Diplomarbeit

Zur Stabilitat von Carbapenemen vor und nach
Zumischung zu PMMA Knochenzementen bei
Wechseloperationen bedingt durch gramnegative

Bakterien

eingereicht von

Matthias Schmid

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor(in) der gesamten Heilkunde

(Dr. med. univ.)

an der

Medizinischen Universitat Graz

ausgefuhrt an der/am
Universitatsklinik fur Orthopadie und Traumatologie
Institut flir Chemie, Analytische Chemie fiir Gesundheit und

Umwelt

unter der Anleitung von
Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Klaus-Dieter Kiithn
Univ.-Prof. Dr. med. univ. Andreas Leithner

Ao. Univ.-Prof. Dr. Walter Goessler

Graz, den 11.10.2018



Eidesstaatliche Erklarung

Ich erkldre ehrenwértlich, dass ich die vorliegende Diplomarbeit selbststdndig und
ohne fremde Hilfe verfasst habe, andere als die angegebenen Quellen nicht
verwendet habe und die den benutzten Quellen wbrtlich oder inhaltlich

entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht habe.

Graz, am 11.10.2018 Matthias Schmid eh.



Vorwort

Bereits in meiner Kindheit entwickelte sich mein groRes Interesse am Fach
Orthopadie. Haufige Besuche bei Orthopaden nach Sportverletzungen trugen einen
bedeutenden Anteil dazu bei. Mein Interesse am Fach wurde durch Praktika als
Pflegekraft und spateren Famulaturen als Medizinstudent noch zusatzlich
intensiviert. Das Gebiet der Endoprothetik hat mich auf meinem bisherigen
medizinischen Weg besonders fasziniert. Es war daher ein besonderes Anliegen flr
mich, mein Studium mit einem orthopadischen Thema als Diplomarbeit abschliel3en
zu konnen. Die Versuche im Labor stellten sich ebenfalls als duf3erst interessant
und vielfaltig heraus. Die Zusammenarbeit mit dem Team der analytischen Chemie

war eine sehr lehrreiche und positive Erfahrung far mich.



Danksagungen

Ich bedanke mich sehr bei Herrn Univ.-Prof. Dr. Klaus — Dieter Kuhn fur die
wissenschaftliche Betreuung der Diplomarbeit und die Ermdglichung der Arbeit
durch die Themenvergabe. AuRerdem bedanke ich mich fur die vielen Ratschlage
und fur die Bereitstellung des Materials wie des PMMA Knochenzements und der
Antibiotika.

Ein groRer Dank geht an Ao. Univ.-Prof. Mag. Dr. Walter Goessler, der als Vorstand
des Instituts fur Chemie immer ein offenes Ohr fur Problemstellungen bei den
Versuchen hatte. Des Weiteren bedanke ich mich fur die Bereitstellung der
Utensilien sowie die Moglichkeit, die Versuche am Institut fir analytische Chemie

durchfihren zu konnen.

Ein besonders groer Dank gilt Herrn Oliver Steiner, Mitarbeiter am Institut fur
analytische Chemie, der mir wahrend der Laborarbeiten zum Freund wurde. Bei
Fragen oder Problemen konnte ich jederzeit Herrn Steiner um Hilfe ersuchen.
Weiterhin bedanke ich mich fur die Geduld, die er mir gegenuber als Medizinstudent
trotz meines zu anfangs noch bescheidenen chemischen Wissens
entgegenbrachte. Die Betreuung durch ihn wahrend meiner Laborversuche hatte

nicht angenehmer und konstruktiver sein konnen.

Ein weiterer groRer Dank geht an Lisa Fasshold, ebenfalls Mitarbeiterin am Institut

fur analytische Chemie, die mir immer Hilfe bei offenen Fragen entgegenbrachte.

Des Weiteren mochte ich mich bei Herrn Univ.-Prof. Dr. med. univ. Andreas Leithner

fur die Bereitstellung der Forschungsgelder bedanken.

Ein weiterer Dank geht an meine Freundin Magdalena Reiter, an alle Freunde, die
mich wahrend des Studiums begleitet haben und an meine lieben Geschwister

Johanna, Moritz und Theresa Schmid.



Daruber hinaus bedanke ich mich beim Team der Orthopadie am Klinikum Passau
um Chefarzt Dr. Konrad Mayerhofer und Oberarzt Dr. Heinz Ziegler, welches es mir

ermdglicht hat, Fotos zur Veranschaulichung durchflihren zu kénnen.

AbschlieRend mochte ich mich ganz besonders bei meinen lieben Eltern, Dr. Hubert
Schmid und Dr. Marion Schmid, bedanken, die mich immer in allen Belangen
unterstutzt haben und bei Problemen aller Art immer die richtigen Ansprechpartner
sind. Danke, dass ihr mir dieses Studium und alle Erfahrungen, die dazu gehdéren,

ermdglicht habt.



Zusammenfassung

Die Protheseninfektion ist eine schwerwiegende Komplikation bei orthopadischen
Eingriffen. Die Therapie beinhaltet unter anderem den Einsatz eines
antibiotikahaltigen Polymethyl-methacrylat (PMMA) - Zement - Spacer.
Verschiedene Antibiotika werden bereits in solchen Spacern verwendet. Durch die
wachsende Anzahl von Protheseninfektionen mit multiresistenten gramnegativen
Bakterien steigt der Bedarf am Einsatz von Carbapenemen wie Meropenem und
Imipenem.

Die wahrend der PMMA — Polymerisation entstehende Polymerisationswarme stellt
allerdings ein groRes Problem fur die Stabilitat hitzelabiler Antibiotika dar.

In dieser Studie wurde die Stabilitdt von den Carbapenem — Antibiotika vor und
nach der Zumischung zu PMMA Knochenzementpulver getestet. Die Konzentration
von Meropenem und Imipenem wurde mit lonenpaar-Umkehrphasen—
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (IPRP-HPLC-UV) mit UV-Detektion
ermittelt.

Die Versuche vor der Zumischung zu PMMA Knochenzement wurden in Losung
und in Pulverform bei verschiedenen Temperaturen (37°C, 45°C, 65°C und 90°C)
und verschiedenen Zeitpunkten nach Erwarmung (30 min, 60 min, 120 min)
durchgefuhrt.

Der hochste detektierte Abbau von Meropenem in Lésung betrug 75 %, der von
Imipenem insgesamt 95 %. Bei den Versuchen in Pulverform beider Antibiotika
erfuhr Meropenem eine Inaktivierung um insgesamt 5 %, Imipenem zeigte einen
Abbau von maximal 13 %. Die Versuchsreihen mit Meropenem und Imipenem nach
Zumischung zu PMMA Knochenzement (nach Polymerisation) wurden mit
verschiedenen Knochenzementen durchgeflihrt. Der hochste Abbau von
Meropenem im Knochenzement betrug 30 %, beim Imipenem waren es maximal
31 %.



Abstract

Prosthetic joint infection is a serious complication of orthopedic implant surgery.
Treatment often includes the use of an antibiotic loaded Poly(methyl methacrylate)
(PMMA) cement spacer. Several antibiotics are commonly used for the preparation
of these spacers but due to the increasing number of infections with resistant gram
negative bacteria there is a need for the use of carbapenem antibiotics such as
Meropenem and Imipenem.

Unfortunately, the reaction heat generated during PMMA polymerisation in bone
cements can be a major problem for the stability of heat labile antibiotics.

In this study, the stability of carbapenem antibiotics Meropenem and Imipenem is
tested before and after admixture to PMMA bone cement powder. The concentration
of Meropenem and Imipenem was determined by high performance liquid
chromatography with ion-pairing reversed phase separation and ultraviolet
detection (IPRP-HPLC-UV).

Tests before admixture to PMMA bone cement were performed in solution and solid
at different temperatures (37°C, 45°C, 60°C, 90°C) and time points after heating
(30 min, 60 min, 120 min). Highest degradation levels of Meropenem in solution
were 75 %, Imipenem showed a degradation of 95 % at most. Tests of both
antibiotics in solid showed a degradation of 5 % of Meropenem and Imipenem of
13 % at most. Test series with Meropenem and Imipenem after admixture to PMMA
cement (after polymerization) were performed with different bone cements. The
highest degradation level of Meropenem in the bone cement was 30 %, and 31 %

for Imipenem.
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1 Einleitung

1.1 Arthrosis deformans

1.1.1 Bedeutung und Pravalenz

Die Arthrose, bekannt als Arthrosis deformans, zahlt zu den degenerativen
Gelenkserkrankungen und spielt fur Menschen mittleren Alters sowie fur altere
Personen eine entscheidende Rolle im Hinblick auf Arbeitsunfahigkeit und
Invaliditat (1). Die Lebenszeitpravalenz lag 2010 in Deutschland ab einem Alter von
65 Jahren fur Frauen bei 52,9 %, fur Manner bei 34,8 % (2). Die zunehmenden
Kenntnisse und Moglichkeiten der modernen Medizin haben zur Folge, dass das
Patientinnen- und Patientenklientel zum einen alter wird, zum anderen hohere
Anspriche an das Versorgungssystem stellt. In den USA lag 2015 das
Durchschnittsalter fir einen primaren Gelenksersatz der Hufte bei 65,4 Jahren, bei

einem primaren Kniegelenksersatz bei 66,4 Jahren (3).

1.1.2 Pathogenese

Die hoheren Anspruche an die Medizin betreffen unter anderem auch den Bereich
der Orthopadie und Unfallchirurgie aufgrund typischer altersspezifischer
Beschwerden, wie die der degenerativen Gelenkserkrankung. Es handelt sich
hierbei um einen durch Abnutzung bedingten Ruckgang des Knorpelgewebes mit
konsekutiver Schadigung des sich darunter befindlichen Knochens aufgrund einer
Diskrepanz zwischen Belastung und der individuellen Fahigkeit eines Gelenks,
Belastung zu kompensieren. Man unterscheidet zwischen der primaren und
sekundaren Arthrose. Bei der Primaren ist die exakte Atiologie nicht bekannt, hier
liegt ein minderwertiges Gewebe des Knorpels unklarer Genese vor. Die sekundare
Arthrose dagegen entsteht aufgrund von Stoffwechselstérungen, Traumata,
fehlerhafter Belastung des Gelenks oder entziindlichen Prozessen (4).
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1.1.3 Risikofaktoren

Ebenfalls zu berucksichtigen sind individuelle Risikofaktoren (siehe Tabelle 1). Hier
wird dem Zusammenspiel von lokalen und systemischen Faktoren eine Rolle bei

der Entwicklung einer Arthrose zugeordnet.

Lokale Risikofaktoren =~ Systemische Risikofaktoren

Adipositas Alter
Verletzungen Geschlecht
Berufstatigkeit Hormone
Leistungssport Ethnizitat

Achsenstellung Genetik
Beinlangendifferenz Ernahrung

Tabelle 1 Risikofaktoren zur Entstehung einer Arthrose (5)

Frauen haben Studien zufolge ein héheres Risiko zur Entwicklung einer Arthrose
als Manner, was durch den Ostrogenabfall wahrend und nach der Menopause

bedingt sein kann (5).

1.1.4 Symptomatik

Degenerative Erkrankungen des Gelenks sind besonders aus sozialmedizinischer
Sicht von groRRer Bedeutung. Grund dafir ist die reduzierte Lebensqualitat der
Betroffenen aufgrund typischer klinischer Symptome wie anhaltende starke
Schmerzen, Schwellung, Bewegungseinschrankung und anwachsende

Deformation des betroffenen Gelenks (4).

1.1.5 Radiologisches Bild

Radiologisch prasentiert sich die Arthrosis deformans mit einer Verschmalerung des
Gelenkspalts, Gerdllzysten als Zeichen einer subchondralen Sklerosierung und
Osteophyten im Randbereich des Gelenks. Haufig betroffen sind die Wirbelsaule
(Spondylarthrosis  deformans), auflerdem Knie (Gonarthrose), Schulter
(Omarthrose), Hufte  (Coxarthrose), die  proximalen und  distalen
Zwischenfingergelenke  (Bouchard- und  Heberdenarthrose) und das
Daumensattelgelenk (Rhizarthrose) (6). In Europa wird der Begriff ,Arthrose”
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bevorzugt, wahrend man im angloamerikanischen Raum von der ,Osteoarthritis”
(OA) spricht (4).

1.1.6 Therapiemdglichkeiten

Therapeutisch bieten sich der behandelnden Arztin bzw. dem behandelnden Arzt
mehrere Mdglichkeiten zur Optimierung der Versorgung der Patientinnen und
Patienten. Die Therapie der Arthrose kann symptomatisch und/oder kausal
erfolgen. Sie umfasst einerseits einen konservativ. medikamentésen und
nichtmedikamentdsen Ansatz, sowie andererseits eine operative Intervention.
Neben der Behandlung oder Beseitigung von Risikofaktoren gelten folgende

Richtlinien zur optimalen Therapie (siehe Tabelle 2):

Nichtmedikamentds Medikamentos Operativ
Gewichtreduktion NSAR Arthrodese
Korperliche Aktivitat Analgetika Arthroskopie
Orthesen Opioide Gelenkersatz
Aufklarung Psychopharmaka Gelenkplastik
Kuren Sexualhormone Gelenkbiologie
Vitamine Topische Behandlung  Gelenkmechanik
Mineralstoffe Intraartikulare Steroide

Tabelle 2 Therapiemdglichkeiten zur Behandlung der Arthrose (7) (4)

Zum Bereich Gelenksbiologie zahlen unter anderem Knochenanbohrungen zur
Verbesserung der Durchblutung im Gelenk, Synovialektomie und Denervierung zur
Veranderung der Gelenksmechanik. Eine Verbesserung der Gelenkmechanik
beinhaltet eine Verminderung der Belastung des betroffenen Gelenks und eine

Verbesserung der Kongruenz der artikulierenden Flachen (4).

1.1.7 Operative Therapie

Besonders die operative Therapie der Arthrose hat in den letzten Jahren immer
mehr an Bedeutung zugenommen. In den USA beispielsweise war die Arthrose
2015 mit 70,3% die mit Abstand haufigste Indikation fur einen operativen Eingriff an
der Hufte (3). Die Indikation fur eine operative Intervention setzt sich zusammen aus
dem Versagen von konservativer Therapie, radiologisch sichtbare morphologische
Gelenksveranderung und stark reduzierter Lebensqualitat der Patientinnen und
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Patienten (8). Die Implantation eines kunstlichen Gelenksersatzes gewinnt
zunehmend an Bedeutung fur den Bereich der Orthopadie und Unfallchirurgie. Der
Gelenkersatz ist gekennzeichnet durch einen intraoperativen Austausch eines
beschadigten Gelenks im Korper mit einem industriell gefertigten, aus kinstlichem
Material hergestelltem, Gelenk. Zu unterscheiden ist hier der Gelenktotalersatz, bei
welchem alle artikulierenden Gelenkflachen ersetzt werden und der
Gelenkteilersatz, bei welchem nur einzelne oder mehrere Gelenkflachen
ausgetauscht werden (8).

Der Protheseneinbau erfolgt haufig unter Verwendung eines Knochenzementes,
welcher die Prothese im Gelenk stabilisieren und den freien Raum zwischen
Prothese und Knochen ausfillt (9).

Die folgende Abbildung (siehe Abbildung 1) soll einen Einblick in die Fallzahlen von
HUft — und Kniegelenksersatz im Zeitraum 2005 bis 2011 in den Industrielandern
Deutschland und USA geben (10):

Huft - und Knie - Endoprothesen in
Deutschland und den USA (2005-2011)
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400000
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0

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
B HUft - Endoprothesen USA M Knie - Endoprothesen USA

Huft - Endoprothesen Deutschland ® Knie - Endoprothesen Deutschland

Abbildung 1 Anzahl Hlift - und Knieendoprothesen in Deutschland und den USA (2005 - 2011)

Wie in Abbildung 1 dargestellt, haben die Fallzahlen seit 2005 in beiden Landern
einen Anstieg erfahren. Die Erstimplantation von Hiuftendoprothesen in Deutschland
legte um insgesamt 11 % zu, in den USA sogar um 28 %. Die Anzahl der kunstlichen
Kniegelenkserstimplantation stieg in Deutschland um 22 %, die USA Fallzahlen
wuchsen um 30 % (10).
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1.1.8 Rohe Rate pro 100 000 Einwohner

Abbildung 2 soll die Anzahl der durchgefuhrten Gelenkersatzoperationen an Hufte
und Knie in Deutschland und den USA pro 100 000 Einwohner in den Jahren 2005
und 2011 darstellen. Auffallend ist, dass in Deutschland die Implantation einer
Huftprothese deutlich haufiger vorgenommen wird, wahrend in den USA der Ersatz
des Kniegelenks ofter zum Einsatz kommt. Die unterschiedliche Entwicklung der
Fallzahlen der beiden Lander kann auf die demographischen Verschiedenheiten

zuruckgefuhrt werden (10).

Rohe Rate pro 100 000 Einwohner

Knieprothesen USA
Knieprothesen Deutschland
Hiftprothesen USA

Huftprothesen Deutschland

o

50 100 150 200 250 300

m2011 m2005

Abbildung 2 Rohe Rate pro 100 000 Einwohner (10)

1.1.9 Ausblick

Prognosen besagen, dass die Anzahl der Hift — und Knieprothesenimplantationen
in den USA bis 2030 um bis zu 174 % und 673 % ansteigen wird (11).

Fir die Erstimplantation gilt, dass die kunstlichen Gelenke als Langzeitimplantate
solange wie madglich Symptomfreiheit und ausreichende Mobilisierung

gewabhrleisten, im Optimalfall lebenslang.
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1.1.10 Material

Diesem Anspruch kdnnen nur bestimmte Materialien als gelenkbildende Korper
gerecht werden. Zum jetzigen Zeitpunkt kommen Metalle, Kunststoffe, Keramiken
und bestimmte Knochenzemente zum Einsatz. Die Metalle dienen dabei als
Krafttrager. Aufgrund von ausreichender Festigkeit und guter
Gewebevertraglichkeit, haben sich Metalllegierungen behauptet:
Eisen/Chrom/Nickel, Kobalt/Chrom, Kobalt/Nickel/Chrom/Molybdan und Titanium
(4). Haufig werden die Materiale als Kombination eingesetzt. Beispiele sind Metall
mit Polyethylen und Keramik mit Polyethylen. Andere Varianten sind gelenkbildende

Korper vom gleichen Material, wie Metall mit Metall oder Keramik mit Keramik (12).

1.2 Wechseloperationen

1.2.1 PMMA - Knochenzement

Die implantierten Prothesen bieten Bakterien als Fremdkorper gunstige
Bedingungen zur Kolonisation der Oberflache. Versuche an Tieren haben gezeigt,
dass bei Fremdmaterialien eine deutlich niedrigere Dosis an Erregern
(Staphylococcus Aureus) nétig war, um eine Abszessbildung auszulésen als ohne
Fremdmaterial. Grund dafr ist die fehlende Erreichbarkeit des infizierten Bereichs
fur Neutrophile Granulozyten (13). Der operative Gelenkersatz kann zementiert
oder nicht zementiert mit speziellen Knochenzementen erfolgen. Der Zement wird
vor der Aushartung nach vorheriger Praparation des Knochens in den Raum
zwischen Prothese und Knochen gegeben. Der in der Endoprothetik eingesetzte
Knochenzement ist haufig antibiotikahaltig. Zementierte Prothesen, die mit
antibiotikahaltigem Knochenzement verankert sind, reduzieren das Risiko fur eine
Protheseninfektion nachweislich (13)(14). Knochenzemente werden meist auf Basis
von Polymethylmethacrylat (PMMA) hergestellt. Solche Acrylate wurden zunachst
in verschiedenen Anwendungsgebieten der Zahnmedizin eingesetzt, bevor
spezielle Zusatze und Mischungen auch einen Einsatz in der Chirurgie zulieRen.
Der erste Einsatz von Knochenzement in der Orthopadie erfolgte 1958 bei einem
Hlftgelenksersatz durch den Chirurgen Sir John Charnley (15).

PMMA Knochenzement entsteht durch die Beimischung von pulverférmigem

Polymer zu flussigem Monomer (MMA). Wahrend der Aushartung des Zements wird
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eine exotherme chemische Reaktion ausgelost. Dieser Prozess wird als
Polymerisation bezeichnet. Dabei werden hohe Temperaturen freigesetzt, welche
eine Nekrosegefahr flir das umliegende Gewebe darstellen kénnen (15). Dartber
hinaus  sind im Knochenzement  weitere = Substanzen enthalten.
Rontgenkontrastmittel wie Zirkoniumdioxid oder Bariumsulfat sind im Polymer
enthalten. Benzoylperoxid (BPO) ist ebenfalls im Polymer enthalten und initiiert die
Polymerisation des Knochenzements. In antibiotikahaltigen Knochenzementen
enthalt das Polymer zudem die pulverférmigen Antibiotika.

Das Monomer besteht neben dem MMA (zumeist 98%) aus N-dimethyl-p-Toluidin
(DmpT), welches die Polymerisation bei Raumtemperatur zusammen mit dem BPO
im Pulver initiiert. Das Hydroquinon (40-80 ppm), soll eine vorzeitige
Polymerisation verhindern, ausgelost durch hohe Temperaturen oder

Lichteinstrahlung (9).

1.2.1.1 Polymerisationsreaktion
Die Polymerisationsreaktion von MMA (flissig) zu PMMA (fest) ist in Abbildung 3

schematisch dargestellt.

Polymerisation /i\
v n
0 0 X

O O

Methylmetacrylat Poly(methylmetacrylat)

Abbildung 3 Polymerisationsreaktion von MMA zu PMMA

1.2.1.2 Antibiotikahaltige PMMA Knochenzemente (ALBC)

Buchholz und Engelbrecht (1970) schlugen den Einsatz von Antibiotika im
Knochenzement vor (16). Ihre Untersuchungen zeigten, dass Gentamicin nach
Zugabe (1,25 %) zum Palacos R (40 g) besonders gut aus der polymerisierten
Zementmatrix freigesetzt wird und die mechanischen Eigenschaften des
gentamicinhaltigen Palacos kaum beeinflusst wurden (17). US — Meta - Studien

schreiben dem Einsatz von antibiotikahaltigem Zement eine Reduktion des Risikos
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zur Entwicklung einer tiefen Infektion um bis zu 50 % zu (18). Bei Knietotalprothesen
liegt der Anteil an verwendeten Knochenzementen mit Antibiotika heute in vielen
Landern bei Uber 90 % (19).

Eine wesentliche Rolle flr die lokale antibiotische Wirkung spielen die Stabilitat der
Antibiotika wahrend der Polymerisation des Knochenzements und die Freisetzung
uber die Oberflache. Die Freisetzung ist abhangig von der Art und Qualitat des
Antibiotikums, der Dichte und Oberflachencharakteristik des Zements und der

Zusammensetzung des Polymerpulvers (16).

1.2.2 Periprothetische Infektionen

Durch die wachsende Zahl an Erstimplantationen steigt allerdings auch die
Wabhrscheinlichkeit von Komplikationen. (11) Eine dieser Komplikationen ist die
periprothetische Infektion. Es handelt sich hierbei um ein schwerwiegendes
Krankheitsbild, welches eine adaquate Zusammenarbeit zwischen Mikrobiologen,
Infektiologen und Chirurgen in Anspruch nimmt (14). Aufgrund von sterileren
Bedingungen und verbesserten Operationstechniken, sowie dem prophylaktischen
Einsatz von Antibiotika, liegt das Risiko fur die Entstehung einer Protheseninfektion
bei1% -2 % (11).

1.2.3 Klassifizierung

Man unterscheidet grundsatzlich zwischen akuter und chronischen
Protheseninfektion. Eine weitere Klassifizierung bezieht sich auf den Beginn der
Infektion (siehe Tabelle 3) (20).

Klassifikation Beginn (postoperativ) | Typische Erreger
Frihinfektion < 3 Monate - Staph. Aureus
- Gramnegative Bazillen
(z.B. E. coli)
Verzogerte Infektion | 3 — 4 Monate - Koagulase negative
Staphylokokken

- Propionibakterium Acnes

Spatinfektion < 24 Monate - Staph. Aureus
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- Streptokokken

- Gramnegative Bazillen

Tabelle 3 Klassifizierung einer periprothetischen Infektion

1.2.4 Diagnostik

Voraussetzung fur die Diagnose ist das Vorliegen von mindestens einem der
folgenden Kriterien (siehe Abbildung 4) (21):

Periprothetische oder intraartikuldre Suppuration,

Klinisches Bild: Fistelbildung,

Histologie: Periprothetisch akut entzlindliches Gewebe

Entziindungszellen

(Punktat): > 2000 Leukozyten/ul; > 70% granulozytarer Anteil
Nachgewiesene Erreger in: 2 2 Biopsien; > 1 bei virulentem

Mikrobiologie: Erreger

Nachgewiesene Erreger in: Gelenksfllssigkeit
Nachgewiesene Erreger in: Sonikationsflissigkeit > 50

Kolonien/ml
Abbildung 4 Kriterien zur Diagnose einer periprothetischen Infektion

Der Infektionsweg erfolgt in zwei Drittel der Falle per continuitatem exogen, hier sind
Uberwiegend Keime der Haut ursachlich (22), oder in einem Drittel hamatogen.
Letzterer liegt zumeist erst im zweiten postoperativen Jahr vor und ist haufig

verbunden mit einer vorbestehenden Infektion.

1.2.5 Erregerspektrum

Das Erregerspektrum reicht von aeroben grampositiven und gramnegativen Keimen
bis zu obligat anaeroben Erregern. Die aeroben grampositiven Bakterien nehmen
mit ca. 65% den Hauptanteil der Gelenkinfektionen ein. Insgesamt sind hier vor
allem Staphylokokken (44%), Streptokokken (14%) und Enterokokken (7%) fur die
Infektionen verantwortlich. Die gramnegativen aeroben Erreger verschulden 25%
der Gelenkinfektionen.

Die ubrigen 10% fallen an obligat anaerobe Keime. In seltenen Fallen kénnen auch
Pilze eine Protheseninfektion verursachen (22)(21).
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1.2.6 Gramnegative Protheseninfektionen

Die Inzidenz der gramnegativen Infektionen ist im Vergleich zu der der
grampositiven zwar deutlich reduziert, gramnegative Infektionen verlaufen aber
haufig komplikationsreicher. Grund dafir ist die hohere Virulenz der Pathogene, die
zunehmende Resistenz der zum Spektrum gehdrenden Erreger gegenuber
antibakteriellen Substanzen und die resultierenden Begleiterkrankungen fur die
Patientinnen und Patienten (23). Zusatzlich verlaufen die Gelenksinfektionen mit
gramnegativen Pathogenen haufig polymikrobiell, was die Therapie einerseits
erschwert und andererseits ein hoheres Risiko fur ein Versagen der antibiotischen
Therapie zur Folge hat (24).

Zum Spektrum der gramnegativen Protheseninfektionen gehoéren unter anderem
Enterobacteriaceae wie Escheria Coli, Proteus, Klebsiellen., Enterobacter und
Salmonellen. Weiters vertreten sind Pseudomonas aeroginosa und andere
gramnegative Bakterien wie Bacteroides fragilis, Pasteurella multocida und
Alcaligenes xylosoxidans (25). Die am haufigsten nachgewiesenen gramnegativen
Keime auf infizierten Prothesen sind Pseudomonas aeroginosa, gefolgt von

Escheria Coli und Klebsiella pneumoniae (11).

1.2.6.1 Pseudomanas aeruginosa

Die haufigste Infektion eines Implantats mit gramnegativen Keimen erfolgt durch
Pseudomonas aeruginosa. Bei diesem Bakterium handelt es sich um ein
opportunistisches, aerobes, gramnegatives Stabchen, welches bei 10 — 20 % der
Falle haufig Grund fur nosokomiale Infektionen ist (26)(27). Nachgewiesen wird der
Erreger vor allem bei Pneumonien, Harnwegsinfektionen und in der Blutbahn (28).
Zusatzlich sind Infektionen mit diesem Bakterienstamm fir 4 -6 % aller
orthopadischen Infektionen verantwortlich. Bei infizierten Huftprothesen konnte
Pseudomonas aeruginosa in 10 % der Falle nachgewiesen werden (29). Ein grol3es
Problem in der Therapie stellt die weltweit zunehmende Rate an Infektionen mit
multiresistentem P. aeruginosa dar (28). Bei einem multiresistenten P. aeruginosa
(MDR) handelt es sich per Definition um einen mindestens gegeniber drei
antimikrobiellen Substanzen (Aminoglykoside, Penicilline, Cephalosporine,
Carbapeneme und Fluorquinolone) resistenten Keim. Das Bakterium hat

verschiedene Strategien entwickelt, Resistenzen gegenuber Antibiotikagruppen zu
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entwickeln. Eine verringerte Permeabilitdt der Membran oder spezielle
Transportproteine sind dabei verantwortlich fur Antibiotikaresistenzen. Sogar

Carbapeneme wie Imipenem oder Meropenem sind eingeschrankt wirksam (28).

1.2.7 Rolle des Biofilms

Fir die Pathogenese der Protheseninfektion durch die oben genannten Keime spielt
die Produktion eines Biofilms eine zentrale Rolle (23). Bei einem Biofilm handelt es
um eine Akkumulation von mikrobiellen Zellen einer oder mehrerer Arten, welche
von einer eigens produzierten Matrix umhullt werden und sowohl an biotischen, als
auch an abiotischen Oberflachen anhaften. Die von den Zellen hergestellte
extrazellulare Matrix enthalt Komponenten wie Exopolysaccharide, Proteine, Lipide,
Teichonsauren und Desoxyribonukleinsdure (DNA) wund erreicht einen

Durchmesser von ungefahr 50 um (30)(20).

1.2.7.1 Entstehung des Biofilms

Die Entwicklung eines Biofilms erfolgt in einem Prozess aus mehreren Schritten.
Die ersten beiden Schritte bestehen aus der Zelladhasion und Zellanhaufung. Hier
kann sich wahrend dem Gelenkersatz intraoperativ ein auf der Oberflache des
Implantats haftender Film aus Proteinen wie Fibrinogen, Fibronektin und Vitronektin
bilden. Dieser Film begunstigt eine bakterielle Besiedelung und fuhrt zu
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen des auf dem Implantat haftenden Films
und bakteriellen Proteinen. Es folgen eine mehrschichtige Zellproliferation und eine
vermehrte Anhaftung von Zellen. Dies gipfelt in der Entwicklung einer oder mehrerer
Mikrokolonien, welche in der Lage sind, eine Matrix aus Polysacchariden zu
produzieren und von dieser umgeben sind. Zu diesem Zeitpunkt ist der Biofilm noch
labil und anfallig fir eine antibiotische Therapie. Im dritten Schritt findet die
Biofilmreifung statt. Diese beinhaltet die Anordnung von Pili, Flagellen und
Exopolysacchariden der Zellen im Biofilm. In diesem Stadium ist der Biofilm bereits
reif und resistent gegenuber antibiotischer Eradikation. Der letzte Schritt ist die
Zellablésung. Reife Biofilme sind in der Lage, Teile ihrer Oberflache frei zu setzen,
um eine umfangreichere lokale Besiedelung oder die eines weiter entfernten Areals
zu ermoglichen (20). Abbildung 5 stellt die Entwicklung von Biofilm auf

Implantatoberflachen graphisch dar.
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Implantatoberfiiche

Zelladhéslon — Zollanhdufung  —) Zellproliferation — m) Zellablésung

Abbildung 5 Graphische Darstellung der Entwicklung von Biofilm auf einer Implantatoberflédche

1.2.7.2 Rolle des Biofilms bei orthopadischen Eingriffen

Es wird geschatzt, dass Uber 65 % aller Infektionen beim Menschen auf die Bildung
eines Biofilms zurlickgehen. Daher erlangt das Thema ,mikrobielle Biofilme*
zunehmend Aufmerksamkeit in Industrie, im alltaglichen und im klinischen Bereich.
Besonders die in der Orthopadie wichtigen Materialien fur die Endoprothetik wie
Titan, Stahl, Keramik-Kobalt, Polyethylene und Polymethylmethacrylat (PMMA)-
Knochenzement sind sehr anfallig fur eine Besetzung durch Biofilm-produzierende
Keime (20). Ein grof3es Problem bei der Keimbesetzung dieser Materialien ist die
Tatsache, dass bei Infektionen an Implantaten, im Gegensatz zu anderen
Infektionen, keine spontane Heilung mdglich ist. Bei reifen Biofilmen erreichen
sogar Antibiotika mit hoher Affinitat zum Biofilm-produzierenden Keim aufgrund der
meist zu niedrigen Konzentrationen haufig keine ausreichende Wirkung, daher
muss in den meisten Fallen chirurgisch im Sinne eines Prothesenwechsels

interveniert werden (30)(31).
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1.2.8 Risikofaktoren zur Entstehung einer periprothetischen Infektion

Bei manchen Patientinnen und Patienten besteht ein erhdhtes Risiko fur die
Entstehung einer periprothetischen Infektion. Zu den wichtigsten Risikofaktoren
gehoren unter anderem Adipositas, Diabetes Mellitus, Rheumatoide Arthritis und
Depressionen.  Soziodemographische = Merkmale wie  Geschlecht und
Rauchverhalten spielen ebenfalls eine zentrale Rolle. Eine metaanalytische Studie
befasste sich mit dem patientinnen- und patientenbezogenen Relativen Risiko zur
Entstehung einer Gelenksinfektion nach primarem Gelenkersatz (siehe Tabelle
4)(18):

Risikofaktoren Relatives Risiko (95%-KiI)
Mannlich vs. Weiblich 1,36
Rauchen vs. Nichtrauchen 1,83
BMI > 25 vs. BMI < 25 1,02
BMI > 30 vs. BMI < 30 1,60
BMI > 35 vs. BMI < 35 1,53
BMI > 40 vs. BMI < 40 3,68
Diabetiker vs. Nichtdiabetiker 1,74
Rheumatoide Arthritis (RA) vs. Keine RA 1,70
Depression vs. Keine Depression 1,48
Steroidverabreichung vs. Nichtverabreichung 1,68
Vorherige  Gelenkoperationen vs. Keine | 2,98
vorherigen Gelenkoperationen

Tabelle 4 Risikofaktoren zur Entwicklung einer Protheseninfektion und Relatives Risiko (bei 95 %-KI)

Des Weiteren wird dem Prothesenmaterial eine Rolle bei der Entstehung einer
Gelenkinfektion zugeteilt. Keramik mit Keramik zeigt auf lange Sicht (15 Jahre) ein
reduziertes Risiko im Vergleich zu anderen Materialkombinationen. Ein hoheres
Risiko zeigen (in Reihenfolge von geringerem zu héherem Risiko) Keramik mit
Polyethylen, Metall mit Polyethylen und Metall mit Metall (12). Patientinnen und
Patienten in hdherem Alter neigen ebenfalls zur Entwicklung einer periprothetischen
Infektion. Im Alter zwischen 65-75 ist das relative Risiko gegenuber
45 — 65 - jahrigen Patientinnen und Patienten um 3,36 (bei 95 % KI) erhéht (12).
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1.2.9 Anzahl der Revisionseingriffe und Therapieoptionen

Die Zahl der Revisionseingriffe stieg in den vergangenen Jahren stark an (siehe
Abbildung 6) (10).

Anzahl der HUft - und Knie - Prothesenwechsel in
Deuschland und den USA (2005 - 2011)
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45000
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B Hift - Endoporthesenwechsel Deuschland
W HUft - Endoprothesenwechsel USA
Knie - Endoprothesenwechsel Deutschland

Knie - Endoprothesenwechsel USA

Abbildung 6 Anzahl der Hiift - und Knie - Prothesenwechsel in Deutschland und den USA (2005 - 2011)

Flr die Therapie stehen verschiedene Ansatze zur Verfugung. Die Therapie
beinhaltet einerseits chirurgische Interventionen und anderseits die Bekampfung
der infizierenden Keime mit antimikrobiellen Substanzen. Die chirurgische Therapie
bestent haufig in einer Entfernung von infiziertem Gewebe und einem
Implantatwechsel (10)(18). Das Entfernen von Gewebe und Explantation einer

infizierten Prothese ist in Abbildung 7 bildlich dargestellt.

28



Abbildung 7 Explantation einer infizierten Hiiftprothese

1.2.10 Chirurgische Therapie

Die Wahl der chirurgischen Therapie bezieht sich auf verschiedene
Einflussfaktoren. So ist sie abhangig von der Infektdauer, von der Ausdehnung des
Weichteilschadens, von der Implantatstabilitat und der Erregerart. Maurer et al.
(2005) beschrieben im Liestaler Behandlungsalgorithmus das chirurgische
Vorgehen flr Infektionen von Knieendoprothesen. Die Therapie richtet sich nach
den oben genannten Kriterien und besteht entweder aus chirurgischem
Débridement mit Saug — Spul - Drainage, einem einzeitigen Wechsel, einem
zweizeitigen Wechsel mit Spacer oder einem zweizeitigen Wechsel ohne Spacer.
Der zweizeitige Prothesenwechsel wird als Goldstandard zur Beherrschung der
Gelenkinfektion angesehen (22). In der Literatur werden beim zweitzeitigen

Wechsel Keimeradikationen von tber 90 % beschrieben (32).

1.2.10.1 Débridement bei Prothesenerhalt

Das Débridement kommt unter Erhalt der Prothese bei einer Symptomdauer von
weniger als 3 Wochen bei festem Prothesensitz und keinem stattgefundenen
Weichteilschaden zum Einsatz (33). Operativ kann hier zudem die Notwendigkeit
einer Synovektomie, einer Lavage und Drainage erfolgen (34). Perioperativ und bis
zu 6 Monate nach der Operation wird eine keimspezifische Antibiose angewandt.
Ein Prothesenerhalt kann bei Débridement mit Saug —Spul —Drainage in 25 — 30%

der Falle erreicht werden (35).
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1.2.10.2 Einzeitiger Prothesenwechsel

Bei einer andauernden Symptomatik tber 3 Wochen und bei nicht geschadigtem
Weichteilgewebe kann ein einzeitiger Prothesenwechsel vorgenommen werden,
falls es praoperativ maoglich ist, dem infizierenden Keim mit Antibiotika
entgegenwirken zu konnen. Hier wird nach der Explantation der Prothese ein
Débridement des Knochenzements und der Weichteile vorgenommen, aullerdem
eine intraoperative Antibiose eingeleitet und das Operationsinstrumentarium
gewechselt. Der erneute Einbau einer Prothese erfolgt ausschliefdlich mit
antibiotikahaltigem Knochenzement (34). Hier wird eine intravendse
Antibiotikatherapie bis zwei Wochen postoperativ, danach eine bis zu 6 Monate

andauernde orale Antibiose empfohlen.

1.2.10.3 Zweizeitiger Wechsel

Der zweizeitige Wechsel kommt bei chronischen Infektionen und Spatinfektionen
zum Einsatz, ebenfalls muss er bei Fisteln und geschadigtem Weichteilgewebe
erfolgen. Er kann sowohl mit, als auch ohne Einsatz eines Spacers vorgenommen
werden. Der Wechsel mit Einsatz eines solchen wird als langes Intervall bezeichnet,
der Wechsel ohne Spacer als kurzes Intervall. Ein Spacer wird aus Knochenzement
hergestellt und entsteht aus der Vorlage der Originalprothese oder wird industriell

angefertigt (36). Besonders geeignet sind Spacer aus PMMA-Knochenzement (14).

1.2.10.4 Rolle und Funktion von PMMA-Knochenzement-Spacern

Der Einsatz von antibiotikahaltigen Spacern bringt den Vorteil, lokal hohe
Konzentrationen von antimikrobiellen Substanzen erreichen zu kénnen. Das Ziel ist
die héchste mdgliche Keimeradikation im umliegenden Gewebe (32). Diesbezlglich
muss erwahnt werden, dass es Studien gibt, bei denen sich beim Einsatz eines
antibiotikahaltigen Spacers keine Beschleunigung bei der Eradikation erkennen lie3
und die den Spacern keine signifikante Rolle zur Kontrolle des Infektionsausmales
zuschreiben (Larikov et al., 2012) (37).

Grundsatzlich entscheidet man zwischen statischen Spacern, die keine oder nur
sehr begrenzte Bewegungen mehr ermdglichen, und gelenkbildenden oder
dynamischen Spacern, die einen weitaus grof3eren Bewegungsumfang erlauben. In

der Literatur werden beim Vergleich zwischen beiden Spacern am Kniegelenk
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widerspruchliche Vor- und Nachteile beschrieben (36). Statische Spacer
ermdglichen laut einigen Autoren eine suffizientere Keimeradikation im
umliegenden Gewebe (38), andere Autoren beschreiben dynamische Spacer als
eine nicht weniger suffiziente Wahl zur Keimbekampfung (39).

Als grofder Nachteil der statischen Spacer am Kniegelenk wird die mangelnde
Bewegungsfahigkeit beschrieben, welche nach Entfernung des Spacers und
anschlieBender Reimplantation einer neuen Prothese auftritt. Des Weiteren wird
Uber Instabilitdten im Gelenk, insuffizienter Wundheilung und erschwerte
Reimplantation aufgrund der durch den statischen Spacer veranderte Anatomie
berichtet (36).

Es kann unter anderem zu einer Muskelverklurzung, zu einer Verdickung der Kapsel
und zu Narbenbildung rund um das Gelenk kommen.

Dynamische Spacer ermoglichen neben einer suffizienten Keimentfernung eine
Flexion und Extension im Kniegelenk zwischen den operativen Eingriffen.
Insgesamt wird den dynamischen Spacern aufgrund des erleichterten
Wiedereinbaus einer Prothese und des besseren Outcomes der Patientinnen und
Patienten eine Uberlegenheit gegeniiber den statischen zugeteilt (36)(32)(18).

Die am haufigsten verwendeten und erhaltichen PMMA-Knochenzement-Spacer
enthalten Tobramycin, Gentamicin, Vancomycin, Clindamycin und Colisitin (14).
Um eine ausreichende mechanische Stabilitdt des PMMA-Knochenzements
gewahrleisten zu kdonnen, wird empfohlen, dass der Anteil des Antibiotikums am
Verhaltnis zwischen Antibiotikum und Zementpulver nicht 10 % Uberschreiten sollte
(32).

Nach Ablauf des Intervalls mit oder ohne Spacer kann das Einsetzen einer neuen
Prothese und eine weitere antibiotische Abschirmung fir bis zu 6 Monate

angestrebt werden.

1.2.10.5 Arthrodese mit Fixateur Externe

Bei Infektion der Prothese mit problematischen Keimen wie
Methicillin — resistentem Staphylococcus aureus (MRSA), Enterokokken oder
Pilzen wird auf den Einsatz eines Spacers verzichtet. Stattdessen wird in einem
6 — 8 - wochigem Intervall nach Explantation der Prothese das Kniegelenk mit
einem Fixateur Externe Uberbrlckt und fur 6 — Wochen eine antibiotische Therapie

aufrechterhalten. Nach Absetzen der antibiotischen Therapie und Reimplantation
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der Gelenksprothese wird bei diesem Verfahren in der Regel auf eine weitere
Antibiotikagabe verzichtet (34)(33).

1.2.10.6 Dreizeitiger Wechsel

Alternativ beschreiben Renz et al. (2015) ein Therapieschema mit einer totalen
Antibiotikadauer fur insgesamt 12 Wochen. Hier wird zudem ein dreizeitiger
Wechsel bei Problemkeimen, schlechtem Weichteilgewebe, Fisteln oder nicht
zufrieden stellendem Verlauf nach zweizeitigem Wechsel beschrieben. Hier wird
drei Wochen nach der Explantation des infizierten Gelenks ein neuerliches
Débridement mit Wechsel des Spacers vorgenommen. Nach weiteren drei Wochen
erfolgt der endgiltige Einbau der neuen Prothese und eine anschlieRende
6 - wochige Antibiose (21).

1.2.11 Antibiotische Therapie

Die Wahl der suffizientesten systemischen Antibiose richtet sich nach dem
infizierenden Keim, welcher mittels Biopsie, Synovialflissigkeit oder Sonikation
zuvor eruiert wird. Die Dosierung muss den Patientinnen und Patienten individuell
angepasst werden unter Berlcksichtigung der Nierenfunktion, Leberfunktion,
Allergien, Wechselwirkungen mit anderer Medikation, Nebenwirkungen und der

Konstitution der Patientinnen und Patienten.
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1.2.11.1 Antibiotische Therapie bei gramnegativen Erregern
Zur systemischen antibiotischen Therapie bei Infektionen mit gramnegativen

Keimen stehen verschiedene Praparate zur Verfugung (siehe Tabelle 5) (40)(21).

Gramnegative Keime Antibiotika

Enterobacter spp. - Cefepim oder
- Ertapenem oder

- Ciprofloxacin

Enterobacteriaceae - Beta-Laktam-Antibiotikum oder

- Ciprofloxacin

Pseudomonas Aeruginosa - Piperacillin/Tazobactam oder
- Meropenem oder
- Cefepim oder

- Tabromycin oder

- Ciprofloxacin

Tabelle 5 Antibiotische Therapie bei gramnegativen Protheseninfektionen

Aminoglykosiden oder Carbapenemen wird sehr hohe Effizienz bei der Eradikation
gramnegativer Keime zugeschrieben. Die Zugabe von Vancomycin zu
Carbapenemen erhdht zusatzlich das Potential fur die Therapie bei gramnegativen

Protheseninfektionen (41).

1.3 Carbapeneme

Aufgrund der wachsenden Zahl von multiresistenten gramnegativen Bakterien ist
der vermehrte Einsatz von Carbapenemen in der Revisionsendoprothetik

erforderlich (32). Carbapeneme gehdren zur Gruppe der Betalaktam-Antibiotika.

Abbildung 8 Grundstruktur von Carbapenemen mit Betalaktam-Ring
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1.3.1 Wirkmechanismus

Betalaktam-Antibiotika sind in der Lage, die Zellwandsynthese der Bakterien zu
verhindern, indem sie die fur die Synthese wichtigen Penicillin-bindenden Proteine
(PBP) ihrer Wirksamkeit berauben (42). Diese Proteine katalysieren die Vernetzung
von Peptidoglykanen in der Zellwand (43). Betalaktame sind in der Lage, durch die
AuRenhdulle ins Innere der Bakterien zu gelangen. Dort binden sie an die PBP,
wodurch keine Zellwandsynthese mehr stattfinden kann. Infolge sammeln sich die
Bausteine fir die Bakterienwand im Zellinneren und lésen die Bildung von
autolytischen Enzymen aus, welche eine Autolyse der Bakterienzelle hervorrufen
(44).

1.3.2 Weitere Betalaktam-Antibiotika

Zu den Betalaktam-Antibiotika zahlen neben den Carbapenem noch Penicilline,
Cephalosporine und Monobactame. Um ein groReres Spektrum an Keimen
erreichen zu koénnen, werden Betalaktame haufig mit Betalaktamasehemmern
kombiniert. Beispiele hierfur sind Amoxicillin/Clavulansaure oder

Piperacillin/Tazobactam (45).

1.3.3 Rolle der Carbapeneme

Carbapeneme sind Reserveantibiotika und besitzen eine sehr hohe Potenz bei der
Eradikation von grampositiven und gramnegativen Keimen. Sie decken zudem ein
breiteres Spektrum an Keimen ab als Penicilline, Cephalosporine oder
Kombinationen aus Betalaktam-Antibiotika mit Betalaktamasehemmern.
Carbapeneme zahlen zu den Betalaktamaseinhibitoren und weisen einen hohen
Widerstand gegentiber der Hydrolyse durch Betalaktamase bildenden Bakterien auf
(46).

1.3.3.1 Hydrolyse

Es existieren verschiedene Mdglichkeiten zur Hydrolyse von Carbapenemen.
Einerseits findet diese statt bei Carbapenemen in wassrigen Losungen und hohen
Temperaturen. Andererseits sind bestimmte Betalaktasen in der Lage, eine
enzymatische Hydrolyse herbei zu fuhren (47)(48). Nukleophile kénnen die
Ringstruktur der Carbapeneme zerstoren und machen diese instabil. Eine weitere
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Moglichkeit zur Hydrolyse ist das Vorhandensein eines Protonendonators, welcher
den Aminring chemisch instabil werden Iasst (47). Wahrend der Hydrolyse werden
die Carbonylgruppe im Betalaktam-Ring und das tertiare Amin gespalten. Es
entsteht eine Carboxylgruppe und ein sekundares Amin. Im nachsten Schritt erfolgt

eine Decarboxylierung der Carboxylgruppe (siehe Abbildung 9)(49).

\

Carbapenem
Hydrolyse

Abbildung 9 Schematische Darstellung der Hydrolyse am Beispiel von Imipenem

1.3.3.2 Betalaktamasen und Bioverfugbarkeit von Carbapenemen

Betalaktamasen sind von bestimmten Bakterien produzierte Enzyme und bewirken
aufgrund ihrer katalytischen Funktion eine Durchbrechung des Betalaktam-Rings.
Dadurch werden die Antibiotika inaktiviert und insuffizient (44). Zu den
Betalaktamasen produzierenden Bakterienstdammen gehoren unter anderem
Extended Spectrum Betalactamase (ESBL) und AmpC-bildende Enterobactericeae.
Alle Substanzen aus der Gruppe der Carbapeneme sind bakterizid wirksam (44).
Fir die systemische Therapie werden Carbapeneme wegen der geringen oralen

Bioverfugbarkeit Uberwiegend intravends verabreicht (46).

1.3.4 Chemische Eigenschaften der Carbapeneme

Das erste Carbapenem war Thienamycin, welches vom Bakterium Streptomyces
Cattleya produziert wird. Auf dessen Grundlage wurden die weiteren Carbapeneme
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entwickelt und modifiziert. Allen gemeinsam ist der Beta-Laktam-Ring, welcher als

Grundstruktur der Carbapeneme dient.

Die nebenstehende Graphik zeigt den typischen
Ring der Betalaktam-Antibiotika. Dieser kann
durch Betalaktamasen durchbrochen und das

({/— N entsprechende Antibiotikum unwirksam gemacht

werden.

Daruber hinaus enthalten Carbapeneme typische Doppelbindungen an den C-2 und
C-3 — Stellen. Sie unterscheiden sich zu den anderen Beta-Laktam-Antibiotika
durch ein Kohlenstoffatom an der Stelle C-1 anstatt eines Schwefelatoms. Dem
Kohlenstoffatom an der Stelle C-1 wird eine zentrale Rolle in Bezug auf das Ausmal}
des Keimspektrums und die Wirksamkeit der Carbapeneme zugesprochen. Des
Weiteren sorgt es fur eine groRere Widerstandsfahigkeit gegen Hydrolyse durch
Betalaktamasen. Eine weitere Differenz in der chemischen Struktur besteht in der
Hydroxyethyl-Seitenkette, welche ebenfalls eine wichtige Eigenschaft der
Carbapeneme darstellt. Sie ist bestimmend fur die stereochemischen
Eigenschaften und Aktivitat der Carbapeneme, sowie fur die Stabilitat gegenuber

der Hydrolyse durch Betalaktamasen (46).

1.3.5 Klinische Vertreter der Carbapeneme

Die haufigsten klinisch angewandten Vertreter der Carbapeneme sind
Imipenem/Cilastatin, Meropenem, Doripenem, Ertapenem, Panipenem-betamipron
und Biapenem (46) (50).

Die Laborversuche, die im Rahmen dieser Arbeit zur Testung auf Stabilitat von
Carbapenemen im  PMMA-Knochenzement  stattfanden, wurden  mit
Imipenem/Cilastatin und Meropenem durchgeflhrt. Daher wird im Folgenden vor

allem auf diese beiden Carbapeneme eingegangen.
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1.4 Meropenem

1.4.1 Strukturformel Meropenem

ZT

Chemische Formel: C19H29N305S
Molekulargewicht: 411,52 g/mol

1.4.2 Verwendung von Meropenem

Insbesondere Meropenem, eine Substanz aus dieser Gruppe, kann bei
schwerwiegenden gramnegativen Infektionen oder polymikrobiellen
Mischinfektionen lokal angewendet werden (14). Meropenem wird eine hdhere
Affinitat bei der Eradikation gramnegativer Bakterien zugesprochen als bei der
Bekampfung von grampositiven Erregern. Besonders wichtig ist die Substanz bei
der Behandlung von Infektionen durch Pseudomonas Aeruginosa. Meropenem
weist eine hohe Affinitat zu PBP 2 (Escheria Coli, Staphylococcus Aureus), PBP 3
(Pseudomonas Aeruginosa) und PBP 6 (Escheria Coli) auf (50) (51). Zusatzlich
kommt Meropenem eine bedeutende Rolle bei der Therapie von Tuberkulose

(Mycobacterium tuberculosis) zu (52).

1.4.3 Chemische Eigenschaften von Meropenem

Meropenem gehort zu den Carbapenemen, die neben der typischen Grundstruktur
einen Pyrrolidin-Ring aufweisen. Es handelt sich hierbei um einen flnfgliedrigen
Aminring. Diese Eigenschaft ermdglicht die Eradikation eines breiteren

Keimspektrums als bei Carbapenemen ohne Pyrrolidin-Ring (46).
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1.4.4 Meropenem in PMMA Knochenzement

Experimente mit Meropenem in PMMA Knochenzement wurden bereits
durchgefuhrt. In einer Studie wird die Konzentration von Meropenem an der
Oberflache von Knochenzement bis 34 Tage nach Anfertigung dargestellt. (siehe
Abbildung 10). Je héher die Konzentration von Meropenem im Knochenzement ist,
desto hoher ist die Elution des Antibiotikums an der Oberflache und desto langer ist
sie messbar. Die Elution von Meropenem war bis 27 Tage nach Beimischung zu
PMMA Knochenzement messbar. Daruber hinaus wurden Messungen zur
Bioaktivitat von Meropenem im Knochenzement zu verschiedenen Erregern
durchgefuhrt. In diesen Versuchen zeigte sich Meropenem biologisch wirksam
gegenuber Staphylococcus aureus (MSSA), Pseudomonas aeruginosa, Escheria

coli und Klebsialla pneumoniae (16).
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Abbildung 10 Elutionsrate von Meropenem in PMMA Knochenzement (iber 816 h
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1.5 Imipenem

1.5.1 Strukturformel Imipenem

OH

NH

ZT

Chemische Formel: C14H21N304S
Molekulargewicht: 327,40 g/mol

1.5.2 Verwendung von Imipenem

Als perioperative, intravendse Antibiose bei gramnegativen Protheseninfektionen
wird in der Literatur auch der Einsatz von Imipenem, ebenfalls ein Carbapenem,
empfohlen (11). Imipenem zeigt sich insgesamt suffizienter bei der Behandlung von
grampositiven Keiminfektionen. Allerdings wird der Substanz auch eine wichtige
Rolle bei der Bekampfung von Infektionen mit gramnegativen Keimen wie
Acinetobacter Baumannii und Pseudomonas Aeruginosa zuteil (46). Imipenem
weist eine hohe Affinitat zu PBP 1 (Staphylococcus Aureus, PBP 2 (Escheria Coli,
Staphylococcus Aureus) und PBP 5 (Escheria Coli) auf (50) (51).

1.5.3 Kombination mit Cilastatin

Aufgrund eines gesteigerten Abbaus von Imipenem im Tubulussystem der Nieren
durch das Enzym Dehydropeptidase — 1 wird dem Praparat fur den klinischen
Gebrauch haufig die Substanz Cilastatin, einem Dehydropeptdase — 1 Hemmer,
beigemischt (42). Die beiden Substanzen unterscheiden sich im Hinblick auf
Stabilitat in Losungen. Wahrend Imipenem nach 15 min in Losung einen deutlichen
Abbau verzeichnet, bleibt Cilastatin bis zu 24 h in Losung stabil (53).
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1.5.4 Imipenem in PMMA Knochenzement

In der Literatur gibt es eine in vitro Studie, die sich mit Imipenem in PMMA
Knochenzement in Kombination mit Vancomycin befasst. Dort wird die Elution von
Vancomycin ohne und mit Imipenem-Cilastatin beschrieben. Ergebnis war eine
deutlich hohere Elutionsrate von Vancomycin in Kombination mit Imipenem-
Cilastatin. Ebenfalls wird erwahnt, dass Palacos R, welcher Gegenstand dieser
Arbeit war, die hochste Elutionsrate gegenuber anderen Knochenzementen
aufweisen konnte (54). Eine weitere Studie stellt die Elution von Imipenem aus
PMMA Knochenzement-Kugelchen (Lange 12 mm, Durchmesser 7 mm, Simplex
R®) dar (siehe Abbildung 11). In dieser Studie wurden 500 mg PMMA
Knochenzement-Kigelchen mit 3,7 mg Imipenem (0,74 %) angefertigt und die
Elution an verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Die hochste Elutionsrate war
nach 6 h messbar. Imipenem-Konzentrationen konnten noch nach 3 Tagen

gemessen werden (55).
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Abbildung 11 Elutionsrate von Imipenem in PMMA Knochenzement (iber 72 h
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2 Material und Methoden

2.1 Temperaturstabilitat von Meropenem und Imipenem vor der

Zugabe zu PMMA Knochenzement

2.1.1 Versuchsreihe mit Meropenem

Alle Versuchsreihen wurden im Institut fir Chemie und analytische Chemie fir
Gesundheit und Umwelt der Karl-Franzens-Universitat in Graz durchgefihrt.

Die erste Testreihe wurde mit Meropenem begonnen, wofir 2 g von Meropenem
Kabi® (siehe Abbildung 12) zur Verfligung standen. 15 Proben mit Meropenem
sollten auf 37°C erhitzt werden, wobei jeweils 5 Proben unterschiedlich lange im
dafur verwendeten Ofen blieben, 30 min, 60 min und 120 min. Als Standard sollten
5 Meropenem - enthaltende Proben ohne vorherige Erwarmung dienen. Fur alle
Versuche fur die Messungen vor Zugabe zu PMMA Knochenzement wurden
Standards mit einer Konzentration von 1 mg/ml hergestellt. Alle Proben wurden vor
der Erhitzung fir die ersten Versuche mit Natriumchlorid verdlinnt, fir spatere

Versuche mit Reinstwasser (milliQ — Wasser).
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Abbildung 12 Meropenem Kabi®

Zu anfangs musste 1 Liter physiologische Kochsalzlésung hergestellt werden. Hier
fanden sowohl 0,009 kg (=9 g) Natriumchlorid (NaCl) der Firma Sigma — Aldrich, als

auch 1 Liter Milli Q Wasser, Klasse 1 Wasser, Verwendung. Die 9 g Natriumchlorid
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wurden mittels einer Denver S| 234A Einwaage abgemessen. Genau 1 Liter Milli Q
Wasser wurde mit einem Messzylinder ermittelt und zum NaCl gefulit.

Es wurden 15 mg Meropenem mit einer Sartorius ME 235P Analysenwaage
abgewogen und gleichzeitig in ein 15 ml fassendes steriles ,Cellstar® —
Kulturrohrchen eingebracht. Anschlie®Bend wurde zur Verdinnung 15 ml
Natriumchlorid hinzugegeben (Konzentration 1 mg/ml). Je 0,75 ml (750 ul) wurden
mit einer Pipette in 20 Braunglasanalysen (Vilas) gefllt. Jeweils 5 Vials wurden
zuvor wie folgt gekennzeichnet: t=0, =30, t=60 und t=120. Die t=0 Proben wurden
neben 2 Proben, die reines Natriumchlorid enthalten, zur Chromatographie
bereitgestellt. Dies ermdglichte eine Aussage Uber den urspringlichen Zustand des
in LOosung gegeben Meropenems im Vergleich zu den erhitzten Proben, die nun in
den auf 37°C erhitzten Ofen, ein Memment UF 30 plus Modell, gegeben wurden.
Nach jeweils 30 min, 60 min und 120 min wurden die auf 37°C erhitzten Proben aus
dem Ofen genommen und zur Analyse durch die Chromatographie bereitgestellt.
Auf eine Analyse des Meropenems in Pulverform wurde zunachst und in weiterer
Folge aufgrund der Ergebnisse bei hheren Temperaturen verzichtet.

Die Chromatogramme der einzelnen Proben wurden mit einem PC am Arbeitsplatz
mittels einer speziellen Software analysiert und die Flachen unterhalb des ,Peak”
integriert. Die Flachen der Chromatogramme waren in mAU*S angegeben. Dies
bedeutet ,milli absorption units pro Sekunde®. Die Ergebnisse der integrierten
Flachen wurden gespeichert und in Microsoft Excel kopiert. Ein Beispiel fur ein

Integral aus Excel findet sich in Tabelle 6.

# Time Area Height Width Area% Symmetry

1 0,958 1628,9 483,1 0,0562 100 8,34E-01
Tabelle 6 Beispiel fiir Messergebnis in der HPLC

In Excel kam die Berechnung von Mittelwert, Standardabweichung und relative
Standardabweichung der Peaks aller Proben mit der jeweiligen Verweildauer im
Ofen zur Geltung. Die Flachen der Messwerte wurden auf die Einwaage bezogen
berechnet. Die drei Werte konnten nun jeweils tabellarisch bei 0 min (=Standard),
30 min,60 min und 120 min dargestellt werden.
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Es folgten weitere Messreihen mit Meropenem Kabi ® bei den Temperaturen 45°C,
65°C und 90°C. Alle Versuche mit Meropenem wurden mit der oben bereits
beschriebenen Methode durchgefihrt. Der Ofen wurde zuvor auf die entsprechende
Temperatur erhitzt.

Far die 45°C - Versuchsreihe wurden nach der Verdinnung mit NaCl auf 1 mg/ml
wiederum 5 Proben als Standard verwendet, jeweils 5 weitere Proben fur 30 min,
60 min und 120 min in den erhitzten Ofen gestellt.

Zusatzlich zu den Proben in Losung wurden bei diesem Versuch weitere 5 Proben
(beschriftet A - E) mit jeweils 5 mg Meropenem (auf 0,01 mg genau gemessen) fur
die Tests in Pulverform bereitgestellt. Die Proben wurden in 5 verschiedene
Flaschchen eingewogen und 120 min bei 45°C in den Ofen gegeben. Da es sich
um eine Flussigkeitschromatographie handelte, mussten hier wiederum jeweils 5 ml
NaCl zu dem Meropenempulver pipettiert werden, um eine Konzentration von
1 mg/ml zu erhalten. Der Inhalt wurde mit einem Vortexmischer gut zusammen
geruhrt und 1000 ul davon auf 5 Vials verteilt, jeweils ein Vial fir eine Probe (A — E).
Danach konnten die Proben zur Chromatographie zu den sich bereits in der HPLC
befindlichen Proben in Losung beigemengt werden. Auch hier wurden die
Ergebnisse integriert und in Microsoft Excel Ubertragen.

Die Messreihe flir Meropenem in Losung bei 65°C begann mit der Einwaage von
15 mg Meropenem Kabi®. Auch hier wurden zusétzlich jeweils 5 Proben fir die
Messung in Pulverform bereitgestellt. Diese beinhalteten jeweils Messwerte von
5 mg und wurden nach dem Einwiegen fur 120 min in den auf 65°C erhitzten Ofen
gestellt. Vor der Chromatographie mussten die Proben jeweils mit 5 ml NaCl befullt
werden, um eine Konzentration von 1 mg/ml zu erhalten. Die Proben in Lésung
wurden mit 15 ml NaCl ebenfalls auf eine Konzentration von ca. 1 mg/ml gebracht.
Die ersten 5 Proben in Losung kamen bei 0 min (=Standard) zur Chromatographie,
die weiteren, jeweils 5, nach 30 min, 60 min und 120 min nach Erhitzung auf 65°C.
Die Ergebnisse wurden integriert und in Excel Ubertragen.

Die letzte Messreihe mit Meropenem vor der Zumischung zum Zementpulver
erfolgte bei 90°C. Die Einwaage fur die Versuchsreihe in Losung betrug 15 mg mit
Meropenem Kabi®. Diese wurde mit 15 ml NaCl auf eine Konzentration von 1 mg/ml
gebracht. Fir die Messung im Pulver wurden 5 Flaschchen beflllt und beschriftet
(A — E), pro Flasche 5 mg Meropenem. Jede Probe wurde in den auf 90°C erhitzten

Ofen gestellt, nach 120 min herausgenommen, mit 5 ml NaCl beflllt und zur
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Chromatographie gegeben. Zuvor waren die Proben in Losung nach 0 min
(=Standard), 30 min, 60 min und 120 min chromatographiert worden. Die
Ergebnisse des Meropenems bei 90°C in Pulver und Lésung wurden in Microsoft
Excel Ubertragen und graphisch dargestellt. Um eine potentielle Verdampfung des
Inhalts der Proben bei 90°C erkennen zu koénnen, wurden die Proben der
30 min - und 60 min — Messreihe vor der Erhitzung im Ofen und nach dem

Aufenthalt in diesem gewogen.

2.1.2 Versuchsreihe mit Imipenem

Die Versuchsreihnen mit Imipenem starteten, wie zuvor die Messungen mit
Meropenem, bei 37°C. Der Ablauf der Versuchsreihen war nahezu deckungsgleich
mit den vorherigen Versuchen mit Meropenem. Fur die Tests standen 3

Kombipraparate der Firma Kabi® zur Verfigung (siehe Abbildung 13), welche

jeweils 500 mg Imipenem und 500 mg Cilastatin beinhalteten.

OH

Abbildung 13 Imipenem/Cilastatin Kabi ®

Es sollten Erkenntnisse dariber gesammelt werden, wie stabil sich das Imipenem
bei den Temperaturen 37°C, 45°C, 65°C und 90°C =zeigt. Dazu wurde
Imipenem/Cilastatin in den zuvor erwarmten Memment UF 30 plus Ofen fir 30 min,
60 min und 120 min gegeben. Fur die 37°C Messreihe wurden zunachst 30 mg
Imipenem/Cilastatin Kabi® eingewogen und mit 15 ml NaCl verdinnt, um eine
Konzentration von 1 mg/ml fir das Imipenem zu erhalten. Zusatzlich kam eine
Messung in Pulverform zum Einsatz. Daflir wurden 5 Proben mit jeweils 5 mg des

Kombipraparats bereitgestellt und flr 120 min in den Ofen gegeben. Diese wurden
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jeweils mit 2500 pl NaCl verdunnt, da davon ausgegangen wurde, dass sich in 5 mg
des Kombipraparats Imipenem/Cilastatin 2,5 mg Imipenem befinden, welche
wiederum auf eine Konzentration von 1 mg/ml gebracht werden sollten.

Aufgrund der unterschiedlichen chemischen Eigenschaften von Imipenem im
Vergleich zu Meropenem kam eine differente Methode fur die Chromatographie zur
Geltung.

Die Ergebnisse der Chromatographie wurden analysiert, in Microsoft Excel
ubertragen und graphisch dargestellt.

Die Versuche und die Ergebnisanalysen fur die Messreihen fur 45°C und fur 65°C
wurden identisch zu den Versuchen der 37°C — Reihe durchgefuhrt. Die Einwaagen
fur die Versuche in Lésung bei 45°C betrug 30 mg. Fur die Messung mit 65°C lag
der Messwert ebenfalls bei 30 mg.

Es folgten die Versuchsreihe fir Imipenem bei 90°C. Die Einwaage fur die Versuche
in Losung betrug 30 mg. Das weitere Vorgehen war identisch zu den bereits
beschriebenen Versuchen mit den entsprechenden Temperaturen. Um Wirkstoff zu
sparen, wurden fur die Pulver - Messreihe 5 Proben mit jeweils nur 2 mg des
Imipenem/Cilastatin eingewogen. Dementsprechend wurde 1 ml NaCl dem Inhalt
hinzugefugt, woraus eine Konzentration von 1 mg/ml fur das Imipenem resultierte.
Die fertigen Proben wurden in die HPLC gegebenen und chromatographiert. Nach
dem Ubertragen der Ergebnisse in Excel waren die Messungen der beiden
Antibiotika im Hinblick auf ihre Temperaturstabilitat vor der Beimischung in
PMMA — Pulver und des nachfolgenden Polymerisationsvorgangs abgeschlossen.
In Tabelle 7 sind die Wirkstoffe, die Mengen, die Untersuchungen und die
angewandten Methoden in den Versuchen vor der Zugabe der beiden Antibiotika

zum PMMA Zementpulver zur besseren Ubersicht tabellarisch dargestellt.
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Wirkstoff

Untersuchung

Menge an
eingesetztem

Wirkstoff
(in mg)

Methode *

Meropenem

Abbau in
Losung nach
30 min (n=5)
60 min (n=5)

und
90 min (n=>5) bei
37 °C

15

Meropenem - Methode

Meropenem

Abbau in
Lésung nach
30 min (n=5),
60 min (n=5)

und 90 min
(n=5) bei 45 °C

15

Meropenem - Methode

Meropenem

Abbau in
Losung nach
30 min (n=5),
60 min (n=5)

und 90 min
(n=5) bei 65 °C

15

Meropenem - Methode

Meropenem

Abbau in
Losung nach
30 min (n=5),
60 min (n=5)

und 90 min
(n=5) bei 90 °C

15

Meropenem - Methode

Meropenem

Abbau in
Pulverform nach
120 min bei
45°C (n=5)

25

Meropenem - Methode
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Meropenem

Abbau in
Pulverform nach
120 min bei
65°C (n=5)

25

Meropenem - Methode

Meropenem

Abbau in
Pulverform nach
120 min bei
90°C (n=5)

25

Meropenem -Methode

Imipenem/Cilastatin

Abbau in
Lésung nach
30 min (n=5),
60 min (n=5)

und 90 min
(n=5) bei 37 °C

30

Imipenem - Methode

Imipenem/Cilastatin

Abbau in
Losung nach
30 min (n=5),
60 min (n=5)

und 90 min
(n=5) bei 45 °C

30

Imipenem -Methode

Imipenem/Cilastatin

Abbau in
Losung nach
30 min (n=5),
60 min (n=5)

und 90 min
(n=5) bei 65 °C

30

Imipenem - Methode

Imipenem/Cilastatin

Abbau in
Lésung nach
30 min (n=5),
60 min (n=5)

und 90 min
(n=5) bei 90 °C

30

Imipenem Methode
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Imipenem/Cilastatin Abbau in 25 Imipenem - Methode
Pulverform nach
120 min bei
37 °C (n=5)

Imipenem/Cilastatin Abbau in 25 Imipenem - Methode

Pulverform nach
120 min bei
45 °C (n=5)

Imipenem/Cilastatin Abbau in 25 Imipenem - Methode

Pulverform nach
120 min bei
65 °C (n=5)

Imipenem/Cilastatin Abbau in 10 Imipenem - Methode

Pulverform nach
120 min bei
90 °C (n=5)

Tabelle 7 Ubersichtstabelle iiber die durchgefiihrten Untersuchungen und Mengen an eingesetztem Wirkstoff
*Die Methoden sind im Folgenden (siehe Kapitel 2.2.1) genauer beschrieben

2.2 HPLC - UV - Methoden

Die Konzentrationen der Antibiotika wurden mittels lonenpaar-Umkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit UV-Detektion (IPRP-HPLC-UV)
bestimmt.

Bei dem Chromatographie - Gerat handelte es sich um ein Agilent 1260 Series
HPLC System (siehe Abbildung 14). HPLC steht fur ,High Performance Liquid
Chromatography“ und dient zur chemischen Analyse des Zerfalls des Meropenems.
Die Chromatographie ist in der Lage, einen Substanzverlust pro Zeit zu detektieren
und bendtigt eine stationare und eine mobile Phase. Als stationare Phase diente fur
beide Antibiotika eine Zorbax Eclipse XDB — C18 50 x 4,6 mm, 1,8 um Saule. Fur
die mobile Phase waren zwei basische Tetrabutylammoniumhydroxid — Losungen

(A und B) in Verwendung. Diese setzten sich folgendermalen zusammen:
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Mobile Phase A:

12 g Tetrabutylammoniumhydroxid (TBAOH), aufgeldst in 780 ml Wasser; dem
werden 150 ml Acetonitril (ACN) und 70 ml Methanol (MeOH) beigemengt; Der
pH — Wert wird mittels Phosphorsaure (HzPOa) auf 7,5 eingestellt.

Mobile Phase B:

12 g Tetrabutylammoniumhydroxid, aufgelost in 1000 ml Wasser; Der pH — Wert

wird mittels Phosphorsaure (HzPOa4) auf 7,5 eingestellt.
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2.2.1 High Performance Liquid Chromatography

Die folgende Abbildung zeigt die im Labor verwendete HPLC mit den beiden

mobilen Phasen A und B. Die HPLC - Methoden fir Meropenem und Imipenem

werden im Folgenden dargestellt (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9)

Maobile Phase A

Entgaser

Autosampler

e - i

“F / Saulenkompartiment

Dotoktor e
\ h 5 For NON-GI_Purposes Only
[

‘= _ e —

Abbildung 14 Agilent HPLC 1260

Im Wesentlichen bendétigt die HPLC eine mobile Phase, eine Pumpe, einen Injektor,

eine stationare Phase und einen Detektor. Das Zusammenspiel dieser Elemente

liefert die fertigen Chromatogramme, welche Uber eine Software auf umstehende

Computer Gbermittelt wurden.
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Far  die Meropenem Versuche kam folgende Methode zur

Fllussigkeitschromatographie zur Geltung (Tabelle 8):

Flussrate: 1,5 ml/min
Mobile Phase: 75% von A und 25% von B

Injektionsvolumen: 1 pl
VWD — Wellenlange: 300 nm

Autosampler — Temperatur: 5°C

Saulen- Temperatur: 45°C

Laufzeit pro Vial: 4 min

Tabelle 8 HPLC — Methode zur Meropenemdetektion

Die HPLC — Methode fur Imipenem wurde folgendermal3en konfiguriert (Tabelle 9)

Flow: 1,0 ml/min
Mobile Phase: 100% von B

Injektionsvolumen: 1 pl
VWD - Wellenlange: 300 nm

Autosampler — Temperatur: 5°C

Saulen — Temperatur: 45°C

Laufzeit pro Vial: 4 min

Tabelle 9 HPLC - Methode zur Imipenemdetektion

2.3 Temperaturstabilitat von Meropenem und Imipenem nach der

Zugabe zu PMMA Knochenzement

Ziel der neuen Messreihnen war es, 250 mg Meropenem bzw. 250 mg
Imipenem/Cilastatin zu 10 g PMMA Pulver (Palacos® R, Copal® G+V oder Copal®
Spacem) beizumengen und danach mit 5 ml des flissigen Monomers Zement
herzustellen. Dieser Zement sollte hinterher auf quantitative Rickstande der beiden
zugefuhrten Antibiotika nach der Polymerisation untersucht werden. In den
Versuchen nach Zugabe der Antibiotika zu PMMA Knochenzement wurde beim
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Imipenem/Cilastatin auf eine Konzentration von 2 mg/ml, wie sie in den Versuchen
vor der Polymerisation verwendet worden war, verzichtet. Die Konzentration von
Imipenem/Cilastatin betrug in den nachfolgenden Versuchen 1 mg/ml. Auf die
Messergebnisse hatte dies keinen Einfluss, da nur der Wirkstoff berlcksichtigt
wurde und die Wiederfindungen sich auf den eingesetzten Wirkstoff bezogen. Die
Ergebnisse von Meropenem und Imipenem konnten verglichen werden, da die
diese nur auf den eingesetzten Wirkstoff bezogen wurden. Der einzige Unterschied
lag darin, dass in den Versuchen mit Meropenem die doppelte Menge an Wirkstoff
enthalten ist als bei den Messungen mit Imipenem.

Mit den Ubergebliebenen Mengen des ersten Teils waren nun insgesamt 1810 mg
Meropenem Kabi® und 2725 mg Imipenem/Cilastatin Kabi® fiir den zweiten Teil der
Laborarbeiten vorhanden. Neben den Antibiotika kamen zunachst zwei aus
Hartplastik angefertigte Formkorper zum Einsatz, welche die Anfertigung von
Zementkorpern ermoglichten. Fur alle Messungen wurden Standards in einer

Konzentration von 1 mg/ml hergestellt.

2.3.1 Verfugbare Knochenzemente

Fir die Versuchsreihen standen verschiedene Sorten von PMMA Knochenzement
der Firma ,Heraeus® in der ursprunglichen Pulverform zur Verfugung. Es kamen

insgesamt drei verschiedene Sorten zum Einsatz:

- Palacos® R
- Copal®G+V

- Copal® Spacem

Der Copal® Spacem kam erst spater zum Einsatz und ,ersetzte den Copal® G+V,
von dem gegen Ende der Messreihen kein Zementpulver mehr vorhanden war und
noch weitere Messungen geplant waren.

Eine Packung des Palacos® R beinhaltet jeweils 40 g PMMA sowie 20 ml flissiges
Monomer (siehe Abbildung 15).
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Monomer Polymer Fertiger ZementkoGrper

Abbildung 15 Bestandteile des Knochenzements

Bestandteile des Pulvers des Palacos® R sind neben dem Polymethylmethacrylat
noch Zirconiumoxid, Benzoylperoxid und ein
Chlorophyllin — Kuper — Natrium — Komplex. Das flissige Monomer setzt sich aus
2 — Methylacrylsauremethylester, 4,N,N — Trimetyhlanilin, Hydrochinon und einem
Chlorophyllin — Kuper — Natrium — Komplex zusammen. Das Pulver und die
flussige Phase bilden nach Zusammenmischung den Knochenzement. Dazu
werden die beiden Komponenten in ein Plastikbehaltnis gegeben und mit einem
Spatel zu Brei verrihrt. Der Zement entsteht aus der chemischen Reaktion der
Komponenten mittels Polymerisation. Der Brei wird nach ca. 6 — 8 min starr. Der
Copal® G+V gleicht dem Palacos® R im Hinblick auf die Zusammensetzung,
einziger Unterschied ist das Vorhandensein von 0,5g Gentamycin, ein
Aminogycosidantibiotikum, und 2 g Vancomycin, ein Glykopeptidantibiotikum. Die
Zusammensetzung des flissigen Monomers entspricht der des Palacos® R. Die
Bestandteile des dritten untersuchten Knochenzements, Copal® Spacem, sind
Methylmethacrylat — Methacrylat - Copolymer,  Benzoylperoxid, = Hydrochinon,
Calciumcarbonat, ein Chlorophyllin — Kupfer — Komplex, 4,N,N — Trimetyhlanilin

und Methacrylsauremethyester.
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Zur besseren Ubersicht sind die durchgefiinrten Untersuchungen der beiden

Antibiotika nach der Polymerisation in Tabelle 10 dargestellt.

Wirkstoff Knochenzement | Menge an Methode
eingesetztem
Wirkstoff (in
mg)

Meropenem Palacos® R 250 Meropenem - Methode

Meropenem Palacos® R 250 Meropenem - Methode

Meropenem Palacos® R 250 Meropenem - Methode

Meropenem Palacos® R 250 Meropenem - Methode

Meropenem Copal® G+V 250 Meropenem - Methode

Meropenem Copal® G+V 250 Meropenem - Methode

Meropenem Copal® G+V 250 Meropenem - Methode

Meropenem Copal® Spacem 250 Meropenem - Methode

Meropenem Copal® Spacem 500 Meropenem - Methode
Imipenem/Cilastatin Palacos® R 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin Palacos® R 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin Palacos® R 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin Palacos® R 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin Copal® G+V 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin Copal® G+V 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin Copal® G+V 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin | Copal® Spacem 250 Imipenem - Methode
Imipenem/Cilastatin | Copal® Spacem 500 Imipenem - Methode

Tabelle 10 Ubersichtstabelle iiber die durchgefiihrten Untersuchungen und Mengen an eingesetztem Wirkstoff
nach der Polymerisation von PMMA Knochenzement

2.3.1.1 Herstellung von PMMA Knochenzement

Es erfolgte eine Literaturrecherche, um das genaue Vorgehen planen zu kénnen.
Gemal der Arbeit ,Lokale Antibiotikatherapie® aus dem Journal ,Der Unfallchirurg*
wurde bei der Herstellung von PMMA Knochenzement folgendermalen schrittweise

vorgegangen: (56)
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1. Eine sterile Unterlage, ein Gefald zur Homogenisierung, ein Gefald zum
Anruhren, das Zementpulver, das flissige Monomer, ein Spatel, ein Morser
und das Antibiotikum in Pulverform wurden vorbereitet

2. Antibiotikumpulver wurde in das erste Gefal} gegeben und granulare Anteile
mit dem Morser homogenisiert

3. Schrittweise Zugabe von Zementpulver zum zuvor homogenisierten
Antibiotikumpulver und Vermischung durch den Spatel

4. Das flissige Monomer wurde in das zweite Gefald geflllt und die
Kombination aus Zementpulver und Antibiotikum vorsichtig dazugegeben.
Der Inhalt wurde mit dem Spatel verrihrt, bis gebrauchsfertiger Zement
entstand

5. Der Zement wurde, bevor er sich verfestigt, in zwei Formkérper gegeben und

mit einem Gewicht (Schienenersatzteil aus Eisen) beschwert.

2.3.2 Herstellung der Zementkorper

Vor den Versuchen, in denen das Zementpulver mit Antibiotikum versehen wurde
und daraus fertiger Zement entstehen sollte, wurden 10 neue Formkdrper flr den
Zement in Auftrag gegeben (siehe Abbildung 16). Die Zementkorper hatten einen
Durchmesser von 25 mm und erreichten eine Hohe von insgesamt 12 mm. Ein
fertiger Korper erreichte ein Gewicht von 6,766 g. Fur die Herstellung von

Zementkorpern wurde der Zementbrei in die Formkdrper gegeben.

Abbildung 16 Formkdrper (25mm/12mm) und fertige Zementkérper



Um Druck auf den Zementbrei im Formkdrper auszutiben, wurden diese mit einem
Gewicht beschwert. In dieser Arbeit war dafur ein Praparat aus Gusseisen (ca.
10 kg) im Einsatz (siehe Abbildung 17).

Abbildung 17 Préparat aus Gusseisen zur Beschwerung der Formkérper bis zur Zementaushértung

2.3.3 Physikalische Zerkleinerung des PMMA Knochenzements

Vor dem Beginn der Messungen am ausgeharteten Knochenzement wurden die
Formkorper physikalisch zerkleinert und danach chemisch aufgeldst. Die
Zerkleinerung erfolgte zunachst mit Hilfe eines Stemmeisens. Die kleinen
Zementstucke wurden zu ca. 4 mm kleinen Partikeln bzw. zu Pulver gemahlen
(siehe Abbildung 18). Dies geschah mithilfe einer Retsch® ZM 200 Miihle. Das
Zubehor der Muhle bestand aus einer Labyrinthscheibe, einem Rotor, einer
Auffangkassette, einem Ringsieb mit 4 mm breiten Durchlassen und einem

Kasettendeckel.

Abbildung 18 Physikalische Zerkleinerung und Mahlen des Knochenzements
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2.3.4 Verschiedene chemische Lodsungsmittel zur Auflosung von PMMA

Knochenzement

Der gemahlene Zement wurde zunachst in 4 Tubes mit jeweils 500 mg
Zementpulver abgefullt. Nun galt es, die 500 mg gemahlenen Zement chemisch
aufzulosen. Dazu erfolgte zunachst eine Literaturrecherche Uber die Auflosung von
PMMA in organischen Sauren. Gemal einer Studie aus dem ,Russian Journal of
chemistry“ wurden fir die Versuchsreihen 4 verschiedene Losungsmittel bevorzugt:
(57)

- Ethylacetat

- Tetrahydrofluransaure

- Chloroform

- Azeton
Jeweils 10 ml von jedem LAsungsmittel wurden in 4 verschiedene Tubes gegeben,
die 500 mg gemahlenen Zement enthielten (siehe Abbildung 19). Der Inhalt der
Tubes wurde in 4 beschriftete Glaser (A — D) fir 1 h auf einen Magnetrihrer gestellt.
Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Inhalt in Tubes abgefullt und der darin aufgeldste
Zement mit Reinstwasser verdinnt, um eine FlUssigkeitschromatographie zu
ermoglichen. Vor der Chromatographie musste der mit dem jeweiligen
Lésungsmittel aufgeloste Zement filtriert werden. Dies geschah mittels Chromafil®
Xtra PA-20/13 Einmalfiltern. Diese wurden auf eine 3 ml Einmalspritze gegeben, mit

welcher der Inhalt der Proben aufgezogen wird. Das Produkt des Filtrats wurde in
o/ \ev \/

Ethylacetat Tetrahydrofluranséure Chloroform Azeton

Vials abgefulit.

e

2
4‘.

Abbildung 19 Verschiedene Lésungsmittel zur Auflésung von PMMA Knochenzement

Der Inhalt der Vials wurde chromatographiert und die Ergebnisse analysiert. Nach

der Auswertung der Ergebnisse wurden jeweils 10 mg Meropenem und Imipenem
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eingewogen und mit Ethylacetat vermischt. Gleiches geschah mit
10 mg Meropenem und 10 mg Imipenem, die jeweils mit Azeton vermischt wurden.
Alle Proben wurden mit Reinstwasser verdunnt und sowohl mit der Meropenem-,

als auch mit der Imipenem-Methode chromatographiert.

2.3.5 Prufung auf Interaktionen zwischen Polymer und Antibiotikum im

Chromatogramm

Zudem wurde untersucht, zu welchen Zeitpunkten das Zementpulver des Palacos®
R und des Copal® G+V und die darin enthaltenen Antibiotika Gentamycin und
Vancomycin im Chromatogramm sichtbar wurden. Dies wurde Uberprift, da bei
Interaktionen zwischen Meropenem oder Imipenem mit dem PMMA keine Aussage
mehr Uber die Konzentration des Antibiotikums getroffen werden konnte. Dazu
wurden 200 mg des Palacos® R und 200 mg des Copal® G+V in Pulverform
eingewogen und 10 ml Reinstwasser verdunnt. Der Inhalt der Tubes wurde

geschdattelt und chromatographiert.

2.3.6 Auflosung von antibiotikahaltigem PMMA - Zementpulver

Noch vor der Herstellung von fertigem Knochenzement erfolgte die Analyse von
insgesamt 4 Proben mit Beimischung von Meropenem und Imipenem zum
Zementpulver, also vor der Polymerisation. Davon wurden 2 aus
Palacos® R - Zementpulver und 2 aus Copal® G+V - Zementpulver gebildet. Jede
enthielt 500 mg Zementpulver, wovon jeweils 2 mit dem Palacos® R und 2 mit dem
Copal® G+V beflllt wurden. Zu dem Pulver wurden 12,5 mg Meropenem oder
Imipenem/Cilastatin beigemischt, sodass beide Knochenzemente mit beiden
Antibiotika analysiert werden konnten. Die Proben wurden nun jeweils mit 5 ml
Ethylacetat befullt und mit Reinstwasser verduinnt. Der Inhalt wurde in verschiedene
Vials filtriert und zur Chromatographie bereitgestellt. Zusatzlich wurden 2 Proben
vorbereitet, von denen eine 12,5 mg Meropenem und die andere 12,5 mg
Imipenem/Cilastatin enthielt. Zu beiden Antibiotika wurden ebenfalls 5 ml
Ethylacetat pipettiert, danach mit Reinstwasser verdinnt, filtriert und
chromatographiert. Danach erfolgte die Analyse der Ergebnisse und die Planung

fur die weitere Vorgehensweise.
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2.3.7 Auflosung von PMMA Knochenzement ohne Antibiotikum

Es folgte die Herstellung von insgesamt 4 Zementkorper, denen jeweils das
Palacos® R - Zementpulver und das Copal® G+V - Zementpulver als Grundlage
dienten. Diese wurden gemal dem oben genannten Schema angefertigt. Der
ausgehartete Knochenzement wurde daraufhin mittels Stemmeisen und Muhle
physikalisch zerkleinert. Die chemische Aufldsung erfolgte mit Ethylacetat. Nach
Verdinnung mit Reinstwasser und anschlielender Filtration wurde das Produkt

chromatographiert.

2.3.8 Versuche mit antibiotikahaltigem Knochenzement

Der nachste Schritt bestand in der Herstellung von Knochenzement mit
Antibiotikum. Dazu wurden zweimal 10 g Palacos® R und zweimal 10 g Copal® G+V
abgemessen und auf vier Tubes verteilt. Ebenfalls wurden weitere vier Tubes
vorbereitet, in zwei davon wurden jeweils 250 mg Meropenem eingewogen, die
beiden verbliebenen Tubes wurden mit jeweils 250 mg Imipenem/Cilastatin beflllt.
Das flussige Monomer wurde zu je 5 ml auf vier weitere Tubes verteilt Gleiches
geschah in einem Einzelversuch mit dem Copal® Spacem.

Es wurden folgende PMMA Knochenzemente hergestelit:

e 10 g Palacos® R + 5 ml Monomer + 250 mg Meropenem

e 10 g Palacos® R + 5 ml Monomer + 250 mg Imipenem/Cilastatin
e 10 g Copal® G+V+ 5 ml Monomer + 250 mg Meropenem

e 10 g Copal® G+V + 5 ml Monomer + 250 mg Imipenem/Cilastatin
e 10 g Copal® Spacem + 5 ml Monomer + 250 mg Meropenem

e 10 g Copal® Spacem + 5 ml Monomer + 250 mg Imipenem/Cilastatin

Die Herstellung wurde nach dem oben genannten Verfahren durchgefuhrt. Es
folgten die physikalische Zerkleinerung und die chemische Auflésung der
Zementkdrper mit Ethylacetat. Dafir wurden Aliquote der Proben entnommen und
in Glasbehalter mit Ruhrknochen gefiillt. 500 mg gemahlener Knochenzement

wurden in 10 ml Ethylacetat aufgeldst. Dies geschah auf einem Magnetrihrer
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(Siehe Abbildung 20). Zum Schutz vor einer Verdampfung des Ethylacetats wurden

Uhrglasdeckel auf dem Glasbehaltnis platziert.

Abbildung 20 Auflésungsprozess mit Magnetriihrer

Die Aufldsungszeit betrug ca. 45 min. Der aufgeldste Inhalt der Glasbehalter wurde
in ein 50 ml Tube gegeben und eine flussig — flissig Extraktion mit 20 ml
Reinstwasser durchgefuhrt. Der Inhalt musste nun stark geschuttelt werden, um das
Antibiotikum aus dem PMMA in die wassrige Phase freizusetzen Es ergab sich

somit folgende Konzentration des Antibiotikums (siehe Abbildung 21):

10 g PMMA + 5 ml Monomer=15g

§

250 mg Antibiotikum in 15 g PMMA Knochenzement =
16,6 mg/g

500 mg PMMA Knochenzement enthalten 8,3 mg
Antibiotikum

Flissig — flissig Extraktion mit 20 ml Reinstwasser=8,3 mg/20 ml
=» endgiiltige Konzentration: 0,416 mg/ml

Abbildung 21 Vermutete Konzentration an Antibiotikum in wéssriger Phase
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Zur besseren Phasentrennung wurden die Tubes anschlielend zentrifugiert. In den
Tubes waren nun das Polymer in der Ethylacetat-Phase und das geloste
Antibiotikum in der wassrigen Phase. Zudem fanden sich nicht I6sbare Stoffe wie
Zirkondioxid und Rdntgenkontrastmittel (siehe Abbildung 22). Aus der wassrigen
Phase wurde jeweils 1 ml pipettiert. AnschlieRend erfolgte eine Filtration und
Abfullung in Vials, um eine Chromatographie zu ermdglichen.

Diese Messungen wurden insgesamt viermal durchgefihrt. In der letzten Messreihe
wurde der Copal® G+V durch den Copal Spacem® ersetzt, da kein Copal G+V®
mehr vorhanden war und noch weitere Messungen geplant waren.

Zum Abschuss der Messungen mit antibiotikahaltigem Knochenzement wurde
versucht, mit zwei weiteren Messungen die in vitro Situation besser zu simulieren.
Deshalb wurden fir diese Messungen doppelt so viel Knochenzement und doppelt
so viel Antibiotikum wie in den vorherigen Versuchen verwendet. Jeweils 500 mg
Meropenem und Imipenem wurden eingewogen. Diese sollten zu jeweils 30 g
PMMA Knochenzement beigemischt werden. Der dafir verwendete
Knochenzement war Copal Spacem®. Aus den verwendeten Zutaten ergaben sich

folgende PMMA Knochenzementkorper:

- 20 g Copal Spacem® + 10 ml Monomer + 500 mg Meropenem

- 20 g Copal Spacem® + 10 ml Monomer + 500 mg Imipenem/Cilastatin

Die Herstellung, Zerkleinerung und chemische Aufldsung erfolgte synchron zu den

bisherigen Messreihen.

|
1 Ethylacetat Phase, belnhaltat geléstes Polymer und Farbstoffe
Ll Phase, beinhatt wird minsls

y HPLC analyslert

Nicht |dsliche Fullstoffe (z.B. Zirkondloxid und andere
Rontgenkontrastmifte |}

Abbildung 22 Tube mit Ethylacetat - Phase und wéssriger Phase (links) und schematische Darstellung der 2
Phasen (rechts)
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2.3.9 Messung der Antibiotikakonzentration in der Ethylacetat - Phase

Die bisherigen Messungen beruhten auf der Annahme, dass das Antibiotikum nicht
in der Ethylacetat — Phase im Tube geldst ist. Um sicherzustellen, dass sich das
Antibiotikum in der wassrigen Phase befindet, musste eine weitere Messung
durchgefuhrt werden. Verwendet wurden hierfir dieselben Proben wie in den
vorherigen Messreihen (siehe Kapitel 2.3.8). Jeweils 1 ml des gelosten PMMA in
der Ethylacetat — Phase wurde pipettiert und entsprechend mit Reinstwasser
verdinnt. Anschliellend musste der Inhalt wieder stark geschuttelt werden. Nach
einer Filtration und Abfullung in Vials konnte eine Chromatographie durchgefuhrt

werden. Der Anteil an Antibiotika lag bei maximal 1 %.
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2.4 Messung der Temperatur wahrend der Polymerisation in
PMMA Knochenzement

In den letzten Messreihen mit antibiotikahaltigem Knochenzement wurden
Messungen der sich im PMMA Knochenzement entwickelnden Temperatur
wahrend der Polymerisationsreaktion durchgefiuhrt. Dafir wurde ein Voltcraft
DT - 300 LCD Handthermometer verwendet. Die erste Messung fand mit dem
Copal ® Spacem statt. Gemessen wurde die Temperatur wahrend der
Polymerisation von 30 g PMMA Knochenzement, welcher zusatzlich 500 mg
Antibiotikum enthielt. Der Zementbrei wurde unmittelbar nach Zusammenfliihrung
von Polymer und Monomer in ein nach beiden Seiten offenes Polypropylenbehaltnis
gegeben. Der Temperaturfihler des Handthermometers wurde im Zentrum des

Zementbreis platziert. Es folgte die Messung der Temperaturentwicklung bis 20 min

nach Beginn der Polymerisation. Eine Darstellung des Versuchsaufbaus findet sich
in Abbildung 23.

"

Abbildung 23 Versuchsaufbau zur Messung der Temperaturentwicklung im Knochenzement (Copal Spacem®)

Anschlielend wurden Temperaturmessungen mit den beiden anderen
Knochenzementen, Palacos ® R und Copal ® G+V, durchgefiihrt. Der
Versuchsaufbau erfolgte bei beiden Zementen identisch zu dem oben

beschriebenen.
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3 Ergebnisse

3.1 Verdampfung des Probeninhalts in den Messreihen vor der

Zugabe zu PMMA Knochenzement

Die Proben der 30 min Messreihe wurden im Mittelwert um 0,00074 g reduziert, die
Proben der 60 min Messreihe um 0,000152 g.

Aufgrund des sichtlich nicht signifikant abnehmenden Verlusts an Probeninhalt
wurde auf weitere Einwaagen der Proben bei 90°C sowie bei den anderen zuvor

beschriebenen Temperaturen verzichtet.

3.2 Losungsmittel

In den in Kapitel 2.3.4 beschriebenen Versuchen mit den chemischen Substanzen,
Ethylacetat, Tetrahydrofluransdure, Chloroform und Azeton zur Auflésung von
ausgehartetem PMMA Knochenzement wurde erkennbar, dass sich besonders
Ethylacetat und Azeton zur Auflosung des Zements eignen. Nach weiteren
Versuchen mit den beiden Ldsungsmitteln war zu erkennen, dass Meropenem
gleichfalls gut mit Ethylacetat und Azeton kombinierbar ist und Imipenem sich vor
allem fur die Kombination mit Ethylacetat eignet. Ethylacetat zeigte sich als das

geeignetste Losungsmittel.

3.3 Temperaturstabilitat von Meropenem und Imipenem vor der

Zugabe zu PMMA Knochenzement

Zuerst sollten beide Antibiotika sowohl in Losung, als auch in Pulverform bei
verschiedenen Temperaturen in Hinblick auf die Stabilitdt getestet werden. Die
Degradierung von Meropenem und Imipenem wurde immer am Standard (= 100 %)
gemessen. Die in der HPLC ermittelte Flache der Standard —Peaks von
Meropenem erreichte im Mittelwert ca. 800 mAU*s. Die in der HPLC ermittelte
Flache der Standard — Peaks von Imipenem/Cilastatin erreichte im Mittelwert ca.
1500 mAU*s.
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3.3.1 Chromatogramme von Meropenem und Imipenem (Standard und nach
120 min bei 90 °C)

Um einen genauen Einblick zu erhalten, sind in den folgenden Graphiken
Chromatogramme von Meropenem (siehe Abbildung 24) und Imipenem/Cilastatin
(siehe Abbildung 25) dargestellt. Die Darstellungen zeigen jeweils ein
Chromatogramm eines Standards (blaue Linie) und das Chromatogramm eines

Messwerts nach 120 min bei 90 °C (orange Linie).
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Abbildung 24 Chromatogramm von Meropenem: Dargestellt sind Standard (blau) und Messwert bei Probe
nach 120 min bei 90 °C (orange)

Der Abbau von Meropenem nach Einwirkung von hoher Temperatur ist bereits in
diesem Chromatogramm gut sichtbar. Der Peak der Probe nach 120 min bei 90 °C
fallt deutlich geringer aus verglichen mit dem des Standards. Ebenfalls sichtbar sind

mehrere Metaboliten, die sich wahrend der Erhitzung gebildet haben.
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Abbildung 25 Chromatogramm von Imipenem/Cilastatin: Dargestellt sind Standard (blau) und Messwert der
Probe nach 120 min bei 90 °C (orange)

Auch im Chromatogramm mit Imipenem/Cilastatin ist der Substanzverlust von
Imipenem nach 120 min bei 90°C ist deutlich erkennbar. Auch hier haben sich nach
den hohen Temperaturen zahlreiche Metaboliten gebildet. Die Detektion in der

HPLC erfolgt friher als die von Meropenem.

3.3.2 Temperaturstabilitat von Meropenem und Imipenem bei 37 °C in

Losung und Pulver
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Abbildung 26 Abbau von Meropenem bei 37 °C in Lésung (n=5)
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Meropenem in Ldsung erlitt in den Messungen mit 37 °C einen Abbau von
insgesamt 3 % nach 120 min. Nach 30 min in Lésung konnte ein Verlust von 0,5 %,
nach 60 min ein Verlust von 1 % detektiert werden. Aufgrund der vorher
durchgefuhrten Messung von Meropenem in Pulverform bei 45 °C, bei der sich kein
Substanzverlust erkennen lie3, wurde auf eine Versuchsreihe von Meropenem in
Pulverform bei 37 °C verzichtet (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 27 Abbau von Imipenem bei 37 °C in Lésung (blau) und Pulver (orange)(n=5)

Imipenem erlitt insgesamt eine Degradierung um 4 % nach 120 min in Lésung.
Nach 30 min in Losung zeigte sich ein Substanzverlust von 1 %, nach 60 min von

2 %. Das Imipenem-Pulver erlitt nach 120 min keine Degradierung (siehe Abbildung
27).
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3.3.3 Temperaturstabilitit von Meropenem und Imipenem bei 45 °C in

Losung und Pulver
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Abbildung 28 Abbau von Meropenem bei 45 °C in Lésung (blau) und Pulver (orange)(n=>5)

Bei den Messreihen mit 45 °C zeigte sich Meropenem ebenfalls stabil, erlitt einen
maximalen Abbau von 4% nach 120min in Lo6ésung. Nach 30 min
Temperatureinwirkung in Lé6sung konnte nur ein Verlust von 1 % detektiert werden.
Nach 60 min zeigte sich ein Abbau von 1,5 %. Das Pulver erlitt nach 120 min
uberhaupt keine Degradierung (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 29 Abbau von Imipenem bei 45 °C in Lésung (blau) und Pulver (orange)(n=5)
Imipenem zeigte einen etwas grélieren Substanzverlust bei 45 °C als Meropenem.
Hier konnte nach 120 min in Lésung ein Abbau von 8 % detektiert werden. Nach
30 min erlitt Imipenem bereits eine Degradierung um 2 %. Die
Temperatureinwirkung nach 60 min in Lésung bewirkte einen Abbau um 4 %. Das
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Pulver zeigte sich dhnlich wie bei Meropenem relativ stabil im Gegensatz zu den
Proben in Losung. Hier war nach 120 min ein Verlust von 2 % messbar (siehe
Abbildung 29).

3.3.4 Temperaturstabilitit von Meropenem und Imipenem bei 65 °C in

Losung und Pulver
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Abbildung 30 Abbau von Meropenem bei 65 °C in Lésung (blau) und Pulver (orange)(n=5)

In den Messungen von Meropenem bei einer Temperatureinwirkung von 65 °C
zeigten sich bereits groRere Substanzverluste. Der grofRte Abbau erfolgte nach
120 min in Lésung. Hier erlitt Meropenem eine Degradierung um insgesamt 24 %.
Bereits nach 30 min in Losung konnte ein Abbau von 6 % erhoben werden. Auch
nach 60 min in Losung zeigte sich das Antibiotikum im Vergleich zu den vorherigen
Messungen deutlich instabiler. Hier konnte eine Degradierung um 12 % detektiert
werden (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 31 Abbau von Imipenem bei 65 °C in Lésung (blau) und Pulver (orange)(n=5)

Ahnlich wie bei den Messungen mit Meropenem zeigte Imipenem einen verstarkten
Abbau durch die hdheren Temperaturen. Der grof3te Abbau in Lésung erfolgte nach
120 min Erhitzung mit insgesamt 33 % Substanzverlust. Nach 30 min in Lésung
konnte eine Degradierung von 10 % detektiert werden. Bereits nach 60 min in
Ldsung erlitt Imipenem einen Verlust von 18 %. Das Pulver zeigte einen Abbau von

insgesamt 17 % nach 120 min Temperatureinwirkung (siehe Abbildung 31).

3.3.5 Temperaturstabilitat von Meropenem und Imipenem bei 90 °C in

Lésung und Pulver
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Abbildung 32 Abbau von Meropenem bei 90 °C in Lésung (blau) und Pulver (orange)(n=5)
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In den Messungen von Meropenem bei einer Temperatur von 90 °C zeigte sich der
mit Abstand grof3te Substanzverlust. Nach 120 min in Lésung wurde ein Abbau von
75 % detektiert. Bereits nach 30 min Erhitzung in Loésung erfolgte eine
Degradierung von Meropenem um 27 %. Beinahe die Halfte der Substanz war nach
60 min in LOsung abgebaut, hier konnte ein Verlust von 47 % gemessen werden.
Das Pulver wiederum zeigte sich Uberwiegend stabil. Nach 120 min erlitt das
Antibiotikum nur einen Abbau von 3 % (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 33 Abbau von Imipenem bei 90 °C in Lésung (blau) und Pulver (orange)(n=5)

Imipenem erlitt bei den hohen Temperaturen in Ldsung einen massiven
Substanzverlust. Nach 120 min in Loésung konnte ein Abbau von insgesamt 95 %
ermittelt werden. Bereits nach 30 min in Lésung wurden 39 % der Substanz
eliminiert. Nach 60 min konnten nur mehr 24 % des Antibiotikums in der HPLC
detektiert werden, was einen Substanzverlust von 76 % bedeutet. In Pulverform

zeigte Imipenem einen Abbau von insgesamt 7 % (siehe Abbildung 33).
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3.3.6 Vergleich der Temperaturstabilitit von Meropenem und Imipenem in

Losung und Pulver

3.3.6.1 Temperaturstabilitatsvergleich beider Antibiotika in Losung

Zur besseren Ubersicht sind in Abbildung 34 die Ergebnisse der einzelnen
Messungen mit Meropenem und Imipenem in Lésung dargestellt. Die Graphik zeigt
nicht wie oben den Verlust an Substanz der Antibiotika, sondern den Anteil an

wiedergefundenem Meropenem und Imipenem.
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Abbildung 34 Vergleich von wiedergefundenem Meropenem und Imipenem nach 30 min, 60 min und 120 min
in Lésung bei verschiedenen Temperaturen (n=5)

Beide Antibiotika waren instabil in Losung, je hoher die Temperaturen waren und je
langer die Antibiotika dieser ausgesetzt waren. Meropenem verhielt sich bei allen
Temperaturen stabiler als Imipenem. In allen Messungen in Lésung erlitt Imipenem
einen massiveren Abbau als Meropenem. Ebenfalls auffallig ist der groRe Verlust
an Substanz zwischen den einzelnen Temperaturstufen. Ein signifikanter Abbau

beider Substanzen zeigt sich vor allem ab 65 °C.
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Die folgenden Tabellen

(siehe Tabelle 11

und Tabelle 12)

zeigen die

Messergebnisse von Meropenem und Imipenem in Losung in tabellarischer Ansicht:

Temperatur (°C) Zeit (min) |Flache Standardabweichung | Rel. Standardabweichung
37 0 840,9 1,6 0,2
37 30 837,6 4,2 0,5
37 60 833,7 2,4 0,3
37 120 816 1,3 0,2
45 0 715,5 3 0,4
45 30 708,2 4 0,6
45 60 704,6 3,9 0,6
45 120 687 6,8 1
65 0 775 2,5 0,3
65 30 730 3,6 0,5
65 60 681,8 3,7 0,5
65 120 586,7 19,3 3
90 0 797,1 2,4 0,3
90 30 582,3 5,8 1
90 60 426 9,1 2,1
90 120 195,2 21,4 12,4

Tabelle 11 Messergebnisse von Meropenem in Lésung tabellarisch (n=5)

Temperatur (°C) Zeit (min) | Flache Standardabweichung | Rel. Standardabweichung |
37 0 1562 9,1 0,6
37 30 1545,5 1 0,1
37 60 1528,3 3,6 0,2
37 120 1505,1 3,6 0,2
45 0 1579,8 51 0,3
45 30 1546,9 4 0,3
45 60 1523,3 5,4 0,4
45 120 1453,3 14,7 1
65 0 1543,5 5,3 0,3
65 30 1394,5 13,7 1
65 60 1261,7 9 0,7
65 120 1032,7 27,3 3
90 0 1623,4 5,7 0,3
90 30 995,4 14,9 1,5
90 60 383,5 28,5 7,4
90 120 79,9 3,7 5

Tabelle 12: Messergebnisse von Imipenem in Lésung tabellarisch (n=>5)
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3.3.6.2 Temperaturstabilitiatsvergleich beider Antibiotika in Pulverform
Die folgende Abbildung (Abbildung 35) soll einen besseren Uberblick liber die

Messerergebnisse der beiden Antibiotika in Pulverform geben. Dargestellt sind die

wiedergefundenen Konzentrationen von Meropenem und Imipenem nach 120 min
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Abbildung 35 Vergleich von wiedergefundenem Meropenem und Imipenem nach 120 min bei verschiedenen
Temperaturen in Pulver (n=5)

Verglichen mit den Messergebnissen von Meropenem und Imipenem in Losung
zeigten sich beide Substanzen in Pulverform Uberwiegend stabil. Sogar bei hohen
Temperaturen konnten keine groReren Substanzverluste festgestellt werden.
Ebenfalls auffallend ist die hohere Stabilitat von Meropenem gegenuber Imipenem.
Die bisherigen Messergebnisse belegen die hdhere Stabilitdt von Meropenem
sowohl in Lésung, als auch in Pulverform.

Der geringe Abbau beider Antibiotika in Pulverform erweist als Vorteil fur die
anschlieRenden Messreihen, bei denen Meropenem und Imipenem in Pulverform

PMMA Knochenzement beigemischt werden.
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Die folgenden Tabellen (Tabelle 13 und Tabelle 14) zeigen die Messergebnisse von

Meropenem und Imipenem in Pulverform in tabellarischer Ansicht:

Temperatur | Zeit Flache Relative Standardabweichung
(°C) (min) (mAU*s) | Standardabweichung | (%)

90 120 772 47,2 6,1

65 120 735,9 13,5 2

45 120 733,1 27,5 3,8

Tabelle 13 Messergebnisse von Meropenem in Pulverform tabellarisch (n=5)

Temperatur | Zeit Flache Relative Standardabweichung
(°C) (min) (mAU*s) | Standardabweichung | (%)

90 120 1501,1 189 13

65 120 1342,3 127,5 9,5

45 120 1544,8 27,1 2

Tabelle 14 Messergebnisse von Imipenem in Pulverform tabellarisch (n=5)

3.4 Temperaturstabilitat von Meropenem und Imipenem nach der

Zugabe zu PMMA Knochenzement

Nach den Versuchen in Losung und in Pulverform wurden Meropenem und
Imipenem in Hinblick auf Stabilitdt nach der Polymerisationsreaktion in PMMA
Knochenzement getestet. Es wurden Versuche mit drei verschiedenen
Knochenzementen der Firma Heraeus mit unterschiedlichen Eigenschaften
durchgefuhrt. Die Versuche zeigten, dass sich die beiden Antibiotika in den
verschiedenen PMMA Knochenzementen unterschiedlich stabil verhielten. Als am

besten geeignet erwies sich der Copal® Spacem.
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3.4.1 Stabilitit von Meropenem nach der Polymerisation in PMMA

Knochenzement

Meropenem zeigte sich in allen drei untersuchten PMMA Knochenzementen
Uberwiegend stabil. Die Versuche mit Palacos® R brachten die am wenigsten hohe
Wiederfindung von Meropenem in Knochenzement hervor. Es konnte insgesamt ein
Abbau von 29 % verzeichnet werden. In Copal® G+V fiel der Substanzverlust
geringer aus. Hier wurden 23 % des Antibiotikums abgebaut. Am wenigsten
Degradierung von Meropenem erfolgte in Copal® Spacem. In diesem
Knochenzement konnte in der HPLC nur ein Abbau von 8 % nach der

Polymerisation verzeichnet werden (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36 Wiedergefundenes Meropenem (250 mg) nach der Polymerisationsreaktion in Palacos® R (n=4),
Copal® G+V (n=3) und Copal® Spacem (n=1); * Keine Standardabweichung vorhanden, da der Versuch nur
einmal durchgefiihrt wurde
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3.4.2 Stabilitat von Imipenem nach der Polymerisation in PMMA

Knochenzement

Auch Imipenem zeigte sich wahrend der Polymerisation im Knochenzement
uberwiegend stabil. In 15 g PMMA Knochenzement wurden 250 mg im Hinblick auf
Stabilitat getestet. Der Knochenzement mit dem hdchsten Verlust an Antibiotikum
war ebenfalls Palacos® R. Insgesamt wurde ein Abbau des Imipenem in Palacos® R
von 30 % in der HPLC detektiert. Der Copal® G+V brachte ein besseres
Messergebnis hervor. Hier wurden insgesamt 27 % der Substanz abgebaut. Die
Messreihnen mit Copal® Spacem erbrachten die geringste Degradierung des
Antibiotikums. Hier konnte ein Substanzverlust von 22 % verzeichnet werden (siehe
Abbildung 37).
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Abbildung 37 Wiedergefundenes Imipenem (250 mg) nach der Polymerisationsreaktion in Palacos® R (n=4),
Copal® G+V (n=3) und Copal® Spacem (n=1); * Keine Standardabweichung vorhanden, da der Versuch nur
einmal durchgefiihrt wurde
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3.4.3 Stabilitatsvergleich zwischen Meropenem und Imipenem nach der
Polymerisationsreaktion in PMMA Knochenzement

Zur besseren Veranschaulichung sind in Abbildung 38 die Messergebnisse beider
Antibiotika in den verschiedenen PMMA Knochenzementen graphisch dargestellt.

Auffallend ist, dass sich Meropenem in allen Zementen stabiler verhalt als Imipenem
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® Meropenem ®Imipenem

Abbildung 38 Vergleich von wiedergefundenem Meropenem und Imipenem (jeweils 250 mg) nach der
Polymerisationsreaktion in Palacos® R (n=4), Copal® G+V (n=3) und Copal® Spacem (n=1); * Keine
Standardabweichung vorhanden, da der Veersuch nur einmal durchgefiihrt wurde)

In einem weiteren Versuch wurden 500 mg Meropenem oder Imipenem in 30 g
Knochenzement (Copal® Spacem) im Hinblick auf Stabilitat getestet (siehe
Abbildung 39).

Meropenem blieb wie in allen Versuchsreihen zuvor Uberwiegend stabil. Es konnte
lediglich ein Abbau von 17 % in der HPLC detektiert werden.

Auffallig dagegen ist der sehr geringe Abbau von Imipenem. Nur 7 %
Substanzverlust konnte verzeichnet werden. In dieser Messung zeigte sich

Imipenem stabiler als Meropenem.
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Abbildung 39 Vergleich zwischen wiedergefundenem Meropenem und Imipenem (jeweils 500 mg) nach der
Polymerisationsreaktion in Copal® Spacem (n=1)

3.5 Temperaturentwicklung wahrend der Polymerisation in
PMMA Knochenzement

Um einen Einblick in das Ausmal der sich wahrend der Polymerisation des PMMA
entwickelnden Temperatur zu erhalten, wurde diese bei der Messreihe mit 500 mg
Antibiotikum in 30 g Knochenzement aufgezeichnet. Fiir Copal® Spacem konnte die
hdchste gemessene Temperatur nach 10 min ermittelt werden. Das Maximum
betrug zu diesem Zeitpunkt 106,3 °C. Nach einer verzdogerten Warmeentwicklung
nahm diese ab einem bestimmten Zeitpunkt exponentiell zu. Abbildung 40 zeigt den
Temperaturverlauf des Copal® Spacem.
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Abbildung 40 Temperaturentwicklung in 30 g Copal® Spacem wéhrend der Polymerisation
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Die gemessenen Einzelwerte sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Wie in Tabelle 15 dargestellt, erreicht die Temperatur nach 7 min die 50 °C — Marke.
Bereits nach 9 min liegt sie schon tber 100 °C. Der Temperaturabfall nach der
Polymerisation erfolgt langsam.

Die maximale Temperatur von Palacos® R wurde nach 7 min ermittelt. Sie betrug
116,3 °C und war die hdchste aller drei untersuchten Knochenzemente. Der
Temperaturabfall erfolgt langsam, die 100 °C — Grenze wird nach 11 Minuten

wieder unterschritten. Der Temperaturverlauf ist in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41 Temperaturentwicklung in 30 g Palacos® R wéahrend der Polymerisation

Abbildung 42 zeigt den Verlauf der Temperaturentwicklung in 30 g Copal® G+V. Die
maximale Temperatur, die gemessen werden konnte, betrug 109 °C. Diese
Temperatur konnte nach 6,5 Minuten ermittelt werden. Die Temperatur fiel nur

langsam ab, nach 9 Minuten wurde die 100 °C — Grenze unterschritten.
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Abbildung 42 Temperaturentwicklung in 30 g Copal® G+V wéhrend der Polymerisation

Die Messergebnisse des Palacos® R, des Copal® G+V und des Copal® Spacem

sind in Tabelle 15 dargestellt.

Minuten nach Temperatur (in °C)
Messbeginn Palacos® R  Copal ®G+V  Copal® Spacem
0 25,3 25,3
0,5 25,9 26,3
1 26,4 27,2 23,4
1,5 28,1 29
2 30 30,3 24,8
2,5 31,8 31,5
3 33,1 32,7 26,1
3,5 35,1 343
4 38 36,6 28
4,5 42,5 40,5
5 50,4 48,8 30,8
5,5 89,9 91,1
6 112,2 108 34,5
6,5 115,3 109
7 116,3 108 41,6
7,5 116,1 106
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8 114,8 103,9 84
8,5 113 101,2

9 111,3 99,7 105,4
9,5 109,1 97,7

10 106,7 95,5 106,3
10,5 104 93

11 101,3 91,1
115 99 88,9

12 96,5 86,7
12,5 94,2 84,5

13 91,7 82,5

14 87 78,3

15 82,5 74,5

16 78 71

17 74,2 68

18 70,5 64,7

19 67,3 62,6

20 64,5 61,8 69,5

Tabelle 15 Temperaturentwicklung in 30 g Palacos® R, 30 g Copal® G+V und 30 g Copal® Spacem wéhrend
der Polymerisation tabellarisch
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4 Diskussion

4.1 Ziel der Studie

Gramnegative Infektionen nehmen mit bis zu 25 % einen bedeutenden Anteil bei
Infektionen der implantierten Prothesen ein. (22). Oftmals sind gramnegative Keime
schwer zu bestimmen und haufig sind solche Infekte schwer zu therapieren.
Zmistowski et al. (2011) berichten in ihrer Studie Uber einen Therapieerfolg
(Debridement und/oder zweizeitiger  Wechsel) bei gramnegativer
Protheseninfektion von insgesamt 61,2 % bei 31 Patientinnen und Patienten (58).
Carbapeneme werden insbesondere bei schwerwiegenden Protheseninfektionen
mit gramnegativen Keimen eingesetzt (32). Die Verwendung dieser Reserve-
Antibiotika — insbesondere des Meropenems -im PMMA Knochenzement ist
gesichert und belegt. Eine effektive lokale, antimikrobielle Wirkung wird erzielt (59).
Unklar ist der lokale Einsatz vom Imipenem.

Aufgrund der Temperaturempfindlichkeit der Carbapeneme stellt sich die Frage, wie
stabil Wirkstoffe dieser AB-Klasse bei der Polymerisation von PMMA
Knochenzementen tatsachlich sind (52).

Ziel dieser Studie war deshalb die Uberpriifung der Verwendbarkeit von

Meropenem und Imipenem in PMMA Knochenzementen.

4.2 Einsatz antibiotikahaltiger Knochenzemente

Antibiotikahaltige Knochenzemente (ALBC) werden in der orthopadischen Chirurgie
seit vielen Jahrzehnten verwendet, um Protheseninfektionen vorzubeugen und
bestehende Infektionen durch hohe lokale Konzentrationen an antimikrobiellen
Substanzen zu bekampfen (16). Diese Infektionen werden mit der Entwicklung von
mikrobiellen Biofilmen assoziiert, welche eine Barriere fir die die Infektion
bekampfenden Antibiotika darstellen (23). Die antibiotikahaltigen Knochenzemente
dienen im primaren Einsatz der Prophylaxe und sollen dazu beitragen, der
Biofilmbildung lokal entgegenzuwirken. Dennoch wird der Einsatz dieser
Knochenzemente in der Literatur kontrovers diskutiert. Manche Autoren warnen vor
dem Einsatz antibiotikahaltiger Knochenzemente. In dieser Diskussion finden sich

Argumente gegen den Einsatz, wie beispielsweise fehlende Wirksamkeit, hohe
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Kosten, Resistenzentwicklung, systemische Toxizitat und Beeinflussung
mechanischer Merkmale (60). Demgegenuber steht eine Vielzahl an Publikationen,
welche den Einsatz von ALBC unterstitzen. Die Autoren dieser Veroffentlichungen
begrinden dies Uber den Nachweis einer Reduktion tiefer Protheseninfektionen
durch den Einsatz antibiotikahaltiger Knochenzemente (60)(18). Eine grofere
Auswahl an PMMA Knochenzementen mit verschiedenen Antibiotika kann die
Therapie zielgerechter und dadurch noch erfolgreicher gestalten. Aus diesem
Grund ist es wichtig, mogliche neue Antibiotika im Knochenzement zu testen, um

das gegenwartige Sortiment an ALBCs zu vervollstandigen.

4.2.1 Mogliche Alternative zu ALBC

In der Literatur berichtet eine Publikation aus dem Jahr 2016 Uber eine mdgliche
Alternative zu ALBC. Es ist die erste klinische Studie zum Einsatz von DAC® (engl.:
Defensive Antibacterial Coating). Bei diesem Verfahren handelt es sich um die
Verwendung eines antibiotikahaltigen, schnell resorbierbaren Hydrogels aus
Hyaluronsaure und Polymilchsaure, welches vor Implantation auf die Oberflache
der entsprechenden Prothesen gegeben wird. Verwendet wurden in dieser Studie
Hydrogels mit Vancomycin, Gentamycin oder Vancomycin + Meropenem. Die
Ergebnisse zeigten keine nennenswerten radiologischen Auswirkungen in Bezug
auf Knochenunstabilitat und keine organspezifischen Nebenwirkungen. Verzogerte
Wundheilung trat im Vergleich zu der Kontrollgruppe ohne DAC® deutlich weniger
haufig auf. Zusatzlich konnte in der Zielgruppe eine zehnfache Reduktion
infektionsspezifischer Merkmale (impliziert lokale Anzeichen einer Infektion,
Drainage, Debridement und/oder Notwendigkeit einer Wechseloperation mit

antibiotischer Therapie) als in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (61).

4.3 Limitationen dieser Diplomarbeit

In den Versuchen mit antibiotikahaltigem PMMA Knochenzement (ALBC) wurde
versucht, die Situation und die Herstellung &hnlich dem realen
Operationsgeschehen zu gestalten, allerdings konnten keine in vivo Bedingungen
geschaffen werden. Mit neuen Techniken und verbessertem Material kdnnen im

Operationssaal grole Mengen (bis zu 80g) antibiotikahaltigen PMMA
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Knochenzements hergestellt werden. Die maximale Menge an Knochenzement, die
in dieser Studie hergestellt werden konnte, betrug 30 g. Auch die Konzentration der
Antibiotika im Knochenzement, welcher intraoperativ eingesetzt wird, Ubersteigt
dabei die der Versuche in dieser Forschungsarbeit deutlich. Grélkere Mengen
PMMA Knochenzement fuhren gleichzeitig zu einer hoheren Warmeentwicklung.
Die hohere Temperatur kann die Stabilitat der dem PMMA beigemischten
Antibiotika zusatzlich reduzieren. Dies konnte beispielsweise bei der Herstellung
von temporaren Interimsprothesen, sogenannten Spacern, eine Rolle spielen, da
die grolle Zementmasse ohne die Warmeableitung der metallischen Prothese
hierbei deutlich hoher ist als bei der Zementverankerung einer Prothese. Falls
Meropenem oder Imipenem der Auswahl von klinisch anwendbaren,
antibiotikahaltigen Knochenzementen hinzugeflgt werden sollen, mussen in vitro
Messungen mit 1 — 2 g Antibiotikum pro 40 g PMMA durchgefuhrt werden.
Daruber hinaus konnte bei den Versuchen eine grol3e Streuung in den Ergebnissen
festgestellt werden. Die hohe Standardabweichung am Beispiel von Meropenem in
Copal® G+V (ca. 15 %) ist ein Beispiel dafiir. Fiir eine adaquate Beurteilung der
Stabilitat der beiden Antibiotika im Knochenzement mussen die Versuche vor einem
Einsatz im klinischen Bereich noch haufig wiederholt werden. Da allerdings der
Einsatz — insbesondere des Meropenems — bereits im klinischen Alltag bei
Revisionsoperationen indiziert ist, kann von einer sicheren Anwendung des
Meropenems in PMMA Knochenzementen ausgegangen werden.

In dieser Arbeit wurden Palacos® R, Copal® G +V und Copal® Spacem nach
Zugabe von Carbapenemen untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
gelten ausschlieBlich auf die hier gewahlten Kombinationen aus PMMA
Knochenzement und Carbapenemen. Wird gegebenenfalls ein anderer PMMA
Zement eingesetzt, sind diese hier ermittelten Ergebnisse nicht Ubertragbar.
Dasselbe gilt gegebenenfalls fur die Carbapeneme, falls diese von anderen als den
hier verwendeten Hersteller stammen.

Darlber hinaus konnte in dieser Arbeit zwar der Anteil an Substanzverlust der
untersuchten Antibiotika festgestellt werden, aber es wurden keine Elutionsraten

gemessen.
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4.4 Diskussion der Messergebnisse von Meropenem und

Imipenem vor der Polymerisation

Beide Carbapeneme zeigten sich insgesamt instabil in Losung. Dieser Effekt
verstarkte sich zusatzlich durch die Einwirkung von hohen Temperaturen.
Meropenem erwies sich, verglichen mit Imipenem, in allen Versuchen in Losung als
die stabilere Substanz. Dem maximalen Substanzverlust von 95 % bei Imipenem
steht ein Gesamtabbau von Meropenem mit 75 % gegenuber. Nach langeren
Verweildauern in flissigen Medien muss daher bei beiden Antibiotika von einer
biologischen Unwirksamkeit ausgegangen werden. Das flissige Monomer, welches
fur die Knochenzementpraparierung benétigt wird, sollte nur so kurz als maglich mit
dem Antibiotikumpulver in Verbindung gebracht werden.

Samara et al. (2017) Uberpriften neben einigen anderen Antibiotika ebenfalls die
Stabilitat von Imipenem und Meropenem in wassriger Ldsung. Diese
Untersuchungen fanden bei Kérpertemperatur (37 °C Uber 42 Tage) und in spaterer
Folge bei erhdhter Temperatur (83 °C fur 1 min) statt. Wie auch in den Versuchen
in dieser Arbeit zeigten sich in deren Messungen beide Carbapeneme instabil in
Losung. Bei Korpertemperatur erlitt Meropenem einen Abbau bei einer
Halbwertszeit von 67 Tagen und Imipenem von 72 Tagen. Bei erhohten
Temperaturen zeigten beide Substanzen, ebenfalls wie in dieser Arbeit, einen
vermehrten Substanzverlust (62).

Als richtungsweisend fur die spateren Versuche mit PMMA Knochenzement
erwiesen sich die Ergebnisse beider Antibiotika nach Erhitzung in Pulverform. Trotz
hoher Temperaturen konnte nahezu fast kein Substanzverlust von Meropenem oder
Imipenem festgestellt werden. Auch in diesen Versuchen konnte Meropenem eine
hdohere Stabilitat aufweisen als Imipenem. Wahrend unter maximaler
Temperatureinwirkung (120 °C) bei Meropenem ein Abbau von lediglich 3 %
detektiert wurde, verlor Imipenem insgesamt 7 % an Substanz.

Der geringe Abbau beider Antibiotika in Pulverform erwies sich als Vorteil fur die
anschlieBenden Messreihen, bei denen Meropenem und Imipenem in Pulverform

PMMA Knochenzement beigemischt werden.
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4.5 Diskussion der Messergebnisse von Meropenem und

Imipenem nach der Polymerisation

4.5.1 Ethylacetat als Losungsmittel

Far die Ermdglichung einer Flussigkeitschromatographie wurde der zuvor
physikalisch zerkleinerte PMMA Knochenzement mit Ethylacetat chemisch
aufgeldst. Dies liegt zum einen an der Eigenschaft, dass Ethylacetat in Wasser eine
wassrige Phase und eine Ethylacetat — Phase bildet. Das Polymer des
Knochenzements bindet in der Ethylacetat — Phase, wahrend das geloste
Antibiotikum in der wassrigen Phase aufzufinden ist. Somit konnte das Antibiotikum
in der wassrigen Phase gut abpipettiert werden, was eine Chromatographie
ermdglichte. Zum anderen konnten in der Chromatographie keine Interaktionen

zwischen dem Loésungsmittel und den geldsten Antibiotika gefunden werden.

Die Versuche mit PMMA Knochenzement bestatigten die positiven Ergebnisse aus
den Messreihen mit Pulver. Im Gegensatz zu den Versuchen in Losung konnte
sowohl bei Meropenem, als auch bei Imipenem kein grof3er Substanzverlust
nachgewiesen werden. Die Versuche mit beiden Antibiotika fanden mit
verschiedenen PMMA Knochenzementen statt. Die Messungen wurden mit
Palacos® R, Copal® G+V und Copal® Spacem durchgefiihrt. Die Versuche mit
Copal® Spacem konnten sowohl mit 15 g PMMA Knochenzement, als auch mit 30 g
Zement aufgrund fehlender Antibiotikaressourcen nur einmal durchgefiuhrt werden.
Der geringste Verlust an Antibiotika konnte bei den Versuchen mit dem Copal®
Spacem nachgewiesen werden. Hier wurde ein Verlust von 17 % bei Meropenem
verzeichnet. Bei Imipenem konnte eine Inaktivierung um 7 % nachgewiesen
werden. Auffallig ist der sehr geringe Abbau von Imipenem. In dieser Messung
zeigte sich Imipenem etwas stabiler als Meropenem. Ursache konnten die in situ
gebildeten Mikroporen im Copal® Spacem sein, der einerseits die
Maximaltemperatur beeinflusst, andererseits fur eine signifikant bessere Elution der
eingesetzten Antibiotika sorgt.

Die Ergebnisse der Tests zeigen, dass grundsatzlich beide Carbapeneme im PMMA

Knochenzement in etwa gleich stabil sind. Diese Tests mussen allerdings noch
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mehrmals wiederholt werden, um statistische Sicherheit zu erlangen. Der hochste
gemessene Abbau von Meropenem und Imipenem erfolgte mit 250 mg Antibiotikum
im Palacos R® (15 g PMMA Knochenzement) mit insgesamt 29 % bei Meropenem
und 30 % bei Imipenem. Dies bedeutet im schlechtesten Fall eine Wiederfindung
von 70 %. Aufgrund der Ergebnisse nach der Polymerisationsreaktion scheint ein
Einsatz beider Antibiotika in PMMA Knochenzement im klinischen Bereich
realisierbar.

Versuche mit Meropenem in PMMA Zement wurden bereits von anderen Autoren
durchgefuhrt. Baleani et al. (2008) untersuchten PMMA Zemente, die entweder
Vancomycin und Meropenem in unterschiedlichen Dosierungen (jeweils 0,5 g und
1g) enthielten, oder Vancomycin alleine (1 g). Die Knochenzemente mit
Meropenem zeigten sich wirksam gegenuber Bakterienstammen, gegen die
Vancomycin alleine unwirksam war. Dies lasst sowohl auf eine ausreichende
Elutionsrate von Meropenem in PMMA Knochenzementen, als auch auf seine
biologische Wirksamkeit an deren Oberflache schlielien (59). Aufgrund der hohen
Wiederfindungsrate der in dieser Arbeit untersuchten Carbapeneme decken sich
die Ergebnisse beider Studien.

Solomon et al. (2010) berichten in einem Einzelfall GUber den Einsatz von
Meropenem (10 g), das auf zwei PMMA Knochenzemente (Palacos®; jeweils mit
1,8 g Gentamicin und 1,8 g Clindamycin) aufgeteilt wurde. Es handelt sich hierbei
um den ersten in der Literatur erwahnten erfolgreichen Einsatz von Meropenem
PMMA Zementen zur Therapie von Protheseninfektionen (63).

Heute wird Meropenem haufiger mit PMMA Knochenzement eingesetzt.
Anagnostakos berichtet in seiner Studie (2017) Uber den Einsatz von
Meropenem — haltigen Spacern (0,5g Gentamicin +2 g Cefotaxime +2g
Meropenem) bei mit Pseudomonas aeruginosa infizierten Prothesen (64).

Die ahnlichen Wiederfindungsfindungsergebnisse von Meropenem und Imipenem
nach der PMMA Polymerisation lassen auch einen Einsatz von Imipenem in PMMA
Knochenzementen realisierbar erscheinen.

Wie auch beim Meropenem gibt es Studien, in denen Imipenem/Cilastatin in
Kombination mit Vancomycin in PMMA Zementen getestet wurde. Cerretani et al.
(2002) Uberpruften die Elutionsraten von Vancomycin, welches alleine (2 g) oder
mit  Imipenem/Cilastatin  (jeweils 2g) in drei verschiedenen PMMA

Knochenzementen (40 g Palacos® R, Simplex® P und CMW®1) enthalten war. Es
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wurden in dieser Studie nur die Ergebnisse von der Vancomycin — Elution
bertcksichtigt. Allerdings fand man heraus, dass die Elutionsraten von Vancomycin
in Kombination mit Imipenem/Cilastatin deutlich hoéher ausfielen als beim
Vancomycin ohne das Carbapenem. Leider liegen in dieser Studie keine Daten Uber
die Elution des Imipenem/Cilastatin vor, ebenso wenig wie Daten Uber biologische
Wirksamkeit an der Oberflache von PMMA Knochenzementen (54).

Solche synergistischen Effekte sind aber weitestgehend bekannt (56) und kénnen

auch fir die Kombination Carbapeneme mit Gentamicin angenommen werden.

Barla et al. (2015) Uberpruften die minimale Hemmkonzentration von Imipenem
(2 g) alleine und in Kombination mit Vancomycin (4 g) in PMMA Knochenzement
(Simplex® mit Tobramycin) mittels UPLC. Die Antibiotika waren dabei in kleinen
Platten aus PMMA Knochenzement mit 10 mm bzw. 16 mm Durchmesser
enthalten. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Konzentration von Imipenem
nach 6 Wochen noch Uber der minimalen Hemmkonzentration war (65).

Diese Ergebnisse stimmen mit der hohen Wiederfindungsrate von Imipenem nach
der Polymerisation aus dieser Arbeit Uberein und sprechen auch fur einen Einsatz

von Imipenem in PMMA Knochenzementen.

4.5.2 Temperaturentwicklung in PMMA Knochenzement

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen exothermen Reaktion bei der
Polymerisaton vom MMA zum PMMA (66) wurden in dieser Studie
Temperaturmessungen im Zentrum von einer Zementkugel aus 30 g PMMA
Knochenzement durchgeflhrt.

Neben dem Stabilitatsverlust der hitzelabilen Carbapeneme stellt die hohe
Temperatur auch ein Risiko zur Entstehung von lokalen thermisch induzierten
Nekrosen sowie chemischen Nekrosen durch das Monomer dar, welches wahrend
der Polymerisation nicht reagiert hat (67). Der Zusammenhang zwischen dem
Ausmall der Temperaturentwicklung und der Menge an verwendetem
Knochenzement ist in der Literatur bereits beschrieben worden. In einer Arbeit aus
dem Jahr 2009 wurde die Temperatur an der Oberflache von
Knochenzementproben unterschiedlicher Dicke (1, 2, 4 und 5 mm) und gleichem

Durchmesser (25 mm) ausgewertet. Mit zunehmender Zementmasse stieg die
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Temperatur. Zudem dauerte der Polymerisationsvorgang langer, je hoher die
Masse war. Der Mittelwert der maximalen Temperatur war bei einer Dicke von 5 mm
44,2 °C. In einer anderen Studie wurde bei einer Dicke von 10 mm eine maximale
Temperatur von 107 °C gemessen (68). Solche hohen in-vitro Werte werden erzielt,
wenn die in-vivo Situationen unberucksichtigt bleiben bzw. die Messungen
adiabatisch durchgefuhrt werden. Die Werte entsprechen dann den Literaturwerten
und sind auch bei dieser Untersuchung (106,3 °C) vergleichbar. Der Unterschied zu
der in dieser Diplomarbeit durchgefiihrten Messung ist, dass hier nicht im Zentrum,
sondern jeweils an der Oberflache von PMMA Knochenzement gemessen wurde.
Im Zentrum wurde gemessen, da im Zentrum des Knochenzements die
Polymerisationsfraktion (> 96 %) hdéherer ist als im Randbereich (ca. 84 %) und
deshalb von einer héheren Temperaturentwicklung auszugehen ist (67). Da es in
dieser Arbeit um die Auswertung der Stabilitdt der Antibiotika ging, wurde der
Temperaturfuhler am Ort der grof3ten Hitze platziert. Unter in-vivo Bedingungen wird
das im Zement eingeschlossene Antibiotikum nur aus den aufersten
Zementschichten freigesetzt. Antibiotikapartikel, die sich im Inneren des
Zementkochers  befinden, verbleiben ohne Freisetzung im Zement.
Temperaturmessungen zum Einfluss der Stabilitat auf die im Zement eingesetzten
Antibiotika sollten daher unter worst case im Inneren des Zementkochers erfolgen,
auch wenn die in-vivo Situation ganz anders ist und die tatsachliche

Temperaturentwicklung im Korper bei ca. 42-46°C liegt (69).

Die Temperaturmessungen wurden mit Copal® Spacem, Palacos® R und Copal®
G+V durchgefiihrt. Der Temperaturabfall nach der Polymerisation erfolgt stets
langsam. Dies hat zur Folge, dass die Antibiotika langer einer hohen Temperatur
ausgesetzt sind. Allerdings sind die temperaturableitenden in-vivo Faktoren in
unseren in-vitro Versuchen bewusst ausgeschaltet worden. So fehlt eine
temperaturableitende metallische Prothese, Gewebe und ein Austausch an
Flussigkeiten Uber den Blutstrom.

Interessant ist, dass beim Palacos® R, bei dem die im Vergleich zu den beiden
anderen PMMA Knochenzementen niedrigste Wiederfindungsrate an Antibiotika
nachweisbar war, die hochste Temperatur gemessen wurde. Hier kdnnte ein
Zusammenhang bestehen, da die Carbapeneme langer hoheren Temperaturen

ausgesetzt waren. Die maximale gemessene Temperatur im Copal® G+V war hoher
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als die vom Copal® Spacem und auch hier fiel die Wiederfindungsrate im Vergleich
geringer aus.

Falls die beiden Carbapeneme im klinischen Bereich auch in anderen als die in
dieser Arbeit verwendeten Knochenzementen zum Einsatz kommen sollen, mussen
noch Messungen der Hitzeentwicklung in anderen Knochenzementen

vorgenommen werden. Dies konnte Inhalt fur weitere Forschungsarbeiten liefern.

4.6 Mechanische Eigenschaften von ALBC

Antibiotikahaltige Knochenzemente haben sich als sinnvolle Malinahme zur
Vorbeugung oder Behandlung von Protheseninfektionen bewiesen. Ein Problem,
welches in der Literatur diskutiert wird, stellt die Menge an Antibiotika dar, die den
therapeutisch besten Erfolg bietet und gleichzeitig die mechanischen Eigenschaften
des PMMA Knochenzements nicht negativ beeinflusst. Studien haben gezeigt, dass
sowohl die Konzentration, als auch die Art der Antibiotika eine Rolle spielen. In einer
Forschungsarbeit im Journal of Arthroplasty aus dem Jahr 2015 wurden die
mechanischen Veranderungen von PMMA Knochenzement (Palacos® R + G),
welcher mit Cefazolin und Vancomycin in unterschiedlicher Konzentration (von
2,5% bis zu 10 % Anteil an Antibiotika) kombiniert wurde, getestet. Mdgliche
mechanische Veranderungen wurden mit einer Kontrollgruppe ohne Antibiotika
sofort nach Aushartung und nach einem Monat ausgewertet. Die Ergebnisse
zeigten zunachst keinen signifikanten Unterschied, nach einem Monat konnte vor
allem in den Gruppen mit hoheren Antibiotikakonzentrationen (7,5 % und 10 %)
eine Reduktion der Druckfestigkeit nachgewiesen werden. Ebenfalls zeigten sich
Unterschiede in den Ergebnissen der Proben mit Cefazolin und Vancomycin. In der
Gruppe mit Vancomycin mit 2,5 % Anteil konnte eine hdhere Druckfestigkeit
festgestellt werden als in der Vergleichsgruppe mit Cefazolin 2,5 % (70). Die in
dieser Arbeit verwendeten Proben mit ALBC wiesen eine Konzentration von ca.
1,6 % Antibiotika auf. Dieser Wert liegt deutlich unter den in der beschriebenen
Studie getesteten. Davon ausgehend, dass die Hohe der Konzentration eine Rolle
spielt, wirde man gute mechanische Eigenschaften der hergestellten Proben
erwarten. Allerdings gibt es keine Studien Uber die Auswirkungen von Meropenem

und Imipenem auf die Stabilitdt von PMMA Knochenzement. Daher missten vor
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einem Einsatz in der Klinik noch mechanische Testungen mit den beiden

Carbapenemen durchgefuhrt werden.

92



5 Conclusio

Bei Revisionseigriffen in der Endochirurgie wird der lokale Einsatz von
Reserveantibiotika bei schwer kontrollierbaren Infekten durch gramnegative,
multiresistente  Bakterienstamme  immer  haufiger verwendet. PMMA
Knochenzemente dienen dabei als lokale Wirkstofftrager, die intraoperativ
entsprechend mit den Wirkstoffen ausgerustet werden mussen. Die Chirurgin oder
der Chirurg ist bei dieser Vorgehensweise darauf angewiesen, dass die gewahlte
Kombination aus PMMA Zement und Antibiotika sicher ist und negative
Wechselwirkungen ausbleiben. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die
Stabilitat zweier temperaturempfindlicher Carbapeneme, Meropenem und
Imipenem, vor und nach der mit starker Hitzeentwicklung einhergehenden
Polymerisationsreaktion ermittelt. Die Ergebnisse vor Polymerisation zeigten eine
sehr hohe Stabilitat der Antibiotika in Pulverform und eine grof3e Anfalligkeit mit
Substanzverlust bei Erhitzung in Losung. Die Versuche mit PMMA Knochenzement
lieferten Messergebnisse mit Wiederfindung von mindestens 66 % bei Meropenem
und 63 % bei Imipenem. In fast allen Versuchsreihen konnte Meropenem eine
héhere Temperaturstabilitat aufweisen als Imipenem. Das geringe Ausmald an
Substanzverlust bei beiden Antibiotika im PMMA Knochenzement weist auf eine
ausreichende Hitzestabilitat der untersuchten Carbapeneme in diesem Medium hin.
Aus diesem Grund kann ein klinischer Einsatz von Meropenem und Imipenem in
PMMA Knochenzement bei Revisionseingriffen in der Endochirurgie zur

Bekampfung hartnackiger Infekte durch gramnegative Keime empfohlen werden.
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