B-Trikalsiumfosfaattia (B-TCP) sisaltavan, antibiootteja vapauttavan

ja biohajoavan luun taytemateriaalin ominaisuuksien tutkimus

PRO GRADU -TUTKIELMA

Noora Ménnisto

Biolaaketieteellisen teknologian yksikko
Tampereen yliopisto

Helmikuu 2011



KIITOKSET

Tahan maisterivaiheeseen kuuluneet ty6t suoritettiin Tampereen teknillisen yliopiston (TTY)

bioladketieteen tekniikan laitoksella (BME) seké osittain kemian ja biotekniikan laitoksella.
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kiitollisin mielin muistan ohjaajaani Niina Aholaa, jonka kanssa kestin monta kriisitilannetta niin
laboratorioissa kuin niiden ulkopuolella, ja joka auliisti, hyvalla kéarsivéllisyydella ja ainaisella
hymylla jaksoi neuvoa, opastaa ja ohjata minua l&pi koko pitkdn tutkimusajanjakson
kirjoitusprosessiin asti. Osallistumisesi takaiskujeni sadatteluun, mutta myos ilonhetkiin, joina tdmé
tyd nédytti paremman karvansa, oli korvaamatonta. liman sinua tésta ei olisi tullut yhtdan mitaén!
Kiitos myds kaikille BME:n tydntekijoille uskomattoman hauskasta seurasta seka unohtumattomista
kokemuksista, joihin ajauduin t&mén pro gradu -tyon aikana! Kiitos myds Minna Veirannolle ja
Bioretec Oy:lle (Tampere, Suomi) materiaaleista, joita tarvitsin kokeissa ja tyon suorituksessa.

Erityiskiitokset professori Matti Karpille, joka jaksoi kuunnella minua ongelmatilanteissa ja antaa
ohjausta, jolla selvisin luminesenssikuvauksista yhtend kappaleena. Vaikka luminesenssikamera
saattoi minut joskus hulluuden partaalle, oli hyva tietdd, ettd joku jaksoi potkia minua yrittdmaan
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processing.

Vield kiitos perheelleni, joka ymmartamatta aiheestani sanaakaan oli aina valmis tarjoamaan tukea,
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Tampere, helmikuu 2011

Noora Méannisto
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TIVISTELMA

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: Osteomyeliitti eli luumé&td on bakteerien aiheuttama
luukudoksen tuhoutumistauti, jossa patogeeneja on vaikea tuhota ja jonka jattamia vaurioita voidaan
nykyadn etupddssd hoitaa luusiirteilld tai antibiootteja vapauttavilla, biohajoamattomilla
implanteilla. Biohajoamattomat implantit eivét kuitenkaan edistd luuvaurioiden regeneraatiota, ja
niiden poisto vaatii uusintaleikkauksen. Biologiset luusiirteet korjaavat luuvauriot paremmin, mutta
vaativat myos leikkauksia sekd massiivista antibioottiterapiaa, joka ei aina onnistu. Tasta syysta
biohajoavalle, luuta korvaavalle, antimikrobiaaliselle implantille on tarvetta. Tamén tyon
tavoitteena oli testata téllaiseen k&ytt6on potentiaalisesti soveltuvia, antibioottia vapauttavia
polymeeri—3-TCP(trikalsiumfosfaatti)-komposiittipelletteja tutkimalla niiden hajoamista, B-TCP:n
liukenemista seké antiseptisia vaikutuksia bakteereihin in vitro.

Tutkimusmenetelmét: Pelletti-implanttien hajoamista tutkittiin hydrolyysikoesarjalla pitdmalla
materiaaleja Soérensen-puskurissa (pH 7,4) 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 ja 20 viikkoa, joiden aikana
materiaalien massanmuutoksia mitattiin marka- ja kuivamassapunnituksilla. B-TCP:n pysyvyytta
tutkittiin fosfaatinvapautumiskokeella, jossa néytteesta Tris-puskuriin (pH 7,4/ 37 °C) liuennut
fosfaatin maara maéadritettiin spektrometriselld ammoniummolybdaattimenetelmalla Idhes puolen
vuoden ajan. Lisdksi TCP:n  osuuden muutoksia hydrolyysin  jalkeen tutkittiin
TGA(termogravimetrinen analyysi) -ajoilla. Laakevapautumiskokeiden perusteella parhaan
pellettikandidaatin  tehoa neljaan yleisimpaan luuméatépatogeeniin tutkittiin  reaaliajassa
bioluminesenssimenetelmalla estorengaskokeilla, mika on tdysin uusi menetelmd tutkittaessa
materiaalien antiseptisia vaikutuksia bakteereihin.

Tutkimustulokset: Hajoamiskoesarjan kaikki pellettikomposiitit pysyivét ehjind lukuun ottamatta
rifampisiinipellettejd, joissa ei ollut TCP:a. Yleisesti ottaen pelletit menettivdt massastaan
kahdessakymmenessé viikossa noin 14-40 %. Massasuhteet muuttuivat tdnd aikana siten, etta
keraamin  osuus pelleteissa  suhteessa  polymeeriin  kasvoi 8-10  prosenttiyksikkoa.
Fosfaatinvapautumisessa todettiin, ettei B-TCP liukene tehokkaasti. Estorengaskokeissa osoittautui,
ettd yksinddn kéaytettyind siprofloksasiini on tehokkaampi kuin rifampisiini, ja ainoastaan
siprofloksasiinipelletit tehoavat kunnollisesti kaikkiin bakteereihin viikon hydrolyysin jalkeen.

Johtopéaatokset: Pelletit voivat edistdd hyvin luukudoksen korjautumista, silla hajotessaan ne
pysyvat pitkdan luhistumatta, ja polymeerin poistuttua B-TCP tulee jadmaan vaurioihin. Pelleteilld
on hyvét edellytykset tappaa vaurioalueiden bakteerit, mutta lisdkokeita tarvitaan vield.
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ABSTRACT

Background and aims: Osteomyelitis is a bone destroying disease caused by bacteria. Pathogens
are hard to eradicate and damages can mainly be treated with bone grafts or non-biodegradable
implants which release antibiotics. Non-biodegradable implants, however, do not promote bone
regeneration and their removal calls for a new operation. Bone grafts heal bone cavities better, but
they also need many operations and massive antibiotic therapy, which may not succeed. That’s why
there is a need for biodegradable, antibiotics releasing implant. The aim of this study was to test
antibiotics releasing polymer—f-TCP(tricalcium phosphate) composite pellets potentially suitable
for this use by examining their degradation, degradation of TCP and their suitability to kill bacteria
in in vitro.

Methods: Degradation of pellet implants was analyzed with degradation test series by keeping
materials in Sorensen buffer (pH 7,4) for O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 and 20 weeks. Mass change and
water absorption of materials were evaluated by weighting wet and dry masses. Stability of B-TCP
was studied with phosphate degradation test series, in which phosphate dissolved from the samples
into Tris buffer (pH 7, 4/ 37 °C) was measured using ammonium molybdate spectrometric method.
Changes in TCP content of the samples were examined with thermogravimetric analysis (TGA).
The effect of the best pellet candidates on four different osteomyelitis causing bacteria was
examined with inhibitory zone tests by using real time bioluminescence, which is a completely new
method.

Results: All composite pellets stayed as whole during the degradation test series except rifampisin
pellets lacking TCP. Broadly pellets lost 14-40 % of their mass during twenty weeks. At this time
mass ratios changed so that the TCP content of pellets increased 8-10 percentage units. Phosphate
degradation test proved that B-TCP does not dissolve. In inhibitory zone tests it was shown that
when used alone ciprofloxacin pellets are more efficient than rifampicin ones and only
ciprofloxacin pellets have proper affect on all bacteria after one week hydrolysis.

Conclusions: Pellets can potentially promote regeneration of bone tissue well since composites are
compact for a long time without collapsing and B-TCP hardly shows any signs of early dissolution.
Pellets have good potential to eradicate bacteria from infected area, but more research concerning
this issue needs to be done.
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LYHENTEET

BMP

CCD

CIP

CT
BeFDG
FMNH,

frp

% Ga-sitraatti
%8Ga-kloridi
GMO

hla

HPLC

IPTG
ISO

LB

lux

MIC
MRI
MRSA
MRSE
pAT19
pCGLS-1
PCL

PET
PGA
PLA
PLCL
PLGA
PMMA
pUCP24GW
RFP
SAPHO

SB

SBF
SCCmec
SOC
TCP
TGA
WA

bone morphogenetic protein; luun muodostusta edistavé proteiini
charge coupled device; luminesenssiemissiota kuvaava kamera
siprofloksasiini

tietokonekerroskuvaus (computed tomography)
[*8F]-2-fluoro-2-deoksiglukoosi

flaviinimononukleotidi

flavin reductase protein

®7galliumsitraatti

%8galliumkloridi

geneettisesti muokattu organismi (genetically modified organism)
hemolysiini-promoottori

korkean suorituskyvyn nestekromatografia (high-performance liquid
chromatography)

isopropyyli-p-D-tiogalaktopyranosidi

International Organization for Standardization

Luria-Bertani -medium

lusiferaasioperoni

minimi-inhibiittorikonsentraatio (minimum inhibitory concentration)
magneettinen resonanssikuvaus (magnetic resonance imaging)
metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus
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1. JOHDANTO

Ennen vanhaan vanhalla kansalla oli tapana sanoa, ettd on niin rautainen terveys, ettei muu tepsi
kuin luumité ja rautasaha”. Osteomyeliitti, eli juuri kansankieliseltd nimeltdén luumaéti, on valista
hyvin ankara, bakteerien aiheuttama luukudoksen tuhoutumistauti, jossa bakteerit haurastuttavat ja
maédattavat luut sydomalla niihin suuria aukkoja seka tuhoavat ympardivaa pehmytkudosta (Makinen
2005, Sia & Berbari 2006, Smith ym. 2006). Nekroottisen kudoksen levidminen voi johtaa kuolion
muodostumiseen, ja lisdksi taudista on seurauksena ainakin korkea kuume, erilaisia
liikuntavaikeuksia ja -kyvyttomyytta sekéd voimakkaita kipuja. Pahimmillaan tauti voi johtaa jopa
kuolemaan. Osteomyeliittia voidaan siis syystakin pitdd yhtend vaikeimmin hoidettavista
infektioista, jonka hoitoon ei toistaiseksi ole olemassa tehokasta keinoa.

Nykyaan luutransplantaatioita tehdadn kymmenen Kkertaa enemman kuin muille elimille
(Lieberman & Friedlaender 2005). Luusiirteitd pidetdan toistaiseksi hyvind vaihtoehtoina, kun
halutaan edistda luukudosvaurioiden korjautumista ja paranemista siten, ettd sairas luu saavuttaa
jalleen alkuperdiset mekaaniset ja ulkonddlliset ominaisuutensa. Luusiirteet sulautuvat ja
korvautuvat ajan myo6td uudella luukudoksella, mutta niidenkin asennus vaatii suuria
leikkausoperaatioita, eika potilaillakaan ole autograftien luovutukseen montaa sopivaa
luovutuskohtaa. (Lieberman & Friedlaender 2005, Sia & Berbari 2006) Luonnollisten luusiirteiden,
niin autograftien kuin allograftien, kayttoa rajoittaa myos mikrobien oleskelu infektioalueella, jolta
ne olisi ensin kyettdvd tuhoamaan ennen siirteen asentamista. Siirteet voivat myo0s itsessadn
aiheuttaa infektiovaaran. Antibioottiterapioiden tehoa vahent&é kuitenkin huomattavasti bakteerien
vahva biofilmien muodostus seka sairastuneen luukudoksen huonontunut verenkierto (Castro ym.
2003, Smith ym. 2006). Tamén vuoksi luuméadéan hoidossa on suosittu jo pitkaan paikallista
antibioottihoitoa, jota on annettu asentamalla vaurioon nekroottisen kudoksen poiston jélkeen
biohajoamattomasta materiaalista valmistettu, antibioottia vapauttava implantti (Boda 1982). Nama
implantit tappavat infektion aiheuttaneet patogeenit tehokkaasti nostamatta vaarallisesti veren
antibioottipitoisuutta, mutta biohajoavat implantit ovat stabiileja, eivatka poistu esimerkiksi
absorboitumalla. Ne on poistettava uusintaleikkauksessa tai ne voivat aiheuttaa komplikaatioita
paikoilleen jéatettyind (Tiainen ym. 2008). Niitd on yleensa kéytetty bakteerien tuhoamiseen ennen
luusiirteiden asennusta. Koska jatkuvat leikkaukset rasittavat potilasta ja biohajoamattomilla
implanteilla sek& luusiirteill4 on paljon huonoja puolia, biohajoavat, l4&kettd vapauttavat implantit
ovat nousemassa parhaaksi vaihtoehdoksi luuméadan hoitoon. Tallaiset implantit vievéat

ideaalitilanteessa jalansijan patogeenien kasvulta vapauttamalla antibioottia paikallisesti suoraan



infektoituneelle alueelle ja edistdvat luun regeneraatiota hajoamalla asteittain uusiutuvan
luukudoksen tieltd (Koort ym. 2005).

Osteomyeliitti on erittdin otollinen sairaus uusien biohajoavien implanttien kehittdmiselle, silla
toistaiseksi yksikaan nykyinen menetelma ei toimi tarpeeksi tehokkaasti. ldeaalisen luugraftin
ajatellaan tarjoavan osteokonduktiivisen matriisin, osteoinduktiivisia tekijoita tai ominaisuuksia ja
osteogeenisid soluja vaurioiden tehokkaan umpeutumisen edistdmiseksi. Jos grafti ei matki
normaalia luuta riittdvasti, sulautumisessa is&nnén terveeseen luukudokseen esiintyy
todennakdisesti ongelmia. (Lieberman & Friedlaender 2005) B-trikalsiumfosfaatti (B-TCP) on usein
kaytetty, osteokonduktiivinen, huokoinen keraami, jolla on osoitettu olevan erinomaisia
ominaisuuksia ja edellytyksia luukudoksen korjautumisen kannalta (Nicholas & Lange 1994, Arai
ym. 2005, Kalita ym. 2007). B-TCP hajoaa resorboitumalla, mik& tapahtuu samaa tahtia kuin uutta
luukudosta kasvaa implanttia my&ten vaurioalueelle. Se on osoittautumassa jopa hydroksiapatiittia
paremmaksi vaihtoehdoksi luunkasvun edistdjana luuvaurioiden korjauksessa (Eggli ym. 1988,
Anker ym. 2005). Biohajoavat, antibiootteja sisaltdvat implantit valmistetaan lisdksi usein
biohajoavista polymeereistd (mm. polylaktidi, polyglykoli). Polymeerimatriisin edesauttama
hajoamiskontrolli on tarke&d, koska samalla kontrolloidaan implantteihin lisattyjen antibioottien
vapautumista. (Koort ym. 2005, Tiainen ym. 2008) Nain varmistetaan infektioalueen patogeenien
tehokas tuhoutuminen paikallisella antibioottiterapialla aiheuttamatta potilaalle kuitenkaan koko
kehon kattavaa antibioottimyrkytystéa.

Luun uusiutuminen on pitkd, useita kuukausia tai jopa vuosia kestdva prosessi, jonka aikana
implantit eivat saa hajota lilan nopeasti tai menettdd osteokonduktiivista funktiotaan
ennenaikaisesti. Lisaksi vapautuvien antibioottien toivotaan tehoavan mahdollisimman useaan
osteomyeliittia aiheuttavaan bakteeriin luumadan vaihtelevan patogeneesin vuoksi. Tastd syysta
tassad tutkielmassa haluttiin tutkia osteomyeliitin hoitoon suunniteltujen uudenlaisien, biohajoavien
ja antibioottia vapauttavien polymeeri—keraami-komposiittipellettien hajoamiskayttaytymista kuin

my®os niiden tehoa yleisimpiin luumatébakteereihin ennen tulevaisuudessa tehtévia eldinkokeita.
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2. KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Luumata syo0, haurastuttaa, tuhoaa
2.1.1 Patogeneesi

Osteomyeliitti eli luumé&td on erittdin ikdvd, bakteeri-infektion aiheuttama luukudoksen
tuhoutumistauti. Tauti lahtee liikkeelle tilanteesta, jossa bakteerit paésevét esimerkiksi haavaumien
tai murtumien kautta kosketuksiin luukudoksen kanssa (kuva 1A). Yleensd terve luukudos on
suhteellisen vastustuskykyinen bakteeri-infektioita vastaan, mutta jo ennestdén traumatisoituneet
pehmyt- ja luukudokset, joissa verenkierto on heikentynyt, tarjoavat otolliset olosuhteet patogeenien
kasvulle seka nekroosille. (Makinen ym. 2005, Sia & Berbari 2006) Tarttuessaan nekroottisen luun
pintaan bakteerit muodostavat erittdin vahvan biofilmin (kuva 1B), joka sitoutuu tiukasti kudosten
glykoproteiineihin. Biofilmi vaikeuttaa antibioottien l&pdisyd, makrofaagien fagosytoosia, vasta-
aineiden tunkeutumista ja haittaa T- ja B-solujen toimintaa (kuva 1C). Ndin bakteeri-infektio levi&a
ja potilaan tila huononee.

Osteomyeliitti ei yleensa rajoitu pelkéstdan luukudokseen, vaan levidd myds ympéardivaan
pehmytkudokseen aiheuttaen vakavia vaurioita (Smith ym. 2006). Akuutti osteomyeliitti on
maérkiva infektio, johon kuuluu 6deemaa (veden kertymisesta johtuva turvotus), verisuonitukoksia
ja pienverisuonitromboosia. Tulehduksen levitessd syvemmalle luuhun muodostuu paiseita, jotka
aiheuttavat hyperosteoottisen tilan eli luukudoksen paalle muodostuu uutta luukudosta. Uutta luuta
muodostuu vield terveesta periosteumista, joka muodostaa eldvastd luusta kuolleen luukudoksen
ympérille kotelomaisen kapselin (involucrumi). Tama ontelo kerdd usein mark&&, ja suuntaa
kasvunsa ihon pinnalle (kuva 1D), jolloin ihoon muodostuu kovettumia ja haavaumia. (Méakinen
2005, Smith ym. 2006) Luumadan tunnusomaisin piirre on niin sanotusti luiden méataneminen, eli
nekroottisen kudoksen muodostuminen. Nekroottisessa luukudoksessa on erittdin huono
verenkierto, joten myds sen ympérilla oleva terve luukudos voi joutua eristyksiin verenkierrosta.
Huonontuneesta verenkierrosta aiheutuu sequestraa eli tilanne, jossa nekroottinen kudos alkaa
halkeilla hallitsemattomasti ja pirstoutua séleiksi (kuva 2) kehon paineen alla. (M&kinen 2005,
Smith ym. 2006) Pahimmillaan nekroosi ja sen levidminen johtavat potilaan kuolemaan. Jos hoito
onnistutaan aloittamaan ennen kuolleen luukudoksen muodostumista, isénnédn omat tulehdusvasteet
voivat hoidon ohella riittdd tulehduksen voittamiseen. Yleensa kuitenkin tauti ehtii muuttua
krooniseksi. Osteomyeliitill4 on useita erilaisia muotoja, jotka eroavat toisistaan tartunta-alueiden,
tartuntatavan ja vakavuuden suhteen, mutta tietyt asiat — kuten kovat kivut, rajoittunut litkkuminen,

kuume, turvotus, verenmyrkytyksen mahdollisuus ja kylmat véreet — toistuvat samanlaisina lahes
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kaikissa potilastapauksissa. (Makinen 2005, Sia & Berbari 2006) Oireet riippuvat tdysin myds

patogeenipopulaation koostumuksesta.
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Kuva 1A-D. Osteomyeliitin patogeneesi. A) Bakteerit tunkeutuvat esimerkiksi murtuma-alueelle haavan tai
verenkierron kautta. B) Bakteerit kolonisoituvat biofilmiksi murtuman luusdleisiin (sequestra) estden makrofagien
toiminnan. C) Bakteerit kasvavat biofilmin suojissa turvassa antibiooteilta ja tuhoavat ympérdivad kudosta. D) Laajalle
levinnyt tulehdus johtaa luun resorptioon. Samalla mérdn my6t4 keho pyrkii eroon elottomista luuséleistd (muokattu
lahteestd Méakinen 2005).

rrs.

2.1.2 Taudin tunnistus on yhté vaikeaa kuin hoito

Luuméadan vaikeudesta kertoo, ettd noin 20 % osteomyeliittitapauksista uusii (Sia & Berbari
2006). Pelkastaan tdma riittdd kertomaan, ettei nykyisilla hoitomenetelmilld kyetd aina poistamaan
kaikkia patogeeneja voimakkaista antibioottihoidoista huolimatta. Patogeenit tunkeutuvat

luukudokseen infektoituneista naapurikudoksista, avoimista haavoista tai murtumista, elinsiirteiden,
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infektoituneiden vierasesineiden tai verenkierron mukana (Méakinen 2005, Boucher ym. 2010).
Verenkiertoon patogeenit voivat péasta haavojen lisdksi vaikka ruuan tai ruiskujen kautta.
Esimerkiksi huumeidenkayttdjilla osteomyeliitti on yllattdvéan yleinen sairaus. (Sia & Berbari 2006)
Oikean hoidon valintaan vaikuttavat niin taudin patofysiologia, mikrobiologia, kuin isannan
immuunivasteet (Gentry 1997, Sia & Berbari 2006). Valitettavasti néista asioista ei vain aina kyeta
paasemaan niin helposti perille kuin voisi luulla.

Luumadan vakavuus ja hoito maaraytyvat ensisijaisesti sen kautta, mika tai mitk& bakteerit ovat
osallisena taudin patogeneesissd. Bakteeriviljelmat opastavat antibioottihoidon valinnassa, mutta
kroonisen sairauden tapauksessa bakteerien kasvatus on vaikeaa (Gentry 1997). Joskus
osteomyeliitin vaivaamasta kudoksesta eristettyjd bakteerindytteitd ei onnistuta kasvattamaan
tunnistusta varten, vaan puhutaan kasvatusnegatiivisesta osteomyeliitistd, mik& puolestaan kertoo
maérkimisen osallisuudesta seka histopatologisista muutoksista. Talléin patogeenit voivat olla niin
herkkid bakteereja, etta ne vaatisivat erikoismediumeja kasvaakseen tautipesan ulkopuolella. (Sia &
Berbari 2006) My0s pelkan tautitilan toteaminen voi olla vaikeaa, silld yleenséd kroonisissa
tapauksissa esimerkiksi veren valkosolutaso saattaa olla normaali. Vield viime vuosikymmenelld
luubiopsiaa pidettiin ainoana taysin luotettavana tapana todeta osteomyeliitti ja tunnistaa patogeenit
(Gentry 1997). Patogeenin tunnistaminen on tarkead, jotta voidaan nopeasti paattaa infektoituneiden

kudosten leikkauksesta ja aloittaa vahintdankin 4-6 viikon antibioottiterapia (Koort ym. 2005).

2.1.2.1 Radiologiset menetelmat

Varmuus taudista saadaan wusein vasta Yyhdessa radiologisten, mikrobiologisten ja
histopatologisten testien kanssa. Radiograafiset kuvat ovat avuksi vasta noin 10-20 pdivan kuluttua
oireiden alusta, silla aiemmin kudostuhot eivat valttamatta ndy kuvissa. Ensimmadisia nakyvia
oireita ovat turvotus, periosteaalinen paksuuntuminen ja luukato (Mékinen 2005), mutta niita ei
voida suoraan yhdistdd osteomyeliittiin. Taudinkuvan maarityksessa voidaan kayttad luotettavalla
tavalla herkkid ja spesifisid kuvausmenetelmid, kuten magneettista resonanssikuvausta (MRI) tai
tietokonekerroskuvausta (CT), joilla kyetd&dn kuvaamaan nekroottisen luun ja kudoksen tilaa sek&
mé&é&rad. (Sia & Berbari 2006)

CT on hyodyllinen varsinkin alussa, kun pyritaan selvittdméén, millaista hoitoa potilas tarvitsee
(Boucher ym. 2010, Wright & Nair 2010). Menetelmé&n avulla luodut rekonstruktiot luurakenteista
sallivat hienovaraisten luurakennemuutosten havainnoinnin ja auttavat maéaéarittdmaan taudin
levinneisyytta sekad aggressiivisuutta. CT on MRI:t4 parempi kortikaalisen ja selk&rankaluumadan

havaitsemisessa sekd luun luumenin muutoksia tutkittaessa. (Makinen 2005) MRI-kuvausta
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kaytetadan varsinkin silloin, kun potilas tarvitsee leikkausta tai antibioottihoito pettaa ja lisatutkimus
on tarpeen (Gentry 1997). MRI on hyvin tarkka ja spesifinen menetelmé, jolla voidaan seurata
patologisia muutoksia luuytimessa ja ymparQivissa pehmytkudoksissa. Potilas ei kummassakaan
tapauksessa joudu sateilyn kohteeksi, mutta niin MRIL:n kuin CT:n haittapuolena on kuvien
sirontailmio, joka voi aiheutua esimerkiksi luiden l&hell& olevista metalliosista. (Mékinen 2005)
My®os ei-invasiivista kuvastekniikkaa, positroniemissiotomografiaa (PET), on kaytetty. PET on
lyhytikéisid positroneja hyodyntdva menetelmd, jossa elimistoon tuotu radioaktiivinen isotooppi
ldhettdd positroneja ja hajotessaan saa kohteen sateilemadn gammaséteitéd siten, ettd siitd saadaan
tarkka kuva. Emittoituvat positronit matkaavat kudoksissa ennen toérmaysta elektronien kanssa.
Tastd seuraa massahavio, ja muodostunut energia voidaan kaantad elektromagneettiseksi sateilyksi
fotonien muodossa. Yleisimpia isotooppeja ovat [*®F]-2-fluoro-2-deoksiglukoosi (**F-FDG), *’Ga-
sitraatti seka *®Ga-kloridi. (Makinen 2005) PET on erittain herkka ja spesifinen metodi, ja potilaan
saama sateilyannos on alhainen. Gentryn (1997) mukaan isotooppitutkimukset ovat turhan
hairidalttiita soveltuakseen luumadan todentamiseen, ja PET-menetelmén onkin todettu syyllistyvan
usein my0ds vaariin positiivisiin  tuloksiin. Vaarat positiiviset voivat johtua esimerkiksi
luukasvaimesta, viimeaikaisesta leikkauksesta tai jannesairaudesta, mutta PET-kuvauksista on
toistaiseksi vain vahan kokemusta osteomyeliitin kanssa. (Mékinen 2005, Sia & Berbari 2006)
PET-metodia on paranneltu suorittamalla useita tutkimuksia (Koort ym. 2004, Makinen ym. 2005a),
ja se saattaa hyvinkin saada parempaa jalansijaa diagnoosien teossa hyvan tarkkuuden,

yksinkertaisuuden ja hyvén saatavuuden ansiosta. (Méakinen 2005)

2.1.3 Osteomyeliitti jakautuu useaan alatyyppiin

Osteomyeliitin voi saada kuka tahansa missa idssa tahansa mihin luuhun tahansa aina raajoista
kalloluihin ja selkédrankaan. Lapsilla yleisimpia ovat pitkiin luihin ja aikuisilla nikamiin kohdistuvat
osteomyeliitti-infektiot. (Mé&kinen 2005) Vaurioiden muodostuminen ei seuraa eri potilailla samaa
kaavaa, vaan luumétd voi olla patogeenien ja lokalisaation vaihtuvuuden wvuoksi hyvin
potilasspesifinen (Smith ym. 2006). Osteomyeliitti voi rajoittua yhteen luun osaan tai siihen voi
kuulua luuydintd, kuorta, periosteumia ja ympdaroivad pehmytkudosta. Se voi myods vaihdella
kivuliaasta kivuttomaan sekd avoimesta, luun paljastavasta haavasta kuivuvaan avanteeseen tai
esiintyd jopa ilman ihovaurioita. (Boucher ym. 2010) Tautitila voi olla akuutti (kehittyy parissa
viikossa), subakuutti (kehittyy noin kuukaudessa) tai krooninen, jolloin taudin kehitys kest&é useita
kuukausia (Mé&kinen 2005). Kaikista edelld luetelluista syistd johtuen mitdan yleisessa kéaytossa

olevaa luokkajakoa osteomyeliitille ei ole, mutta useita erilaisia luokitteluperusteita on kehitetty
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helpottamaan hoidon valintaa. Naitd ovat Waldvogelin kaavion mukainen tai Cierny-Maderin
luokittelu, joissa madritykseen voidaan kayttdd taudin akuuttisuutta, verenkierron tilaa,
infektoituneen luun ma&raa tai potilaan fysiologisesta tilaa (Mékinen 2005, Sia & Berbari 2006).
Esimerkiksi Cierny-Maderin luokituksessa luumété jaetaan selkéydin-, pintapuoliseen, paikalliseen
ja hajanaiseen luumatédén (Mékinen 2005), mutta on olemassa myds vield tarkempia luokituksia,
joissa eri paikoissa kehoa tai eri syystd muodostuneet taudit on luokiteltu varsinkin pitkien luiden,
selkdrangan, murtumien vuoksi syntyneiden, perifeerisen verenkierron riittdmattomyydesta
johtuvaan (diabetes) seka ei-tarttuvaan (SAPHO) osteomyeliittiin (Sia & Berbari 2006).

Pitkien luiden osteomyeliitti saa usein alkunsa verenkierron mukana kulkeutuvasta tai
pehmytkudoksesta levidvasta infektiosta, jonka hallitseva mikrobi on Staphylococcus aureus, mutta
yhtélailla my6s koagulaasi-negatiivisia stafylokokkeja seka aerobisia gramnegatiivisia bakteereja
tavataan kudoksista eristetyistad ndytteistd. Oireet vaihtelevat, mutta yleensa tdhén osteomyeliittiin
kuuluu hyvin alhainen kuume, epéspesifista kipua, paikallista raajan turpoamista, kylmia véreita
sekd eryteemaa (ihon paikallinen punoitus). Kovimmissa tautimuodoissa kova luukipu seka
tulehdushaavan ympariston kuivuminen ovat yleisid ilmiditd. (Sia & Berbari 2006) Huomattavia
kuolleisuuslukemia tavataan kuitenkin huonosta verenkierrosta karsivien keskuudessa, kuten
diabeetikoilla, hyperglykemiasta tai neuropatioista karsivilla, silla varsinkin diabeetikot saavat usein
jalkahaavaumia, joiden kautta patogeenit kulkeutuvat verenkiertoon ja aiheuttavat osteomyeliitin
jalkapOydan tai sdéren luissa. Amputaatiotarve on diabeetikoilla erittdin yleinen.

Avoimissa murtumissa 3-25 %:a tapauksista johtaa luuméadan muodostumiseen. Potilaat ovat
usein nuoria miehid ja poikia, ja hoitamattomana tauti voi edeta niin pitkalle, ettd amputaatio on
ainoa keino selvitd hengissa. Tallainen post-traumaattinen osteomyeliitti on bakteerikannaltaan
usein hyvinkin polymikrobiaalinen, koska siind on osallisena normaalia ihon flooraa, maaperasta
tulleita bakteereja ja mahdollisesti myds sairaalaperdisia mikrobeja. Oireet voivat ilmaantua vasta
useita kuukausia murtuman muodostumisen jéalkeen. Tallaisesta tilanteesta alkunsa saanut
osteomyeliitti on vaikeasti hoidettava tauti, jolle tyypillisid oireita ovat varsinkin murtuman ja
haavan paranemattomuus. (Sia & Berbari 2006)

Selkanikamaosteomyeliitissé eli spondylodiskitiksessa tauti saa usein alkunsa verenkierron
mukana tulleista taudinkantajista, joihin tavallisen kirjon lisdksi usein kuuluu Mycobacterium
tuberculosis. Spondylodiskitikseen kuuluu usein my6s lantioalueen luusto, josta luumata voi
levitessddn selkérankaan tuottaa luumé&délle ominaisia paiseita epiduraali-, subduraali- ja muihin
valitiloihin. Paiseet voivat olla yksi syy siihen, ettd potilailla esiintyy kovia, salakavalia kipuja

selkarangassa ja motoriset seka sensoriset vajeet ovat 15 %:n luokkaa. (Sia & Berbari 2006)
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Niveltulehduksen, aknen, jalkapohjan maérkarakkuloiden, luun liikakasvun ja luutulehduksen
syndroomassa (SAPHO) potilaalla tavataan laajakirjoisia vaivoja, joista pahimpina potilas kokee
luustolihasvaivoja, turvotusta, ihon irtoamista ja luiden heikkoutta. SAPHO on osteomyeliitin
vaikeasti luokiteltava muoto, koska se ei tiedettavésti ole bakteerien aiheuttamaa ja sen diagnosointi
laboratoriotestein on erittdin vaikeaa. (Sia & Berbari 2006)

Kuva 2. Sequestraa eli luuméadéstd aiheutuvan huonon verenkierron vuoksi pirstoutuneita luuséleitd poistettuina
infektioalueelta (muokattu lahteestd Smith ym. 2006).

2.2 Nykyiset hoitokeinot — kovaa kamppailua huonoin asein
2.2.1 Antibioottiterapia — kaytetyin, vaan ei onnistunein hoitokeino

Vaikean osteomyeliitin hoito on nykymenetelmill erittdin hankalaa. Gentryn (1997) mukaan
optimaalinen tulos saavutetaan ensisijaisesti puhdistamalla haava kuolleesta kudoksesta seka
kayttamalla viljelytuloksiin perustuvaa antibioottihoitoa. Patogeenit on tuhottava ennen kuin
tuhoutuneen kudoksen korvaamista voidaan lahted suunnittelemaan. Antibioottiterapia on yleisesti
sovellettu menetelma ja se saattaa joskus jopa riittdd vahemman vaikeissa tapauksissa, jos oireet
ovat lievat. Yleensd on tapana kayttadd parenteraalista sekd@ suonensisdista ladkehoitoa yhté aikaa
parhaan tuloksen saavuttamiseksi. (Gentry 1997) Jos oireet eivat parane 38-46 tunnin kuluttua
antibioottiterapian alkamisesta, joudutaan todennékdisesti turvautumaan leikkaukseen, mika on
yleista varsinkin aikuisilla. Antibioottihoito pyritddn aloittamaan heti, kun bakteerien

antibioottiresistenttiys on maédritetty. Parenteraalisen antibioottihoidon kestoa on usein mahdoton

16



arvioida, joskin eldinkokeiden pohjalta optimaaliseksi ajaksi on arvioitu noin 4-6 viikkoa (Sia &
Berbari 2006). Ideaalitilanteessa antibiootit vaikuttaisivat tulehtuneella alueella niin pitk&an, etta
syvaviljelyilla tai luubiopseilla voitaisiin todeta, ettd bakteerit ovat kuolleet. (Castro ym. 2003)
Kuitenkin esimerkiksi parenteraalisten antibioottihoitojen kalleus, kesto, antibioottitoksisuudet ja
osteomyeliitin muuttuva etiologia ovat pakottaneet tutkijat etsim&an muita hoitovaihtoehtoja.
Pahiten antibioottiterapiassa kangertelee sopivan antibioottitason yllapito, mika on ollut vaikeaa
sairaan luukudoksen huonon verenkierron ja elimistén oman metabolian vuoksi. Toisekseen
nekroottinen luu tarjoaa hyvan kasvupinnan bakteeribiofilmeille, joiden tuhoamiseen tarvitaan
huomattavan suuri antibioottipitoisuus. (Castro ym. 2003, Tiainen ym. 2008) Pitka ja voimakas
antibioottiterapia voi rasittaa pahasti toipuvan potilaan elimist6d. Bakteerien kasvavat
antibioottiresistenssit ovat yksi syy sille, miksi hoidossa on lahes poikkeuksetta kdytettavé vahvoja
antibiootteja, kuten kinoloneja, aminoglykosideja ja beetalaktaameja (Kanellakopoulou &
Giamarellos-Bourboulis 2000). Tiainen ym. (2008) pitdvat suun ja suonen kautta annettua
antibioottiterapiaa epakaytannollisend ja paikallista terapiaa parhaana vaihtoehtona. Castro ym.
(2003) ovat hoitaneet osteomyeliittia laittamalla suoraan kudokseen syntyneeseen aukkoon suuren
maaran paljasta antibioottia, mutta pitkakestoisen, kontrolloidun vapautumisen uskotaan estavan
paremmin antibioottien haittavaikutusten ilmenemistd. Epdonnistuneen antibioottihoidon vuoksi

ainoa hoitokeino saattaa lopulta olla pahasta nekroosista kérsivan raajan amputaatio.

2.2.2 Leikkaus — biologiset luusiirteet

Kroonisen osteomyeliitin hoito vaatii usein suurta kirurgista operaatiota, jossa kuollutta ja
nekroottista luuta poistetaan. Yleisin tapa korjata bakteeritoiminnan seurauksena muodostunut
luukudoksen vajaus tai aukko on ollut kayttdd luovutettua luugraftia yhdessa antibioottiterapian
kanssa (Lieberman & Friedlaender 2005, Sia & Berbari 2006). Luusiirteet ovat osteoinduktiivisia,
osteokonduktiivisia ja osteogeenisid, mita pidetddn valttdaméattomand ominaisuusyhdistelména, jotta
grafti Kiinnittyisi vaurioon ja korvautuisi uudella luulla. Kirurgi voi valita pakastekuivatuista
allografteista ja vaskularisoituneista, biologisista autografteista parhaan vaihtoehdon vaurion
hoitoon.  Autograftit ovat suosituimpia johtuen tuoreisiin  allografteihin  liittyvisté
immuunivasteongelmista ja siité, ettd autograftit sulautuvat nopeammin ympéréivaan luukudokseen
kuin allograftit. Allografteja kuitenkin kéytetddn, koska autograftien kerdamiseen liittyy myds
luovutuskohtien vahéisyys seké luovutuskohdan leikkaushaavan tulehtumisriski. Immuunivasteiden
vahentamiseksi siirteitd on steriloitu ja s&ilotty esimerkiksi kylmakuivaamalla, mutta néilla

toimenpiteilld on vaikutuksia siirteiden biomekaanisiin ominaisuuksiin. Luusiirteen on yhdistyttava
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isanndn luuhun kunnolla tai muuten kuorma ei jakaudu tasaisesti, ja paranemisessa esiintyy
rakenteellisia puutteita. (Gentry 1997, Lieberman & Friedlaender 2005) Kaikilla luusiirteilld on
omat biologiset ja mekaaniset ominaisuutensa seka vaatimuksensa fysiologisista olosuhteista, joissa
yhdistyminen potilaan luukudokseen onnistuu. Luusiirteen yhdistyminen luuhun riippuu niin graftin
omista ominaisuuksista kuin isdnnan ja graftin valisesta mekaanisesta vuorovaikutuksesta.

Graftin tarkeimpid mekaanisia ominaisuuksia toiminnallisuuden kannalta ovat sen kovuus,
iskunkestavyys ja sitkeys. Jos grafti vastaa ominaisuuksiltaan isdnnéan luuta, se voi toimia kliinisissa
puitteissa valittdmasti. Kun graftin mekaaniset ominaisuudet ovat huonommat kuin isannan,
vaihtoehtoisia graftimateriaaleja tulisi kéyttad. (Lieberman & Friedlaender 2005) Smith ym. (2006)
raportoivat tutkimuksessaan lihassiirteiden olevan luugrafteja optimaalisempi ja tehokkaampi
hoitomuoto osteomyeliitin vaurioiden hoidossa mm. siirteen verisuonittuneisuuden ja paremman
muotoonistuvuuden vuoksi. Tamé kuulostaa tosin oudolta, ja sitd, kuinka lihaskudossiirteet ovat
vaikuttaneet esimerkiksi potilaiden liikuntakykyyn tai raajan motorisiin toimintoihin mekaanisesta
suorituskyvystd puhumattakaan, artikkelin Kirjoittajat eivat ole kommentoineet. Liséksi
raportoidussa tutkimuksessa on ilmeisesti hoidettu ainoastaan jalan tai kaden pitkien luiden
luumatdvaurioita, joten muualla olevien vaurioiden parantamiseen tdman hoitomuodon sopivuutta ei
ole osoitettu. Smith ym. (2006) pohjaavat lihaskudossiirremenetelman menestymisen siihen, ettei

potilailla esiintynyt uusiutunutta osteomyeliittia kahdentoista kuukauden seurannan aikana.

2.2.3 Biohajoamattomat ja biohajoavat implantit

Luusiirteiden saatavuuteen ja bioyhteensopivuuteen liittyvien ongelmien vuoksi vaihtoehtoisia
implantteja on tutkittu, ja erilaisia bioaktiivisia tai bioabsorboituvia keraameja ja polymeerejé on jo
testattu (Lieberman & Friedlaender 2005). Antibiootittomat implantit voivat kuitenkin johtaa
patogeenien itamiseen, ja biofilmien muodostuminen on implanttien suurimpia ongelmia (Makinen
2005). Siksi erityinen mielenkiinto on kohdistunut sellaisiin implantteihin, jotka ideaalitilanteessa
sekd tuhoavat tautia aiheuttavat bakteerit ettd edistdvat luun omaa uusiutumista sekd kasvua.
Tallaiset ladkettd vapauttavat implantit voidaan jakaa materiaaliensa perusteella biohajoaviin ja
biohajoamattomiin. Myds seerumin toksisten antibioottikonsentraatioiden vélttdmiseksi tamén
tapaiset paikalliset ladketta vapauttavat systeemit ovat nousseet suureen suosioon.

NyKkyisin kaytdssé on ollut 1ahinna biohajoamattomia implantteja, joiden kayttohistoria on pitké.
Biohajoamattomat implantit ovat kestdvid, stabiileja ja niihin voidaan liittdd prosessoinnin
yhteydessé myds antibiootteja. Suosituin materiaali biohajoamattomia implantteja valmistettaessa

on ollut polymetyylimetakrylaatti (PMMA), josta on valmistettu varsinkin erilaisia antibiooteilla
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kyllastettyja polymeerihelmia (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000, Sia & Berbari
2006). Yksi tallainen sovellus on saksalaisen Biometin kehittima Septopal®-helmiketju, joka
koostuu teras- tai vastaavaan lankaan pujotetuista PMMA-helmist4, jotka vapauttavat gentamysiinia
paikallisesti ~ suoraan infektiokohtaan.  (Boda  1982) Koska kerralla  vapautuvat
antibioottikonsentraatiot ovat kudosten hyvinvoinnin kannalta tarpeeksi alhaisia, Septopalia
pidetddn terapeuttisesti erittain turvallisena ja tehokkaana, ja se on ollut menestyksekkaasti
markkinoilla jo lahes 30 vuotta.

Haittapuolena on, ettd koska biohajoamattomat graftit eivat hajoa elimistdssa itsestdadn, ne on
poistettava uusintaleikkauksella, mika vaatii potilaalta suurta sietokykya jatkuvia operaatioita
kohtaan. (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000, Mé&kinen 2005) Tiaisen ym. (2006a)
mukaan PMMA-helmien pitkdaikaisesta k&ytostd voi lopulta aiheutua kudosvasteiden
muodostumista, joten biohajoamattomia implantteja on kaytetty ldhinnd kudoksen puhdistukseen
ennen biologisen luugraftin asennusta. Lisdksi vaikka PMMA-helmet eivédt yleensd aiheuta
immuunivastetta, ne eivét valttdmatta onnistu tuhoamaan biofilmej4. Varsinkin Staphylococcukset
voivat muodostaa helposti pesékkeitd helmien pinnalle ja selvitd vapautuvan antibiootin
vaikutuksilta. Téallainen tilanne johtaa pahimmillaan resistenttien bakteerien kasvuun ja luumadan
uusiutumiseen. (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000) Helmien poistaminen tapahtuu
yleensa jo 2-4 viikkoa asennuksen jalkeen, silla niiden antibioottien vapautuminen on suhteellisen
nopeaa, vaikkakin tehokkuudeltaan suhteellisen huonoa: loppujen lopuksi vain 25 %
biohajoamattomaan implanttiin lisatystd antibiootista onnistuu vapautumaan. Yleensa helmissé on
kaytetty lahinnd aminoglykosideja, silld ne kestavat lampdstabiileina PMMA:n vaatimat
prosessointiolot. (Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000) Juuri biohajoamattomien
implanttien  k&yttoprosessin  potilasepdmukavuuden  sekd  prosessoinnin  aiheuttamien
antibioottirajoitusten vuoksi vastaavanlaisille pitkékestoisemmille, paikallisesti antibioottia
vapauttaville ja luukudosta korvaaville implanteille on kysyntda (Castro ym. 2003, Sia & Berbari
2006).

Koska luonnolliset luusiirteet ja biohajoamattomat implantit ovat epékaytannollisia
osteomyeliitin hoidossa, kiinnostus biohajoavia, antibioottia vapauttavia implantteja kohtaan on
kasvamassa. Biohajoavat implantit on valmistettu p&&asiassa luonnollisista raaka-aineista, jotka
hajoavat elimistossé pH-muutosten, hydrolyysin tai entsyymien vaikutuksesta myrkyttémiksi
molekyyleiksi, joten niité ei tarvitse poistaa uudella leikkauksella. (Koort ym. 2005) Biohajoavista
polymeereista valmistetut implantit hajoavat usein hallitusti polymeerista riippuen. Esimerkiksi
komonomeerisuhteita muuttamalla voidaan helposti vaikuttaa implantin rakenteen stabiilisuuteen

sekd siten muokata ld&dkkeen vapautumista. Erilaisia kollageenisienid, PLA/PGA-kopolymeereja,
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hydroksiapatiittiblokkeja seké& vastaavia keraami- tai biolasi-implantteja on pidetty erinomaisina
vaihtoehtoina luuméadén hoitoon, koska niiden ld&dkkeen vapauttamisominaisuudet ovat kiitettavat ja
niiden prosessointi sallii laajemman antibioottikirjon k&yton (Kanellakopoulou & Giamarellos-
Bourboulis 2000, Makinen 2005). Varsinkin polylaktidi (PLA) on suosittu, silla siitd valmistetut
implantit vapauttavat antibiootteja paljon pidempéaan ja suuremmissa konsentraatioissa kuin muut
systeemit. Esimerkiksi vaikeat MRSA-bakteerit on saatu tuhottua kayttdmélla implantissa
polylaktideja, silla talloin bakterisidinen konsentraatio on pysynyt ylla tarpeeksi pitk&an.
(Kanellakopoulou & Giamarellos-Bourboulis 2000) Koostumuksestaan riippuen biohajoavat

implantit jopa edistavat luukudosvaurioiden paranemista tukemalla uuden kudoksen kasvua.

2.3 Laaketta vapauttavat implantit

Viimeisen vuosikymmenen aikana véeston ikaantyessa ja ladketieteen kehittyessd tarve sekd
kiinnostus erilaisia implantteja kohtaan ovat kasvaneet (Fournier ym. 2003). Yleensa implantti
maaritelld&n keinotekoiseksi laitteeksi, joka korvaa tai parantaa jotain kehon biologista toimintoa.
Implanttia suunniteltaessa pyritddn aina muokkaamaan siitd mahdollisimman bioyhteensopiva
kudosten kanssa, jotta haitallisia toksisia vaikutuksia tai tulehdusreaktioita ei esiintyisi. Implanttien
tarkoitus on aikaansaada toivottu vaste isdnnassa ja sen lisaksi implantin pitéisi pystyé palvelemaan
tarkoitustaan halutun pituisen ajan. (Fournier ym. 2003) Nykyéaén erilaisiin implantteihin lukeutuu
jo joukko hammas-, rinta- ja verisuoni-implantteja, keinotekoisia elimid, luumurtumien hoitoon
kaytettavia ruuveja, tahdistimia, piilolinsseja seké laakettd vapauttavia implantteja (Cascone ym.
1995, Fournier ym. 2003).

Paikallisesti ladkettd vapauttavat implantit tekevat kovaa nousua osteomyeliitin hoidossa.
Hoitoon on aina ensisijaisesti kaytetty pitkékestoista parenteraalista antibioottiterapiaa seké
radikaaleja leikkauksia kuolleen luun poistamiseksi. Nama hoitotavat eivat kuitenkaan ole
vahenténeet taudin uusiutumisriskid, ja jaljelle ja&nyttd luuta on silti kohdeltava patogeenien
saastuttamana. Lisdksi luun huonontunut verenkierto véhentdd rajusti systemaattisen
antibioottiterapian tehoa. (Mé&kinen ym. 2005b, Sia & Berbari 2006, Smith ym. 2006) Koska
sairauden runteleman luukudoksen jatkuvuus on myds ongelma, luumatdimplantin, joka vapauttaa
antibioottia, taytyisi olla biohajoava ja tukea luukudoksen kasvua. Nama vaatimukset tekevét

optimaalisen implantin suunnittelusta ja toteutuksesta erittdin haastavaa.
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2.3.1 Kontrolloitu laékevapautus — hyotya yli muiden

Laakkeitd vapauttavia implantteja valmistetaan nykydan paljon, silla niité pidetdén tehokkaina,
helppokayttdisind sek& annostelijaystavéllisind verrattuina tavallisiin pillereihin ja ladkejuomiin
(Cascone ym. 1995). Yleensd, kun kéytetddn tavallisia suun kautta otettavia tabletteja tai muita
annostelutapoja, kaikki laéke vapautuu kerralla elimistoon, misté voi olla seurauksena alkuun jopa
toksisen rajan veressa ylittava ladkekonsentraatio. Sanomattakin selvaa on, etta talldin — ladkkeesta
riippuen — haittavaikutukset elimist6lle voivat alkuun nékya voimakkaina, ennen kuin konsentraatio
laskee terapeuttiselle tasolle. Konsentraatio laskee tastd edelleen ld&kkeen normaalin puoliintumisen
ja hajoamisen vuoksi alle minimivaikutustason, mika ei riitd patogeenien kukistamiseen, vaan voi
johtaa vastustuskykyisten bakteerikantojen kehitykseen. (Baker 1987) Nain ollen potilaiden on
joissain tapauksissa nautittava toistuvasti ladkeannoksia estadkseen terapeuttisen konsentraation
tippumisen, mutta samalla liikutaan jatkuvasti haitallisten konsentraatioiden puolella. Laakkeitéa

vapauttavien implanttien tulisi voittaa ndma ongelmat.
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Kuva 3. Kontrolloitu ld&kevapautuminen voi tapahtua joko nollannen asteen, ensimmaisen asteen tai ajan nelidjuuren
(t?) mukaisesti (muokattu lahteesta Baker 1987).

Ladkevapautuminen voi olla luonteeltaan kontrolloitua (controlled release) tai kestdvéa
(sustained release), joskin joissain tapauksissa ero ndiden kahden valilla voi olla hamara.
Kestavéssa ladkkeen vapautumisessa systeemi luovuttaa hitaasti l4&kettd ympéristoonsa siten, etta
tietty ladkekonsentraatio pysyy ylla. Kontrolloidut systeemit sen sijaan vapauttavat la&kettd

tasaiseen tahtiin riippumatta ladkekonsentraatiosta systeemin sisallda, mutta niiden vapautusnopeutta
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voidaan sdéddella pintaratkaisujen avulla olemaan vélilla nopeampaa tai hitaampaa. (Baker 1987)
Kontrolloitu ladkevapautuminen on suosittua, kun patogeeneistd pyritddn hankkiutumaan eroon
mahdollisimman tehokkaasti ja nopeasti.

Teoreettisesti kontrolloidusti laékettd vapauttavat systeemit voivat vapauttaa ladkkeensa joko
nollannen asteen, ensimmadisen asteen tai ajan nelidjuuren mukaisesti (kuva 3). Nolla-aste on ndista
yksinkertaisin tapaus, jossa ld&dkkeen vapautumisnopeus pysyy vakiona kunnes kaikki laéke on
loppunut systeemistd. Ensimmadisen asteen systeemissd sen sijaan vapautumisnopeus on
verrannollinen systeemin siséltdmaan ladkkeen maaréan, eli nopeus laskee sitd mukaan, mitd
vahemman l&akettd systeemissa on jaljelld. Ajan neliGjuuren mukaisessa vapautumisessa
vapautuminen on lineaarista ajan nelidjuuren suhteen. (Baker 1987)

Paikallisesti ja kontrolloidusti ladkettd vapauttavien implanttien avulla voidaan saattaa
elimistéon kohdennetusti haluttu maaré ladketta siten, ettd valtetddn normaalit, ladketta hajottavat
metaboliareitit, kuten vatsa ja maksa. Téllainen implantti myos helpottaa kehossa liikkuvan
ladkemadran kontrollointia ja la&kkeen konsentraatio voidaan saada pysyttelemaan jatkuvasti
terapeuttisella tasolla. Samalla ladkkeen vaikutusalueen rajaaminen on helpompaa ja véltytaan
kehonlaajuisilta toksisilta haittavaikutuksilta, joita seuraisi potilaiden nauttiessa suun kautta
jatkuvasti uusia laékeannoksia. (Baker 1987, Makinen ym. 2005b) Esimerkiksi luumadan
tapauksessa antibioottia saadaan ndin varmuudella tarpeeksi tulehdusalueelle, jolloin valtetdan liian
pienista antibioottimaarista johtuva resistenttien bakteerien muodostuminen (Mé&kinen ym. 2005b).
Paikallisella ja kontrolloidulla vapautusmetodilla saadaan myods pidettya aktiivisen aineen
konsentraatiota ja vaikutustehokkuutta korkeammalla, kun puoliintuvan ladkkeen tilalle vapautuu
uutta aktiivista ladkettd. (Baker 1987) Lé&&kkeen wvapautuminen riippuu paljon implantin
huokoisuudesta seka ladkkeen jakautumisesta matriksiin. (Kanellakopoulou & Giamarellos-
Bourboulis 2000)

2.3.2 Biohajoaminen vaikuttaa ladkeaineen vapautumiseen?

Biohajoavista polymeereista valmistetut ladkettd vapauttavat implantit ovat nousemassa suureen
suosioon varsinkin, koska niitd ei tarvitse myohemmin poistaa elimistéstd. Biohajoavalla
polymeerilla tarkoitetaan yleisesti mikrobien tai hydrolyysin vaikutuksesta pienimolekyylisiksi,
vaarattomiksi yhdisteiksi hajoavaa polymeeriéd. Implanteissa kaytettavien biohajoavien polymeerien
voidaan pddasiassa katsoa hajoavan elimiston fysiologian, kuten entsyymien tai nesteiden,
vaikutuksesta. Tallaiset biopolymeerit voivat olla perdisin luonnosta (mm. polysakkaridit) tai

synteettisesti valmistettuja (mm. alifaattiset polyesterit, polyanhydridit). Biohajoaminen edellytt&dé
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hydrolysoituvia tai oksidoituvia ryhmid polymeerin paaketjussa. Hajoamisnopeus riippuu myos
polymeerin kemiallisesta rakenteesta, steerisistd tekijoistd, Kiteisyydestda ja hydrofiilisyydesta.
Polymeerin hajoamisen hallitseminen on téarkedd, jotta kontrolloitu l4d&kevapautuminen on
mahdollista. (Seppédld 1997) Lukuisissa paikallisissa ladketta vapauttavissa systeemeissa on jo
tutkittu bioabsorboituvia materiaaleja in vitro ja in vivo, mutta niistd ei ole vield olemassa
montaakaan kliinisté raporttia tai laajempaa hyvéksyntaa (Koort ym. 2005).

Biohajoavien implanttien hajoaminen perustuu ainakin osittain kehon nesteiden virtauksen
aiheuttamaan hydrolyysiin. Hydrolyysimekanismeja on kaksi; pintahajoaminen on heterogeeninen
prosessi, jossa hajoaminen rajoittuu ohueen pintakerrokseen eli etenee ulkoa sisélle pdin.
Bulkkihajoaminen on homogeeninen prosessi, jossa hajoaminen tapahtuu kokonaisvaltaisesti 1&pi
koko implantin. Nam& ovat &aripadmekanismeja, silla kdytannéssd polymeerit hajoavat ndiden
yhdistelmélld. Useimpien polymeerien hajoaminen ei ole tasaista, eikd hajoaminen rajoitu vain
pintakerroksiin. (Baker 1987) Tassa tutkimuksessa kaytettyjen pellettien hajoaminen tapahtuu
edelld kuvattujen mekanismien yhdistelménd, mutta bulkkihajoamista pidetddn vallitsevana
hajoamistapana. Bulkkihajoamisessa materiaalin matriksi hajoaa kokovaltaisesti yhté aikaa ja yhta
nopeasti huolimatta sen etéisyydesta implantin pintaan, ja molekyylipaino laskee polymeeriketjujen
pilkkoutumisen seurauksena. Varsinaista massan menetystd ei esiinny ennen Kriittista pistettd,
jolloin polymeerin ketjut ovat pilkkoutuneet tietylle tasolle ja massan menetys alkaa oligo- ja
monomeerien liuetessa polymeeristé hydrolyysivaliaineeseen. (Baker 1987)

Biohajoavien implanttien suunnittelu on hyvin haastavaa, silla laédkkeen vapautuminen on usein
eroosion ja diffuusion yhteisty6td (Tiainen ym. 2008). Ladkkeen vapautuminen on pienilla
ladkemolekyyleilld usein enemmaén diffuusion kuin hajoamisen kontrolloimaa, mutta hajoaminen
voi kuitenkin vaikuttaa vapautumiseen huomattavasti pinta-alan ja rakennesidosten muutosten
kautta. Lé&keaineen vapautumiseen vaikuttaa myods paljolti, kuinka ladkemolekyylit on liitetty
implanttiin. (Baker 1987) Téassa tydssa kédytetyt pelletit ovat toiminnaltaan diffuusion kontrolloimia
monoliittisysteemejd, joissa ladkeaine on dispergoitunut partikkeleina polymeerimatriisiin. Talldin
vapautuminen on alkuun nopean pintadiffuusion vuoksi voimakasta, mutta vahitellen
vapautumisnopeus tasoittuu, kunnes kaikki ld&ke on diffundoitunut ulos ja vapautuminen loppuu
kokonaan (Baker 1987). N&in pellettien odotetaan kayttdytyvan lopullisessa sijoituspaikassaan, ja
ladkkeen vapautumiskokeita on jo suoritettu véitteen vahvistukseksi (Ahola ym. 2011a, b;

késikirjoitus).
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2.4 Patogeenit

Monet eri bakteerit voivat olla osallisia luumédan syntyyn sekd luukudoksen tuhoutumiseen.
Osteomyeliitin niin sanottu pé&ébakteeri on Staphylococcus aureus, mutta sen lisdksi infektioissa
tavataan my6s  enterokokkeja,  streptokokkeja,  koagulaasi-negatiivisia  stafylokokkeja
(Staphylococcus epidermidis), Pseudomonas aeruginosaa, Serratiaa, Escherichia colia sekd monia
anaerobeja. Varmin tapa varmistua luuméatéan sairastumisesta onkin ottaa mikrobiologinen nayte,
josta patogeenit tunnistamalla voidaan luokitella tauti ja suunnitella hoitoa. (Gentry 1997, Sia &
Berbari 2006) Kuitenkin kolmasosalle potilaista ei Vvalttamattd onnistuta maarittdmaan
taudinaiheuttajien kirjoa (Gentry 1997). Mé&éritystd ei varmasti helpota myoskaan se, etté varsinkin
stafylokokeille on tyypillistd niiden fenotyypin — eli kolonien morfologian, kasvunopeuden,
biofilmin muodostuksen seka antibioottiherkkyyden — vaihtelu kantojen sisalla (Ziebuhr ym. 2006).
My0s bakteerien resistenssi antimikrobiaalisia aineita kohtaan on kasvussa (Coe ym. 1995). Tdhén
vaikuttaa suuresti bakteerien kyky pystyé vaihtamaan geneettisia elementtejé keskenéén, ja yleensa
vaihtoon péaatyvat juuri antibioottiresistenssigeenit. Tastd on aiheutunut suuria Kkustannuksia
terveydenhoidolle sen kamppaillessa jatkuvasti vahvistuvia bakteereita vastaan. (Galluzzi & Karp
2006)

2.4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on yleisin ja pahin osteomyeliitin aiheuttaja (Marriott ym. 2005, Boucher
ym. 2010, Wright & Nair 2010). Se on grampositiivinen kokkibakteeri, jota tavataan ihmisilla
yleensa iholla sekéd limakalvoilla, jolloin se on vaaraton. Kuitenkin joutuessaan muualle kehoon
haavojen tai vierasesineiden kautta se voi aikaansaada vakaviakin infektioita, kuten pehmytkudos-,
hengitystie- ja jannetulehduksia sek& luumatéé. S. aureus on ainutlaatuinen siiné suhteessa, ettd se
kykenee valtaamaan ja sairastuttamaan alun perin terveen ja hyvékuntoisen kudoksen (Boucher ym.
2010). Sen aiheuttamat luutulehdukset ovat usein kivuliaita, potilasta heikentavié ja vaikeita hoitaa
(Wright & Nair 2010).

Useat eri osteomyeliittia aiheuttavat S. aureus -kannat ovat vaihtelevasti tai erittéin
vastuskykyisida monia antibiootteja vastaan, mika tekee hoitotilanteesta huolestuttavan. Varsinkin
MRSA-bakteerit ovat haastavia, silla niiden jatkuva resistenssikehitys on ajamassa tutkijat ahtaalle
etsittdessa sopivia antibiootteja luumédan hoitoon (Mesak & Davies 2009, Boucher ym. 2010).
Marriottin ym. (2005) mukaan tilanne alkaa olla jo niin paha, etté olisi parasta keskittya tutkimaan,
mit& muita tekijoita on osallisena luu- ja jannekudostulehdusten muodostuksessa, silla néita asioita

tunnetaan talla hetkelld erittdin huonosti. Heiddn mielestéddn esimerkiksi osteoblastien merkitys S.
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aureuksen aiheuttamien luutulehdusten torjunnassa on taysin aliarvostettu. Osteoblastit tuottavat
monia tulehdussytokiineja sek& kemokiineja, jotka voivat auttaa infektioiden estossa aktivoimalla
T-soluja sekd kutsumalla makrofageja ja muita valkosoluja paikalle. Sen sijaan, ettd t&sta olisi
kudoksen suojelemisen kannalta suurta etua, kemokiinien valtava tuotto saattaa edistéda
tulehdussolujen aiheuttamaa luun resorptiota altistaen samalla luukudoksen osteomyeliitille.
(Marriott ym. 2005, Wright & Nair 2010)

Staphylococcus aureuksen menestys yleisimpénad luumatébakteerina piilee osittain sen suuressa
reseptorirepertuaarissa, jonka avulla se pystyy kiinnittymaén tehokkaasti haavojen kollageeniin ja
fibronektiiniin (Makinen 2005, Wright & Nair 2010), mikd edistanee sen hyvaa biofilmin
muodostuskykya (Boucher ym. 2010). Hankalaksi bakteeriksi S. aureuksen tekee kuitenkin sen
kyky vallata soluja. S. aureus kykenee tunkeutumaan luusolujen sisdén sitoutumalla solupintojen
fibronektiineihin, jolloin se voi onnistua Vvéalttdmdadn immuunipuolustusjérjestelman seka
antibioottihoidot. S. aureus kykenee selviytymaén solun sisalla pitkaan, mitd on pidetty yhtena
syyné siihen, ettd sen aiheuttamat infektiot voivat uusia helposti. (Vuong & Otto 2002, Khalil ym.
2007, Boucher ym. 2010, Wright & Nair 2010) S. aureus on paha patogeeni myos siita syysta, etta
sen tuottamien kudoksille haitallisten toksiinien kirjo on laaja. Myrkkytuotannosta vastaavien
reseptorien tuottoa sédatelee S. aureuksen quorum sensing -systeemistd vastaava geeni. Tama
tarkoittaa, ettd alhaisessa solutiheydessa reseptoreita tuotetaan vé&hdn, mutta korkeammissa
bakteeritiheyksissa reseptorien tuotto runsastuu ja hajottavien eksoentsyymien seka toksiinien
muodostus Kiihtyy. (Vuong & Otto 2002)

2.4.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis on grampositiivinen, anaerobinen bakteeri, joka kuuluu yleisimpiin
koagulaasi-negatiivisiin stafylokokkeihin. Se kuuluu ihon ja limakalvojen normaaliflooraan, mutta
lisaksi se on kommensaalinen bakteeri, minkd vuoksi se on hyvin heikosti patogeeninen
luonteeltaan. Kuitenkin sen merkitys sairaalaperdisten infektioiden aiheuttajana on kasvanut viime
vuosina tuoden sille epatoivottua mainetta. (Vuong & Otto 2002, Ziebuhr ym. 2006) Ennen S.
epidermidista pidettiin jopa vaarattomana ennen kuin se lopulta hyvéksyttiin potentiaaliseksi
patogeeniksi. Vaarattomampi se kylla onkin verrattuna useaan muuhun bakteeriin, silla sen
isannéltd vaaditaan jo ennestd&n huonontunutta puolustuskykyd (mm. huumeidenkayttdjilla tai
AIDS-potilailla) ennen kuin S. epidermidis itse muuttuu vaaralliseksi patogeeniksi. Verrattuna
Staphylococcus aureukseen, S. epidermidis ei Vuongin & Oton (2002) mukaan tuota yhta suurta

méaaraé kudoksia tuhoavia myrkkyjé tai tulehdusproteiineja, ja aiheuta siten valtavia kudosvaurioita
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tai pyrogeenisia (mérkaa tuottavia) infektioita. Tastdkin syystda S. epidermidiksen aiheuttamia
infektioita pidetd&n usein vain vahan haitallisina tai vaarallisina.

Huolimatta S. epidermidiksen heikosti patogeenisestd luonteesta, se esiintyy usein ortopedisissa
implanteista aiheutuvissa tulehduksissa, sydameen ja verenkiertoon liittyvissa, kuin myds silmien,
nendn ja kurkun infektioissa sekda osteomyeliitissa. Sen aiheuttamat osteomyeliittitapaukset ovat
usein kroonisia ja vaativat pitkallisen antibioottiterapian seka leikkauksia. (Khalil ym. 2007) Niilla
sairaalapotilailla, joilla S. epidermidista tavataan, on usein jokin vierasesine elimistossaan, kuten
tahdistin, virtsakatetri tai implantti. Tahan liittyy olennaisesti, etta S. epidermidis on hyvin hanakka
tarttumaan ja muodostamaan biofilmej& implanttien pinnalle. Vahvan biofilmin muodostus perustuu
osittain varsinkin paksuun limaan, jota antibioottien ja makrofagien on vaikea lapdistd. Té&std
seuraa, ettd biofilmivaiheeseen ehtinytta S. epidermidist& on vaikea tappaa, mik& on tehnyt siita niin
menestyksekkddn ja vaikean patogeenin luumédassa. (Vuong & Otto 2002, Ziebuhr ym. 2006,
Khalil ym. 2007) Lisédksi myods S. epidermidiksen keskuudessa on alkanut esiintya runsaasti
vastuskykyé hoitokeinoina kaytettyja antibiootteja kohtaan. Mutta toisin kuin MRSA-bakteereihin,
MRSE-bakteereihin ei juurikaan kiinnitetd huomiota sairaalahygieniassa. Tastakin syysta
eristetyistd S. epidermidis -kannoista jopa 80 % alkaa olla metisilliiniresistenttejd ja vastuskykyisia
monelle antibiootille. Asiasta ollaan huolissaan, koska S. epidermidiksilla jotkut resistenssigeenit
saatelijoineen sijaitsevat SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) -alueella, joka on
luokiteltu liikkuvaksi DNA-elementiksi ja voi siirtyd jopa muihin bakteerikantoihin. Tasté arvellaan
varsinkin metisilliiniresistenttien S. aureusten saaneen alkunsa. (Ziebuhr ym. 2006)

Staphylococcus aureuksen tapaan myos S. epidermidis kykenee Khalilin ym. (2007) tutkimusten
perusteella tunkeutumaan luusolujen sisapuolelle ja valttelemaan antibiootteja. Sen kyky tunkeutua
luusolujen sisdpuolelle ei perustu kuitenkaan kykyyn sitoutua luusolujen pinnoilla oleviin
fibronektiineihin, vaan syy on toistaiseksi tuntematon. Staphylococcus epidermidis tunkeutuu

luusoluihin kuitenkin vaihtelevammalla tehokkuudella kuin S. aureus.

2.4.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa kuuluu gramnegatiivisiin, aerobisiin sauvabakteereihin. Sitd esiintyy
vapaasti kaikkialla, kuten maaperéssé, vedessa ja iholla. P. aeruginosa kykenee selviytymaén
sellaisissa ymparistoissa ja olosuhteissa, joissa moni muu bakteeri ei endd kestdisi. Se on
opportunistinen patogeeni, joka ei terveilld ihmisilla normaalisti aiheuta vakavia infektioita, mutta

ennestédén sairaille se voi olla hyvin vaarallinen. P. aeruginosa on osallisena mm. virtsatie- ja
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hengitystieinfektioissa, sarveiskalvotulehduksissa, palovammojen infektioissa seka luu- ja
janneinfektioissa. (Foca 2002)

Osteomyeliitin aiheuttajana P. aeruginosa on sangen yleinen ja vaikea hoidettava (Galanakis ym.
1997, Foca 2002). Varsinkin lapsilla yleisin tapa saada nimenomaan P. aeruginosa -perdinen
osteomyeliitti on jalan pistohaavan (Laughlin ym. 1997), kuten myds huumeidenkéytén ja
leikkauksien kautta. P. aeruginosalla on runsaasti flagelloja eli uimasiimoja, joilla se pystyy
lilkkumaan nopeasti ja muodostamaan vahvoja biofilmeja, mika tekee siitd S. epidermidiksen tapaan
vaikeasti voitettavan bakteerin. Pahan patogeenin P. aeruginosasta tekee varsinaisesti, ettda se
tuottaa niin monenlaisia proteaaseja, elastaaseja, hemolysiineja ja muita kudoksille haitallisia
aineita. (Galanakis ym. 1997, Foca 2002, Mittal ym. 2009)

P. aeruginosan aiheuttama osteomyeliitti on vaikea hoitaa myds bakteeriin tehoavan rajallisen
antibioottiarsenaalin takia (Galanakis ym. 1997). P. aeruginosa on luonnostaan erittéin resistentti
monelle antibiootille ja se kykenee kehittdma&an nopeasti vastustuskyvyn useimmille
mikrobil&ékkeille (Foca 2002, Mittal ym. 2009). Joutuessaan kovaan valintapaineeseen P.
aeruginosa voi Kkehittdd vastustuskyvyn jopa voimakkaita antibiootteja kohtaan. Useimmilla
kinoloneilla P. aeruginosan voittamiseen tarvittava MIC onkin erittdin korkea, mutta esimerkiksi
siprofloksasiinia pidetaan edelleen yhtend tehokkaimmista antibiooteista P. aeruginosa -peréista
osteomyeliittia vastaan (Galanakis ym. 1997). P. aeruginosan antibioottiresistenssin on ajateltu
kasvaneen viime vuosina varsinkin siksi, ettd se on alkanut kuulua yh& enenevdssa mé&érin
sairaalabakteereihin. P. aeruginosan huomattava vastustuskyky juontaa juurensa sen
monimutkaisesta ulkokuoresta, johon kuuluu lipidikerros, periplasminen tila seka sisdinen kalvo.
Varsinkin periplasminen tila on térked, sill& sielld sijaitsee pumppusysteemi, jonka avulla bakteeri
kykenee pumppaamaan useimmat antibiootit itsestdan ulos ennen kuin ne ehtivat vaikuttaa sen
metaboliaan. (Foca 2002) Taman pumppusysteemin ansiosta P. aeruginosa on resistentti
useimmille makrolideille, tetrasykliineille, kloramfenikolille ja fluorokinoloneille. Useimmiten P.
aeruginosa tuottaa myos valtavasti beetalaktamaaseja, joilla on suuri affiniteetti ja siten inaktivoiva
vaikutus penisilliinin johdannaisiin seka sefalosporiineihin. Foca (2002) toteaa, ettd P. aeruginosa

voi olla hyvin pelottava bakteeri, jos se padsee aiheuttamaan vakavia infektioita.

2.4.4 Escherichia coli

Escherichia coli on gramnegatiivinen, enterobakteereihin kuuluva bakteeri, joka eldd mm.
tasaldmpoisten elédinten ruuansulatuskanavassa, joten sitd tavataan yleisesti eldimissé ja ihmisissa.

Se kykenee eldm&an monenlaisilla pinnoilla ja on sangen harmiton bakteeri, eik& kuulu pahimpiin
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patogeeneihin, mutta eksyessaan kehossa suoliston ulkopuolelle E. coli voi aikaansaada pahojakin
tulehduksia, joihin voi kuulua kovia vatsakramppeja sekd veristd ripulia. (Manges ym. 2006,
Hamzaoui ym. 2009)

Verrattuna Staphylococcuksiin Escherichia coli on melko harvinainen osteomyeliitin aiheuttaja.
Niissa tapauksissa, joissa E. coli on ollut osteomyeliitin aiheuttaja, infektioita on esiintynyt
rintalastassa, kallonpohjassa, solisluussa ja istuinluussa. (Hamzaoui ym. 2009) E. coli -peréinen
osteomyeliitti saa usein alkunsa, jos bakteerit onnistuvat karkaamaan suolistosta esimerkiksi
leikkauksen, suolistopolyyppien, virtsatieinfektion, verisuonitulehduksen tai muun sairauden
myotavaikutuksella, mutta myods ulkopuolinen tartuntatapa, esimerkiksi pilaantuneen ruuan
mukana, on mahdollinen (Johnson ym. 2003, Manges ym. 2006, Hamzaoui ym. 2009). E. coli on
kuitenkin useimmissa tapauksissa erittain herkké antibiooteille, joten hyvéakuntoisilla ihmisill& sen
aiheuttamat sairaudet ovat usein helppoja hoitaa. Viime aikoina kuitenkin yh& useammin on

potilasnaytteissa tormatty multiresistentteihin E. coli -kantoihin (Manges ym. 2006).

2.5 Bioluminesenssi

Bioluminesenssi on vanha luonnonilmid, jota tavataan esimerkiksi bakteereilla, tulikarpasilla
sekd syvadnmeren kaloilla ja &yridisilla (Wilson & Hastings 1998). Bioluminesenssin
hyddyntdminen on erittain hyva keino tutkittaessa muutostilassa olevia ilmigita, silla emittoituvien
fotonien maéra ja muutokset voidaan havaita erittdin tarkasti. Fotonit vapautuvat biosensorien
tuottamassa lusiferaasireaktiossa, jossa vapautuvalla energialla on tietty aallonpituus. Fotonien
méaaran tuottama maksimiaallonpituus méaérittdd emittoituvan valon vérin. Vari riippuu myos
lusiferaasioperonin alkuperastd, silld se voi olla peréisin esimerkiksi eri bakteereilta tai syvanmeren
planktonilta. (Galluzzi & Karp 2006)

Koska bioluminesenssia esiintyy niin monella eri organismilla, bioluminesenssisysteemit ovat
hyvin erilaisia. Yhteista néille kaikille — poikkeuksena ehka vain sienilla esiintyva bioluminesenssi
— on lusiferiiniproteiinin ja hapen reaktio lusiferaasientsyymin katalysoimana korkeaenergiseksi,
lusiferaasia sitovaksi peroksilusiferiinivalimuodoksi, jonka hajoaminen tuottaa valoenergiaa.
(Wilson & Hastings 1998, Galluzzi & Karp 2006) Yleensa bakteereilla luminesenssin mahdollistaa
erityinen  luxABCDE-operoni, joka koodaa kaikkia luminesenssiprosessiin  tarvittavia
komponentteja: luxA ja luxB koodaavat lusiferaasin, ja luxC, luxD ja luxE aldehydisynteesissa
tarvittavia rasvahappokompleksin entsyymeja. (Wilson & Hastings 1998, Galluzzi & Karp 2006)

Bakteereilla luminesenssireaktiossa lusiferaasi katalysoi pitkaketjuisen aldehydin (RCHO) seka

pelkistyneen flaviinimononukleotidin (FMNH,). Katalyysin tuloksena muodostuu lusiferaasia
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sitova flaviinihydroperoksidi sekd peroksihemiasetaali, jonka elinkaaren on arveltu maéarittavan
reaktion pituuden (Wilson & Hastings 1998). Katalyysireaktion lopputuotteiden hajoamisesta
muodostuu entsyymisitoutunut 4a-hydroksiflaviini (FMN), rasvahappo (RCOOH) seka emittoituvaa
valoa oheisen kaavan 1 mukaisesti (Wilson & Hastings 1998, Galluzzi & Karp 2006):

RCHO + FMNH, + O, <> RCOOH + FMN + H,0 + valoa 1)

Kun koko villityypin luxABCDE-operonia kdytetddn reportterisysteemissa, ei tarvetta
eksogeeniselle substraatin lisdykselle ole mahdollisessa ns. homogeenisessa méaaritysmenetelméssa.
Lux-menetelm& on tehokas ja herkk& molekyyleille, jotka vaikuttavat DNA-replikaatioon, kuten
fluorokinoloneille. (Galluzzi & Karp 2006)

2.5.1 Bakteerit biosensoreina

Biosensori tarkoittaa jotain systeemid tai laitetta, joka havainnollistaa jotain tiettyd analyyttia tai
tapahtumaa kayttdmalla biologisia komponentteja ja fysiokemiallista detektoria. Kun kyse on
kokonaisten solujen kayttdmisesta biosensoreina, sanalla tarkoitetaan biologista kokonaisuutta tai
systeemid, joka vastaa jonkun substanssin (mm. antibiootin) ladsndoloon havaittavalla ja
kvantifioitavalla tavalla. Kokonaisiin soluihin pohjautuvat analyysit ovat tarkkoja, luotettavia ja
spesifisia. Elavét solut ovat oivallisia reaaliaikaisia biosensoreita, joiden kdyttd perustuu siihen, ettd
niilld voidaan havainnoida jatkuvasti emittoituvaa signaalia. Tama on hyddyllistd, kun halutaan
tarkkailla prosessia, joka kehittyy pitkélla aikavélilla. (Galluzzi & Karp 2006)

Bakteerit emittoivat valoa yhtajaksoisesti ilman katkoksia, jos niiden kasvuolosuhteet ovat hyvét.
Yleenséa bakteerien luminesenssitaso laskee niiden saavuttaessa stationaarivaiheen (Galluzzi & Karp
2006). Bakteereista on todettu, etteivat ne koskaan tuota luminesenssia ellei solutiheys ole sopiva.
Tama ilmi6 on osaltaan kyetty selittdmaan bakteerien keskuudessa laajassa kaytdssé olevan quorum
sensing -tekniikan avulla. Bakteerien kasvumediumissa on havaittu tiettyd feromonia, josta
kdytetddn nimitystd autoinduuseri. Yleensa tallainen autoinduuseri on jonkinlainen
homoseriinilaktoni. (Wilson & Hastings 1998) Bakteerisolut tuottavat autoinduuseria mediumiin, ja
sen méaara kasvaa sitd mukaan kun soluja kasvaa lisd4. On havaittu, ettd mittaamalla autoinduuserin
tasoa bakteerit voivat arvioida solutiheyttddn. Autoinduuseria koodaavat lux-operonin vieressé
olevat luxR- ja luxl -geenit. Lusiferaasisynteesi kdy energian puolesta hyvin kalliiksi soluille, joten
vasta tietyssa feromonikonsentraatiossa ja solutiheydessd autoinduuseri kdynnistdd lux-operonin

geenitranskription. Monet gramnegatiiviset bakteerit, kuten Pseudomonas aeruginosa kayttavéat
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luminesenssisaatelyssa LuxR- ja Luxl -proteiinien homologeja, kuten Lasl-LasR- ja RhlI-RhIR—
systeemeja. (Wilson & Hastings 1998) Geneettisesti muokatuilla soluilla autoinduktiomekanismit
voidaan poissulkea, ja siten mééaritykset ovat yksinkertaistuneet ja helpommin tulkittavissa.
Bakteeribiosensoreita on kaytetty mm. antimikrobiaalisten agenttien tehon osoituksessa, mutta
niiden kéayttdéon liittyy monia etuja ja haittoja, joita Galluzzi & Karp (2006) ovat listanneet
tarkemmin artikkelissaan. Bakteerit ovat esimerkiksi nopeasti suurina maarind saatavia
biosensoreita, joiden kustannukset ovat alhaiset ja jotka ovat geneettisesti muunneltavissa.
Bakteeribiosensoreilla voidaan myds saada reaaliaikaista seké pitkéaikaista dataa, jos jotain ilmiotéa
halutaan tarkkailla usean tunnin ajan. Bakteerien avulla voidaan my6ds maééritella analyytin
hyotyosuus ja analyytin Kinetiikasta voidaan saada lisaa tietoa. Bakteeribiosensorit ovat kuitenkin
monimutkaisia kayttad, silld ne on tehtdva liikkumattomiksi fysikaalisissa olosuhteissa, jotta
optimaalinen tyonsuoritus on mahdollista. Koska bakteerikannat eroavat toisistaan niin
olemukseltaan kuin kéytokseltadn, myds niiden reaktiot tutkimuksissa voivat olla hyvin erilaiset.
Né&in ollen reaktioiden vaihtelevuus kuin myos intrasellulaaristen fysikaalisten ja kemiallisten
olojen kontrollointi, bakteerimetabolian sekaantuminen reaktioon seka analyytin ja biosensorin
valiset diffuusioesteet voivat haitata prosessin analysointia. Ongelmiensa takia GMO-
bioluminesenssimenetelmat eivat ole kovin laajassa kéytossa. (Galluzzi & Karp 2006) Kuitenkin
esimerkiksi syopatutkimus on jo suhteellisen kauan kayttdnyt hoitoja testattaessa in vivo
bioluminesenssimenetelmi& kasvainten solujen kasvukehityksen kuvantamisessa (Negrin & Contag

2006, Dothager ym. 2009) juuri geneettisten modifikaatiomahdollisuuksien takia.

2.6 Optimaalisen luumataimplantin koostumus?

Luukirurgiaan on tulossa monia uusia, bioyhteensopivia ruuvituotteita lahivuosina. Nykyaan
uusinta uutta ovat varsinkin bioresorboituvat ruuvit, jotka vapauttavat antibioottia. (Tiainen ym.
2008) Yhtena esimerkking mainittakoon siprofloksasiinia vapauttava, biohajoava ruuvi, jollaiselle
Bioretec Oy on jo saanut myyntiluvan Euroopassa. Tallaiset ruuvit ehkdisevat infektioiden syntya
vaurioituneissa, kuten murtuneissa, luissa. Esimerkiksi kaneilla on tutkittu siprofloksasiinia
vapauttavien SR-PLGA (80/20) -ruuvien soveltuvuutta luumatdbakteerien tappamiseen mittaamalla
niiden vapauttaman siprofloksasiinipitoisuuden kehitystd ajan funktiona (Tiainen ym. 2008).
Terapeuttista antibioottitasoa on saatu pidettya ylla kahdeksan viikkoa, minka on katsottu riittdvan
bakteerien tappamiseen.

Ladkkeen vapautumisen pitkd- tai lyhytkestoisuutta voidaan s&&delld suunnittelemalla

huolellisesti implantin rakenne. Osteomyeliitin valttdmiseksi luunmurtumiin tarkoitettujen ruuvien
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materiaaleina on tutkittu biohajoavia polymeereja, kuten polylaktidia (PLA), polyglykolia (PGA) ja
néaiden kopolymeeria (PLGA) (Tiainen ym. 2008) sekd monia muita erilaisia polymeeriyhdistelmia
(Mé&kinen 2005). Polymeerit ovat saavuttaneet hyvdn aseman ld&ketieteellisten implanttien
valmistuksessa hyvien mekaanisten ja fysikaalisten ominaisuuksiensa sekd muokattavuutensa
vuoksi. Polymeereja on lisdksi niin monenlaisia, ettd voidaan helposti valita tai yhdistaa sellaisia,
joilla saadaan tiettyyn kéayttotarkoitukseen laadittavaan implanttiin juuri tarvittavat spesifiset
ominaisuudet.  (Cascone ym. 1995, Fournier ym. 2003) Esimerkiksi antibiootin lyhyt- tai
pitkdaikaista vapautumista voidaan séadelld polymeerivalinnoilla (Koort ym. 2005, Tiainen ym.
2008). Polymeereihin on myos helppo sekoittaa muita aineita, mutta niiden prosessointi voi asettaa
rajoituksia esimerkiksi lampoherkkien antibioottien kaytolle.

Osteomyeliitin hoitoon on jo aiemmin suunniteltu pellettej&, joihin on kaytetty poly(L-laktidi-ko-
glykolidi)(PLGA)-polymeerid, bioaktiivista lasia seké siprofloksasiinia, ja joita on jo tutkittu in
vitro seké in vivo (Koort ym. 2005, Makinen ym. 2005b). Nama pelletit vapauttivat antibioottinsa
viidessd kuukaudessa, ja terapeuttinen konsentraatio pysyi yll& neljd kuukautta, mitd pidetdéan
jarkevand kestona paikalliselle antibioottiterapialle. Lisaksi pelleteistd vapautunut antibiootti séilyi
pitkadn biologisesti aktiivisena, eika karsinyt pellettien valmistuksessa tai joutunut alttiiksi kehon
metabolialle. Luukokeissa on toistaiseksi saatu terapeuttinen konsentraatio sdilymaan kolme
kuukautta ja liséksi pellettien ympérille on alkanut muodostua luuta.

Makinen ym. (2005b) pitavat optimaalisimpana ja osteomyeliitin hoidon tulevaisuuden kannalta
parhaana vaihtoehtona antibioottien yhdistdmista biohajoavaan polymeeriin, johon on sekoitettu
my06s osteokonduktiivista materiaalia osteomyeliitin jattdmien aukkojen vuoksi. Tamantapainen
multifunktionaalinen vaurion tayttdmateriaali pitdd paremmin yll& tasaista antibiootin vapautumista
ja toimii itsendisend yksikkona vaurioiden korjaamisessa. Tassé tutkielmassa kéytetyissa pelleteissa

on pyritty tdyttdmaan ndma vaatimukset seuraavaksi kuvatuilla materiaalivalinnoilla.

2.6.1 Poly(L-laktidi-ko-&-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30)

Poly(L-laktidi-ko-e-kaprolaktoni) 70/30 eli PLCL 70/30 on laktidin ja kaprolaktonin
kopolymeeri, jossa on tassé tapauksessa komonomeereina 70 mol-% L-laktidia ja 30 mol-% e-
kaprolaktonia. Poly(L-laktidi-ko-e-kaprolaktoni) (PLCL) on biohajoava, polyestereihin kuuluva
polymeeri, jota ei kuitenkaan ole toistaiseksi kaytetty yhtd usein biohajoavien graftien tai
implanttien valmistuksessa kuin esimerkiksi pelkkaa polykaprolaktonia (PCL) tai polylaktidia

(PLA). N&ma kaksi seka niiden kopolymeerit ovat olleet erityisen suosittuja kudosteknologiassa,
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silla ne soveltuvat loistavasti solukasvun ohjaukseen (Jeong ym. 2004). PLCL:ssa yhdistyvét PLA:n
ja PCL:n hyvat ominaisuudet.

PLCL (kuva 4C) on hyvé polymeeri, kun halutaan valmistaa skaffoldeja, joiden on tarkoitus
tukea uuden kudoksen kasvua ja kadota tdydellisesti korvaavan kudoksen tieltd. PLCL on hyvin
bioyhteensopiva ja hajoaa erinomaisesti in vivo keholle haitattomiksi tuotteiksi (Baker 1987, Jeong
ym. 2005). PLCL voidaan prosessoida sopivan huokoiseksi, jotta se matkisi riittdvasti ECM-
matriksia ja edistéisi oikeanlaista kudosmuodostusta (Jeong ym. 2005, Lee ym. 2008). PLCL on
joustavaa, elastisuudeltaan lahestulkoon uniikkia ja sen hajoamisnopeus sopii yhteen uuden
kudoksen muodostumisnopeuden kanssa (Jeong ym. 2005, Lee ym. 2008). Jeong ym. (2005) pitavat
PLCL-skaffoldia erittdin hyvadna mekaanis-aktiivisen kudoksen muodostuksessa, silld materiaali
soveltuu hyvin mekaanisten viestien valitykseen soluille ja tilanteisiin, joissa mekaanisen stressin
sieto on tarkeda (Jeong ym. 2004). PLCL 70/30 -polymeerin kaytosta antibioottia vapauttavien
implanttien  valmistuksessa ei  ainakaan toistaiseksi ole ndytt6d, mutta muissa
komonomeerisuhteissa PLCL on alkanut esiintya viime vuosina yha tihedmmin kudosteknologisissa
julkaisuissa. Esimerkiksi PLCL 50/50 -polymeerid (Jeong ym. 2004, Jeong ym. 2005, Lee ym.
2008) on kaytetty skaffoldimateriaalina sen erinomaisten soluadheesiota tukevien ominaisuuksien

vuoksi (Jeong ym. 2004).

2.6.1.1 Polykaprolaktoni (PCL)

Polykaprolaktoni (PCL) valmistetaan e-kaprolaktonista, ja se on bioresorboituva, Kiteinen
polyesteri (Kweon ym. 2003, Lei ym. 2007, Woodruff & Hutmacher 2010). Sen hajoamiseen
vaikuttaa pdadasiassa hydrolyysi (Tay ym. 2007, Woodruff & Hutmacher 2010), mutta myds
entsyymien osallisuudesta on ollut keskustelua (Jeong ym. 2004). Johtuen polykaprolaktonin
lukuisista hyvistd ominaisuuksista, kuten hyvasta liukoisuudesta eri liuottimiin, joustavuudesta,
alhaisesta sulamispisteestd (59-64 °C) ja lasiutumispisteestd (-65 °C) sekd poikkeuksellisesta
sekoittumisyhteensopivuudesta (blend-compatibility) monen muun polymeerin ja sidosaineen
kanssa, se on saanut tukevan jalansijan ladketieteellisessa kaytossa (Tay ym. 2007, Porter ym. 2009,
Woodruff & Hutmacher 2010). Polykaprolaktonilla on hyvét diffuusio-ominaisuudet, eli varsinkin
pienikokoiset ladkemolekyylit l&pdisevat sitd hyvin. Tastd syystd se soveltuu hyvin ladkkeiden
kontrolloituun annosteluun, joten varsinkin biohajoavissa, ladkkeitd vapauttavissa implanteissa
hyddynnetddn runsaasti polykaprolaktonia ja sen kopolymeereja. Naiden polymeerien voittokulku

yli muiden polymeerien johtuu niiden helposti s&adeltdvissa olevasta hajoamiskinetiikasta,
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mekaanisista ominaisuuksista sekda muotoilun ja tydston helppoudesta. (Tay ym. 2007, Woodruff &
Hutmacher 2010)

PCL:a (kuva 4B) pidetaan erittdin kudosyhteensopivana ja sen on todettu tukevan hyvin solujen
kasvua (Kweon ym. 2003, Porter ym. 2009). Yksindan PCL hajoaa hitaammin kuin esimerkiksi sen
kopolymeerit tai polylaktidi johtuen sen hydrofobisesta luonteesta ja korkeasta Kiteisyysasteesta
(Kweon ym. 2003, Tay ym. 2007), joten sitd on k&ytetty implanteissa, joissa hidas hajoaminen ja
pitkdaikainen lad&kevapautuminen ovat etu. Esimerkiksi luukudosteknologia on hyddyntanyt
polykaprolaktonia juuri ndiden ominaisuuksien vuoksi pitkaan (Kweon ym. 2003, Lei ym. 2007,
Porter ym. 2009). Jossain vaiheessa kuitenkin juuri hidas hajoamisnopeus teki polykaprolaktonin
kaytosta laakettd vapauttavissa implanteissa epésuosittua, silld kuten Woodruff & Hutmacher
(2010) toteavat, kayttokohteet itsessaan alkoivat suosia nopeampaa ladkkeen vapautumista (péivista
viikkoihin) sek& implantin nopeaa resorptiota. Varsinaisesti vasta viime vuosikymmenen aikana
PCL:n hyvét ominaisuudet on taas muistettu ja sitd on jalleen alettu hyédyntdd kudosteknologian

titmoilla.

2.6.1.2 Polylaktidi (PLA)

Polylaktidia (PLA) valmistetaan polymeroimalla yhteen laktidiketjuja, jotka saadaan
valmistettua maitohaposta. PLA:a kaytetddn usein valmistettaessa biohajoavia, laakkeellisia
implantteja ja grafteja, koska PLA on helposti valmistettava synteettinen termoplasti, jolla on hyva
mekaaninen lujuus, bioyhteensopivuus, muokattavuus ja joka hajoaa myrkyttémiksi tuotteiksi.
(Gupta & Kumar 2007, Murariu ym. 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010) PLA:n yleisimpia
kayttomuotoja ovat sen osakiteiset isomeerimuodot, poly-L-laktidi (PLLA) ja poly-D-laktidi
(PDLA). L-laktidin kéyttdé takaa paremmin jarjestyneen ja tiiviin rakenteen muodostettavaan
laitteeseen, joten L-laktidipohjainen polymeeri on mekaanisilta ominaisuuksiltaan D-muotoa
parempi. (Gupta & Kumar 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010) PLA voi olla myo6s L- ja D-
isomeeriensa kopolymeeri, jolloin sen ominaisuudet riippuvat isomeerien suhteesta (Madhavan
Nampoothiri ym. 2010).

PLA (kuva 4A) on polyesteri, jonka sulamispiste on 120-170 °C ja lasiutumispiste 55-56 °C
(Baker 1987, Madhavan Nampoothiri ym. 2010). PLA voi olla pehmeé4 ja elastista siind missé
jaykk&d ja kovaa, silla PLA:n moolimassasta riippuu paljoltikin, millaisia ominaisuuksia
polymeerilld tulee olemaan. N&in ollen prosessointi ja terminen késittely vaikuttavat erittéin paljon
tdman polymeerin kayttadytymiseen implanteissa. (Gupta & Kumar 2007) PLA:ta on suosittu

luuimplanteissa yhdessé keraamien kanssa varsinkin, koska se lasketaan bioresorboituvaksi
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polymeeriksi (Murariu ym. 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010). Liséksi implantti, johon on
kéaytetty PLA:a yhdessd keraamien kanssa, matkii paremmin normaalin luun mekaanisia
ominaisuuksia (Madhavan Nampoothiri ym. 2010). Yleisin kayttokohde talle polymeerille on
kontrolloidussa ladkkeen vapautumisessa. Monet asiat vaikuttavat PLA:n hajoamiseen, kuten pH,
entsyymit, kosteus, molekyylipaino ja kiteisyys. Varsinkin bakteerien lasnéolo voi selvasti vaikuttaa
PLA:n hajoamisen Kkiihtyvyyteen. Polylaktidin korkea Kiteisyysaste vaikuttaa Kkuitenkin
negatiivisesti sen kontrolloituun hajoamiseen kuin myo6s kudosyhteensopivuuteen. (Madhavan
Nampoothiri ym. 2010) PLA:n kéayttéon liittyy siis monia vaikeuksia, jos halutaan hallita kunnolla
ladkettd vapauttavan implantin toimintaa, joten PLA:n ominaisuuksia on usein parannettu
valmistamalla siitd kopolymeereja muiden polymeerien, kuten tarkkelyksen, PGA:n tai PCL:n
kanssa (Gupta & Kumar 2007, Madhavan Nampoothiri ym. 2010). Koska PCL:n lasiutumispiste on
alhainen, sen lisédminen kopolymeeriin parantaa huomattavasti PLA:n Kkestavyyttda seka
hajoamiskinetiikkaa. (Gupta & Kumar 2007)
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Kuva 4A-C. A) Polylaktidin, B) polykaprolaktonin ja C) poly(laktidi-ko-e-kaprolaktonin) kaavakuvat (muokattu
lahteestd Woodruff & Hutmacher 2010).

2.6.2 B-Trikalsiumfosfaatti (3-TCP) Cas(PO,),

Auto- ja allografteilla tavattujen vakavien ongelmien — kuten luovuttaja-alueen kudoskuoleman,
toimenpiteiden kalleuden, potilaalle aiheutuvien traumojen ja siirteiden rajoitetun saatavuuden, seké
néihin lisattyind viel& allograftien mahdollisten virustartuntojen ja immunogeenisten vasteiden —
vuoksi luukirurgian alalla on suuri tarve kehittdd luusiirteitd korvaavaa materiaalia. (Zapanta
LeGeros 2002, Anker ym. 2005, Lieberman & Friedlaender 2005) Téhdan tarkoitukseen on tutkittu
mm. erilaisia metalleja, polymeerejd, korallia, bioaktiivista lasia ja polymeeri—keraami-
komposiitteja. Bioaktiivisten materiaalien implantoiminen kehoon saa aikaiseksi joukon
biokemiallisia ja -fysikaalisia reaktioita, jotka edesauttavat vahvojen implantti—kudos-sidosten
muodostumista. Naistd kaikista kalsiumfosfaatit ja niistd koostuvat implantit ovat osoittautuneet

parhaimmiksi materiaalivaihtoehdoiksi. (Cao & Hench 1996, Zapanta LeGeros 2002)
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Luonnollinen luu rakentuu monesta eri fosfaatti- ja kalsiumpohjaisesta mineraalista, kuten
kalsiumhydroksiapatiitista, kalsiumsulfaatista ja kalsiumfosfaateista. Kalsiumfosfaatteja on kaytetty
luukirurgiassa menestyksellisesti jo l&hes sadan vuoden ajan (Zapanta LeGeros 2002). Niiden
yleinen kéytt6 perustuu hyvadn bioyhteensopivuuteen, alhaiseen tiheyteen, kemialliseen
stabiilisuuteen, korkeaan kulumisenkestoon ja rakennesamankaltaisuuksiin luun kanssa.
Kalsiumfosfaatit pystyvat vastustamaan mikrobien hyokkayksid, pH-muutoksia sek& erilaisten
liuottimien vaikutuksia, mutta niilld on myo6s suhteellisen huono mekaaninen kestavyys, mité
pidetddn rajoittavana tekijand niiden kaytossa taakkaa kannatteleviin luihin suunnitelluissa
implanteissa. (Kalita ym. 2007)

Yhté luonnollista rakennemineraalia, B-trikalsiumfosfaattia (3-TCP), on suosittu luuvaurioiden
korjauksessa seka luuskaffoldien valmistuksessa jo pitk&&n, koska se on bioyhteensopiva,
bioresorboituva, turvallinen ja myrkyton huokoinen keraami, jolla on osteokonduktiivisia
ominaisuuksia (Nicholas & Lange 1994, Cao & Hench 1996, Arai ym. 2005). Sen kayton ei
myo6skadn ole osoitettu aiheuttavan kudoksissa hylkivié tulendusvasteita. Trikalsiumfosfaatista on
olemassa kahta eri konformaatiomuotoa, a- ja B- muodot, joista B-trikalsiumfosfaattia (B-TCP)
pidetddn parempana vaihtoehtona valittaessa implanttiin osteokonduktiivista materiaalia. Syyna
siihen, ettei o-TCP ei ole saavuttanut suurta suosiota ladketieteen kéaytdssa, on sen liian suuri
resorptionopeus. Talla tarkoitetaan, ettei paikattavaan vaurioon ehdi kehittyd uutta luukudosta sita
mukaan, kun a-TCP itse hajoaa, mik& rajoittaa suuresti a-TCP:n ké&yttdd biohajoavissa
luuimplanteissa. Myos amorfinen TCP tunnetaan, mutta sen kaytosta on vield vahemman julkaisuja,
ja sitd pidetddn o-TCP:n tapaan turhan epdstabiilina. B-TCP sen sijaan resorboituu paljon
hitaammin, melkein samaa tahtia uudisluunmuodostuksen kanssa, joten sen kayttd esimerkiksi

ortopedian palveluksissa on ollut mielekkddmpéaa. (Anker ym. 2005, Kalita ym. 2007)

2.6.2.1 Ylivoimaa muihin keraameihin ndhden

Paras mahdollinen luuimplanttikeraami olisi niin osteokonduktiivinen kuin osteoinduktiivinen
(Lieberman & Friedlaender 2005). Osteoinduktiivisten ominaisuuksien puutteesta huolimatta -
TCP:a pidetéén bioaktiivisena, silla sen biologinen affiniteetti ja aktiivisuus ovat hyvat (Kalita ym.
2007). Bioaktiivisuus méaritelladn yleensd materiaalin kykyn& muodostaa luukudoksen kanssa
adherentti, luja sidos. B-TCP:n bioaktiivisuus perustuu todenndkdisesti erinomaiseen
huokoisuuteen, jota voidaan séadelld helposti sintrauksella. Huokoskoon hyvé séatelymahdollisuus
on yksi B-TCP:n eduista: pienemmat huokoset tarjoavat enemmaén tarttumapinta-alaa vaurioalueelle
tunkeutuville luusoluille. (Eggli ym. 1988, Nicholas & Lange 1994, Zapanta LeGeros 2002, Anker
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ym. 2005) Hyvin suunnitellun huokoskoon ajatellaan edistdvén luun kasvua seka graftin itsensa
resorptiota (Eggli ym. 1988). B-TCP:n optimaalisena osteokonduktiivisena huokoskokona pidetaan
150-500 pm:& (Lieberman & Friedlaender 2005). Urist ym. (1984) seka Anker ym. (2005) ovat
edelleen todenneet, ettd B-TCP voi saavuttaa myods osteoinduktiivisia ominaisuuksia, jos siihen
sekoitetaan esimerkiksi luuta muodostavia proteiineja (BMP) tai luuydinaspiraattia.

B-TCP:n biohajoaminen, joka on ennemminkin resorptiota (Cao & Hench 1996, Anker ym.
2005, Arai ym. 2005, Kalita ym. 2007), on taydellisemp&& kuin monen muun keraamin. Resorptio
maéaritellddn normaalissa luussa osteoklastien valittdméksi luun hajotustoiminnaksi, jossa
osteoklastit hajottavat luuta vapauttaen mineraaleja verenkiertoon. B-TCP voi joko resorboitua tai
muuttua hydroksiapatiitiksi (Lieberman & Friedlaender 2005), mutta miten asia sitten onkin, B-
TCP:a pidetdén yleisesti erittdin nopeasti ja tdydellisesti luukudokseen sulautuvana keraamina.

B-TCP:n resorptiomekanismia ei edelleenkadn taysin ymmarretd. Eggli ym. (1988) ovat
raportoineet aktiivisten osteoklastien tarttuvan B-TCP-implantin huokosten pintaan ennen
luukudoksen muodostumista, minka on ajateltu olevan merkittavéa aktiivisen implantin resorption
kannalta. B-TCP:n ajatellaan resorboituvan asteittain, mutta kuitenkin ajan myota taydellisesti,
jolloin sen tayttaméa aukko olisi korvautunut kokonaan uudella luukudoksella (Anker ym. 2005).
Tallainen osteoklastien suorittama homogeenien resorptio on Kalitan ym. (2007) mukaan
mahdollista B-TCP:n 16yhien kide-kidesidosten vuoksi. B-TCP:n Kkiteistd olemusta ja puhtaan
heksagonaalista kiderakennetta pidetdankin yhtena selittdvan tekijana sen hyvalle stabiilisuudelle
(Anker ym. 2005, Kalita ym. 2007).

2.6.2.2 Miksei hydroksiapatiittia?

Trikalsiumfosfaatista valmistetut implantit sulautuvat luuhun allografteja paremmin, mutta
tarjolla on myds monia muita synteettisia luugrafteja, jotka on valmistettu kayttdmalla esimerkiksi
hydroksiapatiittia tai kalsiumsulfaattia (Nicholas & Lange 1994). Hydroksiapatiitin kaytossa
esiintyy kuitenkin resorptionopeuteen liittyvid ongelmia, silla siitd valmistettu implantti ei
valttdmattd katoa ollenkaan. Kalsiumsulfaatti puolestaan voi resorboitua aivan liian nopeasti.
(Anker ym. 2005) Seka hydroksiapatiittia ettd trikalsiumfosfaattia pidetd&n osteokonduktiivisina,
mutta B-TCP:a pidetddn hydroksiapatiittia parempana vaihtoehtona, silld vaikka myds
hydroksiapatiitin on osoitettu edistdvéan ainakin osittain luukudoksen kasvua, se ei sulaudu tai poistu
muodostuvan luun tieltd yhtd hyvin (Nicholas & Lange 1994, Zapanta LeGeros 2002). Eggli ym.
(1988) raportoivat aikanaan tutkimuksessaan, ettd verrattaessa trikalsiumfosfaatti- ja

hydroksiapatiitti-implanttien  hajoamista  kanien luissa, kuudessa kuukaudessa 85 %
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trikalsiumfosfaatista oli resorboitunut ja korvautunut luulla, kun taas samassa ajassa
hydroksiapatiitista vain noin 5 % oli kadonnut. Osteoklastit eivat kykene hajottamaan
hydroksiapatiittia tehokkaasti, vaikka niitd tavataan aina runsaasti sen pinnalla (Eggli ym. 1988).
Néin ollen B-TCP sallii hydroksiapatiittia paremmin luusolujen vaelluksen ja luukudoksen

uudiskasvun.

2.6.2.3 B-TCP implanteissa

AN

Kuva 5A-C. B-TCP edistda erinomaisesti uudisluun muodostusta. Arain ym. (2005) tutkimuksesta selviad, ettd 30-
vuotiaalta miespotilaalta A) otettiin pohjeluusta autografti, jonka paikka taytettiin f-TCP:lla. B) Kolmessa kuukaudessa
uudisluu alkoi yhdistaa leikkauspéitd kdyttden TCP:a siltana, ja C) kuuden kuukauden kuluttua pohjeluu on jo ldhes
taydellisesti regeneroitunut (muokattu lahteestd Arai ym. 2005).

B-TCP:sta valmistettuja skaffoldeja, jauhetta ja granuloja on kaytetty luukirurgian alalla mm.
luun neoplasmien, luusiirteiden oton jattdmien paikkojen korvaukseen ja osteomyeliitin hoitoon
(Eggli ym. 1988, Anker ym. 2005, Arai ym. 2005). Trikalsiumfosfaattisylintereitd (halkaisija 3 mm)
on tutkittu in vivo jo yli kaksikymmenta vuotta sitten reisi- ja sadriluun vaurioiden korjaamisessa.
Implantin resorption ja luun kasvun on havaittu olevan tehokkainta kaytettdessa pienihuokoisisia
trikalsiumfosfaattisylintereitd. (Eggli ym. 1988) Trikalsiumfosfaatin taydellinen resorptio riippuu
taysin vaurioiden koosta, joten isommissa vaurioissa resorptio ja luukudoksen muodostus ovat
hitaampia prosesseja. Nain ollen taydellinen paraneminen voi kestdd enemman tai vahemman kuin
12-48 kuukautta. (Nicholas & Lange 1994, Anker ym. 2005) Talla hetkelld tutkimuksissa on
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todettu, ettd vaurioiden taydellinen korjautuminen on todenndkdisempéa ja yleisempéaa lapsilla kuin
aikuisilla (Arai ym. 2005).

Arai ym. (2005) ovat tutkineet B-TCP:n k&ytt6a jopa l&hes kokonaisen, uuden pohjeluun
muodostuksessa. Néaissa potilastapauksissa pohjeluusta oli otettu autografteja, joilla oli paikattu
luukasvaimien tai pseudoarteroosin jattamié vaurioita potilaiden saariluissa. Uudisluun muodostusta
oli tavattu lahes puolentoista kuukauden kuluttua yli 85 %:lla potilaista, ja kuten kuvasta 5C
néhdaan, uusi luu on jo lahes taydellisesti muodostunut puolen vuoden kuluttua. (Arai ym. 2005)
Tuloksen esteettisyydestd ja samalla toimivuudesta voidaan varmasti olla montaa mieltd, ja moni
potilas olikin Arain ym. (2005) mukaan raportoinut hienoisesta jaykkyydesta ja rajoituksista
hyppimisessd. Arain ym. (2005) tulokset puoltavat kuitenkin B-TCP:n merkitystd luukirurgian
tulevaisuudessa, silla kokonaisen uuden luun muodostaminen on nykypéivan implantologian
suurimpia tavoitteita, kun elinsiirteistd muutenkin karsitdén suurta pulaa.

Vaikka B-TCP:sta puhuttaessa sen ensisijaisella kdytolla on aina tavoiteltu lahinna taydellista
luuvaurioiden Korjausta, silla voi olla tulevaisuutensa tdarked merkitys my6s antibioottien
vapautuksessa. Osteokonduktiivisten materiaalien on osoitettu vapauttavan antibiootteja nopeasti ja
sangen kontrolloidusti, mikéd on yksi syy sille, miksi niiden kayttéad luumatdvaurioiden taytossa
suositellaan (Makinen ym. 2005b). Urist ym. (1984) ovat esittdneet, ettd B-TCP saattaa edistaa
myos hitaan la&kettd vapauttavan systeemin toimintaa.

2.6.3 Antibiootit — siprofloksasiini ja rifampisiini

Luumétépotilaiden hoidossa on kaytetty runsaasti suun kautta annettavia, biologiselta
hyotyosuudeltaan hyvié antibiootteja, kuten fluorokinoloneja, klindamysiini& ja flokonatsolia (Sia
& Berbari 2006). Vaikeinta on kuitenkin aina ollut antibioottien kohdentaminen ja ettei antibiootti
menetd terapeuttista tehokkuuttaan hajoamalla esimerkiksi metabolian vaikutuksesta ennen
paaméaaraansa. Antibiootit ovat usein valitettavan potilaskohtaisia, ja niiden tehokkuus seka
vaikutus saattavat vaihdella potilaasta riippuen, joten mitadan lapimurtoa antibioottiterapian saralla
ei ole toistaiseksi koettu. Toisekseen antibioottiterapioiden onnistumista luumédan hoidossa on
vaikeuttanut vaurioituneen kudoksen rajusti huonontunut verenkierto, joten antibiootit saavuttavat
kohteensa joskus hyvinkin huonolla menestykselld, mikd on osaltaan ollut syynd annettaviin,
toisinaan massiiviset ja jopa toksiset mitat saavuttaviin antibioottimaéariin. Lisaksi jotkut bakteerit,
kuten S. aureus ja S. epidermidis kykenevat tunkeutumaan luusolujen sisélle, missa ne voivat

valttya antibiooteilta, sillda useimmat antibiootit eivat l1&pdise luusolujen kalvoja (Khalil ym. 2007).

38



Luusolujen sisalle pelastautuneet bakteerit saattavat néin ollen valttyd antibioottiterapian
vaikutuksilta ja aiheuttaa taudin uusiutumiseen.

Suoraan vaurioihin asennettavien implanttien myo6td antibioottiterapioiden tehoa on voitu
parantaa kayttdmalla paikallista antibiootinvapautumista lisdédméalld antibioottia suoraan
asennettavaan implanttiin. Yhtdaikaisesti annetut parenteraalinen ja paikallinen antibioottihoito ovat
useimmiten taanneet parhaat hoitotulokset. Toistaiseksi kayt0ssé jo olevat, antibioottia vapauttavat
implantit ovat useimmiten stabiileja, eli ne on poistettava ennen vaurioihin asennettavia luusiirteit,
mikali vaurioiden toivotaan myds korjautuvan.

Bakteerien vastustuskyky on noussut viime vuosina hélyttdvan nopeasti, mika on aiheuttanut
monien tavanomaisten antibioottien tehokkuuden romahduksen infektioita hoidettaessa. Myos
luumétéa aiheuttavat bakteerikannat ovat muuttuneet entisté vastustuskykyisemmiksi, mista johtuen
hoidoissa on jouduttu yha useammin turvautumaan yha vahvempiin antibiootteihin. Suosituimpia
ovat olleet rinnakkaishoidot, joissa vahintdan kahta eri antibioottia on kaytetty yhdessa takaamaan
paras mahdollinen hoitotulos ja estdm&én resistenttien bakteerikantojen kehitys. Talloin yhdistetaan
usein jokin tehokas fluorokinoloni jonkin toisen antibiootin kanssa. Kinoloni—rifampiini-yhdistelméa
on noussut muiden yhdistelmien ylapuolelle tehokkaiden ja nopeiden synergisten hoitotulostensa
myota. (Sia & Berbari 2006, Trampuz & Zimmerli 2006, Conil ym. 2008, Mesak & Davies 2009)

Rifampisiinia ja siprofloksasiinia on kéytetty jo vuosikausia yhdessa vaikeita bakteeri-infektioita
vastaan (Coe ym. 1995, Gentry 1997, Sia & Berbari 2006). Coen ym. (1995) mukaan jo ennen 90-
lukua tehdyissa in vivo -kokeissa todettiin, ettd rifampisiinin ja siprofloksasiinin kombinaatio on
erittdin tehokas ja jopa verrattavissa vankomysiinin tehokkuuteen. Antibioottiyhdistelman arvoa on
nostanut se, ettd ne tukevat hyvin toistensa toimintaa, ja liséksi niilla toteutettu hoito on turvallinen
sekd hyvin siedetty. Kuitenkin samoihin aikoihin, kun tdmé& antibioottiyhdistelm& todettiin
tehokkaaksi, havaittiin myods ensimmaiset merkit resistenttien bakteerikantojen kehityksestd, mika
Coen ym. (1995) mielestd vahensi niiden terapeuttista arvoa. Kuitenkaan mitdan superresistenttia
bakteerikantaa ei ole vuosien mittaan noussut esiin, ja kuten myéhemmin Gentry (1997) seké Sia &
Berbari (2006) ovat todenneet, siprofloksasiini—rifampisiini-yhdistelma on edelleen erittdin tehokas
vaikeitakin bakteereita vastaan. Osaltaan hyvén terapeuttisen historiansa vuoksi myods téassa
tutkimuksessa kaytettyihin pelletteihin valikoituivat juuri siprofloksasiini seka rifampisiini. Ne
kestdvat myos pellettien valmistukseen tarvittavia korkeita prosessointilampdtiloja, toisin kuin
esimerkiksi vankomysiini, joka hajoaa jo 50 °C:n l&mpdtilassa.

Siprofloksasiinin ja rifampisiinin kumppanuus néyttéisi olevan lyométon yhdistelmd hoidettaessa
luumétéd, silld niin hyvin ndmé kaksi tukevat toistensa toimintaa ja korvaavat toistensa puutteita.

Fluorokinolonina siprofloksasiini tehoaa erinomaisesti bakteereihin, mutta sitd ei saisi kayttaa yksin
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johtuen sille resistenttien stafylokokkien vaarasta. Rifampisiinilla puolestaan on hyvé aktiivisuus
varsinkin adherentteja, hitaasti kasvavia stafylokokkeja vastaan, joten se on hyvé antibiootti
hoidettaessa MRSA-infektioita, mutta yksindan kéytettyna se ja4 nopeasti alakynteen bakteerien
resistenssikehityksen kanssa (Trampuz & Zimmerli 2006). Nain ollen voidaan sanoa, etta
siprofloksasiinin ja rifampisiinin yhdistelma on erittdin tehokas ja tulevaisuuden nakymiltaan

luotettava, kun taistellaan vaikeitakin luumadan aiheuttajia vastaan.

2.6.3.1 Siprofloksasiini
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Kuva 6. Siprofloksasiinin (C;7H:sFN3Os) rakennekaava (muokattu ldhteesta Herbold ym. 2001).

Siprofloksasiini (CIP) on pienikokoinen (kuva 6) kemoterapeuttinen antibiootti, joka kuuluu
fluorokinolonien ryhmaéan. Siprofloksasiini on erittdin laajakirjoinen antibiootti ja tehoaa useimpiin
grampositiivisiin ja -negatiivisiin bakteereihin, mista syysta sitd on kaytetty ladkkeena varsinkin
vaikeissa infektioissa, kuten virtsatietulehduksissa, sukupuolitaudeissa, hengitystie- ja
ihoinfektioissa sekd kroonisessa osteomyeliitissé. (Ball 1986, Castro ym. 2003) Siprofloksasiini on
yksi kaytetyimpié fluorokinoloneja luumadén hoidossa johtuen varsinkin sen alhaisesta minimi-
inhibiittorikonsentraatiosta (MIC; yleensa 0,25-2 pg/ml) vaikeiden luumatabakteerien, kuten
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ja Pseudomonas aeruginosa, kohdalla. (Castro
ym. 2003, Jeong I-Y ym. 2008) Se ei ole aivan yhtd voimakas antibiootti kuin esimerkiksi
vankomysiini, mutta se kuuluu yhté kaikki sellaisiin voimakkaimpiin antibiootteihin, joiden kéaytt6a
hoidoissa ei ensisijaisesti aina suositella. Ongelmalliseksi fluorokinolonien kéyton tekee se, ettd ne
esiintyvat vesiliuoksissa dipolaarisina ioneina ja liukenevat huonosti varsinkin fysiologisessa
pH:ssa (Alovero ym. 2003). Tassd piilee yksi syy siihen, ettd antibioottiterapian aikana
parenteraalisesti annetaan niin suuria méaarid siprofloksasiinia (Castro ym. 2003, Jeong I-Y ym.
2008). Siprofloksasiinia on yritetty muuntaa enemmaén liukoiseen muotoon yhdistdmalla sita
esimerkiksi alumiinin kanssa, mutta samalla on tosin havaittu, ettd polyvalenttien metalli-ionien

lasnd ollessa siprofloksasiini menettdd osan antimikrobiaalisista ominaisuuksistaan (Alovero ym.
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2003). Markkinoilla liikkuu my6s siprofloksasiinin vetykloridisuolaa, joka on tavallista

siprofloksasiinia liukoisempaa.

2.6.3.1.1 Toimintatapa

Siprofloksasiini inhiboi prokaryoottien DNA-gyraasia, jota tarvitaan estdam&idn DNA:n liika
negatiivinen Kkiertyminen transkription ja replikaation aikana. Gyraasin inhibitio johtaa
replikaatiopysédhdykseen ja solukuolemaan. (Ball 1989, Herbold ym. 2001, Mesak & Davies 2009)
Siprofloksasiini kykenee inhiboimaan myds nisékkaiden topoisomeraasi Il -entsyymi, joka vastaa
toiminnaltaan bakteerien gyraasia, eli teoriassa sen ajateltiin aikanaan aiheuttavan solukuolemia
myo6s nisakkaissa. Myohemmin on kuitenkin todettu, ettd jotta siprofloksasiinista olisi ihmisella
seurauksena vakavia soluvaurioita tai toimintahdirioitd, siprofloksasiinipitoisuuden téytyisi olla
elimistéssa 1000 mg/l (Ball 1989). Fluorokinolonien genotoksisuus on ollut kuitenkin aina silloin
talloin esilla. Jo Ball (1986) piti siprofloksasiinin biokemiallista toksisuutta epatodennakdisena,
mutta sittemmin tdman mahdollisuuden olemassaolon vuoksi siprofloksasiinin sopivuutta
antibioottiterapiaan seka in vitro -kokeiden tulosten verrattavuutta in vivo -kokeisiin on tutkittu
tarkkaan. Useiden eri genotoksisuutta ja karsinogeenisyytta mittaavien testien puitteissa Ball (1989)
ja Herbold ym. (2001) ovat todenneet, ettd siprofloksasiini on nisdkkdiden DNA:ta
vahingoittamaton ja siten soveltuva laajaankin antibioottiterapiaan.

Moniin muihin fluorokinoloneihin verrattuna suonensisdisesti tai suun kautta annetusta
siprofloksasiinista aiheutuu erittdin vahan mitddn vakavia haittavaikutuksia, kuten néon
hamartymista ja valotoksisuutta. Suuri osa fluorokinoloneista voi olla my6s munuaistoksista, mutta
siprofloksasiinin kohdalla tdma on erittéin harvinaista, koska se pysyy liukoisena korkeassa pH:ssa,
eiké siten muodosta munuaisille vaarallisia kiteita (Ball 1986, Arcieri ym. 1989). Sen kaytosta voi
seurata lahinna ihottumaa, pahoinvointia, ripulia tai oksentelua, mutta yleensa vakavista vaivoista
karsii vain noin 2 % potilaista. Kinolonien tavoin siprofloksasiini on todettu joiltain osin
neurotoksiseksi, ja se voi aiheuttaa huimausta, levottomuutta, véreitd tai p&ansarkya.
Siprofloksasiinilla ei ole todettu olevan juurikaan vuorovaikutuksia muiden l&d&kkeiden kanssa.
(Ball 1989) Tehokkuudeltaan siprofloksasiinia pidetddn monella tapaa vankomysiinin vertaisena
(Coe ym. 1995).

2.6.3.1.2 Toksista osteoblasteille?

Siprofloksasiinin diffundoitumisen luussa on raportoitu olevan parempaa kuin esimerkiksi
gentamysiinin (Tiainen ym. 2008). Hyvill& asioilla on kuitenkin my6s varjopuolensa, silld viitteita
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siprofloksasiinin negatiivisesta vaikutuksesta luuvaurioiden paranemiseen on olemassa. Viimeistaan
yhdeksankymmentéluvun  loppupuolella  siprofloksasiinin ~ ja  fluorokinolonien  suurilla
paikalliskonsentraatioilla todettiin olevan toksisia vaikutuksia osteoblasteihin in vitro sek&
hidastavan vaurioiden paranemista in vivo (Miclau ym. 1998, Méakinen ym. 2005b, Sia & Berbari
2006). Talloin joissain koeasetelmissa raportoitiin alhaistenkin siprofloksasiinipitoisuuksien
negatiivisesta vaikutuksesta esimerkiksi osteoblastien kollageenisynteesiin in vitro. Miclau ym.
(1998) suorittivat ihmisen osteoblasteilla siprofloksasiinilla in vitro altistuskokeita, joiden aikana he
raportoivat selvda laskua solumaarissa kahdenkymmenenneljan tunnin kuluttua pitoisuudella 40
mg/ml ja kolmen vuorokauden kuluttua pitoisuudella 20 pg/ml. Tuolloin Miclau ym. (1998)
esittivat, ettd koska resorboituvissa, siprofloksasiinia vapauttavista implanteista vapautui selvésti
suurempia paikallispitoisuuksia antibioottia kuin mitd osteoblastien toiminnan kannalta oli ndiden
kokeiden perusteella turvallista, implanttien antibioottipitoisuuksia pitdisi laskea siten, ettd niiden
vapauttamat paikalliskonsentraatiot eivat ylitd osteoblasteille vaarallista rajaa.

Miclau ym. (1998) ovat kuitenkin joutuneet myontdmaan, ettd eri bakteereihin tehoava
terapeuttinen antibioottipitoisuus saattaa vaihdella hyvinkin paljon, jolloin raja osteoblasteille
haitallisen ja terapeuttisen pitoisuuden valilla voi olla erittdin kapea. Lisaksi siprofloksasiinin
vaikutuksesta osteoblastien hyvinvointiin on syyta suorittaa vield runsaasti lisdtutkimuksia, silla
esimerkiksi Ball (1986) on todennut, etté in vitro -kokeiden tulokset eivét valttdmatta aina tdsmaa in
vivo -kokeiden kanssa. Lienee kiistatonta, kuten Miclau ym. (1998) ovat todenneet, ettd
siprofloksasiini voi ainakin osittain vaikuttaa osteoblastien toimintaan, mutta sitd, missa maarin ja
kuinka ankarasti, on viela mahdotonta sanoa ennen kunnollisia in vivo -tutkimuksia. Tiainen ym.
(2006) ovat jo tutkineet in vivo kanien kalloluihin porattujen, siprofloksasiinia vapauttavien ruuvien
vaikutusta osteoblasteihin sek& tulehdussoluihin. Talléin aktiivisten osteoblastien maaré ruuvien
pinnoilla kasvoi ensimmaiset neljé viikkoa, jolloin maaré saavutti huippunsa. Tamén jalkeen maara
alkoi laskea ja 54 viikon kohdalla niita ei enad havaittu. (Tiainen ym. 2006) Tama ei kuitenkaan
todista, ettd osteoblastien mé&ardn véheneminen johtuisi varsinaisesti siprofloksasiinista, sill&
aktiivisia osteoblasteja voitiin havaita paljon vield 24 viikon kohdalla. Kyseisen tutkimuksen
ruuveissa ei ollut k&ytetty mitddn osteokonduktiivista tai osteoinduktiivista materiaalia kuten
trikalsiumfosfaattia, vaan ainoastaan PLGA-polymeeria. Yksi syy osteoblastien véhenemiseen voi
olla, etteivat ruuvit olleet tarpeeksi osteokonduktiivisia ja siten luusoluille mielekkaitd, mika johti
myOhemmissa aikapisteissd osteoblastien vahenemiseen ja ainoastaan fibriinisolujen aktiiviseen
kapselinmuodostukseen. (Tiainen ym. 2006) Kiistatonta on mygs, ettd osteoblasteja oli koetulosten
perusteella paikalla viel& puolen vuoden kohdalla, jolloin ruuvien yleensa ajatellaan jo vapauttaneen

kaiken sisaltdamansé siprofloksasiinin (Ahola ym. 2011a, kasikirjoitus).
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2.6.3.1.3 Tehokkuus koetuksella

Siprofloksasiinin valtakausi luumadan hoidossa alkoi vakiintua, kun tutkimuksissa (Gentry 1997,
Sia & Berbari 2006, Smith ym. 2006) alkoi selvitd, ett4 se on kutakuinkin ainoita vankomysiinia
lievempia vahvoja antibiootteja, jotka tehoavat erittdin hyvin jopa pahimpiin luumatébakteereihin,
kuten enterobakteereihin, metisilliiniresistentteinin Staphylococcus aureuksiin ja Pseudomonas
aeruginosaan. Gentryn (1997) mukaan siprofloksasiini on oiva valinta osteomyeliitin hoitoon myos
siksi, ettd se on turvallinen ja erittain tehokas. Kuitenkin myos siprofloksasiinia kohtaan on alkanut
kehittyd yhd enemmaén vastustuskykya bakteerien, kuten vaarallisina pidettyjen S. aureus- ja P.
aeruginosa -kantojen, keskuudessa (Coe ym. 1995). Gentryn (1997) mukaan ndiden bakteerien
keskuudessa tavataan yha useammin kinoloneille kasvavassa maarin vastustuskykyisia tai taysin
resistentteja kantoja, mika kirjoittajan mielesta on hyvé syy sille, miksei siprofloksasiinia sovi
kayttdd yksinddn. Castro ym. (2003) ovat sitd mieltd, ettd puhuttaessa luuinfektioiden hoidosta,
huolimatta antibioottiterapioiden huomattavasta kehityksestd viimeisten vuosien aikana,
siprofloksasiini ja muut jaredn luokan antibiootit alkavat, kasvavista resistenssitapauksista
huolimatta, olla ainoita keinoja taistella luuperaisten infektioiden aiheuttamia kuolemia, vaurioita ja
kroonisia tauteja vastaan. Siprofloksasiinin teho vaikeaa Staphylococcus aureusta vastaan on
edelleen niin hyva, ettei sitd ole Castron ym. (2003) mukaan jarked hylata antibioottiterapiassa.

Nykyisellaan Castron ym. (2003) seka Jeongin ym. (2008) mukaan osteomyeliitin kohdalla
paikallisesti siprofloksasiinia vapauttavalle systeemille olisi kysyntda antibiootin laajakirjoisuuden
lisaksi siksi, ettd siprofloksasiinia joudutaan osteomyeliitin hoidossa nyky&én annostelemaan suun
kautta 250-750 mg kahdesti paivassé useasta viikosta useaan kuukauteen. Hoitotehokkuus saattaa
antibiootin huonon lokalisoitumisen vuoksi yltda parhaimmillaan vain 56 %:iin, eik& ndin vahvan
antibiootin pitkaaikainen kaytté ole valttamattd helppoa potilaallekaan. Nain annosteltuna
siprofloksasiinin konsentraatio voi hetkellisesti nousta toksisiin lukemiin (Miclau ym. 1998), ja
pitk&aikaisesta siprofloksasiinin k&ytostd on todettu voivan aiheutua mm. hallusinaatioita (Ball
1989). Vaikka siprofloksasiinin on todettu olevan sangen turvallinen antibiootti, haittavaikutusten
ilmenemisen riskin ja rajuuden on huomattu korreloivan, ei antibioottiméaran, mutta hoidon keston,
kanssa (Arcieri ym. 1989). Paikallisesti siprofloksasiinia vapauttava implantti parantaisi nain
hoitotehokkuutta seka potilasmukavuutta.

Siprofloksasiinin saattaminen suoraan luumatdvaurioiden laheisyyteen lisdisi antibiootin
vaikutusaikaa, silld normaalisti siprofloksasiinin puoliintumisaika elimistdssd on 3-7 tuntia.

Siprofloksasiini tarttuu huonolla affiniteetilla (2040 %) veren proteiineihin, joten se erittyy
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nopeasti kehosta ulos muun muassa maksan ja munuaisten toimesta. (Conil ym. 2008) Tastakin
syystd suun kautta otettavat annokset ovat kohtuullisen isoja ja tihedssa tahdissa otettavia.
Siprofloksasiinin kantajina on ennenkin tutkittu niin in vitro kuin in vivo useita esimerkiksi
polymeeri- tai TCP-pohjaisia materiaaleja, kuten PMMA-helmia tai pellettejd, joihin on kéytetty
poly(L-laktidi-ko-glykolidi)(PLGA)-polymeeria seka bioaktiivista lasia (Boda 1982, Gentry 1997,
Castro ym. 2003, Koort ym. 2005, Méakinen ym. 2005b). Tuotteiden tuloa markkinoille hidastaa
kuitenkin niiden ladkevapautumismekanismien puutteellisuus. Aihetta tutkitaan edelleen erittéin
Kiintedsti, ja wuseissa kokeissa tulokset ovat olleet menestyksekkaitda ja implanttien
farmakokineettiset ominaisuudet ovat séilyneet hyvinad. (Gentry 1997, Koort ym. 2005, Mékinen
ym. 2005b)

2.6.3.2 Rifampisiini
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Kuva 7. Rifampisiinin rakennekaava (C43HssN4O12) (muokattu l&hteestd Anonyymi 2008).

Rifampisiini (RFP), tai rifamysiini, on semisynteettinen rifamysiini B:n johdannainen. Se on
molekyylikooltaan suuri (kuva 7) ja variltddn punainen rifamysiiniryhman antibiootti. Rifampisiini
on hyvin biosaatava, aktiivisuudeltaan hyva, turvallinen ja luonteeltaan suhteellisen lipofiilinen,
joten se pystyy lapdisemaan helposti lipidikalvoja ja tunkeutumaan jopa veri-aivoesteen lapi
(Trampuz & Zimmerli 2006). Kuitenkin suuresta koostaan ja lukuisista sivuryhmistdan johtuen
rifampisiinilla on kaksi eri konformaatiomuotoa, joiden vuoksi silld ilmenee usein polymorfismia
(Agrawal ym. 2004). Polymorfismin vuoksi on usein esitetty, ettd rifampisiinin kayttdtehokkuus
olisi huono, joskaan t4t4 vditettd ei ole tutkimuksissa néytetty toteen. Rifampisiinin heikkous

antibioottina johtuu ennemminkin siité, etti sitd on kéytettdva jatkuvasti suurina annoksina, jotta
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terapeuttinen konsentraatio pysyisi ylla. Rifampisiinin tehokkuus vaihtelee bakteerikantojen
mukaan suuresti, ja sen MIC-arvo voi vaihdella (2-256 pg/ml) hyvinkin paljon. (Rao & Murthy
2002, Mick ym. 2010) Rifampisiinin biologinen puoliintumisaika on vielda lyhyempi kuin
siprofloksasiinilla, noin 1,5-5 tuntia, joten hoitotulokset ovat optimaalisempia, kun rifampisiinia
kéaytetddn yhdessa jonkin toisen antibiootin kanssa. Rifampisiinia vapauttavia ladkkeitd ja
implantteja, kuten mikropartikkeleja, on tutkittu jo kauan, ja sitda on ehditty kokeilla myods
polymeeristd valmistetuissa, la&kettd vapauttavissa implanteissa, joilla on hoidettu mm.
tuberkuloosia. (Gentry 1997, Zwang ym. 2000, Rao & Murthy 2002)

2.6.3.2.1 Toimintatapa

Rifampisiini vaikuttaa solujen toimintaan estamalla mRNA-synteesin. Se sitoutuu RNA-
polymeraasin [-alayksikkdon, jolloin RNA-transkriptio ja sitd mydten translaatio estyvét. (Tsankov
ym. 2006) Se ei kuitenkaan pysty pysayttdmaan mRNA-elongaatiota, kun sitoutuminen templaatti-
DNA:han on tapahtunut. Joissain bakteereissa, kuten E. colissa, rifampisiini voi tehota rajummin ja
laukaista itsemurhageenipatteriston toiminnan (Anonyymi 2008). Rifampisiini iskee ainoastaan
prokaryoottiperdiseen RNA-synteesiin, eika siis uhkaa eldinsoluja. Vasta monituhatkertainen
yliannostus voi aiheuttaa haittaa myo6s eukaryoottien RNA- ja DNA-polymeraaseille. Runsas
altistus voi aiheuttaa trombosytopeniaa, munuaisten pettamistd, hengityksen tihentymista tai
anemiaa. (Anonyymi 2008) Rifampisiini tehoaa varsinkin Mycobacterium- ja grampositiivisiin
bakteereihin, joiden 16yhad, mykohapoista ja peptidoglykaaneista koostuvan kalvon l&pi antibiootin

on helppo kulkea. (Tsankov ym. 2006)

2.6.3.2.2 Teho bakteereihin vaihtelee

Rifampisiinia pidetddn sangen laajakirjoisena antibioottina, ja se tehoaa suurimpaan osaan
grampositiivisista ja joihinkin gramnegatiivisiin bakteereihin (Tsankov ym. 2006, Anonyymi 2008).
Ensisijaisesti rifampisiini on tarkoitettu Mycobacteriumien aiheuttamien infektioiden, kuten
tuberkuloosin ja lepran, hoitoon (Agrawal ym. 2004, Anonyymi 2008). Muiden bakteerien kohdalla
sen tehokkuus vaihtelee, joskin rifampisiinia on kaytetty niin MRSA-bakteerien, erilaisten Listeria-
lajien, Neisseria gonorrhoeaen, Haemophilus influenzaen kuin Legionella pneumophilan
aiheuttamien infektioiden hoidossa yhdessa jonkin toisen antibiootin kanssa. Enterobacteriaceae-
lajit, Acinetobacteriat sekd Pseudomonakset ovat vaihtelevasti resistentteja rifampisiinin
vaikutukselle. (Anonyymi 2008) Rifampisiinia kaytetddn muiden antibioottien tai l&akkeiden
vahvikkeena l&hinna siksi, ettd sen avulla voidaan estaa bakteeriresistenttiyden muodostumista.
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Yksi rifampisiinin omia heikkouksia on, ettd bakteerit tapaavat kehittdd sitd vastaan hyvinkin
nopeasti resistenssin, mista johtuen rifampisiinia ei tulisi suosia monoterapiassa. Vastustuskyvyn
nopea kehittyminen rifampisiinia kohtaan piilee herkasti mutatoituvassa, RNA-polymeraasin f3-
alayksikkoa koodaavassa geenissd (Rao & Murthy 2002, Agrawal ym. 2004, Mick ym. 2010). On
esitetty, ettd multiresistenttien bakteerikantojen vastustuskyky johtuu siitd, ettd niiden RNA-
polymeraasin [-alayksikosséd siind kohdassa, johon rifampisiini sitoutuisi inhiboivasti, eras
aromaattinen aminohappo on Kkorvautunut ei-aromaattisella. Tallgin rifampisiini sitoutuu
heikommin RNA-polymeraasiin, eikd pysty tehokkaasti estimaan bakteerien translaatiota. (Coe ym.
1995, Anonyymi 2008, Mick ym. 2010) Terapian aikana kehittyvdd bakteerien
rifampisiiniresistenssid voidaan ehkaistd yhdistaméalla rifampisiini toisen antibiootin, kuten
kinolonin tai fusidiinihapon kanssa (Rao & Murthy 2002, Agrawal ym. 2004, Mick ym. 2010).

Haittavaikutuksista yleisimmat ovat rifampisiinin poistuminen virtsan, hien ja kyynelten kautta,
jotka voivat talléin vérjaytya haalean punertaviksi. Nama eivét kuitenkaan ole mitaan verrattuna
pahimpaan haittavaikutukseen, joka on hepatotoksisuus. Rifampisiini voi kiihdyttaa
maksaentsyymien, lahinnéd sytokromi P450 -entsyymien, tuottoa. Tall6in metabolia kiihtyy, mika
voi johtaa niiden laékkeiden, jotka ensisijaisesti metaboloituvat P450-entsyymien toimesta,
nopeampaan poistumiseen. (Niemi ym. 2003) Rifampisiini ei siis sovi yhteen kaikkien kaytettavien
ladkkeiden kanssa, ja se vaikuttaa varsinkin Kkortikosteroidien, varfariinin, syklosporiinin ja
fenobarbitaalien metaboliaan. Myo6s esimerkiksi opioidit, NSAID-ldakkeet sek& jotkut sydan-,
masennus- ja psykoosilddkkeet menettavét tehonsa rifampisiinihoidon aikana. (Niemi ym. 2003,
Anonyymi 2008). Niemi ym. (2003) kirjoittavat myds, ettd kaytettynd paivittdin 600 mg:n
suuruisina annoksina rifampisiini vaikeuttaa myo6s joidenkin fluorokinolonien toimintaa, paitsi
siprofloksasiinin tehokkuuteen silla ei ole havaittu olevan vaikutusta. Tassa on yksi todenn&kdinen

syy siihen, miksi juuri rifampisiinia kdytetaan erittdin usein yhdessa siprofloksasiinin kanssa.
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3. TUTKIELMAN TAVOITE

Tutkielman tavoitteena oli selvittdd osteomyeliitin eli luumadan hoitoon suunniteltujen,
biohajoavien, poly(L-laktidi-ko-e-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30) -polymeeristd ja p-
trikalsiumfosfaatista (B-TCP) valmistettujen ja antibioottia (siprofloksasiini tai rifampisiini)
vapauttavien pellettien hajoamiskayttaytymistd. Lisdksi pyrittiin tutkimaan p-trikalsiumfosfaatin
hajoamista pitkalla aikavalilla ja siten arvioimaan sen pysyvyyttd luumatévaurioissa. Niin ikaan
pyrittiin  osoittamaan my6s optimaalisimpien pellettikandidaattien teho neljadn yleisimpan
luumatabakteeriin  in  vitro  kayttamélla reaaliaikaisia, bioluminesenssia  hyoddyntévia

estorengaskokeita.
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4. MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Hajoamiskoesarjan pelletti-implantit
4.1.1 Materiaalit

Poly(L-laktidi-ko-g-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30), (Purac Biochem, Alankomaat)
B-trikalsiumfosfaatti (B-TCP) (huokoskoko alle 38 um; Plasma Biotal, I1so-Britannia)
Siprofloksasiini (Uquifa, Meksiko)

Rifampisiini (Oriola, Suomi)

Sorensen-puskuriliuos, ks. liite 1

4.1.2 Pelletit

Kuva 8A-B. Hajoamiskoesarjassa sekd estorengaskokeissa kaytetyt pelletit kuvattuina sivuilta sekd kohti
halkaisupintaa. A) Vasemmalla ovat 0 % TCP:a, keskell&d 50 % TCP:a ja oikealla 60 % TCP:a sisaltavat PLCL 70/30 -
pelletit. Alhaalla olevan rivin pelleteissad antibioottina on rifampisiini ja ylérivissd puolestaan siprofloksasiini. B)
Kuvassa on esitetty estorengaskokeissa kontrolleina kaytetyt pelletit. Vasemmalla on pelkastd PLCL 70/30 -
polymeeristd koostuvat pelletit, kun taas keskelld ja oikealla olevissa pelleteissa on tdmén polymeerin lisdksi 50 %
TCP:a. Kyseiset pelletit ovat muuten samanlaisia, mutta eroavat kooltaan siksi, ettd oikealla olevat on valmistettu
aiemmassa erdssa ennen pellettien koon standardisointia.

Tassa tutkimuksessa tutkittiin sylinterin muotoisia, bulkkihajoavia, antibiootteja vapauttavia
pelletti-implantteja, joita on tarkoitus kayttdd luumédasta karsineen luukudoksen hoitoon kahdella
tavalla: bakteerien tappamiseen seka luukudoksen uusiutumisen eli regeneraation edistamiseen.
Pelletit on kehitetty yhteistydssa Bioretec Oy:n kanssa. Valmistuksessa on kdytetty materiaaleina
poly(L-laktidi-ko-e-kaprolaktoni)-kopolymeeria, jonka L-laktidin ja e-kaprolaktonin
komonomeerisuhteena oli 70/30 (PLCL 70/30), B-trikalsiumfosfaattia (3-TCP) eri pitoisuuksissa (0,
50 tai 60 %) sekd 8 % erikseen valittuja antibiootteja (siprofloksasiini tai rifampisiini). PLCL 70/30
oli esikokeissa todettu parhaaksi polymeerivaihtoehdoksi kyseisiin pelletteihin, ja sitd kaytettiin

kaikissa tutkittavissa pelleteissé. Pelletit oli valmistettu kaksiruuviekstruusiolla Bioretec Oy:n
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tiloissa, joissa muodostuneista aihioista pilkottiin pienid, pituudeltaan 2,3-2,5 mm ja halkaisijaltaan
2,6-2,7 mm:n kokoisia pellettejd. Pelletit steriloitiin ennen kayttod lahettamalla ne
gammasterilointiin (noin 25 kGy; Willy Rusch AG, Kernen-Rommelshausen, Saksa). Antibioottia
sisaltdvien komposiittien koostumukset oli valittu aikaisesmmin tehtyjen tutkimusten perusteella, ja

tassa tutkimuksessa niité oli yhteensé kuusi erilaista (kuva 8A).

4.1.3 Kaksiruuviekstruusio

Sylinterin

Suodatin  Reikalevy  Sulalampdtilan
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Kuva 9. Ruuviekstruusion kaaviokuva. Kaksiruuviekstruusiossa kaytetddn kahta kuvan alalaidassa nékyvan kaltaista
ruuviparia sekoittamaan ja liikuttamaan materiaalia sylinterin sisall4 (muokattu lahteestd Seppéla 1997).

Ruuviekstruusiolla kasiteltaviksi ja muokattaviksi soveltuvat kaikki termoplastit, joilla on tosin
oltava tarpeeksi suuri viskositeetti, jotta ne séilyvat sulana muokkauksen loppuvaiheeseen asti.
Kaksiruuviekstruusiossa raakamuovimateriaali syotetddn ekstruuderilaitteeseen pulverina tai
granuloina, jotka siirtyvat syottosiilosta eteenpain koneen sisalla olevien, lomittain pydrivien
ruuvien vaikutuksesta (kuva 9). Ruuvit voivat pyOrid samaan suuntaa tai vastakkain, joskin
jalkimmaéinen tapa on vyleisempi. Kaksiruuviekstruusiota kaytetddn usein pulverimaisten
polymeerien ty6stoon varsinkin, jos polymeeriin ollaan lisddmdassa muita aineita. (Seppéla 1997)

Tassd tyossa kéytettyja pelletteja valmistettaessa koneeseen on syotetty polymeerin liséksi
kahden sivusyoton avulla B-trikalsiumfosfaattia (B-TCP) sekd jompaakumpaa valittua antibioottia
(rifampisiini  tai  siprofloksasiini)  halutun  suuruisina  ma&&rind.  Kaksiruuviekstruusion
toimintaperiaatteena on, ettd ekstruuderia lammitetd&n siten, ettd lampdtila kasvaa suuttimelta

poispdin Kuljettaessa. (Seppalda 1997) Samalla ruuvin Kierteisyys laskee, jolloin syvemmalle

49



siirtyvaan materiaaliin kohdistuu kohoavan lampétilan liséksi kasvava paine seké leikkausjannitys.
Talloin polymeeri tiivistyy, sulaa ja homogenisoituu sekoittuen trikalsiumfosfaatin seka antibiootin
kanssa, ja kun seos puristetaan halutunlaisen suuttimen l&pi, saadaan sylinterinmallista, jatkuvaa
profiilia. Tatd muodostuvaa aihiota venytetddn hieman sen tullessa suuttimesta, jotta se saadaan
tulemaan sulavasti koneesta ulos, ja samalla se jadhdytetadn. (Seppéalda 1997) Valmis aihio voidaan

pilkkoa halutun pituisiksi paloiksi.

4.2 Hajoamiskoesarja

Luun kasvun stimulaation sek& maksimaalisen antibioottikapasiteetin hyddyntdmisen kannalta
olisi toivottavaa, etteivét kehiteltavat pelletit hajoaisi liian nopeasti tai hitaasti. Nopea hajoaminen ja
kasaan romahtaminen siind missa hidaskin hajoaminen vaikeuttavat antibioottien tasaista
vapautusta, mik& heikentdd pellettien tehokkainta odotettavissa olevaa bakteerieliminaatiota.
Antibioottivapautumisen toivotaan olevan mahdollisimman lineaarista maksimaalisen tehokkaan
bakterisidisen vaikutuksen takaamiseksi, ja pellettien tasainen hajoaminen ilman suuria
romahduksia edistaisi tdman tavoitteen saavuttamista. Tastéd syysta pellettikandidaattien hajoamista
tutkittiin hajoamiskoesarjan avulla. Antibioottien vapautumista tutkitaan erilliselld koesarjalla
tdman pro gradu -tyon ohjaajan omassa vaitoskirjatydssa (Ahola ym. 2011ab, kasikirjoitus).

Testattavien pellettikandidaattien rakenteen hajoamisen tasaisuutta ja nopeutta tutkittiin
standardisoiduilla hajoamiskoesarjoilla in vitro pitdmalla niitd useita viikkoja hydrolyysissa. Tassa
tutkielmassa hajoamiskoesarjat toteutettiin noudattamalla standardia 1SO 15814:1999(E) -
“Implants for surgery. Copolymers and blends based on polylactide. In vitro degradation testing”.
Standardi sopii hyvin varsinkin laktidipohjaisille kopolymeereille, ja testimetodit on spesifioitu
siten, etta niiden avulla voidaan maarittaa in vitro sellaisten yhdisteiden, joissa polylaktidin kanssa
esiintyy jotain tiettyd monomeeria, kuten e-kaprolaktonia, hajoamisnopeus sekd materiaalin
ominaisuuksien muutokset.

Hajoamiskoesarjassa tutkittiin edeltdvien kokeiden perusteella parhaimmiksi arvioituja
komposiittipellettivaihtoehtoja, joihin kuului yhteensd kuusi erilaista yhdistelm&a. Naissa PLCL
70/30 -pelleteissa oli joko 0, 50 tai 60 % TCP:a sek& antibiooteista joko rifampisiinia tai
siprofloksasiinia. Pelletit eroavatkin ulkonddllisesti paljolti TCP-erojensa vuoksi, silla kuten
kuvasta 8A nahdaan, sité rosoisempi niiden ulkopinta on mitd enemman niissa on TCP:a. Vdrieroja
voidaan alkuun n&hd& vain rifampisiinipelleteissa, joissa tummimpia ovat trikalsiumfosfaatittomat
pelletit. Pelletit, joissa oli 0 % TCP:a, toimivat lahinn& kontrolleina ja vertailukohteina alkukokeissa

parhaiten menestyneille kahdelle muulle pellettikomposiitille. Kutakin pellettikomposiittia oli
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kaytettavissd kahdesta eri aihiosta, joista kummastakin otettiin pellettejd rinnakkaisiin
hydrolyysinaytteisiin. Tallgin kuitenkin eri aihioiden pelletit pidettiin aina omissa pulloissaan, eika
eri aihioiden pelletteja sekoitettu keskendan hydrolyysipulloissa.

Hydrolyysissa kéaytettiin  1SO-standardin  mukaisesti  Sorensen-fosfaattipuskuria (liite 1).
Hydrolyysi suoritettiin siten, ettd kustakin pellettikomposiitista tehtiin kunkin aikapisteen alussa
viiden rinnakkaisen néytteen sarja. Kukin nayte koostui viidentoista pelletin otoksesta, jotka
laitettiin l&pinakyviin, ruskeisiin 25 ml:n hydrolyysipulloihin, joita pidettiin pienissa koreissa
lampdoinkubaattorissa (37 °C), joka samalla ravisteli niitd (100 rpm) vuorokauden ympari. Talla
menetelmalld oli mahdollista matkia kehossa vallitsevaa luonnollista ymparistoa.

ISO-standardin mukaisesti hajoamiskokeessa kaytettiin aikapisteita 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 ja 20
viikkoa. Pulloon laitettiin aina kerrallaan 20 ml Sérensen-puskuria, ja puskurit vaihdettiin aluksi
kahden pdivan valein johtuen alun nopeasta ladkevapautumisesta. Viiden viikon kohdalla
ladkevapautumiskokeiden perusteella (Ahola ym. 2011ab, kasikirjoitus) arvioitiin, ettd pelleteista
vapautuva antibioottiméaré oli véhentynyt jo sen verran, ettd vaihto voitiin harventaa kahteen
kertaan viikossa. Jélleen viiden viikon kuluttua voitiin jo harkita puskureiden vaihtamista vain
kerran viikossa. Noin kerran viikossa mitattiin aina myds naytteiden puskurin pH:ta, silla mikali
puskurin pH alkoi laskea liikaa johtuen polymeerin happamista hajoamistuotteista, vaihtovélia oli
taas tihennettava. Puskureiden vaihdossa kéytettiin suodatuskorkkia seka vesi-imua.

Hajoamiskoesarjan avulla pellettien asteittaista hajoamista eli massanmuutosta seurattiin
punnitsemalla niiden marké- ja kuivamassat aina hydrolyysin paatyttya. Kunkin aikapisteen lopussa
naytteet poistettiin hydrolyysista, minka jalkeen niista punnittiin markamassat vesiabsorption (WA)
selvittdmiseksi. Punnittaessa markamassoja pelletit Kkuivattiin ensin kevyesti pinnalta, jotta
mahdollinen ylim&&rdinen vesi saatiin poistettua. Méarkdmassojen punnituksen jalkeen pelletit
siirrettiin koeputkiin, jotka jatettiin kuivumaan ilman korkkeja pariksi paivéksi vetokaappiin.

Néaytteiden vesiabsorption laskemiseen kaytettiin seuraavaa kaavaa:

m, —m
Vesiabsorptio (WA) = % x 100 %
d

Taman jalkeen putket siirrettiin vakuumiin, jossa niitd pidettiin muutama pdivd ennen
kuivamassojen punnitusta. Kuivamassojen punnituksen jalkeen naytteet séil6ttiin korkitettuina seka
pussitettuina eksikaattorissa. Alku- ja kuivamassoja kayttden laskettiin naytteiden massanmuutokset

seuraavalla kaavalla;
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myg—m
Massanmuutos (%) = (dm—O) x 100 %
0

missé mo= alkuperdinen massa (mg), my,~= ndytteen mérkdmassa (mg) ja mqg= ndytteen kuivamassa

(mg).

4.2.1 Termogravimetrinen analyysi (TGA)

Hydrolyysiaikapisteiden kuivamassapunnitusten paatteeksi selvitettiin naytteiden TCP-pitoisuus
TGA  (termogravimetrinen  analyysi)-analyysilla.  N&din voidaan arvioida polymeerin
hajoamisnopeutta tutkimalla, kuinka suuri osa hydrolyysin pééatteeksi jaljella olevasta ndytteesta on
viela polymeerid. Kaésitys polymeerin hajoamisnopeudesta edesauttaa selittdmaan polymeerin
hajoamisnopeuden ja antibioottien tasaisen vapautumisen vélista suhdetta.

Termogravimetrinen analyysi (TGA) mittaa materiaalin massanmuutosta ajan tai lampdétilan
funktiona kontrolloidussa ilmavirrassa. Sitd kaytetadn yleensd materiaalin termisen stabiilisuuden
mittauksessa tai koostumuksen selvityksessd. TGA:a kaytetadan erittain yleisesti useiden erilaisten
tutkimusten vaiheissa, tuotekontrolleissa seké tuotanto-operaatioissa.

Tassé tyossa kaytettiin TGA Q500 -laitetta (TA Instruments, USA). Laitteessa on ulkoinen,
herkké alhaisen massan uuni, joka kuumentui Heat and hold -ohjelman (TA QSeries Q500-0567-
TGA Q500@Lab -ohjelma, TA Instruments, USA) mukaisesti portaittain 20 °C/ min kunnes
saavutti 650 °C:n l&mpotilan, mink& jélkeen néytettd pidettiin isotermisessd tilassa tassé
lampdtilassa kolmen minuutin ajan (yhden ajon kesto noin 37 minuuttia). Horisontaalisessa
puhdistuskaasusysteemissa (purge gas system) laitteessa kéytettiin typpeéd (vaa’an ilmavirta) seké
ilmaa (ndytteen ilmavirta). Poltettavaa naytettd kannatteli keraamisessa pannussa erittdin herkka
varsivaaka, joka tarkkailee ndytteen painon muutosta polttokokeen aikana. Kustakin
hydrolyysiaikapisteestd poltettiin aina kolme rinnakkaista naytepellettid (TGA kykenee ajamaan
aina yhden naytteen kerrallaan). Ajojen analysointiin kdytettiin Universal Analysis 2000 -ohjelmaa
(TA Instruments, USA).

Tyon tarkoituksena oli TGA:n avulla mitata naytteiden siséltaman B-trikalsiumfosfaatin (B-TCP)
massa, ja siten laskea hydrolyysissa hajonneen polymeerin osuus. Poltettaessa hydrolyysin
lapikayneita pelletteja niiden siséltdma orgaaninen aines eli polymeeri palaa pannulta pois, mutta

TCP jaa jaljelle.
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4.3 Fosfaatin vapautuminen
4.3.1 Materiaalit

Poly(L-laktidi-ko-g-kaprolaktoni) 70/30 (PLCL 70/30), (Purac Biochem, Alankomaat)
B-trikalsiumfosfaatti (B-TCP) (huokoskoko alle 38 um; Plasma Biotal, I1so-Britannia)
Tris-puskuri, ks. liite 1

Asetaattipuskuriliuos, ks. liite 1

1 % L(+)-askorbiinihappoliuos, ks. liite 1

1 % ammoniumheptamolybdaattiliuos, ks. liite 1

4.3.2 Taustaa

Tassa tutkielmassa testattavien, antibioottia vapauttavien pellettien yksi tdrked rakenneosa on [3-
trikalsiumfosfaatti (B-TCP), jonka ansiosta pelletit muistuttavat enemmaén oikeaa luuta. Kéytetystéa
polymeeristd tiedetddn, ettd sen moolimassassa tapahtuu suuria muutoksia jo parin viikon
hydrolyysin aikana, mutta B-trikalsiumfosfaatin hajoamista ei tunneta kovin hyvin. -TCP:n oma
hajoamisnopeus olisi oleellinen tieto néiden pellettien kannalta, silla B-TCP:n toivotaan jaavan vield
paikalleen polymeerin hajottua ja antibiootin vapauduttua toimimaan osteokonduktiivisena alustana
luusoluille. Kirjallisuudesta on saatu viitteitd, ettd B-TCP pysyy tarpeeksi pitkd&n vaurioissa ja
tukee hyvin osteogeneesid (Anker ym. 2005, Arai ym. 2005, Kalita ym. 2007), mutta testattavat
pelletit ovat ainutlaatuisia implantteja vailla verrattavissa olevia kanssatuotteita. N&in ollen
katsottiin tarpeelliseksi suorittaa erillinen fosfaatinhajoamiskoesarja.

Fosfaatinvapautumiskoe suoritettiin eurooppalaisen standardin EN 1189:1996 — ”Veden laatu.
Fosforin maaritys spektrometriselld ammoniummolybdaattimenetelmalld.” — mukaisesti. Standardi
on kehitetty veden laadun mittaamista varten, ja siind kuvataan ortofosfaatin madritysta
spektrometriselld ammoniummolybdaattimenetelmalld. Standardin mukaan menetelméllda voidaan
maarittaa fosfaattipitoisuudet alueella 0,005-0,8 mg/I naytteitd laimentamatta.

Fosfaatinvapautumissarjan periaatteena on, ettd p-TCP:n hajotessa puskuriin vapautuu
ortofosfaatti-ioneja (PO4>). Nama ionit muodostavat happamassa liuoksessa molybdaatti- ja
antimoni-ionien kanssa antimonifosfomolybdaattikompleksin, jonka askorbiinihappo pelkist&é
voimakkaan siniseksi. Tdman kompleksin absorbanssi voidaan mitata ja mé&arittdd vapautuneen

fosfaatin pitoisuus ndytteiden puskurissa seké sitd kautta pelleteistd hajonneen 3-TCP:n maara.
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4.3.3 Standardisuoran teko

Alkuun ennen varsinaisen fosfaatinvapautumissarjan aloittamista tehtiin standardisuora, jolla
testattiin menetelmén toimivuutta ja jota kaytetddn lopullisten tulosten analysoinnissa.
Standardisuoraa varten valmistettiin kaliumdivetyfosfaatista (KH,PO4; J.T. Baker, Alankomaat)
fosfaattia sisaltdva P-standardiliuos (P.= 1,594 mg/ml), josta laimentamalla 1/50 valmistettiin
mittauksissa kaytettdva P-kantaliuos (P.= 31,86 pg/ml). Kantaliuosta kéytettiin standardinaytteiden

valmistuksessa taulukon 1 mukaisesti:

Taulukko 1. Standardisuoraan kaytettyjen standardindytteiden valmistuksessa kaytetyt laimennokset.
Standardinaytteiden

S Qi V(P-kantaliuos) (ml) V(vesi) (ml)
kontrolli 8.0
0,27 0.1 79
0,67 0,25 7,75
1,33 0,5 75
2,66 1,0 70
3,99 15 6.5
5,32 2.0 6.0
6,66 25 5.5

Kokeissa kaytettiin ainoastaan analyysipuhtaita reagensseja ja valineitd, jotta ympériston
minimaalisimmatkin  fosfaattimadrat  ovat  merkityksettomid  verrattuina  mitattaviin
konsentraatioihin. Lasiset valineet, kuten koeputket ja mittapullot, pestiin tastd syysta aina ennen
kayttod 2 M HCI-liuoksella. Taulukossa 1 mainitut madrét tislattua vettd ja P-kantaliuosta
pipetoitiin lasisiin, HCI-pestyihin 20 ml:n koeputkiin. Kullekin naytepitoisuudelle valmistettiin
kaksi rinnakkaista ndytettd. EN-standardin mukaisesti laadittujen ohjeiden perusteella kuhunkin
naytteeseen liséttiin seuraavaksi:

o 2 ml asetaattipuskuriliuosta

o 1 ml 1 % askorbiinihappoliuosta

o 1 ml 1 % ammoniumheptamolybdaattiliuosta
Kunkin lisdyksen jalkeen putkia vorteksoitiin huolellisesti. Standardindytteiden annettiin seista
huoneenlammaossa 40 minuuttia ennen mittausta. Tand aikana naytteiden vérissa tapahtui muutoksia

siten, ettd laimeimman fosfaattipitoisuuden putkissa liuos oli haalean sinertdvad, kun taas
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vahvimmassa pitoisuudessa véri oli tummansininen. Standardiliuosten absorbanssit mitattiin
aallonpituudella 700 nm Unicam UV 500 -spektrometrilla (ThermoSpectronic, Cambridge, Iso-
Britannia). Tulosten perusteella pystyttiin piirtdmé&an kuvan 10 mukainen standardisuora, joka on

erittain lineaarinen (R?= 0,9996) ja soveltuu mittausten tulosten arviointiin.

1
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Absorbanssi

Pitoisuus (pg/ml)

Kuva 10. Fosfaatinvapautumissarjan standardisuora, jonka avulla méaéritettiin  tutkittujen naytteiden
fosfaattipitoisuuksia.

4.3.4 Koesarjan teko ja kokeen suoritus

Varsinaisessa fosfaatinhajoamiskoesarjassa kéytettiin Bioretec Oy:n tiloissa valmistettuja,
antibiootittomia, steriloituja ja eri pitoisuuksissa TCP:a siséltdvia PLCL 70/30 -pelletteja, joita
pidettiin hydrolyysissa korkitetuissa, muovisissa 12 ml:n putkissa koko tutkielman teon ajan.
Hydrolyysipuskurina kaytettiin fosfaatitonta, lampétilariippuvaista Tris-puskuria (liite 1), jonka
méaaréd kussakin putkessa oli 10 ml. Testiryhmissa — jotka koostuivat 10, 20, 35 tai 50 %:a TCP:a
sisaltavistd PLCL 70/30 -pelleteistd — oli kussakin viisi rinnakkaista putkea, joista jokaisessa oli 15
kpl pellettejd. Kontrolleina kokeessa kéytettiin yhdessa putkessa puhdasta Tris-puskuria, jonka
avulla valmistettiin aina pohjaviiva UV-mittauksia varten. Liséksi kahteen putkeen laitettiin
kumpaankin 15 kpl 0 % TCP:a siséltavia pelletteja. Niiden avulla pyrittiin osoittamaan, ettei TCP:a
sisaltamattomista pelleteistd vapaudu fosfaattia. Kolmeen putkeen punnittiin lisaksi puhdasta TCP-
jauhetta sen verran, ettd mé&éra vastasi massaltaan noin viittatoista pellettid. Niiden avulla pystyttiin

vertailemaan puhtaan TCP-jauheen hajoamista pellettimuodossa oleviin.
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Puskurin pH:n muutoksia seurattiin viikoittain tai mittausten yhteydessa. Alkuun fosfaatin
madrityksia suoritettiin kahden viikon vélein, silla esikokeissa oli todettu, ettei fosfaattia ainakaan
alkuun tule vapautumaan nopeasti. Kymmenen viikon kohdalla mittausvalia oli pakko tihentaa
kahteen kertaan viikossa pH:n alkaessa laskea. Naytteiden puskurit vaihdettiin aina vasta mittausten
jalkeen. TCP-jauheputkista puskuri poistettiin pipetoimalla varovaisesti, silla irtonaista jauhetta
leijui aina puskurissa, eiké kaikki pakkautunut pohjalle. Liian jauheen poistumista pipetoinnissa
yritettiin estad sentrifugoimalla putkia nopeasti (2 min, 5000 xg; Hettich Universal 320R, Iso-
Britannia), mutta se ei yleensd auttanut merkittdvasti. Muiden putkien puskurit vaihdettiin
kaatamalla puskuri varovasti pois ja koputtamalla jéljelle jd&neet pisarat ulos paperia vasten.

Mittauksia varten kustakin ndyteputkesta otettiin 1 ml puskuria, joka siirrettiin HCI-pestyyn 20
ml:n analyysiputkeen. Néaytteet laimennettiin lisaédmalla 7 ml tislattua vettd, mink& jéalkeen
reagensseja lisattiin kuten edelld standardisuoran yhteydessd on selostettu. Jokaisen lisdyksen
jalkeen liuoksia niin ikdan vorteksoitiin nopeasti. Lisdysten jalkeen putket saivat seisoa
huoneenldammaossé reilut 40 minuuttia, minka aikana mitattava sininen kompleksi ehti muodostua.
Néaytteiden absorbanssit mitattiin aallonpituudella 700 nm Unicam UV 500 -spektrometrilld
(ThermoSpectronic, Cambridge, Iso-Britannia). Mittauksia késiteltiin VisionPro 2.03 -ohjelmalla

(ThermoSpectronic, Cambridge, Iso-Britannia).

4.4 Estorengaskokeet
4.4.1 Materiaalit

15 ja 80 % glyseroli, ks. liite 1

Ampisilliini (Sigma-Aldrich, Kiina)

Erytromysiini (Sigma-Aldrich, Kiina)

Gentamysiinisulfaatti (Sigma-Aldrich, Kiina)

2 M glukoosi, ks. liite 1

Isopropyyli-p-D-tiogalaktopyranosidi IPTG (C9H1305S), dioksaaniton (Fermentas, Liettua)
Kasvatusmediumit (LB, SB, SOC) ja agarit, ks. liite 1

4.4.2 Taustaa

Tassé tutkielmassa kéytettyja pelletteja on lopulta tarkoitus kéyttaa luumatébakteerien tuottamien
vaurioiden hoitoon siten, ettd niiden sisdltdma B-TCP indusoisi osteogeneesid. Kuitenkin toinen,

aivan yhtd tdrkeda tavoite ennen kuin ensimméinen voi edes toteutua, on luumatdbakteerien
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tappaminen vauriopaikoilta. Jotta tdhén tavoitteeseen pééstéisiin, valittujen antibioottien on oltava
tarpeeksi tehokkaita tappamaan luumétébakteereja laajassa skaalassa ja kyettava diffundoitumaan
pelleteistd tarpeeksi suurina maarina koko infektoituneelle alueelle.

Estorengaskokeet ovat bakteerien avulla reaaliajassa suoritettavia kokeita, joissa luminesoivia
bakteereja hyddynnetédén antibioottivasteiden havainnollistamisessa sekd kuvantamisessa. Néiden
kokeiden tarkoituksena on tutkia antibioottien diffuusioalaa bakteerimaljoilla sek& havainnollistaa
valittujen antibioottien tehokkuutta bakteerien tappamisessa. Ndin saadaan tietoa antibioottien
tehokkuudesta sekd kyetddn arvioimaan, riittdvatkd vapautuvat madrdt tappamaan bakteereita
tarpeeksi tehokkaasti. Estorengaskokeita on toteutettu ennenkin, mutta yleensa kyseessé on ollut
antimikrobiaaliseen aineeseen kastetun objektin (Yim ym. 2007, Mesak ym. 2008, Al-Kassas & El-
Khatib 2009) tai antibioottia vapauttavan ruuvin (Ashammakhi ym. 2006, Greene ym. 2008) asetus
keskelle kasvatusmaljaa, joka on yksinkertaisesti jatetty poydélle esimerkiksi yon ajaksi. Aamulla
paljaalla silmélla on kyetty havaitsemaan, kuinka suurelta alueelta objektin ymparilta bakteerit ovat
kuolleet. Tassa tutkimuksessa kaytetty bioluminesenssikoeasettelu on aivan uusi menetelma
bakteerien reaktion reaaliaikaisessa havainnoinnissa. Mittaamalla luminesenssieroja kokeiden
aikana voidaan tulevaisuudessa kyeta péaattelemdan nykyisia menetelmia enemman bakteerien
antibioottivasteista sekd antibioottien diffuusiosta in vitro.

Estorengaskokeisiin valikoitiin luumadan yleisimpid aiheuttajabakteereita (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa) seké kontrollibakteeri (Escherichia
coli), joka kuuluu myoés harvinaisiin osteomyeliitin aiheuttajiin. Kaytetyt bakteerit eivat kuuluneet

patogeenisiin kantoihin.

4.4.3 Antibioottipellettien hydrolyysi

Kolmasosassa estorengaskokeista tutkittiin niin sanotusti raakoja pellettejd, eli suoraan
tuotannosta  tulleita, steriloituja  ja  leikkauskéyttoon  valmiita  siprofloksasiini-  ja
rifampisiinipellettejd, jotka otettiin esiin vakuumista aina varsinaisena koepdivand ja laitettiin
levyjen kuoppiin sellaisinaan. Né&in saatiin stimuloitua pellettien toimintaa ajanhetkend, jolloin ne
on juuri laitettu leikkauksen jalkeen luumé&dan jattdmiin vauriokohtiin. Samalla oltiin kuitenkin
kiinnostuneita tilanteesta, jossa leikkauksesta ja pellettien asennuksesta on kulunut jo aikaa, kuten
viikko tai kaksi, jolloin kehon nesteiden aloittama hydrolyysi on vapauttanut suurimmat
antibioottipurkaukset pellettien pintakerroksista ja antibioottivapautumisen pitéisi olla tasoittunut.
Antibiootinvapautumisen pitéisi esitutkimusten mukaan tasoittua viikon kuluttua, joten bakteereilla

suoritettiin - tutkimussarja, jossa kaytettiin viikon ajan ennen kuvauslevyjen valmistusta
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hydrolyysissa olleita pelletteja. Liséksi haluttiin viel& nahda, riittddkoé vapautuva antibiootti vield
kahdenkin viikon hydrolyysin jalkeen tappamaan bakteereja, joten toisia pelletteja pidettiin kaksi
viikkoa hydrolyysissa.

Hydrolyysia simuloitiin in vitro pitdmalla pelletteja muovisissa, 12 ml:n putkissa (37 °C, 100
rpm) Soérensen-puskurissa (liite 1). Hydrolyysipuskuri (10 ml) vaihdettiin aina kolmen paivén
valein. Hydrolyysissa eri antibioottia sisaltdvat pelletit pidettiin aina omissa putkissaan. Samoin
kontrollit lapik&vivat saman hydrolyysin ennen kayttd, ja niitakin pidettiin omissa putkissaan.
Kontrolleina kéytettiin PLCL 70/30 -pelletteja, joissa oli 50 % TCP:a, muttei antibiootteja (kuva
8B). Koemenettelyissa noudatettiin laktidipohjaisille polymeereille sek& kirurgisiin tarkoituksiin
suunnitelluille implanteille kohdennettuja standardeja 1SO 15814:1999(E) (Implants for surgery —
Copolymers and blends based on polylactide — In vitro degradation testing) seka 1ISO/DIS 13781

(Poly-L-lactide resins and fabricated forms for surgical implants — in vitro degradation testing).

4.4.4 Bakteerit ja plasmidit

Professori Matti Karpin johtamalta ryhmalta kemian ja biotekniikan laitokselta Tampereen
teknilliselld yliopistolla (TTY) saatiin kaksi valmista, luminesenssigeenida kantavan plasmidin
sisaltdvad bakteerikantaa (Pseudomonas aeruginosa PAO-LAC ja Staphylococcus aureus 8235-4).
Koska kokeet oli tarkoitus suorittaa neljalla eri bakteerikannalla, loppuihin oli siirrettava
luminesenssigeenin siséltava plasmidi. Escherichia coli K12 saatiin professori Karpin ryhmalta ja
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 Bioretec Oy:ltd. Escherichia coli K12:een siirrettiin
elektroporaatiossa pCGLS-1-plasmidi (Frackman ym. 1990) ja Pseudomonas aeruginosa PAO-
LAC kantoi siséllaéan pUCP24GW-plasmidia (Moir ym. 2007). Staphylococcus aureus 8235-4:11a
oli jo ja Staphylococcus epidermidis ATCC 14990:een siirrettiin elektroporaatiossa pAT19-hlaP-
lux-frp—plasmidi.

pAT19-hlaP-lux-frp on taysin uusi, julkaisematon plasmidi, josta ei ole toistaiseksi olemassa
kirjallista viitettd. Runkona toiminut pAT19-plasmidi (6,6 kB) on sen sijaan vanha,
liilkkumiskykyinen sukkulavektori, joka koostuu pUC- ja pAM-beta-1-plasmidien replikaatio-
origoista, niin  grampositiivissa  kuin  -negatiivisissa  bakteereissa  ekspressoituvasta
erytromysiiniresistenttiyttd koodaavasta geenistd, IncP-plasmidi RK2:n transferiorigosta seka
pUC19-plasmidin multippelista kloonausalueesta ja lacz-alfa—reportterigeenistd. (Trieucuot ym.
1991) pAT19-plasmidit seké& sen rekombinanttiderivaatat ovat olleet hyvin tehokkaita geneettisen

materiaalin siirtdmisessd. pAT19-hlaP-lux-frp (13936 bp) siséltdd mm. 905-emdsparin hla-
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promoottorin, joka saatelee lux-operonin (5501 bp) ja frp-geenialueen (745 bp) toimintaa. Naita

kumpaakin tarvitaan bioluminesenssin tuotossa.

4.4.5 Elektrokompetentit solut ja niiden valmistus Staphylococcus epidermidikselle

Solujen kompetenttius tarkoittaa sitd, ettd solut kykenevét ottamaan sisdénsd eksogeenista
geneettista materiaalia ja l&pikdymaan transformaation. (Eynard & Teissié 2000)
Elektrokompetenttien solujen elektropermibilisaatiota on pyritty parantamaan niin, ettd ne voivat
ottaa sisadnsa sahkoisesti varautunutta geneettistd materiaalia, kuten DNA:ta. T&lloin soluja on
kasitelty siten, ettd niiden pinnalle kertyisi mahdollisimman suuri konsentraatio plasmidia, mink&
on todettu parantavan transformaatiotehokkuutta. (Eynard & Teissié 2000) Elektrokompetentit solut
ovat yleensa nuoressa kasvuvaiheessa olevia bakteerisoluja, silla nuorista, nopeasti kasvavista log-
vaiheen soluista saadaan tehokkaampia kompetentteja soluja kuin vanhoista. Elektrokompetenttien
solujen transformaatiotehokkuus on paljon suurempi kuin késittelemattémien, joskin tehokkuuteen
voi vaikuttaa suuresti myds mm. plasmidin koko, alkuperé seka rakenne. (Eynard & Teissié 2000)
Ennen plasmidin siirtoa elektroporaatiolla oli valmistettava elektrokompetentteja bakteerisoluja. E.
coli oli ainoa, josta oli jo olemassa elektrokompetentteja soluja, mutta S. epidermidiksesta oli
valmistettava vastaavat solut.

Alkuun S. epidermidista kasvatettiin maljoilla yon yli 37 °C:ssa. Seuraavana paivana maljoilta
otettiin yhdet pesakkeet, jotka siirrettiin kasvatusputkiin (5 ml LB-mediumia, ei antibioottia)
kasvamaan kolmeksi tunniksi (37 °C, 300 rpm). Kasvaneista putkista otettiin yksi, jonka sisaltd
siirrettiin 250 ml:n erlenmyeriin, jossa oli 45 ml SB-mediumia (liite 1) sekd 20 mM glukoosia.
Pullon suu suljettiin 16yhasti foliolla ja sen annettiin kasvaa aluksi parin tunnin ajan (37 °C, 300
rpm) ennen ODggo-mittausta. Tarkoituksena oli saavuttaa log-vaihe, jolloin ODgg olisi suhteellisen
alhaalla (0,7-0,9). Noin neljan tunnin jalkeen ODggo oli tarpeeksi koholla (0,9), joten kasvatus
lopetettiin ja pullo siirrettiin jadhauteeseen 15 minuutiksi. Kasvatus jaettiin jddinkubaation jalkeen
15 ml:n erissé 50 ml:n autoklavoituihin sentrifuugiputkiin, joita fuugattiin 13 minuuttia 1500 xg
(korkean suoritustehon sentrifuugi Avanti® J-301, Beckman Coulter Oy, USA/Irlanti). Roottoria
(JA-25.50 fixed angle 34°, 8-paikkainen) oli pidetty yon yli jaddkaapissa, jotta lampétila sentrifuugin
sisalld ja roottorissa pysyisivat mahdollisimman alhaalla (+3 °C). Fuugauksen jalkeen supernatantit
kaadettiin varovasti pois ja yhteen putkeen lisdttiin 35 ml kylmad 15 % glyserolia. Putkea ei saanut
ravistaa, joten solupelletin suspensoimiseksi putkea sekoitettiin varoen edestakaisin lavuaariin
tehdyssé jad&hauteessa. Odottavia putkia pidettiin koko ajan jéilla. Solujen suspensoiduttua liuos

siirrettiin seuraavaan putkeen ja menetelma toistettiin.
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Kun kaikki solut olivat samassa putkessa, putkea fuugattiin 13 minuuttia 1500 xg. Jélleen
supernatantti kaadettiin pois, 20 ml 15 % glyserolia liséttiin solujen paalle ja solut suspensoitiin
jadhauteessa sekoittamalla. Soluja fuugattiin jalleen 13 minuuttia 1500 xg ja supernatantti kaadettiin
pois. Solujen paélle lisattiin 10 ml 15 % glyserolia ja soluja suspensoitiin jadhauteessa sekoittaen.
Uuden fuugauksen (13 minuuttia 1500 xg) jalkeen supernatantti kaadettiin pois ja 10 ml 15 %
glyserolia lisattiin putkeen. Jailla suspensoimisen jalkeen putken annettiin seistd pari minuuttia
jailla ennen uutta fuugausta (14 min 1500 xg).

Viimeisen fuugauksen jalkeen supernatantti kaadettiin pois siten, ettd pari millia jéi viela jaljelle.
Muodostunut pelletti suspensoitiin tdhan jéljelle jad&dneeseen supernatanttiin jadhauteessa sekoittaen.
Soluseoksesta jaettiin 40 pl:n erdt jailla esikylmennettyihin 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin, jotka
séilottiin pakkaseen (-80 °C) odottamaan elektroporaatiota.

4.4.6 Plasmidin eristys

pCGLS-1-plasmidia (Frackman ym. 1990) oli valmiina ennestédén pakkasessa Escherichia colin
elektrokompetenttien solujen elektroporaatiota varten, mutta pAT19-hlaP-lux-frp—plasmidi oli ensin
eristettdva toisesta bakteerista ennen kuin sita voitiin kéyttdad Staphylococcus epidermidiksen
elektroporaatioon. Plasmidi eristettiin Escherichia coli XL1 -kannasta, joka kantoi tarvittavaa
pAT19-hlaP-lux-frp—plasmidia. Vastaavaa plasmidia kantoi ennestdan myos moni Staphylococcus
aureus -kanta, mutta plasmidin eristdmista E. colista pidettiin helpompana vaihtoehtona.

E. coli XL1 pAT19-hlaP-lux-frp -kantaa kasvatettiin alkuun LB-maljoilla kovassa
valintapaineessa (250 pg/ml erytromysiinid) yon yli 37 °C:ssa. Seuraavana péaivana
luminesenssikameran avulla maljalta etsittiin luminesoivia pesakkeitd, joista siirrettiin muutama
kasvamaan yon yli (37 °C, 300 rpm) kasvatusputkiin (5 ml LB, 5 pg/ml erytromysiinid).
Seuraavana paivana plasmidi eristettiin bakteerisoluista kayttamalla QlAprep® Spin Miniprep Kit
(250) -kitin (Qiagen, USA) protokollaa. Eristetty plasmidi séil6ttiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin 50
pl:n erissé pakkaseen (-80 °C).

4.4.7 Elektroporaatio

Elektroporaatio on erittdin tehokas keino saada DNA:ta tai muuta geneettistd materiaalia, kuten
plasmideja, transfektoitua solujen kalvojen l&pi. Biokalvojen ja -seindmien pintaan muodostuu
lapaisevyyttd parantavia, hetkellisia reikid, kun ne altistetaan lyhytaikaisille séhkdpulsseille, jotka
eivat kuitenkaan vahingoita kalvorakenteita. (Neumann ym. 1982, Schenk & Laddaga 1992)
Elektronisesti aiheutettu hetkellinen ldpdisevyyden lisddntyminen johtaa materiaalin vaihtoon
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kalvojen puolelta toiselle. Elektroporaatio voi olla luonteeltaan joko téysin epdspesifinen
kalvoprosessi, tai sitten korkea sahkokenttd aktivoi solujen pinnoilla olevat permeaasit. Geneettisen
materiaalin adsorboituminen solujen pinnoille on keskeinen tapahtuma, jotta materiaali saadaan
transfektoitua. Adsorptioon ja siten elektroporaation onnistumiseen vaikuttaa myos divalenttien
ionien esiintyminen, silla ionit voivat edistdd DNA:n tarrautumista solujen pinnoille, jolloin ne ovat
erittdin hyvissé asemissa padsemassé solujen sisddn pulssinannon yhteydessa. Liian suuri maaré
ioneja voi kuitenkin myos vahentéa tai tdysin estad transfektion onnistumisen. (Neumann ym. 1982)
Bakteerien elektroporaation tekee haastavaksi niiden jaykka, peptidoglykaaneista koostuva
soluseind, joka suojaa niitd ymparistolta. Juuri tatad pidetddn syyna siihen, ettd gramnegatiivisten
solujen transformaatiotehokkuus on parempi kuin grampositiivisten (Schenk & Laddaga 1992).
Elektroporaatiotehokkuus voi siten vaihdella bakteereittain, ja bakteerien kohdalla sahkopulssit
ovatkin usein voimakkaampia kuin tavallisilla eldinsoluilla kaytetyt. Onnistumiseen vaikuttavat

keskeisesti niin solurakenne, plasmidin koko kuin solujen maarakin.

4.4.7.1 Escherichia coli

Escherichia colin elektroporaatiossa elektrokompetentit solut ja pCGLS-1-plasmidi sulatettiin
jailla. Myos elektroporaatiokyvetti (Electroporation cyvette 1 mm, Genesee scientific, Kalifornia,
USA) esiviilennettiin jailla (+4 °C). Plasmidiputkesta pipetoitiin 1 pl elektrokompetenttien solujen
(40 pl) putkeen, missd seosta sekoitettiin varovasti pipetin karjelld, muttei vedelty edestakaisin.
Koko seos siirrettiin nopeasti pipetoimalla elektroporaatiokyvetin uraan reunaa myoéten valuttaen.
Kyvettid kopautettiin nopeasti pari kertaa, jotta mahdolliset ilmakuplat saatiin poistettua. Kyvetti
laitettiin Micropulseriin (Bio-Rad, Kalifornia, USA), jolla sille annettiin Ecol-ohjelman mukainen
sahkdisku (1,5 kV). Aikavakio (3,2 ms) indikoi, ettd plasmidin transfektio oli onnistunut. Kyvetti
irrotettiin pulssin jalkeen nopeasti koneesta ja sen sisééan pipetoitiin 1 ml 37-asteista SOC-mediumia
(liite 1). Liuosta vedeltiin kyvetissd edestakaisin muutaman kerran, kunnes se siirrettiin
kokonaisuudessaan 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen ja vietiin tunnin ajaksi inkuboimaan 37 °C:een.
Inkubaation jalkeen putkesta levitettiin 100 pl kasvamaan LB-maljalle (200 pg/ml ampisilliinia),
joka laitettiin kasvamaan yon yli 30 °C:een. Seuraavana péivand maljaa tarkasteltaessa siihen oli
kasvanut muutamia  bakteeripesakkeitd, jotka luminesoivat tarkasteltaessa = Xenogen-
luminesenssikameran  (Caliper Life Sciences, USA/Saksa) alla. Pesédkkeistd otettiin
sekundaarimaljausta varten yksi, joka levitettiin uudelle ampisilliinimaljalle. Maljaa kasvatettiin
vield yon yli 30 °C:ssa. Tamén jalkeen luminesoivia pesékkeitd kaytettiin glyserolipreppien

valmistuksessa kaytettévien kasvatusten tekoon.
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4.4.7.2 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis oli vaikeampi bakteeri, johon sovellettiin hieman voimakkaampaa
elektroporaatiomenetelmdd. Staphylococcus epidermidiksen tapauksessa elektroporaatiokyvettia
(Electroporation cyvette 1 mm, Genesee scientific, Kalifornia, USA) ei viilennetty jailla, eika
elektrokompetentteja soluja sulatettu jailla. Plasmidit sen sijaan pidettiin koko ajan jailla. Schenk &
Laddaga (1992) ovat havainneet, ettd huoneenlampadisilla (+20 °C) soluilla ja kyveteilld saavutettiin
parempia transformaatiotuloksia kuin esiviilennetyilla. Liséksi heidan mielestdan plasmidin maaran
lisdédminen paransi huomattavasti elektroporaation tehoa, kuten myods voimakkaamman sahkdiskun
anto. Nain ollen eristettyd plasmidia pipetoitiin 2 pl elektrokompetenttien solujen (40 ul) sekaan ja
sekoitettiin varoen pipetin karjella vetelemattd edestakaisin. Seos siirrettiin nopeasti pipetoimalla
elektroporaatiokyvettiin valuttamalla varoen uran reunaa myoten. Kyvettia kopautettiin nopeasti
pOydéanpintaa vasten, jotta mahdolliset ilmakuplat saatiin pois. Kyvetti laitettiin Micropulseriin
(Bio-Rad, Kalifornia, USA), jolla sille annettiin 2,3 kV:n sdhkoisku. Aikavakio indikoi jélleen, ettd
elektroporaatio olisi onnistunut (5,90 ms). Kyvettiin solujen paalle pipetoitiin nopeasti 1 ml SOC-
mediumia, ja seosta vedeltiin muutamaan otteeseen edestakaisin, jotta solut sekoittuivat tasaisesti.
Seos siirrettiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen ja vietiin inkuboimaan tunniksi 37 °C:een. Inkubaation
jalkeen seoksesta levitettiin 100 pl LB-maljalle (5 pg/ml erytromysiinia), joka laitettiin kasvamaan
yon yli 30 °C:een. Elektroporaatio suoritettiin  myds toistamiseen toiselle erélle
elektrokompetentteja Staphylococcus epidermidis -soluja muuten samoin menetelmin, mutta

aikavakio oli tassa tapauksessa 5,80 ms.

4.4.8 Glyseroliprepit

Jokaisesta kaytettavasta bakteerista valmistettiin ensimmaisilla kasvatuskerroilla glyseroliprepit,
joista uudet maljaukset aina levitettiin kasvamaan. Tatd varten vanhoista, pakkasessa olleista
prepeista (vain S. aureus ja P. aeruginosa; E. colin ja S. epidermidiksen periaate sama, mutta prepit
valmistettiin vasta elektroporaatiota seuranneen kasvatuksen jalkeen) levitettiin kasvamaan LB-
agarmaljoille ja laitettiin yon yli 30 °C:een. Aamulla Xenogen-luminesenssikameran (Caliper Life
Sciences, USA/Saksa) avulla valittiin luminesoivat pesékkeet, jotka siirrettiin nestekasvatukseen (5
ml LB, bakteerikohtainen antibiootti) yon yli (30 °C, 300 rpm). Seuraavana péivana kasvatusten
luminesenssitaso tarkistettiin pipetoimalla 200 pl kasvatusta 96-kuoppalevylle (valkoinen, Geiner
Bio-One, Saksa) ja mittaamalla kasvatuksen luminesenssi Plate Chameleon™ multilabel counter

1.001 -laitteella (Hidex Oy, Turku, Suomi). Parhaimmista kasvatuksista valmistettiin uudet, naissa
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estorengaskokeissa kaytetyt glyseroliprepit 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin sekoittamalla 800 pl
kasvatusta ja 200 pl 80 % glyserolia. Prepit sdil6ttiin -80 °C:ssa, misté ne saatiin nopeasti kéyttoon
sulattamalla jailla. Kéyton jalkeen prepit laitettiin aina takaisin pakkaseen. Glyseroliprepit uusittiin

kolmen kuukauden kuluttua.

4.4.9 Bakteerien kasvatus

Bakteereita sailytettiin glyserolipreppeind -80 °C:ssa, mistd ne aina otettiin maljauksia varten
esiin. Prepistd levitettiin silmukkasauvan avulla bakteereita LB-agarmaljoille kasvamaan, mink&
jalkeen maljoja kasvatettiin yon yli 30 °C:ssa. Maljojen agariin oli lisatty valintapaineen
mahdollistavan, bakteerikohtaisen antibiootin lisdksi myos 0,2 % glukoosia (ei Staphylococcus
aureukselle). Kasvaneita maljoja kuvattiin aina seuraavana paivana Xenogen Vivo Vision IVIS®
Lumina® -kameralla (Caliper Life Sciences, Saksa) luminesoivien pesikkeiden havaitsemiseksi.
N&mé pesékkeet siirrettiin kasvatusputkiin, joita kasvatettiin yon yli (30 °C, 300 rpm).
Kasvatusputkissa oli pesékkeiden liséksi 5 ml LB-mediumia, mahdollisesti 0,2 % glukoosia seka
valintapainetta yllapitdva antibiootti. Seuraavana péivana kasvatusten luminesenssi mitattiin Plate
Chameleon™ multilabel counter 1.001 -laitteella (Hidex Oy, Turku, Suomi) kayttamalla MikrowWin
2000 versio 4.3 -ohjelmaa (Mikrotek Laborsysteme GmbH, Saksa), jotta kyettiin valitsemaan
parhaiten luminesoiva bakteerikasvatus estorengaslevyn valmistukseen. Mittausta varten
bakteerikasvatusta pipetoitiin 200 pl laitteeseen sopivalle 96-kuoppalevylle. Bakteerien
luminesenssitasot vaihtelivat kannoittain, eivatkd olleet sovellettavissa keskenddn levyjen

valmistuksessa.

4.4.9.1 Escherichia coli

Tassa tutkimuksessa kéytettiin Escherichia colin K12-kantaa, johon siirrettiin elektroporaatiolla
pCGSL-1-plasmidi (Frackman ym. 1990). Escherichia coli luminesoi aina LB-agarmaljalla hyvin.
Sen kohdalla maljojen agariin sekoitettiin 0,2 % glukoosia sekd 200 pg/ml ampisilliinia. E. coli oli
erittdin nopea kasvamaan, joten kasvatettaessa yon yli (30 °C, 300 rpm) sen kasvatusnesteeseen
(LB) ei lisatty glukoosia, vaan vain 200 pug/ml ampisilliinia. Talla ehkéistiin, ettei bakteeri paasisi
ylikasvamaan aamuun mennessd, jolloin luminesenssi voisi pudota liian alas. E. colille oli
tyypillista, etta tallaisenkin kasvatuksen jalkeen se luminesoi erittain vahvasti (noin 15-41x10°

counts), ja se oli kaikkein voimakkaimmin luminesoiva tutkittavista bakteereista.
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4.4.9.2 Staphylococcus aureus

Tassa tutkimuksessa kaytettiin Staphylococcus aureuksen 8325-4 -kantaa, johon oli siirretty
pAT19-lux-hlaP-frp—plasmidi. Staphylococcus aureus oli erittdin vaikeasti késiteltdva bakteeri, jota
oli vaikea saada luminesoimaan kunnolla. Lopulta usean kokeilun jalkeen onnistuttiin kehittamaan
kasvatusmenetelmd, jonka ansiosta S. aureuksen luminesenssitaso nousi &killisesti verrattuna
ensimmaisiin yrityksiin. Aluksi bakteerit maljattiin normaaliin tapaan LB-agarmaljoille, joihin oli
kaytetty 5 pl/ml erytromysiinid, muttei glukoosia. Maljat laitettiin kasvamaan yén yli noin
viideksitoista tunniksi (30 °C, 300 rpm), minka jalkeen luminesoivat bakteeripesékkeet siirrettiin
kasvatusputkiin LB-nesteeseen (ei glukoosia, 5pg/ml erytromysiinia), ja niitd kasvatettiin kuuden
tunnin ajan korkeammassa lampdtilassa (37 °C, 300 rpm). Menetelman huomattiin auttavan S.
aureusta saavuttamaan siedettdvassd ajassa sille optimaalisen solutiheyden, jossa se pystyi
luminesoimaan Kkiitettdvasti (ODgoo ~ 1,3). Kuuden tunnin jalkeen mitattaessa kasvatusten
luminesenssi oli poikkeuksetta parhaimmillaan aina 1-1,8x10° countsia, mika oli lahes
kaksikertainen tehokkuus verrattuna ensimmaisiin kasvatuksiin. Tamé& luminesenssivoimakkuus

riitti erittdin hyvin S. aureuksen kohdalla pitdmaan valoa ylla tehtdessa kuvauslevyjé.

4.4.9.3 Pseudomonas aeruginosa

Tassa tutkimuksessa kaytettiin Pseudomonas aeruginosan PAO-LAC -kantaa, johon oli siirretty
pUCP24GW-plasmidi (Moir ym. 2007). Pseudomonas aeruginosa oli alkuun erittdin vaikea
bakteeri, sill4 sitdkin oli S. aureuksen tapaan vaikea saada luminesoimaan levylla. Optimaalinen
kasvatusmenetelmé ldydettiin kuitenkin nopeasti. Kasvatettaessa LB-agarmaljoilla P. aeruginosan
kohdalla kaytettiin 0,2 % glukoosia, 1 mM isopropyyli-p-D-tiogalaktopyranosidia (IPTG) seka 10
pg/ml gentamysiinid. IPTG on laktoosin analogi, joka inaktivoi lac-repressorin. Sitd kdytetddn
indusoimaan lac-operonin kontrollin alla olevien kloonattujen geenien ekspressiota.

P. aeruginosaa kasvatettiin aina yon yli (30 °C, 300 rpm) LB-mediumissa (ei glukoosia, 1 mM
IPTG, 10 pg/ml gentamysiinid). Aamulla kasvatusten luminesenssitasot mitattiin Plate
Chameleon™ -laitteella (Hidex Oy, Turku, Suomi). Parhaiten luminesoivaa P. aeruginosa -
kasvatusta laimennettiin 1/50 (5 ml LB, 0,2 % glukoosia, 1 mM IPTG, 10 pg/ml gentamysiinid), ja
laimennoksen annettiin kasvaa kolme tuntia (37 °C, 300 rpm). Tamén jalkeen kasvatus oli aina
haaleampaa kuin aamulla, jolloin se oli aina vdistdmattda ollut sameaa, ja mitattaessa
luminesenssitaso oli noin 1,1-2,3x10° countsia. Kun tatd kasvatusta Kkaytettiin kuvauslevyn

valmistuksessa, kuopat luminesoivat aina hienosti.
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4.4.9.4 Staphylococcus epidermidis

Tassa tutkimuksessa kaytettiin Staphylococcus epidermidiksen ATCC 14990 -kantaa, johon
siirrettiin elektroporaatiolla pAT19-hlaP-lux-frp—plasmidi. Staphylococcus epidermidis oli hyvin
helppokéayttdinen bakteeri. Se kasvoi aina erinomaisesti LB-agarmaljoilla, joilla kaytettiin sen
tapauksessa 0,2 % glukoosia ja 5 pg/ml erytromysiinia. Maljoja kasvatettiin aina yon yli noin
kuusitoista tuntia 30 °C:ssa. Kasvatettaessa LB-nesteessa huomattiin, ettd S. epidermidiksen
luminesenssitaso tuli paremmaksi, jos sen annettiin kasvaa glukoosin kanssa. Tastd syysta
kasvatusputkissa LB-kasvatusnesteeseen lisattiin aina 0,2 % glukoosia seka 5 pg/ml erytromysiinia,
minka jalkeen putkien annettiin kasvaa yon yli (30 °C, 300 rpm). Toisin kuin esimerkiksi S.
aureuksen tapauksessa, glukoosi ei vaikeuttanut S. epidermidiksen valon tuottoa ollenkaan, eika E.
colin tapaan lisannyt héiritsevasti sen kasvutiheyttd. Mitattaessa aamulla kasvatusten luminesenssi
oli aina noin 1,1-2,3x10° countsia, joten S. epidermidista voitiin kayttaa suoraan yon jalkeen

kuvauslevyjen tekoon.

4.4.10 Kuvauslevyjen valmistus

Estorengaskokeiden kuvauksissa kaytettiin tavallisia 6-kuoppalevyja (Falcon®, Becton
Dickinson, USA). Ne valittiin, koska niitd pidettiin tehokkaimpana sekd kaytannollisimpéana
ratkaisuna. Suuria, pyoreitd viljelymaljoja ei haluttu kéyttdd niiden suuren koon ja hitaan
kayttotehokkuuden vuoksi (yksi pelletti per ajo), kun taas 96-kuoppalevyjen kayttd olisi ollut
hyvinkin nopeaa. Niiden kuopat ovat kuitenkin tilavuudeltaan niin pienid, etté jo pelkké& pelletti olisi
vienyt suurimman tilan, eikéd estorenkaiden muodostusta olisi ollut helppo seurata. Tasta syysta
paatettiin, ettd kokeet on helpointa suorittaa 6-kuoppalevyilld, joihin saatiin yhtd aikaa useampi
rinnakkainen niin kontrolleista kuin naytteista ajoon.

Levyjen valmistuksen alussa kuoppien pohjaan valettiin 2 ml paksua agarmediumia (liite 1),
jonka jaahdyttya (noin 5 min) kuoppien keskelle aseteltiin naytepelletit siten, ettd kolmeen
kuoppaan tuli antibioottipelletti ja kolmeen kontrollipelletti. Seuraavaksi sekoitettiin kuumaan, noin
50-asteiseen pehmeé&én agariin (7 ml; liite 1) tutkittavat bakteerisolut, bakteerikohtainen antibiootti
sekd 0,2 % glukoosia (ei Staphylococcus aureukselle). Tarvittava bakteerimééra arvioitiin aina
kasvatusten luminesenssitasojen perusteella. Seosta vorteksoitiin nopeasti, jotta bakteerit leviéisivat
tasaisesti. Vorteksoinnin jalkeen agarseoksesta pipetoitiin kuoppiin kerros, joka ymparoi pelletit.
Agarseosta pipetoitiin - per kuoppa aina 1 ml Kkasvatettuna per kuoppa tarvittavalla
bakteeriliuostilavuudella, jonka méaara vaihteli 60-500 pl:n vélilla bakteerista riippuen. Kerrosten

annettiin jadhtya noin 5 minuuttia, minka jalkeen levy oli valmis kuvaukseen.
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4.4.10.1 Bakteerien kaytto kuvauslevyissa

Pehmeéén agariin ei E. colin kohdalla kuvauslevyja valmistettaessa lisatty glukoosia, jotta
bakteerien kasvua voitaisiin edelleen hillitd. Ampisilliinia kdytettiin 200 pg/ml ja bakteerikasvatusta
lisattiin  kasvatuksen luminesenssista riippuen 60-300 pl/ kuoppa. Vaikka E. coli olikin
luminesenssilukujen puolesta bakteereista voimakkain luminesenssin tuottaja, kaytettava
bakteeritilavuus oli aina riippuvainen siitd, kuinka korkeaksi luminesenssi nousi, eikd kayttoon
voitu soveltaa standardimé&araa.

S. aureuksen kohdalla kuvauslevyja tehtdessd pehmeddn agariin ei lisatty glukoosia.
Erytromysiinia kaytettiin 5 pg/ml ja bakteerikasvatusta aina 500 ul/ kuoppa. Tdssa tapauksessa
bakteeritilavuus oli aina vakio, silla S. aureuksen kohdalla optimaalinen kasvatusmetodi l16ydettiin
myo6hééan, eiké luottamusta tai rutiinia sen lukujen tulkintaan ehtinyt muodostua.

Pseudomonas aeruginosan kohdalla pehmedn agarkerroksen valmistuksessa kaytettiin 0,1 %
glukoosia, 1 mM IPTG, 10 pg/ml gentamysiinia sekd kasvatusta 500 pl/ kuoppa. Glukoosia
kaytettiin vain puolet kasvatuksessa kaytetystda méaérastd, jotta hla-promoottorin toiminta ei
mahdollisesti hairiintyisi kuvauksessa liikaa ja solut eivat innostuisi kasvamaan liian nopeasti.
Myds P. aeruginosan kuoppakohtainen bakteeritilavuus oli aina vakio, silla P. aeruginosaan
sovelletun kasvatusmenetelmén avulla luminesenssitaso oli hyvin usein sama, joten tarvetta muuttaa
tilavuutta suuntaan tai toiseen ei ollut.

Staphylococcus epidermidiksen kohdalla valmistettaessa pehmeéé agarkerrosta kaytettiin 0,1 %
glukoosia, 5 pg/ml erytromysiinia seka luminesenssitasosta riippuen bakteerikasvatusta 150-500 pl/
kuoppa. Vaikka S. epidermidis piti glukoosista, sitd k&ytettiin varmuuden vuoksi levyissa vain
puolet kasvatuksessa kéytetystd pitoisuudesta, koska bakteereita ei haluttu rohkaista kasvamaan

levylla liikaa.

4.4.10.2 Kontrollikoe

Koska B-TCP on antimikrobiaalista (Kalita ym. 2007), oli luonnollisesti tarve osoittaa, ettei se
aiheuta osaltaan estorenkaiden muodostusta. TCP:n antimikrobiaalinen luonne viittaa
todennékdisesti ennemminkin sen kykyyn estda bakteerien kasvua sen itsensa pinnalla, mutta koe
suoritettiin asian todentamiseksi.

Koetta varten valmistettiin 6-kuoppalevy edelld kuvatulla tavalla. Kaytettdvaksi bakteeriksi
valittiin Staphylococcus epidermidis, koska se oli osoittanut ndissa estorengaskokeissa olevansa
suhteellisen herkk& antimikrobiaalisille aineille sekd helposti késiteltdva bakteeri. S. epidermidis -
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bakteereita kasvatettiin levya varten niin kuin edelld on kuvattu. Levyn kuopista kolmeen laitettiin
PLCL 70/30 + 50 % TCP -pelletit seka kolmeen kontrolleina kaytetyt, pelkastd PLCL 70/30 -

polymeeristéd valmistetut pelletit (kuva 8B).

4.4.10.3 Yhteisvaikutuksen estorengaskokeet

Padasiassa estorengaskokeissa keskityttiin ainoastaan yhden pellettityypin vaikutusten
testaukseen viikon ja kahden viikon laékeluovutushydrolyysin jélkeen. Koska siprofloksasiini- ja
rifampisiinipelletteja on luumataé hoidettaessa tarkoitus kayttdd yhdessa, niiden yhteisvaikutuksen
testaus bakteerilevyillda nousi mielenkiintoiseksi tutkimusasetelmaksi. Kokeita oli jo suoritettu
tdmén idean noustessa esiin useita, ja tdhan tydhon varattu aika alkoi lahetd loppuaan, joten
kokeisiin  valittiin ~ vain  yleisimmat luuméatébakteerit: kaikkein eniten ensimmaisten
estorengaskokeiden perusteella resistenssia osoittanut S. aureus sekd S. epidermidis ja P.
aeruginosa. E. coli jatettiin ajan puutteen vuoksi ajamatta, minka ei kuitenkaan katsottu olevan
haitallista tulosten kannalta, silla E. coli ei kuulu luumadén péaaiheuttajiin.

Y hteisvaikutuksen estorengaskokeet suoritettiin muuten samoin menetelmin kuin edelld kuvatut
estorengaskokeet, mutta nyt kuoppiin, joihin edella on laitettu vain yksi antibioottia siséltanyt
pelletti, laitettiin vierekkdin yksi siprofloksasiini- ja yksi rifampisiinipelletti. Pelletteja oli koetta
varten pidetty viikon ajan hydrolyysissé, kuten edell4 on kuvattu. Kokeet suoritettiin kayttamalla
hydrolyysissa olleita pellettejd, koska tassd vaiheessa oltiin enemmaén kiinnostuneita jo tasaisesti
antibioottia vapauttavien pellettien vaikutuksista bakteereihin. Kokeiden tarkoituksena oli ennen
kaikkea tarkkailla vierekk&in asetettujen kahden pelletin aikaansaamien estorenkaiden
yhtymiskohtaa, jolloin kahden eri antibiootin voimat yhdistyvat. Téllaisen niin kutsutun synergia-
alueen odotettiin luminesoivan eri tavalla kuin alueiden, jotka olivat alttiina pelkéastaan

jommallekummalle antibiootille.

4.4.11 Xenogen Vivo vision IVIS® Lumine® -kamera

Bakteerilevykuvaukset suoritettiin kayttamalla Xenogen Vivo Vision IVIS® Lumine® -kameraa
(Caliper Life Sciences, USA/Saksa), joka on erityisesti luminesenssi- ja fluoresenssikuvauksiin
suunniteltu poytdkamera. Sen sisélla on CCD(charge coupled device)-kamera, joka pystyy
k&antaméaan kohteesta lahtevan optisen kirkkauden séhkoisiksi amplitudisignaaleiksi, jotka voidaan
edelleen muuttaa havaittavaksi kuvaksi. Saatamalla valotusaikaa saddelladn kameran havaitsemaa,
tutkimuskohteesta ldhtevaa valon maaréd, ja voidaan siten saada bakteerimaljoilta ja -levyilta
lahteva valo ndkyvaan muotoon heikkona tai voimakkaana. Téssé tutkielmassa kamera (kuva 11) oli
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séédetty ottamaan kuoppalevysta kuva 20 minuutin vélein kuudentoista tunnin ajan 30 sekunnin
valotusajalla. Kuvausten tekoon ja analysointiin kéytettiin Living Image 3.1 -ohjelmaa (Caliper Life
Sciences, USA, 2007).

Kuva 11. Tampereen teknillisen vyliopiston Xenogen-kamera (Caliper Life Sciences, USA), jota kéytettiin
bakteerilevyjen kuvauksissa.

4.4.12 Luupilottikokeet

Hyvien 6-kuoppalevytulosten pohjalta kiinnostuttiin suorittamaan kaksi luupilottikoetta, sill&
tulevaisuuden koeasetteluissa toivottaisiin voitavan todeta, ettd antibiootit diffundoituvat luussa
vastaavaan tapaan kuin kuoppalevyilld ja tappavat luun pinnalta ja sisaltd bakteereja tehokkaasti.
Antibioottien diffuusiosta luussa tiedetd&n toistaiseksi hyvin véhan, joten siksi olisi hyvéa, jos
saataisiin suoritettua pari suuntaa antavaa pilottikoetta tulevaisuudessa tehtdvia kokeita varten.
Tama koeasetelmavaihe astui kuvioihin mukaan vasta aivan tutkimusten loppupuolella, joten sen
suoritukseen tai suunnitteluun ei ollut paljon aikaa. Jatkokokeiden kannalta nyt suoritettavilla
pilottikokeilla katsottiin kuitenkin olevan riittdvasti arvoa. Kokeisiin valittiin vain pahimmat

luumatabakteerit, Staphylococcus aureus ja Pseudomonas aeruginosa.

4.4.12.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on pahin ja yleisin luumatdbakteeri, joten kokeet pééatettiin aloittaa

tutkimalla sen kayttaytymistd luussa. S. aureus kasvatettiin normaalisti yon yli 37 °C:ssa LB-

68



agarmaljalla (ei glukoosia, 5 pg/ml erytromysiinid). Yksi luminesoiva pesake (Xenogen; Caliper
Life Sciences, USA/Saksa) siirrettiin autoklavoituun litran erlenmyeriin, jossa oli 200 ml:aan LB-
mediumia (ei glukoosia, 5 mg/ml erytromysiinid), ja joka laitettiin kasvamaan yon yli (30 °C, 300
rpm). Sekaan laitettiin kaksi pakastetun porsaan séariluun paastd sahattua 3-3,5 cm levedd,
paksuimmillaan noin 10 mm paksuista hohkaluun palaa, joihin oli porattu paksuimpaan kohtaan
pyoreét reidt (10 mm halkaisija, 5 mm syvd) imitoimaan luumétévaurioita, ja joihin pelletit oli
tarkoitus asettaa.

Kuva 12. S. aureuksen luupilottimalja. Poratut hohkaluunpalat asetettiin maljanpuoliskoiden keskelle ja valettiin
pehmeé&an agariin.

Aamulla kasvatuspullon medium oli muuttunut sameaksi, eli bakteerit olivat kasvaneet, mutta
kun luupalat ongittiin ylos ja niita tutkittiin Xenogen-luminesenssikameralla (Caliper Life Sciences,
USA/Saksa), ne eivét luminesoineet. T&sté ei voitu vield péaéatelld, olivatko bakteerit tarttuneet luun
pinnalle vai eivat, koska S. aureus oli 6-kuoppalevykokeissa kéayttaytynyt ensimmaisissa kokeissa
lahestulkoon vastaavalla tavalla. Luupalat paatettiin kokeeksi valaa suurelle, kaksilokeroiselle
kasvatusmaljalle (Geiner Bio-One, Saksa) pehmeé&an agariin (ei glukoosia, 5 pg/ml erytromysiinid)
ilman pellettilisdystd (kuva 12), ja malja laitettiin 37 °C:een l&mpdinkubaattoriin kasvamaan
kolmeksi tunniksi. Valaminen pehmedén agariin tarjosi bakteereille ravintoa ja esti niitd
kuivumasta. Mitattaessa Plate Chameleon™ -laitteella kasvatuksen luminesenssitason todettiin
olevan ladhes olematon (~1200 counts), joten on mahdollista, ettd S. aureuksen tapauksessa
bakteereita kasvatettiin liian kauan ja solutiheys ehti kasvaa hyvan luminesenssitason ohi. Luiden

kuoppiin lisattiin kuuden tunnin kuluttua pelletit siten, ettd toiseen lisattiin kontrollit (5 x PLCL
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70/30 + 50 % TCP) ja toiseen antibioottipelletit (4 x PLCL 70/30 + 50 % TCP + rifampisiini, 4 x

PLCL 70/30 + 50 % TCP + siprofloksasiini) ennen maljan asettamista kuvautumaan.

4.4.12.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa oli seuraava bakteeri, jolla suoritettiin luupilottikoe. Aluksi bakteerit
maljattiin LB-agarmaljalle (0,2 % glukoosia, 1 mM IPTG, 10 pg/ml gentamysiinid), jota
kasvatettiin yon yli 37 °C:ssa. Seuraavana péivana yksi luminesoiva pesake (Xenogen; Caliper Life
Sciences, USA/Saksa) laitettiin autoklavoituun erlenmyeriin, jossa oli 200 ml LB-mediumia (ei
glukoosia, 1 mM IPTG, 10 pg/ml gentamysiinid). Pulloon laitettiin myds kaksi pakastetusta porsaan
séériluusta sahattua 3-3,5 cm levedd ja paksuimmillaan 9 mm luupalaa, joihin oli porattu keskelle
10 mm levedt ja 4,5 mm syvit kuopat. Bakteereita kasvatettiin yon yli (30 °C, 300 rpm), ja télla
kertaa ennen kahta viimeistd tuntia kierroslukuja laskettiin (100 rpm), koska mikali S. aureuksen
kohdalla bakteerit eivat padsseet tarttumaan luihin liian rajun ravistelun vuoksi, Pseudomonaksen
kohdalla haluttiin kokeilla, vaikuttaisiko ravistelun hidastaminen bakteerien tarttumiskykyyn.

Kuva 13. P. aeruginosan luupilottimalja. VVasemmalla puolella olevaan luuhun laitettiin 4+4 antibioottipellettia ja
oikeanpuoleiseen kaksi kontrollipellettia. Kontrollipelletit olivat isompia kuin aiemmin kéytetyt, sill& ne olivat peréisin
aikaisemmasta valmistuserasta.

Kasvatuksen loputtua LB-medium oli sameaa (ODgy ~ 1,9) ja bakteerien luminensenssitaso oli
kiitettavan korkealla (1,06x10° counts). Kun luunpalat otettiin pois kasvatuspullosta ja niiden
luminesenssia tarkasteltiin Xenogen-luminesenssikameralla (Caliper Life Sciences, USA/Saksa),
niiden huomattiin luminesoivan erittdin hyvin. Bakteerit olivat siis joko muodostaneet biofilmin
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luiden pinnalle tai onnistuneet jopa uimaan niiden sisapuolelle. Nain ollen luupaloista toiseen
voitiin laittaa antibioottipelletit (4 x PLCL 70/30 + 50 % TCP + rifampisiini, 4 x PLCL 70/30 + 50
% TCP + siprofloksasiini) ja toiseen kontrollipelletit (2 x PLCL 70/30 + 50 % TCP), minka jalkeen
luut valettiin suurella, kaksilokeroisella maljalla pehmeaén agariin (ei glukoosia, 1 mM IPTG, 10
pg/ml  gentamysiinid). Kaytetyt kontrollit olivat aiemmin estorengaskokeissa kaytettyihin
verrattuina isompia (kuva 8B), silla kokeessa jouduttiin ensimmaisten kontrollien loputtua
kéayttamaan aiemmin valmistettua erdd. Muilta ominaisuuksiltaan pelletit vastasivat muissa kokeissa
kaytettyja kontrollipelletteja. Malja (kuva 13) voitiin jahmettymisen jalkeen laittaa kuvaukseen 16

tunnin ajaksi.
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5. TULOKSET

5.1 Hajoamiskoesarja
5.1.1 Pellettien ulkoiset rakennemuutokset

Pellettien ulkonadssa ei rakenteellisesti tapahtunut suuria muutoksia ennen hydrolyysin puolta
valia. Véhiten rakenteellisia muutoksia nékyi trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissa, jotka séilyttivat
kovuutensa sek& muotonsa loppuun saakka. Ainoastaan trikalsiumfosfaatittomat rifampisiinipelletit
olivat muuttuneet viimeisen hydrolyysiaikapisteen kohdalla niin hauraiksi, ettd osa halkeili
useammaksi palaseksi (kuva 141). Halkeilu oli TCP-pelletteihin verrattuna luonteeltaan kuivaa,
eivatka palat menetténeet taydellisesti muotoaan, toisin kuin TCP-pelletteja késiteltdessd. Vahaisia
lovia ja halkeamia alkoi ilmestyd trikalsiumfosfaatittomien pellettien seinamiin hydrolyysin
puolivélisséd kahdeksannen ja kymmenennen viikon aikana (kuva 14E-F), jolloin polymeerin
hajoaminen alkaa vahitellen kiihtya (kuva 15A-B).

TCP-pelleteistd parhaiten hydrolyysista selvisivat 50 % TCP:a siséltaneet pelletit, silla ne
séilyttivdt muotonsa ja kestavyytensd paremmin 60 % TCP -pelletteihin verrattuna. Pinnan
rosoisuus sdilyy 50-prosenttisissa pelleteissa ldhes muuttumattomana hydrolyysin I&pi, joskin
vaivihkaista pinnan tasoittumista on néhtévissa kymmenennen viikon kohdalla (kuva 14F) varsinkin
siprofloksasiinipelleteissd. Vastaavat rifampisiinipelletit eivat alussa olleet yhtd rosoisia.
Halkeamien =~ muodostumisen  alku  voidaan  havaita  samaisesta  kuvasta,  jossa
siprofloksasiinipellettien  halkeamat nakyvat selkeimmin halkaisupinnalla, kun taas
rifampisiinipelleteissd halkeama mutkittelee pitkin pelletin kylked. Halkeamia esiintyy hydrolyysin
loppuun asti (kuva 14G-1), mutta ne eivét kasva tai levene ensimmaisista.

Suurimmat rakennemuutokset kohdistuivat 60 % TCP:a siséltaneisiin pelletteihin, jotka
viimeisen hydrolyysiaikapisteen kohdalla muistuttavat reikdistda hohkaluuta ja ovat omaksuneet
lahtokohtiaan epdmadrdisemmaéat muodot (kuva 141). Namé pelletit olivat alusta alkaen erittéin
rosoisia reunapinnoiltaan, ja ainoastaan leikkauspinta on suhteellisen tasainen. Varsinkin
siprofloksasiinipellettien rakenne nayttdd joutuneen hydrolyysissa erittédin koville, silld halkeilu
alkaa noin kahdeksan viikon kohdalla (kuva 14E), misté eteenpdin siprofloksasiinipellettien rakenne
nayttaisi alistuvan hydrolyysin tuottaman eroosion alla sen verran, ettd pellettien pintarakenteessa
alkaa né&kya jalkia murentumisesta. Kahdenkymmenen viikon kohdalla siprofloksasiinipelletit ovat
muodoltaan jo paljon epamaaraisempia (kuva 141) kuin alkutilanteessa (kuva 14A). Samanlaista
pintaeroosion voimaa ei ndy vastaavissa rifampisiinipelleteissd, vaan ne tuntuvat hajoavan paljon

hillitymmin. Niiden rakenteeseen eroosio ei ndyta vaikuttaneen yhtd voimakkaasti, mutta oleellinen
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muutos nakyy verrattaessa  pellettien  kylkipintoja  toisiinsa.  Alkuun  ensimmaisten
hydrolyysiviikkojen ajan pinnat muistuttavat karkeasti kuusenkaarnaa ja halkeamien muodostusta
esiintyy. Noin kymmenennen viikon kohdalla vaihdettaessa puskuria 60 % TCP -pelleteille
suodatuslaitteiston korkkiin alkoi kertyd vahéisessa maarin pellettimurenaa, mikd myos Kieli
pintaeroosion vaikutuksesta. Neljasta kahdeksaan viikkoon (kuva 14C-E) eroosio nakyy lahinna
alun pintarosojen tasoittumisena, mutta siitd eteenpdin hydrolyysi on jo selvasti alkanut kalvaa
muutakin rakennetta. Kahdennentoista viikon kohdalla (kuva 14G) néissa rifampisiinipelleteissa
eroosio on jo péassyt selvasti pintaa syvemmalle, ja pinnan epétasaisuudet ovat syventyneet

onkaloiksi ja railoiksi.
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Kuva 14A-1. Hajoamiskoesarjan pelletit esitettyind kuivamassojen punnituksen jélkeen aikapisteisséd A) 0, B) 2, C) 4,
D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 16 ja I) 20 viikkoa. Vasemmalla ovat 0 % TCP:a, keskelld 50 % TCP:a ja oikealla 60 %
TCP:a sisaltdvat PLCL 70/30 -pelletit. Alhaalla olevan rivin pelleteissd antibioottina on rifampisiini ja ylarivissa
puolestaan siprofloksasiini.

Siprofloksasiinipelletteihin verrattuna vastaavat 60 % TCP:a sisaltdaneet rifampisiinipelletit
séilyttivat myos kestavyytensa paremmin, silla siprofloksasiinipelletteja taytyi ruveta kymmenen,
kahdentoista viikon tienoilla késittelem&&n erittdin varovasti, silla lilan kova puristus saattoi
musertaa ne kasaan. Kuivina pelletit kestivat ké&sittelya parhaiten. Rifampisiinipelleteilld tavattiin
samaa, mutta ilmi6 tuntui rajoittuvan vain uloimpiin pintakerroksiin, mika teki niiden késittelysta
hieman helpompaa. Kokonaisuutena kaikki pelletit sailyivat erittdin hyvin koossa. Todennékoisesti
kahdenkymmenen viikon jalkeen hydrolyysin jatkuessa pellettien kokoonhajoaminen alkaisi jo
Kiihtya.

5.1.2 Muutokset varissa

Koska siprofloksasiini sekoittuu variltaan valkeaan trikalsiumfosfaattiin,
siprofloksasiinipelleteissa ei havaittu huomattavia varimuutoksia. Ainoastaan pelkasta polymeerista
ja siprofloksasiinista koostuvien pellettien voidaan ndhd& muuttuvan reunoiltaan lapikuultaviksi ja

enemman paljaan lasin varisiksi (kuva 14E-I), mik& johtuu siprofloksasiinin vapautumisesta
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pellettien pintakerroksista. Trikalsiumfosfaatittomat pelletit vapauttavat antibiootteja hitaammin
muihin pelletteihin verrattuna johtuen niiden tiiviimmastd rakenteesta ja alhaisemmasta
huokoisuudesta (Ahola ym. 201lab, ké&sikirjoitus). Polymeerin hajoamisen kiihtyessa
kymmenennen hydrolyysiviikon jalkeen (kuva 15A-B) huokoisuus kasvaa ja antibiootti padsee
vapautumaan nopeammin, mika nékyy hyvin juuri trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissa.
Siprofloksasiinipelletit kuitenkin vapauttavat antibioottinsa Aholan ym. (2011a, kasikirjoitus)
laékevapautumiskokeiden mukaan kohtuullisen hyvin, joten siprofloksasiinin maara varmasti
muuttuu pelleteissa, vaikkei sitd ulkoisesti havaitakaan.

Parhaiten varinmuutokset ovat seurattavissa rifampisiinipelleteissé rifampisiinin tiilenpunaisen
varin ansiosta. Jo kahden viikon kohdalla (kuva 14B) ndhd&dn huomattavia muutoksia varin
haalentuessa reilusti. Tdmé& johtuu alun nopeasta la&kevapautumisesta, joka kuitenkin tasaantuu
eteenpdin  mentdessa  (Ahola ym.  2011b,  kasikirjoitus).  Neljannestd  viikosta
kahdenteenkymmenenteen viikkoon saakka (kuva 14C-1) TCP-rifampisiini-pelletit séilyttavat
varinsd samana punaruskeana, joten niiden sisdltdman lopun rifampisiinin m&ard muuttuu sangen
hitaasti. Suurimmat varimuutokset ndhdéan trikalsiumfosfaatittomissa rifampisiinipelleteissa, jotka
alkavat vaihtaa véridadn punaisesta tummaan purppuraan jo kahden viikon kohdalla. Rifampisiini
alkaa hajota hydrolyysissa nopeasti, jolloin yksi sen pé&ahapettumis- ja hajoamistuote on
purppuranvarinen rifampisiinikinoli (Bain ym. 1998). Vaikka samaa hapettumista tapahtuu varmasti
my0s  toisissa  rifampisiinipelleteissd,  varimuutos nakyy voimakkaasti nimenomaan
trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissé johtuen niiden huomattavasti hitaammasta ladkeluovutuksesta
ja siten suuremmasta laakekonsentraatiosta. TCP-pelleteissa rifampisiinin méaara on vahentynyt
jatkuvasti ja suhteellisen tasaisesti hydrolyysin edetessd, mutta trikalsiumfosfaatittomissa pelleteissa
rifampisiinia on hitaan vapautumisen vuoksi paljon enemmé&n jumissa ja purppurainen véri nakyy
voimakkaana. Vapautumista vaikeuttaa rifampisiinipellettien kohdalla siprofloksasiinipelletteihin
verrattuna myos rifampisiinin reilusti suurempi molekyylikoko, joka ei hapettuessaankaan pienene.
Suurikokoinen rifampisiinimolekyyli diffundoituu tiukassa polymeerirakenteessa paljon hitaammin
kuin pienempi siprofloksasiini, mika osaltaan selittad rifampisiinipellettien varin séilymisen vield,
kun tavoitteiden mukaan kaiken antibiootin pitdisi olla vapautunut. Tavoitteen mukaan TCP-pelletit
vapauttaisivat kaiken antibiootin noin 12-24 viikossa, mutta kuten Ahola ym. (2011lab,
ké&sikirjoitus) toteaa, tdhan tavoitteeseen ei ole paasty, vaan antibiootteja vapautuu pellettityypista
riippuen vield kahdenkymmenenkuuden viikon jélkeen. Aholan ym. (2011ab, kasikirjoitus)
la&kevapautumiskokeiden mukaan trikalsiumfosfaatittomat pelletit vapauttavat antibioottinsa
erittdin hitaasti, ja kunnollista vapautumista esiintyy siprofloksasiinipelleteilld vasta viiden ja

rifampisiinipelleteilld yhdeksan hydrolyysiviikon kohdalla.
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5.1.3 Massamuutokset
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Kuva 15A-B. Hajoamiskoesarjan mérka- ja kuivamassojen avulla laskettiin ndytteiden massahdviot seké vesiabsorptiot
kahdenkymmenen viikon ajalta. Kuvaajassa A on esitetty siprofloksasiinia ja kuvaajassa B rifampisiinia siséltdneiden
pellettien massoissa tapahtuneet muutokset.

Néaytteiden marka- ja kuivamassat punnittiin aina aikapisteiden paatyttyd, ja punnitustulosten
avulla laskettiin ndytekohtaiset vesiabsorptiot seka ndytteiden hydrolyysin aikana karsiméa
massahéavio. Kuten kuvan 15A-B kuvaajista nahdaan, vesiabsorption kéyréat eivéat kaarru yhta
kauniisti kuin massahdviotad kuvaavat, paitsi rifampisiinia siséltdéneiden nollapellettien kohdalla
(kuva 15B). Syy siihen, ettd B-trikalsiumfosfaattia siséltavien pellettien vesiabsorptio l&htee
valittdbmaan nousuun jo kahden hydrolyysiviikon kohdalla, 16ytyy todenndkoisesti pellettien
runsaan (50 tai 60 %) trikalsiumfosfaattiméaran aiheuttamasta huokoisuudesta sek& TCP:n
hydrofiilisyydestd. Vaikka vesiabsorptiokdyrien muoto ei miellytd silmaa, niin rifampisiini- kuin

siprofloksasiinipellettien tapauksia verrattaessa TCP-pellettien vesiabsorptio- ja massahaviokayréat
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nayttavat kulkevan lahestulkoon taydellisesti tahdissa. Naistda 60 % TCP:a sisédltavat pelletit
nayttéisivat kirivan aina hieman 50 %:en pellettien edelle, mik& johtunee niiden rosoisen pinnan
suuremmasta absorptiopinta-alasta sek& suuremmasta TCP-pitoisuudesta. Trikalsiumfosfaatittomat
naytteet alkavat imed vettd kunnolla vasta kuudennen (kuva 15A) ja kahdeksannen (kuva 15B)
hydrolyysiviikon jalkeen, jolloin polymeeri alkaa hajota kiihtyvalla nopeudella. Tasaisesti alusta
alkaen piirtyvat massahaviokayrat kertovat polymeerin tasaisesta hajoamisnopeudesta.

Trikalsiumfosfaatittomat siprofloksasiinipelletit saavuttavat trikalsiumfosfaattia siséltavat pelletit
kahdeksassa viikossa massahavidssd sekd vesiabsorptiossa (kuva 15A), mutta alkuun niiden
vesiabsorptio on paljon vahédisempéaa ja hajoaminen hitaampaa. Tilanne kuitenkin muuttuu kuuden
viikon jalkeen, jolloin pellettien siséltaman polymeerin hajoaminen kiihtyy ja niiden massa alkaa
pudota nopeammin.  Eniten massaa  menettivat  kuitenkin  trikalsiumfosfaatittomat
rifampisiinipelletit, jotka menettivat lopulta yli 40 % alkuperdisestd massastaan (kuva 15B).
Vastaava luku jaa siprofloksasiinipellettien kohdalla hieman alle 25 %:iin. Kuvasta 141 nahdaan,
ettd kahdenkymmenen viikon kohdalla trikalsiumfosfaatittomien rifampisiinipellettien rakennekin
on alkanut murentua, mika voi olla osasyy my6s lopun korkeaan vesiabsorptioon (l&hes 40 %), silla
osiin hajonneita pelletteja oli vaikea kuivata kevyesti ennen markdmassapunnitusta samoin kuin
koota kaikki samojen pellettien kappaleet yhteen punnituksessa.

TCP-pellettien kayrat seuraavat niin rifampisiinin kuin siprofloksasiinin tapauksessa toisiaan
lahestulkoon téydellisesti. Varsinkin pellettien massahdviot kulkevat tdésmélleen samoja uria, eika
eri antibioottia siséltavilla pelleteilla ole massan menetyksessddn lainkaan merkittdvaa eroa.
Massahavio pysyy ensimmaiset kymmenen viikkoa alle kymmenen prosentin, eika hajoamisnopeus
muutu hydrolyysin lopussakaan, jolloin TCP-pellettien massahavio ja& noin 15 %:iin (kuva 15A-B).
Sin&lladn tuloksessa on yllattavas, etteivat 50 % TCP:a sisdltavat pelletit menetd massaansa hieman
nopeammin kuin 60 % TCP:a siséltavat, silla niiden polymeeripitoisuus on kuitenkin suurempi.
Eroa ei kuitenkaan synny kymmenennen viikon jalkeenkaan, jolloin trikalsiumfosfaatittomien
pellettien polymeerin hajoaminen on jo kiihtynyt. Yhtélaisyydesta 60 % TCP:a siséltavien pellettien
massahdvion kanssa voitaneen todeta, ettd joko polymeerin hajoamisnopeus ei vield
kahdenkymmenen viikon aikana riitd luomaan suurempaa eroa tai sitten suurehko TCP-maaré
onnistuu suojelemaan polymeerid nopealta hajoamiselta. Vesiabsorptiossa erot ovat hieman
suuremmat, vaikka lopputilanteessa kaikki TCP-pelletit absorboivat noin 25-30 % massaansa
verrattuina vettd. Sen sijaan kuuden viikon kohdalla siprofloksasiinipelletit absorboivat enemmén
vettd, ja t&han asti niiden absorptiokdyrat ovat paljon jyrkempid kuin rifampisiinipellettien
tasaisemmin nousevat (kuva 15B). Kuitenkin vauhdikkaan alun jélkeen absorptionopeus tasaantuu

(kuva 15A) ja muutokset loppuaikana ovat en&d vahéisid. Erds outo ilmié Kkaikissa
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vesiabsorptiokayrissd on kahdentoista viikon kohdalla tapahtuva notkahdus alaspéin, mika voi

johtua vaa’an toimintahairiostd, silld seuraavassa aikapisteessa arvot ovat taas kohonneet.

5.1.4 TGA-analyysit

TGA:lla haluttiin tutkia polymeerin ja keraamin suhteen muutoksia hydrolyysisarjan aikana.
Muutos johtuu varsinaisesti polymeerin poistumisesta sen hajotessa hydrolyysin vaikutuksesta, sill&
kovempi TCP sdilyy pidempaan rakenteessa. Toivottavaa pellettien toimivuuden kannalta luumédan
hoidossa olisi juuri, etta antibiootit sekd polymeeri katoaisivat nopeammin kuin TCP, joka jaisi
aloilleen pitkaksi aikaa edistdima&n osteogeneesia.

Kuva 16A-C. TGA-polttokokeiden naytteiden valisid eroja. A) Naytteet, joissa ei ollut TCP:a, paloivat taydellisesti,
eikd keraamipannuun j&anyt jaljelle mitdédn. Sen sijaan B) ndytteet, joissa oli TCP:a, paloivat polymeerin osalta, mutta
TCP jai hienoksi hiekaksi pannun pohjalle. Poikkeuksen tahan sdantdon tekivat C) ndytteet, joissa oli TCP:a ja
rifampisiinia. Naissa ndytteissa TCP ei romahtanut kasaan polymeerin palaessa, vaan jai suurin piirtein pelletin
muotoon polton jélkeen. Vastaavaa ei esiintynyt muilla naytteilla.

Pelleteista analysoitiin vain 50 ja 60 % TCP:a sisaltavat pelletit. Poltettaessa kaikki TCP-pelletit
kayttaytyivat samaan tapaan, eli polton jalkeen massanmuutos oli tasoittunut ja jaljella oli vain kasa
TCP-jauhetta pannun pohjalla (kuva 16B). Ainoa poikkeus tdhan olivat rifampisiinia sisaltavéat
TCP-pelletit, joissa kuudennen viikon jalkeen TCP ei yllattden endd romahtanut pannun pohjalle,
vaan séilytti usein pelletin muodon (kuva 16C).

Kuvan 17A-D diagrammeista nahd&an, ettd oletusten mukaisesti hydrolyysin edetessa
polymeerin osuus pelleteissé alkaa pienentya ja TCP:n vastaavasti kasvaa. Néin ollen hydrolyysi ei
kuluta tai kuluttaa paljon hitaammin TCP:a, mika tukee toivetta TCP:n jaamisestd paikalleen
polymeerin poistuttua. Samoin huomataan, ettd massanmuutos ei vield kahdenkymmenen viikon
jalkeen ole kovin massiivinen, vaan polymeerin hajoaminen tapahtuu suhteellisen maltillisesti.
Kuitenkin polymeerin osuus on laskenut kaikissa tapauksissa noin neljannekselld. Riippumatta siitd,
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kuinka paljon TCP:a pelleteissdi on, TCP:n massaosuus on kasvanut kaikissa
kombinaatiotapauksissa 8-10 prosenttiyksikk6d. Massojen muutos nayttdisi palkkien kasvun
mukaan noudattavan suhteellisen tasaista ja lineaarista linjaa, joten voidaan olettaa, ettd mikali
hajoaminen ei kiihdy mydhemmin, polymeeri on tdysin hajonnut 50 % TCP -pelleteistd noin
kahdessa vuodessa ja 60 % TCP -pelleteista reilussa puolessatoista vuodessa. Kuitenkin on
mahdollista, ettei polymeerin hajoaminen vie néin kauan, silla esimerkiksi fysiologiset olosuhteet

voivat myohemmin kiihdyttad polymeerin massaosuuden laskua.
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Kuva 17A-D. TGA-analyysit osoittavat, ettd kaikissa tapauksissa polymeerin maara pelleteissé laskee hydrolyysin
edetessé. Kuvaajissa on esitetty PLCL 70/30 -pelletit A) 50 % TCP + siprofloksasiini, B) 50 % TCP + rifampisiini, C)
60 % TCP + siprofloksasiini sekd D) 60 % TCP + rifampisiini.

Eri antibiootit eivét tuo eroja massamuutoksiin, joskin 50 % TCP -pelleteissd huomataan, etta
rifampisiinia sisaltdvien pellettien massasuhde nayttaisi kuvan 17A-B perusteella muuttuvan
hieman vauhdikkaammin kuin vastaavien siprofloksasiinipellettien. Sen sijaan 60 % TCP -pellettien

massasuhteet muuttuvat yhta tasaisesti.
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5.2 Fosfaatin vapautuminen

Fosfaatin vapautumiskokeiden tulokset erosivat taysin odotetuista. Oletuksena oli ollut, ettd kun
osana pelletteja oleva polymeeri alkaisi hajota noin viikon kymmenen tienoilla, trikalsiumfosfaatin
hajoaminen nopeutuisi samalla ja fosfaatin vapautuminen puskuriin Kkiihtyisi. Tulokset osoittavat
kuitenkin taysin péainvastaista.
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Kuva 18. Fosfaatin vapautumiskokeessa kumulatiivisesti vapautuneen fosfaatin prosentuaalinen osuus pellettien ja
kontrollien siséltdmastd kokonaisfosfaattiméarasta.

Alusta alkaen odotusten mukaisesti eniten fosfaattia vapautui puhtaan TCP-jauheen néytteista.
Kuvasta 18 ei ndy, mutta ndidenkin nadytteiden fosfaatin vapautuminen alkoi laskea yhdeksénnen
viikon tienoilla, jolloin muiden naytteiden fosfaatin vapautuminen alkoi hiljalleen nousta. Naista
pienimpien TCP-pitoisuuksien (10 ja 20 %) pellettien fosfaattilukemat lahtivat yllattden kovimpaan
nousuun (kuva 18). Suurimmasta osasta pelleteistd vapautui koesarjan aikana kuitenkin vain noin
puoli prosenttia niiden sisaltdmésta kokonais-TCP-mé&éarastd. Ainoastaan 10 % TCP:a sisaltaneista
pelleteistd noin prosentti B-TCP:sta on hajonnut, eli vapautuneet fosfaattiméérat ovat olemattoman
pienid. Naihin mittauksiin taytyy suhtautua varauksella, silla m&arét ovat niin pienid, ettd liikutaan
helposti jo UV-spektrofotometrin mittaustarkkuuden suoritusrajoilla, jolloin laitteen taustakohinalla
voi olla osansa véhaisten méarien ilmenemisessa.

Noin viikon yhdeksan jalkeen jyrkimmin ja kaikista selvimmin nousuun lahti 10 % TCP:a

siséltavien pellettien kéyrd, vaikka mistdin suurista fosfaattimaarista ei tdssdk&an puhuta. Nousuun
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lahdettydan kyseinen kéayréd ohitti jopa puhtaan TCP:n kayran, mik& yllatti eniten. Seuraavaksi
jyrkimmin pelleteistd nousi 20 % TCP:a siséltdneiden pellettien kayrd, jonka nousu oli paljon
maltillisempaa, ja fosfaattimadarat olivat verrattavissa vapaan TCP-jauheen lukuihin. Viimeisina
nousuun lahtivat 35 ja 50 % TCP:a sisaltavien pellettindytteiden fosfaattikdyrat. Selva jarjestys
naissa kayrissa nayttda kuitenkin olleen, ettd pienin TCP-maéra vapauttaa eniten ja suurin vahiten
(kuva 18). Ainoastaan TCP-jauhenédytteet, joissa luonnollisesti oli eniten trikalsiumfosfaattia, eivat
noudata tata piirrettd. Alkuun oli arvioitu, etta luonnollisesti eniten fosfaattia vapautuisi suurempien
pitoisuuksien pelleteistd, mutta sen sijaan mitd enemman TCP:a pelleteissa oli, sitd hitaammin niista
alkoi vapautua fosfaattia. Pienten TCP-pitoisuuksien pelleteissd valtaosa pelletistd koostuu
polymeeristd, jonka kiihtyva hajoaminen todennakdisesti altistaa pienet TCP-maarét tehokkaammin
nestefaasille kuin tiivisrakenteisissa, isojen TCP-pitoisuuksien pelleteissad. Vapautuminen nayttéisi
kaikkien naytteiden kohdalla tasaantuvan ja jopa laskevan hieman yhdeksénnentoista viikon
kohdalla. Naytteiden pH:ta tarkkailtiin koko ajan, ja kun arvot alkoivat laskea viikon yhdeksén
tienoilla, arveltiin, ettd polymeerin hajoaminen on kaynnistynyt ja happamat hajoamistuotteet

laskevat puskurin pH:ta. Talloin mittausvéli& tihennettiin ensimmaisen kerran.

5.3 Estorengaskokeet

Reaaliaikaisella bioluminesenssimenetelmalld saatiin erittdin  hyvid tuloksia pelleteista
vapautuvien antibioottien vaikutusten tarkkailuun bakteerikasvatuksissa. Taméntapainen menetelméa
on aivan uusi, ja kuvasta 19 nahdaan, millaisia tuloksia pelkalla paljaalla silmélla on tdhan asti voitu
saada. Tuloksiin verrattaessa nahdaan, ettd bakteerivasteet voivat olla erittdin monisyiset
inhibitioalueen sisélld kuin miltd kuvasta nayttad. Tahan asti antibioottitehokkuutta on kuvannettu
tdhdn tapaan pitamalla bakteerimaljaa tai -levya esimerkiksi yon yli pelkastaan laboratorion
poydélla ja tutkimalla aamulla tai tietyin aikavélein bakteerien kuolleisuutta antimikrobiaaliseen
aineeseen kastetun objektin ympaérilta (Yim ym. 2007, Mesak ym. 2008, Al-Kassas & EIl-Khatib
2009). Bioluminesenssikuvia on joissain tapauksissa kaytetty tallinkin, muttei reaaliaikaisesti.

Ongelmia esiintyi l&hinnd bakteerien luminesenssitasojen kontrolloinnissa sekd kuvaukseen
itseensa liittyvissd seikoissa. Esimerkiksi koska kuvausaikavéli on sangen pitkd, usein kavi, ettd
kuoppalevyjen kanteen kertyi keskelle neliskanttinen vesihdyrypilvi, joka selvasti heikensi
luminesenssimittausta peittdmaltdédn alueelta. Tallaisia vesihOyrypilvien jattamiéd jalkia esiintyy
lahestulkoon kaikissa tdssa tutkielmassa késiteltdvissa luminesenssikuvissa. Lisaksi kuvausaika oli
alkuun 24 tuntia, mutta aika muutettiin 16 tunniksi, jotta tuloksia voitaisiin pita4 luotettavina. Yli 16

tuntia kasvavien bakteerien luminesointiin vaikuttaa jo moni muukin asia kuin vain antibiootti.
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Tummat rifampisiinipelletit ndkyvét kaikissa kuvauksissa jatkuvasti tummina pisteind ilman, etta
iImioon valttamatta mitenk&an liittyi estorenkaan muodostumista. 1lmid selittyy silla, etteivat
tummat pelletit emittoi valoa kuten valkeat siprofloksasiinit tai kontrollit, joten ne nakyvat kaikissa
kuvissa tummina pisteind. Vaaleammatkin pelletit nakyivat toisinaan tummina, mutta useimmiten

ne peittyivat bakteerien luminesenssin alle.

Kuva 19. Staphylococcus aureus sen jalkeen, kun altistuksesta viikon hydrolyysissa olleille siprofloksasiinipelleteille
on kulunut reilut kuusitoista tuntia. Tdman tapaisia kuvia on aiemmin kéytetty runsaasti tutkittaessa esimerkiksi
antibioottien tehokkuutta bakteereihin. Selvé rengasmainen kuolleiden bakteerien jattdma tila on havaittavissa alarivilla
olevissa antibioottipellettikuopissa pellettien ympérilld, kun taas altistuksen vélttaneet bakteerit kasvavat ymparilla.

5.3.1 Ongelmia bakteerien kasvatuksessa

Staphylococcus aureus osoitti alusta alkaen olevansa vaikeimmin késiteltdva bakteeri lahinng
siksi, ettd sitd oli vaikea saada luminesoimaan ja — silloin kun se tuotti luminesenssivaloa — saada
sitd yll&pitdmaan valoaan paria tuntia pidempéan. Kasvatettaessa LB-agarmaljalla S. aureuksen
kohdalla kaytettiin aluksi antibiootin (5 pg/ml erytromysiini) liséksi 0,2 % glukoosia, mutta pian
ensimmadisten kokeilukertojen jalkeen ilmeni, ettd glukoosin kanssa S. aureus kylla kasvoi
maljoilla, mutta pesakkeet eivat luminesoineet. N&in ollen glukoosin ajateltiin estdvén S. aureuksen
luminesenssireaktiota, joten ndissa maljoissa ei en&d kaytetty glukoosia. Luminesenssiefektin
aikaansaaminen nestekasvatuksessa osoittautui myds hyvin ongelmalliseksi, ja S. aureus oli
kéytetyista bakteereista huonoin luminesenssin tuottaja. Alkuun S. aureukselle sovellettiin samaa
menetelmaa kuin E. colille, ja sitd kasvatettiin yon yli (30 °C, 300 rpm) LB-nesteessé (ei glukoosia,
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5 ug/ml erytromysiinid). Talldin aina mitattaessa aamulla luminesenssitaso  saattoi
parhaimmillaankin olla vain 4-6x10° countsia, eli erittdiin matala. Valmistettaessa tallaisesta
kasvatuksesta kuvauslevyja kasvatusta lisattiin aina 500 pl/ kuoppa, mutta ndilla keinoilla
luminesenssivaloa ei saatu luminesenssikameran alla esiin.

Seuraavaksi huomattiin, ettd jos yon yli kasvaneen S. aureus -kasvatuksen valoi normaalisti
kuvauslevylle ja laittoi levyn sen jadhdyttyd inkuboimaan kolmeksi tunniksi 37 °C:een, bakteerit
alkoivat tuottaa luminesenssivaloa. Todenndkdisesti bakteerit saavuttivat talloin optimaalisen
kasvutiheyden, jolloin niiden toisillensa aiheuttama stressi sai luminesenssigeenit aktivoitumaan.
Tasta syysta kokeiltiin keinoa, jossa yon kasvatuksen jélkeen kasvatuksesta valmistettiin normaaliin
tapaan kuvauslevy, paitsi etta pelletteja ei laitettu kuoppien pohjille ennen pehmeén agar-bakteeri—
seoksen lisddmista. Taman jalkeen levy laitettiin inkuboimaan kolmeksi tunniksi 37 °C:seen, minka
jalkeen levyn luminesenssi tarkistettiin Xenogen-luminesenssikameralla (Caliper Life Sciences,
USA/Saksa). Mikéli kuopat luminesoivat, pelletit lisattiin painamalla ne varovasti pehmean
agarkerroksen keskelle, ja levy laitettiin kuvaukseen. Menetelmé& toimi pariin otteeseen, mutta sité
pidettiin kuitenkin huonona, koska se jatti paljon arvelun varaan, eik& onnistuminen ollut aina
taattua. Joskus kolmenkin tunnin inkubaation jélkeen kuopat luminesoivat erittdin huonosti tai
niiden luminesenssi vuoroin syttyi ja sammui kuvausten aikana. Lisaksi ei voitu olla varmoja, miten
pellettien lisdédminen vasta jélkikateen vaikuttaisi antibiootin diffuusioon verrattuna niihin
tapauksiin, joissa kuuma, pehmed agar oli valettu suoraan pellettien péalle. Ndin ollen keksittiin
kokeilla hyvin stressivasteiseksi osoittautuneen S. aureuksen kanssa nopeaa kuuden tunnin
kasvatusta, mika osoittautui parhaaksi kasvatusmetodiksi, ja jota hyodyntamalla saatiin aikaiseksi
tuloksissa nékyvia kuvia.

Aluksi myds P. aeruginosalla koetettiin E. coliin sovellettuja kasvatusmenetelmia ja levylle
valamista, mutta kuten S. aureuksen tapauksessa, menetelmat eivat toimineet. Luminesoinnin
epaonnistumisen ajateltiin johtuvan P. aeruginosan kohdalla pitkan kasvatuksen aiheuttamasta liian
suuresta solutiheydesta. P. aeruginosaa kasvatettiin aina yon yli (30 °C, 300 rpm) LB-mediumissa
(ei glukoosia, 1 mM IPTG, 10 pg/ml gentamysiinid), ja aamulla mitattaessa luminesenssitaso saattoi
olla vain noin 6,0x10° countsia. Tasta syysta P. aeruginosalla koetettiin nuorentaa laimentamalla
aamulla yon yli kasvanutta kasvatusta 1/50 ja antamalla sen kasvaa kolme tuntia (37 °C, 300 rpm).
Tatd metodia kéytettiin koko tutkimuksen ajan, silla se nosti P. aeruginosan luminesenssitasoa

selvasti.
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5.3.2 Elektroporaatio S. epidermidikselle

Staphylococcus epidermidiksen elektroporaatio osoittautui E. colia haastavammaksi, eikd se
parin yrityskerran jalkeen onnistunut. Elektroporaatiokappaleessa ”4.4.7.1 Escherichia coli”
kuvatulla menetelmall, jolla plasmidi saatiin siirrettyé E. coliin, ei saatu tuloksia S. epidermidiksen
kanssa. Lopulta kaytettiin Schenkin & Laddagan (1992) julkaisemassa artikkelissa kuvattua
metodia, jolla oli saatu tehokkaasti siirrettyd useita eri plasmideja varsinkin vaikeiden
Staphylococcusten sisaan. Keskeisimmiksi tekijoiksi elektroporaation onnistumisessa Schenk &
Laddaga (1992) nostivat mm. kasvumediumin, elektrokompetenttien solujen valmistuksen,
séhkopulssin aikavakion ja DNA:n maaran. Optimoimalla ndma parametrit Kirjoittajat totesivat
saaneensa yli 530-kertaisen tuloksen verrattuna muihin elektroporaatiomenetelmiin. Menetelmésta
sovellettiin aluksi vain muutamia muutoksia ja kaikki muu sailytettiin ennallaan, silla haluttiin
tutkia, olisiko valttaméatonta valmistaa Schenkin & Laddagan (1992) ohjeiden mukaiset modifioidut
mediumit, joita Kirjoittajat pitdvat onnistuneen, korkealaatuisen elektroporaation kulmakivina.
Koska kyseinen B2-mediumi erosi nyt kéytetystd SOC-mediumista lahinnd NaCl- ja hiivauute -
pitoisuuksissa, paatettiin ensin yrittda ilman uutta mediumia. E. colin metodiin tehtiin vain pienia
koeasetelmamuutoksia, joista tarkeimpana nostettu volttiméaara.

Seuraavana péivana elektroporaatiomaljoja tarkasteltaessa huomattiin, ettd perdjalkeen
suoritetuista kahdesta elektroporaatiosta toisen maljaan oli ilmestynyt yksi pieni peséke, joka
luminesoi kuvattaessa Xenogen Vivo Vision IVIS® Lumina® -kameralla (Caliper Life Sciences,
Saksa). Kokeen suorittaja innostui niin silminndhden onnistuneesta elektroporaatiosta, etta
valitettavasti unohti ottaa kyseisestd pesakkeestd kuvan. Pesdkkeesté levitettiin kuitenkin kasvatus
uudelle erytromysiinimaljalle, joka laitettiin kasvamaan 30 °C:ssa yon yli. Kuvasarjassa 20A-D on
esitettyna Kyseisen elektroporaatiomaljan pesakkeestd tehty sekundaarimaljaus normaalivalossa
(kuva 20A) seka luminesenssivalossa (kuva 20B). Kuvasta 20B voitiin todeta, ettd elektroporaatio
S. epidermidikselle oli onnistunut erittdin hyvin, ja ettd kyseessa todella on S. epidermidis. T&sté4
todistaa myos kuvasarjassa varsinaisten pesdkkeiden seassa esiintyvét pienet, jyvamadiset, valkeat
pesdkepisteet, jotka ovat erds Staphylococcus epidermidiksen muoto. Kuvan 20B pesakkeitéd
kaytettiin edelleen S. epidermidis -glyserolipreppien tekoon. Kuvissa 20C-D on lisdksi esitetty
elektrokompetenttien solujen elinkelpoisuudesta ennen elektroporaatiota todistava maljaus niin
ikddn normaali- sekd luminesenssivalossa. Talla haluttiin todistaa, ettd bakteerit olivat elossa ja
hyvékuntoisia ennen elektroporaatiota, ja etteivat ne sisdltaneet jo ennestddn luminesoivaa, sekaan

joutunutta bakteeria.

84



Kuva 20A-D. Staphylococcus epidermidiksen kolonnivertailussa nahdéan, ettd elektroporaatio on onnistunut. Kuvissa
elektroporaatiomalja A) normaalivalossa ja B) luminesenssivalossa, seka elektrokompetentit solut ennen
elektroporaation suoritusta C) normaalivalossa seké D) luminesenssivalossa.

5.3.3 B-Trikalsiumfosfaatti ei yksinaan aiheuta estorenkaiden muodostusta

Todennédkoisesti  sanottaessa, ettd p-trikalsiumfosfaattilla (B-TCP) on antimikrobiaalisia
ominaisuuksia, talla on tarkoitettu TCP:n kykya estad bakteereita kasvamasta pinnallaan (Kalita ym.
2007), eika ettd silla olisi kykyja varsinaisesti tappaa patogeenejd. Kuitenkin tdman oletuksen tueksi
TCP:n osuus kokeissa kaytettyjen pellettien aiheuttamassa estorenkaiden muodostuksessa oli
kumottava tai vahintddnkin osoitettava mitattomaksi. Tastd syystd suoritettiin koesarja, jossa
kontrollipellettien avulla osoitettiin TCP:n kyky toimia néissd kokeissa antibioottipellettien tapaan
olemattomaksi. Kokeessa kaytettiin Staphylococcus epidermidistd, koska sen oli kokeissa todettu

olevan erittdin hyva luminesenssin yllapitdja, joka ei esimerkiksi Escherichia colin tapaan
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yliluminesoi. Liséksi kokeet siprofloksasiinilla ja rifampisiinilla olivat osoittaneet S. epidermidiksen

sangen herkaksi antimikrobiaalisille aineille.

Kuva 21A-H. Staphylococcus epidermidiksen avulla suoritettiin koesarja kontrollipelleteistd, jolla todennettiin, ettei
kontrolleina kaytettyjen pellettien siséltdma TCP aiheuta estorenkaiden muodostumista. Levy on esitetty kuvasarjana
ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12 ja H) 14 tuntia. Levyn ylérivin kuopissa on kaytetty pelkéasté
PLCL 70/30 -polymeeristd valmistettuja pelletteja, kun taas alarivilld kaytettiin muissa estorengaskokeissa
kontrollimateriaalina kdytettyja PLCL 70/30 + TCP 50 % -pellettejé.

Kuvauksen aikana tapahtuneen laitetoimintavirheen vuoksi kamera oli lopettanut kuoppalevyn
kuvauksen neljannentoista tunnin kohdalla, mutta tdiman ajan katsottiin riittdvan osoittamaan TCP:n
mahdolliset bakteereita tappavat ominaisuudet. Kuten kuvasarjasta 21A-H silmamaaréisesti
n&hdéan, luminesenssivoimakkuus pellettien ymparilla pysyy samanlaisena ympéristoon verrattuna
koko kuvauksen lapi. Sama todettiin tarkasteltaessa kuvaussarjan intensiteettitasoja kuvaavia

graafeja. Alussa TCP-pellettien ymparilla esiintyvat kirkkaat punaiset pisteet aiheutuivat siitd, etta
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bakteerit ovat kertyneet kohtaamansa kiintedn kohteen seindmille tihe&ksi populaatioksi, jonka
luminesenssi on ympéristodan korkeampi. Saman ilmidn voidaan havaita esiintyvan kautta koko
koesarjan kuvatun levyn kuoppien reunoilla, joissa bakteeritineys on myds koholla muuhun
kuoppaan verrattuna. 1Imioté esiintyi kauttaaltaan muissakin koeasetelmissa, joten tatd ilmiota ei
pidetty merkkina TCP:n vaikutuksesta bakteereihin. Kokeella todistettiin, ettei B-TCP:lla ole
antibiootteihin verrattavia antimikrobiaalisia ominaisuuksia, eika se ole voinut osallistua tassa

tutkimuksessa estorenkaiden muodostukseen.

5.3.4 Siprofloksasiinitestit

Siprofloksasiini oli pelleteisséd kaytetyista antibiooteista vahvin, joten sen tehokkuuden
osoittaminen oli ehdottomasti yksi tarkeimmistd tavoitteista. Koska ladkevapautumiskokeiden
(Ahola ym. 2011a, kasikirjoitus) mukaan siprofloksasiinia sisaltavat pelletit vapauttavat aivan
alussa suuren madarén antibioottia erdénlaisena purskahdusreaktiona (burst effect), niiden tehon niin
sanotussa raakamuodossa odotettiin  olevan bakteereihin  kaikkein voimakkain. Myos
hydrolyysipellettien tehoa bakteereihin testattiin, koska haluttiin tietdd, kuinka hyvin pelletit
tappavat vield viikko asennuksen jalkeen ensimmaisestd antibioottiannoksesta selvinneita
bakteereita ja estdvat siten vastustuskykyisten, taudin uusiutumista aiheuttavien bakteerien
esiintymistd. Viikon hydrolyysin jalkeen Ahola ym. (2011a, ké&sikirjoitus) toteavat, ettd PLCL 70/30
+ 50 % TCP + siprofloksasiini -pellettien ladkevapautuminen on alkanut tasaantua, joten tuloksissa
haluttiin selvittdd, olisiko tasaisemmalla vapautumisella eroa raakapellettien tehokkuuteen

verrattuina.

5.3.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli reagoi erittdin voimakkaasti siprofloksasiinin lasndoloon raakapellettikokeissa,
kuten kuvista 22A-1 nahdaan. Estorenkaan muodostus alkoi E. colille epétyypilliseen tapaan
stressirenkaan muodostuksella jo ensimmaisten minuuttien aikana (kuva 22B), mutta stressialueen
olemassaoloa kesti ainoastaan parin ensimmadisen tunnin ajan, minké jalkeen nédhtdvissd kuvissa
esiintyy vain estorenkaan kasvua. T&mé& oli lahes ainoa kerta, kun E. coli reagoi antibiootin
lasndoloon stressaamalla. Pientd stressia voidaan nahdd myos viikon hydrolyysin l&pikdyneiden
pellettien kuvasarjassa neljan tunnin kohdalla (kuva 23C), mutta tdss&d koesarjassa stressivaste
kestdd vain muutaman minuutin, eikd sitd ole huomioitu sen enempé&&. Illmeisesti antibiootin

vapautumisnopeus nostattaa ympaériston bakteereissa valittdmasti metabolisen vastareaktion.
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Kuva 22A-G. E. coli, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10,
G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylarivin kuopissa on kontrolleina kaytetyt pelletit ja alarivilla olevissa kuopissa on
siprofloksasiinipelletit.

Verrattaessa raakapellettejd ja hydrolyysipellettejd toisiinsa ndhdé&an, kuinka raakapelletit
tuottavat selvésti suuremmat ja luminesenssitasoltaan alhaissmmat estorenkaat kuudentoista tunnin
aikana kuin hydrolyysipelletit. Estorenkaiden pinta-aloihin kertyy lopussa runsaasti eroa (kuva
24A), mutta kayrat alkavat erota varsinaisesti vasta noin kahdeksan tunnin jalkeen, jolloin
raakapellettien estorenkaat edelleen jatkavat kasvuaan hydrolyysipellettien estorenkaiden kasvun
alkaessa tasoittua. Siprofloksasiini ndyttda levidvan tarpeeksi nopeasti ja sen konsentraatio on
tarpeeksi voimakas estamaan jopa E. colille tyypillisen, hydrolyysipellettikuvissa kahdeksan tunnin
kohdalla jo erottuvan (kuva 23D), estorenkaan ulkopuolisen bakteeripopulaation voimakkaan
luminesoinnin. Raakapellettien tapauksessa siprofloksasiini nayttaisi levidvan kautta kuoppien koko

pinta-alan, mik& estdd vastaavan ilmion esiintymisen. Ainoastaan kontrollien kohdalla aivan
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viimeisten tuntien aikana bakteeripopulaatio alkaa saavuttaa yliluminesoinnin mittoja, joskin myos
siprofloksasiinikuopissa pienta reunailmiota voidaan n&dhdd jo 4-6 tunnin kohdalla (kuvat 22C-D).
Viikon hydrolyysissé olleiden pellettien antamat tulokset ovat lahestulkoon identtisid kaksi viikkoa
hydrolyysissa olleiden pellettien estorenkaan ja vasteen muodostuksen kanssa, joten kahden viikon

hydrolyysipellettien tuloksia ei esiteté tassa.

Kuva 23A-G. E. coli, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4,
D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn yldrivin kuopissa on kontrolleina kéaytetyt pelletit ja alarivilla
olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit.

Koesarjojen valon intensiteettitasoja verrattaessa raakapelletit tappavat bakteereita selvasti
tehokkaammin kuin viikon hydrolyysissa olleet. Kummankin koesarjan alkuluminesenssit ovat
suhteellisen l&hell& toisiaan, mutta intensiteettitaso laskee paljon alemmas raakapellettien kohdalla

alkutilanteeseen verrattuna (liite 2, kuvat 1A-I), eikd ympériston luminesenssi péése vastaavasti
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nousemaan yhté korkeaksi kuin hydrolyysipellettien (liite 2, kuvat 2A-1), mik& johtuu estorenkaan
nopeasta kasvusta. Raakapellettien osalta estorengas alkaa levitd niin nopeasti, ettd bakteerien
luminesenssi jatkaa kasvuaan vain kuuteen tuntiin asti (liite 2, kuvat 1A-D), jolloin siprofloksasiini
on jo ehtinyt diffundoitua jossain maarin ympéri koekuoppia ja sen vaikutus nakyy
intensiteettitason tasaantuneena laskuna (liite 2, kuvat 1E-I). Hydrolyysipellettien tapauksessa
estorengas ei saavuta kaikkia kuopan bakteereita, joiden luminesenssi rajahtdd nousuun (liite 2,
kuva 2E). Valotason nousu kuitenkin stabiloituu kahdeksan tunnin jalkeen. Myds estorenkaiden
luminesenssi laskee koko ajan, mutta selvésti raakapelletteja maltillisemmin. Alhaisin intensiteetti
pysyttelee pitkdan samoissa lukemissa (liite 2, kuvat 2D-G), kunnes siprofloksasiinikonsentraatio
nayttaisi nousevan entista korkeammalle tai bakteerien puskurointikyky pettaa (liite 2, kuvat 2H-1).

Saman voi ndhdd myos visuaalisesti kuvista 23F-1.
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Kuva 24A-B. Escherichia colin A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan kehitys
siprofloksasiinikokeissa.
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5.3.4.2 Staphylococcus aureus

Kuva 25A-G. S.aureus, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10,
G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn yldrivin kuopissa ovat kontrolleina kdytetyt pelletit ja alarivilla olevissa kuopissa on
siprofloksasiinipelletit.

Staphylococcus aureus reagoi siprofloksasiinin lasndoloon lahinnd stressivasteella, joskin
kuoppalevyn tarkastelu normaalivalossa osoitti, ettd stressaantuneet populaatiot aina kuolivat,
eivatkd suinkaan selviytyneet antibioottihyokkdyksesta (kuva 19). Sekd raaka- ettd viikon
hydrolyysipellettien tapauksessa kahden tunnin kohdalla bakteerien ensireaktiot voidaan erottaa
hyvin pienend nousuna luminesenssissa. Raakapellettien kohdalla nopea siprofloksasiinin
vapautuminen edistdd stressirenkaan kasvua, ja kuvista 25A-1 nahddan, ettd kasvu jatkuu
kuudenteentoista tuntiin saakka, samoin kuin stressivasteen voimistuminen, joka saavuttaa
voimakkaimmat piirteensé (punainen vari) kahdennentoista tunnin kohdalla (kuva 25G). Myos

hydrolyysipellettien kohdalla voimakas luminesenssialue alkaa kasvaa samoihin aikoihin, mutta
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muuten hydrolyysipellettien stressirenkaan kehitys on erittdin hidasta, ja kahden tunnin kohdalla
nakyva tilanne sdilyy ldhes muuttumattomana kahdeksan tuntia (kuvat 26B-E). llmeisesti
siprofloksasiinin diffuusio pelleteistd on viikon hydrolyysin jaljiltd niin hidasta, ettd bakteerit
pystyvat vastustamaan antibiootin vaikutuksia paljon pidempadn kuin raakapellettien tapauksessa
(kuva 27). Vasta kymmenen tunnin kohdalla (kuva 26F) antibioottikonsentraatio nayttda kasvavan,
mika johtaa stressirenkaan kasvuun (kuva 27) ja luminesenssin voimistumiseen. Eroa raaka- ja
hydrolyysipellettien stressirenkaiden pinta-alojen vélille muodostuu lopulta useampi nelidsentti.
Kaksi viikkoa hydrolyysissa olleet siprofloksasiinipelletit eivét endd tehonneet S. aureukseen (kuva

27), joten kyseisen koesarjan tuloksia ei katsottu tarpeelliseksi raportoida téssa sen tarkemmin.

Kuva 26A-G. S. aureus, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C)
4,D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn alarivin kuopissa on kontrolleina kaytetyt pelletit ja ylarivilla
olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit.
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Nollatilanteen eli alkuhetken voimakas luminesenssi on S. aureukselle tyypillinen ilmid, jossa
luminesenssin voimakkuus on “lights up” -ilmion vuoksi alkuun todellisuutta korkeammalla. VVasta
bakteerien rauhoituttua ja totuttua uuteen ymparistoonsa niiden luminesenssitaso nakyy todellisena,
mika selittdd kummankin koesarjan valon intensiteetin laskun kahden tunnin kohdalla (liite 2, kuvat
3A-B ja 4A-B). Tastd hetkestd alkaen voidaan verrata stressirenkaiden kehitystd raaka- ja
hydrolyysipellettien vélilla. Raakapellettien tapauksessa kahden tunnin kohdalla pellettien ympérilla
voidaan havaita valon intensiteettikuvaajassa pieni piikki, mutta muuten lukemat ovat viel& todella
alhaiset. Véhitellen pelletin jattdman intensiteettiaukon ymparillda kohouma alkaa leveté ja korkean
luminesenssin alue kasvaa indikoiden stressirenkaan kasvua. Kymmenen tunnin kohdalla bakteerien
stressitaso saavuttaa huippunsa (liite 2, kuva 3F), ja neljéntoista sekda kuudentoista tunnin aikana
stressirenkaan vaikutus on edennyt jo l&hes kuoppien reunamiin saakka. Viikon hydrolyysissa
olleiden pellettien kuvaajista ndhdaan, ettd korkein stressitaso saavutetaan hitaammin, vasta noin
neljantoista tunnin kohdalla (liite 2, kuva 4H), ja intensiteetin korkein kohta jaa selvasti
pienemmélle alueelle kuin raakapellettien kohdalla. Muutenkin stressirenkaat kehittyvat paljon
hitaammin, silla intensiteettitasot pysyvét samoina lahes kahdeksan tuntia, ennen kuin pient& kasvua
voidaan nahda ja kuoppien keskella havaitaan ymparistosté erottuva intensiteettikumpu kymmenen
tunnin tienoilla (liite 2, kuva 4F). Suurin piirtein saman alueen intensiteetti kasvaa vield hieman,
mutta samanlaista vyOhykettd kuin raakapellettien kohdalla ei synny. Kaiken kaikkiaan
siprofloksasiini ndyttad tehoavan S. aureukseen oikein hyvin.
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Kuva 27. Staphylococcus aureuksen stressirenkaiden pinta-alan kehitys siprofloksasiinikokeissa.



5.3.4.3 Staphylococcus epidermidis

Kuva 28A-G. S. epidermidis, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkillda A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8,
F) 10, G) 12, H) 14 ja 1) 16 tuntia. Levyn yl&rivin kuopissa on kontrolleina kaytetyt pelletit ja alarivilla olevissa
kuopissa on siprofloksasiinipelletit.

Staphylococcus epidermidis reagoi ainoana bakteerina erittdin  voimakkaasti  niin
raakapelletteinin kuin viikon hydrolyysissa olleisiin. Tama on hyva, mikéli ajatellaan, ettd S.
epidermidis on yksi luuméadan vaikeimmista patogeeneistd, joskin sen patogeeninen luonne
perustuu biofilmien muodostukseen, mitd téssd koesarjassa ei matkittu. Eroja raakapellettien ja
hydrolyysissa olleiden pellettien kdyton valille ei kunnolla muodostunut, silla estorenkaat kasvoivat
suurin piirtein samaa tahtia. Kuvasta 30A nahdaan, ettd estorenkaiden pinta-aloissa ei esiinny suuria
eroja, joskin pinta-alojen kasvun tasaisuudessa voidaan havaita poikkeamia. Vahdisid eroja

koesarjojen valilla ndhd&an vain intensiteettikuvaajien kehityksessa (liite 2, kuvat 5A-1 ja 6A-I),
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stressivasteissa sekd estorenkaiden vériskaalan vaihtelussa. Hydrolyysisséd olleiden pellettien
kohdalla alhainen siprofloksasiinikonsentraatiovy6hyke séilyy pidempédan kuin raakapellettien
kohdalla, mistd syystd paksu stressivyd estorenkaan ymparilld sdilyy usean tunnin ajan ennen
laantumistaan loppupisteessa (kuvat 29F-1). Vastaavasti raakapelleteissé stressivyd kehittyy ja
paksuuntuu jo ennen kahdeksatta tuntia, mutta ei pysy kauan ylld& nopeasti nousevan, S.
epidermidikselle haitallisen siprofloksasiinikonsentraation vuoksi (kuvat 28D-F), vaan sulautuu
osaksi estorengasta. Kuitenkin jos stressirenkaat huomioidaan estorenkaiden pinta-alojen laskussa

(kuva 30B) eroja ei pahemmin havaita, vaan vaikutukset ovat yhté tehokkaita.

Kuva 29A-G. S. epidermidis, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B)
2,C)4,D) 6, E)8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn yldrivin kuopissa on kontrolleina kaytetyt pelletit ja
alarivilla olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit.
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Kuvista 28G-1 ja 29G-1 ndhd&an, etta raakapelletit, vaikka eivat estorenkaan pinta-alan suhteen
juurikaan eroa hydrolyysipelleteistd, tappavat selvasti tehokkaammin laajalta alueelta patogeeneja
kuin hydrolyysissé olleet. Kuvista nahdéaan, etta raakapellettien estorenkaat ovat kauttaaltaan
tummia, kun taas hydrolyysipellettien estorenkaisiin jaa reunoihin paksu, vihred vyohyke, jolta
bakteerit eivat siis ole kuolleet yht& nopeasti, vaan tekevét vielda kuolemaa. Hydrolyysissa olleiden
pellettien siprofloksasiinimadra ei ole riittdnyt konsentraation yhtd tehokkaaseen nostoon kuin
raakapellettien, mutta positiivista on kuitenkin, ettd ero ndiden kokeiden vélilla on suhteellisen
pieni. Nain ollen jo viikon leikkaushaavassa olleiden siprofloksasiinipellettien voidaan katsoa
pystyvan pitaméan ainakin S. epidermidiksen kannan kurissa. Kaksi viikkoa hydrolyysissé olleet
pelletit antavat niin ik&én yhtenevat tulokset viikon hydrolyysissé olleiden kanssa, joten niiden

tuloksia ei ole esitetty.
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Kuva 30A-B. Staphylococcus epidermidiksen A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan
kehitys siprofloksasiinikokeissa.
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Valon intensiteetteja tutkittaessa suuria eroja raaka- ja hydrolyysipellettien aiheuttamissa esto-
tai stressirenkaiden muodostumisissa ei néhdd, vaan kummassakin tapauksessa neljan tunnin
kohdalla pellettiaukon kohdalla havaitaan pientd intensiteettikuopan muodostusta seka
stressimuurin intensiteetin nousun alkua kuopan ymparilla (liite 2, kuvat 5C ja 6C). Suurimmat erot
ovat estorenkaiden rajoille jadvan alueen luminesenssitasoissa varsinkin lopussa, jolloin
raakapellettien estorenkaan alue on suurin piirtein yhtd kuollutta, kun taas hydrolyysipellettien
estorenkaan reuna-alueet ovat vield taistelevien, hitaasti kuolevien bakteerien aluetta (liite 2, kuvat
51 ja 6l).

5.3.4.4 Pseudomonas aeruginosa

Kuva 31A-G. P. aeruginosa, siprofloksasiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8,
F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylarivin kuopissa on kontrolleina kéytetyt pelletit ja alarivilla olevissa
kuopissa on siprofloksasiinipelletit.
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Pseudomonas aeruginosa tarjosi todennakdisesti kaikkein mielenkiintoisimman vasteen
siprofloksasiinille. P&allimmaisend koeasetteluista voidaan erottaa, kuinka hyvinkin nopeasti alun
jalkeen kontrollikuoppien luminesenssi sammuu samoin kuin antibioottipellettikuoppien
antibiooteille altistumattomien alueiden. Kontrollikuopissa my6hemmin erotettava valo on
ainoastaan nadytekuopista levidvaa heijastusta, eikd suinkaan kontrollien valontuoton heradmistéa.
Antibioottipellettikuopissa luminesenssi herdéd uudestaan henkiin esto- ja stressirenkaiden levitessa
keskustasta kohti reunoja.

Kuva 32A-G. P. aeruginosa, siprofloksasiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B)
2,C)4,D) 6, E)8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn yldrivin kuopissa on kontrolleina kaytetyt pelletit ja
alarivilld olevissa kuopissa on siprofloksasiinipelletit.
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Huomionarvoista on, ettd P. aeruginosa kayttaytyi vastaavasti aina, kun se altistettiin
siprofloksasiinipelleteille. Kyseessa on erittdin voimakas quorum sensing -ilmid, jonka seurauksena
altistukselta toistaiseksi turvassa olevat bakteerit menettdvat luminesointikykynsa. P. aeruginosalla
on todettu olevan erittdin hyvd quorum sensing -systeemi, joka ohjaa monia kyseisen bakteerin
populaatioiden toimintoja. Todennakdisesti vastaavanlainen quorum sensing -systeemi on
linkittynyt nyt tdssa tapauksessa luminesenssigeenien saatelyyn, ja siprofloksasiinille altistuminen
aiheuttaa bakteereissa sellaisen feromonin tuoton, joka inaktivoi lux-operonin. Bakteerit viestittavéat
feromonin avulla toisilleen suuren ymparistostressitekijan ja toksiinin ldsndolosta, eli varoittavat
toisiaan. Feromonit levidvét aerosolien tapaan ilmassa, joten kuoppalevyisséd oleva ilmarako
kontrollien sekd antibioottikuoppien vélilla aiheuttaa kontrollikuoppien sammumisen. Paljon
energiaa kuluttavan luminesenssireaktion sammuttaminen on hyvd keino sadstdd energiaa, jos
vastaan on tulossa mahdollisesti myrkyllinen aine. Syyna luminesenssin uudelleensyttymiseen on
todennakadisesti siprofloksasiinin konsentraation kasvaminen niin suureksi, ettd feromonin ylimaara
riittdd aktivoimaan lux-operonin uudelleen. Kdynnistymisen voi aiheuttaa myos tilanne, jossa
bakteeri sammuttaa joitain térkeitd s&atelymekanismejaan kamppaillessa hengestdéan, jolloin
luminesoinnin esto loppuu. Siprofloksasiini voi muistuttaa rakenteeltaan téllaista feromonia tai
kyseessa on vahvan antibiootin aiheuttama reaktio P. aeruginosassa.

P. aeruginosa kehitti kieltdmatta koko koesarjan suurimmat ja selkeimmét stressirenkaat, jotka
paksuuntuivat yleensd loppua kohden huomattavasti. Naista renkaista voitaneen paatelld, kuinka
suurella alueella P. aeruginosa pystyy vastustamaan siprofloksasiinin vaikutusta, eli kuinka suurella
alueella konsentraatio on vield riittdmaton tappamaan bakteereita lopullisesti. Kuten S. aureuksen
kohdalla, myos P. aeruginosan stressirenkaat kuuluvat selvésti rajattavissa olevien estorenkaiden
alueisiin, eli my6s niiden alueelta bakteerit tulevat kuolemaan. Ne edustavat kuitenkin vahvaa
etuvartiota viela elavien ja jo kuolleiden bakteerien valilla ja kertovat, kuinka pitkaan bakteerit
jaksavat viela taistella vastaan estorenkaiden reunamilla. Tamakin kertoo, kuinka huonot seuraukset
lilan aikaisin lopetettavalla antibioottiterapialla olisi, silla taltd alueelta selvinnyt bakteeri saattaa
olla jo edellisia resistentimpi siprofloksasiinihoidolle.

Paksuimmiksi ja suurimmiksi stressirenkaat kasvavat raakapellettien kuvasarjassa (kuvat 31A-1),
miké& kertoo siprofloksasiinin laajasta diffuusiosta kautta kuoppien ja ettd konsentraatiohaitari on
kuitenkin kohtuullisen suuri vield estorenkaiden ulkopuolella. Viikon hydrolyysissa olleiden
pellettien stressirenkaat jadvat ohuemmiksi (kuvat 32A-1), mikd johtunee vahaisemmasta
vapautuneesta siprofloksasiinimaaréstd, jolloin myods konsentraatiohaitari jaa heikommaksi.
Konsentraatioerojen vyohykemaéisyydestd kertoo myods estorengasalueen jakautuminen selvasti

kahteen luminesenssiltddn eroavaan renkaaseen (kuvat 32D-1), joissa keskimmaéisen konsentraatio
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riittdé selvasti tappamaan bakteerit vélittdmasti, kun taas ulommas siirryttdessa bakteerien kuolema
on selvasti hitaampaa. Raakapellettien esto- ja stressirenkaat kasvavat myos reilusti isommiksi
(kuvat 31A-B ja 33A-B) kuin hydrolyysipellettien kohdalla, ja estorengasalueet ovat yhtendisempié
luminesenssiltaan (kuvat 31D-l). Tappava siprofloksasiinikonsentraatio kehittyy selvésti
raakapellettejd kaytettdessd nopeammin kuin hydrolyysipellettien kohdalla, mika ndkyy myos
estorenkaiden pinta-alojen erona kuvassa 33A, jossa estorenkaiden kasvu on hyvin tasaista.
Notkahdus reilun neljan tunnin kohdalla johtuu stressirenkaiden aktivaatiosta (kuva 33B), mik&
muutti  ndiden kahden alueen rajan madrityksen alkuun vaikeaksi. Kahden viikon
hydrolyysipellettien tulokset vastaavat jélleen viikon hydrolyysissé olleiden pellettien tuloksia, eika

niita esiteta tassa.
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Kuva 33A-B. Pseudomonas aeruginosan A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan
kehitys siprofloksasiinikokeissa.

Tutkittaessa valon intensiteetin muutoksia antibioottipellettikuopissa voidaan ndhda samanlaiset

reaktiot kummassakin  siprofloksasiinikokeessa, joskin hieman hidastetussa tahdissa
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hydrolyysipellettien kohdalla. Raakapellettien kohdalla estorenkaiden alueella intensiteetin
voimakas lasku tapahtuu leveammalla alueella (liite 2, kuva 71) kuin hydrolyysipellettien (liite 2,
kuva 8l), ja raakapellettikokeen stressirenkaat yltavat levedammalle (kuva 33B) sek& korkeampiin
luminesenssilukemiin. Hydrolyysipellettien koesarjassa bakteerien luminesenssi laskee alussa
nopeammin ja paljon alemmas kuin raakapellettien tapauksessa (liite 2, kuvat 7B ja 8B), miké kielii
siprofloksasiinikonsentraation hitaasta kehityksestd P. aeruginosalle haitalliseksi. Siprofloksasiini
on kuitenkin erittdin tehokas P. aeruginosaa vastaan vield viikon hydrolyysin jalkeenkin, vaikka

talloin bakteerien tehokas eliminointi kestéa pelleteiltd kauemmin.

5.3.5 Rifampisiinitestit

Rifampisiinin ei odotettu tehoavan yhta voimakkaasti bakteereihin kuin siprofloksasiinin, ja sen
on tarkoitus olla sekundaariantibiootti, joka huolehtii vastustuskykyisten bakteerien muodostumisen
estamisestd. Kuitenkin sen tehoa yksinddn haluttiin tutkia, sillda vaikka hoitotilanteessa
siprofloksasiinialtistus heikentdisi bakteereita, olisi erittdin huono idea altistaa niit4 tehottomalle
antibiootille, joka voisi lisatd niiden vastustuskykya. Téllaisesta voisi aiheutua pulmia myods
siprofloksasiinihoidolle.

Rifampisiini diffundoitui todennakaisesti siprofloksasiinia hitaammin niin agarissa kuin ulos
pelleteistd, silla sen molekyylikoko on paljon suurempi. Aholan ym. (2011b, kasikirjoitus) mukaan
rifampisiinipelletit vapauttavat antibioottinsa paljon hitaammin kuin siprofloksasiinipelletit, mutta
kuitenkin viikon hydrolyysin kuluttua suhteellisen tasaiseen tahtiin. Tummat rifampisiinipelletit
nékyivét poikkeuksetta kaikissa estorengaskokeissa kokoa ajan ympéristddn mustempina pisteing,
mika aiheutui ennemminkin niiden valoa heijastamattomasta ulkomuodosta sekd tummasta vérista
kuin antibiootin aiheuttamasta estorenkaan muodostumisesta. Rifampisiinilla ei yksindén saatu
aikaiseksi yhta vahvoja tai halkaisijaltaan suuria estorenkaita kuin siprofloksasiinilla, mutta sen
osoitettiin kuitenkin tehoavan tietyssé mittakaavassa pahimpiinkin patogeeneihin, joskaan tulosten
perusteella rifampisiinipelletteja ei koskaan tulisi kayttdd yksindan luumédan hoitoon. Kaksi
viikkoa hydrolyysissa olleiden rifampisiinipellettien tuloksia ei esitetd tdss, koska ne vastaavat

tuloksillaan tdsmalleen tai huonommin viikon hydrolyysissa olleiden tuloksia.

5.3.5.1 Escherichia coli

Escherichia coli oli Pseudomonas aeruginosan lisdksi ainoa bakteeri, joka ei vastannut
rifampisiiniin misséén vaiheessa stressilla, tai ainakin stressirenkailla oli tapana valittomasti hukkua
ympardivien bakteerien voimakkaan luminesenssin alle. Tyypilliseen tapaansa kaytetyista
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bakteereista voimakkaimpana luminesenssin tuottajana antibiooteille altistumaton E. coli tuotti
myos rifampisiinikokeissa vahvat, runsaasti valoa tuottavat populaatiot estorenkaiden ympérille ja
kontrollikuoppiin, kuten kuvasarjasta 35A-1 nahdaan. Raakapellettien tapauksessa vastaavanlaista
ilmiota ei jostain syystd ainoana poikkeuksena koko tutkimuksen aikana nahda, joskin reaktio alkaa
selvasti herétd 10-12 tunnin tietamilla (kuvat 34F-G).

Kuva 34A-G. E. coli, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G)
12, H) 14 ja ) 16 tuntia. Levyn ylarivin kuopissa on kontrolleina kaytetyt pelletit ja alarivilla olevissa kuopissa on
rifampisiinipelletit.

Vaikka raakapellettikuvissa voidaan nahda rifampisiinipellettikuopissa joko liikkeesta tai pinnan
epatasaisuuksista kuoppalevyja valettaessa aiheutuneita estorenkaiden lieskoja, kuvasarja on
luminesenssiltaan selvésti tasaisempaa kautta koko sarjan verrattuna viikon hydrolyysin

lapikdyneiden pellettien kuvasarjan luminesenssitasoon, joka vaihtelee suuresti kuvauksen aikana
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(kuvat 35A-1). Hydrolyysipellettien kuopille tavallista on varsinkin luminesenssin asteittainen
sammuminen ja yht4d vaiheittainen kasvu alkaen kuoppien reunoilta, joihin suurimmat
bakteeripopulaatiot ovat kasaantuneet. Ainoastaan rifampisiinipellettien ymparilla séilyy jatkuvasti
pieni estorengasalue. Kuitenkin selvésti nahdaéan, ettd viikon hydrolyysin jalkeen vapautuva
rifampisiinimaard, vaikka selvasti riittda pienen estorenkaan indusoimiseen, ei enda tuota kuin hadin
tuskin puolet siitd vasteesta, mitd raakapelleteistd vapautuva rifampisiinimaard (kuva 36).
Raakapellettien kohdalla alun vapautuva rifampisiinimédard kasvattaa kahden tunnin kohdalla
rajahdysmaisesti estorenkaiden kokoa, mutta tahan piikkiin rifampisiinin tehon nousu nayttdd myos

paattyvan (kuva 36).

Kuva 35A-G. E. coli, rifampisiinipelletit (1vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilld A) 0, B) 2, C) 4, D) 6,
E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn yldrivin kuopissa on kontrolleina kdytetyt pelletit ja alarivilld olevissa
kuopissa on rifampisiinipelletit.
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Valon intensiteettitasoja tutkittaessakin nahdadn selvd ero raakapellettien vaikutuksessa
valontuottoon verrattuna viikon hydrolyysissa olleisiin. Kymmenenteen tuntiin  asti
hydrolyysipelletit aiheuttavat ymparilladn romahdusta luminesenssitasoissa (liite 2, kuvat 10A-F),
mutta sen jalkeen estorengas ei enda kasva (kuva 36), ja vain ympériston luminesenssitaso muuttuu.
Myoskaan laskeva intensiteettialue ei levene alkuperéisestd tilanteestaan kuin hieman, ja
intensiteettialueen leventyminenkin padttyy kymmenennen tunnin kohdalla. Raakapellettien
tuottaman estorenkaan pinta-ala kasvaa erittdin nopeasti (kuva 36), mik& johtunee
rifampisiinipellettien alkupurskahduksesta (burst effect), eli tilanteesta, jossa antibioottia vapautuu
aluksi kerralla suuria maarid. Tasté syysta valon intensiteetit muuttuvat raakapellettien kohdalla jo
neljan tunnin kohdalla erittdin paljon, joskin saavutettu intensiteettialue ei juuri endd muutu
leveydeltddn, vaan ainoastaan voimakkuudeltaan (liite 2, kuvat 9C-l1). Muodostuneilla
estorengasalueilla E. colin luminesenssi-intensiteetti laskee lahes olemattomaksi (liite 2, kuva 9l).
Myos kuvista 34C-1 nédhdaan, kuinka tummaksi altistuneen alueen valontuotto kdy, mika on selva
merkki bakteerien massakuolemasta. Aivan vastaavaan ilmiéon ei paastd viikon hydrolyysissa
olleilla pelleteilld, joiden intensiteetit eivat laske ndin alas (liite 2, kuva 101I), mutta kuitenkin
riittdvasti aiheuttamaan bakteerien heikentymisen ja todennédkdisesti lopputaistelussa varman
solukuoleman. Kokeista voidaan paatelld, etta rifampisiini tehoaa runsaina maarina hyvin E. coliin,

mutta pienten méarien vaikutusalue jaa laihaksi.
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Kuva 36. Escherichia colin estorenkaiden pinta-alan kehitys rifampisiinipellettikokeissa. Merkittavaa stressirenkaiden
kehitystd ei E. colin kohdalla havaittu hydrolyysin jalkeen.
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5.3.5.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureuksen reaktioita rifampisiiniin oli kohtalaisen vaikea tulkita. Kuitenkin
nayttaa siltd, ettd kaiken kaikkiaan pelkka rifampisiini on suhteellisen tehokas pahamaineista S.

aureusta vastaan, joskin on muistettava, ettd reaktiot ovat aina kantakohtaisia.

Kuva 37A-G. S. aureus, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G)
12, H) 14 ja 1) 16 tuntia. Levyn ylarivin kuopissa on kontrolleina kéytetyt pelletit ja alarivilla olevissa kuopissa on
rifampisiinipelletit.

Silmamadréisesti luminesenssikuvia tutkittaessa mitdan vastaavaa estorenkaan muodostusta kuin
toisilla bakteereilla ei S. aureuksen tapauksessa voida havaita, eikd S. aureus reagoi rifampisiiniin
alkuun vastaavilla vahvoilla stressivasteilla kuin siprofloksasiiniin. Selkeimmin estorenkaan

muodostusta voidaan havaita viikon hydrolyysin lapikéyneiden pellettien kohdalla, jolloin kuvissa
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erotetaan selkedsti jo kahden tunnin kohdalla (kuva 38B) S. aureuksen stressirengas, joka jatkaa
kasvuaan koesarjan loppuun saakka. Kahdeksan tunnin kohdalla stressirengas alkaa erottua myaos
estorenkaaksi, joka myos laajenee loppuun asti ja jonka intensiteetti muuttuu vield kuudentoista
tunnin kohdalla (liite 2, kuva 12H-1) luminesenssin varin alkaessa muuttua estorenkaan keskustassa
tummemmaksi (kuva 381). Tama kertoo bakteerien hitaasti kiihtyvastd kuolemasta. Vahva
stressirenkaan  muodostus  johtunee  pienten  rifampisiinikonsentraatioiden  nostattamasta

voimakkaasta puolustusvasteesta.

Kuva 38A-G. S. aureus, rifampisiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4,
D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn yldrivin kuopissa on kontrolleina kéytetyt pelletit ja alarivilla
olevissa kuopissa on rifampisiinipelletit.

Raakapellettien tulokset ovat vaikeasti tulkittavia, sill& niist4d saadut kuvat poikkeavat taysin S.

aureuksen kayttaytymisestd aikaisemmissa tilanteissa. Kahden tunnin kohdalla (kuva 37B)
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havaitaan estorenkaan muodostumista, joskin kuoppalevya valettaessa on taytynyt tapahtua pienta
liikettd tai alusta on ollut epatasainen, mikd on aiheuttanut estorenkaiden vé&aristymat ja
lieskamaiset ulokkeet. Kuuden tunnin kohdalla renkaat ovat jo kasvaneet l&hes kuopat kattaviksi, ja

kahdeksan tunnin kohdalla leviaminen nayttéisi kattavan koko kuoppapinta-alan (kuva 39A-B).
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Kuva 39A-B. Staphylococcus aureuksen A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan
kehitys rifampisiinipellettikokeissa.

Tilanne séilyy tasta eteenpdin tdysin muuttumattomana, niin luminesenssikuvia (kuvat 37E-I) kuin
intensiteettikayria (liite 2, kuvat 11E-I) katsottaessa. N&iden kuvien perusteella vaikuttaa silta, etta
raakarifampisiinipelleteista kylla levidaa rifampisiinia tarpeeksi kattamaan kuopat kauttaaltaan,
mutta bakteerien vaste on odottamaton. Yleensd stressivasteella reagoiva S. aureus ei o0soita
merkkeja stressistd, vaan séilyttdd tasaisen valoreaktionsa loppuun asti. lImiota on vaikea selittéa,
mutta todennakdisesti rifampisiinikonsentraatio kasvaa tarpeeksi tasaista tahtia, jossa konsentraatio

ei uhkaa bakteerien henked niin paljon, ettd ne aktivoisivat stressivasteensa. Syyné voi olla myos,
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etteivat bakteerit ehdi aktivoida vasteita leviavan rifampisiinin alta. Ne kuitenkin selkedsti
havaitsevat stressitekijan eli antibiootin lasndolon, silla rifampisiinipellettikuoppien luminesenssi
séilyy kautta koesarjan korkeampana kuin kontrollikuoppien. Paljaalla silmalla kuoppalevyja
katsottaessa raakapellettikokeessa rifampisiinikuoppien bakteerikasvusto oli selvésti karsinyt
rifampisiinista. Samoin viikon hydrolyysin kuoppalevysséa stressirenkaan ja estorenkaan alueelle oli
samoin muodostunut kirkas keskus samean ympériston vastapainoksi, joten rifampisiini selvésti
tehoaa S. aureukseen. Kuitenkin tehon suuruudesta voidaan olla montaa eri mieltd, silla
luminesenssitasoissa ei tapahdu niin suuria muutoksia, ettd bakteerien voitaisiin varmuudella sanoa

kuolevan.

5.3.5.3 Staphylococcus epidermidis
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Kuva 40A-B. Staphylococcus epidermidiksen A) estorenkaiden pinta-alan ja B) stressirenkailla huomioidun pinta-alan
kehitys rifampisiinipellettikokeissa.
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Kuva 41A-G. S. epidermidis, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F)
10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn yldrivin kuopissa on kontrolleina kaytetyt pelletit ja alarivilla olevissa kuopissa
on rifampisiinipelletit.

Staphylococcus epidermidis muodosti E. colin jalkeen kaikkein voimakkaimmin estorenkaita
rifampisiinin lasné ollessa. Raakapellettien kohdalla vasteenmuodostusta havaitaan neljan tunnin
kohdalla (kuva 41C), jolloin estorenkaan reunat alkavat levitd ja stressirengas alkaa hahmottua
antibioottipellettien ympérille. Estorenkaan koko saavuttaa maksiminsa kymmenen tunnin tienoilla
(kuva 41F), minké jalkeen estorenkaan pinta-ala (kuva 40A), intensiteetti (liite 2, kuvat 13F-I) ja
stressivaste (kuva 40B) pysyvat muuttumattomina. Verrattuna viikon hydrolyysissé olleisiin
pelletteihin, raakapellettien aiheuttama estorenkaan muodostuskapasiteetti oli suurempi. Kuten
kuvista 40A-B voidaan néhd4, viikon hydrolyysin jalkeen pelleteistd vapautuva rifampisiinimaara ei
tuota suurta estorengasta. Estorengas saavuttaa jo ensimmaisten tuntien aikana maksimikokonsa,

eikd koko koesarjan aikana vapautuva rifampisiiniméaara riitd kasvattamaan sita (kuvat 42D-1). N&in
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ollen viikon hydrolyysissa olleiden rifampisiinipellettien tehokkuus S. epidermidiksen kohdalla

rajoittuu vastaavasti kuten E. colin kohdalla noin nelidsentin kokoiselle alueelle.

Kuva 42A-G. S. epidermidis, rifampisiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilld A) 0, B) 2, C)
4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Bakteerit eivét ole levinneet tasaisesti kaikkien kuoppien reunoille,
mista johtuu kuoppien oikean reunan varjomainen olotila. Levyn ylarivin kuopissa on kontrolleina kdytetyt pelletit ja
alarivilla olevissa kuopissa on rifampisiinipelletit.

Valon intensiteetin kuvaajat eivat viikon hydrolyysin kohdalla juurikaan muutu kuuden tunnin
jalkeen (liite 2, kuvat 14D-l), joten voidaan sanoa, ettd kuudenteen tuntiin asti pelleteista
vapautuvalla rifampisiinimaaralla viikon hydrolyysin jalkeen on merkitystd S. epidermidikselle,
mutta ettd sen jalkeen vapautuvat rifampisiinimaarat eivat diffundoidu pidemmélle tarpeeksi suurina
madrind. Raakapelleteistd sen sijaan vapautuu vield kymmenennen tunnin kohdalla mé&éri&, jotka

vaikuttavat bakteerien valon tuottoon (kuva 41F-l). Raakapellettien estorenkaat ovat variltdan
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erittdin tummia, eli rifampisiinikonsentraatio on laajalla alueella suurempi kuin hydrolyysipellettien
kohdalla. Hydrolyysipelleteistad rifampisiini ei en&a joko diffundoidu tehokkaasti tai vapautuva
konsentraatio ei kykene voittamaan S. epidermiksen puolustusmekanismeja, jolloin estorengas j&a
mitattdmaksi. Raakapellettien tuottama estorenkaan kasvu on ensimmadisten kahdeksan tunnin ajan
nopeaa, kunnes vauhti hiipuu ja loppuu lahes tyystin (kuva 40A-B). Kummassakin tapauksessa
estorenkaiden ympadristd jatkaa muuttumistaan, mik& on normaalia bakteereille, jotka eivat koe
olevansa alttiina millek&an ympaérdivalle uhalle. Rifampisiini ei aiheuta suurta stressivastetta S.
epidermidikselle, joskin kapea estorengas on koko ajan néhtavissa aivan estorenkaan laheisyydessa.
Rifampisiini tehoaa tulosten valossa S. epidermidikseen varmuudella pellettien k&yton alussa, mutta

sen teho viikkoa mydhemmin voi olla heikompaa.

5.3.5.4 Pseudomonas aeruginosa
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Kuva 43. Pseudomonas aeruginosan estorenkaiden pinta-alan kehitys rifampisiinipellettikokeissa. Stressirenkaiden
muodostusta ei havaittu kokeiden aikana.

Rifampisiini ei aiheuttanut Pseudomonas aeruginosalle stressivastetta kuten siprofloksasiini ja
estorenkaatkin jaivat huomattavasti pienemmiksi. Lisaksi ndyttaa siltd, etta katsottaessa kuvasarjoja
44A-1 sekd 45A-1 havaitaan, ettd ainoastaan raakapelletit, joista vapautuu ensikosketuksen aikana
pinnalta runsas rifampisiiniryoppy tehoavat jo ensimmaéisten parinkymmenen minuutin aikana P.
aeruginosaan aiheuttaen estorenkaan hitaan muodostumisen. Estorengas ja& raakapellettien osalta
suhteellisen pieneksi ja se saavuttaa huipussaan vain noin puolentoista neliésentin pinta-alan (kuva
43). Ensimmaéisten kahdeksan tunnin aikana estorenkaan pinta-alaa kuvastavasta kayrastd ndhdaan,
ettd estorenkaat kasvavat kohtalaisen nopeasti, kunnes aletaan saavuttaa huippuleveyttéd ja vauhti
hiipuu (kuva 43). Ilmeisesti ndill4 rajoilla rifampisiinipelleteistd diffundoitunut antibiootti alkaa
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saavuttaa P. aeruginosan eliminointiin riittdvia maksimikonsentraatioitaan. Agar saattaa rajoittaa
rifampisiinin diffuusiota, mutta todennékdisesti vapautuva rifampisiinimaara ei riitd pitaméaan ylla

konsentraatiota, joka vaadittaisiin estorenkaan kasvuun.

Kuva 44A-G. P. aeruginosa, rifampisiinipelletit. Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F)
10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylarivin kuopissa on kontrolleina kéytetyt pelletit ja alarivilla olevissa kuopissa
on rifampisiinipelletit.

Viikon hydrolyysissa olleet rifampisiinipelletit (kuvat 45A-1) eivat néytd endd tehoavan P.
aeruginosaan lainkaan. Myonnettdva on, ettd raakapellettien kuvasarjassa esiintyva, vesihdyrysta
muodostuva ja kaikkien kuoppien poikki kulkeva alue hairitsee tulosten tulkintaa, ja ettd sen alle
saattaa jaada intensiteetiltdan raakapellettikuvasarjaa vaaleampia estorenkaita, kuten kuvista 44H-1
néhdaan. Kuitenkaan misséén vaiheessa rifampisiinipellettien ymparilla ei voida selkedsti havaita

ympéristostdan luminesenssin perusteella eroavaa aluetta, joten voidaan todeta, etteivat viikon
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hydrolyysissa olleet rifampisiinipelletit endd vapauta rifampisiinia P. aeruginosalle haitallisina

maarina.

Kuva 45A-G. P. aeruginosa, rifampisiinipelletit (1 vko hydrolyysi). Levy on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C)
4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Levyn ylarivin kuopissa kahdessa vasemmalta seka alarivin
ensimmaisessd vasemmalta on kontrolleina kdytetyt pelletit ja ylarivin ensimmaisessd kuopassa oikealta seka alarivilla
kahdessa kuopassa oikealta on rifampisiinipelletit.

Tutkittaessa valon intensiteettejakin huomataan, etteivat viikon hydrolyysissé olleet pelletit
aiheuta suurta muutosta bakteerien valon tuottoon (liite 2, kuvat 16A-I) toisin kuin raakapelletit,
joiden ymparilla tapahtuu selvésti alueellista laskua luminesenssitasossa (liite 2, kuvat 15A-1). Sen
sijaan viikon hydrolyysissa olleiden pellettien intensiteettikuvaajat pysyvéat kéaytdnnossa
muuttumattomina, ja vaikka kuudennen tunnin kohdalla (liite 2, kuva 16D) voidaan havaita loppuun

asti sdilyvaa leventymaa pelletin aiheuttaman intensiteettiaukon kohdalla, muutos on erittéin pieni
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ja vesihOyryverho saattaa héirita tulkintaa. Tuloksista voidaan yhtd kaikki paatella, etteivat pelletit
suurella todennékoisyydelld pysty endd viikon kuluttua vapauttamaan sellaista maaréa rifampisiinia,
joka riittéisi P. aeruginosan tappamiseen.

5.3.6 Yhteisvaikutuksen estorengaskokeet

Néissa koesarjoissa ei saavutettu odotetunlaisia tuloksia, minkd vuoksi niistd ei raportoida
tarkasti tassé tutkielmassa. Tutkittavien pellettien yhteisvaikutusta bakteereihin oli tarkoitus tutkia
6-kuoppalevyilla asettamalla siprofloksasiini- ja rifampisiinipelletti rinnakkain tutkittaviin kuoppiin.
Niistd diffundoituvien antibioottirintamien kohtaamisalueella oli tarkoitus n&hda mahdollista
synergiatoimintaa eli kyseisten antibioottien yksittaiskaytdsta eroavaa yhteisvaikutusta bakteereihin.
Taman synergian ajateltiin nakyvan valon intensiteetin eroina verrattuna alueisiin, jotka altistuivat
vain rifampisiinille tai siprofloksasiinille. Koeasetelma kuitenkin epaonnistui, koska mitdén eroavaa
synergia-aluetta ei tuloksissa havaittu. Koeasetelma oli ep&onnistunut myos siksi, etta pelletit oli
asetettu aivan liian l&hekkain toisiaan, jolloin niiden véliin ja4va rako synergian havainnoimista
varten oli olematon. Nyt liian pienesta etaisyydesta johtuen vahva siprofloksasiini kehitti nopeasti
suuren alueen peittavéan estorenkaan, eika mitaan rifampisiinin ja siprofloksasiinin rajapintaa voitu
havaita. Koska antibioottien synergiavaikutus on erés mielenkiintoinen tutkimuspiirre seka
kiinnostuksen kohde tutkittaessa pellettien tehoa bakteereihin, kokeet tullaan varmasti toistamaan

my6hemmin.

5.4 Luupilottikokeet
5.4.1 Staphylococcus aureus

Ensimmaéinen luupilottikoe suoritettiin S. aureuksella. Luupilottikoe suoritettiin ennen kuin 6-
kuoppalevyjen kohdalla saavutettiin lapimurtoa siind, kuinka S. aureusta on kasvatettava
luminesenssitason nostamiseksi. Todennékoisesti uusittaessa tulokset olisivat olleet paremmat.
Kolme tuntia luupalojen valamisesta agariin valoa ei vieldk&d&n nékynyt (kuva 46A), joten maljan
annettiin inkuboida vield seuraavat kolme tuntia. Yhteensa kuuden tunnin jalkeen maljan bakteerit
luminesoivat, mutta ne olivat karanneet agariin sen sijaan, etté olisivat luminesoineet luiden paalla
(kuva 46B). Luiden pinnalla oli tyhjaa lukuun ottamatta paksumpia agarpeitteisida kohtia, joissa
nakyi hieman valoa. Jostain syystd bakteerit eivat olleet suostuneet tunkeutumaan luuhun tai
muodostamaan biofilmi&d sen pinnalle. Luihin laitettiin Kkuitenkin antibioottipelletit ja malja

asetettiin kuvaukseen silta varalta, ett4 luminesenssi voimistuisi ja jotain reaktiota voitaisiin havaita.
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Parin tunnin kuluttua luminesenssi alkoi kuitenkin sammua tyystin, eiké luissa ndkynyt vieldkaan
valoa, joten koe keskeytettiin. Todennakdisesti kasvuolosuhteet olivat olleet S. aureukselle
sopimattomat joko siten, ettd sitd oli pidetty liian kovassa ravistelussa tai sen oli annettu kasvaa

aivan liian kauan, jolloin bakteerit eivét olleet paésseet rauhassa tarttumaan luiden pintaan.

Kuva 46A-B. S. aureuksen luupilottimalja luminesenssikamerassa A) kolmen tunnin ja B) kuuden tunnin kuluttua
maljan valamisen jalkeen. Kuvassa B oikeanpuoleisessa puoliskossa olevassa luunpalassa ovat antibioottipelletit (14
kpl) ja vasemmanpuoleisessa PLCL 70/30 + TCP 50 % -kontrollipelletit.

5.4.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosalla suoritetussa luupilottikokeessa bakteerit tarttuivat Staphylococcus
aureusta paremmin luiden pinnoille muodostaen hyvin luminesoivia biofilmeja (kuva 47A). Kuten
yksittdisissd  6-kuoppalevykokeissa, joissa testattiin  siprofloksasiinipellettejd, myods téssa
tapauksessa siprofloksasiinin lasndolo sai  kontrolliluun pinnalla kasvavat, antibiooteille
altistumattomat bakteerit menettdmaan luminesenssinsa taysin neljanteen tuntiin mennessa (kuva
47C). Samoin tahadn mennessa bakteerit olivat alkaneet levittaytyd antibioottiluupalan pinnalta
ympéroivaan agariin, mika oli kuitenkin taysin odotettava ilmi6d. Kuitenkin luminesenssin
voimakkuus paljastaa, ettd valtaosa bakteereista kasvoi edelleen luun pinnalla. Kahdeksan tunnin
kohdalla ympéristoon ja kontrolliluupalan puolelle levidva violetti valoalue (kuva 47E-I) on
todennékoisesti ainoastaan luminesoinnin aiheuttamaa heijastusta ymparistoonsa.

Luupalojen pinta-ala oli noin 7-10 cm? (halkaisija noin 3-3,5 cm), ja kuten kuvasta 48 nahdaan,
kuudessatoista tunnissa estorengas on ehtinyt saavuttaa jo noin 6 cm? alan. Antibiootit

diffundoituvat todennékoisesti ennemmin agaria kuin luuta pitkin tappaen biofilmien bakteereita.
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Biofilmit ovat nykyisten hoitomuotojen suurimpia ja haastavimpia ongelmia, joten mikéli pelletit
todella tehoavat vaikeiden bakteerien biofilmeihin, pelleteilld on hyvat mahdollisuudet voittaa
luumatd asennuksen jalkeen. Tietysti on todettava, ettei luiden biofilmi ollut ehtinyt vield kasvaa
kovin pahaksi téllaisessa kasvatuksessa, kun taas infektoituneessa luussa tilanne voi olla viela

pahempi.

Kuva 47A-1. Pseudomonas aeruginosan luupilottikokeen kuvasarja. Malja on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2,
C)4,D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia. Oikeanpuoleisessa luupalassa kaytettiin kontrollimateriaalina PLCL
70/30 -pellettejd, joissa oli mukana 50 % TCP:a. Vasemmanpuoleiseen luupalaan laitettiin 4+4 antibiootteja siséltavia,
koostumukseltaan muuten vastaavia pelletteja.

Estorenkaaseen laskettiin kuuluvaksi alueet, joilta luminesenssi oli tadysin sammunut tai se oli
hiipunut variltddn violetiksi. T&mén katsottiin indikoivan kuolevia bakteereita ja siten kuuluvaksi

antibioottien vaikutuspiiriin. Estorenkaan pinta-ala kasvoi hyvin tasaisesti, kuten kuvasta 48
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néhdaan. Estorengas alkoi muodostua jo hyvin aikaisessa vaiheessa, silld ensimmaiset merkit
bakteerien kuolemasta voidaan ndhda jo ensimmaisten kahden tunnin aikana (kuvat 47A-B), jolloin
pellettien tayttdman kuopan kohdalla valo alkaa olla ympéristoddn tummempaa. Alkuun
luupilottikuvasarjasta (kuvat 47A-1) nahdaan, ettd luminesenssi on hyvin voimakasta luupalojen
kohdalla, kunnes kontrolliluun valo sammuu ja antibioottiluun keskelld pellettikuopan kohdalla
valon intensiteetti alkaa laskea. Kuvissa voidaan havaita estorengasalueen ympérilla vahvemman
luminesenssialueen muodostumista, mik& nékyy sekoituksena vihredd ja punaista aluetta. Talla
alueella bakteereita on vield runsaasti elossa, ja varsinkin punaisella alueella niiden lukuméaré on
korkea. Tamé kertoo bakteerien kasvun jatkumisesta alueella, joka ei ole vield antibioottien

vaikutuksen alaisena.
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Kuva 48. Pseudomonas aeruginosan luupilotin estorenkaan pinta-alan kehitys ajan funktiona.

Voimakkaasti luminesoiva, runsas bakteeripopulaatio ndkyy valon intensiteetin laskua
kuvaavassa liitteen 2 kuvasarjassa 17A-l1 korkeina piikkeind sen alueen ymparilla, jolta
luminesenssi laskee. Kuvissa on esitetty koko antibioottipellettiluupalan leveydeltd sen
luminesenssi keskeltd mitattuna. Liitteen 2 kuvassa 17B ndhdaan antibioottiluun kuopan kohdalla
luminesenssin laskua ympéristéon verrattuna. Seuraavassa kuvassa kahden tunnin Kkuluttua
ympéroivan alueen bakteerit ovat jatkaneet kasvuaan ja niiden tuottaman luminesenssin maaréa on
noussut, mutta pellettikuopan kohdalla luminesenssi on jo lahell4d pohjalukemia. Luminesenssi
loppuu estorenkaan alueelta kaytdnnéssa kymmenennen tunnin kohdalla (liite 2, kuva 17G), ja
loppuun mennessd estorengas on levinnyt lahestulkoon luupalan levyiseksi (kuvat 471 ja 48).
Ainakin tdmén kokeen perusteella pelleteistd vapautuu sopiva maard antibiootteja, jotta kaikki

haitallinen bakteeritoiminta luun pinnalla loppuisi taysin.
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6. POHDINTA

Pellettien hajoaminen oli hajoamiskokeiden perusteella kohtalaisen hidasta, silla talla
hajoamisnopeudella polymeeri olisi hajonnut kokonaan pelleteistd vasta noin kahdessa vuodessa.
Hajoamisnopeus in vivo on todenndkdisesti nopeampaa kuin in vitro, silla lopullisessa
sijoituspaikassaan luuvaurioissa pelletteihin kohdistuva mekaaninen rasitus, nesteiden virtaus seka
pH- ja lampotilaolosuhteet ovat varmasti kokeen in vitro -olosuhteista poikkeavat. Liséksi lukuisten
eri entsyymien lasndolo saattaa nopeuttaa polykaprolaktonin ja polylaktidin hajoamista (Jeong ym.
2004). Potilaan kuntoutuksella voi olla oma osansa pelletteihin kohdistuvista olosuhteista. Myods
kokonaisrakenteen sailymisessd voi olla eroja. Laboratoriossa pelletteja kasiteltiin sen verran
tasaisissa oloissa sekd varovasti, etta niistd suurin osa sailytti muotonsa ja rakenteensa loppuun asti.
In vivo kayttaytyminen voi edell& luetelluista syisté olla hieman erilaista, eivatka pelletit valttamatta
sdily taysin kokonaisina puolta vuotta. Erot hajoamisessa in vitro voivat vaikuttaa myos
la&kevapautumisen kestoon ja tasaisuuteen. Koska pellettien hajoamiskéyttaytymisestd in vivo ei
voida olla varmoja, niité tulee vield testata eldinkokeilla.

Vaikka pelletit nyt pysyivéat kasassa varsin hyvin, ne alkoivat pidempien hydrolyysiaikojen
kohdalla menettdd mekaanista kestoaan ja muuttuivat vahamaisiksi seka hauraiksi. Pinseteilld
késiteltdessd oli mahdollista, ettd liian kova ote sai marén pelletin pehmenemaén ja musertumaan.
Néin ollen jos pelletteihin kohdistuu luussa yhtdan painetta ja olosuhteet ovat véhintaankin yhté
kosteat kuin koeasettelussa, ne voivat murentua tai vahintddn menettaa sylinterimdisen muotonsa
aikaisemmin kuin mit4 kokeissa kavi ilmi. Murentuminen tulee todennadkdisesti tapahtumaan joka
tapauksessa ennemmin tai myéhemmin, joskin optimaalisinta olisi, ettd pelletit séilyttdvat muotonsa
ladkevapautumisen loppuun saakka. Talléin niiden ennenaikainen muodonmenetys ei vaikuttaisi
la&kevapautumisen nopeuteen tai tasaisuuteen. L&&kevapautumisen paattymisen jalkeen
odotetaankin, etta varsinainen luunmuodostus paasisi vauhtiin ja ettd pd&osa uudesta luukudoksesta
muodostuisi niiden 3-6 kuukauden jélkeen, jolloin antibiootit ovat toivottavasti vapautuneet
pelleteistd ja onnistuneet eliminoimaan patogeenit. Talloin olisi aivan luonnollista, jos pelletit
romahtaisivat kasaan, silla silloin B-TCP levidisi tasaisesti pitkin luuvaurioiden reunoja téyttéen
pienetkin saumat. Nain muodostuisi mahdollisimman laaja osteokonduktiivinen matto, jota pitkin
luusolut voisivat vaeltaa ja regeneroituva luukudos mukautuisi paremmin korjattavan luun
muotoon. Kaiken kaikkiaan pelletit hajoavat talld hetkelld tasaisesti, joskin pienid eroja
kestdvyydessd on nahtavissd viimeisten hydrolyysiviikkojen kohdalla. Osan pelleteista
pehmeneminen 16-20 viikon hydrolyysin jilkeen osoittaa, ettd tallaista romahtamista voi olla

odotettavissa puolen vuoden tienoilla in vitro — kuten kay ilmi Aholan ym. (2011ab, ké&sikirjoitus)
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la&kevapautumiskokeista — ja todennékdisesti vield aikaisemmin in vivo. Kaikkein parhaiten
kahdenkymmenen viikon hydrolyysistd selvisivat 50 % TCP:a siséltavét pelletit, ja yhdistettyind
hyviin ld&kevapautumistuloksiin (Ahola ym. 2011ab, kasikirjoitus) nd&ma pelletit voivat olla

jatkokehittelyn kannalta keskeisimmassé asemassa.

Koska useiden tutkimusten (Nicholas & Lange 1994, Anker ym. 2005, Arai ym. 2005) mukaan
TCP alkaa usein hajota ja kadota kudosten tieltd jo muutaman kuukauden kuluessa kéytettettyna in
vivo, on todennakaistd, etta sijoitettuna luumatévaurioihin ndidenkin pellettien TCP-osuus pienenee
nopeammin osteoklastien, osteoblastien kehon nesteiden ja muiden fysiologisten ominaisuuksien
vaikutuksesta. B-TCP:ta pidetddn ihanteellisena luuskaffoldimateriaalina, joka hajoaa hitaasti
tarjoten rakenteellista tukea tarpeeksi kauan, mutta todennékdisesti kuitenkin tarpeeksi nopeasti
vaistydkseen kasvavan kudoksen tieltd. Laboratorio-oloissa voidaan in vitro vain todentaa, ettei -
TCP hajoa pelkan hydrolyysin voimasta nopeasti, vaan pysyy lahes taysin muuttumattomana.
Yhtend hypoteettisena syyna siihen, ettd varsinkin pelletit, joissa oli suuret pitoisuudet B-TCP:a,
eivdt vapauttaneet fosfaattia, voisi olla B-TCP:n pinnalle muodostuva kalsiumkerros.
Trikalsiumfosfaatin tiedetdan hajoavan kalsium- ja fosfaatti-ioneiksi, jotka reagoivat veden kanssa
muodostaen vaikeasti liukenevaa kalsiumfosfaattinydroksidia eli hydroksiapatiittia, jonka
muodostama kerros pellettien pinnalla hidastaisi TCP:n hajoamista (Cao & Hench 1996).
Tallaisesta kalsiumrikkaasta kerroksesta, joka muodostuu TCP:a sisdltavien skaffoldien paalle
niiden hajotessa hydrolyysin vaikutuksesta, tiedetdan hyvin véhan, mutta sen ajatellaan parantavan
skaffoldin bioaktiivista luonnetta, solujen vaellusta sekd kudoksen muodostusta (Lei ym. 2007).
Kuitenkin hydroksiapatiitin muodostumista tapahtuu ilmeisesti vain kéytettdessa SBF-puskuria,
joten tassa koeasetelmassa kalsiumkerros ei ole vaikuttanut -TCP:n hitaaseen hajoamiseen. Liséksi
my06s jatkuva puskurinvaihto tuskin on sallinut kalsiumpitoisuuden nousevan tasolle, jolla
saostumista pellettien pintaan olisi alkanut tapahtua.

Koska TCP on hydrofiilista, nopeampaa hajoamista kuin mitd kokeissa havaittiin, olisi voitu
odottaa. Fosfaattisarjan pelletteja verrattaessa suurten TCP-pitoisuuksien pelletit saattoivat hajota
hitaimmin, koska B-TCP:n suuri massaosuus takaa yhtendisemman ja tiiviimman rakenteen.
Kompaktissa rakenteessa hydrolyysille on alttiina pienempi pinta-ala ja B-TCP:n sisdiset sidokset
voivat olla vahvempia. Pienten pitoisuuksien pelleteissd B-TCP on jakautunut laajemmalle alalle,
joten hydrolyysi pédasee kuluttamaan TCP:a suuremmalta pinta-alalta polymeerin hajotessa sen
ympariltd. Talla voidaan ajatella selitettdvén se pienikin ero, joka tuloksissa muodostui pieni- ja
suuripitoisten pellettien vélille. Fosfaatinvapautumiskokeet ja TGA-ajot vahvistivat, ettd p-TCP

hajoaa hitaasti, silla hieman alle puolessa vuodessa tutkittujen pellettien TCP-madrét eivat
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muuttuneet oleellisesti. B-TCP:a voidaan siis pitdd erittdin stabiilina ja siten soveltuvana
materiaalina luusolujen kasvun tukemiseen. TCP hajoaa pelleteista varmasti paljon hitaammin kuin
polymeeri, mutta koska pienimmisté pelleteistd alkoi koesarjan aikana hieman jo irrota fosfaattia, -
TCP tulee lopulta varmasti hajoamaan. Hidas hajoaminen puhuu resorption puolesta, joten 3-TCP

korvautunee aikanaan kasvavalla luukudoksella.

Uudenlainen, bioluminesenssiin perustuva reaaliaikainen estorengaskoeasetelma on tamén
tutkimuksen varjolla osoittautunut erittdin kelvolliseksi tavaksi kuvantaa antibioottien tehokkuutta
bakteereihin pitkélld aikavélilla. Kehittdméalla menetelmad varsinkin tulosten analysoinnin osalta
sitd voidaan varmasti hyodyntéé tulevaisuudessa entista laajemmin ja saada tuloksista enemman irti.
Antibioottivasteiden tarkasteluun bioluminesenssimenetelmé soveltui erittain hyvin. Reaaliaikaisen
seurannan hyva puoli oli, ettd estorenkaiden muodostus nakyi vaihe vaiheelta, jolloin bakteerien
reaktiot alkutilanteesta loppuun olivat tdysin nékyvilld. Kahdenkymmenen minuutin valiajat
kuvauksissa tuntuisivat olleen kohtalaisen sopivia, joskin joissain tapauksissa, kuten P. aeruginosan
ja siprofloksasiinin tapauksessa, hieman tihedmpi kuvausvali olisi alussa kenties ollut paikallaan
muutoksen tarkempaa seurantaa varten. Tama voidaan muistaa tulevissa kokeissa.

Pelletit tulevat olemaan erittdin tehokkaita patogeenien eliminoinnissa, silld jokainen
tutkimuksessa kaytetty bakteeri osoitti aktiivisuutta vapautuneita antibioottikonsentraatioita
kohtaan. Siprofloksasiini, joka on lahtokohtaisesti vahvempi antibiootti, aiheutti vapautuessaan
selvasti voimakkaampaa estorengasmuodostusta kuin rifampisiini, joka vapautumistehokkuuden
laskun myota menetti myds tehokkuuttaan viikon hydrolyysin jéalkeen. Siprofloksasiini- ja
rifampisiinipellettejd on tarkoitus k&ayttd4d rinnakkain, koska rifampisiinin kuuluu tukea
siprofloksasiinin toimintaa ja estda resistenttien bakteerikantojen muodostus seka selviytyminen
antibioottiterapiasta. Talldin taytyy kenties kysyd, haittaako tatd tehtdvaa rifampisiinipellettien
heikentyva teho viikko asennuksen jalkeen. Esimerkiksi P. aeruginosan vaste rifampisiinille on
talléin jo huono, joten jos se olisi paapatogeeni potilaan osteomyeliitissd, voidaanko olettaa, ettd
pelleteistd vapautuva rifampisiinimaara pystyy vield viikon kuluttua estaméan resistentteja kantoja
selviytymasté siprofloksasiinialtistukselta? Oletuksia on turha tehda ennen varmoja jatkokokeita,
joissa tulee tutkia pellettien yhteisvaikutuksia bakteereihin niin in vitro kuin in vivo. Voi hyvin olla,
ettd vapautuva rifampisiini riittdd vield viikonkin kuluttua tayttdmaan tehtévansd toimiessaan
yhdessa siprofloksasiinin kanssa. Tulevaisuudessa kenties suoritettavissa yhteisvaikutuskokeissa
tulee muistaa, ettd synergiatoiminnan havainnoimiseksi antibioottipelletit on viisasta sijoittaa

tarpeeksi kauas toisistaan kuvausmaljalla.
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Mielenkiintoisinta bioluminesenssikokeissa olivat bakteerien erilaiset vasteet antibiootteihin sek&
tavat muodostaa estorenkaita. Renkaiden kehitys oli pé&osin samanlaista ja koostui usein
sisakkaisista renkaista, joiden luminesenssivoimakkuus hiipui keskustaa kohti. N&in voitiin seurata
bakteerien  valontuoton avulla  konsentraatiogradienttien  kehitystd, —mika oli  yksi
bioluminesenssikoeasetelman mielenkiintoisimmista anneista. Kehitys paljasti, ettd periaatteessa
antibiootit kykenivat diffundoitumaan kattavasti ympari koekuoppia, mutta se ei tarkoittanut, etta
bakteereille vahingolliset konsentraatiot olisivat nousseet aina tarpeeksi korkeiksi tai nopeasti
samalla diffuusioalueella. Hydrolyysin vaikutuksesta voitiin heti havaita, ettei raakapelletteihin
verrattuna bakterisidinen konsentraatio kaikkien bakteerein kohdalla enda saavuttanut yhta suurta
pinta-alaa. Antibioottitehot olivat myos bakteerikohtaisia, vaikka tuloksista nahtiin estorenkaiden
halkaisijoiden saavuttavan kaikkien bakteerien kohdalla lahes yhtenevat mitat. Erot nakyvétkin
parhaiten luminesenssitasoissa, joissa Vérit ja valotasot kertovat paremmin bakteerien reaktioista
estorenkaan sisélla kuin itse halkaisija. Yksinkertaisimmat tapaukset olivat S. epidermidis ja E. coli,
joista  kumpikin reagoi kumpaankin antibioottipellettityyppiin suurilla ja varsin tummilla
estorenkailla niin raaka- kuin hydrolyysipellettien tapauksessa. Painvastoin kuin muut bakteerit, E.
coli muodosti erittdin vahvan estorenkaan ulkopuolisen ymparistéluminesenssin, miké& kertoi sen
suuresta kasvuinnosta. Se ei myoskaan ainoana bakteerina yleensa muodostanut stressirenkaita,
joten ilmeisesti mikain antibioottipitoisuus ei herdtd E. colin taistelutahtoa tai
puolustusmekanismia. Voi olla, ettd mahdolliset stressirenkaat sekoittuivat vahvaan
ymparistdluminesenssiin, joten tdysin varmoja ei voida olla. S. epidermidiksen estorenkaat olivat
aina suuria ja tummia, ja sen vaste kumpaankin antibioottiin ndytti estorenkaita verrattaessa
pysyvan muuttumattomana hydrolyysisté huolimatta. S. epidermidis reagoi siis kaikkein herkimmin
muuttuneisiinkin antibioottikonsentraatioihin, eik& ndin ollen nayt4 yhtadn niin patogeeniselta kuin
muut bakteerit, mutta todennédkoisesti sen vaarallisuus piilee vasta biofilmeissd. Pellettien
vaikutuksia ja tehoa patogeeneihin juuri biofilmeissé tulee edelleen tutkia luukokeilla niin in vitro
kuin in vivo. Luupilottikokeilla saatiin luotua pohjaa ndille testeille, mutta menetelmad on vield
kehitettdva vastaamaan tutkimusten tarkoitusperia ja jotta valtettdisiin tdman tutkielman
luupilottikokeissa kohdatut ongelmat. Luupilottikokeilla on mahdollista matkia in vivo -olosuhteita
ennen varsinaisia eldinkokeita, joten luupiloteista saadut tulokset auttaisivat pellettikehityksessa
ennen eléin- ja kliinisi4 kokeita. Esimerkiksi S. epidermidiksen tapauksessa olisi hyvé tutkia in vivo,
vaikuttavatko pelletit yht& hyvin patogeeneihin, kun niiden pitéisi tuhota biofilmi, jota pidetadn S.
epidermidiksen kohdalla bakteerin pahimpana aseena.

Mielenkiintoisimmat vasteet tarjosivat P. aeruginosa ja S. aureus. P. aeruginosa vastasi

taydellisestd yllatyksestd reaktiossaan siprofloksasiiniin, joka laukaisi siind selvéasti useita erilaisia
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vasteita. Siprofloksasiini sai P. aeruginosan hyvin nopeasti menettdmé&én luminesenssikykynsa,
joka palasi vasta, kun estorengas alkoi levitd. Kuten aikaisemmin on todettu, P. aeruginosalla on
erittain tehokas quorum sensing -mekanismi, joka sadtelee useita eri geenejd bakteerin genomissa.
Sammumiseen liittyvét olennaisesti mekanismin tuottamat feromonit, joita P. aeruginosa kayttaa
kommunikoidessaan muiden tovereidensa kanssa. Vaikuttaa siltd, ettd feromonit levisivét
koelevyilla ilman vélityksella myods kontrollikuoppiin, jolloin siprofloksasiinin kanssa kosketuksiin
joutuneet bakteerit viestittavat kumppaneilleen l4snd olevasta vaarallisesta myrkystd. Viestin
seurauksen bakteerien vasteena on sammuttaa kaikki ylimééaraista energiaa kuluttavat mekanismit,
joihin erittéin paljon energiaa syéva lux-operonin séateleméa luminesenssipatteristo kuuluu. Nain P.
aeruginosa varoittaa ymparistodan ja bakteerit varautuvat taistelemaan olemassaolostaan.

P. aeruginosan muodostamat stressirenkaat olivat koesarjan komeimmat ja suurimmat. Useiden
kinolonien MIC-arvo P. aeruginosaa vastaan on korkea (Galanakis ym. 1997), joten on
todennakdista, ettd nailla vyohykkeilla siprofloksasiinipitoisuudet ovat vield niin pienia, etta P.
aeruginosa pystyy sinnittelem&an antibiootin vaikutusta vastaan. Antibiootin diffuusionopeus
vaikutti varmasti stressirenkaan kokoon. Nailld alueilla P. aeruginosan pumppusysteemi kykenee
viela varmaankin osittain poistamaan bakteerin kuoren ldpi livahtanutta siprofloksasiinia. YKksi
hypoteesi on, ettd Pseudomonas aeruginosa on koesarjojen ainoa kunnollinen stressisensori, jonka
punaiset renkaat estorengasalueen ymparilla ovat aidosti stressista aiheutuvia. Tama tarkoittaa, etta
bakteerit eivat valttamatta kuolisi taydellisesti stressirenkaan alueelta, vaikka antibiootin l&dsndolo
selvésti aiheuttaa niille tuskaa. Muilla bakteereilla estorenkaan reunamille — tai S. aureuksen
kohdalla pitkin estorengasta — ilmestyvéssa ilmidssa ei ole kyse niinkdan stressista, vaan
partitionaalisesta inhibitiosta, eli tilanteesta, jossa bakteerit alkavat ennen kuolemaansa sammuttaa
joitain vdahemman tai enemmankin térkeitd metabolia- ja signaalireittejddn. Téassa tilanteessa
luminesenssigeenien saately ei ole voimakasta ja niiden toiminnalle jad enemman energiaa, mika
puolestaan johtaa valontuoton kohoamiseen hetkellisesti ymparistosta erottuvaksi. Erona nailla
kahdella on juurikin, ettd muilla bakteereilla niin sanotusti stressirenkaissa olevat bakteerit tekevat
kuolemaa, mutta P. aeruginosan kohdalla ne taistelevat ja voivat jopa selvitd. S. aureus oli ainoa
bakteeri, joka reagoi antibiootteihin ldhes pelkéallda SOS-mekanismilla, eli sen sijaan, ett4
luminesenssi olisi ensin vahentynyt ja lopulta sammunut altistuneelta alueelta, valontuotto nousi
voimakkaasti. Tdma on ilmeisesti S. aureuksen h&atdmekanismi, joka kaynnistyy sen taistellessa
antibioottien vaikutusta vastaan. T&lloin useiden eri geenien aktivaatio voimistaa lux-operonin
toimintaa, jolloin néyttadd siltd, kuin bakteerit vain stressaantuisivat antibiooteista muuten niista
piittaamatta. S. aureuksen tapauksessa Vvoimakas luminesenssi Kkertoi aina bakteerin

kuolinkamppailusta, silla tarkastettaessa paljaalla silmélla levyja kokeiden jalkeen huomattiin, etta
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néiltd voimakkaan luminesenssin vyohykkeiltd bakteerit olivat kuolleet. Tdéma tukee teoriaa
partitionaalisesta inhibitiosta. Kuitenkin my0s se, ettd S. aureus ainoana bakteerina ei muodostanut
tummapohjaisia estorenkaita kertoo, ettd se on syystd huonomaineinen bakteeri, jonka
vastustuskyky ja taistelutahto antibiootteja vastaan ovat kovat, eikd sen aiheuttamiin tauteihin tule
suhtautua kevyesti. Huomattavaa on myds, etteivat kokeissa kaytetyt bakteerikannat olleet
patogeenisid, joten villit kannat voivat vastustaa vapautuvien antibioottikonsentraatioiden
vaikutuksia voimakkaammin.

Bakteerien resistenssikyvyn nousun ollessa nykyaankin iso haaste tulevissa kokeissa voisi olla
mielenkiintoista tutkia, kehittavatkd estorengaskokeiden bakteerit antibioottikosketuksen jélkeen
vastustuskykya. Téatd ajatellen 6-kuoppalevyiltd voisi ottaa antibioottikasittelyn jalkeen
estorengasalueidenbakteereita talteen eri etéisyyksiltd pelleteistd, kasvattaa ja testata uudella 6-
kuoppalevylld, nékyykd eroja edelliseen levyyn verrattuna. Nain voitaisiin tutkia esimerkiksi
bakteerien mahdollista vastustuskyvyn kehittymistd antibiooteille, silla mikali jotkin bakteerit
jaisivéat osteomyeliittihoidon jélkeen eloon ja tauti uusisi, saataisiin selville, voisiko sama hoito
auttaa uudelleen. Tdma tutkimus olisi tarke& varsinkin, koska DNA:ta vahingoittavien antibioottien
tiedetdan lisdavan bakteerien mutaationopeutta (Mesak ym. 2008, Mesak & Davies 2009). Samoin
luupilottikokeet osoittautuivat epdonnistunutta S. aureus -ajoa lukuun ottamatta hyvin
mielenkiintoisiksi kokeiksi, joten niitd todennakdisesti jatketaan tulevaisuudessa. Tulevissa
tutkimuksissa voitaisiin selvittad, kuinka syvalle antibioottien vaikutus luussa yltd& suorittamalla
poikkileikkauksia luunpaloille ja tutkimalla luminesenssin avulla, kuinka syvalle antibiootit todella
luussa diffundoituvat vai kykenevatkd ne vaikuttamaan bakteereihin l&hinnd luiden pinnoilta.
Reaaliaikainen  bioluminesenssimenetelmd osoitti  tdsséd tutkielmassa kyvykkyytensa ja
merkittdvyytensa pellettien bakteerivastetutkinnassa, joten sitd kannattaa tulevaisuudessakin
hyodyntdd mahdollisimman paljon. Jos kaikkia sen avulla saatavia tuloksia, kuten estorenkaiden
leveyttd ja luminesenssin tasoa, kyetaan analysoimaan matemaattisesti vielda pidemmalle, voidaan
saada tietoa antibioottien leviamistehokkuudesta, bakteerien tuhoamiseen kuluvasta ajasta seké&

solukuolemaan riittavista antibioottikonsentraatioista.
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7. JOHTOPAATOKSET

Luumété voi olla hengenvaarallinen tauti, joka tuhoaa luukudosta jattden siihen hoidon jalkeisia
suuria aukkoja, joiden hoitaminen biohajoamattomien implanttien seka luusiirteiden avulla on
epéedullista ja potilasta rasittavaa. Hoito antibiootteja vapauttavilla, biohajoavilla ja
osteokonduktiivisilla implanteilla voi nousta tulevaisuudessa lisatutkimusten myota kérkipaahan
vaikeiden osteomyeliittitapausten hoidossa. Tallaisten antibiootteja vapauttavien polymeeri-
keraami—komposiittipellettien etuna on, ettd ne hajoavat kohtalaisen hitaasti ja séilyttavat muotonsa
edelleen hieman alle puolen vuoden hydrolyysin jélkeen, joskin niiden mekaaniset ominaisuudet
ovat heikentyneet. Kohtalaisen hidas hajoaminen ja muodon sailyminen antavat Kkuitenkin
mahdollisuuden pitkékestoiselle ja tasaiselle antibioottivapautukselle. Pellettien sisaltdma p-
trikalsiumfosfaatti (B-TCP) ei ole helposti liukenevaa, joten se jaa luuvaurioalueelle vield pitké&ksi
aikaa sen jalkeen, kun pellettien polymeeri on hajonnut ja antibiootit poistuneet. Nain B-TCP
séilynee vaurioissa tarpeeksi kauan tukeakseen luusolujen kasvua vaurioalueille.

Menetelména  reaaliaikainen bioluminesenssi sopii erittain hyvin pellettien
antibioottivapautumisen havainnointiin sekd tutkimiseen. Sen parhaimpia puolia ovat mm.
reaaliaikaisuus, toistettavuus sekd helppokéyttoisyys. Heikkouksia taas ovat mm. bakteerikantojen
reaktioiden vaihtelevuus sekd kokeen sisdiset héiridt, kuten vesihdyry ja heijastukset.
Bioluminesenssia hyddyntamélld saatiin kuitenkin erittdin hyva kasitys pellettien bakterisidisista
ominaisuuksista, ja  estorengaskokeiden  perusteella  pelletit  tehoavat  vaikeimpiin
luumatdpatogeeneihin erittdin  hyvin, joskin vaikutus on paras pellettien elinkaaren alussa.
Siprofloksasiini- ja rifampisiinipelletit menettdvat noin viikon jalkeen osan kaikkiin bakteereihin
kohdistuvasta tehostaan, joten hoitomuotona niita tulee kayttdd yhdessa sopivassa suhteessa, jotta
optimaalisin kaikkia patogeeneja tuhoava ymparistopaine saadaan aikaiseksi pitkélle aikavélille.
Pellettien vaikutusta bakteereihin patogeneesille ominaisella kasvualustalla, eli luussa, on tutkittava

vield perusteellisesti.

124



LAHDELUETTELO

Agrawal S, Ashokraj Y, Bharatam PV, Pillai O, Panchagnula R. Solid-state characterization of
rifamipicin samples and its biopharmaceutic relevance. European journal of pharmaceutical
science 2004; 22; 127-144.

Ahola N, Veiranto M, Méannisté N, Rich J, Seppéla J, Kelloméki M. Composites of poly(L-lactide-
co-caprolactone), tricalcium phosphate and ciprofloxacin; degradation and drug release.
2011a, kasikirjoitus.

Ahola N, Veiranto M, Ménnistd N, Rich J, Seppéla J, Kelloméki M. Composites of poly(L-lactide-
co-caprolactone), tricalcium phosphate and rifampicin; degradation and drug release. 2011b,
késikirjoitus.

Al-Kassas RS & EIl-Khatib MM. Opthalmic controlled release in situ gelling systems for
ciprofloxacin based on polymer carriers. Drug delivery 2009; 16; 3; 145-152.

Alovero FL, Olivera ME, Manzo RH. In vitro pharmacodynamic properties of a fluoroquinolone
pharmaceutical derivative: hydrochloride of ciprofloxacine-aluminium complex. International
journal of antimicrobial agents 2003; 21; 446-451.

Anker CJ, Holdridge SP, Baird B, Cohen H, Damron TA. Ultraporous B-tricalcium phosphate is
well incorporated in small cavitary defects. Clinical orthopaedics and related research 2005;
343; 251-257.

Anonyymi. Review article. Rifampin. Tuberculosis 2008; 88; 2; 151-154.

Arai E, Nakashima H, Tsukushi S, Shido Y, Nishida Y, Yamada Y, Sugiura H, Katagiri H.
Regenerating the fibula with beta-tricalcium phosphate minimazes morbidity after fibula
resection. Clinical orthopaedics and related research 2005; 431; 233-237.

Arcieri GM, Becker N, Esposito B, Griffith E, Heyd A, Neumann C, O’Brien B, Schacht P. Safety
of intravenous ciprofloxacin. A review. The American journal of medicine 1989; 87; suppl
5A; 925-97S.

Ashammakhi N, Veiranto M, Suokas E, Tiainen J, Niemeld S-M, Toérmald P. Innovation in
multifunctional bioabsorbable osteoconductive drug-releasing hard tissue fixation devices.
Journal of material science: materials in medicine 2006; 17; 12; 1275-1282.

Bain DF, Munday DL, Cox PJ. Evaluation of biodegradable rifampicin-bearing microsphere
formulations using a stability-indicating high-performance liquid chromatographic assay.
European journal of pharmaceutical sciences 1998; 7; 57-65.

Baker R. Controlled release of biologically active agents. A Wiley-Interscience publication, John
Wiley & Sons, New York, USA, 1987, pp. 1-16, 84-126.

Ball P. Ciprofloxacin: an overview of adverse experiences. Journal of antimicrobial chemotherapy
1986; 18; suppl. D; 187-193.

Ball P. Adverse reactions and interactions of fluoroquinolones. Clinical and investigative medicine
1989; 12; 1; 28-34.

Boda A. Two cases of tuberculous caverna of the greater trochanter filled with gentamycin-PMMA.-
beads (Septopal chain). A new field of application. Archives of orthopaedic and traumatic
surgery 1982; 101; 67-69.

Boucher H, Miller LG, Razonable RR. Serious infections caused by methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Clinical infectious diseases 2010; 51; S2; S183-S197.

Cao W & Hench LL. Bioactive materials. Ceramics international 1996; 22; 493-507.

Cascone MG, Sim B, Downes S. Blends of synthetic and natural polymers as drug delivery systems
for growth hormone. Biomaterials 1995; 16; 569-574.

Castro C, Sanchez E, Delgado A, Soriano |, NGfiez P, Baro M, Perera A, Evora C. Ciprofloxacin
implants for bone infection. In vitro—in vivo characterization. Journal of controlled release
2003; 93; 341-354.

125



Coe CJ, Doss SA, Tillotson GS, Amyes SGB. Interaction of sub-inhibitory concentrations of
ciprofloxacin and rifampicin against Staphylococcus aureus. International journal of
antimicrobial agents 1995; 5; 135-1309.

Conil J-M, Georges B, de Lussy A, Khachman D, Seguin T, Ruiz S, Cougot P, Fourcade O, Houin

G, Saivin S. Ciprofloxacin use in critically ill patients: pharmacokinetic and
pharmacodynamic approaches. International journal of antimicrobial agents 2008; 32; 505—
510.

Dothager RS, Flentie K, Moss B, Pan M-H, Kesarwala A, Piwnica-Worms D. Advances in
bioluminescence imaging of live animal models. Current opinion in Biotechnology 2009; 20;
1; 45-53.

Eggli PS, Muller W, Schenk RK. Porous hydroxyapatite and tricalcium phosphate cylinders with
two different pore size ranges implanted in the cancellous bone of rabbit. A comparative
histomorphometric and histologic study of bone ingrowth and implant substitution. Clinical
orthopaedics and related research 1988; 232; 127-138.

Eynard N & Teissié J. Electrotransformation of bacteria. Springer-Verlag Berliini Heidelberg,
Saksa, 2000, pp. 1-22.

Foca MD. Pseudomonas aeruginosa infections in the neonatal intensive care unit. Seminars in
perinatology 2002; 26; 5; 332—-339.

Fournier E, Passirani C, Montero-Menei CN, Benoit JP. Biocompatibility of implantable synthetic
polymeric drug carriers: focus on brain biocompatibility. Biomaterials 2003; 24; 3311-3331.

Frackman S, Anhalt M, Nealson KH. Cloning, organization and expression of the bioluminescence
genes of Xenorhabdus luminescens. Journal of bacteriology 1990; 172; 10; 5767-5773.

Galanakis N, Giamarellou H, Moussas T, Dounis E. Chronic osteomyelitis caused by multi-resistant
Gram-negative bacteria: evaluation of treatment with newer quinolones after prolonged
follow-up. Journal of antimicrobial chemotherapy 1997; 39; 241-246.

Galluzzi L & Karp M. Whole cell strategies based on lux genes for high throughput applications
toward new antimicrobials. Combinatorial chemistry & high throughput screening 2006; 9; 7;
1-14.

Gentry LO. Management of osteomyelitis. International journal of antimicrobial agents 1997; 9;
37-42.

Greene AH, Bumgardner JD, Yang Y, Moseley J, Haggard WO. Chitosan-coated stainless steel
screws for fixation in contaminated fractures. Clinical orthopaedics and related research 2008;
466; 1699-1704.

Gupta AP & Kumar V. New emerging trends in synthetic biodegradable polymers — Polylactide: A
critique. European Polymer Journal 2007; 43; 4053-4074.

Hamzaoui A, Salem R, Koubaa M, Zrig M, Mnif H, Abid A, Golli M, Mahjoub S. Escherichia coli
osteomyelitis of the ischium in an adult. Orthopaedics & Traumatology: surgery & research
2009; 95; 636-638.

Herbold BA, Brendler-Schwaab SY, Ahr HJ. Ciprofloxacin: in vivo genotoxicity studies. Mutation
research 2001; 498; 193-205.

Jeong SI, Kim B-S, Kang SW, Kwon JH, Lee YM, Kim SH, Kim YH. In vivo biocompatibility and
degradation behavior of elastic poly(L-lactide-co-e-caprolactone) scaffolds. Biomaterials
2004; 25; 5939-5946.

Jeong SI, Kwon JH, Lim JI, Cho S-W, Jung Y, Sung WJ, Kim SH, Kim YH, Lee YM, Kim B-S,
Choi CY, Kim S-J. Mechano-active tissue engineering of vascular smooth muscle using
pulsatile perfusion bioreactors and elastic PLCL scaffolds. Biomaterials 2005; 26; 1405—
1411.

Jeong Y-1, Na H-S, Seo D-H, Kim D-G, Lee H-C, Jang M-K, Na S-K, Roh S-H, Kim S-1, Nah J-W.
Ciprofloxacin-encapsulated poly(DL-lactide-co-glycolide) nanoparticles and its antimicrobial
activity. International journal of pharmaceutics 2008; 352; 317-323.

126



Johnson JR, Gajewski A, Lesse AJ, Russo AT. Extraintestinal pathogenic Escherichia coli as a
cause of invasive nonurinary infections. Journal of clinical microbiology 2003; 41; 12; 5798
5802.

Kalita SJ, Bhardwaj A, Bhatt HA. Nanocrystalline calcium phosphate ceramics in biomedical
engineering. Materials science and engineering C 2007; 27; 441-449.

Kanellakopoulou K & Giamarellos-Bourboulis EJ. Carrier systems for the local delivery of
antibiotics in bone infections. Drugs 2000; 59; 6; 1223-1232.

Khalil H, Williams RJ, Stenbeck G, Henderson B, Meghji S, Nair SP. Invasion of bone cells by
Staphylococcus epidermidis. Microbes and infection 2007; 9; 460—465.

Koort JK, Makinen TJ, Knuuti J, Jalava J, Aro HT. Comparative **F-FDG PET of experimental
Staphylococcus aureus osteomyelitis and normal bone healing. Journal of nuclear medicine
2004; 45; 8; 1406-1411.

Koort JK, Mé&kinen TJ, Suokas E, Veiranto M, Jalava J, Knuuti J, Térmalad P, Aro HT. Efficacy of
ciprofloxacin-releasing bioabsorbable osteoconductive bone defect filler for treatment of
experimental osteomyelitis due to Staphylococcus aureus. Antimicrobial agents and
chemotherapy 2005; 49; 4; 1502-1508.

Kweon HY, Yoo MK, Park IK, Kim TH, Lee HC, Lee H-S, Oh J-S, Akaike T, Cho C-S. A novel
degradable polycaprolactone networks for tissue engineering. Biomaterials 2003; 24; 801—
808.

Laughlin TJ, Armstrong DG, Caporusso J, Lavery LA. Soft tissue and bone infections from
puncture wounds in children. Western journal of medicine 1997; 166; 126-128.

Lee J, Tae G, Kim YH, Park IS, Kim S-H, Kim SH. The effect of gelatin incorporation into
electrospun  poly(L-lactide-co-e-caprolactone) fibers on mechanical properties and
cytocompatibility. Biomaterials 2008; 29; 1872-1879.

Lei Y, Rai B, Ho KH, Teoh SH. In vitro degradation of novel bioactive polycaprolactone—20 %
tricalcium phosphate composite scaffolds for bone engineering. Materials science and
engineering C 2007; 27; 293-298.

Lieberman JR & Friedlaender GE. Bone regeneration and repair. Biology and clinical applications.
Humana Press Oy, USA, 2005, p. 57-67, 133-157.

Madhavan Nampoothiri K, Nair NR, John RP. An overview of the recent developments in
polylactide (PLA) research. Bioresource technology 2010; 101; 8493-8501.

Manges AR, Perdreau-Remington F, Solberg O, Riley LW. Multidrug-resistant Escherichia coli
clonal groups causing community-acquired bloodstream infections. Journal of infections
2006; 53; 26-29.

Marriott I, Gray DL, Rati DM, Fowler VG Jr., Stryjewski ME, Levin LS, Hudson MC, Bost KL.
Osteoblasts produce monocyte chemoattractant protein-1 in a murine model of
Staphylococcus aureus osteomyelitis and infected human bone tissue. Bone 2005; 37; 504—
512.

Mesak LR & Davies J. Phenotypic changes in ciprofloxacin-resistant Staphylococcus aureus.
Research in microbiology 2009; 160; 785-791.

Mesak LR, Miao V, Davies J. Effects of subinhibitory concentrations of antibiotics on SOS and
DNA repair gene expression in Staphylococcus aureus. Antimicrobial agents and
chemotherapy 2008; 52; 9; 3394-3397.

Mick V, Dominguez A, Tubau F, Lifares J, Pujol M, Martin R. Molecular characterization of
resistance to rifampicin in an emerging hospital-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus clone ST228, Spain. BMC Microbiology 2010; 10; 68; 1-8.

Miclau T, Edin ML, Lester GE, Lindsey RW, Dahners LE. Effect of ciprofloxacin on the
proliferation of osteoblast-like MG-63 human osteosarcoma cells in vitro. Journal of
orthopaedic research 1998; 16; 4; 509-512.

127



Mittal R, Aggarwal S, Sharma S, Chhibber S, Harjai K. Urinary tract infections caused by
Pseudomonas aeruginosa: a minireview. Journal of infection and public health 2009; 2; 101-
111.

Moir DT, Di M, Opperman T, Schweizer HP, Bowlin TL. A high-throughput, homogeneous,
bioluminescent assay for Pseudomonas aeruginosa gyrase inhibitors and other DNA
damaging agents. Journal of biomolecular screening 2007; 12; 6; 855-864.

Murariu M, Da Silva Ferreira A, Degée P, Alexandre M, Dubois P. Polylactide compositions. Part
1. Effect of filler content and size on mechanical properties of PLA/calcium sulfate
composites. Polymer 2007; 48; 2613-2618.

Makinen T. Osteomyelitis and orthopedic implant infections. **F-FDG and ®®Ga-chloride PET
imaging, local antibiotic therapy and antibiotic-releasing bioresorbable implants. Painosalama
Oy, Turku, Suomi, 2005, D 656, p. 12-62.

Makinen TJ, Lankinen, Péyhonen T, Jalava J, Aro HT, Roivanen A. Comparison of *F-FDG and
%®Ga PET imaging in the assessment of experimental osteomyelitis due to Staphylococcus
aureus. European journal of nuclear medicine and molecular imaging 2005a; 32; 11; 1259—
1268.

Makinen TJ, Veiranto M, Lankinen P, Moritz N, Jalava J, Térméala P, Aro HT. In vitro and in vivo
release of ciprofloxacin from osteoconductive bone defect filler. Journal of antimicrobial
chemotherapy 2005b; 56; 1063-1068.

Negrin RS & Contag CH. In vivo imaging using bioluminescence: a tool for probing graft-versus-
host disease. Nature reviews: Immunology 2006; 6; 484—490.

Neumann E, Schaefer-Ridder M, Wang Y, Hofschneider PH. Gene transfer into mouse lyoma cells
by electroporation in high electric fields. The EMBO journal 1982; 1; 7; 841-845.

Nicholas RW & Lange TA. Granular tricalsium phosphate grafting of cavitary lesions in human
bone. Clinical orthopaedics and related research 1994; 306; 197—-203.

Niemi M, Backman JT, Fromm MF, Neuvonen PJ, Kivisté KT. Pharmacokinetic interactions with
rifampicin: clinical relevance. Clinical pharmacokinetics 2003; 42; 9; 819-850.

Porter JR, Henson A, Popat KC. Biodegradable poly(e-caprolactone) nanowires for bone tissue
engineering applications. Biomaterials 2009; 30; 780—788.

Rao BS & Murthy KVR. Studies on rifampicin release from ethylcellulose coated nonpareil beads.
International journal of pharmaceutics 2002; 231; 97-106.

Schenk S & Laddaga RA. Improved method for electroporation of Staphylococcus aureus. FEMS
Microbiology letters 1992; 94; 133-138.

Seppald J. Polymeeriteknologian perusteet. Otatieto Oy, Helsinki, 1997, p. 188-190, 242-251.

Sia IG & Berbari EF. Osteomyelitis. Best practice & research clinical rheumatology 2006; 20; 6;
1065-1081.

Smith IM, Austin OMB, Batchelor AC. The treatment of chronic osteomyelitis: A 10 year audit.
Journal of plastic, reconstructive & aesthetic surgery 2006; 59; 11-15.

Tay BY, Zhang SX, Myint MH, Ng FL, Chandrasekaran M, Tan LKA. Processing of
polycaprolactone porous structure for scaffold development. Journal of materials processing
technology 2007; 182; 117-121.

Tiainen J, Veiranto M, Koort JK, Suokas E, Kaarela O, Térméla P, Waris T, Ashammakhi N. Bone
tissue concentrations of ciprofloxacin released from biodegradable screws implanted in
rabbits skull. European journal of plastic surgery 2008; 30; 1-5.

Tiainen J, Ylermi S, Suokas E, Veiranto M, Tormala P, Waris T, Ashammakhi N. Tissue reactions
to bioabsorbable ciprofloxacin-releasing polylactide-polyglycolide 80/20 screws in rabbits’
cranial bone. Journal of materials science. Materials in medicine 2006; 17; 1315-1322.

Trampuz A & Zimmerli W. Antimicrobial agents in orthopaedic surgery. Drugs 2006; 66; 8; 1089—
1105.

128



Trieucuot P, Carlier C, Poyartsalmeron C, Courvalin P. Shuttle vectors containing a multiple
cloning site and a lacz alpha gene for conjugal transfer of DNA from Escherichia coli to
Gram-positive bacteria. Gene 1991; 102; 1; 99-104.

Tsankov N, Grozdev |, Kazandjieva J. Old drug — new indication. Rifampicin in psoriasis. Journal
of dermatological treatment 2006; 17; 18-23.

Urist MR, Lietze A, Dawson E. B-tricalcium phosphate delivery system for bone morphogenetic
protein. Clinical orthopaedics and related research 1984; 187; 277-280.

Vuong C & Otto M. Staphylococcus epidermidis infections. Microbes and infection 2002; 4; 481—
489.

Wilson T & Hastings JW. Bioluminescence. Annual review of cell and developmental biology
1998; 14; 197-230.

Woodruff MA & Hutmacher DW. The return of a forgotten polymer — Polycaprolactone in the 21%
century. Progress in polymer science 2010, e-julkaisu, doi:
10.1016/j.progpolymsci.2010.04.002.

Wright JA & Nair SP. Interaction of staphylococci with bone. International journal of medical
microbiology 2010; 300; 2-3; 193-204.

Yim G, Huimi Wang H, Davies J. Antibiotics as signalling molecules. Philosophical transactions of
the royal society B 2007; 362; 1195-1200.

Zapanta LeGeros R. Properties of osteoconductive materials: calcium phosphates. Clinical
orthopaedics and related research 2002; 395; 81-98.

Ziebuhr W, Hennig S, Eckart M, Kranzler H, Batzilla C, Kozitskaya S. Nosocomial infections by
Staphylococcus epidermidis: how a commensal bacterium turns into a pathogen. International
journal of antimicrobial agents 2006; 28S; S14-S20.

Zwang W, Jiang X, Hu J, Fu C. Short communication: rifampicin polylactic acid microspheres for
lung targeting. Journal of microencapsulation 2000; 17; 6; 785-788.

129



LITE 1: PUSKURI- JA REAGENSSILIUOKSET SEKA
KASVATUSMEDIUMIT

Soérensen-puskuri (pH 7,4; 51)

37, 8 g dinatriumvetyfosfaattia (Na,HPO,) (J.T. Baker, Alankomaat)

8, 25 g kaliumdivetyfosfaattia (KH,PQO,) (J.T. Baker, Alankomaat)

viiteen litraan tislattua vetta

pH:n s&&to (7,46—7,49) kayttamalla joko Na,HPO, (ylos) tai KH,PO, (alas)
autoklavointi 120 °C 20 min

Tris-puskuri (pH 7,4/ 37 °C; 1 1)

1, 66 g Tris Base Ultra Pure (C4H11NO3) (ICN Biomadicals Oy, Ohio, USA)
5, 72 g Trizma® HCI (C4H1:NO3xHCI) (Sigma-Aldrich, Saksa)

litraan tislattua vetté

pH:n séato kayttamalla joko Tris Base (ylos) tai Tris HCI (alas)

Asetaattipuskuriliuos (100 ml)
5 ml 9,5 % etikkahappoliuosta
o 9,5 ml 100 % etikkahappoa (J.T. Baker, Alankomaat) + 100 ml tislattua vetta
12,5 ml 8,2 % natriumasetaattiliuosta
o 8,2 g natriumasetaattia (Merck, Saksa) + 100 ml tislattua vetta
80 ml tislattua vetta
pH:n séato 4,0:aan 100 % etikkahapolla (J.T. Baker, Alankomaat)
taytto tislatulla vedella

1 % askorbiinihappoliuos (100 ml)

1 g L(+)-askorbiinihappoa (CsHgOs) (Merck, Saksa)
100 ml tislattua vetta

Suojattava valolta!

1 % ammoniumheptamolybdaattiliuos (100 ml)

1 g ammoniumheptamolybdaattia ((NH4)sM07024x4 H,0) (Merck, Saksa)
20 ml tislattua vetta

140 pl 95-97 % rikkihappoa (J.T. Baker, Alankomaat)

taytto tislatulla vedella

2 M glukoosi

31,71 g glukoosia (Prolabo, Merck eurolab, CE)
100 ml tislattua vetta

autoklavointi 120 °C 20 min

15 ja 80 % glyseroli

15/80 ml 100 % glyserolia (Sigma-Aldrich, Malesia)
85/20 ml tislattua vetta

autoklavointi 120 °C 20 min
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Luria-Bertani (LB) -medium (1 1)

10 g tryptonia (Lab M Limited, Iso-Britannia)

5 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia)
5 g NaCl (Merck, Saksa)

litraan tislattua vetta

autoklavointi 120 °C 20 min

Super Broth (SB) -medium (pH 7, 0) (1 1)

30 g bacto tryptonia (Becton, Dickinson and Co., Ranska)

10 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia)
10 g MOPS (Sigma-Aldrich, Belgia)

litraan tislattua vetté

pH:n saato

autoklavointi 120 °C 20 min

Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) -medium (pH 7,0; 1 1)
2, 0 % bacto tryptonia (Becton, Dickinson and Co., Ranska)

0, 5 % hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia)
10 mM NaCl (Merck, Saksa)

2, 5 mM KCI (Merck, Saksa)

10 mM MgCl;, (Merck, Saksa)

10 mM MgSO, (Merck, Saksa)

litraan tislattua vetta

pH:n saato

autoklavointi 120 °C 20 min

20 mM glukoosia (autoklavoinnin jalkeen)

Vakeva agar (1 1)

10 g tryptonia (Lab M Limited, Iso-Britannia)

5 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia)
5 g NaCl (Merck, Saksa)

15 g agaria (Merck, Saksa)

litraan tislattua vetta

autoklavointi 120 °C 20 min

Pehmea agar (1 1)

10 g tryptonia (Lab M Limited, Iso-Britannia)

5 g hiivauutetta (yeast extract; Lab M Limited, Iso-Britannia)
5 g NaCl (Merck, Saksa)

7,5 g agaria (Merck, Saksa)

litraan tislattua vetté

autoklavointi 120 °C 20 min
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LIITE 2: ESTORENGASKOKEIDEN GRAAFIT
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Kuva 1A-1. E. coli, siprofloksasiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkilla A)
0,B)2,C)4,D)6,E)8,F) 10, G) 12, H) 14 jal) 16 tuntia.
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Kuva 2A-1. E. coli, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty
kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 3A-I. S. aureus, siprofloksasiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkilld

A)0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 4A-1. S. aureus, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty

kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 5A-1. S. epidermidis, siprofloksasiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa
ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja ) 16 tuntia.
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Kuva 6A-1. S. epidermidis, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on
esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 7A-l. P. aeruginosa, siprofloksasiini. Esto- ja stressirenkaiden kehitys antibioottipellettikuopissa valon
intensiteetin muutoksina on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.

Counts xlDBCDunts xlD4CDunts
3.00 2.50
500 5'sn 5
400 2.00 1=0
300 1.50 e
200 1.00 et
1DEI | T T T T | T T T DlSD | T T | T l | T T T T | T T T
] 50 0 =0 0 =0
xlD4CDunts xlD4CDunts xlD4CDunts
i i
3;88 5.00 5.00
3.00 4,00 4.00
oy ki
1.00 1.00 1.00
| T T T T T T T | T T | T | T T T T | T T T
[D] o 50 0 50 0 50
xlD4CDunts }{104C0unts xlD4CDunts
7.00 7.00 7.00
.00 6.00 6.00
5.00 5,00 5.00
4.00 4.00 4.00
3.00 2.00 3.00
2.00 2.00 2.00
1.00 1.00 | : 1.00
| T T T T T T T T T T T T T T T T
0 50 o 50 m ] 50
Kuva 8A-l. P. aeruginosa, siprofloksasiini (hydrolyysi 1 wvko). Esto- ja stressirenkaiden kehitys

antibioottipellettikuopissa valon intensiteetin muutoksina on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F)
10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 9A-I1. E. coli, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B)
2,C) 4,D)6,E)8,F)10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 10A-1. E. coli, rifampisiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa
ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 11A-1. S. aureus, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkilla A)
0,B)2,C)4,D)6,E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 jal) 16 tuntia.
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Kuva 12A-1. S. aureus, rifampisiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty
kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 13A-1. S. epidermidis, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa valon intensiteetin muutoksina
on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 14A-1. S. epidermidis, rifamp

isiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa valon

intensiteetin muutoksina on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 15A-1. P. aeruginosa, rifampisiini. Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty kuvissa ajanhetkilla

H

A)0,B)2,C)4,D)6 E)8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 16A-1. P. aeruginosa, rifampisiini (hydrolyysi 1 vko). Estorenkaan kehitys antibioottipellettikuopissa on esitetty

kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja I) 16 tuntia.
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Kuva 17A-1.

Pseudomonas aeruginosan

luupilottikoe.

Estorenkaan kehitys valon

intensiteetin - muutoksena

antibioottipellettiluussa on esitetty kuvissa ajanhetkilla A) 0, B) 2, C) 4, D) 6, E) 8, F) 10, G) 12, H) 14 ja ) 16 tuntia.
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