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1. Einleitung

Entztundliche und degenerative Erkrankungen des Bewegungsapparates
gehdren zu den haufigsten chronischen Erkrankungen in Deutschland. Sie
liegen in der 6konomischen Belastung fir die Gesellschaft dabei sogar

noch vor den Tumorerkrankungen (2, 3).

Durch die groR3en Fallzahlen von Gelenkproblemen in einer alternden
Gesellschaft generiert sich ein stetig steigender Bedarf an
endoprothetischen Versorgungen. Diese Eingriffe fluhren durch
Schmerzreduktion und verbesserte Funktionalitat zu einer erheblichen
Steigerung der Lebensqualitdt der Patienten und Uberzeugen zudem
durch ein hohes Mal3 an Wirtschaftlichkeit (4, 5). Mit ca. 300 Fallen pro
100.000 Einwohner liegt Deutschland im internationalen Vergleich an der
Spitze der Implantationsstatistik (5-7).

Friher war der kinstliche Gelenkersatz Patienten in fortgeschrittenem
Lebensalter und mit schwerer arthritischer Gelenkdestruktion vorbehalten
(8). Dieses Kaollektiv hat sich durch die steigende Aktivitat im Alter und
einer stark erweiterten Indikationsstellung in den letzten Jahrzenten
gewandelt (4). Zudem stellen die jungeren und sehr aktiven Patienten
deutlich héhere Anforderungen an den Gelenkersatz (9).

Mit den zunehmenden Implantationszahlen der Endoprothesen werden
langfristig auch immer haufiger Revisionsoperationen, in denen diese
Implantate ausgetauscht werden miussen, erforderlich. Beispielsweise
waren das in der letzten statistischen Erhebung im Jahr 2014 tber 60.000
Falle in Deutschland (3). Wie in Abb. 1 dargestellt, steigen die
Revisionsraten primarer Huft-Totalendoprothesen, so genannter Huft-

TEPs, zusammen mit der Verweildauer der Implantate im Kérper (10).
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Abb. 1: prozentuale Revisionsrate primarer Huft-Endoprothesen in den Jahren nach der
Implantation (10)

Die aseptische Prothesenlockerung stellt einen Hauptlimitationsfaktor fur
die Verweildauer von Endprothesen im Koérper dar (11). Nach
Uberstandener Akutphase eines erfolgreich implantierten kinstlichen
Gelenks, ist die aseptische Prothesenlockerung in 55 - 70% der Falle als
Ausloser fur eine erneute Operation angegeben (12-15). Weitere haufige
Revisionsgrinde sind, wie in Abb. 2 ersichtlich, Dislokationen, septische

Lockerungen oder periprothetische Frakturen (15).

Die aseptische Lockerung der Endoprothese ist aufgrund der Haufigkeit
der Revisionsbedurftigkeit fir den Patienten und das Gesundheitssystem
von grof3ter Relevanz und liegt im Forschungsfokus dieser Arbeit.



Verteilung der Revisionsgriinde primarer Hiift-TEPs
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Abb. 2.: Verteilung der Revisionsgriinde fur Totalendoprothesen in Prozent nach Daten
des weltweiten Endoprothesen-Registers 2013 (15)

Fur die Gleitpaarung der Gelenksysteme kommt in verschiedenen
Kombinationen Metall, Keramik und Polyethylen zum Einsatz, die
unterschiedliche  VerschleiBeigenschaften haben. Aufgrund der
mechanischen Reibung der beiden Komponenten im Gelenk wird
Materialabrieb erzeugt, der sich je nach Kombination unterscheidet (16,
17).

Bei zunehmender Inzidenz von Polyethylen-assoziierten Komplikationen
bei der Kombination von Metall auf Polyethylen wurde um die
Jahrtausendwende der Einsatz von Metall-auf-Metall (MoM) -
Gleitpaarungen wiederbelebt. Begriindet auf Berichte von einigen sehr
guten Resultaten von MoM-Prothesen der ersten Generation mit
Standzeiten von bis zu 45 Jahren, wurde in den letzten Jahrzehnten diese
Gleitpaarungskombination in der HuUft-Endoprothetik nach langer
Unterbrechung wieder aufgegriffen (18, 19). So entstanden die Metall-
Metall-Paarungen der zweiten Generation (20, 21). Viele Probleme der
ersten Generation wurden durch ein Uberarbeitetes Design und bessere
Fertigungsqualitdt weitgehend behoben (22). Vor allem bei jungen
Menschen sollte die Haltbarkeit und Stabilitdt der Prothesen verbessert
werden, um Revisionseingriffe mit Prothesenwechsel hinauszuzdgern (11,
20, 23, 24).



Der Ansatz mittels Kappenprothesen
(Abb. 3) die Gelenkoberflache zu
erneuern (,re-surfacing“) machte die
MoM-Kombination erforderlich (25, 26).
Die Vorteile von diesem Ansatz sind der
geringere  Knochenverlust bei der
Implantation, eine weitgehend erhaltene
Gelenkgeometrie sowie gute
tribologische Eigenschaften (20, 26).

Sehr zeitnah zeigten sich entgegen der

. . Abb. 3: Das Réntgenbild zeigt eine
Erwartungen  hohe  Revisionsraten \esorqung der rechten Hiifte

aufgrund der zum Teil schwerwiegenden ~ Urch eine Kappenprothese

Reaktionen auf den metallischen Abrieb in den MoM-Lagern (27-30). Die
hauptsachlich mechanisch freigesetzten Partikel fuhrten periprothetisch zu
destruktiven  Weichgewebsmassen, so genannte “entzindliche

Pseudotumoren” und einer Lockerung der Prothese (27, 31-34).

Die aseptische Prothesenlockerung wird hauptsachlich auf die Reaktion
des periprothetischen Knochens und Gewebes auf den entstehenden
Abrieb der Prothesen zurtickgefiihrt. Die kumulierenden Partikel und lonen
|I6sen daraufhin, tGber eine komplexe Signalkaskade, eine entziindliche

Reaktion des umliegenden Gewebes aus (13, 35).

Obwohl in vitro, also auBerhalb des lebenden Organismus, bereits
unterschiedliche zellulare Wirkungen der verschiedenen Zusammen-
setzungen der Partikelmaterialien, -gréf3e und -morphologie gezeigt
werden konnten, sind die Einzelheiten der entzindlichen Reaktion noch

nicht vollstandig aufgeklart (36, 37).



1.1. Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

Vor allem durch den mechanischen Abrieb der Materialien von
Gleitpaarungspartner wird die aseptische Prothesenlockerung bedingt. Sie
stellt nach erfolgreicher Implantation und Mobilisierung die Hauptursache
fur Revisionsoperationen von kinstlichen Huftgelenken dar. Nach
heutigem Forschungsstand ist diese Reaktion durch ein inflammatorisches

Geschehen ausgeldst (13, 38).

Durch den erneuten Einsatz von Metall-auf-Metall-Endoprothesen kam
dem mechanischen metallischen Abrieb in kiinstlichen Huftgelenken eine
Sonderrolle zu (27, 28, 39, 40). Neben der bekannten haufigen
Revisionsgrinde wie der aseptischen Prothesenlockerung, Dislokationen,
septische Lockerungen oder periprothetische Frakturen traten
insbesondere bei jungen Frauen durch den Abrieb der MoM-
Endoprothesen aseptische, von Leukozyten dominierte vaskulitische
Lasionen auf (15, 39). Diese aullerten sich unter anderem in der
Ausbildung von Pseudotumoren, also periprothetischen Weichteil-
wucherungen, die einige Jahre nach Implantation auftraten und lokal zu
deutlichen ossaren Destruktionen fuhrten (27, 31, 33, 34). In Abb. 4 ist, mit
Pfeilen markiert, ein solcher Pseudotumor abgebildet. Das starke Signal
der Prothese im MRT ist zur Darstellung der Weichteile herausgerechnet
(41, 42).

Abb. 4: Pseudotumor mit Pfeilen dargestellt in koronarem MRT mit Metall-Artefakt
verminderter Sequenz (“MARS* - metal artifact reduction sequence) (42)
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Die Untersuchungen konzentrierten sich bisher vor allem auf die Reaktion
des gesamten metallischen Abriebs, also sowohl auf Metallpartikeln, als
auch auf Metallionen (43-45). Bis heute ist jedoch ungeklart, ob
Metallpartikel oder Metallionen im Stande sind, lokale und systemische
Reaktionen auszultsen, weshalb diese Studie initiiert wurde.

Es konnte nachgewiesen werden, dass der Metallabrieb nicht nur im
Gewebe in unmittelbarem Kontakt zur Prothese verbleibt, sondern tber
das lymphatische System in andere Bereiche des Korpers wie das
Knochenmark, die Leber oder Milz einwandert (46, 47). Die Besonderheit
ist hierbei, dass speziell die elektrisch geladenen Teilchen, die
Metallionen, im Verdacht stehen, die systemischen und lokalen
Reaktionen auszuldsen. Hierdurch ricken die Metallionen in den
Analysefokus (48).

Ziel dieser Forschungsarbeit war die Untersuchung des inflammatorischen
Potentials des metallischen Abriebs bei Huftgelenksendoprothesen. An
einem etablierten in vivo Tiermodell zur Messung der entzindungs-
auslosenden Aktivitat des Abriebs (32, 33) wurde das inflammatorische
Potenzial der Metallionen bei der Reaktion auf MoM-Abrieb in vivo
untersucht und mit der Reaktion auf Metallpartikel und konventionelles
Polyethylen verglichen.

Ein weitreichendes Verstandnis der entziindlichen Prozesse ist fur die
Weiterentwicklung von Endoprothesen, zur Vorbeugung und gegebenen-
falls der Behandlung von Pseudotumoren und Organmanifestationen aus
MoM-Gleitpaarungen notwendig. Insbesondere ist bis heute ungeklart, ob
Metallionen im Vergleich zu Metallpartikeln die zentralere Rolle bei der

Auslosung von lokalen und/oder systemischen Reaktionen spielen.

Zusammen mit den zu erwartenden Ergebnissen des Gemeinschafts-
projektes hinsichtlich der systemischen Wirkung soll ein Gesamttberblick
Uber das inflammatorische Geschehen erlangt werden und weiterfihrende

Projekte geplant werden.



1.2. Huftgelenksaufbau

In der Abb. 5 ist schematisch ein Hiftgelenk dargestellt. Beim Huftgelenk
handelt es sich um ein Nussgelenk, bestehend aus einem annéhernd
kugelférmigen Huftkopf und der gegenuberstehenden Huftpfanne (49).
Der Huftkopf ist in der Regel etwa 3,5 - 5,5 cm grol3 und kann sich einer
funktionellen Oberflache bis ungefahr 30 cm? annahern (18).

Die Huftpfanne, das Azetabulum, setzt sich aus Anteilen des Hiift-, Sitz-
und Schambeins zusammen. Ungefahr 30% der Gelenkpfanne sind durch
die knorpelige, halbomondférmige Facies lunata tiberzogen (18, 49).
Umgeben ist das Gelenk von einer Gelenkkapsel, welche in die

Innenauskleidung der Gelenkhoéhle, die Synovialmembran, Ubergeht (49).

Darmbein

Hiftgelenk:  Gelenkpfanne

Huftkopf
Schambein

Abb. 5: Aufbau des nativen Hiftgelenks (1)



1.3. Geschichte des Huftgelenkersatzes

Fur einen historischen Uberblick der Entwicklung im Bereich der
Huftgelenksendoprothetik  folgt eine  Darstellung der grof3ten
Weiterentwicklungen der Materialien und dem Weg zur aktuellen

Forschung.

Schon 1890 gab es durch den Deutschen Themistokles Gluck erste
Umsetzungsversuche, destruierte Gelenke mit Prothesen aus Elfenbein,
also Hydroxylapatit, zu behandeln (50). Durch seine Experimente mit
unterschiedlichen Materialien und der ersten Verwendung von
Knochenzement gilt er als Wegbereiter der Endoprothetik (51). Die
katastrophalen Ergebnisse fuhrten allerdings schnell zu einem Verbot der
weiteren Forschung durch den damaligen Présidenten der deutschen

Chirurgengesellschaft, Professor von Bergmann (50).

Die Forschung ruhte, bis Smith-Peterson in den 1920er Jahren eine
Muldeninsertionsplastik entwickelte (52). Diese unfixierten Gelenk-
interponate aus Glas, die lose auf den Huftkopf gesetzt wurden, sollten die
direkte Reibung beider Gelenkflachen aufeinander vermeiden (53). Bei
unbefriedigenden Ergebnissen wurden andere Kunststoffe und 1938
schlie3lich Vitallium, eine Legierung aus Chrom, Kobalt und Molybdan

eingesetzt (52).

Obwohl dieser Werkstoff bis heute erfolgreich in Gleitpaarungen
eingesetzt wird und Hintergrund der vorliegenden Arbeit ist, waren die
Ergebnisse zu dieser Zeit noch unbefriedigend (8). Durch die Uberlastung
der knochernen Huftpfanne entstanden Osteolysen, Nekrosen und

Frakturen des Azetabulums (53).

Nach dem zweiten Weltkrieg wurde erstmals von R. und J. Judet eine
pilzférmige Huftkopfteilprothese aus dem Kunststoff Polymethylmetacrylat
(PMMA) mit einem Stil im Femurschaft verankert (54). Von diesem
Material wurde ebenfalls bald Abstand genommen, weshalb diese Art der
Prothese von Moore mit einer Chrom-Kobalt-Legierung bestickt wurde
(55).



Trotz materialtechnischer Vorteile kam es zur Uberlastung der knéchernen
Pfanne mit Ausdinnung des Azetabulums bis hin zur Penetration des

Metallkopfes ins kleine Becken und zu Lockerungen der Prothesen (54).

Parallel zur Weiterentwicklung der Total-Endoprothesen wurde das
Konzept der Oberflachenerneuerung des Femurkopfes ,Resurfacing” mit
Kobalt-Chrom-Molybdan legierten Huftkappen-Prothesen durch Smith-
Peterson 1938 beschrieben (53). Bis zur Etablierung der
Totalendoprothese wurde die Smith-Petersen-Hiftkappen-Prothese,
spater auch mit einer Metall-Polyethylen-Gleitpaarung, standardméafig als
Huftgelenkersatz eingesetzt (19, 56). Hauptsachlich aufgrund von frihem
Implantatversagen, hohen Reibungswiderstanden und Lockerung der
Huftkappe und zeitgleich guten Ergebnissen mit Totalendoprothesen
wurde von den Hiftkappenprothesen Abstand genommen (19, 25, 53).
Der nachste Schritt war die Fixierung von Metall-Polyethylen-Prothesen
mit Knochenzement, was kurzfristig deutlich bessere klinische Resultate
ergab (53). Durch den massiven Abrieb der Polyethylenpfanne und
dessen Folgen traten mittelfristig doch sehr hohe Revisionsraten auf (53,
57). Das fuhrte zu einer deutlichen Distanzierung von diesem
Gleitpaarungspartner. Aufgrund der primar guten klinischen Ergebnisse
und dem grolRen Vorteil, dass im Vergleich zu TEPs viel Knochen
eingespart wird, wurde Anfang der 1990er Jahre die Entwicklung einer
Huftkappenprothese mit einer abriebarmen Metall-Metall-Gleitpaarung
wieder aufgenommen (53, 58). Die Reaktion auf den Abrieb dieser

Prothesen ist ein zentraler Bestandteil dieser Arbeit.

Die Entwicklung der ersten Total-Endoprothesen, also ein Ersatz von
Huftkopf und Huftpfanne aus Metall, wurde bereits vor dem zweiten
Weltkrieg von Wiles beschrieben (59). Trotz ermutigender Ergebnisse kam
es auch in den 1950ern durch ungenaue Herstellungstechniken zu hohem

Metallabrieb und zu einer friihzeitigen Lockerung der Prothesen (53).

Revolutioniert wurde die Huft-Endoprothetik durch Sir John Charnley (56).
Mit Polymethylmetacrylat (PMMA) als Knochenzement fixierte er 1960
erstmals Kopf und Schaft der Totalendoprothese aus rostfreiem Stahl und
die Huftpfanne aus Polyethylen im Knochen (56).



Durch diese Fixierung wurden die Totalendoprothesen priméar
belastungsstabil und durch den Einsatz von Polyethylen verringerte sich
die Reibung im Vergleich zu den MoM-Gleitpaarungen (53). Die hierflr
von Charnley entwickelte Operationstechnik nannte er ,Low frictional
torque arthroplasty“, also ein Gelenkersatz mit niederem Reibungs-
drehmoment (60).

Beim Einsatz von Ultra-high-molecular-weight Polyethylen (UHMWPE) als
Werkstoffkomponente zeigten sich aber viele Falle der periprothetischen
Osteolyse (25). Diese wurden in der damaligen Zeit falschlicherweise noch
auf eine Knochendestruktion in Folge der Infektion und Sepsis
zurlckgefuhrt, obwohl kein Nachweis einer bakteriellen Infektion zu

erbringen war (61).

In den Achtzigern und Neunzigern des letzten Jahrhunderts trat eine
andere schwerwiegende Komplikation in den Vordergrund: die Lockerung
der femoralen und acetabuldren Komponenten der Endoprothesen (53).
Diese Form der Lockerung wurde damals als “lysis cement disease” —
.Zementkrankheit* betitelt (53). Dieser Prozess wurde zu dieser Zeit vor
allem auf die mechanische Belastung durch Bewegung zuriickgefihrt (62,
63).

Im Zusammenhang mit der ,Zementkrankheit® wurde seit den frihen
1970er-Jahren die Rolle von endoprothetischen Abriebpartikeln und die
Reaktion des periprothetischen Weichteilgewebes untersucht (53, 64).
Schon in dieser Zeit wurde im periprothetischen Gewebe eine von

Makrophagen dominierte Reaktion beschrieben (65, 66).

Eine Schwierigkeit stellte allerdings dar, dass der osteolytische Prozess
weiterhin als ,Zementkrankheit® beforscht wurde. Die logische
Konsequenz daraus ware gewesen, dass sich alle Probleme mit dem
Einsatz unzementierter Prothesen l6sen wirden, die dann auch als

bedeutendste Innovation der 1980er eingefuhrt wurden (67, 68).

Durch die intensivere Beforschung wurde klar, dass es sich nicht um eine
,<Zementkrankheit® handelt, sondern die periprothetische Osteolyse von
Partikeln ausgeht (69).
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Es handelt sich also um eine ,Partikelkrankheit®. Diese setzt sich nicht nur
aus Knochenzementpartikel, sondern auch aus Metallabrieb und
Polyethylenpartikel zusammen (69). Seitdem fokussiert sich die

Forschung auf diesen Bereich (70, 71).

Das Ziel der gesamten Materialforschung war und ist die langere
Haltbarkeit und bessere Vertraglichkeit von Endoprothesen im Koérper. Im
Jahr 2000 hat das National Institute for Health and Clinical Excellence
(NICE) dafiur eine Benchmark fur die Lebensdauer von priméren
Huftersatzoperationen herausgegeben, die auch bei der Aktualisierung
2014 bestehen blieb. Demnach werden nur Huftgelenksendoprothesen
empfohlen, die eine Revisionsrate von 10% oder weniger innerhalb von

zehn Jahren gezeigt haben (72, 73).

Aus einem systematischen Review von Van der Weegen et al. geht hervor,
dass diese Benchmark bis 2011 von keinem Modell der MoM-
Huftkappenprothesen in den verdffentlichten Studien zum Thema
Huftersatz erreicht wurde (74).

Dies zeigt, dass weiterfuhrende und intensive Forschung im Bereich des

kiinstlichen Gelenkersatzes unerlasslich ist.

-11 -



1.4. Pathophysiologie der aseptischen Prothesenlockerung

Die Osteolyse-assoziierte Prothesenlockerung (Abb. 6) ist vor der

Dislokation und der Infektion der haufigste Revisionsgrund (75, 76).

Abb. 6: Rontgen Beckenlbersichtsaufnahme mit Lockerung der Endoprothesen und
ausgepragten Osteolysezonen (Pfeil) mit freundlicher Genehmigung des Klinikums
Grol3hadern

Ein typischer Befund bei Patienten mit aseptisch gelockerten Prothesen
ist die Entwicklung einer Synovialmembran-ahnlichen Grenzflachen-
membran zwischen der Prothese und den Knochen (77). Hier wurden in
Patientenpréaparaten stark vaskularisierte, fiborose Membranen nach-
gewiesen, die vor allem Abriebpartikel, Makrophagen, Riesenzellen und
Fibroblasten enthielten (78).

Freigesetzt werden die Abriebpartikel durch die mechanische
Beanspruchung an den kinstlichen Gelenkprothesen. Die Partikel treten
in das periprothetische Gewebe Uber und werden dort zu einem Grolteil
von Makrophagen phagozytiert (79). Die koérpereigenen Fresszellen regen
Uber die Freisetzung verschiedener Cytokine und Mediatoren (wie IL-1, IL-

6 und TNF-a) eine entziindliche Signalkaskade an (80).
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Durch Chemokine (chemotaktische Zytokine) vermittelt, migrieren
zusatzlich neutrophile Granulozyten sowie Zellen der Monozyten/
Makrophagen-Linie, was die Freisetzung weiterer proinflammatorischer
Faktoren bedingt. Das fuhrt zu einer erhdhten Osteoklasten-
Differenzierung und -Reifung und damit zu einer Abnahme der
Knochenbildung. Dieser Prozess bewirkt die Knochenresorption und damit
die aseptische Prothesenlockerung (81). Auf molekularer Ebene wird
diese proinflammatorische Kaskade tber die Aktivierung der MAP-Kinase-
Wege, Transkriptionsfaktoren, wie NFkappaB, und das Unterdriicken von

Zytokin-Signalwegen eingeleitet (13).

Der genaue Ablauf der entziindlichen Signalkette ist bis heute jedoch noch

nicht abschlieR3end geklart.
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1.5. Material- und Gleitpaarungseigenschaften

Die Benennung der Endoprothesen erfolgt unter anderem uber deren
artikulierende Bestandteile (82). Bei der Namensgebung der
Gleitpaarungen bezieht sie der erste Teil auf das verwendete Material des
Huftkopfs, der zweite Teil auf die Huftpfanne (82). Beispielsweise besteht
bei der CoCrMo/Polyethylen-Endoprothese der Huftkopf aus Metall und
die Huftpfanne, also das Inlay aus Polyethylen (82).

Die artikulierenden Flachen der am haufigsten verwendeten
Huftgelenksimplantate bestehen am Huftkopf aus Keramik, Metall oder
keramisiertem Metall (10). Im Bereich der Huftpfanne aus hoch quer-
vernetztem Polyethylen, dem crosslinked Polyethylen (XLPE) oder
Keramik (10, 83).

Man unterscheidet auRerdem Totalendoprothesen (TEP) (Abb. 7 links)
von Huftkappenprothesen (Abb. 7 rechts) (10). Bei Huft-TEPs werden der
Gelenkkopf und die Gelenkpfanne ersetzt, bei Huftkappenprothesen wird
alleinig der Huftkopf ersetzt (25, 84).

Gelenkkopf Gelenkpfanne Huftkappenprothese

Prothesenschaft Femur

Abb. 7: schematische Darstellung einer Totalendoprothese (links) und einer Huft-
kappenprothese (rechts) (1)
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Die Abb. 8 zeigt die verwendeten Gleitpaarungspartner Uber einen
Zeitraum von zehn Jahren. Hieraus wird ersichtlich, dass die eingesetzten
Materialien und ihre Kombinationen nicht konstant verwendet werden,
sondern dass deren Einsatz nach aktuellen Forschungen Schwankungen
unterliegen (85). Orange dargestellt ist die Nutzung der Metall-auf-Metall-
Gleitpaarung, deren primare Implantationsrate nach einem Peak zwischen

2005 und 2009 wieder massiv zurickgegangen ist.
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Abb. 8: zeitliche Veranderung der Prozentzahlen verschiedener Gleitpaarung
unzementierter Totalendoprothesen nach Daten des weltweiten Endoprothesen-
Registers (85)

X-Achse: Year of primary = Jahr der Primérendoprothetik

Y-Achse: Percentage of uncemented primaries = Prozentsatz unzementierter
Primarendoprothesen

Lila: Uncemented MoP = unzementierte Metall-auf-Polyethylen-Gleitpaarung

grau: Uncemented CoC = unzementierte Keramik-auf-Keramik-Gleitpaarung

hellblau: Uncemented CoP = unzementierte Keramik-auf-Polyethylen-Gleit-
paarung

orange: Uncemented MoM = unzementierte Metall-auf-Metall-Gleitpaarung

gran: Other/Unsure = Andere/unklare Gleitpaarung

dunkelblau: Uncemented CoM = unzementierte Keramik-auf-Metall-Gleitpaarung
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1.5.1. Metallpartikel (CoCrMo)

Einen besonderen Stellenwert hat der metallische Abrieb, der sich sowohl

aus Metallpartikeln als auch aus Metallionen zusammensetzt (45).

Beim Einsatz metallischer Werkstoffe kommt es zu elektrochemischer
Korrosion, zur Freisetzung von Metallionen und chemisch aktiver Stoffe

weshalb deren Biokompatibilitat kritisch betrachtet werden muss (86).

Speziell richtete sich die Aufmerksamkeit in den letzten Jahren auf die
Metall-auf-Metall-Gleitpaarung. Dieser Gleitpaarungstyp wird bereits seit
Uber einem halben Jahrhundert eingesetzt und erlebte in den 1990er und
2000er-Jahren ein Wiederaufleben (8, 85). Zu diesem erneuten Einsatz
kam es durch die Annahme, dass die Metall-Gleitpaarungen eine hohere
Langlebigkeit und eine grol3ere Belastbarkeit aufweisen wirden (6). MoM-
Gleitpaarungen produzierten in Voruntersuchungen weniger Abrieb und
hatten gute tribologische Eigenschaften, deshalb wurde davon
ausgegangen, dass sie weniger Osteolysen auslésen wirden und damit
langer im Patienten verbleiben konnten (20). Basierend auf dieser
Annahme, wurden sie vor allem eingesetzt um jlungeren Patienten
Endoprothesen mit besonders langer Haltbarkeit anzubieten und durch

groRRere Huftkopfe das Luxationsrisiko zu senken (87).

Sehr bald wurde von Fallen mit schweren periprothetischen
Weichteilschaden berichtet, welche frih revidiert werden mussten und
auch das Revisions-Outcome deutlich verschlechterten (32). Bedingt
durch die hohen Abriebkonzentrationen beim Einsatz dieses
Gleitpaarungstypus fiel eine, im Vergleich zu Metall-auf-Polyethylen- oder
Keramik-auf-Keramik-Endoprothesen erheblich erhohte Finfjahres-
Revisionsrate auf (88, 89). Geh&auft wurde Uber unerwiinschte Reaktionen
im umliegenden Gewebe, so genannte ,adverse local tissue tissue
reactions“ (ALTRs) als Reaktion auf CoCrMo-Endoprothesen berichtet
(27, 89, 90).
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Zu den ALTRs werden Reaktionen in den periprothetischen Weichteilen
gezéahlt. Darunter fallen die Ausbildung von Pseudotumoren, peri-
prothetische Nekrosen und sterile lymphozytare Inflammationen, auch

LALVAL® — aseptic lymphocytic vasculitis-associated lesions genannt (91).

Die ALVAL setzt sich zusammen aus perivaskularen Infiltraten von T- und
B- Lymphozyten und Plasmazellen, hochendothelialen Venolen, massiver
Fibrinexsudation, der Akkumulation von Makrophagen, einer Infiltration
von eosinophilen Granulozyten und Nekrose (91).

Ein besonders hohes Auftreten von ALTRs wurde bei Metall-auf-Metall-
Endoprothesen beobachtet (90, 92). Das Vorkommen von ALTRs
beschrankt sich dabei nicht auf Metall-auf-Metall-Gleitpaarungen. Es
wurde ebenso, wenn auch deutlich seltener, Uber ALTRs bei den
konventionellen Metall-auf-Polyethylen-Gleitpaarungen berichtet (93-95).

Als weitere Form der Gewebereaktion wird die Metallose beschrieben.
Bezeichnet wird durch diesen Begriff die makroskopisch sichtbare
Verfarbung des periprothetischen Weichteilgewebes. Bei Patienten, die
eine Metallose aufweisen, konnte ein hoherer Verschlei3 an der
Endoprothese gezeigt werden, als bei Patienten ohne Verfarbung des um
die Prothese liegenden Gewebes (96).

Die entstandenen Metallpartikel bleiben jedoch nicht ausschlief3lich in der
Umgebung der Prothese, sondern sind ebenfalls in paraaortalen
Lymphknoten, Leber, Milz und Knochenmark nachgewiesen worden (46,
47, 97). Hauptsachlich wurden die Partikel in kleinen Zellaggregaten aus
Makrophagen lokalisiert (46, 47). Bei Untersuchungen nach Revisions-
operationen wurden hodhere Konzentrationen von Metallionen in der
Gelenkflussigkeit und auch im Serum nachgewiesen (98).

Der Zusammenhang mit der erhéhten Serum-Metallionenkonzentration
konnte aber nicht in allen Studien nachgewiesen werden (99-101). Das
Risiko des Auftretens von ALTRs bei MoM-Gleitpaarungen scheint zu
korrelieren, die klinische und prognostische Wertigkeit der

Serummetallspiegel bleibt umstritten (102).
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In Folge des vermehrten Einsatzes von Metall-auf-Metall-Gleitpaarungen
wurde immer haufiger von der Bildung von aseptisch lymphozytar
dominierten vaskulitischen Lasionen berichtet, die sich klinisch, einige
Jahre nach Implantation einer mit Metall-Metall-Gleitpaarungen in Form
von Weichteilwucherungen zeigen (39, 43, 103, 104). Von diesen
sogenannten Pseudotumoren waren junge Frauen besonders stark
betroffen (27, 33, 105).

Es wird geschéatzt, dass etwa 1% der Patienten mit Metall-auf-Metall-
Gleitpaarung innerhalb von 5 Jahren einen Pseudotumor entwickeln (27).
Im periprothetischen Gewebe zeigen sich dabei hauptséchlich
ausgedehnte Nekrosen und ein lymphozytares Infiltrationsmuster mit
Makrophagen (27, 31, 33, 106). Haufig kommt es zusatzlich zu einer
vermehrten Vaskularisierung und teilweise wurden Koagulationsnekrosen
nachgewiesen (31). Der genaue Ausldsemechanismus ist jedoch noch
nicht bekannt. Ausgegangen wird von einem multifaktoriellen Geschehen,
das einerseits durch eine toxische Reaktion auf erhdhten metallischen
Abrieb bedingt sein kann oder auch eine Hypersensitivitatsreaktion auf
eine  normale Abriebkonzentration darstellen kann (27, 39).
Immunhistologischen Untersuchungen von Pandit et al. legen nahe, dass
es sich bei der Ausbildung von Pseudotumoren um eine Typ IV

Immunantwort handelt (31).

Einen weiteren Faktor fur das Auftreten von ALTRS, stellt der individuelle
Unterschied bei der Empfindlichkeit auf VerschleiBprodukte der
Endoprothesen jedes einzelnen Patienten dar (42). Auch bei wenig
Endoprothesenabrieb wurden bei Patienten ALTRs beschrieben, was mit
einer Hypersensibilitat auf Metall in Verbindung gebracht wird (44, 103,
107).
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1.5.2. Metallionen

Der Abrieb von Metall-auf-Metall-Endoprothesen enthalt nicht nur die
Metallpartikel an sich, sondern auch deren oxidierte Formen, die
Metallionen (45). Fur die CoCrMo-Legierung scheint der Hauptkorrosions-
mechanismus eine passive Losung von Metallionen zu sein (86, 108).
Molybdan ist dabei in seiner metallischen Stufe sehr stabil, wohingegen
vor allem Kobalt, aber auch Chrom in ihrer oxidierten Form vorliegen (45,
109). Metallionen spielen eine wichtige Rolle bei der zellularen Reaktion
auf endoprothetischen Abrieb (110). Sie stehen, wie die Metallpartikel im
Verdacht, schmerzhafte periprothetische Weichteilreaktionen mit

Osteolysen und Implantatlockerung auszulésen (88).

Schon in den 1980er Jahren konnte gezeigt werden, dass Metallionen
nicht nur periprothetisch wirken, sondern auch in Lunge, Nieren, Leber und
Milz nachweisbar sind (111). Untersuchungen legen nahe, dass Kobalt-
und Chrom-lonen genotoxisch sowie zytotoxisch wirken und
Uberempfindlichkeits-reaktionen auslésen kénnen (87).

Die Eliminierung von Kobalt und Molybdan geschieht hauptsachlich tber
die Nieren, wo eine toxische Wirkung nachweisbar ist (48, 112). Chrom
neigt zu einer Akkumulation in verschiedenen Geweben des Korpers, fuhrt
aber hauptsachlich in der Niere zu einer Konzentration in den Epithelzellen
der proximalen Nierentubuli was zu einer Beeintrachtigung der
Nierenfunktion und zur Induktion tubulérer Nekrosen fuhren kann (48, 112,
113).

In den Osteozyten, den reifen Knochenzellen wurde gezeigt, dass Kobalt-
lonen in der Lage sind Nekrosen auszulésen und es gibt Hinweise darauf,
dass die osteogene Differenzierung, also die Ausbildung der
Knochenzellen von Vorlauferzellen, von Kobalt- und Chrom-lonen negativ
beeinflusst werden (45, 114). Zudem geht man von einer dosisabhangigen
Induktion der Mortalitat von Makrophagen und Ausbildung von Nekrosen
durch Kobalt- und Chrom-lonen aus (115, 116). Bei der Auslésung der

Zellmortalitat scheint Kobalt toxischer als Chrom zu reagieren (115).
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Um Patienten mit aseptischer Prothesenlockerung bei einer Metall-auf-
Metall-Gleitpaarung frih zu erkennen, wird die Messung von Metallionen
im Serum angewendet (101, 102, 117, 118). Vor allem in den USA und
Grofbritannien werden die systemischen Kobalt- und Chrom-
Konzentrationen als Surrogatmarker fir die Fehlfunktion von Metall-auf-
Metall-Endoprothesen verwendet (119). Bei erhdhten Metallionenspiegeln
wurde eine Korrelation mit klinischen Symptomen und radiologisch
sichtbaren, unerwinschten Reaktionen wie beispielsweise Osteolysen
gezeigt (96, 120-122). Viele, aber nicht alle Patienten mit unerwiinschten
Gewebereaktionen, den ALTRs, einschlief3lich derer die Pseudotumoren

entwickelten, zeigen hohe Verschlei3raten (123).
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1.5.3. Polyethylenpartikel

Ultrahochmolekulares Polyethylen (UHMWPE) ist ein technischer
Kunststoff, der seit Mitte der Sechziger Jahre mit groRem Erfolg in der
Medizin eingesetzt wird und lange Zeit das Material der Wahl fir
Totalendoprothesen der Hifte darstellte (10, 43, 84). Zu den positiven
Eigenschaften des UHMWPE z&hlt eine besonders hohe Festigkeit, eine
gute Belastbarkeit und ein niedriger Reibungskoeffizient (124). Das
Hauptproblem beim Einsatz von Polyethylen ist allerdings der starke
Verschleif3 und die sich daraus ergebend hohe Konzentrationen an Abrieb
(84).

Die Bildung grofl3er Abriebmengen sind mit periprothetischer Osteolyse
assoziiert (125). Die zyklische Belastung an den Gelenkoberflachen kann
zu Ermidungsbriichen, Delamination und Kristallisation von Polymeren
des Polyethylens fuhren (126, 127). Sauerstoff, der Uber Diffusion an die
Endoprothesen-Oberflachen gelangt, bewirkt eine fortschreitende
Oxidation des Polyethylens (125, 128, 129). Das wiederum fuhrt zu einem
Abbruch der Polymerketten und zur Veranderung des kristallinen Anteils
des Polymers was in einer Verschlechterung der mechanischen
Eigenschaften resultieren kann (125, 128, 129).

Der entstehende Polyethylenabrieb rekrutiert vorwiegend Makrophagen,
welche die Osteoklasten-vermittelte Resorption des periprothetischen
Knochen triggern, was dann zur Prothesenlockerung und schlie3lich zur
Revision der Prothese fuhren kann (130, 131). Die ausgeltste Reaktion
der Makrophagen ist dabei abhéngig von der Menge, der Gré3e und der
Konformation der entstandenen Abriebpartikel (132-134). Die Progression
der Osteolyse hangt zuséatzlich von der Integritat der Grenzflache des
Knochenimplantats ab (132). Jeder zuséatzliche Millimeter Verschleild
erhoht das Risiko einer Revision deutlich (131).

Die hohen Abriebmengen wurden auf multidirektionale Bewegungen, wie
sie in Gelenken herrschen, zurtickgefuhrt (135).
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Dadurch entstand die Idee der Quervernetzung, welche die Beweglichkeit
der UHMWPE-Polymere vermindern sollte (136). Durch Strahlungs-
guervernetzung des Polyethylens konnte dessen Abrieb reduziert werden
(130). Highly cross-linked polyethylenes (XLPEs) werden durch
Hochdosis-bestrahlung hergestellt, wobei die Erh6hung der Strahlendosis
mit einer verbesserten Verschlei3festigkeit des Polyethylens einhergeht
(137, 138). Die VerschleiBraten nehmen dementsprechend mit
zunehmender Strahlungsdosis drastisch ab, die Sattigungsdosis liegt hier
bei etwa 150 kGy (136, 139).

Der Einsatz von hoch quervernetztem Polyethylen (XLPE) hat insgesamt
die VerschleiReigenschaften der Polyethylene deutlich verbessert (138,
140).

-22.



2. Material und Methoden

2.1. Tierversuch

2.1.1. Vorbemerkung

Die im Kommenden beschriebenen operativen Tatigkeiten sowie die
Unterbringung der Tiere waren im Zeitraum April 2015 bis Oktober 2016
im Walter-Brendel-Zentrum fir experimentelle Medizin am Klinikum der
Universitat Minchen, Standort Grof3hadern lokalisiert. Genehmigt wurde
dies durch die Regierung von Oberbayern (Tierversuchsantrag AZ: 55.2-
1-54-2532-82.12). Alle am Tier durchgefiihrten MalRnahmen standen im

Einklang mit der Tierschutz-Versuchstierverordnung — TierSchVersV.

Die vorbereitenden und weiterfihrenden Schritte wurden im Labor fir
Biomechanik und Experimentelle Orthopadie der Klinik und Poliklinik fur

Orthopéadie, Physikalische Medizin und Rehabilitation durchgefihrt.

2.1.2. Versuchstiere

Bei den Tieren handelte es sich um weibliche Balb/C Mause mit einem
mittleren Alter von sieben Wochen. Sie wurden eigens fur Tierversuche
von der Charles River Wiga GmbH geziichtet (88 19 bis 24 TierSchVersV)
und verfugten jeweils Uber ein Gesundheitszeugnis. Es fand eine 14-
tagige Akklimatisation in der Tierhaltung statt. Nur Versuchstiere, die ein
unauffalliges Fress-, Putz- und Spielverhalten zeigten, wurden in die
Versuche aufgenommen und in die Untersuchungs- bzw. Kontrollgruppen
randomisiert. Diese Verhaltensweisen wurden zusammen mit
Gewichtskontrollen im Zeitraum der Versuche reevaluiert. Die Tiere

wurden in vier Gruppen a 10 Tiere unterteilt.
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Die Gruppenhaltung — vier Tiere pro Kafig — wurde bis zum Tag des
Versuchsstarts in Kafigen mit solidem Boden auf Einstreu und einem
zirkadianen Hell-Dunkel-Rhythmus eingehalten. Die Versorgung mit
ausreichend Trinkwasser und Nahrung wurde zu jedem Zeitpunkt
gewahrleistet. Wahrend der siebentdgigen Einzelhaltung war die
olfaktorische und akustische Kommunikation mit Artgenossen in
benachbarten Kafigen immer sichergestellt. Als Enrichment-MalRnahmen
wurden in jedem Kafig sowohl Nestmaterial aus Zellstoff, als auch
Unterschlupfmdglichkeiten bereitgestellt.

Die zugeordnete Nummerierung bei Versuchsstart behielt das
Versuchstier sowohl wahrend der in vivo Versuche, als auch fir die

weiterfihrenden Untersuchungen bei.

2.1.3. Versuchsmodell

1998 wurde von Veihelmann et al. ein Modell zur Darstellung der
Mikrozirkulation der Synovialmembran in murinen Kniegelenken fiur die
Untersuchung der rheumatoiden Arthritis entwickelt (141). Abgewandelt
von Zysk et al. wurde dieses Modell erstmals fir in vivo Untersuchungen
der inflammatorischen Reaktion auf Abriebpartikel von Endoprothesen
weiterentwickelt (142). Diese, von uns verwendete Methode am
Kniegelenk der Maus ermdglicht nicht nur eine Charakterisierung der
partikelinduzierten Entziindungsreaktion, sondern auch die Auswirkungen
der Partikel auf die Mikrozirkulation der Synovialmembran und auf die

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion.
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2.1.4. Partikelherstellung und -analyse

Metallpartikel

Im Rahmen des DFG-geforderten Gemeinschaftsprojektes lag die
Herstellung der Metallpartikel im Aufgabenfeld der Arbeitsgruppe
Biomechanik und Implantatforschung der Orthopéadischen Uniklinik
Heidelberg. Diese wurden durch dauerhafte artikulierende Belastungen
eines CoCr29Mo6-legierten Probekdrpers in einer Pin-on-Plate-
Prufeinheit erstellt (143). Die Partikelanalyse ergab eine mittlere GroRRe
der Metallpartikel von 61,25 nm £ 18,47 nm und eine Rundheit von 0,64 +
0,16. Die Form setzte sich aus 49% ovalen, 44% runden und 7%
nadelférmigen Metallpartikeln zusammen (144). Sowohl Durchmesser, als
auch Morphologie entsprechen dabei vergleichbarem Abrieb von

Endoprothesen im klinischen Einsatz (144).

Metallionen

Die Metallionen wurden ebenfalls von der Heidelberger Arbeitsgruppe
hergestellt. In einer Korrosionsmesszelle wurden hierfir solide
CoCr29Mo6-legierte Werkstoffproben in PBS zur Korrosion gebracht und
die Metallionenabgabe iiber ein elektrisches Potential forciert (143). Uber
eine hochauflésende, induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie
(HR-ICPMS) konnte der Gesamtmetallionengehalt (Kobalt, Chrom und
Molybdan) von 20,5 mg/l bestimmt werden (145). Die Zielkonzentration
von 200 pg/ll wurde mittels PBS eingestellt. Die Heidelberger
Arbeitsgruppe fuhrte zusatzlich eine Ultraspurenanalytik durch, bei
welcher sich der geltste Metallionengehalt aus 4,3 mg/L Chrom, 13,7 mg/L
Kobalt, 0,8 mg/L Molybdan und 1,7 mg/L Nickel zusammensetzte (145).
Zur Eliminierung adh&renter Endotoxine erfolgt eine Hitzeinkubation der

Metallionen-L6sung (143).
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Polyethylenpartikel

Die Rostocker Arbeitsgruppe aus dem Labor fur Biomechanik und
Implantattechnologie der Universitatsmedizin war fir die Generierung der
guervernetzten Polyethylenpartikel zustandig. Die Partikel wurden unter
standardisierten Bedingungen gemalf3 ISO Norm 14242-1 mit festgelegten
Bewegungszyklen in einem Hiuftabrieb-Simulator generiert [HUftabrieb-
simulator Type C3/1-08 bzw. Type C6/2-08, EndoLab® Mechanical
Engineering GmbH, Rosenheim, Deutschland]. Die Keramik-Polyethylen-
Gleitpaarungen bestanden im Huftkopfbereich aus Oxidkeramik [Al203,
Biolox® forte (28 mm), CeramTec GmbH, Plochingen, Deutschland] und
die Pfanneninserts aus sequentiell quervernetztem Polyethylen [X3™,
Stryker GmbH & Co. KG, Duisburg, Deutschland] (143).

Das Testmedium wurde dann fir die Analyse der generierten
Abriebpartikel dem Labor fir Biomechanik und orthopadische Forschung
der LMU Minchen tbergeben und durch Sauredigestion von organischen
Bestandteilen befreit (146). Es war davon auszugehen, dass sich in dem
Testmedium noch immer Endotoxine, also Lipopolysaccharide, die
Bestandteil gramnegativer Bakterien sind, befinden. Um deren
proinflammatorische Effekte auf die Versuchsergebnisse zu verhindern,
wurde fur die Eliminierung dieser Endotoxine die hausintern entwickelte

Methode von Paulus et al. angewendet (147).

Bei der Partikelanalyse konnten per Rasterelektronenmikroskopie nur
einzelne Uberwiegend runde, granulare, <1 um grof3e Partikel beobachtet
werden. Aufgrund dieser geringen Konzentration war eine weiterfihrende

Analyse der Partikel nicht mdglich.

Da der Bedarf des Gemeinschaftsprojekts mit dieser geringen
Partikelmenge nicht gedeckt werden konnte, musste auf industriell
generierte  UHMWAPE-Partikel umgestiegen werden. Die von
BioEngineering Solutions Inc. durchgeftihrte Partikelanalyse ergab in allen
Grol3enbereichen runde bis granulare Partikel, im Durchmesser 1,07 pum
grof3.
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2.1.5. Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau wurde zweizeitig realisiert. Am Tag 0 erfolgte die
intraartikulare Injektion. In den Kniegelenkspalt der Kontrollgruppe wurde
PBS injiziert, in jeweils zehn Versuchstiere pro Gruppe entweder
Polyethylenpartikel, Metallpartikeln oder Metallionen. Nach siebentagiger

Inkubationszeit fand die intravitalmikroskopische Untersuchung statt.

Vorbereitung und Narkose

An beiden Versuchstagen wurde zunéchst bei jedem Versuchstier das
Gewicht ermittelt. Zur Hypothermiepravention wurde die Maus auf einer
Warmeplatte bei kontinuierlicher rektaler Temperaturkontrolle (Zielwerte:
zwischen 36,5°C und 38,0°C) gelagert. AnschlielRend erfolgte die
Narkoseeinleitung in der Induktionsboxe durch 5%iges Isofluran und einer
Beimischung von 600 ml/min Sauerstoff Uber einen Vapor. Die Narkose
wurde per Gesichtsmaske durch ein Gasgemisch aus 1,2%igem Isofluran
mit Sauerstoff (Fi O2 35%) und Lachgas Uber den Vapor aufrechterhalten.
Dieses Mischverhaltnis wurde an den Bedarf des Tieres angepasst. Mittels
Applikation eines arteriellen Katheters und Drucktransducers am
proximalen Mauseschwanz-Drittel wurde der Blutdruck tberwacht.

Durch eine Dexpanthenol-Salbe (5%) wurde einer Austrocknung der
Augen wahrend der Narkose vorgebeugt.
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Tag 0 — Intraartikulare Injektion

Am Tag O folgte auf die bereits beschriebenen Schritte mit Hilfe eines
Standard-Messschiebers die Ermittlung der Grol3e der Maus und deren

Kniegelenk-durchmesser (Messgenauigkeit 0,01mm).

Nach der Identifikation der
Patellarsehne und des Knie-
gelenkspalts erfolgte die Injektion
von 50 ul Suspension uber eine
Mikrokanile (Abb. 9). Diese
Suspensionen wurden jeweils
von einem  ausgegliederten

Laboratorium auf Endotoxine

untersucht und fir endotoxinfrei

befunden. Die pro Maus Abb. 9: Intraartikulare Injektion von 50 pl der
o _ Suspensionen

applizierte Partikel-/ lonenmenge

orientierte sich an der Konzentration, die in der Gelenkfliissigkeit von

Patienten mit Endoprothesen bei Revisionsoperationen gemessen wurden

(98, 148).

Je nach Gruppe handelte es sich hierbei um:

e CoCr29Mo6 - Metallpartikel: 0,1 Vol.-% - 8,3 mg/ml|
e Metallionen 200 ugl/l

e UHMWPE 0,1 Vol.-%

e PBS-LOsung 0,1 Vol.-%

Vor der Applikation der CoCr-Metallpartikel und der UHMWPE-Partikel
wurden diese mittels Ultraschall dispergiert und desagglomeriert.

In einem Einzelk&fig in ruhiger, abgedunkelter Umgebung erwachte das
Tier aus der Narkose und wurde in konstanten Abstéanden auf regelmafige

Atmung, Kreislauf und Puls Gberwacht.
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Tag 7 — Intravitalmikroskopie

Nach der Durchfihrung der beschriebenen Schritte wurde fir die
Bewertung der Schwellung des murinen Kniegelenks die erneute Messung

des Kniegelenkumfangs durchgefihrt.

Fur die Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe und zur fortlaufenden
Vorbeugung einer Dehydratation durch isotone Kochsalzl6sung wurde ein
peripher vendser Zugang gelegt. Dies geschah uber die Katheterisierung
einer Schwanzvene mittels 0,4mm ID / 0,8mm OD
Polyethylenschlauch und Insulinnadeln. Unter
kontinuierlicher Kreislaufiuberwachung erfolgte in
45° fixierter Flexion die Prdparation des
Gelenkspalts. Nach der Desinfektion des
Operationsgebiets wurde der Hoffa Fettkorper,
der das Synovialgewebe auf der inneren
Gelenkoberflache enthélt, freigelegt (Abb. 10).

Der Zugangsweg war eine vertikale Hautinzision
mit horizontaler Durchtrennung des Ligamentum  app 10: Darstellung der

patellae um das Corpus adiposum infrapatellare, ~ ~ateliarsenne

Das Austrocknen des Praparats wurde durch Wasserimmersion, also
einer Unterspullung des Deckglases, welches auf die Haltevorrichtung des
Kniegelenks aufgelegt wurde, mit steriler isotoner Kochsalzlésung
vermieden. Ein Tropfen zusatzlicher Kochsalzlosung wurde auf das
Deckglas zur intravitalmikroskopischen Messung mittels Immersions-
objektiv des Auflichtmikroskops aufgebracht um maximal eine 550-fache
Gesamtvergrof3erung zu erreichen (149).

Durch die Applikation von Rhodamin 6G in einer Konzentration von 0,15
mg/kg Korpergewicht, geldst in einer sterilen Kochsalzldsung, wurden
Leukozyten fluoreszenzmarkiert und mit Hilfe des Filter-Sets 15
(Bandpass 546/12, Farbteiler 580, long pass 590, Anregungsbereich griin)

dargestellt.
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Es wurden pro Tier drei Videoaufnahmen a 30 Sekunden rhodamin-
kontrastiert erstellt. Dies ermdglichte, die definierten ZielgroRen der
vorbeikommenden (passing), rollenden (rolling), und adharenten (sticking)

Leukozyten sowie die Flussgeschwindigkeit festzuhalten.

Das Filter-Set 09 (Bandpass 450-490, Farbteiler 510, long pass 520,
Anregungsbereich blau) stellte, nach erfolgter Markierung mit dem
Plasmamarker Fluoresceinisothiocyanat (FITC) - Dextran in einer

Dosierung von 15 mg/kg Korpergewicht, das kapillare Netzwerk dar.

FITC-Dextran-kontrastiert wurden weitere dreimal 30 Sekunden lange
Videosequenzen aufgezeichnet. Dies diente der Messung der
funktionellen Kapillardichte (Functional capillar density — FCD) als Mal3 der

nutritiven Perfusion des Gewebes (150).

Videoauswertung der Intravitalmikroskopie

Die Auswertung der erstellten Aufnahmen wurde offline tber Caplmage™,
ein speziell fir computergesteuerte Bildanalyse in der Mikrozirkulations-

forschung entwickeltes Programm, vorgenommen.

Zunachst wurde der GefalRdurchmesser in Mikrometern ermittelt. Hier
wurden pro GefaR sechs Messungen des Abstands der gegen-

Uberliegenden Gefal3wande gemittelt.

Darauf folgte die Erhebung der intravasalen Blutflussgeschwindigkeit
anhand der Geschwindigkeit der Erythrozyten in der Mitte des jeweiligen

Gefalles.

Fur die Auswertung der leukozytdren Parameter wurden der Gruppe
,Passing” alle Leukozyten zugeordnet, die in der Geschwindigkeit des
Blutstromes durch das Gefald flossen. Leukozyten, die sich dagegen
langsamer als der Blutstrom fortbewegten und dabei mit der GefalRwand
interagierten, wurden als ,Rolling“ definiert. Als ,Sticking® galten Zellen, die

Uber die halbminitige Beobachtungszeit an der Endothelwand anhafteten.
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Die ,Zahl adharenter Zellen® stellte die Menge der gezahlten anhaftenden
Leukozyten die Uber den Aufnahmezeitraum, bezogen auf die Flache

(mm?) der endothelialen Oberflache, an einem Punkt anhangend waren,

dar:
Zeichenerkldrung:
. Sticking d = Gefdfsdurchmesser (um)
Anzahl adharenter Zellen = IxOxL 7 = Kreiskonstante (3,14)
L = Gefifdlinge (um)

Um die rollenden Leukozyten im Verhéltnis zu allen, durch das Gefal
kommenden, Leukozyten einzuordnen, wurde die Fraktion rollender

Leukozyten berechnet:

Rolling

Fraktion rollender Leukozyten = Rolling + Passing

Aus drei Gesichtsfeldern pro Tier wurde die funktionelle Kapillardichte
anhand der Lange der Kapillaren, die durch den Plasmamarker

wahrnehmbar wurde, gemessen.
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Serumgewinnung

Sich an den Empfehlungen der Gesellschaft fur Versuchstierkunde
orientierend (151), wurde zur Gewinnung des Mauseserums eine
intrakardiale Punktion an dem weiterhin narkotisierten Tier durchgefihrt.
In Ruckenlage wurde in der Medianlinie hinter dem Xiphoid gezielt
langsam punktiert um einem Herzkollaps vorzubeugen. So wurden 0,2 ml
Blut in eine heparinisierte Insulinspritze aufgezogen. Um das Serum von
den weiteren Blutbestandteilen zu trennen, wurde es fur zehn Minuten bei
1000-3000x g zentrifugiert, der Serumuberstand abpipettiert und in einem
geschlossenen Gefal3 bei -20 °C gelagert um Zytokinbestimmungen
anzuschlie3en, die Uber den Umfang der vorliegenden Arbeit hinaus

gehen.

Euthanasierung, Praparation und Fixierung

Darauf folgte die schmerzlose und sichere Euthanasierung des
Versuchstieres durch eine intrakardiale Uberdosis des Betaubungsmittels
Pentobarbital (0,5 ml).

Innerhalb von 20 Minuten nach Eintritt des Todes erfolgte die Desinfektion
der Maus mit 70%igem Ethanol und die Entnahme beider Kniegelenke
unter einer sterilen Sicherheitswerkbank. Fur die, im Grol3projekt
durchgefiihrten, immun-histochemischen Untersuchungen wurden
auBerdem Milz, Lungen, Leber und Nieren enthommen. Die ent-
nommenen Knie und Organe wurden anschlie3end in, mit 4-%igem

Formalin gefillten, EinzelgefalRen fixiert.
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2.2. Feingewebliche Untersuchung

2.2.1. Vorbereitung

Nach einer mindestens 24-stiindigen Formalinfixierung wurden die
murinen Knie fir vier Tage mit der speziellen Entkalkungslosung
Osteosoft® entkalkt. Die Paraffineinbettung der Praparate in
Einbettkassetten erfolgte zusammen mit der Entwasserung im
Entwasserungsautomaten. Zur Herstellung mikroskopischer Praparat-
schnitte von 2um Dicke wurde der Paraffinblock am Mikrotom geschnitten.
Mit dem Ziel der Reduktion der Oberflachenspannung und damit der
Verhinderung von Faltenbildung wurden die Schnitte auf ein 36°C warmes
Wasserbecken tUbertragen und anschliel3end auf Adhasions-Objekttrager
gezogen. Zur Trocknung der Gewebeschnitte wurden sie auf einen 75°C

warmen Objekttrager-Strecktisch gelegt.

2.2.2. HE-Farbung

Fir eine optimale mikroskopische Darstellung der Synovialmembran sind
ungefarbte Gewebeschnitte zu kontrastarm. Deshalb wurde eine
Hamatoxilin-Eosin-Ubersichtsfarbung nach Ehrlich an den angefertigten
Feinschnitten durchgefuhrt (152). Das Hamatoxylin farbt basophile
Strukturen wie beispielsweise die sauren Glykosaminoglykane des
Knorpels und die DNA im Zellkern blau (153). Eosin wird zur
Gegenfarbung verwendet und farbt die Gbrigen azidophilen Strukturen rot
an (153).

Die Schnitte wurden dafir, nach weiterem Trocknen im 60°C warmen
Trockenschrank, in Xylol entparaffiniert und durch eine absteigende
Alkoholreihe wieder in ein wassriges Milieu tberfihrt. Anschliel3end wurde
mit der jeweiligen Farblosung gefarbt und nach einer aufsteigenden

Alkoholreihe eingedeckt.
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2.2.3. Histologische Auswertung

Zur Qualifikation der inflammatorischen Aktivitat der injizierten
Suspensionen wurden die erstellten Gewebeschnitte histologisch
begutachtet. Pro Versuchstier wurde je ein reprasentativer HE-gefarbter
Gewebeschnitt des infiltrierten linken Kniegelenks, sowie des nicht

eingespritzten rechten Kniegelenks ausgewertet.

An dem digitalen Mikroskop M8 wurden mit der zugehoérigen Software die
Dicke der synovialen Membran und der Brackertz-Score (vgl. Tabelle 1)
ausgewertet (154). Zusatzlich erfolgte eine deskriptive Beurteilung der
Kniegelenkschnitte. Hier wurde das Augenmerk auf das Vorliegen von
Auffalligkeiten im Knochenmark, Veranderungen an der Epiphysenfuge,
kndcherne Umbauten, Infiltrate und Periostverdickungen gelegt (Abb. 11).

Die Dicke der synovialen Membran wurde an sechs definierten Punkten
gemessen. In der Sagittalebene lagen jeweils vier Punkte an der ventralen

und zwei Punkte an der dorsalen Kniegelenkflache.

Die gemessenen Werte beinhalteten die synovialen Deckzellen, das
lockere Bindegewebe mit Blut- und LymphgefalBen und Nervenfasern.

Nicht inkludiert wurde das perikapsulare Fett- und Muskelgewebe.

Zur Anwendung kam aufRRerdem der histopathologische Score, der
erstmals durch Brackertz et al. 1977 zur Graduierung einer
Gelenkentziindung  Verwendung fand. Der Schweregrad der
entztindlichen Reaktion wurde entsprechend des Ausmalies der Deckzell-
Hyperplasie, der Infiltration durch mononukledre Zellen und der
Pannusformation durch Werte von null bis vier beschrieben (154).
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Abb. 11:

Darstellung von

einem

unbehandelten murinen
inflammatorische Reaktion in HE-Farbung in 50-facher VergréRerung

MafRstab im Bild: 200um

Kniegelenk ohne

Erosion von
Gelenkknorpel
und sub-
chondralem
Knochen

Brackertz-

Score 0 1 2 3 4
Merkmal
Synoviale unauffallig |unaufféallig 2-3 =3 =3
Zellschicht Zellreihen | Zellreihen | Zellreihen
Mononukleére unaufféllig | vereinzelt | verstreut dichte dichte
Zellen Infiltration | Infiltration
Definierte Nein Nein Nein Ja Ja
Arthritis
Pannus mit Nein Nein Nein Nein Ja

Tabelle 1: Histopathologischer Score nach Brackertz et al. (154)
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2.3. Statistische Auswertung

Mit Hilfe des Programms SPSS Statistics wurde die statistische
Auswertung durchgefihrt. Aufgrund des begrenzten Stichprobenumfangs
von n=10 kann nicht automatisch von einer Normalverteilung
ausgegangen werden. Deshalb wurde als multivarianter Test fir
unabhangige Stichproben die Kruskal-Wallis-Analyse verwendet. Sich
daraus ergebende signifikante Ergebnisse (Signifikanzniveau p < 0,05)
zwischen den Versuchsgruppen wurden als Post-hoc-Test durch multiple
paarweise Mann-Whitney-U-Tests Uberprift. Hierbei wurde mit Hilfe der
Bonferroni-Korrektur eine  Alphafehler-Kumulierung bei  multiplen
Vergleichen neutralisiert. Dadurch ergab sich ein adjustierter
Signifikanzwert von p* < 0,0083. Mit einem Stern * wurden signifikante
Werte gekennzeichnet.

Die Angabe des Mittelwerts ,MW® erfolgte plus / minus des
Standardfehlers ,SEM®. Als statistisch signifikant gilt im Folgenden der

adjustierte Signifikanzwert nach Bonferroni von p* < 0,0083.

Fur die Ubersichtlichere Darstellung der Ergebnisse wurde auf

Abklrzungen der Gruppennamen zurtickgegriffen:

e PBS = Kontrollgruppe mit phosphatgepufferter
Salzlésung

e (UHMW)PE = (ultrahochmolekulargewichtiges) Polyethylen

o Mi = Metallionen

e MP = Metallpartikel

Die grafische Darstellung der Werte erfolgte durch Box-Plots und

Balkendiagramme.
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2.4. Materialliste

Produkt

Hersteller

Balb/C-Mause

Charles-River-Wiga GmbH, Sulzfeld,
Deutschland

Datenbank zur Erfassung
der Zucht und Haltung von

Versuchstieren: Tier-Base

T.Base license version TBv570b99,
Universitat Heidelberg, Heidelberg,
Deutschland

Tiernahrung

Ratte/Maus-Haltung,

Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest,

Deutschland

Extrudat
UHMWPE Continuum Blue Ltd, Cardiff, UK
Laborwaage Mettler-Toledo GmbH, Giel3en,

Deutschland

Messschieber 150mm

Mitutoyo Deutschland GmbH, Neuss,
Deutschland

OP-Tisch Heizplatte

KE-Geratebau Effenberger, Pfaffing,

Deutschland

Temperatursonde

Hugo Sachs, Elektronik — Harvard
Apparatus GmbH, March-Hugstetten,

Deutschland

arterieller Katheter

SIMS Portex Ltd, Smith Medical, Kent,
UK

Drucktransducer

Sirecust 300 D, Siemens AG, Miinchen,

Deutschland

Drager Isofluran-Vapor

Dragerwerk AG Co.KgaG, Libeck,
Deutschland

Forene ® Isofluran

Abbott GmbH Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland

Dexpanthenol-Salbe 5%
Bepanthen®-Augensalbe

Bayer Vital GmbH, Leverkusen,

Deutschland

Ultraschall-Homogenisator
LABSONIC® M

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
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Ultraschallbad: Bandelin
Sonorex Super RK510H

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,

Berlin, Deutschland

Einmalkanulen
STERICAN (Gauge 27)

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Polyethylenschlauch
(Portex ® Polyethylen-
Tubing 0,4 mm ID/0,8 mm
OD)

Smith Medical International Ltd., Kent,
UK

isotone Kochsalzlésung

Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Deckglas

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,

Deutschland

PBS Dulbecco

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Mikrokanile (Gauge 33)

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Endotoxintestung

Lonza Verviers Sprl, Verviers, Belgien

Hautdesinfektionsmittel
Cutasept

Bode Chemie, Hamburg, Deutschland

Rhodamin 6G

Sigma Aldrich Chemie GmbH Steinheim,

Deutschland

Fluoresceinisothiocyanat-

Dextran

Sigma Aldrich Chemie GmbH Steinheim,

Deutschland

Immersionsobjektiv
Archoplan 20 x / 0,5 W

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Auflichtmikroskop
Axiotech Vario 100HD

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Videozeitgenerator
VTG - 33

FOR-A Company Ltd., Tokio, Japan

Digitaler
Videokassettenrecorder
DSR-45P

Sony Europe Ltd., Berlin, Deutschland

Videobildschirm
PVM-20M2MDE

Sony Europe Ltd., Berlin, Deutschland
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Videokassetten: Panasonic

Digital Video Cassette

AY-DV124AMQ, Panasonic Deutschland,

Hamburg, Deutschland

Caplmage™

Dr. Zeintl Ingenieurbtro, Heidelberg,
Deutschland

Heparin-Natrium 25000
l.E:

ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Zentrifuge

Elmi Skyline

ELMI Ltd laboratory equipment, Riga,
Lettland

Gefrierschrank -20°C:

Liebherr Premium No Frost

Liebherr-International Deutschland
GmbH, Biberach an der Rif3, Deutschland

Pentobarbital Narcoren

Merial GmbH, Hallbergmoos,

Deutschland

Buprenorphin

Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland

Ethanol 70% (vollstandig
vergallt mit Methylketon)

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU,

Minchen, Deutschland

Sterile
Sicherheitswerkbank

LaminAir

Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland

Neutral gepufferte

Formaldehydlésung 4%

Microcos Products GmbH, Garching,

Deutschland

Caplmage™

Dr. Zeintl, Ingenieurbiro, Heidelberg,

Deutschland

Knochenentkalkung

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Osteosoft®
Entwasserungsautomat Thermo Shandon GmbH Frankfurt,
Hypercenter XP Deutschland

Einbettkassetten

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Paraffinausgiel3station
Leica EG 1160

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland

Rotationsmikrotom
Leica RM2255

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

Microtom Blade
N35HR-pfm

Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka,

Japan
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Wasserbad
GFL 1052

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
GmbH, Burgwedel, Deutschland

Adhasions-Objekttrager
SuperFrost® Ultra Plus

Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel
B.V. & Co. GK, Braunschweig,

Deutschland

Objekttrager-Strecktisch

MEDAX GmbH Co.KG, Rendsburg,

Typ 12801 Deutschland

Trockenschrank BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland

FED 53

Farbekuvetten Wagner & Munz GmbH, Minchen,
Deutschland

Abzug Kottermann GmbH & Co KG, Uetze,

2-453-DAND Deutschland

Ethanol 96% vollstandig
vergallt mit Methylketon

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU,
Munchen, Deutschland

Ethanol 99% vergallt mit
1% Petrolether

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach
a. Inn, Deutschland

Xylol reinst >98%

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach

a. Inn, Deutschland

Mayer's Hematoxylin

Solution

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Eosin Y Solution

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

M8 Microscope and

Scanner

PreciPoint GmbH, Freising, Deutschland

Software Mikroskop:

PreciPoint software

PreciPoint GmbH, Freising, Deutschland

IBM SPSS Statistics 23

IBM Deutschland GmbH, Ehningen,

Deutschland
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3. Ergebnisse

3.1. Gewichtsdifferenz

Die Versuchstiere wogen zwischen 18 g und 25 g. Sieben Tage nach
Injektion der jeweiligen Suspensionen kam es Uber alle Gruppen hinweg
zu keiner signifikanten Veranderung des Kérpergewichts (p = 0,979) (Abb.
12).

Gewichtsentwicklung zwischen Tag 0 und Tag 7

1

1

Gewichtsentwicklung zwischen Tag 0 und Tag 7 [g]

-30 T T T T

Partikelgruppe

Abb. 12: Darstellung der Gewichtsdifferenz in Gramm der Versuchstiere zwischen dem
Tag der Injektion und dem Zeitpunkt der intravitalmikroskopischen Untersuchung (Tag 7)

-41 -



3.2.  Kniegelenkdurchmesser

Der Vergleich der Mittelwerte aus der Differenz  des
Kniegelenkdurchmessers vor der Einspritzung und sieben Tage nach der
Injektion ergab eine signifikante Zunahme in der Gruppe der Metallpartikel
(MW 0,6 mm £ SEM 0,2 mm; p* < 0,001) und der Metallionen (MW 0,2 mm
+ SEM 0,1 mm; p* = 0,002) im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (MW 0,0
mm £ SEM 0,10 mm) (Abb. 13).

Dagegen ergab sich keine signifikante Zu- oder Abnahme des
Kniegelenkdurchmessers nach der Injektion von Polyethylenpartikeln (MW
0,1 mm = SEM 0,0; p = 0,218) verglichen mit der Kontrollgruppe.

Auf Metallpartikel reagierten die Tiere mit einer signifikant starkeren
VergroBerung von dem Durchmesser der murinen Kniegelenke,
verglichen mit der Reaktion auf Polyethylenpartikel (p = 0,004) (Abb. 13).

Bei dem Vergleich der Zunahme der Kniegelenksdicke zwischen der
Metallpartikel- und der Metallionengruppe bestand die Tendenz flr eine
starkere Reaktion auf Metallpartikel. Es wurde mit p = 0,043 aber kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen nachgewiesen (Abb.
13).

Ebenso tendierten die M&ause nach der Injektion von Metallionen im
Vergleich zu Polyethylenpartikeln ohne Signifikanz zu einer Zunahme des
Kniegelenkdurchmessers (p = 0,043) (Abb. 13).
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Zunahme des Kniegelenkdurchmessers
0,8

0.7 [ p = 0,004 |

06 signifikant

0,5
p = 0,043

0,4

[mm]

0,3 ,

Mittelwert

0,2

0,1
0,0 L ﬁ
PBS PE MI* MP*
Mittelwert [mm] 0,0 0,1 0,2 0,6

*p<0,0083 Gruppe

Abb. 13: Mittelwertvergleich der Differenz des Durchmessers des murinen Kniegelenks
vor, sowie sieben Tage nach Injektion der entsprechenden Suspension/PBS

n=10
* = signifikant gegentber der Kontrollgruppe (p < 0,0083)

[ | = Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen den verbundenen Gruppen
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3.3. Intravitalmikroskopische Ergebnisse

3.3.1. Fraktion rollender Leukozyten

Bei der Messung der Fraktion rollender Leukozyten, wie in Abb. 15 und
Abb. 16 bildlich dargestellt, zeigt sich ein deutlich signifikanter Anstieg
jeweils nach der Injektion von Polyethylenpartikein (MW 0,32 + SEM
0,012; p* < 0,001) und Metallpartikeln (MW 0,32 £ SEM 0,016; p* < 0,001)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (MW 0,20 + SEM 0,019) (Abb. 14).

Wie in Abb. 14 dargestellt, unterscheidet sich die Fraktion der rollenden
Leukozyten sieben Tage nach der Injektion von Metallionen (MW 0,22 *
SEM 0,012; p = 0,190) nicht signifikant von der PBS-Kontrollgruppe.

Die Reaktion auf Metallpartikel und Polyethylenpartikel ist &hnlich stark
ausgepragt (p = 1,00).

Die Fraktion rollender Leukozyten fiel in der Gruppe der Metallionen

signifikant geringer als in der Metallpartikel- (p < 0,001) und in der
Polyethylenpartikelgruppe (p < 0,001) aus.
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Mittelwertvergleich Fraktion rollender Leukozyten

N1 R EEEEEEEEEEEEE
Q
& 035 signifikant """
@
g 030 -""""""""""crToos T Tt T Eon
o
0,2
=
-8B
IR T e R
I I I I
FBS FE* M| MP *
*p < 0,0083 Partikelgruppe

Abb. 14: Mittelwertvergleich der Fraktion rollender Leukozyten mit signifikanten

Ergebnissen der Polyethylenpartikel- und der Metallpartikelgruppe gegeniuber der
Kontrollgruppe

n =10, ° = Ausreil3er
* = signifikant gegentber der Kontrollgruppe (p < 0,0083)

= Irrtumswabhrscheinlichkeit zwischen den verbundenen Gruppen
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im Blutstrom
flieBender Leukozyt
"Passing" —_—D

GefalRwand

rollender
. ll__eukozyt

+ "Rolling"

Abb. 15: Intravitalmikroskopische Darstellung eines Fluoreszenz-markierten intravasal
rollenden Leukozyten. Die GefaBwand wurde nachtraglich zur besseren Sichtbarkeit
nachgezeichnet [IrfanView, Irfan Skiljan, Wiener Neustadt, Osterreich].

MafRstab im Bild 50 pm.

Abb. 16: Intravitalmikroskopische Darstellung eines Fluoreszenz-markierten intravasalen
rollenden Leukozyten. Die GefaBwand wurde nachtraglich nachgezeichnet [IrfanView, Irfan
Skiljan, Wiener Neustadt, Osterreich]. Maf3stab im Bild 50 pum.

A: Aufnahmestart
B: nach 17 Sekunden
C: nach 27 Sekunden
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3.3.2. Zahl adharenter Zellen

Tendenziell nahm in der Metallpartikel- (MW 20,5 + SEM 4,8; p = 0,019)
und der Polyethylenpartikelgruppe (MW 11,8 £ SEM 1,6; p = 0,043) die
Zahl der adharenten Zellen im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (MW 8,2
+ SEM 0,88) zu (Abb. 17). Eine statistische Signifikanz ergab sich mit

einem Bonferroni-korrigierten Signifikanzniveau von p* < 0,0083 nicht.

Es wurde keine vermehrte Anzahl anheftender Leukozyten in der Gruppe
der Metallionen (MW 5,1 £+ SEM 1,4; p = 0,123) verglichen mit der
Kontrollgruppe beobachtet (Abb. 17).

Nach der Injektion von Metallpartikeln und Polyethylenpartikeln kam es zu

einer &hnlich grofen Zunahme der adharenten Zellen (p = 0,190).

Im Vergleich zur Reaktion auf Metallionen konnte in der Gruppe der
Metallpartikel signifikant (p = 0,002) und der Polyethylenpartikel (p =
0,009) tendenziell htéhere Zahlen adharenter Zellen nachgewiesen

werden.
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Zahl adharenter Zellen

=T e e e T A
[ p=0,190 |
g O e |
2 . .. S I
T 3 " p=o0009 !
= o
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o [ | | |
FBS FE Ml MF
*p<00083 Partikelgruppe

Abb. 17: Mittelwertvergleich der Zahl der adharenten Zellen der Versuchsgruppen ohne
signifikante Ergebnisse

n =10, ° = Ausreil3er

* = signifikant gegentber der Kontrollgruppe (p < 0,0083)

| = Irrtumswabhrscheinlichkeit zwischen den verbundenen Gruppen
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3.3.3. Flussgeschwindigkeit

Die Flussgeschwindigkeit innerhalb der untersuchten Gefal3e nahm, wie
in Abb. 18 ersichtlich, nach der Injektion der Abriebsuspension Uber alle

Gruppen hinweg ab.

Eine signifikant verringerte mittlere Flussgeschwindigkeit wurde am
deutlichsten in der Gruppe der Metallpartikel (MW 5,52 + SEM 0,30; p =
0,005), gefolgt von der Polyethylenpartikelgruppe (MW 4,79 £ SEM 0,18;
p = <0,001) im Vergleich zu der PBS-Kontrollgruppe (MW 7,17 + SEM
0,32) gezeigt.

Bei dem Vergleich der Metallionengruppe (MW 6,78 + SEM 0,50; p =
0,393) mit der PBS-Kontrollgruppe konnte keine signifikant unter-
schiedlichen Flussgeschwindigkeiten gemessen werden.

Bei der Gegenuberstellung der einzelnen Suspensionsgruppen
untereinander wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen Materialien nachgewiesen (p = 0,009). Weder fur den
Vergleich der Polyethylenpartikel- mit der Metallionengruppe (p = 0,01),
noch der Metallpartikel- und Polyethylenpartikelgruppe (p = 0,123) oder
der Metallpartikel- und Metallionengruppe (p = 0,063) ergab sich eine
signifikante Differenz in der Flussgeschwindigkeit (Abb. 18).
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Abb. 18: Mittelwertvergleich der mittleren Flussgeschwindigkeit in Millimeter pro Sekunde
in den untersuchten GefalRen der Abriebgruppen

n =10, ° = Ausreil3er
* = signifikant gegentber der Kontrollgruppe (p < 0,0083)
| = Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen den verbundenen Gruppen

-850 -



3.3.4. Funktionelle Kapillardichte

In Abb. 19 und Abb. 20 wird deutlich, dass die Injektion von
Abriebsuspensionen gegentber der PBS-Injektion der Kontrollgruppe zu

einer Zunahme der funktionellen Kapillardichte gefihrt hat (p = 0,003).

Verglichen mit der Reaktion auf die Kontrollgruppe (MW 38,4 =

+ SEM 8,5 =%) konnte in der Polyethylenpartikelgruppe (MW 50,9 == +

SEM 6,53 ==; p = 0,003) eine signifikante Zunahme der funktionellen
Kapillardichte gezeigt werden. Tendenziell nimmt diese auch in der
Metallpartikelgruppe (MW 45,6 = + SEM 3,87 =; p = 0,023) zu, eine

C

statistische Signifikanz mit Bonferroni-Korrektur p* < 0,0083 wurde in
dieser Gruppe nicht erreicht.

Die Kapillardichte der murinen Knie nach Injektion der Metallionen zeigte
gegenuber der PBS-Kontrollgruppe keine signifikante Zunahme (MW 41,3
.+ SEM 5,05 Z%; p = 0,247).

cm? —

Eine signifikant starkere Zunahme der Kapillardichte wurde bei der
Intravitalmikroskopie der Polyethylenpartikelgruppe im Vergleich zur

Metallionengruppe nachgewiesen (p= 0,007)

Vergleicht man die Metallionen- und Metallpartikelgruppe miteinander,
tendiert die Metallpartikelgruppe ohne Signifikanz zu einer gréReren

Zunahme der funktionellen Kapillardichte (p = 0,035).

Zwischen der Metallpartikel- und der Polyethylenpartikelgruppe wurde
kein Unterschied gemessen (p = 0,123).
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Abb. 19: Mittelwertvergleich der funktionellen Kapillardichte der Abriebgruppen in
Zentimeter pro Quadratzentimeter

n=10
* = signifikant gegentber der Kontrollgruppe (p < 0,0083)

= Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen den verbundenen Gruppen

Abb. 20: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der entzindlich erhdhten
Kapillardichte mit Kontrastverstarkung durch FITC-Dextran (Auflichtmikroskop Axiotech
Vario 100HD, Immersionsobjektiv Archoplan 20 x / 0,5 W

A: Ubersichtsaufnahme, MaRstab im Bild 50 pm.

B: Mit Pfeilen markierte Kapillaren und intrakapillare Leukozyten in der Vergroéf3erung
Mafstab im Bild 30 um.
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3.4. Histologische Ergebnisse

3.4.1. Histopathologischer Score nach Brackertz

Der Vergleich der, mit Hilfe des histopathologischen Scores nach
Brackertz et al (154) ermittelten Inflammation ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen den Abriebgruppen und der PBS-Kontrollgruppe
(MW 0,8 £ 0,3 SEM), was in Abb. 21 zur Darstellung kommt.

Der histopathologische Score nahm signifikant in der Metallpartikel-, (MW
3,6 + SEM 0,2; p* < 0,001), der Polyethylenpartikel- (MW 2,5 £ SEM 0,2;
p* = 0,002) und der Metallionengruppe (MW 2,3 £ SEM 0,2; p* = 0,003)

ZU.

Nach der Injektion von Polyethylenpartikeln kam es im Vergleich zur
Metallionengruppe zu einer &hnlich starken Zunahme des inflamma-

torischen Scores (p = 0,481).

Die histopathologisch gemessenen Reaktionen auf Metallpartikel war
gegenuber der Reaktion auf Metallionen (p = 0,001) und Polyethylen-
partikel (p = 0,003) signifikant groRer.
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Abb. 21: Vergleich der Mittelwerte des histopathologischen Scores der Abriebgruppen
mit der PBS-Kontrollgruppe

n=10
* = signifikant gegentber der Kontrollgruppe (p < 0,0083)

= Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen den verbundenen Gruppen
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3.4.2. Mittlere Synovialmembrandicke

Die Vermessungen der synovialen Membran ergab, wie aus Abb. 22
ersichtlich wird, eine signifikante Zunahme der Membrandicke verglichen
mit der PBS-Kontrollgruppe (MW 14,57 pym + SEM 3,3 pum) Uber alle
Abriebgruppen hinweg.

Die grofdte signifikante Proliferation der synovialen Membran zeigte die
Versuchsgruppe nach der Injektion von Metallpartikeln (MW 187,3 um %
SEM 44,4 um; p* < 0,001). Deutlich zu sehen ist dies im HE-gefarbten
histologischen Schnitt (Abb. 23 D). Die Reaktion auf Polyethylenpartikel
(MW 46,8 um £ SEM 7,1 pm; p* < 0,001) und Metallionen (MW 41,3 um %
SEM 3,9 um; p* <0,001), abgebildet in Abb. 23 B und C, war ebenfalls
signifikant starker als die der Vergleichsgruppe. Untereinander war die
verstarkte Proliferation der Synovialmembran beider Gruppen aber

vergleichbar ausgepragt (p = 0,912) (Abb. 22).

Die Metallpartikelgruppe reagierte verglichen mit der Metallionen-
(p = 0,003) und Polyethylenpartikelgruppe (p = 0,004) mit einer signifikant

proliferierten Synovialmembran (Abb. 22).

-55 -
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Abb. 22: Vergleich der Mittelwerte der mittleren Synovialmembrandicke in um
n =10, ° = Ausrei3er

* = signifikant gegentber der Kontrollgruppe (p < 0,0083)

[ = Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen den verbundenen Gruppen
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Abb. 23: Fokus auf die Reaktion der Synovialmembran (Pfeile, S) der HE-geféarbten Kniegelenke
sieben Tage nach Injektion der jeweiligen Suspension

jeweils 200-fache Vergrof3erung, Maf3stab im Bild: 100pm
A: PBS: unauffallige Synovialmembran

B: PE: maRig stark proliferierte Synovilamembran

C: MIl:  méaRig stark proliferierte Synovilamembran

D: MP: massiv proliferierte Synovialmembran

S = Synovialmembran; F = Femur; M = Meniskus; KM = Knochenmark; K = Kapsel
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3.5. Deskriptive histologische Auswertung

Bei der Auswertung der histologisch gefarbten Praparate erfolgte eine

deskriptive, qualitative Beurteilung der Kniegelenke.

Wie aus Abb. 24 hervorgeht, zeigte kein Kniegelenk der PBS-
Kontrollgruppe  histologische  Auffalligkeiten, wahrend in den
Versuchsgruppen unterschiedliche qualitative Veranderungen zu

erkennen waren.

Histologische Auffalligkeiten

=
o
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9
o ° ’/
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B 4
)
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2 % 1 1
1
0 O 0 0 0 0 O
) B
Anomalien der Veranderung der Periostverdickung Infiltrat
Knochenstruktur Epiphysenfuge

PBS #PE BMI mMP
Abb. 24: Beobachtungen bei der Auswertung der histologisch geféarbten Préparate der

Kniegelenke
n=10
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In Abb. 25 ist die unaufféllige Synovialmembran der Kontrollgruppe mit
Pfeilen gekennzeichnet. Die kndécherne Femur- und Tibiastruktur war in
allen untersuchten murinen Knien erhalten und klar begrenzt, das Periost
zeigte sich unauffallig schlank und nicht hyperplastisch konfiguriert. Auch

an den Epiphysenfugen traten keine Strukturabweichungen auf.

Abb. 25: murines Kniegelenk der Kontrollgruppe mit unauffalliger synovialer Membran (Pfeile)
sieben Tage nach Injektion von PBS

Maf3stab im Bild: 200pum, VergréRerung: 50-fach, HE-Farbung
M = Meniskus; P = Periost; EF = Epiphysenfuge
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Bei den Versuchstieren sieben Tage nach der Injektion von
Polyethylenpartikeln wurde, wie in Abb. 26 mit Pfeilen markiert,

proliferiertes Synovialgewebe nachgewiesen.

200 ym

Abb. 26: murines Kniegelenk mit maRig stark proliferierter synovialer Membran (Pfeile)
sieben Tage nach Injektion von Polyethylenpartikeln

Malfstab im Bild: 200um, Vergrof3erung: 50-fach, HE-Farbung

M = Meniskus

Im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen und zur Kontrollgruppe
(Abb. 24) fielen bei sieben der zehn Tiere aus der Polyethylen-
partikelgruppe Anomalien der Knochenstruktur auf (Abb. 27, Pfeil). Die
metaphysare Kortikalis erschien aufgelockert und wies keine Kklare
Begrenzung mehr auf. Bei einem Tier wurde zusatzlich eine Periost-
verdickung beobachtet (Abb. 27).
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Abb. 27: ossare Veranderungen (Pfeil) und Auflockerung der metaphysaren Kortikalis
sowie Proliferation des Periosts (Pfeil P) als Reaktion auf Polyethylenpartikel

A: 100-fache VergroéfRerung, Maf3stab im Bild: 200 um
B: 200-fache Vergrof3erung, MafRstab im Bild: 100 pum

S = Synovia; P = Periost; M = Meniskus; KM = Knochenmark; K = Kapsel
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Wie in Abb. 28 mit Pfeilen dargestellt, wurde in der Gruppe nach
intraartikularer Metallionen-Injektion ebenfalls eine Proliferation der
synovialen Membran nachgewiesen.

Abb. 28: murines Kniegelenk mit synovialer Membran (Pfeile) sieben Tage nach der
Metallionen-Injektion

Maf3stab im Bild: 200um, 50-fache VergroRerung, HE-Féarbung
M = Meniskus, K = Kapsel

Bei einem einzelnen Versuchstier wurden zusatzlich sowohl Auffélligkeiten
an der Epiphysenfuge (Pfeil Abb. 29 A/B), als auch Anomalien der
Knochenstruktur festgestellt (*Pfeil Abb. 29 A/C). Wie in Abb. 24

dargestellt, reagierte ein weiteres Tier mit kndchernen Auffalligkeiten.
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Abb. 29: murines Kniegelenk nach intraartikulére Injektion von Metallionen mit

Veranderung der Struktur der Epiphysenfuge (Pfeil) und Auffalligkeiten im
subchondralen Knochen (* Pfeil)

A: VergréRerung 50-fach, MaR3stab im Bild: 200 pum
B: VergroRerung: 100-fach, MaRRstab im Bild: 200 um
M = Meniskus; S = Synovia; Musk = Muskulatur; KM = Knochenmark
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Insgesamt reagierten die Versuchstiere am deutlichsten auf Metallpartikel
(Abb. 24). Neben der starken Reaktion der Synovialmembran auf die
Metallpartikel (Abb. 30), fielen in dieser Gruppe vor allem
Periostverdickungen (Abb. 32, Abb. 34) auf, die in neun der zehn
Versuchstiere beobachtet werden konnten. Auf3erdem wurden veranderte
Knochenstrukturen (Abb. 32), Verdnderungen an den Epiphysenfugen
(Abb. 33 Pfeil) und Infiltrate (Abb. 34) beobachtet.

In der Betrachtung der HE-gefarbten Praparate der Metallpartikelgruppe
konnten lichtmikroskopisch Metallpartikel im Bereich der proliferierten
Synovialmembran nachgewiesen werden (Abb. 30 A und B).

Abb. 30: murines Kniegelenk mit pseudotumorartig proliferiertem Synovialgewebe
(Pfeile) sieben Tage nach der Injektion von Metallpartikeln

MafRstab im Bild: 200pum, 50-fache VergrofRerung, HE-Farbung

M = Meniskus
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Abb. 31: abgelagerte Metallpartikel (z.T. mit Pfeil markiert) in der proliferierten
Synovialmembran der Metallpartikelgruppe

A: VergréRerung: 200-fach, MaR3stab im Bild: 50 um
B: Bildausschnitt mit mikroskopischer VergréRerung: 630-fach, Mal3stab im Bild: 20um
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Abb. 32: Anomalien der Knochenstruktur mit Demarkation zwischen Kortikalis und
Synovialgewebe (Pfeil) bei starker entziindlicher Reaktion der Synovialmembran (S) auf
Metallpartikel

A: 100-fache VergréfRerung, Maf3stab im Bild: 200 um
B: 200-fache Vergrof3erung, MaRRstab im Bild: 100 pum

S = Synovia; M = Meniskus; E: Epiphyse; KM = Knochenmark; T = Trabekel
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Abb. 33: Entkernte Zone (Pfeil) in der Epiphysenfuge sowie Periostverdickung (P) und
entzundliche Synovialveranderung (S) in der Gruppe der Metallpartikel

A: 50-fache Vergrofl3erung, MaRstab im Bild: 200 pm
B: 200-fache Vergrof3erung, Malfistab im Bild: 100 um
S = Synovia; KM = Knochenmark; P = Periost; SM = Skelettmuskel; T = Trabekel
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Abb. 34: Intraossares Infiltrat (Pfeil) und inflammatorische Periostveranderungen (Pfeil P)
in einem murinem Kniegelenk nach der Injektion von Metallpartikeln

A: 50-fache Vergro3erung; Malstab im Bild: 200 um
B: 100-fache VergroRerung,  Malstab im Bild: 200 um
SM = Skelettmuskel; S: Synovia; P = Periost; K: Kapsel; F = Femur; Tibia

-68 -



4. Diskussion

Der kunstliche Hiftgelenkersatz ist ein etabliertes Verfahren zur
Wiederherstellung der Mobilitdt und zur Verbesserung der Lebensqualitat
bei Patienten mit schwerer Arthrose oder periartikularen Femurfrakturen
(45). Wenn in der Hiftendoprothetik beide Artikulationsflachen des
Implantats aus einer Kobalt-Chrom-Molybdan (CoCrMo)-Legierung
bestehen, nennt man diese Metall-auf-Metall-Endoprothesen. Sie kdnnen
als Total-Endoprothesen oder Hiftkappenprothesen eingesetzt werden.
Vor allem letztere waren bei jingeren Patienten Uber langere Zeit das
Implantat der Wahl (23, 155), da man von den guten tribologischen
Eigenschaften Uberzeugt war und ein geringeres Verschleil3profil
erwartete (155, 156). Die Huftkappenprothese, die knochenschonendere
Variante, bei der der Huftkopf nicht entfernt, sondern Uberkront wird, hat
im Vergleich zur Total-Endoprothese den entscheidenden Nachteil, dass
die tribologische Flache erheblich gréf3er ist und damit einhergehend mehr
Abrieb produziert wird (4, 156). Nach der Wiedereinfiihrung diesen MoM-
Gleitpaarungen wurde wegen der Produktion von sehr feinen
Abriebteilchen und der Entstehung von reaktiven Kobalt- und Chrom-
lonen bald Bedenken laut (103, 157). Unerwiinschte Reaktionen (adverse
local tissue tissue reactions oder ALTRs) auf die Abriebprodukte
metallischer Oberflachen sind der haufigste Grund fir Revisions-
operationen nach einem Oberflachengelenkersatz an der Hifte und die
Notwendigkeit fir Revisionen ist, laut Studien der britischen
Aufsichtsbehdrde fur Medizinprodukte und Produkte der Gesundheits-
fursorge bei Metall-auf-Metall-Endoprothesen, inakzeptabel haufiger, als
bei anderen Gleitpaarungen (10, 45, 158). Pseudotumorahnliche peri-
prothetische Gewebereaktionen um MoM-Huft-Endoprothesen kdnnen
Schmerzen verursachen und frih zu Revisionsoperationen fihren, was
besonders héaufig bei MoM-Implantaten bei jingeren Frauen auftrat (103,
159). Die hohen 5-Jahres-Revisionsraten und die zunehmenden Berichte
dieser periprothetischen Pseudotumoren fihrten bald zu einem

beschrankten Einsatz von Endoprothesen mit MoM-Gleitpaarungen (160).
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Nachdem durch Analysen des National Joint Registry von England und
Wales (JNR) die hohen Versagenszahlen der Prothesen bekannt wurden,
nahmen sogar einige Handler ihre MoM-Prothesen-Modelle vom Markt
(106, 161). Als populéarstes Beispiel ist hier der US-Hersteller DePuy zu
nennen, der bereits 2010 sein ASR™-Huftsystem (Total-Endoprothese
und Huftkappenprothese) mit MoM-Gleitpaarung, freiwillig zurtickrief (106,
110).

Obwohl die Implantationspravalenz von MoM-Endoprothesen auf weniger
als drei Prozent gesunken ist, gibt es derzeit noch fast eine Million
Patienten, die kunstliche Huftgelenke mit einer MoM-Gleitpaarung tragen,

was die aktuelle klinische Relevanz der Thematik zeigt (157).

Eine Vielzahl an Studien hat sich bislang vor allem mit den Eigenschaften
von periprothetischem Materialabrieb beschaftigt oder sich auf die
Messung von Serumionenspiegeln zur Abschatzung der Abriebmenge
konzentriert (27, 34, 102, 162-164). Dies ist die erste in Studie, in der in
vivo das inflammatorische Potential von Metallionen und Metallpartikel
getrennt voneinander betrachtet und mit Polyethylenpartikeln verglichen
wird. Somit stellt diese Arbeit zusammen mit den weiteren Ergebnissen
des DFG-Gemeinschaftsprojektes wichtige Bausteine zur Klarung der
entzindlichen Reaktion bei der aseptischen Prothesenlockerung dar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sollen dabei helfen, die Folgen
der Reaktion auf Metall-Abrieb, insbesondere bei MoM-Endoprothesen,
aber auch bei anderen CoCrMo-enthaltenden Gleitpaarungen, abschatzen
zu konnen. Ziel der Studie war zu diskriminieren, welchen Einfluss die
Metallionen an der inflammatorischen Gesamtreaktion auf metallischen
Abrieb im periartikularen Gewebe haben. Zuséatzlich erfolgte der Vergleich
des inflammatorischen Potentials zwischen Metallionen, Metallpartikeln
und einer Polyethylenpartikel-gruppe sowie jeweils mit der PBS-
Kontrollgruppe.
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Die vor allein in den 2000er Jahren haufig implantierten Metall-auf-Metall-
Endoprothesen haben in zahlreichen Fallen zur Bildung von pseudo-
tumortsen Veranderungen und dadurch zu Revisionsoperationen gefihrt,
weshalb es einer grundlichen Klarung der zugrundeliegenden Reaktion
bedarf (44, 90, 103).

Die Anwendung eines in vivo-Modells zur Untersuchung der Reaktionen
auf endoprothetisches Material hilft dabei, die Biokompatibilitat der
Materialien in einem komplexen Organismus zu untersuchen und ihre
schadlichen Auswirkungen abzuschéatzen. Hieraus ergab sich dieses
Studiendesign, um in vivo das entzindliche Potential von Metallabrieb und
Polyethylenabrieb zu bewerten. Verwendung fand ein Modell, das die
Beobachtung und Quantifizierung der dynamischen Prozesse in vivo
ermoglicht (141).

Das Inflammationsmodell mit einer Injektion der zu untersuchenden
Suspension in den Gelenkspalt ermoglicht in vivo die Analyse des
Leukozytenflussverhaltens und der Verédnderung der Mikrovaskularisation
(43, 141, 142, 165-167). Urspringlich entwickelten Veihelmann et al. am
Institut flr Chirurgische Forschung der LMU (heutiges Walter-Brendel-
Zentrum fur Experimentelle Medizin) dieses Modell zur intravital-
mikroskopischen Darstellung der Mikrozirkulation an der Maus fir die
Erforschung der Arthritis (141). Dieses wurde von Zysk et al. so modifiziert,
dass mit diesem weiterentwickelten Modell erstmals inflammatorische
Reaktionen auf Abriebpartikel von Endoprothesen untersucht wurden
(141, 142). Es konnte gezeigt werden, dass dieses Modell fur die
Diskriminierung der Reaktionsunterschiede auf unterschiedliche

Materialien geeignet ist (141, 166).

Die gewahlte Methode am murinen Kniegelenk ermoéglicht die
Charakterisierung der partikelinduzierten Entziindungsreaktion durch die
Quantifizierung der Auswirkungen der Partikel auf die Mikrozirkulation und
auf die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion (142, 166). Zudem ist die
anschlieRende histologische Untersuchung von Synovialgewebe und von

periartikularem Gewebe moglich.
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Im Rahmen der Messung der mikrozirkulatorischen Parameter ist zu
bedenken, dass das applizierte Volumen durch einen erhdhten
Gewebedruck zur Beeintrachtigung des Blutflusses im Endstromgebiet
fuhren konnte (141, 165).

Durch die Applikation von 50ul PBS in die Kniegelenke der
Kontrollgruppen-Tiere, wurde der Einfluss des Flussigkeitsvolumens bei
der statistischen Auswertung der Reaktion auf die Suspensionen

minimiert.

In dieser Studie wurde das murine Kniegelenk stellvertretend fir das
humane Huftgelenk ausgewahlt, da das Gelenk fur die intraartikulare
Injektion und fur die intravitalmikroskopische Untersuchung gut zuganglich
ist (142, 166, 168). Uber die Reaktion auf die Abriebbestandteile in einem
mechanisch beanspruchten Gelenk und die direkte Einsehbarkeit des
Gelenks entfaltet sich der entscheidende Vorteil dieser Methode, was die
Situation im Koérper nach dem Einsatz einer Endoprothese bestmdglich
simulieren soll (142, 169).

Die gangigsten, in den letzten Jahrzehnten fir die Erforschung der
aseptischen Prothesenlockerung genutzten in vivo-Modelle, wurden fir
die untersuchte Fragestellung als weniger passend, im Vergleich zu der
intraartikularen Injektion der Suspensionen bewertet. Hier unterscheidet
man inflammatorische Modelle wie das Hautfalten-Kammer-Modell (170),
das sogenannte ,air pouch® Modell (171-174), von osteolytischen
Modellen wie beispielsweise dem Schadelkalottenmodell (175-179) und
intramedullaren Implantationsmodellen, welche die proximale Tibia-

Hemiendoprothesen und distal femorale Implantate beinhalten (180-183).

Als Alternative zu der hier genutzten Methode, wurde das von Lehr et al.
entwickelte Hautfalten-Kammer-Modell am Hamster zur intravital-
mikroskopischen Messung der Mirkozirkulation in Granulationsgewebe
oder von Gewebeimplantaten diskutiert (170, 184). Da hier zwar eine
Messung der Mikrozirkulation mdglich ist, diese jedoch gelenkfern erfolgt
und damit kein Synovialgewebe beurteilt werden kann, wurde diese Option

als weniger passend erachtet.
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Wegen der ebenfalls fehlenden gelenkdquivalenten anatomischen
Verhéltnisse wurde fur diese Studie das ,air pouch“ Modell auch nicht
ausgewahlt. Nach mehrtagiger subkutaner Luftinjektion erfolgt bei dieser
Methode die Partikelinjektion oder Implantation von Knochenstiicken in die
Luftkissen der Ruckenhaut von Versuchsmausen oder -ratten (171-174).

Weiterhin wird das Schadelkalottenmodell zur Messung von Knochen-
reaktionen und Knochenresorption eingesetzt. Dieses Modell ist zwar zur
Beurteilung des Effekts der injizierten Partikel auf den Knochen gut
geeignet, nicht aber fur die Beurteilung der Inflammation (175-179). Die
Versuche finden wie die beiden vorher beschriebenen Modelle gelenkfern
statt, weshalb auch das Schadelkalottenmodell fir die bearbeitete
Fragestellung im Vergleich zu dem verwendeten in vivo Modell in seiner

Aussagekraft in den Hintergrund rickt.

Die intramedullaren Implantationsmodelle stellten die interessanteste
Alternative zu dem hier gewdahlten Verfahren dar. Dem Versuchstier
werden distal femorale Implantate oder proximal intramedullare,
lasttragende Tibia-Hemiendoprothesen eingesetzt und zusatzlich Partikel
um das Implantat eingebracht (180, 181, 183). Mit dieser Variante kdnnen
einzeitige Partikelimplantationen vorgenommen werden oder uber
subkutane Pumpen kontinuierlich intramedullar Partikel infundiert werden
(180-183). Die Vorteile liegen bei diesem Ansatz in der artikularen
Lokalisation und der kontinuierlichen Partikelfreisetzung, was dem

Prozess im menschlichen Organismus naherkommit.

Dieses Modell wurde hauptsachlich hinsichtlich der korrekten Implantation
der Materialien bei den gegebenen Grol3enverhaltnissen hinterfragt (185).
Wenn man sich beispielhaft den mittleren Kniegelenkdurchmesser von 4,3
mm bei den Versuchstieren der Studie vor Augen fuhrt, ist kritisch zu
beleuchten inwieweit eine adaquate Versorgung mittels Implantat mit
gutem Sitz, ohne immenses Trauma und unter Erhalt der Gelenkintegritat
maoglich ist (185). Durch diesen komplexen Eingriff wiirde das Versuchstier
zudem einer erheblichen langeren Operationsdauer und Narkosezeit
ausgesetzt werden (183). Dies erachteten wir im Rahmen dieser Studie
fur die Versuchstiere als nicht erforderlich und zielfihrend.
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In Summe kann mit der verwendeten intraartikularen Partikelinjektion die
entziindliche Reaktion auf die applizierten Materialien gut dargestellt
werden. Somit wurde das Modell fir die vorliegende Fragestellung fur

geeignet empfunden.

Ein weiterer positiver Aspekt ist die langjdhrige Expertise der
Arbeitsgruppe bei der Nutzung dieses inflammatorischen Modells (167,
185-187).

Im Rahmen eines statistischen Gutachtens wurde die Versuchstierzahl
von n=10 je Gruppe festgelegt. Hier ergab sich das beste Verhaltnis
zwischen der statistischen Power und der ethisch zu rechtfertigenden
Anzahl an Versuchstieren. Bei einer Gruppenstérke von n=10 ist nicht zu
vernachlassigen, dass Individuen unterschiedlich auf prothetischen Abrieb
reagieren (160). Dementsprechend war damit zu rechnen, dass innerhalb
der Versuchsgruppen individuelle Unterschiede in der Reaktion auf die

applizierten Suspensionen aufgetreten sind.

Das Zeitfenster von sieben Tagen wurde bereits in dem von Zysk et al.
etablierten intravitalmikroskopischen  Modell und in  friheren
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe genutzt. Hier werden die, im
Vergleich  zum  Menschen, schnelleren  Stoffwechselprozesse
berticksichtigt (142, 167, 186, 187). Die Wahl dieses Zeitraums wurde
auch durch die Untersuchungen von Taki et al. anhand des murinen
Schéadelkalottenmodells untermauert. Hier traten nach funf bis sieben
Tagen bereits Osteolysen auf (188). Weiterhin deckt sich der
Untersuchungszeitpunkt auch mit dem Zeitrahmen, der von den meisten
Forschungsgruppen in etablierten in vivo Modellen gewahlt wird (188-
192).

Basierend auf diesen Recherchen wurde erneut die siebentagige
Inkubationszeit fur diese Studie gewahlt. In anschlielenden,
weiterreichenden Studien kénnte die inflammatorische Reaktion auch
nach unterschiedlichen Untersuchungszeitraumen untersucht werden,
was in diesem Forschungsvorhaben nicht vorgesehen war. Hier wahlten
andere Forschungsgruppen beispielsweise Zeitraume von 3 und 6
Wochen (188, 193).
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Als Ausgangspunkt fir die zu applizierende Dosis orientierten wir uns an
klinischen Untersuchungen, welche die Konzentrationen und Volumina
von Abriebbestandteilen an Patientenmaterial gemessen haben (98). Die
Idealsituation ware die Durchfiihrung einer Dosisfindungsstudie gewesen,
die aus ethischen Gesichtspunkten bei diesem Stand unserer Forschung
nicht moglich war. Hier ware eine unverhaltnismalig grole Menge an
Versuchstieren von Noten gewesen, die bei der aktuellen Fragestellung

nicht vertretbar gewesen ware.

Basierend auf Erfahrungen im Rahmen der Nutzung des etablierten
Inflammationsmodells und analog zu der gewahlten Konzentration der
Polyethylenpartikel, wurde fur die Applikation von Metallpartikeln die
Konzentration von 0,1 Vol.-% gel6st in PBS gewahlt (142, 186).

Die Wahl der Konzentration von Metallionen sollte mdglichst nahe an die
Werte in der Gelenkflussigkeit von Patienten mit MoM-Endoprothesen
kommen. Patienten, die aufgrund einer Symptomatik untersucht wurden,
zeigten zum Teil maximale Kobalt- und Chromkonzentrationen tiber 1000
ug/l (148). Zellbiologische Studien innerhalb der Arbeitsgemeinschaft
l6sten bei solch hohen Werten zytotoxische Reaktionen aus (194). Eine
von DeSmet et al. durchgefiihrte Analyse der Gelenkpunktate von
Patienten mit Metall-auf-Metall-Huft-Endoprothesen vor deren Revisions-
eingriff ergab eine mediane lonenkonzentrationen 200-250 ug/l (98). Da
es nicht sinnvoll erschien, sich an der maximal gemessenen lonen-
Konzentration und damit eventuell an Ausreil3ern oder sogar Messfehlern
zu orientieren, wahlten wir fir unser Modell die Metallionenkonzentration

von 200 ug/l in PBS gelost.

Inwieweit die im Patienten gemessenen Serum-lonenkonzentrationen von
Kobalt und Chrom mit den tatsachlichen intraartikularen lonen-
konzentrationen korrelieren, ist allerdings noch nicht abschliel3end geklart
(29, 98, 148).
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Die Dosis der zu applizierenden Polyethylenpartikel bestimmten wir
anhand des Partikelvolumens. Studien haben ergeben, dass das
Partikelvolumen im Gegensatz zur Partikelanzahl kaum von der Grol3e der
Partikel abhangig ist, womit man eine bessere Vergleichbarkeit der
Resultate gewahrleisten kann (134, 195-197).

Die gewahlte Konzentration basiert auf Untersuchungen der
Arbeitsgruppe Margevicius et al., in denen Abriebpartikelkonzentrationen
untersucht wurden, die in Patienten mit gelockerten Endoprothesen und
Pseudotumoren auftraten (198). Den dort beschriebenen Volumenanteil
von 0,1 Vol.-% nutzte schon Zysk et al. fir den hier genutzten
Versuchsaufbau (142).

Utzschneider et al. konnten nachweisen, dass sich die inflammatorische
Antwort von konventionellem sowie von quervernetztem Polyethylen
intravitalmikroskopisch nicht signifikant unterscheidet (185), weshalb wir
keine Anderung der Konzentration beim Wechsel von XLPE auf
konventionelles UHMWPE vornahmen.

Durch die verbesserten Materialeigenschaften wird heute in der Regel als
Gleitpaarungspartner anstatt des ultrahochmolekularen Polyethylens
(UHMWPE) hauptsachlich hoch quervernetztes Polyethylen (XLPE)
eingesetzt. Deshalb war bei unserer Studienplanung die Nutzung von
XLPE vorgesehen.

Das angestrebte Ziel mit XLPE anstatt UHMWPE als Vergleichsgruppe zu
arbeiten, scheiterte mutmallich daran, dass die bendtigten Mengen an
aufgereinigtem Polyethylenabrieb aus den verwendeten Huftgelenks-
simulatoren unseres Kooperationspartners Heidelberg nicht herstellbar
waren. Was mit grof3er Wahrscheinlichkeit, ibereinstimmend mit aktueller
Literatur, an den deutlich geringeren Abriebraten des XLPEs im Vergleich
zum UHMWPE liegen konnte (138, 140, 199).

Um trotzdem einen Vergleich der inflammatorischen Eigenschaften von
Metallabrieb mit Polyethylenabrieb durchfihren zu kénnen, wurde auf

industriell gefertigtes UHMWPE zurtickgegriffen.
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Zu den Unterschieden der Eigenschaften von konventionellem UHMWPE
und XLPE wurden viele Untersuchungen durchgefiihrt. Mehrere
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass quervernetztes ultrahoch-
molekulares Polyethylen im Vergleich zu konventionellem UHMWPE eine
deutlich hohere Verschleil3festigkeit aufweist und dadurch geringere
Abriebraten mit sich bringt (200-203).

Im Zuge von Untersuchungen zur Biokompatibilitat der beiden Werkstoffe
wurden bei XLPE und UHMWPE in vitro abgesehen von Hochdosistests
keine Unterschiede in den ausgeldsten Reaktionen nachgewiesen (191,
204). Dagegen wurden in anderen Studien erhéhte TNF-alpha-Werte als
Reaktion auf XLPE gemessen (17, 205). Dies kdnnte im Zusammenhang
mit dem Nachweis kleinerer, starker reaktiver Partikel im XLPE-Abrieb
stehen (17, 43). In Patienten wurde bei der Nutzung von XLPE als
Gleitpaarungspartner bei HUft-TEPs in jungeren Patienten langfristig
weniger periprothetische Osteolysen und geringere Revisionsraten
gezeigt als im Vergleich (206), was daraus schlieRen lassen kdnnte, dass
die verminderte Abriebrate der XLPE mehr ins Gewicht fallt als die Effekte

der eventuell reaktiveren Partikel.

Einen Einfluss auf die Ergebnisse der Studie im Bereich des Polyethylens
ist durch die Nutzung von UHMWPE-Partikeln anstatt XLPE-Partikeln

nicht auszuschlielRen.
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Fur die mikroskopische Auswertung der HE-geféarbten histologischen
Schnitte wurde das von Brackertz et al. entwickelte Scoring-System
genutzt.

Dieser Bewertungsalgorithmus wurde bereits in einigen Vorarbeiten zu
partikelinduzierten Gelenkreaktionen am murinen Knie genutzt. Er ist fur
die Einordnung der entziindlichen Veranderungen des Kniegelenks
etabliert (142, 154, 166, 168).

Abweichend von der gangigen Praxis wurde nur ein reprasentativer
Gewebeschnitt der jeweiligen Kniegelenke untersucht. Explizit wurde
darauf geachtet, bei jedem Schnitt die gleiche Schnittebene durch das
Kniegelenk zu untersuchen. Die Anzahl der gewahlten Schnitte war
deshalb limitiert, da fur die nachfolgenden immunhistochemischen
Untersuchungen der murinen Kniegelenke innerhalb der Arbeitsgruppe
viele Préparateschnitte bendétigt wurden. Im Rahmen des Verstandnisses
der inflammatorischen Aktivitat der Partikel und lonen wog der
Interessensgewinn durch die Messung der Matrixmetalloproteasen,
Oberflachenantigene und Interleukine starker als die Unterstitzung der
gewonnenen Ergebnisse durch weitere HE-Farbungen.
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In der vorliegenden Studie wurde die inflammatorische Aktivitat von
Metallpartikeln, Metallionen und ultrahochmolekularem Polyethylen mit

einer Kontrollgruppe in vivo verglichen.

Nach Auswertung der Ergebnisse aus Versuchen an dem etablierten
Mausmodell (141, 142) konnten deutliche Unterschiede in der
entzuindlichen Aktivitat der Materialien, vor allem in der histologischen

Auswertung unter den gewahlten Testbedingungen gezeigt werden.

Als ein klinischer Parameter wurde die makroskopische Vermessung der
murinen Kniegelenkschwellung sieben Tage nach Injektion von
Metallpartikeln, Metallionen, UHMWPE-Partikeln und der PBS-Ldsung als
Vergleichsgruppe herangezogen.

Die grof3te Schwellung der Kniegelenke zeigten die Versuchstiere nach
der Applikation von Metallpartikeln. Die Knieschwellung préasentierte sich
dabei mehr als doppelt so stark ausgepragt, wie bei der Reaktion auf
Metallionen. Dagegen reagierten die Versuchstiere auf Polyethylen und
PBS mit keiner klinisch erfassbaren Kniegelenkschwellung. Da eine
Schwellung ein klinischer Hinweis auf das entziindliche Geschehen ist
(207), konnte aus dieser Beobachtung schon der erste Verdacht auf das
vergleichsweise starkere inflammatorische Potential der Metallpartikel

gezogen werden.

Dass die Injektion selbst, sowie die Applikation von 50 pl Volumen keinen
wesentlichen Einflussfaktor auf die Knieschwellung haben durften, konnte
durch das Ausbleiben der signifikanten Kniegelenkschwellung bei der
Vergleichsgruppe mit PBS gezeigt werden. Gestltzt wird diese Annahme
durch die Untersuchungen von Zysk et al. zur Etablierung der gewahlten
Methode (142).

Die Gewebereaktion durch die applizierten Suspensionen wurde
zusatzlich anhand der histologischen Bilder abgeleitet. Es erfolgte die
Messung der Dicke der synovialen Membran und die Erhebung des
Brackertz-Scores. Periostale Mitreaktionen gelten als ein weiteres Zeichen
der Inflammation (208, 209).
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Ein intravitalmikroskopisches Korrelat fur entztindliche Prozesse sind die
Migration von Leukozyten und die Vermehrung der Kapillaren innerhalb
der Synovialmembran. Diese Zunahme der kapillaren Dichte wird durch
die gesteigerte Rekrutierung vorbestehender, nicht perfundierter
Kapillaren und eine entzindliche Neovaskularisation erklart (142, 150,
165). Der starkste Zusammenhang zwischen der Applikation der zu
untersuchenden Suspensionen und einer inflammatorischen Reaktion
konnte in unserer Studie in der Gruppe der Metallpartikel verzeichnet
werden. Die Exposition gegeniiber Metallpartikel war mit einer deutlich
erhohten Proliferation der Synovialmembran und teilweise mit
pseudotumor-ahnlicher Pannusbildung verbunden. Im Rahmen der
starken Synovitis gab es dabei Zeichen fur eine Destruktion des artikularen
Knorpels und subchondralen Knochens. In der qualitativen Beurteilung der
histologischen Praparate fielen in der Metallpartikel-Gruppe ausgepragte
ossare und periostale Veranderungen sowie zellreiche Infiltrate auf, die

am ehesten auf ein entziindliches Geschehen zuriickzufiihren sind.

Gestutzt werden diese Ergebnisse durch die Veranderung der
mikrozirkulatorischen Parameter der Metallpartikelgruppe, welche durch
die intravitalmikroskopischen Untersuchungen erfasst wurden. Vor allem
prasentierte sich die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion der GefalRe der
Synovialmembran verandert. Durch das vermehrte Rekrutieren der
Leukozyten und einer tendenziell gesteigerten kapillaren Dichte deuten
auch die intravitalmikroskopischen Ergebnisse auf das Auslosen einer

entztindlichen Reaktion durch Metallpartikel hin.

Die Ergebnisse der Studie legen den Schluss nahe, dass Metallpartikel
dazu in der Lage sind, eine relevante inflammatorische Antwort zu

induzieren.
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Es ist bereits vielfach beschrieben, dass Metallabrieb das Potential besitzt,
ausgepragte Pseudotumor-ahnliche Veranderungen im umgebenden
Weichteilmantel der Endoprothesen hervorzurufen (30, 33, 90, 103, 104).
Durch den histologischen Nachweis der periprothetischen Gewebe-
vermehrung als Reaktion auf Metallpartikel zeigen die Ergebnisse der
vorliegenden Studie, dass Metallpartikel eine Schlisselrolle bei der
lokalen Gewebereaktion auf MoM-Endoprothesen einnehmen. Die starke
biologische Aktivitdit von MoM-Abrieb wurde durch Topolovec et. al in
Untersuchungen von Gewebeproben nach Revisionsoperationen von

MoM- und MoP-Endoprothesen ebenfalls gezeigt.

Im periprothetischen Gewebe der MoM-Gruppe wurde dabei trotz
niedrigerer Verschlei3raten eine starkere, lymphozytendominierte peri-

prothetische Gewebereaktion im Vergleich zur MoP-Gruppe gezeigt (155).

In der Literatur wurde eine starke Assoziation zwischen der Ausbildung
von Pseudotumoren und hohen Abriebraten beschrieben (39, 103, 155).
Jedoch entwickeln nicht alle Patienten mit hohen Verschlei3raten
Pseudotumoren und nicht bei allen Patienten mit Pseudotumoren wurden
erhohte Abriebmengen nachgewiesen (39, 103). Bei einem Ausschluss
von abriebbedingter periprothetischer Gewebevermehrung sollte eine
Hypersensibilitdit gegen Metall in Betracht gezogen werden (103). Der
Einfluss der Hypersensibilitat wurde in dieser Arbeit nicht behandelt, da
diese Thematik den Rahmen der vorliegenden Arbeit tiberschreiten wiirde.
Eine Hypersensibilitat einzelner Versuchstiere auf Metallabriebprodukte
stellt demnach einen moglichen Einflussfaktor auf die ausgeltste Reaktion

dar.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine Minimierung des Verschleil3es
von Metall-auf-Metall-Huftoberflachenersatz-Prothesen zu einer Ver-
ringerung der Inzidenz von Pseudotumoren fiihren wirde. Es ist jedoch
wahrscheinlich, dass eine geringe Anzahl von Pseudotumoren trotzdem
auftritt, was auf eine UberschielBende adaptive Immunantwort

zurtckfihrbar sein konnte (106).
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In der histologischen Untersuchung der Kniegelenke nach der Exposition
mit Metallionen zeigte sich eine maRig starke Hyperplasie des
Synovialgewebes und ein deutlich erhdhter inflammatorischer Score. Dies
zeigt, dass auch Metallionen unabh&ngig von anderen Bestandteilen des
metallischen  Abriebs das Potential haben, eine relevante

inflammatorische Reaktion auszuldsen.

In der Intravitalmikroskopie wurde dagegen keine erhdhte Interaktion mit
dem Leukozytenendothel und auch keine Verdnderungen der kapillaren
Dichte beobachtet. Dementsprechend besteht die Mdglichkeit, dass die
inflammatorische  Aktivitdt nicht unbedingt auf die leukozytare
Rekrutierung zurlckzufiuhren ist. In weiteren Studien musste hier der
Pathomechanismus der Auslésung der entzindlichen Reaktion durch

Metallionen weiter untersucht werden.

Die Ergebnisse der Studie im Hinblick auf die inflammatorische Aktivitat
der Metallionen deuten darauf hin, dass die Konzentration von
freigesetzten periprothetischen Metallionen deutlich Uber der hier
verwendeten Konzentration liegen musste. Massenspektrometrisch wurde
gezeigt, dass Metall-Partikel signifikante Mengen von Kobalt- und Chrom-
lonen in ein Kulturmedium freisetzen kénnen (110). Posada et al.
erforschte in einem in vitro-Versuch, dass Metallabrieb als Induktor der
Apoptose wirksamer war, wenn die Zellen mit Kobalt-lonen vorbehandelt
worden waren (110). AuRerdem korrelieren hohe Serum-Metallionenwerte
bei Patienten mit Hiftkappenprothesen mit héheren Revisionsraten und
einem haufigeren Auftreten von ALTRs (92). Aus der Zusammenschau
dieser Ergebnisse lasst sich vermuten, dass durch die Ablésung von
Metallpartikel von endoprothetischem Material Kobalt- und Chrom-lonen
entstehen und diese synergistisch eine starke periprothetische Reaktion
auslosen. Was die schwere Gewebereaktion in der Metallpartikel-Gruppe
mutmallen lasst. Zu vermuten ist, dass die Metallpartikel intraartikular
korrodierten und damit zu einer Generierung grof3erer Mengen reaktiver
lonen gefuhrt haben, was die deutliche lokale Inflammation bewirkt oder
verstarkt haben konnte.
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In der Metallionengruppe wurde bei der qualitativen Aufarbeitung der
histologischen Praparate bei zwei der zehn Versuchstieren Auffalligkeiten

in Form von einer Auflockerung der Knochenstruktur gefunden.

Das steht im Einklang mit in vitro Studien, in denen die zytotoxische
Wirkung von Metallionen vor allem auf Osteozyten und auf die osteogene
Differenzierung von mesenchymalen Stromazellen im Knochenmark
gezeigt wurde (45, 114). Auch die Rostocker Arbeitsgruppe wies im
Rahmen des Gemeinschaftsprojektes in vitro nach, dass Metallionen in
humanen Osteoblasten in Co-Kultur mit peripheren mononuklearen
Blutzellen pro-osteolytische Mediatoren exprimieren (210). Unsere Studie
bestétigte in vivo eine negative Wirkung der Metallionen am Knochen, die
verglichen mit der Reaktion auf Metallpartikel jedoch weniger haufig
beobachtet wurde und geringer ausgepragt war. Hier besteht die
Moglichkeit, dass die applizierte Metallionenkonzentration deutlich
geringer war, als die Menge durch reaktive Metallpartikel freigesetzter
lonen. Es bleibt unklar, wie hoch die in vivo freigesetzte lokale

lonenkonzentration im Gewebe war.

Durch die Auswertung der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass
metallischer Abrieb zur Ausbildung pseudotumordser Verdnderungen

fuhren kann.

Anders als Metallpartikel, die hauptsachlich lokal von phagozytierenden
Zellen internalisiert werden, haben geldste Metallionen eine hohe Mobilitat
im menschlichen Korper (123, 211, 212). Dementsprechend kdnnen
Effekte der Metallionen nicht nur in unmittelbarer Nahe der Freisetzung
beobachtet werden, sondern vor allem auch in weiter entfernten
Parenchymorganen, vorwiegend in der Niere, aber auch in Leber, Milz und
Lunge nachgewiesen werden (47, 48, 111, 112, 213). Es besteht eine
unklare Studienlage, ob Messungen von Metallionen-Spiegeln im Serum
oder im Gelenkpunktat von Patienten mit dem Auftreten unerwinschter
Gewebereaktionen korrelieren (214, 215). Das Einbeziehen der
komplexen systemischen Reaktion auf Metallionen wirde in der
vorliegenden Arbeit zu weit fihren. Die Untersuchung von diesem Aspekt
erfolgt deshalb im Rahmen des Gemeinschaftsprojektes.
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Die entzindliche Reaktion auf UHMWPE-Partikel prasentierte sich in der
vorliegenden Studie durch eine moderate Proliferation der Synovial-
membran und durch eine deutliche Erhdéhung des inflammatorischen
Scores in der histologischen Auswertung. Beides war erheblich geringer
ausgepréagt, als in der Metallpartikelgruppe, aber verglichen mit der
Reaktion auf Metallionen ahnlich stark und gegentber der Kontrollgruppe

deutlich signifikant.

Bisherige Studien ergaben, dass die Reaktivitat von Polyethylen-
Polymeren geringer ist als die Reaktivitat von Metallabrieb (204, 216). Das
deckt sich mit den Ergebnissen unserer Studie, in der die Polyethylen-
partikel eine geringere inflammatorische Reaktion hervorriefen als die
Metallpartikel. Interessanterweise war die Reaktion auf reine Metallionen
etwas geringer ausgepragt als auf das UHMWPE, was darauf schliel3en
lasst, dass die gewdahlte Konzentration der Metallionen in ihrer
inflammatorischen Aktivitat mit dem verwendeten Polyethylen vergleichbar

ist.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kdnnte man mutmalen, dass bei
Patienten mit MoM- und MoP-Gleitpaarungen die entztindliche Reaktion

zu einem grol3eren Teil von dem metallischen Abrieb verursacht wird.

Im Rahmen der qualitativen Beurteilung der histologisch gefarbten
Kniegelenkpraparate fielen hauptsachlich ossare Veranderungen auf.
Diese prasentierten sich vor allem durch Auflockerungen der meta-
physaren Kortikalis. Das steht im Einklang mit Ergebnissen anderer
Studien, in denen die UHMWPE-Partikel zum Teil zu einer Induktion von
Osteolysen bei Endoprothesen der Hufte fuhrten (43, 188).

Die Messergebnisse der Intravitalmikroskopie in der UHMWPE-Gruppe
deuten ebenfalls durch vermehrte rollende Leukozyten und eine
tendenziell erhohte kapillare Dichte auf das Auslésen einer

inflammatorischen Reaktion durch Polyethylpartikel hin.
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Unter Bertcksichtigung der histologischen und intravitalmikroskopischen
Ergebnisse kdnnen wir insgesamt also annehmen, dass UHMWPE-
Partikel eine geringere inflammatorische Aktivitat als metallischer Abrieb

haben.

In Anbetracht der nachteiligen Auswirkungen von metallischem Abrieb der
Endoprothesen auf das periprothetische Gewebe, implizieren die hier
vorgestellten Ergebnisse, dass die Verwendung der CoCrMo-Legierungen
fur mechanisch belastete Gelenkflachen sorgfaltig Gberdacht werden
sollte. Hauptsachlich sollte auf Endoprothesen mit hohen Abriebraten, wie
vor allem die MoM-GroRR3kopfprothesen (121) verzichtet werden.

An dieser Stelle empfiehlt sich im Rahmen weiterfuhrender Projekte eine
Untersuchung der lokalen Freisetzung von Kobalt- und Chrom-lonen nach

Exposition mit unterschiedlichen Konzentrationen von Metallpartikeln.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
inflammatorischen Aktivitat von metallischem Abrieb. Es wurde
insbesondere der Einfluss von Metallionen auf die Gesamtreaktion im
Vergleich zu der Reaktion auf Polyethylenpartikel in der Endoprothetik
untersucht. Die Studie wurde vor dem Hintergrund des Auftretens von
unerwinschten Gewebereaktionen und periprothetischen pseudo-
tumorésen Verédnderungen beim Einsatz von Metall-auf-Metall-
Endoprothesen initiiert. Die Daten der vorliegenden Studie wurden anhand
eines murinen in vivo Inflammationsmodells erhoben, das die entziindliche

Aktivitat von endoprothetischem Abrieb kunstlicher Hiuftgelenke abbildet.

Die intravitalmikroskopische  Untersuchung und anschlieRende
histologische Aufarbeitungen des murinen Gelenks brachte die
entztindliche Reaktion auf Metallpartikel, Metallionen, Polyethylenpartikel

und auf PBS als Kontrollgruppe zur Darstellung.

Die Ergebnisse der experimentellen Studie ergaben, dass Metallpartikel
im vorliegenden Modell die starksten Induktoren einer inflammatorischen
Reaktion darstellten und in der Lage waren, pseudotumorahnliche
Formationen auszubilden. Die Reaktion von Metallionen entsprach vor
allem in den histologischen Untersuchungen etwa der Reaktion auf
ultrahochmolekulargewichtige Polyethylenpartikel. Die Polyethylenpartikel

|6sten zudem noch osteolytische Verénderungen aus.

Die These, dass metallischer Abrieb eine deutliche inflammatorische
Reaktion hervorruft, konnte bestétigt werden. Da die Metallionen in den
letzten Jahren weiter in den Forschungsfokus gerlckt sind, war die
deutlich starkere Reaktion der Metallpartikel im Vergleich zu den
Metallionen unerwartet. Unklar bleibt hier, welchen Anteil der Reaktion auf
Metallpartikel die lokale Bildung reaktiver Metallionen gespielt hat.
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Aus den Ergebnissen konnte zudem geschlossen werden, dass
Metallionen auch unabhangig von Metallpartikeln in vivo im Stande sind,
eine entzindliche Reaktion hervorzurufen, was bedeutet, dass
Metallpartikel nicht allein die periprothetische Reaktion auf metallischen
Abrieb bedingen. Aus dieser Studie kann aber auch gefolgert werden,
dass fur das Auslésen schwerer Gewebereaktionen die Konzentrationen
der freigesetzten Metallionen deutlich Gber der von uns gewahlten

Konzentration liegen mussten.

Zusammenfassend sollte das Ziel der Endoprothetik eine Vermeidung von
Situationen mit grof3en Mengen von metallischem Abrieb sein. Ein
kompletter Verzicht von Metall beim kinstlichen Gelenkersatz ist heute
aufgrund der guten Materialeigenschaften und der wirtschaftlichen Vorteile
nicht realisierbar. Deshalb sollten vor allem Endoprothesen mit erh6htem
Metallabriebrisiko, wie beispielsweise MoM-Grol3kopfprothesen mit grol3er
Triboflache, zurickhaltend eingesetzt werden und deren Indikationen

kritisch Giberdacht werden.
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