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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A csont mindamellett hogy vazként védi a belszesvals tartja
az izmokat, a szervezet asvanyi rezervoarjakéntsislgal.
Alkotéelemei elésorban hidroxiapatit kristalyok és kollagének. A
csontszovetben elhelyezkedsteoblastok és osteoclastdaikdnt a
folyamatos csontatépitésben toltenek be fontosepeér A csont
reszorpcio és formacio egyensulyanak felborulagéeopordzishoz
vezet, melyet alacsony csoitisség valamint a mikroarchitektura
torzulasa jellemez. Ez a csontszilardsag meggyéségtil a torési
rizikd ndvekedését eredményezi.

Szamtalan szisztémas antiporotikum all rendelkezésonban a
komplex terapia részeként lokalis kezelési formakhasznosak
lehetnek. Néhany tanulmany Sudeck atréfiaban, opatézisban,
illetve elhtz6dbé csonttérések esetén alkalmazoticitoain,
parathormon iontoforézis, valamint az un. ,kalciuonosztazis”
kedved hatasardl szamolt be. Az 1990-es években Pap Lajos
professzor és munkacsoportja kalcium iontoforetikeguttatasaval
kapcsolatban végezett kisérleteket. A hatékonyadiiranszport
erdekében természetes alapu asvanyok modositotijitr, valamint
az ionok egymastél valdé fluggetlen bevitelét léhét tevy

iontoforetizald nfiszert fejlesztettek ki, melyet szabadalom véd.



2. Célkitiizések

Ph.D. munkam célja a vilagon ék&nt az (] kalcium és foszfat
iontoforetikus eljaras hatékonysaganak, csontrgtkit hatadsanaia
vitro, in vivo és postmortendllatkisérletes vizsgalata volt.6 F
kérdésemnek a kovetk&z tekintettem: az () iontoforetizalo
készulékkel és specidlis ion donor molekulakkdemakett modszer
alkalmas-e kalcium és foszfat molekulék transdeimmalontszovetbe
juttatasara?

Kutaté munkéam soran az alabbi konkrét célokatem ki:

» Megvizsgalni, hogy kalcium és foszfat ionok célaotta sertés
csontszovetbe juttathatdk-e az 0 iontoforézigselitro, tovabba
meghatarozni a kalcium- és foszfation koncentraeéitozas
mértékét csontokban.

» Megvizsgalni az (] iontoforézis patkany csontokifajtett hatdséat
in vivo csontsiriség, biomechanikai paraméterek valamint
kalcium és foszfat koncentracio tekintetében.

« Osszehasonlitani az (j iontoforézis oszteoporoétilpsatkany

csontokran vivo kifejtett hatasat 6sztrogén terapiaval.



3. Anyagok és modszerek
3.1. Kalcium és foszfat iontoforézishez hasznalt gagok
3.1.1. Kalcium és foszfat donor molekulak

Kisérleteink soran kalcium és foszfat donor vegdet
modositott, mérgémnyag-mentes, kalcium-bentonit alapi asvanyt
valamint szintetikusan &llitott hidrotalcitot hasznaltam.
3.1.2. lontoforetizal6 készilék

A vizsgalatok soran egy Uj, kifejezetten szimultéadcium és
foszfat iontoforézisre kifejlesztett és szabadal@nwédett ,harom-
elektrodos” iontoforetizalo késziléket hasznaltaktkalmazasaval

az ionok egyiddj, egymastal figgetlen bevitele valdsithaté meg.

3.2. Elemanalitikai vizsgalatok

Az egyenként 0,5 g tdomégnintakat mikrohullammal asszisztalt
savas roncsolassal készitetterd. e\ kalcium koncentraciot lang
atomabszorpcios spektrometriaval, a foszfat koméeidt UV/Vis

spektrofotométerrel hataroztam meg.

3.3. Az Uj iontoforézis hatasdnakn vitro vizsgalata (Study 1)
3.3.1. Vizsgalt szovetrendszer
In vitro vizsgalataimat sertés hatsobcomb rendszeren vége3te

3 csoportot megkulonboztetve. Az elemszam csopkéun az



elézetes vizsgalatok esetén 6 (,A-C” csoport), a |ettett
vizsgalat soran 15 (1-3. csoport) volt. Kontrollkéaz ,A” és 1.
csoport szolgélt, a ,B” és 2. csoportot iontofdrad arammal, a ,,C”
és 3. csoportba tartozokat az Uj iontoforézisselekem, melyet

kovetben mintavétel br-, izom- és csontszoveibtortént.

3.3.2. lontoforézis kezelés
Az elozetesen donor vegyiiletekkel bevont anddot illeat®dot
a sertéscomb dének két oldalara helyeztem fel. Az alkalmazott

arameésség mindkét aramkoérben 9.6mA, a kezel&suid perc volt.

3.4. In vivo vizsgalatok (Study 2 és Study 3)
3.4.1. Kisérleti allatok és sebészeti beavatkozasok
Vizsgalatainkat a kulonbéz csoportokba véletlenszem

besorolt Sprague-Dawleystény patkanyokon végeztem. Az allatok
ovariuma i.p. ketamin-xylazin (25/75mg/ttkg) anézi mellett az
irodalombdl ismert mddon kerllt eltavolitasra, tilke alnitott
allatok (SH) esetén kizardlag median laparotonigix.
3.4.2. Kvantitativ ultrahangos csoniaiség vizsgalat (QUS)

Az amplitud6-dependens hangsebességben (AD-So8Ybidles
valtozasokat DBM-Sonic 1200 denzitométerrel méréebal tibian.
3.4.3. lontoforetikus kezelés

lontoforézist a kisérleti allatok 8 honapos koralkezdtem el



(0.nap), melyet 4 alkalommal ismételtem meg (2.14., 18. nap). A

kezelési id 30 perc, az aramésseg mindkét aramkorben 9 mA volt.

3.4.4. Vizsgalati protokoll
3.4.4.1 Ebzetesn vivo vizsgalatok patkanyokon (Study 2)

Mind az alnitott (1. csoport, SH+IOP), mind az ovariectomizalt
(2. csoport, OVX+IOP) Allatok bal tibidjan alkalnta@m
iontoforezist. A 3. (SH) és 4.csoport (OVX) kontkéint szolgalt.
3.4.4.2. Kiterjesztein vivo vizsgalatok patkanyokon (Study 3)

Az Allatok 12 hetes kordban &ltdtet (n=16) Iilletve
ovariectomiat (n=24) végeztink el. Az SH (n=103tile OVX (n=6)

csoportok szolgéaltak kontrollként. Az altdtt és ovariectomizalt

allatok egy-egy csoportjaba bevalasztott allatdka(8+IOP, n=6 és
OVX+IOP, n=6) IOP sorozatban részesiiltek. Az owanimizaltak
maradék két csoportjanal 6sztrogén (E2) (OVX+EZ)nwalamint
E2 és IOP kombinalt terapiat (OVX+E2+IOP, n=6) atkaztunk. A

vizsgélat végeén a tibigkostmorteneltavolitasra keriltek.

3.4.5. Osztrogén terapia

Az OVX+E2 és OVX+E2+IOP csoportok esetén 17(3-egitad
terapiat (20pg/ttkg s.c.) alkalmaztunk heti 5 adkaial. Az OVX
valamint OVX+IOP csoport esetén a fentiekkel megayndédon
kizardlag a hordoz6anyag kerult beinjektalasra.



3.4.6. Biomechanikai vizsgalatok
A csontok harompontos alatamasztasos toresi vasgdhstron
4302 ntiszeren végeztem el, mely sordn a maximalis terth@tgs,)

€s merevseéget (stiffness) mértem az irodalombeaiakedlapjan.

3.5. Statisztikai modszerek

Az eredmények atlagérték + standard hiba (SEM) &dabran
keriltek feldolgozasra. Az adatokat SigmaStatvideaz SPSS 17.0
szoftver segitségével elemeztem. A vizsgalati atopokdzotti
0sszehasonlitasokat keétutas illetve keétutas ismétakréses
varianciaanalizissel végeztem el. Statisztikailagyrsfikansnak a
0,05-nél kiseblp értéket tekintettem.

4. Eredmények

4.1.In vitro sertés szovetrendszeren végzett szimultan kalciués
foszfat iontoforézis eredményei (Study 1)
4.1.1. Kalcium analizis eredményei

Az iontoforetikus aram 6nmagaban alkalmazva csakamad
oldalan elhelyezked izomszovetben eredményezett kalcium
koncentricié valtozast a kontroll csoporthoz képgBt csoport:
608,74 £ 8,6ug/g vs. ,A” csoport: 811,15 + 33,34g/g; 2. csoport:
235,7 + 66,7ug/g vs. 1. csoport: 278,2 + 33,8/9) (p<0,05). Donor



molekuldkat alkalmazva az IOP kezelés a csontivalaaz anoddal
(-,C” csoport, mesoni 205334,8 + 7842,289/9, Mg 895,5 + 18,7
ug/g,; 3. csoport: Mmeoni 207628 + 1619819/9, MGsr ansd 793,0 £
108,6ug/g) a kontrollokhoz képest (,A” csoport: @g: 112367,4 +
2374u9/g, Mgy 278,26 + 33,199/g; 1. csoport: meoni 124560 +
15551u9/9, MGsr ansd 319,7 £ 38,919/g) (p<0,05).

4.1.2.Foszfat analizis eredményei

lontoforetikus aramot 6nmagaban alkalmazva nemelksnai
foszfat koncentracio valtozast egyik szdvetben s&nonban donor
molekuldk hasznélataval a csont- és drsbivet foszfat
koncentracidja (,C” csoport: g ansd 407,89 + 32,2719/9; MGyr
katod 57,92 £ 32,0219/9; MGsoni 227025,33 + 13446,389/9; 3.
csoport: Mgy ansd 392,7 + 33,219/9; MGyr katod 662,4 £ 32,200/0;
MCesoni 244342 + 137989/g) szignifikansan nagyobb volt a kontroll
csoporthoz képest (,A” csoport: mEansd 298,61 + 46,66u9/9;
MGosr kated 329,9 + 92,510/0; MGsoni 185248,63 + 1417,33g/9; 1.
csoport: Mgy ansd 287,0 + 28,519/9; MGyr kated 342,4 £ 20,4u9/Q;
MCesoni 195321 + 1039389/g) (p<0,05).

4.2. Elbzetesin vivo allatkisérletek eredményei (Study 2)
Az ovariectomizaltak (OVX) tibiajan szignifikAnsatacsonyabb



AD-SOS érteket meértem az 4aliitt allatokéhoz (SH) keépest
(1.csoport: 1869,8 £ 39,93 m/s; 3. csoport: 1826,8F,93 m/s; vs.

2. csoport: 1649,3 + 29,94 m/s; 4. csoport: 1678,65,07 m/s)
(p<0,05). Ot iontoforézist kovéen az AD-SoS értékek
megemelkedtek (1. csoport: 2057,15 + 41,37 m/ss@port: 1866 +
23,21 m/s; 2. csoport: 1958,8 £ 60,69 m/s; 4. caodd30 + 23,37
m/s). E kedve& hatds tartdosnak bizonyult (150. napon, 1. csoport:
2047 £ 14,94 m/s; 3. csoport: 1947,6 £ 47,93 m/gsBport: 1967,8

+ 28,15 m/s; 4. csoport: 1775,4 £ 21,97 m/s) (pSP,0

4.3. Kiterjesztett in vivo vizsgalatok, az iontoforézis 6sztrogén
terapiaval valé 6sszehasonlitasanak eredményei (Sity3)
4.3.1. Csontériiség eredmények
A mitétet kdveben 21 héttel az OVX allatok AD-SoS értékei
csOkkentek (Sham: 1887,9 £ 10,23 m/s; Sham+IOP7,589 31,40
m/s; vs. OVX: 1681,1 + 16,26 m/s; OVX+IOP: 1673,82,30 m/s;
OVX+E2: 1695,1 + 20,21 m/s; OVX+E2+IOP: 1634,0 £98m/s).
Tobbszori IOP az AD-SoS értékek ndvekedését eregeaém
Az E2 terapidnak csak kisebb méilickatdsat detektaltuk, mely
egyuttes IOP kezeléssel fokozhatdé volt (Sham: B&714,87 m/s
vs. Sham+IOP: 2026,0 + 13,03 m/s; OVX: 1707,8 +28@/s vs.
OVX+IOP: 2009,0 + 20,86 m/s; OVX+E2: 1779,6 + 19/@s vs.
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OVX+E2+I0P: 1986,4 £ 17,85 m/s) (p<0,05). A vizsgabrozat
végen az |IOP kedvézatasa tovabbra is fennallt (Sham: 1897,78 +
38,65 m/s vs. Sham+IOP: 2019,15 + 12,84 m/s; OVK904 +
24,14 m/s vs. OVX+IOP: 1950,6 * 25,32 m/s; OVX+H200,27 +
33,30 m/s vs. OVX+E2+I0OP: 2023,7 + 25,61 m/s) (P50,

4.3.2. Biomechanikai torés vizsgalatok

Ovariectomizaltak csontjain az altittekhez képest kisebbkx
értéket mértem, mely IOP hatdsara szignifikansétt (Sham:
160,11 £ 7,10 N vs. Sham+IOP: 218,60 + 15,59 N; 088,61 +
7,0 N vs. OVX+IOP: 150,25 + 15,13 N; OVX+E2: 145,2(00,53
N; OVX+E2+IOP: 190,80 + 6,20 N) (p<0,05), akarcsaknerevség
(stiffness) értek (Sham: 766,2 £ 69,6 N/mm vs. SH&®: 798,5 +
19,5 N/mm; OVX: 563,1 + 17,9 N/mm vs. OVX+IOP: 78X 50,6
N/mm; OVX+E2: 668,9 + 47,3 N/mm vs. OVX+E2+IOP: 7%#*
66,7 N/mm) (p<0,05).

4.3.3. Kalcium és foszfat analizis eredményei

A vizsgalati protokoll végén a tibia kalcium tomegkentracioja
kisebb volt az ovariectomizaltakban. I0P kezeléstéas nagyobb
kalcium tdmegkoncentraciot mértem a kontrollokhépést (Sham:
239,6 + 1,8 mg/g, Sham+IOP: 257,3 + 1,9 mg/g; O¥ZX3,8 + 3,9
mg/g; OVX+IOP: 234,4 + 1,7 mg/g; OVX+E2: 233,9 190ng/q;
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OVX+E2+I0P: 242,9 £ 1,1 mg/g) (p<0,05). Foszfat &entracio
tekintetében szignifikans eltérést csak azuadtek illetve az E2-
IOP kombindlt terapidval kezelt allatokban detdlt@# (Sham:
332,4 + 0,4 mg/g vs. Sham+IOP: 334,4 +0,9 mg/g; @¥X: 332,3
+ 0,4 mg/g vs. OVX+E2+IOP: 336,2 + 0,8 mg/g) (p<%),0

4.4. Nem kivant mellékhatasok
Az iontoforézist kdvdien nagy gyakorisaggal erythema jelent
meg a felhelyezett elektrédok alattirfellleten. A tlinet par ora alatt

megs#int. Egyéb mellékhatast (pl. égési sériilést) nendekisak.

5. Megbeszélés

A Klinikai gyakorlatban szamtalan hatékony antipibeam all
rendelkezésre, azonban kiegésadkalis terapia is hasznos lehet a
csontvesztéssel jar0 korképek kezelésében. Az alciym
ionosztazis” Sudeck atrofia valamint elhiz6dé allképsddeés
esetén alkalmazott eljaras. Néhany tanulmany dzeeitig bizonyos
anyagok iontoforézisének jotékony hatdsa leheteognrézisban
illetve térésgyogyulas ésegitéseben.

Kutatocsoportunk éketesen egy szabadalommal védett, Uj
iontoforetikus eljarast dolgozott ki, mely az ioft@zis elvén
alapul, azonban jelefgen eltér az eddig alkalmazott kezeléskekt

12



Az oszteoporOzis lokélis terapiajaként a ,haronkeedeos”
iontoforetizald nfiszer, valamint specialis donor mikropartikulumok
segitségével a kalcium- és foszfationok szimultatiajhaték a
csontszovetbe.

Ph.D. munkadm soran e szimultan kalcium és fosefébiorézis
alkalmazhatésaganak illetve hatasainak vitro €s in vivo
allatkisérletes vizsgalatat végeztem el. Kiemealenthogy az
irodalomban diszor, a transdermalis elektroforetikus bejuttatas
célszovete a csont volt. A masok altal publikaltrrhon illetve
gyogynovények iontoforézisének célja az antiporotibk
keringésbe juttatasa, illetve a lokalis vérkeringékozasa volt.
Magnézium és fluor iontoforézis a fogak mineralig@t serkentette,
azonban a kezelés kozvetlen csont-elekirod érigtexkivant,
tovabba az ionkoncentracié valtozasat nem vizdgaka emlitett
kezeléseldl valo jelents eltérések miatt Ph.D. munkam eredményei

nem o0sszehasonlithatéak mas iontoforézisek adataiva

Az iontoforetikus aram, valamint az IOP csont ép/tészeken
kifejtett hatdsat in vitro sertésszovet rendszeren vizsgaltam.
lontoforetikus aramkezelés 6nmagaban csak az amdédioaeli
izomszovetben okozott szignifikans kalciumszint kb&inést, mely

azonban az élettani hatarértékek kozé esett.
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A célzottan iontoforézishez kifejlesztett donor eiallakat
alkalmazva a csontszovet kalcium és foszfat koméeidja
szignifikansan étt a kezelt tertleten. Az in vitro vizsgéalatok teha
kalcium- és foszfationok iontoforetikus csontbagitt igazoltak. Az
IOP mas szovetre nem volt hatassal, kivétel ez adkepidermis,
melyben kimutatott kalcium és foszfat felhalmozodhésterében a
donor molekulak brrel tortérd kozvetlen érintkezése allhat.

Az (jonnan kifejlesztett kalcium és foszfat donor
mikropartikulumok  iontoforézisével, a ,harom-eleldos”
iontoforetizald készulék alkalmazasaval tehat aciwal- és
foszfationok szimultan, transdermalisan, célzottamsontszdvetbe

juttathatéak.

“ sz

és foszfat iontoforézis az AD-SoS értékek alapj&ezelt terlleten
elhelyezked csontok denzitasanak névekedését eredményezte mind
almatott, mind ovariectomizalt allatok esetén. Az oOhtmforetikus
kezelésBl allé terapia hosszU tava utankovetéses vizsgadata
eljaras tartdés hatasat igazolta: az utols6 kezktidstty 72. napon is
nagyobb AD-SoS értéket mértiink a kontrollokéhozekép

Hasonlo kovetkeztetések vonhatdéak le a biomecharitkés

tesztek eredménygib az iontoforézis kedvéen hatott a csont

14



biomechanikai paramétereire, mérsékelte a bilasealariectomia
kovetkeztében kialakul6 fokozott torékenyseget.

Az elemanalitikai vizsgalatok a véartnak megféésl az
iontoforézis a kezelt csontok kalcium és foszfandentraciojat
noveb hatasat igazoltak.

Az in vivo Aallatkisérletek eredményei az iontoforézis
oszteoporotikus csontok asvanyi anyag tartalmarnzithsara,
valamint biomechanikai paramétereire kifejtett kezdv hatasat
bizonyitottak, biztonsagos alkalmazas mellett. Amdmények
ismeretében a szimultan kalcium és foszfat ionéxisregy hatékony

alternativa lehet a lokdlis csontvesztéses kork&peklésében.

Osszehasonlitd vizsgalatok soran az ovariectomiavaiikalt
csontvesztést kouéen tibian alkalmazott iontoforézis terapias
hatékonysaga a tartdés 6sztrogén medicatiéval égyeztéki volt. A
két kezelés kombinacidja bizonyult a leghatékonyalib minden
vizsgalt paraméter tekintetében. Bbbkovetkezik, hogy az
iontoforézis kombinalasa antiporoticumokkal tovabbi

hatédsfokozddast eredményezhet.

Az (] iontoforetikus eljards lehetséges mellékhaitas

megegyeznek mas IOP kezelésekével. Kalcium és doszf

1t



iontoforézist koveten az allatok nagy részenél erythema jelent meg
az elektroddal fedettdofellileten, mely minden esetben beavatkozas
nélkul 3 éran belll rendédott. Egyéb mellékhatast nem észleltiink.

Az Uj eljaras humén alkalmazhatosaganak korlatoab sz
hatasanak lokalis jellege, az ion penetracio mé@gmseék limitaciodja,
valamint a kezelés egyéb technikai kivanalmai. Esatyessége
féleg azokon a testrészeken varhatd, ahol az elektrédymashoz
illetve a kezelni kivant csontszovethez kozel hatgeinek el. Az
oszteoporotikus torések egyik predilekcios helye, csigolyak
kezelése kihivast jelenthet. Az eredmények emberekalo
extrapolacidjat tovabb korlatozza a bemutatottriéses allatmodell:
a relativ kis allatszam és a terapias hatékonysagebasonlitasara
alkalmazott 6sztrogén terapia alacsony klinikaévahciaja.

A limitaciokbdl kovetkezik, hogy az Uj eljaras cdoesztéses
allapotok lokalis forméinak (pl. algoneurodystraghikezelésében

tolthet be szerepet.
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6. Osszefoglalas, Gj eredmények

Ph.D. munkdm soran célom - az irodalombaisair - egy Uj,
szimultan kalcium és foszfat iontoforetikus kezelésasanakin
vitro, in vivo éspostmortenallatkisérletes vizsgalata volt.

Uj eredményeim a kovetkéek:

* Az irodalomban €iszor alkalmazott, specialis iontoforézis
segitségével a kalcium- és foszfationok transdésaral
célzottan a sertés csontszdvetbe jutattaktro.

» Az irodalomban élsz6r az Uj kalcium és foszfat iontoforézis
oszteoporotikus és normal patkany csontokra kiteji@rtds
hatasat bizonyitottam az AD-SoS értékek, biomedaani
paraméterek és csont asvanyi anyagtartalom te&bdat

» Oszteoporotikus patkany tibian alkalmazott otsk@icium és
foszfat iontoforézis terapias hatékonysaga a tabgmrogén
terqpiaval egyez meértékinek bizonyult, mely kedvézhatas

tovabb fokozhatd a két kezelés kombinalasaval.

A vizsgalatok 6sszességében az Uj, szimultan kalés foszfat
iontoforézis csontszovetekre kifejtett kedyezatasat igazoltak. Az
eredmények alapjdn az eljaras effektivnek, ugyamrakk
biztonsagosnak tekinthiigtmely - bizonyos korlatok mellett késbi

klinikai alkalmazhatosagat sugallja.
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