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11. Lebenslauf



1. Einleitung

Der haufigste Grund chronischer Leiden sowie der zweithaufigste Grund flur
einen Arztbesuch sind muskuloskelettale Beschwerden [Orthoworld 2013].
Hierbei ist Arthrose der haufigste Grund fir orthopadische Interventionen
[Havelin 2000, Lucht 2000, Puolakka 2001]. Hinsichtlich des demografischen
Wandels, der Zunahme an Ubergewicht und der steigenden
Lebenserwartung, steigt die Anzahl orthopadischer Eingriffe weiterhin an
[Orthoworld 2013, Wengler 2014, Wooley 2004]. 2014 zahlte in Deutschland
die Implantation von Endoprothesen im Kniegelenk zu den 30 haufigsten
Operationen und die Implantation von Endoprothesen in der Hufte zu den 10
haufigsten Operationen [Statistisches Bundesamt 2015]. Dabei waren bei
Frauen die Gonarthrose und Koxarthrose die haufigsten Hauptdiagnosen
[Statistisches Bundesamt 2014].

Die Implantation von Endoprothesen ist Uber die Jahre hinweg ein
zunehmend erfolgreiches Verfahren in der Orthopadie geworden [L&6hr 2005,
Scior 2016]. Dennoch kommt es weiterhin zu Revisionen, die in Deutschland
unter die 20 haufigsten Operationen fallen [Statistisches Bundesamt 2015,
Wengler 2014]. Die haufigste Ursache dafur ist die aseptische
Prothesenlockerung in Form von Osteolysen [Lohr 2005, Lucht 2000,
Puolakka 2001, Wooley 2004]. Durch Akkumulation von Abriebpartikeln im
periprosthetischen Spalt kommt es zu Entzindungsreaktionen, die von
Makrophagen dominiert werden [Bader 2006, Goldring 1983, Kaddick 2009,
Schmalzried 1992]. Es entsteht eine der Synovia ahnlichen Membran
(synovial-like membrane) mit Abriebpartikeln und Entziindungszellen, die
zwischen Knochen und Implantat vorzufinden ist [Goldring 1986, Goldring
1983, Schmalzried 1992]. Die durch Abriebpartikel getriggerten Makrophagen
sezernieren Zytokine (u.a. IL1, IL6 und TNF), was zu einer Aufrechterhaltung

der Inflammationsreaktion und zur Osteoklastendifferenzierung fihrt [al-



Saffar 1995, Green 1998, Ingham 2005, Tuan 2008, Wooley 2002, Wooley
2004].

Derzeit werden auch noch weitere Mechanismen zur Entstehung der
aseptischen Prothesenlockerung diskutiert. Auf der einen Seite steht das
NALP3 oder auch NLRP3 Inflammasom [Burton 2013, Cobelli 2011,
Landgraeber 2014, St Pierre 2010]. Das Inflammasom ist ein intrazellularer
Multiproteinkomplex, der aus NALP3 (NACHT-, LRR-, and pyrin domain-
containing protein 3) und ASC (Apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD) besteht [Burton 2013, Landgraeber 2014, St Pierre
2010]. Die Aktivierung des Inflammasoms durch Abriebpartikel fUhrt dazu,
dass Pro-Caspase-1 zu Caspase-1 aktiviert wird, was wiederum die inaktiven
Vorstufen von unter anderem IL13 zur aktiven Form Uberflhrt [Burton 2013,
Landgraeber 2014, St Pierre 2010]. Dies fuhrt zur Rekrutierung von
Osteoklasten und deren Vorlauferzellen sowie zur Ausschittung von RANKL
[Burton 2013, Landgraeber 2014, St Pierre 2010].

Dem gegenuber stehen die Toll-like-Rezeptoren (TLR), die hauptsachlich auf
Makrophagen und Monozyten [Gu 2012, Valladares 2014], aber auch auf
Fibroblasten, Osteoblasten, Osteoklasten und Lymphozyten zu finden sind
[Gu 2012]. Sie gehoéren zu den Pattern Recognition Receptors (PRR) und
sind Bestandteil der angeborenen Immunantwort [Gu 2012, Pajarinen 2014,
Paulus 2014, Pearl 2011, Valladares 2014]. Sie sind in der Lage, sowohl
PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) als auch DAMPs
(Damage-associated molecular patterns) zu erkennen, also von Pathogenen
stammende Strukturen (wie Endotoxin) oder durch von geschadigten Zellen
ausgeschuttete Proteine (wie S100) [Gu 2012, Pajarinen 2014, Paulus 2014,
Pearl 2011, Valladares 2014].]. Dadurch wird die humorale und zellulare
Abwehr aktiviert [Gu 2012, Pajarinen 2014, Paulus 2014, Pearl 2011,
Valladares 2014]. Es kommt vor allem zur Ausschuttung von Zytokinen (u.a.
IL1B und TNF-a), Wachstumsfaktoren (MCSF-1) und Chemokinen (u.a.
MCP-1) sowie zur Aktivierung von NF-kB [Gu 2012, Pearl 2011, Valladares



2014]. Dies fuhrt wiederum zu einer Aktivierung von Osteoklasten und deren
Vorlauferzellen, was zu einer gesteigerten Knochenresorption fuhrt [Gu 2012,
Pearl 2011, Valladares 2014]. Vor allem TLR2 [Paulus 2014, Valladares
2014] und TLR4 [Vvalladares 2014] werden in periprothetischen Membranen
vermehrt exprimiert.

Auch wird die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen (MMP) erforscht. Matrix-
Metalloproteinasen sind eine Gruppe von Enzymen, die flr den
Gewebeumbau und eine gesteigerte Knochenresorption zustandig sind
[Chen 2012, Laquerriere 2004]. Es wurde gezeigt, dass es eine erhohte
Aktivitat an MMPs in periprothetischem Gewebe gibt [Laquerriere 2004]. De
Jong et al. postulierte, dass es in Gegenwart von Polyethylenpartikeln zu
keiner signifikanten Erhohung an MMP2 und MMP9 kommt [De Jong 2011].
Allerdings gibt es in der Literatur bisher nur wenig zur Rolle der Matrix-
Metalloproteinasen, die noch weiter diskutiert wird und Gegenstand weiterer
Studien sein muss.

Es wurde gezeigt, dass es verschiedene Einflisse auf den
Entzindungsprozess gibt. Darunter zahlen das Material der Partikel, deren
Grolle, Form und Anzahl [Gelb 1994, Green 1998, Matthews 2000, Murray
1990, Shanbhag 1994, Sieving 2003, Zysk 2004, Zysk 2005]. Auf diese
Erkenntnisse gestutzt, ist es erstrebenswert, ein Gleitpaarungsmaterial zu
finden, das zu einer reduzierten Entziindungsreaktion aufgrund verminderten
Abriebs, ohne Grolien- und Formveranderungen der Partikel, fuhrt und sich
somit die Standzeit der Prothesen verlangert.

Derzeit wird am haufigsten das ultra-high-molecular-weight-polyethylene
(UHMWPE) als Gleitpaarungsmaterial eingesetzt [Jacofsky 2008, Kurtz
2009]. Daneben wurde 1998 das cross-linked Polyethylen (XPE) flr den
klinischen Gebrauch eingefihrt [Jacofsky 2008]. Studien im Simulator
zeigten, dass XPE abriebresistenter ist als UHMWPE [McKellop 2000,
Muratoglu 2004, Muratoglu 2002, Ries 2005b, Utzschneider 2010a,

Utzschneider 2009a]. Auch neuere Studien zeigten einen geringeren Abrieb



im Patienten verglichen mit UHMWPE [Bischoff 2015]. Auch in der
Huftendoprothetik wurden Vorteile mit XPE verzeichnet. So zeigten Digas et
al., Manning et al. und Mutimer et al. in vivo einen signifikant geringeren
Verschleil® im Vergleich zu konventionellen Polyethylenen [Digas 2003,
Manning 2005, Mutimer 2010].

Obwohl der Einsatz von XPE in der Knieendoprothetik kontrovers diskutiert
wurde [Ries 2005a, Rodriguez 2008], zeigte de Steiger et al. in einer
neuesten Studie, dass es eine geringere Revisionsrate bei XPE Prothesen
gibt [de Steiger 2015]. Kurz- und mittelfristig wurde XPE als sicher fur die
Knieendoprothetik eingestuft, jedoch fehlen dazu Langzeitergebnisse
[Hodrick 2008, Massin 2017, Meneghini 2016].



1.1 Das Kniegelenk

1.1.1 Anatomie

Das grolite Gelenk des menschlichen Korpers ist die Articulatio genus
(Kniegelenk) [Platzer 1991, Prescher 2011]. Es gehoért zu den Diarthrosen
und ist ein Drehscharniergelenk [Halcour 2006, Platzer 1991]. Gebildet wird
es aus den Gelenkflachen der Kondylen des Femur und der Tibia (Condyli
femoris und Condyli tibiae) sowie der Patella [Halcour 2006, Menche 2007,
Platzer 1991, Prescher 2011]. Umgeben wird das Gelenk von einer mit
Bandern verstarkten Kapsel (Capsula articularis), in deren vordere Wand die
Patella eingelassen ist [Platzer 1991, Prescher 2011]. Zwischen den
Gelenkflachen befinden sich, zum Ausgleich derer Inkongruenz sowie zum
Schutz des Gelenkknorpels und Ausgleich der Belastungen, die auf das Knie
wirken, zwei Menisken (AufRen- und Innenmeniskus) [Menche 2007, Platzer
1991, Prescher 2011]. Sie bestehen aus kollagenhaltigem Bindegewebe und
sind im verdickten Aufdenrand mit der Gelenkkapsel beweglich verwachsen,
im Gelenkspalt fest mit dem Innenband [Halcour 2006, Menche 2007, Platzer
1991]. Je nach Gelenkstellung, bieten die Menisken dem
Oberschenkelknochen eine angepasste Pfanne [Menche 2007]. Zwischen
den Menisken verlaufen dorsal und ventral zwei sich Uberkreuzende Bander
(vorderes und hinteres Kreuzband), die eine Verschiebung des Femurs und
der Tiba nach ventral und dorsal verhindern [Halcour 2006, Menche 2007,
Platzer 1991, Prescher 2011]. Lateral wird das Gelenk im gestreckten
Zustand durch die inneren und aufleren Seitenbander stabilisiert, in der
Beugung durch den Musculus (M.) biceps femoris (zweikopfiger
Oberschenkelmuskel), dem Tractus iliotibialis (Faserzug der Fascia lata
(Oberschenkelbinde)) und der Sehne des M. popliteus (Kniekehlenmuskel)
[Halcour 2006, Menche 2007, Prescher 2011]. Um die Reibung der Sehnen

an den Knochen zu vermindern, sind an den starksten Reibungspunkten



Schleimbeutel (Bursae) eingelassen [Menche 2007, Platzer 1991].
Fir die Roll-Gleitbewegung des Kniegelenks dient in der Gelenkhdhle und im
die von der Membrana

gebildet

Gelenkspalt die Synovia (Gelenkflissigkeit),

synovialis (Synovialmembran) der Gelenkkapsel wird, als

Schmiermittel [Halcour 2006, Menche 2007, Prescher 2011].
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Abbildung 1: Anatomie des Kniegelenks[Si ng h 20 16]

1.1.2 Histologie

Der Gelenkknorpel der Gelenkflachen besteht aus hyalinem Knorpel ohne
Perichondrium, wodurch er nicht mehr zur Regeneration befahigt ist und tUber
die Synovia ernahrt werden muss [Junqueira 1984, Voss 1957]. Im hyalinen
Knorpel bilden die Kollagenfasern eine oberflachliche Tangentialfaserschicht,
um den Druck- und Scherkraften an den Gelenkflachen entgegenzuwirken

[Junqueira 1984]. Eine schmale verkalkte Knorpelzone verbindet den



Gelenkknorpel mit dem darunterliegenden Knochen [Junqueira 1984, Voss
1957].

Die Gelenkkapsel verbindet Femur und Tibia, indem sie sich von Periost zu
Periost spannt, und besteht aus zwei Schichten [Junqueira 1984, Voss 1957].

'L'i..ll'll;-l:;l--J % “'.-'-;..:.:{-_
Abbildung 2: Aufbau der Gelenkkapsel
[Guenter 2015]

Das Stratum fibrosum ist die aufere faserreiche Schicht aus straffem
kollagenem Bindegewebe mit Blutgefallen und Nervenfasern [Junqueira
1984, Prescher 2011, Voss 1957]. Von auflien wird sie teils durch Bander
verstarkt und tritt ventral mit der Patellarsehne in Beziehung [Junqueira 1984,
Prescher 2011]. Das Stratum synoviale besteht aus lockerem, zellreichen
Bindegewebe und ist ebenfalls nerven- und gefaldreich [Junqueira 1984,
Prescher 2011, Voss 1957]. Zwischen Stratum synoviale und Stratum
fibrosum liegt unterhalb der Patella ein pyramidenformiger Fettkorper
(Corpus adiposum infrapatellare Hoffa) [Prescher 2011].

In den Gelenkspalt hinein bildet das Stratum Synoviale Zotten mit platten bis
kubischen Bindegewebszellen, die sich in zwei Zelltypen unterscheiden
lassen [Junqueira 1984, Voss 1957]. Die M-Zellen ahneln Makrophagen und
die F-Zellen Fibroblasten [Junqueira 1984]. Beide sind dazu befahigt,

Synovia zu sezernieren und zu resorbieren [Junqueira 1984]. Diese besteht
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aus seroser Flussigkeit [Voss 1957].

Die Bander des Gelenks sind straffes Bindegewebe, aus parallel
verlaufenden kollagenen Faserbiindeln aufgebaut [Voss 1957]. Die Bursae
sind Sackchen aus Bindegewebe, die eine synoviaahnliche Masse enthalten
[Voss 1957].

1.1.3 Pathologie der Gonarthrose

Als Gonarthrose wird die Gelenkerkrankung Arthrosis deformans im
Kniegelenk bezeichnet [Thomas 2003]. Es ist eine degenerative
Gelenkerkrankung mit Einschrankungen der Gelenkfunktion sowie
Schmerzen, bei der zunachst eine Schadigung des Gelenkknorpels entsteht
und Veranderungen des Knochengewebes sowie der Gelenkkapsel nach
sich zieht [Pap 2011, Thomas 2003, 2006]. Makroskopisch zeigen sich starke
Deformationen mit aufgerautem bis vollstandig abgeriebenen Gelenkknorpel
(Abb. 3) [Pap 2011, Thomas 2003].
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Abbildung 3: Degeneration des Gelenkknorpels
[Sarang 2017]

Histologisch finden sich asbestfaserige Degenerationen mit Demaskierung

der Kollagenfasern, was sich als Rissbildungen im Gelenkknorpel zeigt [Pap
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2011, Thomas 2006]. Als Regenerationsversuch kommt es kompensatorisch
zu Ausbildungen atypischer Chondrone mit Brutkapseln (herdférmige
Anlagerung von Knorpelzellen) [Pap 2011, Thomas 2006]. An der Knorpel-
Knochengrenze kommt es zu unterminierenden Ossifikationen des
Gelenkknorpels in Form eines ossifizierenden Bindegewebes [Thomas
2006]. Als Folge der erhdhten Druckbelastung auf das Gelenk durch die
verlorene StoRdampferfunktion des untergegangenen Knorpels kommt es zu
einer reaktiven Hyperostose der subchondralen Knochenplatte mit verdickten
Knochenbalkchen und einer Fibrose des ortlichen Knochenmarks [Pap 2011,
Thomas 2006]. Weitere histologische Kriterien sind Randosteophyten
(knécherne Randwulste) und Gerdllzysten (Pseudozysten mit nekrotischem
Knochengewebe und amorphem Material) [Pap 2011, Thomas 2006]. Auch
lasst sich eine Synovialitis mit unspezifischen Entzindungen feststellen
[Thomas 2006]. Diese kann bis zur Fibrose fuhren [Thomas 2006].

1.1.4 Therapie der Gonarthrose

Neben der konservativen Therapie der Gonarthrose stehen auch operative
Maflinahmen zur Verfugung [Diehl 2013, Kramer 2005]. Die konservative
Behandlung der Gonarthrose umfasst eine Gewichtsreduktion, da pro
Kilogramm Korpergewicht die Mehrbelastung des Knies etwa 3 kg entspricht,
eine Aktivitatsmodifikation zur Vermeidung UbermaRiger Gelenksbelastung
sowie physikalische Therapie und Physiotherapie zur Schmerzlinderung und
dem Erhalt der Gelenkfunktion [Diehl 2013].

Bei der operativen Behandlung wird, je nach Zerstorung des Kniegelenks, ein
kinstlicher Oberflachenersatz implantiert [Kramer 2005]. Wahrend bei der
Totalprothese das gesamte Gelenk durch ein kinstliches ersetzt wird,
werden bei geringeren oder lokal begrenzten Knorpelzerstorungen

Teilprothesen als mono- oder bikondylare Schlitten eingesetzt [Kramer 2005].



1.2 Prothesen

1.2.1 Verschiedene Designs

In der Endoprothetik werden Prothesen in drei Gruppen eingeteilt [Kohn
1999, Krukemeyer 2013]. Der unikompartimentellen Oberflachenersatz
besteht aus einer Femurkomponente, bei der die Oberflache eines
Femurcondylus ersetzt wird, und der korrrespondierenden Tibiakomponente,
als Ersatz fur das Tibiaplateau [Fl6ren 2011, Kohn 1999, Krukemeyer 2013].
Indiziert ist der unikondylare Oberflachenersatz bei isolierter Zerstérung
eines femorotibialen Kompartiments, wobei ein intakter Kapsel-Band-Apparat
sowie eine physiologische Achsfuhrung Voraussetzung ist [Floren 2011,
Kohn 1999, Krukemeyer 2013].

Bei einer bi- oder trikompartimentellen Gelenkzerstérung ohne die
Maoglichkeit einer gelenkerhaltenden Operation, ist ein
bi-/trikompertimenteller Oberflachenersatz indiziert [Kohn 1999]. Der
Unterschied liegt beim Ersatz der Patella [Fl6ren 2011, Jerosch 1999, Kohn
1999]. Weiterhin wird zwischen der ungekoppelten und der teilgekoppelten
Prothese unterschieden [Floren 2011, Kohn 1999, Krukemeyer 2013]. Bei der
ungekoppelten Prothese werden die Oberflachen des Gelenks ersetzt, wobei
der Kapsel-Band-Apparat intakt sein muss [Fl6éren 2011, Kohn 1999,
Krukemeyer 2013]. Andernfalls wird die teilgekoppelte Prothese verwendet,
die einen Teil des Kapsel-Band-Apparates mit ersetzt [Floren 2011, Kohn
1999, Krukemeyer 2013]. Das Design eines bi-/trikompartimentellen
Oberflachenersatzes ist abhangig von der Oberflachengeometrie der Femur-
und Tibiakomponente [Fl6éren 2011, Kohn 1999]. Hierbei wird zwischen
kongruenten ,round-on-round®, ,flat-on-flat* sowie ,curved-on-curved und
inkongruenten ,round-on-flat” Prinzipen unterscheiden [FlI6ren 2011, Jerosch
1999, Kohn 1999]. Des weiteren kdnnen auch bewegliche tibiale Einsatze

(Mobile bearings) zum Erhalt einer mdglichst physiologischen Kinematik
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eingesetzt werden [Fl6ren 2011, Kohn 1999].

Gekoppelte Totalendoprothesen sind indiziert, wenn ein kondylarer
Oberflachenersatz, durch beispielsweise eine schwerwiegende Gonarthrose
oder einem insuffizienten bis zerstorten Bandapparat, nicht moglich ist
[Floren 2011, Kohn 1999]. Femur- und Tibiakomponente sind Uber einen
langen Zapfen gekoppelt und werden langstielig in Tibia und Femur verankert
[FIoren 2011, Kohn 1999]. Dies geht mit einem interkondylaren
Knochensubstanzverlust  einher  und erschwert  dadurch eine

Ruckzugsmaoglichkeit nach Implantation [Fléren 2011, Kohn 1999].

A
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Abbildung 4: Endoprothesendesigns: 1. unikondyldrer Oberfldchenersatz; 2. bikompartimenteller
Oberfischenersatz; 3. achsgefiihrte Totalendoprothese [RiNg 2016]
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1.2.2 Polyethylene und deren Eigenschaften

Als Gleitpartner der Femurkomponente wird in der Knieendoprothetik
Polyethylen, ein Polymer aus Ethylenmonomeren ((CzHa).), verwendet
[Bellare 2005, Kurtz 2009]. Lasst man Ethylengas bei hohem Druck und
hoher Temperatur mit Sauerstoff als Katalysator reagieren, erhoht sich das
Molekulargewichts zunachst auf 200.000 g/mol, wobei high density
Polyethylen (HDPE) entsteht [Kurtz 2009]. Bei weiterer Erhohung des
Molekulargewichts auf 6 million g/mol entsteht UHMWPE [Bellare 2005,
Kurtz 2009]. Im Gegensatz zu HDPE hat UHMWPE eine signifikant hdhere
Abriebs- und Verschleillfestigkeit gegeniber Metallen und Keramik,
weswegen es als Oberflachenmaterial verwendet wird [Bellare 2005, Kurtz
2009].

Damit UHMWPE fur die Endoprothetik verwendet werden kann, muss es
zunachst sterilisiert werden, was einen Einfluss auf die Festigkeit, das
VerschleiRverhalten und Alterungs- sowie Ermudungsverhalten hat [Bellare
2005, Crowninshield 2008, Kurtz 2009, McKellop 2000]. Es gibt verschiedene
Verfahren, um UHMWPE zu sterilisieren. Zum einen uber Gassterilisation
(Ethylenoxid, Gasplasma) und zum anderen Uber Bestrahlung (B- und y-
Strahlung) [Kurtz 2009].

Ethylenoxid fuhrt weder zu einer Verschlechterung der mechanischen
Eigenschaften des Kunststoffs, noch zu einer Verbesserung [Kurtz 2009].
Nachteilig an dieser Sterilisation ist die lange Prozesszeit von uber 12
Stunden, da Ethylenoxid nicht nur bakterizid, viruzid und fungizid, sondern
auch reizend, toxisch, kanzerogen und mutagen wirkt und dadurch im
UHMWPE keine schadigenden Konzentrationen mehr nachgewiesen werden
dirfen [Kurtz 2009]. Die Sterilisation mit Gasplasma ist im Vergleich zu
Ethylenoxid weniger zeitaufwendig [Kurtz 2009]. Bei dieser Sterilisation wird
das Gas mittels eines hochfrequenten elektrischen Felds ionisiert, wodurch
die Sterilisation erfolgt [Kurtz 2009].
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Bei der Sterilisation mit ionisierender Strahlung wird zwischen der -
Strahlung (Beschuss mit Elektronen) und der y-Strahlung (Bestrahlung mit
energiereichen Photonen) unterschieden [Kurtz 2009]. Dabei ist die
Sterilisation Uber B-Strahlung zeitlich effektiver als die y-Strahlung. Auch
dringen die Elektronen leicht tief in das Material ein, wohingegen sich die
Wirkung der y-Strahlung auf die au3eren Randschichten konzentriert [Bellare
2005, Kurtz 2009]. Der Nachteil in der Behandlung mit ionisierender
Strahlung liegt darin, dass sich in Anwesenheit von Sauerstoff die
Materialeigenschaften durch Entstehung von Radikalen, die zu einer
oxidativen Kettenreaktion fuhren, verschlechtern [Bellare 2005, Kurtz 2009].
Das Material versprodet schneller und zeigt frihere
Ermidungserscheinungen [Bellare 2005, Kurtz 2009]. Die negativen Folgen
der Oxidation konnten durch eine Veranderung des Verfahrens in
sauerstoffreduzierter Atmosphare reduziert werden [Bellare 2005, Kurtz
2009].

Durch zusatzliche Quervernetzung der Polyethylenketten Uber kovalente
Bindungen entsteht XPE [Kurtz 2009]. Induziert wird die Quervernetzung
durch ionisierende Strahlung ab 40 kGy [Kurtz 2009]. Dadurch verbessert
sich die Abrieb- und Verschleil¥festigkeit [Gencur 2003, MacDonald 2011,
Sobieraj 2009]. Die mechanischen Eigenschaften hingegen verschlechtern
sich [Gencur 2003, Sobieraj 2009, Utzschneider 2010b], worunter die
Festigkeit, die Kerbschlagzahigkeit, Bruchdehnung und die Bestandigkeit
gegenuber Ermiudung bei entsprechender Belastung zahlen [Huot 2011].
Zudem entstehen bei der Bestrahlung Radikale, die jahrelang Uberdauern
kénnen und durch Reaktion mit dem Umgebungssauerstoff zur Alterung des
Polyethylens fuhren [Kurtz 2009, Sobieraj 2009]. Zur Verhinderung oder
Reduktion der Oxidation von cross-linked Polyethylen werden diese
nachbehandelt [Kurtz 2009]. Beim Annealing wird das Polyethylen bis
unterhalb der Schmelztemperatur erhitzt [Ries 2005b]. Dabei werden die

Radikale reduziert, allerdings nicht vollstandig eliminiert [Ries 2005b]. Die
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mechanischen Eigenschaften werden dabei nicht verschlechtert [Ries
2005b]. Beim Remelting wird das Polyethylen bis oberhalb der
Schmelztemperatur erhitzt, wobei die Radikale vollstandig eliminiert werden
[Ries 2005b]. Die mechanischen Eigenschaften hingegen werden weiter
verschlechtert [Kurtz 2006, Ries 2005b].

Eine zweite Generation der crosslinked Polyethylene wurde entwickelt, um
den nachteiligen Eigenschaften beizukommen [Kurtz 2009]. Diese werden
als oxidativ stabile gecrosslinkte UHMWPE-Werkstoffe mit gutem Verschleil3-
sowie Abriebverhalten und ungeschwachten mechanischen Eigenschaften
beschrieben [Kurtz 2009]. Es existieren daflr drei Methoden [Kurtz 2009,
Ries 2005b]. Zum einen wird das Polyethylen sequentiell mit niedrigen
Dosen bestrahlt, wonach jeweils ein Annealing folgt [Dumbleton 2006]. Zum
anderen wird Vitamin E als Antioxidationsmittel verwendet, in welchem das
Polyethylen nach der Bestrahlung getaucht wird [Rowell 2011]. Studien
zeigten, dass in Vitamin E getauchtes Polyethylen abriebresistenter war [Gul
2017, Oral 2017, Rowell 2011]. Bichara et al. zeigte, dass mit Vitamin E
behandeltes XPE im Vergleich zu unbehandeltem XPE weniger Osteolysen
hervorriefen [Bichara 2014]. Die dritte Methode bedient sich mechanischer
Verformung durch hydrostatische Extrusion des gecrosslinkten Polyethylens

im erhitzten Zustand unterhalb der Schmelztemperatur [Kurtz 2006].
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1.2.3 Abriebinduzierter Pathomechanismus und Leukozyten-
Endothelzell-Reaktion

Der haufigste Grund einer Prothesenlockerung ist die aseptische Osteolyse,
hervorgerufen durch Akkumulation von Abriebpartikeln im periprosthetischen
Spalt [Bader 2006, Goldring 1983, Kaddick 2009, Lohr 2005, Schmalzried
1992, Wooley 2002]. Durch eine von Makrophagen dominierte
Entzindungsreaktion entsteht zwischen Knochen wund Implantat eine
synovial-like  membrane bestehend aus Entzindungszellen und
Abriebpartikeln [Bader 2006, Goldring 1986, Goldring 1983, Kaddick 2009,
Nich 2014, Ren 2011, Revell 2008, Schmalzried 1992, Tuan 2008]. Durch
Zytokinausschittung wird der Entziindungsprozess aufrecht erhalten und die
Osteoklastogenese innerviert [Ingham 2005, MacQuarrie 2004, Nich 2014,
Purdue 2007, Wooley 2002]. In Ganze sind die molekularpathologischen
Prozesse und Kaskaden jedoch noch nicht erforscht [Drees 2008, Gallo
2013, Nich 2014, Noordin 2012, Tuan 2008]. Auch wird der Weg der Partikel
an die Knochen-Implantat-Grenze, dem Ort der Knochenresorption,
kontrovers diskutiert. So postulieren Studien, dass es zu einer Migration der
Partikel durch den Knochen kommen kann [Libouban 2009, Massin 2004]. In
Schmalzried et al. Theorie des sogenannten Periimplantatspaltes gelangen
Partikel Uber die Synovialflissigkeit in mechanisch verursachte Mikrospalten
zwischen Knochen und Implantat, wo sie Makrophagen aktivieren, die die
Knochenresorption auslésen [Schmalzried 1992]. Wiederum andere Studien
zeigten, dass Abriebpartikel in regionale Lymphknoten transportiert werden
und in den Organen Lunge, Milz, Leber und Niere nachgewiesen werden
konnten [Revell 2008, Urban 2004].

Die Zytokine IL-1B8, IL-6 und TNF-a sind am bedeutensten fur die
osteolytische Kaskade [Noordin 2012, Wei 2005]. Dabei wird die Synthese
von IL-6 hauptsachlich durch IL-18 und TNF-a gesteigert, die wiederum

Osteoklasten aktivieren und eine Stimulierung der Differenzierung von
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Osteoklastenvorlauferzellen bewirken kénnen [Noordin 2012, Wei 2005]. Die
aktivierten und differenzierten Osteoklasten produzieren Kathepsin K und
Saure, wodurch gro3e Areale des Knochens resorbiert werden und sich
ausgedehnte Lakunen bilden [Purdue 2008, Purdue 2006, Tamaki 2008].

Ein weiterer wichtiger Signalweg, der vor allem Uber TNF-a und IL-13 zur
Osteoklastogenese fuhrt, l1auft Gber den Transkriptionsfaktor nuclear factor-
kappaB (NF-kB). NF-kB ist im Zytoplasma unter physiologischen Umstanden
an einen Inhibitor gebunden, der bei Inflammationsprozessen proteolytisch
abgebaut wird, wodurch NF-kB in den Zellkern gelangt und an die
Promotorregion seiner Zielgene, die vor allem fir proinflammatorische
Zytokine, Chemokine und Adhasionsmolekile codieren, bindet [Drees 2008,
Holt 2007, Ingham 2005, Nich 2014, Noordin 2012].

Osteoklasten und deren Vorlauferzellen besitzen auf der Oberflache den
Rezeptor-Aktivator von NF-kB (RANK), der durch Bindung seines Liganden
(RANKL) die Differenzierung von Osteoklastenvorlauferzellen aktiviert und
die Knochenresorption durch Osteoklasten innerviert [Drees 2008, Nich
2014, Purdue 2006, Purdue 2007]. Ein naturlicher Antagonist zu RANKL ist
Osteoprotegerin (OPG), der durch Bindung von RANKL den Knochenabbau
hemmt und den Knochenaufbau férdert [Drees 2008, Ingham 2005, Nich
2014, Revell 2008]. Um das Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und
-abbau zu halten, ist das Verhaltnis von RANKL zu OPG entscheidend.
Verschiebt sich dieses Gleichgewicht in Anwesenheit von TNF-a zu Gunsten
von RANKL, kommt es zu vermehrten Osteolysen und zu einer gesteigerten
Knochenresorption [Gallo 2013, Kitaura 2005, Purdue 2006, Purdue 2007,
Tuan 2008].
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Die in mehreren Schritten ablaufende Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
beschreibt die Interaktion zwischen Blutzellen und Gefallwand [Murphy
2016].

Die Voraussetzung fur die Emigration der Leukozyten aus dem Blutstrom ins
Gewebe ist die Aktivierung des Endothels durch von aktivierten
Makrophagen sezernierte Zytokine wie TNF-a oder IL-18 [Murphy 2016]. Im
vorbeiflieBRenden Blutstrom kommt es zu einem zufalligen Berlhren des
Endothels durch einen Leukozyten [Carlos 1994, Radi 2001]. Es entstehen
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reversible Bindungen zwischen Leukozyt und Endotheloberflache, wodurch
es zum sogenannten ,Rolling“ des Leukozyts kommt [Carlos 1994, Murphy
2016, Revell 2008, Steeber 1998, Steeber 2000]. Verantwortlich fur das
Rollen des Leukozyten sind Adhasionsmolekile (Selektine), die sowohl auf
der Leukozyten- als auch auf der Endothelzelloberflache exprimiert werden
[Murphy 2016, Radi 2001]. Selektine binden an ihre Liganden und
ermoglichen  somit  ein  Anheften der Leukozyten an die
Endothelzelloberflache [Murphy 2016, Radi 2001]. Allerdings wird lediglich
die Geschwindigkeit des Leukozyten im Blutstrom verringert [Murphy 2016,
Radi 2001]. Die irreversible Adhasion (Sticking) des Leukozyten erfolgt durch
die Interaktion der Adhasionsmolekule intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) und vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) mit ihren Liganden
[Carlos 1994, Murphy 2016, Radi 2001, Steeber 1998, Steeber 2000]. Es
folgt die transendotheliale Migration (Diapedese) der Leukozyten durch
Endothelzelllicken ins Gewebe Uber Integrine und platelet and endothelial
cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) [Murphy 2016, Radi 2001].

Random . s L . - .
Contact — Rolling —= Sticking — Diapedesis — Chemotaxis
@ Selectins Integrins and |g-like
Flow
N —_—

Activation of
Endothelial Activation
Cell of leukocyte »

Extravascular
@ Stimulus Chemo-

attractant
Abbildung 6: Leukozyten-Endothelzell-Interaktion [Carlos 1994]
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Abriebpartikel der gangigsten
modernen Knieendoprothesendesigns aus konventionellen und crosslinked
Polyethlenen auf ihre inflammatorische Potenz hin zu untersuchen. Erfolgen
sollte dies Uber ein in vivo Mausmodell mittels Intravitalmikroskopie. Mit Hilfe
der Intravitalmikroskopie sollte die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion sowie
die synoviale Mikrozirkulation untersucht werden. Anschliel3end erfolgte eine

histologische Beurteilung der Synovialmembran auf mikroskopischer Ebene.

19



3. Material und Methoden

Die im folgenden beschriebenen Versuche fuhrte der Verfasser dieser Arbeit
im Zeitraum 2008-2009 durch. Die Tierversuche, unter dem Aktenzeichen
55.2-1-54-2531-139-07 bei der Regierung von Oberbayern registriert und
bewilligt, ~wurden gemal der  Tierschutz-Versuchstierverordnung
durchgefuhrt. Die Haltung der Tiere mitsamt des operativen Teils fand im
Walter-Brendel-Zentrum der LMU Mulnchen am Standort GroRhadern statt.
Die histologische Weiterverarbeitung der Proben erfolgte im Institut fr

Biomechanik und Experimentelle Orthopadie.
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3.1 Verwendete Polyethylene

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Polyethylenen handelte es sich, mit
Ausnahme eines experimentellen Typs (Gruppe D), um handelsubliche
Produkte (Tab.1) [Utzschneider 2010a, Utzschneider 2009a]. Im
Rasterelektronenmikroskop zeigten 85% der Partikel eine durchschnittliche
PartikelgroRe von < 1 pm, wobei die kleinsten Partikel tendenziell in den
cross-linked-(XPE)-Gruppen zu finden waren [Utzschneider 2010a,
Utzschneider 2009b]. Die Morphologie der Partikel war zum Grol3teil, glatt,
rund granular und irregular [Utzschneider 2010a, Utzschneider 2009b].

Tabelle 1: Im Versuch verwendete Polyethylentypen und Prothesendesigns

Gruppe PE-Typ Prothesendesign Herstellung Inlaytyp
A X3™ Scorpio® annealed und fixed
GUR 1020 XPE sequentiell bestrahlt
3x30 kGy Gamma,
Gasplasma
B Durasul™ Natural Knee® Il remelted fixed
GUR 1050 XPE 95 kGy E-beam, Eto
C Prolong™ NexGen® remelted fixed
GUR 1050 65 kGy E-beam,
XPE Gasplasma
D GUR 1020 LCS complete® remelted mobile
XPE 50 kGy Gamma,
Gasplasma
(experimenteller
Typ)
E GUR 1020 LCS complete® | 20-40 kGy Gamma | mobile
konventionelles unter Vakuum in
UHMWPE Folie (GVF)
F GUR 1050 Natural Knee® Il 40 kGy Gamma fixed
konventionelles
UHMWPE
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3.2 Tierversuch

1998 entwickelte Veihelmann et al. ein Tiermodell zur Darstellung der
Mikrozirkulation im Synovialgewebe von Mausekniegelenken [Veihelmann
1998]. Dieses wurde von Zysk et al. zur Untersuchung inflammatorischer
Prozesse, hervorgerufen durch intraartikular appliziertes Partikelmaterial,
mittels Intravitalmikroskopie weiterentwickelt [Zysk 2004, Zysk 2003].
Zusammengefasst ermoglicht das Tiermodell die in vivo Untersuchung
partikelinduzierter Entzundungsreaktionen und die Darstellung der
synovialen Mikrozirkulation sowie Leukozyten-Endothelzell-Interaktion [Zysk
2004, Zysk 2005, Zysk 2003].

3.2.1 Versuchstiere

Verwendet wurden 8-10 Wochen alte, weibliche Balb/c-Mause mit einem
Gewicht von 17-25g. In die Versuche wurden ausschlieRlich Mause mit
unauffalligem Fress-, Putz- und Spielverhalten eingeschlossen, was direkt
nach deren Anlieferung ins Walter-Brendel-Zentrum Uberprift wurde. Erst
dann wurden die Tiere randomisiert in sieben Gruppen zu je neun Tieren
eingeteilt.

Die Haltung erfolgte artgerecht in mit Sagespanen eingestreuten
Kunststoffkafigen, die in klimatisierten Raumen mit automatisiertem
Hell-/Dunkelzyklus standen. Als Verpflegung erhielten die Mause Laborfutter
fur Nager und zu jederzeit in ausreichender Menge verfligbares Trinkwasser.
Wahrend der Versuche verblieben die Versuchstiere in Einzelkafigen. Des
weiteren erfolgten in der Versuchszeit Kontrollen zum Gewicht, Fress-, Spiel-
und Putzverhalten.

Vor den Versuchen erhielt jedes Tier eine Nummer, die wahrend der in-vivo-

Untersuchungen und auch nach der Euthanasierung fur die nachfolgenden
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Untersuchungen beibehalten wurde.

3.2.2 Versuchsablauf

Die Versuche fanden an zwei durch eine siebentagige Inkubationszeit
voneinander getrennten Tagen statt. Am ersten Tag erfolgte die intraartikulare
Partikelinjektion in die linken Knie der Mause. Am achten Tag post
applicationem wurde die Intravitalmikroskopie durchgefihrt (Abb. 7). Im
direkten Anschluss erfolgte die Euthanasierung mit Praparatentnahme des

linken Kniegelenks zur weiteren histologischen Untersuchung.
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Abbildung 7: Versuchsaufbau
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3.2.2.1 Narkose

Um eine konstante Korpertemperatur der Maus wahrend der Narkose
gewahrleisten zu koénnen, wurde diese auf eine Warmematte gelegt.
Uberpriift wurde die Kérpertemperatur wahrend des Versuchs Uber eine
rektale Temperatursonde (Zielwerte zwischen 36,5°C und 38,0°C).

Die Narkose wurde mittels Vapor-Vernebler eingeleitet. Das
Inhalationsgemisch bestand aus Isofluran 1,2% mit einem Gemisch aus
35%igem Sauerstoff und Lachgas. Zur kontinuierlichen Uberwachung der
Vitalparameter wurde ein arterieller Katheter am proximalen Drittel des
Mauseschwanzes appliziert. Mit Hilfe eines Drucktransducers konnte der
Blutdruck Uberwacht werden. Um ein Austrocknen der Augen zu verhindern,
wurde eine 5%ige Dexpanthenol-Salbe aufgetragen.

Die Anasthesie der Mause erfolgte am Tag der Partikelinjektion sowie am Tag
der Intravitalmikroskopie. Fur die Intravitalmikroskopie wurde, mit einem an
einer Insulinnadel befestigten Polyethylenschlauch, ein vendser Zugang in
eine Schwanzvene gelegt. Durch diesen war die Gabe der
Fluoreszensfarbstoffe sowie isotoner Kochsalzlésung, zur Vorbeugung einer

Deydratation, moglich.
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3.2.2.2 Intraartikulare Injektion

FUr die Partikelinjektion wurden die luft- und wasserdicht verschlossenen
Partikelsuspensionen zuvor fur 20 Minuten in ein Ultraschallbad gelegt.
Somit wurde die Aggregation der Partikel verhindert und eine optimale
Verteilung der Teilchen in der Losung erzielt. Vor der Injektion in das linke
Kniegelenk wurde dessen Durchmesser mit einem Messschieber gemessen
und protokolliert. Im Anschluss wurde das Knie auf einen speziell
angefertigten Kunststoffblock in 45° Flexionsstellung fixiert. Mit einem
alkoholischen Desinfektionsmittel wurde das Knie desinfiziert, ehe der
Kniegelenkspalt mit einer Mikrokanule unter mikroskopischer Kontrolle
anterior durch das Ligamentum patellae punktiert wurde. Die intraartikulare
Injektion erfolgte dann Uber eine Insulinspritze. Es wurden 50ul einer 0,1
volumenprozentigen (Vol.-%) Partikelsuspension, bei der Kontrollgruppe 50ul
steriles PBS (Phosphat-Buffered-Saline), appliziert. Bei korrekter Applikation
zeigte sich eine prall gefillte Gelenkkapsel.

Nach Beendigung der Narkose wurde das Tier zum Aufwachen in einen mit

der Versuchsnummer versehenen Einzelkafig gelegt.

3.2.2.3 Mikrochirurgische Praparation

An Tag 8 wurde, nach Einleitung der Narkose, erneut der
Kniegelenkdurchmesser gemessen und protokolliert. Nach Dbereits
beschriebener Positionierung des linken Knies auf dem Kunststoffblock
erfolgte die Desinfektion des Gelenks. Zur Freilegung des Hoffa'schen
Fettkdrpers wurde das Kniegelenk semisteril unter mikroskopischer Kontrolle
prapariert. Hierzu erfolgte eine Inzision der Haut von der Pfote bis zum
mittleren Oberschenkel hin reichend. Nach Freilegung der Patellarsehne,
wurde diese durch einen vertikal verlaufenden Schnitt mobilisiert und cranial
aufgeklappt (Abb.8).
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Abbildung 8: Versuchsaufbau mit mikrochirurgischer Prédparation des Kniegelenks

3.2.2.4 Intravitalmikroskopie

FUr die intravitalmikroskopische Untersuchung wurde der freigelegte
Hoffa'sche Fettkdrper mit isotonischer Kochsalzlésung bespriht und ein
Deckglas aufgelegt. Als seitliche Stutze diente jeweils ein Tropfen
Silikonpaste, die zu beiden Seiten des Knies aufgetragen wurde. Auf die
Oberseite des Deckglases wurde ebenfalls ein Tropfen isotonischer
Kochsalzlésung aufgetragen und anschlieRend das Immersionsobjektiv des
Auflichtmikroskops angelegt. Durch das besagte Objektiv war eine bis zu
550fache GesamtvergroRerung moglich. Um eine optimale Aufnahmequalitat

zu erreichen, wurde das Deckglas wiederholt von beiden Seiten
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angefeuchtet. Eine Silberdampfkurzbogenlampe wurde als Lichtquelle
verwendet. Im Genauen war das verwendete Mikroskop von Harris et al.
beschrieben worden [Harris 1997].

Far die Fluoreszensmarkierung der Leukozyten wurde 0,15ml/kg
Korpergewicht Rhodamin 6G (0,05%) uber den Schwanzvenenkatheter
injiziert. Zuvor war der Farbstoff lichtgeschitzt in einer sterilen
Kochsalzlésung geldst und in Insulinspritzen aufgezogen worden. Angeregt
im grunen Wellenlangenbereich wurden die Leukozyten mit Hilfe der zuvor
beschriebenen HBO Quecksilberdampflampe und des Filter Set 15 von Zeiss
(band pass 546/12, Farbteiler 580, long pass 590) dargestellt. Mit einem
Videorecorder, an den ein Videozeitgenerator angeschlossen war, wurden flr
jedes Tier drei 30 Sekunden lange Videoaufnahmen gemacht. Hierdurch
wurden Flussgeschwindigkeit des Blutes sowie die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion im Bereich postkapillarer Venolen auf Videokassetten
dokumentiert.

Um das kapillare Netzwerk darzustellen, wurde das Plasma mittels 5%
Fluoresceinisothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) kontrastiert. Fur eine
optimale Darstellung des Kapillarbetts bedurfte es einer Dosis von 15mg/kg
Kdrpergewicht. Auch dieser Plasma-Farbstoff war zuvor in isotonischer
Kochsalzlésung geldst worden. Die Plasmakontrastierung erfolgte im blauen
Wellenlangen-Bereich durch eine variable Halogenlichtquelle (12V/100W)
und das Filter Set 09 (band pass 450-490, Farbteiler 510, long pass 520).
Auch hier wurden je drei Videoaufnahmen zu 30 Sekunden gemacht.

3.2.2.5 Auswertung und Datenerhebung der Intravitalmikroskopie

Uber die Auswertungssoftware Caplmage™, einem Computerprogramm fir
die Bildanalyse in der Mikrozirkulationsforschung, wurden die
aufgenommenen Videosequenzen ausgewertet. Parameter der

Mikrozirkulation waren die Flussgeschwindigkeit des Blutes, der
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Gefalldurchmesser des untersuchten Gefallabschnitts, sowie dessen Lange.
Die Erhebung dieser Daten erfolgte anhand der rhodaminkontrastierten
Aufnahmen.

Mit der Line-Shift-Diagram-Methode der Auswertungssoftware wurde die
Geschwindigkeit der sich im Gefaly bewegenden Erythrozyten gemessen und
daraus die Flussgeschwindigkeit in pm/s bestimmt. Der Gefalkdurchmesser
in Micrometer (um) errechnete sich durch die Mittelwertbestimmung des
Abstands zweier parallel zueinander liegender GefaBRwande, gemessen an
sechs Punkten. Die Gefaldlange (um) ermittelte sich Uber die Einzeichnung
der gesamten Lange des GefalRendothels.

Die Leukozyten-Endothelzell-Reaktion umfasste folgende Parameter,

bezogen auf den Beobachtungszeitraum der 30-sekundigen Videosequenz:

1. Passierende Zellen: Summe aller in Flussgeschwindigkeit

vorbeiziehender Leukozyten ohne Endothelkontakt

2. Rollende Zellen: Summe aller Leukozyten, die intermittierenden

Kontakt zum Endothel hatten und sich unterhalb der
Flussgeschwindigkeit bewegten

3. Adharente Zellen: Summe aller permanent an einer Stelle

verharrender Leukozyten mit standigem Kontakt zum Endothel

4. Fraktion rollender Leukozyten: Quotient aus rollenden und

passierenden Zellen

5. Fraktion adhéarenter Leukozyten: Quotient aus adharenten Zellen und

GefalRvolumen (Produkt aus Gefallange, Faktor Pi und

GefalRdurchmesser)

Aus den mit FITC-Dextran kontrastierten Aufnahmen liel3 sich die funktionelle
Kapillardichte in cm/cm? berechnen. Dazu bedurfte es der Lange der mit
Erythrozyten perfundierten Kapillaren in Bezug auf den betrachteten
Abschnitt (Gesichtsfeld).
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3.3 Histologie

3.3.1 Praparatentnahme und Fixierung

Nach der Tétung der Versuchstiere und dem Entfernen der Geratschaften,
erfolgte innerhalb von 20 Minuten die Praparatentnahme fir die
weiterfuhrenden histologischen Ausarbeitungen. Zunachst erfolgte, unter
einer Sterilwerkbank, die komplette Desinfektion des Versuchstiers durch
dreimaliges Tauchen in 70%igen Ethanol. AnschlieRend wurde der zuvor
gesetzte Hautschnitt erweitert und das Fell der linken unteren Extremitat
entfernt. Ohne den Bandapparat des Kniegelenks zu verletzen, wurde die
Muskulatur entfernt und Tiba sowie Femur jeweils mittig durchtrennt. Das so
enthommene Kniegelenk wurde zur Fixierung in 4%iges Formalin Uberfuhrt.

Fir weitere histologische und immunhistochemische Untersuchungen fir
weiterfuhrende Studien, hier nicht weiter ausgefuhrt, wurden das rechte

Kniegelenk sowie Leber, Lunge, Milz und Nieren entnommen.

3.3.2 Entkalkung und Entwasserung

Nach einer Fixierzeit von 24 Stunden wurden die linken Kniegelenke zur
Entkalkung in 4%iges EDTA Uberfuhrt und sieben Tage lang entkalkt.

Die Entwasserung der entkalkten Gewebe erfolgte im
Entwasserungsautomaten Uber eine aufsteigende Alkoholreihe mit
nachgeschaltetem Xylol und anschlielfendem Paraffinbad. Hierfur wurden sie
zur korrekten Zuordbarkeit in mit ihrer Versuchsnummer beschriftete

Einbettkassetten gelegt.
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3.3.3 Einbettung in Paraffinblocke

Nach Entnahme der Proben aus dem Entwasserer, wurden die Kassetten in
eine Warmekammer der Ausgief3station gelegt, um vorzeitiges Ausharten des
Paraffins zu vermeiden.

In vorgewarmte metallische Gussformen wurden die Knie, flr eine spatere
Anfertigung von Schnittpraparaten in sagittaler Ebene, auf der Seite liegend
orientiert und mit 60°C heilBen Paraffin Ubergossen. Zur besseren
Positionierung wurde die Gussform auf einen Kuhlstempel gestellt, wodurch
das Paraffin zu erstarren begann. Nun konnte das Praparat fest angedrickt
werden, sodass die gewilnschte Lage erhalten blieb. Der beschriftete Boden
der Einbettkassette wurde auf die Gussform gelegt und bis zum Rand mit
Paraffin aufgefullt. Zum vollstandigen Erstarren des Paraffins wurde die
Gussform auf eine Kuhlplatte (-5°C) gestellt. Nach Aushartung der Blocke

konnten diese aus der Gussform zur Weiterverarbeitung gelost werden.

3.3.4 Herstellung von Schnittpraparaten

Der angefertigte Block wurde in die Blockhalterung des Rotationsmikrotoms
eingespannt. Als Klinge dienten flir hartes Gewebe geeignete Einmalklingen.
Nach dem Anschneiden des Paraffinblocks bis zur Schnittebene, auf der das
Praparat in Ganze zu sehen war, wurden 6um dicke Feinschnitte angefertigt.
Diese wurden auf ein 36°C warmes Wasserbad gegeben, um der durch das
Schneiden hervorgerufenen Stauchung und mdglicher Faltenbildung
entgegenzuwirken. Im Anschluss wurden die Schnitte auf beschriftete und
beschichtete Objekttrager gezogen und zur Trocknung auf eine Heizplatte
(60°C) gelegt. Um das uberschussige Paraffin ablaufen zu lassen, wurden
die Schnitte anschlieBend in Objekttragerhalter bei 60°C in den

Trockenschrank gestellt.
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3.3.5 Ubersichtsfiarbung

Zur Darstellung der feingeweblichen Strukturen wurde eine Hamalaun-Eosin-
Farbung (HE-Farbung) der Schnittpraparate angefertigt. Pro Versuchstier
wurden drei Schnitte gefarbt, um eine reprasentative Aussage uber die
verschiedenen Schnittebenen hinweg zu erhalten.

Fir eine optimale Anfarbung wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und
uber eine absteigende Alkoholreihe ins wassrige Milieu der Farblosungen
gebracht. Es erfolgte die Kernfarbung in Hamalaun mit anschlieRender
Blauung in Leitungswasser. Das Cytoplasma wurde mit Eosin gegengefarbt.
Zum Erhalt der Farbung wurden die Schnitte durch eine aufsteigende
Alkoholreine gefuhrt und Uber Xylol mittels eines Eindeckmediums
eingedeckt.

Das Protokoll war wie folgt (Tab. 2):

Tabelle 2: Protokoll HE-Férbung

Losuna Verweildauer
Xvlol 3 Minuten (3x)

100% Ethanol

3 Minuten (3x)

96% Ethanol

2 Minuten (2x)

80% Ethanol

2 Minuten (2x)

70% Ethanol 3 Minuten
50% Ethanol 3 Minuten
Aaua destillata 3 Minuten (2x)
Hamalaun nach Maver 5 Minuten
Leitunaswasser 1 Minute
Eosin G 2 Minuten
70% Ethanol 1 Minute

80% Ethanol 2 Minuten
100% Ethanol 2 Minuten

Xvlol

5 Minuten (2x)
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3.3.6 Mikroskopische Auswertung

Fur die mikroskopische Auswertung wurden pro Versuchstier je drei
reprasentative Schnitte ausgewahlt [Zysk 2004, Zysk 2005].

Zur bildlichen Dokumentation wurde das Mikroskop mit einer Digitalkamera
konnektiert. Mittels Bildanalyseprogramm wurde an jedem Schnitt eine 6-
Punkt-Messung durchgefihrt, mit je vier Messpunkten an der ventralen und
zwei Messpunkten an der dorsalen Kniegelenkskapsel. Gemessen wurde die
Dicke der Synovialmembran, wobei nur die synoviale Zellschicht und das
synoviale Bindegewebe erfasst wurden. Perikapsulares Fettgewebe und
Muskulatur blieben unerfasst. Aus den gewonnen Messwerten wurde der
mausspezifische Mittelwert der Membrandicke in Mikrometer (um) berechnet
[Zeintl 1989].

Zusatzlich erfolgte eine deskriptive Beurteilung der Praparate. Im
Vordergrund standen die Synovialproliferation, Bildung von leukozytaren
Infiltraten und Kochen-/Knorpeldestruktionen.

Zur Graduierung der induzierten Inflammation wurde der von Brackertz et al.

etablierte histologische Score verwendet [Brackertz 1978]:

— Score 0: unauffalliges Kniegelenk

— Score 1: normale Synovia mit vereinzelt verteilten mononuklearen
Zellen

— Score 2: zwei- bis dreischichtiges Synovium mit diffuser
mononuklearer Infiltration

— Score 3: deutliche Hyperplasie der Synovia mit mehr als drei
Zellschichten und dichter Infiltration mononuklearer Zellen

— Score 4: starke Arthritis mit Pannusbildung, chondrale und

subchondrale Destruktion
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3.4 Statistische Auswertung

Das Statistikprogramm zur statistischen Auswertung der Versuchsergebnisse
war SigmaStat™. Die Daten der mikrozirkulatorischen Parameter,
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion sowie der funktionellen Kapillardichte
wurden als Mittelwerte (MW) mit Standardfehler (SEM = standard error of the
mean) je Maus berechnet. Bei dem histologischen Score nach Brackertz et
al. [Brackertz 1978] wurde der Median ermittelt.

Zur statistischen Analyse der Tierversuche, nach Uberprifung auf
Normalverteilung, wurde eine Kruskal-Wallis-Analyse gemacht. Zusatzlich
wurden fur die histologischen Ergebnisse mit dem Student-Newman-Keuls-
Test multiple paarweise Vergleiche der Versuchsgruppen durchgefuhrt. Das
definierte Signifikanzniveau war p<0,05. Die Auswertung entsprach dem

zuvor eingeholten statistischen Gutachten.
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3.5 Gerate- und Verbrauchsmittelliste

Die Reihenfolge wurde bestimmt durch die Nennung der Materialien und

Gerate.

Tabelle 3: Geréte und Verbrauchsmittel

Produkte Hersteller
Balb/c-Mause Charles-River-Wiga GmbH
Sulzfeld, Deutschland
Tiernahrung Ssniff Spezialdiaten GmbH
Ssniff Standartdiat fir Ratten wu. Soest, Deutschland
Mause
Warmematte KE-Geratebau Effenberger
Muanchen, Deutschland
Temperatursonde Hugo Sachs, Elektronik — Harvard
Apparatus GmbH
March-Hugstetten, Deutschland
Drager Isofluran-Vapor Dragerwerk AG CO.KgaG
Ldbeck, Deutschland
Forene® Isofluran Abbott GmbH Co. KG
Wiesbaden, Deutschland
Arterieller Katheter SIMS Portex Ltd., Smith Medical
Kent, United Kingdom
Drucktransducer Sirecust 300 D, Siemens AG
Muanchen, Deutschland
Dexpanthenol-Salbe 5% Bayer Vital GmbH
Bepanthen®-Augensalbe Leverkusen, Deutschland
Insulinnadeln Becton Dickinson GmbH S.A.
Madrid, Spanien
Polyethylenschlauch Smith Medical International Ltd.
Portex® Polyethylen-Tubing 0,4mm | Kent, United Kingdom
ID/0,8mm OD
Isotonische Kochsalzldsung Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland
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Messschieber 150mm
Genauigkeit 0,1mm

Mitutoyo Deutschland GmbH
Neuss, Deutschland

Ultraschallbad

Bandelin electronic GmbH & Co.KG

Sonorex Super RK510H Berlin, Deutschland
Hautdesinfektionsmittel Bode Chemie
Cutasept Hamburg, Deutschland

Mikrokanule Gauge 33

Fine Science Tools GmbH
Heidelberg, Deutschland

OP Mikroskop
Wild M650, max. VergroRerung: 40x

Wild
Heerbrugg, Schweiz

Insulinspritze 1ml/40 IE

Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Dulbecco's Phosphat Buffered Saline

Biochrom GmbH
Berlin, Deutschland

Deckglas Menzel GmbH & Co KG
Braunschweig, Deutschland

Silikonpaste Bayer AG

Baysilone Paste mittelviskos Leverkusen, Deutschland

Immersionsobjektiv Carl Zeiss AG

Archoplan 20x/0,5 W Oberkochen, Deutschland

Auflichtmikroskop Carl Zeiss AG

Axiotech Vario

Oberkochen, Deutschland

Rhodamin 6G Sigma Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland
Filter Set 15 Carl Zeiss AG
Oberkochen, Deutschland
Video Kamera Pieper
FK 6990 1Q-S Schwerte, Deutschland
S-VHS Videorecorder Sony GmbH

SV0O-9500 MDP

Ko6ln, Deutschland

Videozeitgenerator

Fora Company Ltd.

VT 633 Tokio, Japan
Videokassetten Sony GmbH,
KCA 180min Koln, Deutschland

Fluoresceinisothiocyanat-Dextran

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland
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Filter Set 09

Carl Zeiss AG
Oberkochen, Deutschland

Caplmage™

Dr. Zeintl Ingenieurburo
Heidelberg, Deutschland

Sterilwerkbank
LaminAir

Heraeus Holding GmbH
Hanau, Deutschland

Ethanol 70%
vollstandig vergallt mit Methylketon

Merck KgaA
Darmstadt, Deutschland

Formalin 4%
neutral gepuffert pH7

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU
Muanchen, Deutschland

EDTA 4%, Zitronensaure 20%
pH7

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU
Mudnchen, Deutschland

Entwasserungsautomat
Hypercenter XP

Thermo Shandon GmbH
Frankfurt, Deutschland

Ethanol 96%
vollstandig vergallt mit Methylketon

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU
Minchen, Deutschland

Ethanol 100%
vollstandig vergallt mit Methylketon

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU
Muanchen, Deutschland

Xylol PanReac AppliChem
reinst >98% Darmstadt, Deutschland
Paraffin Carl Roth GmbH & Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Einbettkassetten
Tissue Tec Uni Cassette

Sakura
Heppenheim, Deutschland

Ausgielstation
Gielstation Leica EG 1160

Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Rotrationsmikrotom
Leica RM 2255

Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Mikrotommesser
Microtom Blade A35

Feather Safety Razor Co. Ltd.
Osaka, Japan

Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik
Paraffin-Streckbad Burgwedel, Deutschland
Objekttrager Menzel GmbH & Co KG
Superfrost® Plus Braunschweig, Deutschland
Farbeklvetten inkl. | Wagner & Munz GmbH
Objekttragerhalter Munchen, Deutschland
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50% Ethanol
vollstandig vergallt mit Methylketon

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU
Muanchen, Deutschland

80% Ethanol
vollstandig vergallt mit Methylketon

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU
Minchen, Deutschland

Hamalaunldsung sauer nach Mayer

Carl Roth GmbH & Co. KG
Karlsruhe, Deutschland

Eosin Y Solution

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Eindeckmedium

O. Kindler GmbH

Eukitt Freiburg, Deutschland
Deckglaser Menzel GmbH & Co KG
24x32 mm Braunschweig, Deutschland
Mikroskop Olympus

Olympus BX 41

Hamburg, Deutschland

Digitalkamera
Olympus Camedia c-5060

Olympus
Hamburg, Deutschland

Bildanalyseprogramm
Olympus DP Software

Olympus
Hamburg, Deutschland

Statistikprogramm
SigmaStat™

Systat Software GmbH
Deutschland
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6. Ergebnisse

Die Auswertung erfolgte bei insgesamt 6 Gruppen (A - F) zu je 8
Versuchstieren sowie der Kontrollgruppe (PBS), die ebenfalls 8 Versuchstiere

umfasste.

6.1 Kniegelenkdurchmesser
In Tabelle 4 wurden die Mittelwerte der gemessenen Kniegelenkdurchmesser
vor und nach der Injektion dargestellt.

Tabelle 4: Mittelwerte sowie Minimum (min) und Maximum (max) der gemessenen
Kniegelenkdurchmesser vor und nach der Injektion

Mittelwert sowie Minimum Mittelwert sowie Minimum
Gruppe | und Maximum (min-max) der | und Maximum (min-max) der
[n=8] | Kniegelenkdurchmesser vor Kniegelenkdurchmesser
Injektion [mm] nach Injektion [mm]
PBS 4,1(3,9-4,1) 42(40—43)
A 0(3,9-41) 0(3,9-41)
B 1(3,9-4,2) (3 9-4,3)
C 2 (4,0-4,4) 3(4,1-45)
D 2(3,9-4,5) 4(4,1-49)
E 1(3,8-4,3) (4 0-4,3)
F 1(3,9-44) 3(4,0-4)5)

Es konnte kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) der
Kniegelenkdurchmesser zwischen der Kontrollgruppe und den einzelnen
Versuchsgruppen festgestellt werden. Auch wunter den einzelnen

Versuchsgruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).
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6.2 Mikrozirkulatorische Parameter

Die mikrozirkulatorischen Parameter werden in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardfehler der Blutflussgeschwindigkeit, Durchmesser der
Venolen und der funktionalen Kapillardichte (* = p < 0,05)

Mittelwert und Mittelwert und Mittelwert und
Gruppe Standardfehler Standardfehler Standardfehler
In =p§] Blutfluss- Durchmesser funktionelle
geschwindigkeit der Venolen Kapillardichte
[mm/s] [pm] [em/cm?]

0,28 19 368
PBS +£0.02 £1.2 £10
A 0,33 22 412*
+ 0,03 +1,2 +10
B 0,34 20 423*
+ 0,02 +0,7 +8
c 0,30 24 409*
+ 0,03 +1.0 +6
D 0,31 21 414*
+ 0,03 +1,0 +7
E 0,31 22 420*
+ 0,03 +0,7 +9
E 0,35 24 394~
+0,02 +0,7 + 11

Es konnte eine signifikante Zunahme der Kapillardichte der Versuchsgruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden (p < 0,05). Die
Versuchsgruppen untereinander verglichen, ergaben keine signifikanten
Unterschiede (p > 0,05).
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6.3 Leukozyten-Endothelzell-Reaktion

6.3.1 Fraktion rollender Leukozyten
Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergaben sich signifikant erhdhte Werte bei

den Versuchsgruppen (p < 0,05). Innerhalb der Gruppen konnten keine

signifikanten Unterschiede beobachtet werden (p > 0,05).

Fraktion rollender Leukozyten

0.1257 —_

0.1007

0.075-

0.050

Fraktion rollender Leukozyten

0.025

0.000=

Control (PBS) A B C D E F

Gruppen
Error bars: +/- 1 5D

Abbildung 9: Fraktion rollender Leukozyten der Versuchsgruppen sowie Kontrollgruppe. Angegeben sind die Daten
Als Mittelwert und Standardfehler. * = p < 0,05

40



6.3.2 Fraktion adharenter Zellen

Die Versuchsgruppen zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikante
Unterschiede (p < 0,05), wohingegen untereinander keine signifikanten

Abweichungen zu finden waren (p > 0,05).

Fraktion adhédrente Zellen

1200.0077

1000.00 -

E00.00—

600.00

400.00-

Fraktion adhérente Zellen [Zellen/mm?]

200.007

0=

Control (PBS) ..L B C (o]
Gruppen
Error bars: +/- 1 5D

Abbildung 10: Fraktion adhéarenter Zellen in Zellen/mm? der Kontrollgruppe sowie der Versuchsgruppen. Angegeben
sind die Daten als Mittelwert und Standardfehler. * = p < 0,05
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6.4 Histologie

6.4.1 Histopathologischer Synovialitis-Score und Dicke der
Synovialmembran

In Tabelle 6 wurden die Ergebnisse der Auswertung der histologischen

Parameter dargestellt.

Tabelle 6: Messwerte der Synovialmembrandicke und Histopathologischer Synovialitis-Score
nach Brackertz et al. im Vergleich zur Kontrollgruppe (* = p < 0,05)

Gruppe | Mittelwert und Standardfehler | Mittlerer Histopathologischer
[n=8] Synovialmembrandicke [um] Synovialitis-Score
46
PBS +6 0
A 100* N
+5 1,3
120* *
B £6 1.5
118* *
C +4 1,8
D 121* N
+6 1.8
E 115* N
£6 15
F 91* 1,5%
+3

Im Vergleich zur Kontroligruppe zeigten die Versuchsgruppen einen
signifikanten Unterschied in der Synovialmembrandicke und beim
Histopathologischen  Synovialitis-Score (p < 0,05). Innerhalb der
Versuchsgruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05).

Abbildung 9 zeigt die histologischen Schnitte. Gezeigt sind reprasentative
Ausschnitte der Synovialis der Kniegelenke 7 Tage nach intraartikularer

Applikation der Partikelsuspensionen der unterschiedlichen Polyethylene (A -
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Abbildung 11: Histologische Darstellung der verdickten murinen Synovialmembran 7 Tage nach
Partikelapplikation (A - F) im Vergleich zur PBS-Kontrolle (Ko). Vergré3erung 200-fach, Mastab 100 um

GS = Gelenkspalt; Syn = Synovia
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Eine dunne synoviale Zellschicht mit lockerem Zellinfiltrat ist in der
Kontrollgruppe zu sehen. In den Versuchsgruppen hingegen ist eine
deutliche Zunahme der Synovialis mit erhéhter zellularer Infiltration (Pfeil) zu

erkennen.
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7. Diskussion

Der haufigste Grund einer Revision in der Endoprothetik ist die aseptische
Prothesenlockerung [Gallo 2013, Kaddick 2009, Tuan 2008, Wengler 2014,
Wooley 2004, Yang 2007]. Die Ursache fur diesen Prozess wird im Abrieb
der Materialien von Gleitpaarungen gesehen [Fehring 2004, Naudie 2004,
Purdue 2006, Wooley 2002]. Diese losen im umgebenden Gewebe
Entzindungsprozesse aus, die zu periprothetischen Osteolysen und
schlielllich zum Versagen der Prothese fihren [Drees 2008, Holt 2007,
Purdue 2006, Wooley 2004]. Auf zellularer Ebene geschieht eine Aktivierung
von Makrophagen, die durch Ausschuttung von Zytokinen und Chemokinen
zu einer Aktivierung von Osteoklasten und deren Vorlauferzellen fuhrt [Gallo
2013, Goodman 2007, Ingham 2005, Nich 2014, Purdue 2008, Purdue 2007].
Das Ausmal der durch den Abrieb hervorgerufenen Entzindungsreaktion ist
dabei von der Anzahl, der GroRe und Form der Partikel abhangig [Campbell
1995, Gelb 1994, Green 1998, Matthews 2000, Murray 1990, Shanbhag
1994, Sieving 2003, Zysk 2004, Zysk 2005]. Die starksten Reaktionen
wurden durch eine gro3e Anzahl [Szivek 1996], kleiner [Bauer 2014,
Hinarejos 2012, Zysk 2004] und deformierter [Zysk 2005] Partikel
hervorgerufen.

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist es ein dauerhaftes Bestreben, Materialien
zu entwickeln, deren Abrieb moglichst minimal und wenig inflammatogen ist.
Seit den 60er Jahren wird hauptsachlich UHMWPE als Gleitpaarungsmaterial
verwendet [Bellare 2005]. Allerdings fielen im Laufe der klinischen
Anwendung Schwachstellen auf [Bellare 2005]. Diese umfassten einen
hohen Verschleil® und eine rasche Materialermidung des Werkstoffs [Bellare
2005, Crowninshield 2008, Kurtz 2009, McKellop 2000]. Eine Erhéhung der
Verschleil3- und Abriebfestigkeit schaffte die zusatzliche Quervernetzung des
UHMWPE zu cross-linked Polyethylen (XPE) [Gencur 2003, MacQuarrie
2004, Sobieraj 2009].
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7.1 Diskussion der Methodik

In der Literatur lassen sich verschiedene Moglichkeiten zur Untersuchung
von Abriebpartikeln auf deren biologische Aktivitat finden. Zum einen wurde
mit in vitro Modellen gearbeitet, zum anderen mit in vivo Modellen [Catelas
1998, Dowd 1995, Green 2000, Harboe 2015, lligen 2009, lligen 2008,
Kaufman 2008, Merkel 1999, Nakashima 1999, Rao 2013, Taki 2005,
Timperley 2010, Yang 2007, Zhang 2009].

Bei in vitro Versuchen wurden die zu untersuchenden Partikel auf
Makrophagen gegeben und in Kulturflaschen inkubiert [Catelas 1998, Green
1998, lligen 2008, Kaufman 2008, Matthews 2000, Nakashima 1999]. Bei
dieser Methode wurde die biologische Aktivitat durch die von den
Makrophagen in das Nahrmedium abgegebenen Zytokinen und Chemokinen
evaluiert [Green 2000, lllgen 2008, Kaufman 2008, Matthews 2000,
Shanbhag 1994]. Auch bei fibroblastenahnlichen Synoviozyten (fibroblast-like
synoviocytes (FLS)) wurden die biologische Aktivitat durch von den FLS
sezernierten Zytokinen evaluiert [Silverstein 2017]. Bei den zuvor genannten
in vitro Modellen handelte es sich um Inflammationsmodelle [Green 2000,
Green 1998, lligen 2008, Kaufman 2008, Matthews 2000, Silverstein 2017].
Ein Osteolysemodell verwendeten Sartori et al., in welchem Partikel auf
Osteoklastenvorlauferzellen gegeben wurden [Sartori 2017]. Untersucht
wurde neben der inflammatorischen Potenz der Partikel auch die spontane
Differenzierung der Vorlauferzellen zu aktiven Osteoklasten [Sartori 2017].

In vitro Modelle erlauben eine grundsatzliche Erforschung pathologischer
Mechanismen, sind allerdings bei der Wechselwirkung mit anderen Zellen
und der Erforschung von systemischen Reaktionen limitierend.

Ein etabliertes in vivo Modell stellt die subkutane Ruckenkammer bei
Mausen [Ren 2004, Sieving 2003, Wang 2011, Wooley 2002] oder
Goldhamstern [Kraft 2005, Kraft 2003] dar. Die Partikel wurden in die
Ruckenhautkammer gespritzt und inkubiert [Kraft 2005, Kraft 2003, Ren
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2004, Sieving 2003, Wang 2011, Wooley 2002]. Das histologisch untersuchte
Gewebe war subkutanes Fettgewebe [Sieving 2003, Wang 2011, Wooley
2002] oder Skelettmuskulatur [Kraft 2005, Kraft 2003] im Bereich des
Ruckens. Vorteilhaft ist die relativ einfache Durchfuhrbarkeit und die leichte
Zuganglichkeit des Orts der applizierten Partikel [Ren 2004]. Die Problematik
dieses Modells besteht in der fehlenden Vergleichbarkeit der
Ruckenhautkammer mit dem Gelenkspalt. Osteolytische Auswirkungen der
Partikel konnten somit nicht untersucht werden.

Das Calvaria-Osteolyse-Modell berlcksichtigt die Knochenresorption [lligen
2009, Merkel 1999, Rao 2013, Taki 2005]. Die zu untersuchenden Partikel
wurden unter das Periost auf die Kortikalis der Calvaria von Versuchstieren
appliziert [lligen 2009, Merkel 1999, Rao 2013]. Durch histologische und
immunhistochemische Untersuchungen wurde die biologische Aktivitat der
Abriebpartikel auf das Gewebe und die Schadelkalotte bestimmt [Merkel
1999, Rao 2013, Taki 2005]. Die Vorteile dieses Modells sind die einfache
Durchfuhrung sowie die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Verglichen mit
den in vitro Modellen und den Rluckenkammer-Modellen werden die
Auswirkungen der Abriebpartikel auf die Knochenresorption berticksichtigt,
wodurch sich Informationen Uber das Ausmald der Osteolyse gewinnen
lassen [Rao 2013, Taki 2005]. Allerdings ist die Anatomie der Schadelkalotte
nicht vergleichbar mit einem Gelenk, wodurch die Wirkung der Partikel in
einem sich bewegenden Gelenk nicht berucksichtigt wird [Merkel 1999, Rao
2013, Taki 2005].

Ein aufwendigeres Model etablierte Yang et al. [Yang 2007]. In die Tibia von
Mausen wurde ein Kanal gebohrt, in welchen ein Titan- oder Stahlstift so
eingesetzt wurde, dass der Kopf des Stifts blndig mit der knorpeligen
Oberflache des Tibia-Plateaus und der angrenzenden Gelenkflache war
[Yang 2007]. Abriebpartikel wurden vor dem Einsetzen des Stifts in den
Kanal und nach Einsetzen intraartikular appliziert [Yang 2007]. Uber Mikro-

CT wurde in regelmaligen Abstanden die Lage des Implantats und die
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Veranderung der Knochendichte Uberprift [Yang 2007]. Durch Messung der
Kraft, die zur Extraktion des Stifts bendétigt wurde, wurde die Verankerung
des Implantats Gberprift [Yang 2007]. Die an der Knochen-Implantat-Grenze
gebildete Interface-Membran wurde histologisch aufgearbeitet und auf
Osteolyseparameter untersucht [Yang 2007]. Mit diesem Modell konnten
sowohl  Veranderungen an der Knochen-Implantat-Grenze, der
Knochendichte sowie das Ausmalf’ der Osteolyse als auch die Auswirkungen
auf die knocherne Verankerung des Implantats untersucht werden [Yang
2007]. Auch von Zhang et al. wurde diese Methode mehrmals benutzt [Zhang
2010, Zhang 2009]. Als Vorteil dieses Modells wird die intraartikulare und
intramedullare Partikelapplikation gesehen, wodurch exakt das betroffene
Gewebe untersucht werden kann [Yang 2007, Zhang 2010, Zhang 2009].
Auch wird die Knochen-Implantat-Grenze bericksichtigt, an der es zur
Lockerung und schlieRlich auch Versagen von Implantaten kommt, sowie die
Verankerung des Implantats [Yang 2007]. Allerdings erfordert das Einsetzen
des Stifts, bedingt durch die geringe Grolde der Tibia einer Maus, groldes
operatives Geschick, was flr eine hohe Fehleranfalligkeit spricht [Yang 2007,
Zhang 2010, Zhang 2009]. Zudem ist die Prozedur sehr zeitintensiv, was das
Erreichen hoher Fallzahlen erschwert [Yang 2007, Zhang 2010, Zhang 2009].
Des Weiteren mussen die Stifte fur Mause eigens angefertigt werden, was
ebenfalls Zeit und auch Kosten beansprucht [Yang 2007].

Die Implantation von Gelenkprothesen ist nur bei grof3eren Tieren mdglich.
So wurden Hemiarthroplastiken in den Knien von Kaninchen [Sacomen
1998] und totale bei Kaninchen Huftarthroplastiken [Dowd 1995, Shanbhag
1997], Hunden [Wise 2005] und Schafen [Harboe 2015, Timperley 2010]
durchgefuhrt. Die periprothetische Osteolyse wurde mit radiologischen und
histologischen Methoden gemessen [Dowd 1995, Harboe 2015, Shanbhag
1997, Timperley 2010, Wise 2005]
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.Dieses aufwandige Versuchsmodell ist zum einen mit hohen Kosten, zum
anderen mit einem hohen organisatorischen, technischen und zeitlichen
Aufwand verbunden [Harboe 2015, Timperley 2010]. Auch lassen sich hohe
Fallzahlen nur schwer erreichen, obwohl das Modell Ursache und
Mechanismus periprothetischer Osteolysen gut wiedergibt [Harboe 2015].
Veihelmann et al. etablieten im Rahmen der Arthritisforschung ein
Mausmodell, welches die Messung der synovialen Mikrozirkulation und der
Leukozyten-Endothel-Interaktion am lebenden Tier mittels
Intravitalmikroskopie ermdglichte [Veihelmann 1998]. Das Kniegelenk wurde
als zu untersuchendes Gelenk ausgewahlt, da der chirurgische Zugang ohne
groRes Trauma erfolgte [Veihelmann 1998]. Zysk et al. verwendete dieses
Modell erstmals weiter, um die synoviale Mikrozirkulation und Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion nach Partikelapplikation zu untersuchen [Zysk 2003].
Die Migration von Leukozyten aus postkapillaren Venolen stellt einen
essentiellen Mechanismus in der Entzindungsreaktion dar [Murphy 2016].
Diese Migration der Leukozyten und die Veranderungen der
Synovialmembran wurden von Zysk et al. beschrieben [Zysk 2004, Zysk
2005, Zysk 2003]. Es konnte gezeigt werden, dass die starkste
Entziindungsaktivitdt der Synovia am achten Tag nach Partikelapplikation
gemessen wurde [Zysk 2003]. Im weiteren Verlauf klang die
Entzindungsreaktion wieder ab [Zysk 2003]. Dies deutet darauf hin, dass der
Korper dynamisch auf das Vorhandensein von Abriebpartikeln reagiert [Zysk
2003].

In dieser Studie wurde die Messung der synovialen Mikrozirkulation sowie
der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion mittels Intravitalmikroskopie nach
intraartikularer Partikelapplikation nach dem Modell von Zysk durchgefihrt
[Zysk 2004, Zysk 2003]. Dieses Verfahren eignet sich zur quantitativen
Analyse von akuten sowie chronisch entzindlichen Vorgangen im murinen

Kniegelenk [Veihelmann 1999] und ermdglicht die Untersuchung der
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inflammatorischen Potenz von Abriebpartikeln nach intraartikuléarer
Applikation [Zysk 2004, Zysk 2003].

Die gemessene funktionelle Kapillardichte ist ein Parameter fur die
Darstellung der Gewebeperfusion [Nolte 1995, Veihelmann 1998], die
gesteigert ein charakteristisches Merkmal entzindlicher Prozesse bildet
[Murphy 2016]. Zugleich wurde bei periprothetischen Entziindungen und
osteolytischen Prozessen eine verstarkte Neovaskularisierung beobachtet
[al-Saffar 1995, Jell 2001, Tunyogi-Csapo 2007], die zusammen mit einer
gesteigerten Angiogenese bei gelockerten Prothesen nachgewiesen wurde
[al-Saffar 1995, Jell 2001, Tunyogi-Csapo 2007, Zysk 2003]. Somit eignet
sich die Messung der funktionalen Kapillardichte zur Darstellung der
Angiogenese und Gewebsperfusion [Veihelmann 1999, Veihelmann 1998].

In  Anwesenheit von Abriebpartikeln lieRen sich Veranderungen der
Mikrozirkulation und der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion feststellen [Kraft
2003, Zysk 2004]. So zeigten intravitalmikroskopische Untersuchungen, dass
Partikel unterschiedlichen Materials [Kraft 2005, Kraft 2003] und auch
unterschiedlicher Form und GrofRe [Kraft 2005, Kraft 2003, Zysk 2005] zu
einer Veranderung der Mikrozirkulation und einer gesteigerten Migration von
Leukozyten ins Gewebe fuhrten [Kraft 2005, Kraft 2003, Zysk 2005].

Neben der Darstellung der synovialen Mikrozirkulation sowie der Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion wurden auch histologische Methoden zur Beurteilung
der Synovialmembran und deren Dicke herangezogen. Brackertz et al. stellte
einen histopathologischen Score zur Graduierung der induzierten
Inflammation vor [Brackertz 1978], der ein anerkannter Parameter fur
entzlndliche Veranderungen des Kniegelenks ist [Brackertz 1977, Brackertz
1978, Utzschneider 2010a, Zysk 2004, Zysk 2005, Zysk 2003].

Es ist bekannt, dass Abriebpartikel zur Ausbildung einer
Periimplantatmembran fuhren, bestehend aus Entzundungszellen und
Abriebmaterial [Goldring 1986, Goldring 1983, Schmalzried 1992]. Zysk et

al. beschrieben reaktive entziindliche Veranderungen der Synovialmembran
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acht Tage nach intraartikularer Applikation von Abriebpartikeln [Zysk 2004,
Zysk 2005, Zysk 2003]. Die histologische Auswertung der Synovialmembran
zeigte eine Zunahme der Dicke der synovialen Zell- und Bindegewebsschicht
einhergehend mit einer Zunahme an monozytaren Infiltraten [Zysk 2004,
Zysk 2005]. Dies bestatigt die Vermutung, dass Abriebpartikel zu einer
direkten Reaktion des umgebenden Gewebes flhren, wodurch die
Intravitalmikroskopie kombiniert mit einer histologischen Aufarbeitung des zu
untersuchenden Gewebes ein geeignetes Verfahren darstellt, um die initialen
biologischen Reaktionen festzustellen, zu messen und zu untersuchen
[Utzschneider 2014, Utzschneider 2009b]. Im Gegensatz zu dem haufig
angewandten Calvarienmodell kénnen bei diesem Modell die biologischen
Reaktionen direkt am betroffenen Gelenk und der Gelenkkapsel erfasst und
gemessen werden. Es wird vermutet, dass neben den Makrophagen auch
andere Zellen am Pathomechanismus periprothetischer Osteolysen beteiligt
sind [al-Saffar 1999, Bauer 2014, Jiang 2013]. Darunter zahlen Lymphozyten,
Plasmazellen und eosinophile Leukozyten [Bauer 2014, Jiang 2013] sowie
Osteo- und Fibroblasten [Fujii 2011, Jiang 2013, Koreny 2006, Vermes 2001]
und Mast- und Endothelzellen [al-Saffar 1999, Purdue 2007]. So liegt der
Vorteil des im Versuch gewahlten Modells gegenuber in vitro Modellen darin,
dass nicht nur einzelne Zelllinien in ihrer biologischen Reaktion untersucht
werden konnen, sondern auch im direkten Zusammenspiel mit anderen
vorhandenen Zelllinien sowie die Reaktion im Zellverbund.

Es ist jedoch zu sagen, dass das verwendete Versuchsmodell keine
quantitativen Untersuchungen periprothetischer Osteolysen erlaubt. Zwar
kann eine qualitative Aussage Uber das Vorhandensein von Osteolysen,
hervorgerufen durch Abriebmaterial, getroffen werden, jedoch fehlt eine
Knochen-Implantat-Grenze, an der die Mechanismen einer periprothetischen
Osteolyse untersucht werden konnen, da es lediglich zu einer intraartikularen
Partikelapplikation, jedoch zu keiner Implantation von endoprothetischem

Material in den Knochen kommt. Bisher existiert allerdings noch kein Modell,
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welches alle Parameter der periprothetischen Osteolyse umfasst und
wiedergeben kann. Das verwendete Versuchsmodell umfasst die initiale
Reaktion des artikularen Gewebes auf Abriebpartikel. Es konnte gezeigt
werden, dass es sich bei dieser Reaktion um entzindliche Prozesse
einhergehend mit Veranderungen am synovialen Gewebe handelt [Zysk
2004, Zysk 2003]. Auch ist bekannt, dass diese entzlindlichen Prozesse zu
einer Entzindungskaskade durch Ausschuttung proinflammatogener Chemo-
und Zytokine, die zu einer Aktivierung von Osteoklasten und deren
Vorlauferzellen und somit zum osteolytischen Geschehen fuhren [Drees
2008, Gallo 2013, Holt 2007, Kaddick 2009, Purdue 2007, Wooley 2004].

Der gewahlte Zeitraum zwischen Partikelinjektion und
intravitalmikroskopischer Untersuchung war von Zysk et al. etabliert worden
[Zysk 2003]. Die meisten in der Literatur etablierten Modelle verwenden
ahnliche Zeitraume [lligen 2009, Ren 2004, Taki 2005]. Auch hier sollte der
Zeitraum nach der primaren Fragestellung gewahlt werden, wobei im
Schadelkalottenmodell bereits nach 5 — 7 Tagen Osteolysen auftraten,
sodass auch der schnelle Stoffwechsel der Maus bei der Wahl des Zeitraums
berticksichtigt werden sollte [Taki 2005].

Da dem Partikelvolumen bei der inflammatorischen Reaktion auf
Abriebpartikel eine bedeutende Rolle zukommt [Catelas 1998, Green 2000,
Green 1998, Matthews 2000], wurde von Zysk et al. fur das vorliegende
Modell ein konstantes Partikelvolumen von 0,1 Vol% gewahlt [Z[Zysk 2004,
Zysk 2005, Zysk 2003]. Margevicius et al. analysierten Abriebpartikel in der
Pseudomembran gelockerter Endoprothesen, deren Volumenanteil in etwa
0,1 % betrugen [Margevicius 1994], worauf sich Zysk et al. beriefen. Auch in
anderen Studien wurde die Partikelkonzentration von 0,1 Vol% gewahlt
[Vermes 2001, Yao 1997].
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7.2 Diskussion der Ergebnisse

Es kann gesagt werden, dass XPE und UHMWPE, die sich in Grolke und
Form gleichen [Paulus 2015], eine ahnliche inflammatorische Potenz
besitzen. Die inflammatorischen Reaktionen der Synovialmembran zeigten
dabei, keine Abhangigkeit zum Herstellungsprozess der Partikel.

Der Kniegelenkdurchmesser erhohte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
weder signifikant (p > 0,05) bei den UHMWPE- noch bei den XPE-Gruppen,
was auf eine schwache inflammatorische Potenz hindeutet, da Schwellung
ein deutlicher Parameter flr eine Entzindung ist [Murphy 2016]. Eine
signifikante Zunahme gab es hingegen bei der Synovialmembrandicke. Diese
erhohte sich signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Allerdings lielRen
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen UHMWPE und XPE
ausmachen. Dies spiegelte sich auch bei den mikrozirkulatorischen
Parametern wieder. Daraus lasst sich schlieRen, dass, bezogen auf die im
Versuchsmodell verwendeten Partikel, die Quervernetzung keine
Auswirkungen auf das inflammatorische Potential hat. Bischoff et al. zeigte in
einer Simulatorstudie, dass der Abrieb von XPE um 74% geringer war als der
von konventionellem Polyethylen [Bischoff 2015]. Dies zeigt den Vorteil von
XPE gegenuber konventionellem PE [Bischoff 2015]. Auch konnte in
Kurzzeitstudien eine verminderte Revisionsrate bei XPE verglichen zu
konventionellem UHMWPE verzeichnet werden [de Steiger 2015, Meneghini
2016].

Kontrovers dazu hingegen stehen andere Studien, die keinen verringerten
Abrieb von XPE im Patienten ausmachen konnten [Hinarejos 2013, Hinarejos
2012]. In diesen Studien wurden Patienten randomisiert konventionelles
Polyethylen oder XPE als Gleitpaarungsmaterial eingesetzt [Hinarejos 2013,
Hinarejos 2012]. Nach zwolf Monaten wurde Synovialflussigkeit entnommen
und elektronenmikroskopisch auf Abriebpartikel getestet [Hinarejos 2013,

Hinarejos 2012]. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede in der
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Anzahl der Abriebpartikel zwischen konventionellem Polyethylen und XPE
festgestellt werden [Hinarejos 2013, Hinarejos 2012]. Hier ist zu bemerken,
dass es sich um einen sehr kurzen Zeitraum handelt. Es wurden lediglich
Proben nach einem Jahr entnommen. So liel3en sich nur Aussagen uber ein
kurzfristiges Abriebverhalten machen. Es fehlen jedoch Aussagen Uber das
langfristige Abriebverhalten der verschiedenen Polyethylene.

Lachiewicz et al. untersuchten in einem Nachsorgeuntersuchungszeitraum
von durchschnittich 4,5 Jahren Patienten mit implantiertem
Oberflachenersatz aus konventionellem PE oder XPE auf Exsudate im Knie,
Osteolysen und die Beweglichkeit der unteren Extremitaten [Lachiewicz
2016]. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
[Lachiewicz 2016].

Die Entwicklung von XPE der zweiten Generation, die mit Vitamin E
stabilisiert wurden, wird immer mehr diskutiert. In in vitro Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass Vitamin E sich positiv auf die Abriebfestigkeit
auswirkt und die Oxidation des Materials, also die Materialermudung,
vermindert [Affatato 2012, Micheli 2012, Oral 2017, Oral 2011]. Dennoch
fehlen hier reprasentative in vivo Studien und Langzeitergebnisse, was
zukunftig weiter diskutiert werden muss.

Es bedarf also weiterer Studien, vor allem klinischer Langzeitstudien, die
XPE auf Abriebfestigkeit, Osteolysen und Prothesenlockerungen hin
untersuchen. Die Frage, ob XPE der bessere Werkstoff fir Endoprothesen
ist, ist noch nicht abschlie3end geklart und wird fur Knie-Endoprothesen noch
weiter diskutiert werden und Bestandteil weiterer Studien sein. Es kann
jedoch gesagt werden, dass die von uns untersuchten XPEs im Gegensatz
zum eingesetzten konventionellen  Polyethylen keine gesteigerte
inflammatorische Potenz besitzen. Hinsichtlich der Abriebfestigkeit zeigt es
sich auf jeden Fall als geeigneter und konnte konventionelles Polyethylen

vom Markt drangen. Doch wird dies der klinische Einsatz langfristig zeigen.
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8. Zusammenfassung

Die aseptische Prothesenlockerung ist nach wie vor der Hauptgrund einer
Revision. Aus diesem Grund ist es wichtig, nach den Ursachen des
Versagens zu forschen. Es ist bekannt, dass Abriebpartikel zu einer
Entzindungsreaktion fuhren, in deren Folge eine gesteigerte Osteolyse zu
einer Lockerung und schlie3lich einem Versagen der Endoprothese kommt.
Der am haufigsten verwendete Werkstoff flr Gleitpaarungen ist das ultra-
high-molecular-weight-polyethylene (UHMWPE). Die Problematik dieses
Werkstoffs liegt im hohen Verschlei. Durch Quervernetzungen entstand ein
verbesserter Werkstoff mit vermindertem Abrieb, dessen biologische Aktivitat
noch zu klaren ist. Das Augenmerk dieser Arbeit liegt auf dem Vergleich von
Partikeln  sechs verschiedener Polyethylenpartikel, wovon zwei
konventionelle und vier cross-linked Polyethylene waren, auf ihre
inflammatorische Potenz hin zu untersuchen.

Die applizierten Polyethylenpartikel fihrten im Vergleich zur Kontrollgruppe
zu einem etwa gleich hohen Anstieg der funktionellen Kapillardichte bei den
Versuchsgruppen, wobei ein signifikanter Unterschied (p > 0,05) zwischen
den Gruppen nicht festgestellt werden konnte. Auch die Untersuchung der
Leukozyten-Endothelzell-Reaktion  lieferte  vergleichbare  Ergebnisse.
Zusatzlich erbrachten die histopathologischen Untersuchungen Hinweise
darauf, dass es unter den Polyethylengruppen keine Unterschiede in der
Intensitat der hervorgerufenen Entziindungsreaktion gab. Zusammengefasst
zeigten die intravitalmikroskopischen und histopathologischen Ergebnisse
dieser Arbeit, dass die Abriebpartikel von cross-linked Polyethylenen im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine inflammatorsiche Reaktion der
Synovialmembran hervorrufen. Des Weiteren konnte nicht nachgewiesen
werden, dass cross-linked Polyethylene die inflammatorische Potenz der

Abriebpartikel im Vergleich zu konventionellen Polyethylenen erhdhen.
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