganak novelése érdekében, beleértve az
ultrahangot ¢és az elektroporaciot (EP). Az EP-nal a rovid, nagyfesziiltségli impulzusok
atmeneti szerkezeti zavarokat okoznak a membranok lipid kettdsrétegében. Ily modon lipofil
vagy hidrofil molekuladk, semleges vagy erdsen feltoltott vegyiiletek szallithatok baktériumok
vagy eml0s sejtek membranjain at, legfeljebb 40 kDa molekulatomegig. Az EP-val fokozott
gyogyszerbevitel altaldnos indikacids teriiletei tehat a biologiai és a mesterséges membranok,
de alkalmazhatdk olyan Osszetett strukturdkon torténd keresztiiljuttatashoz is, mint példaul a
szinovium.

A konzervativ terapias lehetdségek kimeriilése utan a térd végsé stadiumu iziileti
gyulladasaban szenvedd betegek kezelési lehetdségeként a felszinpotlo és a teljes térdiziileti
protézisek (TKA) ajanlottak. A protézis szarak cementalt rogzitését minden betegben széles
korben alkalmazzak, és ez a TKA arany standardja. Azonban a cement-csont hatarfeliileten
megfigyelt osteolysis jelei kérdéseket vetettek fel a cementdlt TKA-ek hosszii tava
tartossdgaval kapcsolatban. Ezért cement nélkiili TKA-ket fejlesztettek ki kiilonb6z6 bevond
anyagokkal. Koziiliik igéretes a hidroxi-apatit (HA) bevonat, amely potencidlisan képes elérni
az implantditumok biologiai rogzitését. Szamos tanulmany hasonlitja 6ssze a TKA HA
bevonatu és nem HA bevonattal ellatott protézis szarak felhasznalasanak végeredményét, de
ellentmondasos kovetkeztetésekkel. A megfeleld valaszt randomizélt tanulmanyok
Osszevetésével nyerhetjiik el, melyek a HA bevonatos cement nélkiili protézisek eredményeit

mind a cementes, mind a mas tipusti cement nélkiili protézisekkel veti 0ssze.

2. A TANULMANY CELJAI

Vizsgalataink célja a leggyakoribb iziileti gyulladisos betegségek, az OA ¢és RA
patomechanizmusanak feltarasa, kiilonos tekintettel a mitokondridlis funkcidoban bekovetkezd
valtozasokra, valamint az arthritis optimalis konzervativ €és operativ kezelésének megtalalasa

volt.

* Els6 Iépésként (I. tanulmany) jellemeztiik a szinovialis membran sejtjeinek mitokondrialis

funkcidjaban bekovetkezd valtozadsokat OA és RA betegeknél. Erre a célra intraoperativ



mintakat hasznaltunk, amelyeket nagy felbontdsti respirometridval vizsgaltunk, biokémiai

elemzésnek és szovettani vizsgalatnak vetettiik al.

Ezutan (II. vizsgalat) a transzdermalis gyogyszeradagolds hatékonysaganak javitasat
tliztiik ki célul az iziileti gyulladds konzervativ kezelésében. Feltételeztiik, hogy az EP
felerdsitheti a topikalis diklofenak transzportjat az iziiletekbe, és ezaltal n6 a helyi
adagolds hatékonysaga. Célunk az volt, hogy Osszehasonlitsuk a diklofenak-hidrogél
behatolasi tulajdonséagait a szinovialis folyadékba kiilonb6z6 beadasi modszerek utan, és
megbecsiiljiik a fajdalomcsillapité és gyulladascsokkentd reakcidkat oralis és helyi
gyogyszerbeadas utan, standardizalt, patkany térdiziilet carrageenan-kaolin (C/K) injekcio

altal kivaltott monoarthritiszében.

Végso célunk a protézisbeiiltetés jelenlegi ijitasainak vizsgéalata volt az arthrosis operativ
kezelésében. Ezért metaanalizist végeztiink a TKA kimenetelének Osszehasonlitdsara HA
bevonattal ellatott €s nem HA bevonattal ellatott protézis szarak felhasznalasaval. A {6 cél
a jelenlegi tudas frissitése és a tibialis komponens rogzitésének mindségével kapcsolatos
adatok bizonyitékainak Osszehasonlitdsa volt, amelyeket TKA-ban radiosztereometrids
analizissel (RSA) értékeltek: HA bevonati cement nélkiili protézissel, vagy bevonat
nélkiili cement nélkiili vagy cement rogzitéssel. Az RSA képes pontosan mérni a szar
MTPM), amely a mikromozgéasok 3-dimenzids vektora és vizsgalatunk elsddleges
kimeneti eredményeként a jovobeli lazulds prediktiv értékét adja meg. A masodlagos
kimeneti eredményként a TKA-ek klinikai eredményei voltak, beleértve a Knee Society
score-t (KSS) és a Knee Functional Score-t (KFS), amelyek validalt pontozasi rendszerek
a paciens mindennapi életben valdo miikddésének mérésére és a fajdalom nagysaganak

megitélésére.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Az L. tanulmany protokollja

Monocentrikus, prospektiv klinikai vizsgalatot végeztiink a Szegedi Tudoményegyetem

Traumatologiai Klinikajan, ami egy l.-es szintli traumakdzpontnak szamit, 2019. szeptember

1. és 2020. november 30. kozott. Az adatokat olyan felndtt (18 évesnél iddsebb) betegektol

gyljtottiik, akik tajékoztatast kovetden aldirtdk a beleegyezd nyilatkozatot, €és nyilt vagy

artroszkopos térd- vagy csipdiziileti mutétet kaptak. A résztvevoket RA, OA ¢és kontroll
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csoportokba soroltuk orvosi dokumentédcidik, a reumas iziileti gyulladas osztalyozas
kritériumai (2010. évi American College of Rheumatology / European League Against
Rheumatism (ACR / EULAR)) és a Kellgren-Lawrence (KL) besorolas alapjan.

A mitokondridlis funkciok vizsgalatdhoz, valamint a biokémiai és szovettani elemzéshez
szlikséges szinovialis folyadék- ¢és szovetmintakat RA, OA ¢és kontroll betegektdl
intraoperativ modon vettiik a betegek engedélyével és aldirt beleegyezésével.

3.1.1. Mitokondrialis funkcié és citokrom c felszabadulas mérés

A szovetmintakat 200 ul MiROS5 respiracidos médiumban homogenizaltuk, majd ebbdl 50
pl-t a szobahdmérsékleten 200 nmol / ml oxigénkoncentraciora kalibralt detektaldo kamrakba
helyeztiik. Szubsztratnak glutamatot (10 mM) és malatot (2 mM), szukcinatot (10 mM), ADP-
t (5 mM), inhibitornak rotenont (0,5 uM) és oligomicint (1 mM), szétkapcsold szernek pedig
karbonil-cianid p-trifluor-metoxi-fenil- hidrazint (FCCP) (0,5 pM) adtunk a respiracios
médiumhoz. A belsé mitokondridlis membran épségét citokrom C (10 uM) hozzdadasa utdn
értekeltiik.

3.1.2. Gyulladasos enzimaktivitas és citokintermelés A szdveti xantin-oxidoreduktaz
(XOR) ¢és a mieloperoxidaz (MPO) aktivitast, valamint a szabad nitrotirozint, mint a
peroxinitrit-képzddés markerét és a gyulladasos citokin (TNFa, RANKL) szinteket enzimhez
kapcsolt immunszorbens vizsgalattal mértiik (ELISA)

3.1.3. Szovettan

Az intraoperativan 0sszegyUjtott szinovium biopszidkat konfokalis 1ézer-pasztazo
endomikroszkdppal (CLSM) és hagyomanyos szOvettannal is vizsgaltuk a résztvevok
vizsgalati csoportokhoz valdo megfeleld hozzarendelésének igazolasa érdekében.

3.2. A 1I. tanulmany protokollja

Ezt a vizsgalatot harom kisérleti sorozatban hajtottuk végre. Az elso kisérleti sorozat célja
a helyileg alkalmazott vagy EP-val bevitt topikalis diklofenak szérum- ¢és szinovialis
koncentracidinak értékelése nagy teljesitményti folyadékkromatografiaval (HPLC).

A masodik kisérletsorozatban a szinovialis mikrokeringés gyulladdssal kapcsolatos
valtozésait kozvetleniil vizsgaltuk intravitalis videomikroszkoppal (IVM). Az allatokat négy
csoportra osztottuk a diklofenak beaddsi moddja szerint: per os diclofenak bevitel az 1.
csoportban (n = 6), a 2. csoportban helyi vagy mas néven topikalisan alkalmazott diklofenak
gél és a 3. csoportban az EP-vel kombinalt topikalis diklofenak gél (n = 6). A 4. csoport per
os sooldattal kezelt kontrollként szolgalt. A kezeléseket mindig 2 o6raval az iziileti gyulladas
indukalésa elott és 2 o6raval azutan alkalmaztuk.
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A harmadik kisérleti sorozatban Osszehasonlitottuk a diklofenak kezelés mddszereinek
hatékonysagat a fajdalomérzetre és a gyulladasos 6déma képzddésére C / K indukalta iziileti
gyulladasban. Az éllatok fent emlitett kezelési csoportjaiban a kezeléseket naponta kétszer (12
oranként) alkalmaztuk. A fajdalomérzo teszteket 24 oraval a C / K injekcio utan végeztiik,
mig a térdiziilet duzzanatat az 6déma kialakulasanak csucsan 48 6raval az iziileti gyulladas
kivéltasa utan értékeltiik. Iziileti mosofolyadékot és szinovium szovetmintikat gytijtdttiink
biokémiai mérésekhez €s szdvettani vizsgalatra.

3.2.1. Arthritis indukcio

Az arthritis indukci6jdhoz 2% A-karragenin és 4% kaolin (C / K) fiziologids sooldatban
késziilt keverékébdl 75 pl mennyiséget adtunk a jobb térdiziiletbe. Az ellenoldali térdet
fiziologias sooldattal injektaltuk. A C / K ezen intraartikularis injekcioja az osteoarthritisre
emlékeztetd akut monoarthritis kézismert modellje. Ebben a modellben az iziileti gyulladast
valészinlileg a szinovium belsd felilletének mechanikai karosodasa inditja el, amely
gyulladésos valaszt indirekt modon indukal a szinovidlis barrier endothelidlis oldalanak
aktivalodasara.

3.2.2. Elektroporacioés protokollok

Az EP-kezelést Mezoforte Duo Mez 120905-D miiszerrel hajtottuk végre. 230 pul
diklofenak-hidrogélt hasznéltunk, és az EP kezelési ideje 8 perc volt.

3.2.3. Diklofenakot tartalmazo hidrogél készitmény és HPLC mérések

A hidrogélt a kovetkezd eljarassal allitottuk eld. 5 tomeg% diklofenak-natriumot
feloldunk tisztitott viz keverékében, és ehhez az oldathoz 30 tomeg% etanolt és 2 tdomeg%
hidroxi-propil-metil-cellulozt adunk. A szinovidlis mosofolyadék és a plazma mintdk
diklofenak-tartalmat Agilent HPLC rendszerrel analizaltuk, amely automatizalt olddszer-
adagolo rendszerrel volt felszerelve.

3.2.4. Nociceptiv tesztek és térdiziileti duzzanat (morfologiai értékelés)

A mechanikus t0lérzékenységet plantaris aesthesiométerrel hatdroztuk meg, ¢és
mancsvisszahuzasi kiiszobként fejeztiik ki. Termikus talérzékenységet a mancsvisszahuzasi
teszttel Hargreaves késziilék segitségével detektaltunk. A kiindulasi méréseket az iziileti
gyulladas kivaltasa elott, mig a gyulladas kialakuldsat a fajdalomérzékenység cstucsan, 24
oraval a C / K injekci6 utan végeztiik. Az iziileti gyulladast az iziiletek atmérdjének valtozasa
jellemezte 48 oraval a C / K injekcid utan. Az anteroposterior és a mediolateralis atmérdket
tolomérdvel hataroztuk meg, és kiszamitottuk a térdkeresztmetszet tertiletét.

3.2.5. Intravitalis videomikroszkop (IVM) vizsgalatok
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A gyulladdsos szinovialis mikrokdrnyezetben a posztkapillaris endothel sejteken az
adhéziés molekulak jelenléte megfeleld bizonyitékként szolgal a gyulladds becsléséhez.
Ezeket a reakcidkat az IVM kvantitativ mddon értékelheti, és a kiilonféle terapias
beavatkozasok hatékonysdga objektiven is megitélhetd. A szinovidlis mikrocirkulaciot
fluoreszcens IVM segitségével vizsgaltuk, mig a szinovidlis membrant 37°C-os fiziologias
sooldattal szuperfundaltuk. Az vorosvértesteket fluoreszcens izotiocianattal jeloltik, a
leukocitakat pedig rodamin-6G-vel festettiik.

3.3. Protokoll a III. Tanulmanyban.

Szisztematikus szakirodalmi keresést végeztiink a MEDLINE, a Scopus, az EMBASE ¢és
a Cochrane Library adatbazisok felhasznalasaval 2019. méjus 31-ig bezardan. Az bevalasztasi
kritériumok szerint 11 randomizalt kontrollalt vizsgélatot (RCT) vontunk be a végso
elemzésbe, amelyben 902 beteg kapott els6 TKA-t. Az elsddleges kimeneti eredmény a
tibialis komponens MTPM-je volt. Ezt a paramétert radioszterometrias elemzéssel hataroztuk
meg, ami a protézis szarak migracidos mintdzatara utal. Az implantalt iziiletek klinikai
eredményeit a KSS és a KFS segitségével értékeltiik. A Cochrane Risk of Bias eszkozt
alkalmaztuk az elfogultsag kockdzatanak felmérésére az egyes vizsgalatok soran.

3.4. Statisztikai analizis

Az 1. vizsgalatban a statisztikai elemzést a SigmaStat 13.0 statisztikai szoftverrel
végeztiik. Tukey probaval egyiranyt ANOVA-t hasznaltunk, és az adatokat atlag + SD-ként
fejezzik ki. P <0,05 statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.

A II. Vizsgalatban az adatok elemzését az SPSS 17.0 szoftverrel végeztiik. A valtozok
valtozasat a csoportokon beliil és a csoportok kozott kétiranya ANOV A-val elemeztiik, majd
ezt kovette a Holm — Sidak teszt. Az 0sszes adatot atlagként + az atlag szorasa (SD) fejeztiik
ki. A <0,05 P értékeket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.

A 1II. Vizsgalatban a statisztikai elemzést a Stata 15 SE (Stata Corp) alkalmazasaval
végeztilk. A folytonos valtozok 95% -os Cl-mal (konfidenciaintervallummal) Osszesitett
sulyozott atlagkiilonbségét (weight mean difference, WMD) szdmoltuk. Véletlenszer(i hatas

modellt alkalmaztunk minden elemzés soran DerSimonien-Laird becsléssel.

4. EREDMENYEK

4.1. 1. tanulmany

Osszesen 528 betegnél végeztek csipd- vagy térdiziileti miitétet 2019. szeptember 1. és
2020. november 30. kozott a Szegedi Tudomanyegyetem Traumatologiai Tanszékén. A
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bevonasi kritériumok 71 esetben teljesiiltek, ezek koziil 17 beteg szenvedett RA-ben és 31
OA-ban. A kontroll csoport 23, 40 évnél fiatalabb betegbdl allt, akiknek anamnézisében nem
volt OA, és akiknek trauma miatt miitétre volt sziiksegiik.

4.1.1. Mitokondrialis funkcionalis mérések

A mitokondrialis 1égzési funkcidk valtozasat glutamat és malat vagy szukcinat
jelenlétében értékeltiik, hogy megkiilonbdztessiik az I-es és a II-es komplex-alapu aktivitast.
Az iziileti gyulladasos csoportok szignifikansan csokkent C I aktivitast mutattak a kontroll
csoporthoz képest telitett mennyiségli ADP jelenlétében. Ezenkiviil az RA csoport OxPhos
kapacitasa szignifikansan csokkent az OA csoporthoz képest is. A 1égzési kontroll aranyt
(RCR) ¢és a kapcsolas szabalyozasi aranyt (CCR) definidltuk az elektronatviteli lanc
kapcsolasanak valtozasainak szamszerlsitésére. A kontroll csoporthoz képest a Complex 1
alaptt RCR ¢s a CCR egyarant jelezte az elektrontranszfer lanc jelentds karosodasat az RA
csoportban. A vizsgalati csoportok kozott azonban nem talaltak szignifikans kiilonbséget a C
II-vel kapcsolatos 1égzési aktivitasban, RCR és CCR-ben. Az OA csoport szignifikansan
magasabb Compex [-alapt valaszt mutatott az exogén citokrém c-re, mig az RA csoportban
mind a Complex I-, mind a Complex II-vel kapcsolatos aktivitas szignifikdnsan megnott.

4.1.3. Gyulladasgatlo citokinek és oxidoreduktiv stressz markerek

A RANKL koncentracidja szignifikdnsan megndtt az RA csoportban a kontroll
csoporthoz képest, mig a TNF-a szintek az RA csoportban szignifikansan magasabbak voltak
nemcsak a kontroll csoporthoz, de az OA csoporthoz képest is. Jelentésen magasabb XOR
aktivitast mértek RA és OA betegek szinovialis membran homogenizatumaiban a kontroll
csoporthoz képest. Az RA betegek szinovialis szovetei szignifikdnsan magasabb MPO
aktivitast mutattak az OA betegek és egészséges egyének szinovialis szoveteihez képest.
Jelent6s kiilonbség mutatkozott az MPO aktivitdsaban az OA ¢és a kontroll csoport kozott is.
Az RA csoportban a nitrotirozin szignifikdnsan emelkedett az OA, mind a kontroll csoporthoz
képest.

4.1.5. Szovettani vizsgalat

CLSEM ¢és H&E festést alkalmaztunk a résztvevok vizsgalati csoportokhoz valo
megfeleld besoroldsahoz. A szovettani értékelést két vizsgalo (P. J. és P. H.) egymastol
fiiggetleniil és vakon végezte el a kodolt targylemezeken, egy korabban leirt 0—4 fokozatl
szovettani pontrendszer alkalmazéasaval, amelyben az angiogenezis ¢és a fibrozis mértékének
egylittesét értékelik. Ezenkiviil a H&E-nal festett metszeteken megvastagodott szinovialis
membran és fokozott limfocita infiltracid volt lathatdé az OA-ban szenvedd betegek
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mintaiban. Fokozott limfocita infiltracid, angiogenezis, st egyes esetekben nagy kiterjedésii
fibrozis is megfigyelhetd volt az RA mintakban.

4.2. 11. tanulmany

4.2.1. A plazma és a szinovialis diklofenak koncentracioja

A diklofenak plazma- és szérumkoncentracioja a legmagasabb volt az EP-kezelés utan 10
perccel; ezutan 30 percnél csokkentek, 60 és 120 percnél allandéak maradtak. Az EP —
kezelést kovetden szignifikdnsan magasabb plazma diklofenak szintet mértiink, mint 10
perccel az egyszerli topikalis alkalmazas utan. Az EP-kombindlt topikalis alkalmazast
kovetden az iziileti folyadék és a plazma diklofenak tartalmaban nem volt szignifikans
kiilonbség. Ugyanannyi id6 elteltével az egyszerli topikalis alkalmazis azonban nem
eredményezett kimutathat6 diklofenak tartalmat a szinovialis folyadékban.

4.2.2. Intravitalis videomikroszkép (IVM)

Meghatéroztuk a polimorfonuklearis sejt (PMN) — endotelidlis kdlcsonhatasokat (gordiilé
¢s tapadd) a szinovialis membran poszt-kapillaris venulaiban. A PMN-ek gordiild frakcioja a
poszt-kapillaris szinovialis venulakban nagyfoku diszperziot mutatott, és nem észleltek
kiindulasi kiilonbségeket a C / K- ¢és sooldattal injektalt térdek, illetve a kezelési
protokollokban résztvevd csoportok kozott (az adatokat nem kozoljiik). A C / K injektalasaval
azonban a PMN adhézi6 (tapadéas) statisztikailag szignifikdns novekedése kisérte az
endotelialis réteget a kontroll oldallal 6sszehasonlitva. Ez a reakcio jelentésen csokkent az
oralis diklofenak beadasaval. Ezt a diklofenak-hidrogél EP-kezeléssel azonban csak
mérsékelten javitotta, és a hidrogél egyszerli topikalis alkalmazéisara adott vélasz nem
valtozott.

4.2.3. Gyulladasos enzimaktivitasok és citokintermelés

A XOR ¢és MPO aktivitas, valamint a TNF-a koncentracio szignifikdnsan megnétt az
izlileti gyulladas indukcidja utan, a sooldattal injektalt térdiziilethez képest. Ezek az értékek
hasonld mértékben, szignifikdnsan csokkentek az oralis diklofenakkal és az EP-vel fokozott
topikalis diklofenakkal kezelt csoportokban, azonban a hagyomanyos topikalis bevitel nem
befolyasolta a arthritisben megndvekedett MPO aktivitast.

4.2.4. Fajdalmérzo tesztek és a gyulladasos 6déma

Az iziileti gyulladas indukcidja utan a mechanikus tilérzékenység jelentésen fokozodott,
mivel a C / K-nal injektalt végtagok alacsonyabb kivaltasi ingerre reagaltak, mint a sooldattal
injektalt kontroll allatok végtagjai. Ez a paraméter szignifikansan cs6kkent az oralis és az EP
altal fokozott topikalis diklofenak kezelés hatasara. A séoldattal kezelt csoportban a termikus
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tulérzékenység latencidja szignifikdnsan csokkent a sériilt labon (kisebb hdhatdsra és
gyorsabban mancsvisszahtizassal reagalt), az oralis és az EP altal fokozott topikalis
diklofenak-kezelés pedig hasonld védohatast valtott ki mint a mechanikus tulérzékenységi
teszt esetén.

A térdkeresztmetszet a C / K-injekcioval kezelt térdekben 48 ordval a provokacid utan
jelentdsen megnovekedett, de jelentésen csokkent mind a hagyomanyos topikalis, mind az
EP-vel fokozott topikalis diklofenak-kezelés utan is. Oralis diklofenak alkalmazas a
duzzanatot a s6oldattal befecskendezett kontroll térdekhez hasonloan csdkentette.

4.2.5. A diklofenak bevitelének karos hatasai

A diklofenak bevitelének karos hatasait a gyomorra, a gyomornyalkahartya fekélyeinek
planimetrikus elemzésével értekeltiik. A helyileg, topikalisan alkalmazott diklofenak EP-val
vagy anélkiill nem volt karos hatdssal a gyomor nyalkahartyajara; az oralis diklofenak
ekvivalens dozisa azonban az 4llatok 70%-aban fekélyképzddést eredményezett. A
gyomorfekélyek a patkdny gyomraban valtozé helyeken voltak, és csak enyhe elvaltozasokat,
példaul 6démat, irritacidt és petechia képzddést észleltiink.

4.3. I11. tanulmany

Tizenegy RCT-t vontunk be a kvantitativ elemzésbe, amelyben a HA-tal bevont tibialis
szarral rendelkez0 TKA-eket Osszehasonlitottuk a tobbi tibialis rogzitési modszerrel
(cementalt és cement nélkiili protézis). Minden vizsgalat homogén volt a demografiai
jellemzok tekintetében.

4.3.1. Radiologiai kimenetel

Els6dleges eredmény ebben a metaanalizisben a tibialis szar MTPM-je volt, amelyet 2
éves utankovetésnél elemeztiink. A magasabb MTPM az implantatum kisebb stabilitasaval
jar, 0,2 mm-es cut-off érték mellett. Ennek megfeleléen, ha az MTPM meghaladja a 0,2 mm-t,
a protézist instabilnak mindsitik, ami nagymértékben noveli az egyéb szovédmények, példaul
az aszeptikus lazulas valdszinliségét. Ha az MTPM kisebb, mint 0,2 mm, a protézis hosszu
tavon stabilnak tekinthetd. Tizenharom vizsgalatot vontunk be az MTPM elemzéséhez. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a HA bevonati cement nélkiili szdirak MTPM értéke
szignifikdnsan alacsonyabb, mint a nem cementalt szarak¢ (WMD = 0,28, 95% CI: 0,01 -
0,56, P = 0,045). Ha a HA bevonattal ellatott implantaitumokat 6sszehasonlitottuk a cementalt
protézisekkel, ez utdbbi alacsonyabb MTPM-t mutatott (WMD = -0,29, 95% CI: -0,41-0,16, P
<0,001).

4.3.2. Klinikai eredmények
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Masodlagos eredmények a KSS és a KFS pontszamai voltak. 4 RCT-t vontunk be a
klinikai elemzésbe. Az eredmény azt mutatta, hogy a HA bevonatu cement nélkiili protézisek
KSS-je nem szignifikdnsan magasabb a cement nélkiili csoporthoz képest (WMD = -0,64,
95% CI: -3,02-1,73, P = 0,596).

Erdekesség, hogy a HA bevonatti cement nélkiili és cementalt protézis KSS-jaben nem
volt statisztikailag szignifikans kiilonbség (WMD = -0,29, 95% CI: -2,27-1,69, P = 0,775).
Hasonl6 eredmények érhetdk el a vizsgalatok KFS elemzésével, azonban ezeknek az értéke
korlatozott, mivel a HA-tal bevont és a cement nélkiili csoportok Osszehasonlitdsa hianyos.
Nem volt megfigyelheté kiilonbség a HA bevonati cement nélkiili és cementalt
implantdtumok kozott (WMD = -4,95, 95% CI: -13,59-3,69 P = 0,069). Azonban a HA-tal
bevont és a cement nélkiili csoportok Osszehasonlitdsdt nem lehetett elvégezni a cement
nélkiili csoportban végzett vizsgalatok alacsony szdma miatt. A KSS adatai a funnel plot

abran lathatok, de sajnos nem tudtunk lefuttatni rajta Egger tesztet.

5. DISZKUSSZIO

5.1. Kiilonb6z6 mitokondrialis funkciok az RA és OA betegek szinoviajaban

Ez a tanulmany kvantitativ klinikai adatokat szolgéltat a mitokondrialis eltérésekrdl RA-
ban és OA-ban. Ahhoz, hogy a résztvevdinket megfeleléen el tudjuk osztani a kiillonb6zo
vizsgalati csoportjainkba, a gyulladasos allapotok jelenlétét vagy hidnyat a pro-
inflammatorikus  citokinek  mérésével erdsitettik meg  pacienseink  szinovialis
folyadékmintaiban. Ezen kiviil az RA és OA szovettani jellemzdinek demonstraldsara a
szinoviumot in vivo CLSEM-el valamint hagyomanyos szOvettannal vizsgéltuk.
Eredményeink megfeleltek a szakirodalomban leirtakkal, mivel az RA betegeknél
szignifikdnsan magasabb volt a pro-inflammatorikus citokinek szintje, a ROS termeld
enzimek aktivitdsa, és hisztopatologiai szempontbol kronikus gyulladds, neoangiogenesis €s
fibrosis jelei voltak lathatoak.

A vizsgélt csoportokban az ETC komplexek kapacitisat HRR-rel teszteltiik. Erdekes,
hogy a C I aktivitas erdsen csokkent az RA csoportban, mig a C II aktivitasban csoportok
kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. Ez az eredmény ravilagit az RA mitokondrialis
diszfunkcidjaban a C I kdzponti szerepére, €s a jovobeni RA terapidk fo célkitlizésévé téve
ezt. A C I a légzési lanc elsd, legnagyobb és legbonyolultabb alkotéeleme. Tovabba, mivel a
1égzési lanc elektronjainak f6 bejutasi pontja, a C I-t tekintik a teljes mitokondridlis 1égzés
sebességkorlatozd tényezdjének. Ezenkiviil jelentds mitokondrialis eredeti ROS-szintet
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general, kiilondésen a reverz elektron transzport sordn. A RA-ban szenvedd betegekkel
Osszehasonlitva az OA csoport tagjai enyhébb, de még mindig figyelemre méltd csokkenést
mutattak a C I aktivitdsban a kontroll csoport egészséges egyéneihez képest. Ismételten nem
jelentkezett jelentds hiany a C II aktivitasban.

5.2. A diklofenak EP térdiziiletbe torténé bejuttatasanak jotékony hatasai

Tanulmanyunk sordn bizonyitottuk, hogy az EP képes fokozni a diklofenak
transzdermalis bejuttatasat a térdiziiletbe, kisérletes koriilmények kozott kivaltott iziileti
gyulladas esetén, patkdnyban. Az EP-vel kombinalt topikalis bevitel fajdalomcsillapité hatasa
Osszehasonlithatd mértékli volt a diklofenak orélis alkalmazasadval. Ez csokkent
fajdalomérzékenységben, csokkent iziileti duzzanatban és az iziileti folyadék alacsonyabb
citokin  koncentraci6jaban mutatkozott meg, valamint alacsonyabb gyulladésos
enzimaktivitasban a szinovialis szovetben. Az EP kezelés befolyasolta a PMN — endothelialis
kolcsonhatasok szdmat a szinovidlis mikrocirkulacio szintjén is.

Az irodalmi adatoknak megfeleléen eredményeink feltartak, hogy az EP magasabb
szérumkoncentracio-értékeket okoz, mint az egyszeri helyi alkalmazéas. Az EP-kombinalt
kezelésnél a szinovidban a diklofenak koncentracidja megegyezett a szérumkoncentracidval; a
hagyomanyos helyi kezelés azonban nem eredményezett kimutathaté6 mennyiségii diklofenak-
natriumot az iziileti folyadékban.

A mikrocirkulacids valtozasokat IVM-val vizsgaltuk. A tobbi nem szelektiv
ciklooxigenaz inhibitorhoz hasonléan a diklofenak is csokkenti a PMN — endothelialis
kolesonhatdsok szdmat. A szinovidlis erek tapadasa jelentdsen csokkent a diklofenak oralis
alkalmazéséaval. Az EP-dusitott diklofenak-hidrogél azonban ezt csak mérsékelten javitotta, és
a hidrogél egyszeri topikalis alkalmazasara adott valasz nem valtozott.

A C / K injekciéo beadédsa a térdiziiletbe elsddleges €s masodlagos tulérzékenységet
eredményezett. A mancs nyomdasérzékenysége masodlagos tulérzékenység miatt alakult ki a
hé ¢és a mechanikai ingerek hatasara, a gyulladt térdiziilet felett viszont elsddleges
tulérzékenység volt jelen. A masodlagos tulérzékenységi reakciokat az iziileti gyulladas
csucsan vizsgaltuk, ¢és mindkettd szignifikdns enyhiilést mutatott a diklofenak-kezelés
kovetkeztében. Az oralis diklofenak kezeléshez hasonloan az EP teljesen visszaallitotta a
termikus fajdalomérzékenységet és a megnovekedett mechanikai érintési érzékenységet, de
csak kisebb mértékben. A térduzzanat, amely az iziileti gyulladas objektiv paramétere,

jelentésen csokkent, mind az oralis, mind az EP-vel kombinalt diklofenak-kezeléssel. Ez a
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megnovekedett térfogat 48 oOraval az iziileti gyulladas kivaltdsa utdn ismét szignifikansan
csOkkent mind az oralis, mind az EP-vel kombinalt diklofenak-kezelésnél.

Klinikai koriilmények kozott kimutattdk a szabadgyokok képzddését az iziileti
folyadékban és az iziileti membranban, valamint az iziileti rendellenességek kivaltdo okanak
javasoltdk. Az arthritises szinoviumban fokozott XOR aktivitdst mind az oralis, mind a
topikalis dikofenak bevitel csokkentette, ez utobbi esetén az EP kezelés fokozottabb
mérteékben. Az IVM-el meghatarozott PMN — endotelialis interakciok koziil a PMN
kitapadasra vonatkozo adatok jol korrelaltak a PMN-ek szdveti felhalmozodasaval, amelyet az
MPO-aktivitds jellmez. A diklofenak-kezelés oralis vagy EP kombinalt topikalis alkalmazas
utjan is csokkentette az MPO-aktivitast a gyulladt szinovialis szovetben.

5.3. A HA bevonatu implantatumok jobb rogzitést biztositanak a TKA-ban

Tanulményunkban attekintettiik a jelenlegi bizonyitékokat és frissitettiilk az ismereteket a
HA-tal bevont tibialis szar hasznalatardl az elsédleges TKA beiiltetés esetében. A kezelési
csoportok homogének voltak a betegek jellemzdit tekintve, igy a protézis beiiltetésnél az
elsddleges és a masodlagos kimeneti eredmények (azaz az MTPM, valamint a KSS és a KFS)
elorejelzése valoszinlileg fiiggetlen volt az egyéni kockdzati valtozoktol, a beteg
kivélasztasatol vagy a csontritkulds altalanos stlyossagatol. Direkt metaanalizist végeztiink,
amiben a tanulmanyok mintanagysaga elég nagy volt ahhoz, hogy j6 bizonyitékot
szolgéaltasson arra, hogy a HA-bevonat jobb stabilitast eredményez, mint mas, cement nélkiili
protézisek. A protézis szarak cementrogzitése azonban még mindig nagyobb stabilitast ad a
migraci6 ellen. Ennél is fontosabb, hogy a HA-bevonatos protézisszarak a cementalt
protézissel megegyezé funkciondlis eredményt nyujtanak a fajdalomintenzitds, a
mozgastartomany €s a mobilitas szempontjabol.

Vizsgalatunk elsddleges kimeneti eredményének az RSA-val meghatarozott MTPM-et
tekintettiik, ami megadja a tibialis protézisszar barmely pontjan a mikromozgasok legnagyobb
posztoperativ kdvetési pillanatban hataroztdk meg az utankdvetés elsd 2 évében. Az MTPM
féleg olyan mechanikai tényezOktdl fligg, mint a csont-implantatum hatarfeliilete vagy a
hatarfeliileten 1évé kiilonboz6é biologiai reakcidk, ezért az implantaitum feliiletén a HA-
bevonat hozzdadott értékének felmérésére egy megbizhato paraméter.

A metaanalizisiinkben szereplé RCT-k esetén az MTPM kisebb mértékli volt a HA
bevonatu implantaitumok esetén, dsszehasonlitva azokat mas, nem cementalt szarakkal, egy
tanulmany kivételével. Ami a HA bevonati cement nélkiili és cementalt csoport
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Osszehasonlitasat illeti, az MTPM nagyon kis mértékli volt a cementélt csoportban, és
alacsonyabb eléfordulasi gyakorisagot mutatott, mint a HA bevonattal ellatott cement nélkiili
protézis. A protézisszarak funkciondlis eredményeit a KSS és KFS alapjan hasonlitottuk
0ssze. Ezek az értékelési rendszerek validalt és érzékeny modszerek a TKA utani objektiv és
szubjektiv eredmények értékelésére. A KSS egy sulyozott pontszam, amely figyelembe veszi
a fajdalom intenzitdsat, a mozgastartomanyt, a stabilitdst, a flexios deformitasokat, a
kontraktirdkat és a gyenge illeszkedést. A KFS figyelembe veszi a paciens mobilitasi
paramétereit, példaul a gyaloglasi tavolsagot €s a 1épcsdmaszast, levonva ebbdl a jarast segitd
eszkozoket..Metaanalizisiink sordn a klinikai eredmények alapjan a KSS ¢és a KFS
tekintetétben a HA bevonati cement nélkiili ¢és cementalt implantaitumok azonos

funkcionalitast mutattak.

6. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Eredményeink aldtdmasztottdk a mitokondrium szerepét az OA ¢és RA
patomechanizmusaban. Elészor kimutattuk, hogy a klinikai kép hasonlosiga ellenére a
mitokondrialis diszfunkcidé 1ényegesen kiilonbozik OA-ban és RA-ban. Bemutattuk az 1
komplex meghatdroz6 szerepét és az ETC integritdsanak zavaridt a belsé mitokondridlis
membranban.

Az izileti gyulladds konzervativ kezelésében az EP-val egy hatékonyabb
gyogyszerbeviteli modot mutattunk be. Alatamasztottuk az EP-kombinalt transzdermalis
diklofenak-natrium bevitel kozvetlen hatasat a szinovidlis mikrocirkulaciora, amit a
leukocitak csokkent gordiilése és kitapaddsa bizonyitott. A biokémiai vizsgalatok sordn a
diklofenak hatékony szOvetkoncentraciot ért el a szinoviumban, mivel a gyulladdsos
enzimaktivitasok csokkentek. Osszefoglalva, az EP altal fokozott transzdermalis diklofenak-
natrium-bevitel csokkentette a mikrokeringés romléasat és a szoveti gyulladds egymast kovetd
szakaszait; ezért ez a beviteli mod egy 0j fejlesztési iranyt mutathat iziileti gyulladas terapias
stratégiaiban.

Az implantaitumok eredményeinek attekintése a rendelkezésre allo legjobb bizonyitékot
szolgaltatta arra vonatkozoan, hogy a HA bevonatil cement nélkiili protézis mind a stabilitas,
mind a funkcionalitas tekintetében feliilmulja a tobbi cement nélkiili protézist. A protézisek
cementalt rogzitése biztositja a legjobb stabilitast egy 2 éves utankdvetés sordn, azonban a
funkcionalis eredmények nem jobbak,mint a HA bevonatii cement nélkiili rogzitésnél. Ezen
eredmények alapjan a HA bevonati cement nélkiili TKA ajanlott kezelési lehetdség a térd
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iziileti gyulladasinak végstadiumaban. Igy a klinikusok a betegek bevonasaval figyelembe

tudjak venni a revizio kockazataval jar6 tényezoket a legmegfeleldbb eljaras kivalasztasakor.

7. KOSZONETNYILVANITAS

Halas vagyok Dr. Varga Endre Professzor Urnak, aki bevezette tudomanyos
palyafutasomat, és lehetdséget biztositott szamomra, hogy értékes tudomanyos iranyitasaval
¢s kozremiikodésével végezhessem tudomanyos munkédmat a Sebészeti Kutatd Intézetben.
Koszonettel tartozom Dr. Hartmann Petranak, aki segitett az alapvetd kisérleti készségek
elsajatitasaban, ¢és napi korlatlan segitséget nyUjtott a tanulmanyok elvégzésében és a
publikaciok megirdsdban. Hélds vagyok tovabba Dr. Javor Péternek ¢és Jasz Kurszan
Déavidnak, Csonka Endrének, akik kutatdmunkdmat a nagy felbontdsu respirometrikus
elemzésben iranyitottdk. Koszonetet mondok a Sebészeti Kutatd Intézet minden
technikusanak, hogy stabil hatteret biztositottak a kisérletekhez ¢és a biokémiai

vizsgélatokhoz.

16



