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1. Einleitung

1.1 EinfUhrung zum Thema und Fragestellung

Die endoprothetische Versorgung des Hiftgelenks bei degenerativen Erkrankungen wurde als
,Operation des Jahrhunderts” betitelt (130) - und das nicht zu unrecht. Bei steigender
Lebenserwartung und hoherem Mobilitdtsanspruch im Alter vor allem in den Industrielandern
stand und steht die Orthopadie in diesen Regionen vor einer groBen Herausforderung (13, 42).
Der haufigste Grund zur Implantation einer Endoprothese stellt eine primare Arthrose dar
(39). Weitere Griinde, welche zur Ausbildung einer sekundaren Arthrose flihren kénnen sind
gelenknahe Frakturen, chronisch-entziindlich rheumatische Erkrankungen, Fehlstellungen
sowie pathologische Veranderungen des Knochens im Sinne einer Erkrankung des
Knochenmetabolismus wie der Osteoporose oder Tumorerkrankungen mit Metastasierung in

die Knochen (39).

Die erfolgreiche Endstrecke in der Behandlung der Arthrose: Der kiinstliche Gelenkersatz fiihrt
zu einer Schmerzreduktion, Verbesserung der Mobilitdt und einer hoheren Lebensqualitat. Im
Optimalfall wird durch den operativen Eingriff eine vollstaindige schmerzfreie
Selbststandigkeit mit der Moglichkeit einer ggf. sogar sportlichen Belastbarkeit erreicht (130,
172). Unter diesen Umstdanden kam es global und insbesondere in Deutschland zu steigenden

Implantationszahlen im Bereich der Endoprothetik, siehe Abbildung 1 (5, 13).
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Abbildung 1: Inanspruchnahme Hiiftgelenkersatz pro 100.000 Einwohner in den OECD-Léndern und den USA, 2012 oder
aktuellste Daten,; Quelle: Weifsbuch EPRD, IGES — OECD 2014 (13)

Zahlreiche Fortschritte in der Endoprothetik hinsichtlich operativen Zugangswegen, fachlicher
Weiterbildung der Operateure und technischen Weiterentwicklungen bei den genutzten
Implantaten ebneten schlieRlich den Weg zum Erfolg dieser Operation. Aufgrund der hohen
Patientenzufriedenheit endoprothetischen Gelenksersatz titelte Learmonth 2007 dann wie
eingangs erwahnt: ,The operation of the century: total hip replacement” (130). Doch mit
steigenden Implantationszahlen kommt es bedauerlicherweise auch zunehmend zu
operativen Revisionseingriffen, welche wiederum die Patienten, das Gesundheitssystem und
die Operateure vor neue Herausforderungen stellen (5, 13, 78). Es steigt die Anzahl der
Primarimplantationen und mit Erreichen von gewissen Standzeiten steigt auch die

Ausfallwahrscheinlichkeit der Implantate im Sinne einer Langzeitkomplikation, welche eine



Revisionsoperation erforderlich machen (Abbildung 2, (5)). Grund hierflir ist eine

periprothetische Lockerungsreaktion.

Die aseptische Prothesenlockerung ist eine der Hauptprobleme der Endoprothetik und enden
regelhaft in einer operativen Revisionsoperation. Die aseptische
Huftendoprothesenlockerung wird in Gber 40% durch eine Gewebereaktion auf Abriebpartikel
("wear disease”) verursacht " (88, 184). Die verwendeten Materialien nach der Implantation
einer Totalendoprothese in ein Gelenk unterliegen dem Verschleil, so dass es zur Bildung und
Ablagerung von Abriebpartikeln kommt. Abriebpartikel entstehen meist in der Gleitflache
Prothesenkopf-Pfanne, aber auch in der Grenzflaiche Implantat-Knochen bzw. Implantat-
Knochenzement (79, 235). Eine im Detail noch unklare akut oder chronisch entziindliche
Reaktion im periprothetischen Gewebe, die sich gegen entstandene Abriebpartikel der
verwendeten Prothesenmaterialien richtet, wird als einer der Hauptfaktoren der aseptischen
Prothesenlockerung angesehen (88, 117, 184, 235, 240, 242). In vitro wurden in Abhangigkeit
von GroRe, Morphologie und Zusammensetzung der Partikel unterschiedliche Wirkungen
gezeigt (74, 149-151, 174). Letztendlich kommt es zur Bildung einer synoviaartigen

Pseudomemebran und die Prothese wird locker (2).
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Abbildung 2: Kumulative Revisionsrate in % entsprechend der Standzeit einer Hiiftprothese in Jahren; Quelle: AOA, Annual

Report 2018 (5)

Weitere wesentliche Revisionsgriinde sind im Einzelnen entsprechend Abbildung 3:



- Periprothetische Infektion
- Luxation

- Periprothetische Fraktur

- Implantatverschleifld

- Implantatversagen

Anteil (%) Alter m/w (%)
Infektion 17,9 T4 .ﬁ?
Lockerung 38,2 75 ./58
Pfanne 20,7 75 .5/6-’4
Schaft 12,8 74 .50
Pfanne und Schaft 4,7 77 .’55
Osteolyse bei festem Implantat 0,9 73 .’55
Pfanne 0,4 T4 .!60
Schaft 0,3 72,5 l?
Pfanne und Schaft 0,2 70 .’55
Periprothetische Fraktur 10,7 79 l1f'69
Luxation 10,9 76 '/62
Implantatverschleif 7,5 T4 ./58
Versagen einer Implantatkomponente 1,9 72 .53
Implantatfehllage (Dislokation) 1,7 73 l2}'68
Progression der Arthrose 0,2 75 l3/67
Zustand nach Prothesenentfernung 1,9 72 .51
Andere Griinde 8,3 73 .158

Abbildung 3: Griinde fiir Revisionsoperationen in der Hiiftendoprothetik entsprechend der EPRD Auswertung 2016 (78)

Insgesamt stellt die aseptische Prothesenlockerung jedoch den Hauptrevisionsgrund in der
Endoprothetik dar (5, 11, 13, 30, 78). Obwohl der exakte Mechanismus der aseptischen
Prothesenlockerung nach wie vor nicht vollstandig geklart ist, konnte in den vergangenen
Jahren bewiesen werden, dass der Abrieb der Prothese einen entscheidenden Einfluss hat: Es
zeigte sich, dass der Abrieb sich in Form von Abriebpartikeln im Submikronbereich im
Peripimplantatbereich ansammelt und dort eine Reaktion anstof3t, welche letzten Endes in

Knochenabbau und eine Lockerung der Endoprothese miindet (30, 88, 184). Zusatzlich
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konnten verschiedene Autoren darstellen, dass insbesondere Partikelanzahl, -Form und -
GrolBe wesentlichen Einfluss auf das AuBmalR der genannten biologischen Aktivierung haben
(30, 75, 88, 184, 215, 222). Mit dem Zweck der Abriebminimierung und des primaren
Knochenerhaltes - insbesondere bei jungen Patienten - durch ,kleine” Implantate setzte sich
aufgrund guter Simulatordaten der Oberflachenersatz zu Beginn des neuen Milleniums in der

Haftendoprothetik durch (61, 201, 202).

Abbildung 4: Oberfldchenersatz Typ Birmingham der Fa. Smith & Nephew; Quelle: http.//www.smith-nephew.com

Doch mit Beginn der Implantationen zeichneten sich friihzeitig Komplikationen mit teilweise
sehr hohen Revisionsraten ab (4, 5, 175). Es mehrten sich Berichte (iber hohe Cobalt- und
Chromionenspiegel in Patienten mit einem Oberflachenersatz an der Hiifte, ferner kamen
erste Fallbeschreibungen von sogenannten Pseudotumoren auf, welche sich um das Implantat

bilden (124, 175).

Nebst ,primdarem®, in der Regel noch gemaRigtem Abrieb bei Oberflachenersatzprothesen in
der koxalen Primarendoprothetik, kam es in der Vergangenheit auch immer wieder zu vital
bedrohlichen Komplikationen, bedingt durch vermehrten Metallabrieb. Der Einsatz von
metallischen Artikulationskomponenten in der operativen Revision flihrt mitunter zu
schwersten Metallosen und schweren lonenintoxikationen (54). Abbildungen 5 und 6 sollen

eine solche Komplikation durch Metallabrieb verdeutlichen.


http://www.smith-nephew.com/

Abbildung 5: Die Verschattung periartikulér an der a.p. Réntgenaufnahme der rechten Hiifte entspricht diffusem Metallabrieb,

gut sichtbar insbesondere um den Trochanter major und am kaudalen Acetabulumsrand.
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Abbildung 6: Intraoperativer Situs bei einer HTEP-Revision mit braun-schwdrzlichem Serom als Zeichen einer schwerern

Metallose

Allergische Typ IV Reaktionen werden mitunter vermutet (175), letzten Endes ist der
Pathomechanismus dieser biologischen Reaktion, welche zu diesen schweren Komplikationen
fuhrt, bis heute ungeklart. Im August 2010 nahm der Hersteller Depuy (heute Johnson &
Johnson, New Brunswick Middlesex County, New Jersey, USA) die Prothesen ASR™ XL und
ASR™ vom Markt. Seitens der Arbeitsgemeinschaft Endoprothetik (39), der European Hip
Society (81), der deutschen Arthrosehilfe und European Federation of National Associations
of Orthopaedics and Traumatology (81) wurde 2012 eine Konsensus-Empfehlung zum
Umgang mit Patienten mit Metall-Metall Gleitpaarungen herausgegeben (81). Trotz des
ausgewiesenen Expertenkomitees wurden keine eindeutigen Richtwert-Empfehlungen eines
Serumschwellenwertes von Cobalt (Co)- und Chromionen abgegeben, da deren exakter
Einfluss auf die biologische Reaktion noch unverstanden ist. So heildt es: ,Referenzwerte: Co-
Werte <2 pg/L sind derzeit ohne klinische Relevanz. Der Schwellenwert fiir klinische Bedenken
wird voraussichtlich im Bereich von 2 bis 7 pug/L sein (der genaue Schwellenwert muss noch
ermittelt werden) “ (81). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein grundlegendes Verstandnis

fiir die Pathophysiologie der inflammatorischen Reaktion auf metallische Abriebprodukte von
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Endoprothesen zu erzielen. Im Speziellen sollte der Unterschied zwischen einer reinen
lonenbelastung (Cobalt und Chrom, CoCr) und einer soliden Metallpartikel-Belastung (CoCr)
herausgearbeitet werden. Der Inflammationsprozess wird am Mausmodell quantifiziert, da
die Komplexitat der ablaufenden Reaktionen in vitro nicht vollstandig abzubilden ist. Dabei
sollen die Auswirkungen auf das periimplantare anliegende Gewebe wie Knochen, Kapsel- und
Synovialgewebe in vivo Uberprift werden. Als Messparameter dienen hierzu die Leukozyten-
Endothelzellinteraktion, darstellbar mittels intravitalmikroskopischer Messung, eine

histologische Auswertung und die gewebsspezifische Zytokinausschiittung.

Da sich der Themenkreis Metallabrieb durch Endoprothetik grofteils auf Hiftendoprothetik
reduzieren lasst, sollen im Folgenden die spezifischen Hintergriinde der Thematik in Bezug auf

Hiftendoprothetik erdrtert werden.

1.2 Geschichte der Huftendoprothetik

Die Geschichte der Endoprothetik beginnt mit Themistocles Gluck, welcher erste
Gelenkersatzoperationen mit Elfenbeinprothesen durchfiihrte (62, 98, 210, 233, 239).
Katastrophale Ergebnisse, bedingt durch Infektionen und Frakturen, waren die Folge und die
weitere endoprothetische Entwicklung kam daher vorerst zum Erliegen (98, 239). Anfang des
20. Jahrhunderts wurden unfixierte Gelenkinterponate aus Glas genutzt. Sie sollten die direkte
Reibung beider Gelenkflaichen aufeinander vermeiden (99). Bei weiterhin nicht
zufriedenstellenden Ergebnissen wurde schlieRlich dem Jahr 1938 Vitallium, eine Legierung
aus Chrom, Kobalt und Molybdan, eingesetzt (99). Diese Implantate aber auch die Monoblock
Judet-Prothese aus Polymethylmetacrylat (PMMA) Mitte des 20. Jahrhunderts scheiterte (39,
181).

An dieser Stelle erfolgte der Ubergang zu metallischen Artikulationskomponenten: Moore
nutzte eine Cobalt-Chrom-Legierung zur Verbesserung Protheseneigenschaften, jedoch kam
es zu Penetrationen des Metallkopfes in das kleine Becken (157). Aus diesem Grund wurde
durch Wiles eine Totalendoprothese mit einer Metall-Metall-Gleitpaarung konzipiert.
Aufgrund ungenauer Herstellungsmechanismen kam es jedoch zu massiven Abrieb und

frihzeitigen Lockerungen der Prothese (39).
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Revolutioniert wurde die Huft-Endoprothetik durch Sir John Charnley. Er nutzte
ultrahochvernetztes Polyethylen (159) als Pfannenkomponente, der Prothesenkopf als
Artikulationspartner war aus Metall. Mit Polymethylmetacrylat (PMMA) fixierte er den Schaft
der Prothese und die Hiftpfanne im Knochen (33). Durch die Verwendung von Polyethylen
sah man sich jedoch erstmals mit der Komplikation der aseptischen Prothesenlockerung
konfrontiert, welche damals allerdings noch falschlicherweise einer infektiosen Genese
zugeschrieben wurde (34). Die aseptische Prothesenlockerung wurde erst Anfang der 1970er
Jahre ndher erforscht und beschrieben. So wurde diese initial den verwendeten Komponenten
der Endoprothese, Polyethylen und PMMA, zugeschrieben (237). Es war jedoch ersichtlich,
dass Abriebpartikel im Fokus standen. Die Losung des Problems sollte, basierend auf der
Hypothese, dass PMMA hauptverantwortlich an diesem Prozess ist, die zementfreie
Implantation einer Hiifttotalendoprothese (HTEP) bringen (36). Auch hier kam es jedoch zu
Lockerungen, so dass man vom Terminus ,,Zementkrankheit” zu ,,Partikelkrankheit” wechselte
(117). Seitdem fokussiert sich die Forschung auf diesen Bereich mit dem Ziel, die
Abriebeigenschaften der genutzten Artikulationsflachen weiter zu optimieren und reduzieren.
Bei einer Vielzahl der heute auf dem Markt erhaltlichen Hiftprothesendesigns kann eine
Unterteilung hinsichtlich der Nutzung von PMMA getroffen werden: zementfreie HTEP,
teilzementierte / Hybrid HTEP und zementierte HTEP. Aktuelle Registerdaten zeigen eine
Tendenz zu zementfreien und teilzementierten Prothesenvarianten, wobei diese Entwicklung
auch regional sehr unterschiedlich ist (5, 78). Die Abbildungen 7 und 8 veranschaulichen
graphisch den prozentualen Anteil an zementfreien, teilzementierten und vollzementierten
Prothesen aus der BRD (Daten EPRD, Abbildung 7) und aus Australien (Daten aus dem

australischen Prothesenregister, Abbildung 8).

Anteil (%) Alter m/w (%)
Zementfreie Implantationen 78,4 &7 45/55
Hybride Implantationen 14,4 77 28/72
Zementierte Implantationen 5,9 80 26/74
Revers-hybride Implantationen 1.3 T4 28/72

Abbildung 7: Auszug aus dem Endoprothesenregister Deutschland. In der BRD ist eine zementfreie Technik deutlich fiihrend,

auch teilzementierte Verankerungen sind hier seltener als in Australien (78).
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Abbildung 8: Auszug aus dem australischen Prothesenregister, es zeigt sich ein Trend hin zu zementfreier oder teilzementierter

Verankerung, wohingegen der Anteil der vollzementierten Prothesen (ber die letzten Jahre weiter abnimmt (5).

2000 hat das National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE) eine Benchmark fiir
die Standzeit von Implantaten in der Primarendoprothetik veroffentlicht. In der Aktualisierung
von 2014, werden einzig Hiiftgelenksendoprothesen empfohlen, die eine Revisionsrate von

weniger als 10 % binnen 10 Jahren aufweisen kdnnen (163, 164).

1.3 Gleitpaarungen in der Huftendoprothetik

Ein Fokus der heutigen Materialforschung liegt insbesondere auf der Entwicklung von
optimierten Gleitpaarungen mit dem Ziel, Abrieb zu minimieren und die Standzeit der
Endoprothese zu erhéhen. In der Hiiftendoprothetik haben sich sogenannte Hart-Hart und

14



Hart-Weich Gleitpaarungen durchgesetzt, Kombinationsmaoglichkeiten ergeben sich

entsprechend Tabelle 1.

Tabelle 1: Kombinationsméglichkeiten von Artikulationsfldchen moderner Hiifttotalendoprothesen

Hart-Hart-Paarung Hart-Weich-Paarung
Keramik-Keramik Keramik-Polyethylen
Metall-Keramik Metall-Polyethylen
Metall-Metall

Abriebuntersuchungen der genannten Materialkombinationen ergaben eine primar deutliche

Uberlegenheit der Hart-Hart Gleitpaarungen, wie in Tabelle 2 ersichtlich.

Tabelle 2: Linearer Abrieb und Abriebvolumen verschiedener Gleitpaarungen (208).

Materialkombination | Linearer Abrieb / a [mm]  Abriebvolumen / a [mm?]

Metall-UHMWPE 0,2 55,71
Keramik-UHMWPE 0,1 17,91
Metall/Keramik-XLPE | <0,1 <10
Metall-Metall 0,01 0,88
Keramik-Keramik 0,005 0,04
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1.3.1 Polyethylen — Metall

Als Vorreiter dieser Gleitpaarung ist Sir John Charnley zu nennen. Er kombinierte einen
Metallkopf aus Colbalt-Chrom auf dem Prothesenschaft mit einer zementierten
Polyethylenpfanne, bestehend aus ultrahochvernetzem Polyethylen (ultra high molecular
weight polyethylene — UHMWPE) (33, 35). UHMWPE hielt sich fortan als Standard der Hart-
Weich Paarung. Erst Ende des vergangenen Millenniums konnten die Materialeigenschaften
des Polyethylens durch eine Bestrahlung des Materials weiter verbessert werden (153, 154).
Dieser sogenannte Crosslinking Prozess fiihrte zu einer geordneten Ausrichtung der
Kohlenstoffketten im Polyethylen und damit zu einer erhéhten Widerstandsfahigkeit des
Materials und dessen Abriebeigenschaften (56, 64, 159, 218, 220, 222). Seither ersetzte
crosslinked Polyethylen (XLPE) zunehmend UHMWPE als Gleitpartner vor allem in der
Hiftendoprothetik. Eine ahnliche Entwicklung ist auch in der Knieendoprothetik zu erkennen
(5, 78). Jedoch wurde die Gleitpaarung Metall-Polyethylen heutzutage in der BRD von der
Gleitpaarung Keramik — XLPE abgel6st (siehe Abbildung 10).

Anteil (%) Alter m/w (%) 100%
XLPE/Keramik 52,5 69 £41/59
0%
XLPE+Antioxidans/Keramik 15,3 69 42/58
80%
Keramik/Keramik 10,2 62 48/52
70%
PE/Keramik 9.8 74 35/65
60%
XLPE/Metall 6,5 77 39/61 == Non XLPE
PE/Metall 28 g0 [Bo/70 a0% ALRE
XLPE+Antioxidans/Metall 0.6 78 |84/6b 0%
Metall/Metall 0,1 54 92/8 30%
Nicht eindeutig bestimmbar 2,2 69 37/63 20%
10%
0%
P AL DO FTH LD PO O QDO oD
FEFFFFELFFFSFTFSTSES
Abbildung 9: Auszug aus dem Endoprothesenregister Abbildung 10: Auszug aus dem australischen

Deutschland. XPE hat auch in der BRD PE nahezu vollsténdig in Prothesenregister. XPE hat seit 2003 konventionelles

der primdren Hiftendoprothetik abgeldst (78). UHMWPE als Gleitpaarungspartner in der primdren

Hiiftendoprothetik nahezu vollstindig abgeldst (5).

1.3.2 Keramik — Keramik und Keramik — Polyethylen

Eine rein keramische Artikulation wurde durch Boutin et al. vorgestellt (17). Die Kombination

Keramik — Keramik zeigte eine ausgezeichnete Gewebevertraglichkeit und optimierte
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Abriebwerte (17, 18, 38). Briiche der Keramik, welche initial gehauft auftraten (51, 54, 84, 96),
wurden durch eine stetige Weiterentwicklung der Keramik bis hin zur heutigen Delta-Keramik
Generation deutlich reduziert. Die Keramik — Keramik Gleitpaarung zeichnet sich derzeit durch
das geringste Abriebvolumen in der Huftgelenkendoprothetik aus (Tabelle 2). Wie bereits
unter 1.3.1 erwahnt, stellt die Gleipaarung Kermik — XLPE heutzutage die am haufigsten

verwendete Gleitpaarung in die Primarendoprothetik dar (5, 78).

1.3.3 Metall — Metall

Aufgrund der VerschleiBproblematik bei der Nutzung von Polyethylen in den friihen Jahren
der Hiftendoprothetik seit Sir John Charnley etablierte sich parallel die Nutzung der Metall —
Metall Gleitpaarung. Erste nennenswerte Implantationszahlen erfolgten im vereinigten
Konigreich durch McKee und J.P. Watson-Farrar (152). Trotz anfanglich Uberzeugender
Ergebnisse waren diese Implantate durch eine extrem hohe Revisionsrate in den ersten Jahren
nach Implantation gekennzeichnet (230). Nachfolgend konnte gezeigt werden, dass
Prothesenkomponenten unterschiedlicher Hersteller genutzt wurden und somit ein
inaddquates Spiel der Prothesenkomponenten moglich war (180). Hieraus ergab sich ein
deutlich erhohter Abrieb der Komponenten, welcher zum Friihversagen der Prothesen fiihrte
(180). Die Tatsache, dass es auch Standzeiten von > 10 Jahren gab ohne Lockerungszeichen in
einer relativ groBen Patientenkohorte wurde darauf zurlickgefiihrt, dass es zufallig getroffene
Implantatherstellerkombinationen gab, welche tribologisch effektiv funktionierten und nur
gering Abrieb generierten (121). Diese teils dufRerst langlebigen Implantate waren Anlass, die
Entwicklung der Metall — Metall Gleitpaarungen- unter dem Vorsatz nur noch Kombinationen
eines Herstellers zur verwenden - weiter voran zu treiben (230). In Zusammenarbeit mit einem
namenhaften Hersteller (Fa. Zimmer, heute Fa. ZimmerBiomet, Warsaw, Indiana, USA) wurde
Metasul ™ entwickelt. Die klinischen Ergebnisse waren in einem Zeitraum von 1-5 Jahren nach
Implantation duRerst zufriedenstellend (230). Die Tatsache, dass zahlreiche Simulatorstudien
extrem niedrige VerschleiRraten zeigten (208), fiihrte zur Uberlegung diese
Materialkombination insbesondere bei jungen Patienten einzusetzen. Da Polyethylen im
Bereich der Pfanne aufgrund des VerschleiBverhaltens dickwandig sein musste, ergab sich mit
einer Metall — Metall Gleitpaarung die Moglichkeit einer diinnwandigen Pfannenlaufflache.

Als Folge setzte die Entwicklung der Oberflachenersatzprothesen ein (61, 201, 202). Erste
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Studien zeigten einen primaren Erfolg, jedoch konnten ohne mittel- bis langfristige Ergebnisse
keine klaren Aussagen getroffen werden (77, 115, 190). In den folgenden Jahren wurden
zunehmend Erfahrungsberichte und Studien bekannt, welche zahlreiche Probleme und
Komplikationen nach Implantation einer solchen groBkdpfigen Gleitpaarung beschrieben (69,

82, 175, 228).

Abbildung 11: Historische Entwicklung der Metall - Metall Gleitpaarung

Das Augenmerk der Publikationen richtete sich vornehmlich auf verschiedene Endpunkte:
Zum einen wurde die Entstehung von tumorartigen Neoplasien beschrieben, den
sogenannten Pseudotumoren (47, 124, 175). Auf der anderen Seite konnte bei zahlreichen
Patienten im Serum eine deutlich erhdhte Konzentration von Chrom und Cobalt gemessen
werden. Nephrotoxische, kardiotoxische und zerebrotoxische Wirkungen wurden
beschrieben (4, 40, 48, 95). Die extremen Folgen des Metallabriebs beschrieben auch Zywiel
et al. Nach einem Keramikkopfbruch wurde im Rahmen der Revision auf einen Metallkopf
gewechselt. Die in situ verbliebenen Keramikpartikel fungierten als Dreikdrperverschleil3, so
dass es binnen kurzer Zeit zu einem massiven Anfall von Metallabrieb kam mit einer
entsprechenden lonenfreisetzung (243). Nach Exitus letalis wurde in der Autopsie eine
Kardiomyopathie mit erhdohten Co- Werte und Metall in den kardialen Mitochondrien
nachgewiesen (243). Diese Umstande fihrten nach einem Peak zu Beginn der 2000er Jahre zu
einem schnellen Rickgang der Gleitpaarung Metall - Metall, gleichwohl die biologischen

Reaktionen bis heute nicht im Detail geklart sind.
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Abbildung 12: Prozentzahlen verschiedener Gleitpaarung unzementierter Total-Endoprothesen nach Daten National Joint
Registry (UK) seit 2003 bis einschl. 2014. Man beachte den Peak der Metall-Metall Gleitpaarung 2007 mit dem raschen Abfall
(146)

1.4 Besonderheiten des Metallabriebs

Bei zahlreichen Patienten in der klinischen Beobachtung nach Implantation einer HTEP mit
einer Metall — Metall Gleitpaarung konnten periartikulare Gewebeveranderungen beobachtet
werden, so genannte ,,adverse local tissue tissue reactions” (ALTRs) (20, 68). Zu diesen ALTR
zahlen auch die sogenannten Pseudotumoren, entsprechend periprothetischen Nekrosen und
asptischen lymphozytaren Reaktionen, diese werden als ,ALVAL” — aseptic lymphocytic
vasculitis-associated lesions zusammengefasst (236).

Die ALVAL setzen sich aus perivaskuldren Infiltraten von T- und B- Lymphozyten und
Plasmazellen, hochendothelialen Venolen, massiver Fibrinexsudation, der Akkumulation von

Makrophagen und einer Infiltration von eosinophilen Granulozyten und Nekrose zusammen

(236).

ALTR wurden vor allem bei Metall — Metall Gleitpaarungen beobachtet (60, 125), treten
jedoch, wenn auch deutlich seltener, bei den konventionellen Metall-auf-Polyethylen-

Gleitpaarungen auf (144, 209, 227).

Als weitere Form der Gewebereaktion wird die Metallose beschrieben. Dabei handelt es sich

um die makroskopisch sichtbare dunkle bis schwarze Verfarbung des periprothetischen
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Weichteilgewebes durch den entstandenen Metallabrieb, entsprechend Abbildung 6. Das

Auftreten einer Metallose korreliert hierbei mit dem Ausmal} des Metallabriebs (85).

Schatzungsweise treten Pseudotumoren insgesamt mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 % bei
Patienten mit einer Metall — Metall Gleitpaarung binnen 5 Jahren auf (175). Der genaue
Ausldsemechanismus ist jedoch noch nicht bekannt, zusatzlich ist unklar ob die genannten
Reaktionen durch soliden Metallabrieb in Form von Partikeln ausgel6st werden oder durch
Cobalt und Chrom lonen. Ein multifaktoriellen Geschehen wird hypothetisiert, und zwar eine
toxische Reaktion durch den metallischen Abrieb (solide oder Partikel) mit gegebenfalls einer
Hypersensitivitatsreaktion auf den entstandenen Abrieb (70, 175). Pandit et al. vermuten,
dass es sich bei Pseudotumoren um eine Typ IV Immunantwort handelt (176), wohingegen
Hallab et al. eine komplexere Signalkaskade vermuten, welche so noch nicht beschrieben ist

(87).

ErwiesenermaRen treten Uberempfindlichkeitsreaktionen auch bei Patienten mit geringem
Abrieb auf (55). Es bleibt daher fraglich, ob der Metallabrieb unabhangig von seiner Form
(solide oder ionisiert) fiir die schlechten Standzeiten der Metall — Metall Gleitpaarungen in der
Hiftendoprothetik verantwortlich ist oder ob patientenindividuelle Einfllisse aufgrund von
Uberempfindlichkeitsreaktionen eine Rolle spielen (55). Diese individuellen Faktoren sind bis
heute weitestgehend unklar, spielen mit hoher Wahrscheinlichkeit aber eine Rolle bei der

Entstehung von ALTR bei Patienten mit Metallabrieb (10).

1.4.1 Metallionen

Seitens der Arbeitsgemeinschaft fliir Endoprothetik (AE) existieren Empfehlungen zur
Behandlung von Hiftprothesen-Patienten mit einer Metall-Metall Gleitpaarung (81). Die
genannten Konsensusempfehlungen richten sich vor allem auf eine systemische
Metallionenbelastung (Schwellenwert fir Co im Bereich von 2 bis 7 pg/L). Hintergrund sind
systemische sowie lokale Reaktionen, insbesondere die Gefahr der lokalen
Pseudotumorbildung. Neben den artikulierenden Metall-Metall-Gleitpaarungen ist die Konus-
Steckverbindung als weitere Quelle von VerschleiB- und Korrosionsprodukten zu nennen.
Verschiedene Untersuchungen zeigten dabei, dass sich diese in ihren klinischen
Auswirkungen noch aggressiver darstellen als die VerschleiBprodukte artikulierender

Komponenten (59). Obwohl Co und Cr lonen essentielle Elemente fiir biologische Funktionen
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im Korper sind, kdnnen diese Elemente in hohen Konzentrationen lokale und systemische
toxische Reaktionen hervorrufen (194). Folge der erhohten Metallkonzentration im Blut
kdnnen unter anderem nephrologische, neurologische und cerebrale Komplikationen sein (40,
216). Die Toxizitat von Cobalt und Chrom ist abhangig von ihrer oxidativen Wertigkeit, wobei
vor allem Cr(lll) und Co(ll) in den Korperflissigkeiten von Patienten nachgewiesen werden
kdnnen (194). Andererseits kommt es zur Ablagerung von Cr(IV) im periimplantdaren Gewebe
(200). Durch die lokale Ansdauerung des Umgebungsmilieus wird zusatzlich die Reaktion mit
Phosphationen beglinstigt, wodurch z.B. schwerl6sliche CrPOs Komplexe im Gewebe
abgelagert werden (68). Darliber hinaus sind die Metallionen in der Lage, die Hirn-Blut-
Schranke zu Gberwinden, um sich moglicherweise im Gehirn abzulagern. So konnte bereits im
Tiermodell nachgewiesen werden, dass Cobalt und Chrom sich fiir Nervenzellen in der Ratte

als toxisch erwiesen hat und die Apoptose der Zellen einleiten (65).

1.4.2 Metallpartikel

Metallpartikel unterscheiden sich von Polyethylen-Partikeln in ihrer GréBe, Form und
Verteilung. Gewebeanalysen und Simulatorstudien konnten zeigen, dass diese Partikel eine
GroRe von etwa 25 bis 50 nm aufweisen und Uberwiegend rund oder oval sind. Die
Biokompatibilitdt metallischer Implantatwerkstoffe muss kritisch betrachtet werden, da diese
zu elektrochemischer Korrosion und lonenfreisetzung neigen, bei denen chemisch aktive
Degradationsprodukte entstehen kénnen (107, 108). Im Gegensatz zu massiven Implantaten
weisen Metall-Partikel ein hohes Oberflachen-Volumenverhaltnis auf und bieten somit eine
grofle Reaktionsflache fir Korrosionsprozesse und Freisetzung von lonen (103). Bei
Metallpartikeln kommt es daher in vivo zu einer kontinuierlichen Anderung der GréRe, Form
und chemischen Zusammensetzung (199). Wahrend Kobalt und Molybdén relativ schnell (iber
die Nieren eliminiert werden, neigt Chrom dazu, im Kérper insbesondere in parenchymatésen
Organgen zu akkumulieren und in diesen unterschiedlichen Geweben in seiner Konzentration
zu variieren (156). Chrom- und Kobalt-lonen gehen Bindungen mit Proteinen ein,
insbesondere mit Albumin, welches den héchsten Proteinanteil im Blutplasma aufweist und
somit fur einen Transport der Metall-Protein-Komplexe im gesamten Organismus sorgt (89,
156). Eine systematische Verteilung von Metallpartikeln wurde durch histologische

Untersuchungen an endoprothetisch versorgten Patienten beobachtet (128). Metallpartikel
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verbleiben nicht nur im periprothetischen Gewebe, sondern werden Uber das lymphatische

System unter anderem in Leber, Milz und Knochenmark transportiert (28, 217).

Die Zytotoxizitat von VerschleiRprodukten von Hiiftendoprothesen wurde in diversen in vitro
Studien nachgewiesen und ist stark von der Partikel- bzw. lonenkonzentration abhangig (3,
145, 206). So konnten etwa Germain et al. nachweisen, dass eine Partikeldosis zwischen 5 und
50 um? pro Zelle zu einer Reduktion der Lebensfahigkeit von ca. 42 % bis 95 % fihrt (66). Aus
Gewebeanalysen und in vitro Studien ist bekannt, dass es durch die Partikel- bzw.
lonenbelastung zu mutagenen Reaktionen sowie Chromosom- und DNA-Schadigung kommen
kann (43, 46). In Tierexperimenten wurde die kanzerogene Wirkung von Kobalt und Chrom
nachgewiesen (16), obwohl auch gegenteilige Ergebnisse aus Tierexperimenten vorliegen
(134). Es existieren Fallberichte, in denen Gber implantatassoziierte, kanzerogene Wirkungen
berichtet wird (1, 92) . So wurde in einem Fall von einem High-Grade Sarkom im Bereich der
Hifte berichtet, 3 Jahre nach Implantation einer modularen Hiftprothese mit einer Cobalt-

Legierung (1).
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2. Material und Methoden

2.1 Generierung von Abriebpartikeln

Die Herstellung der Metallpartikel erfolgte im Rahmen eines DFG Gemeinschaftsprojektes
durch das Labor fir Biomechanik und Implantatforschung (Leitung: Prof. Dr. sc. hum. P.

Kretzer), Schlierbacher LandstralRe 200A, 69118 Heidelberg.

Zur Generierung von Metallabriebpartikeln wurden Probenkorper einer CoCr29Mo6
Legierung (Standardlegierung in der Hift- und Knieendoprothetik) gemaR ISO 5832-12 und
ASTM F1537 einem VerschleiBtest unterzogen. Dabei wurde der Hiiftkontaktmechanismus in
einer neu entwickelten Pin-on-Plate-Prifeinheit simuliert. Analog der physiologischen
Bahnkurve zwischen Huftkopf und Hiftpfanne wurde dabei eine elliptische Bahnkurve mit
einem Langenverhaltnis der Hauptachsen von 5,5 simuliert. Auf Grundlage eines normierten
Gangbildes ergaben sich bei einem tblichen Hiftkopf (@ 36 mm) die Hauptachsen von 15 mm
bzw. 2,7 mm (192). Dabei wurde die physiologische Flachenpressung im kinstlichen
Hiftgelenk - bestimmt durch die Probenkorper sowie die Axiallast (i.d.R. im Bereich von 2 bis
80 MPa) - in der Pin-on-Plate-Priifeinheit berlicksichtigt, so dass eine annidhernd
physiologische in vitro Testung der Probenkdrper moglich war. Die Artikulation erfolgte mit
einer Frequenz von 1Hz. Das Verschleilvolumen wurde im Testmedium mittels

Ultraspurenanalytik (HRICPMS) bestimmt.

Zudem sollten in einem Huftabriebsimulator (Type C3 / 1-08 bzw. Type C6/2-08, Fa. Endolab
GmbH, Rosenheim; Gleitpaarung Keramik-Polyethylen) Polyethylen Abriebpartikel erzeugt
werden. Die Hiiftkopfe bestehen aus reinem Al203 (Biolox® forte, Fa. CeramTec, Plochingen,
Deutschland) und die Pfanneninserts aus sequentiell quervernetztem Polyethylen (X3™, Fa.
Stryker, Kalamazoo, Michigan, USA). Es wurden neue, vakuumverpackte Inserts verwendet,
um oxidative Verdanderungen am Polyethylen zu vermeiden. Bei der Abriebsimulation wurden
demzufolge Partikel aus Polyethylen unter standardisierten Bedingungen gemafR ISO Norm
14242, d.h. unter definierten Bewegungszyklen und Umgebungsbedingungen (Kalberserum
mit 37°C) Uber 5 Mio. Lastzyklen generiert. Nach dem Abriebtest wurde das Testmedium mit

den Abriebpartikeln bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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2.1.1 Metallpartikelanalyse

Da die Metallpartikel nicht in einem Serum gewonnen wurden, war eine Separation der
Partikel aus einer proteinhaltigen L6sung in diesem Fall nicht notwendig. Nach
Vakuumfiltration wurden die Metall-Partikel im Feldemissionsrasterelektronenmikroskop
(erreichbare Nachweisgrenze: 5 nm) untersucht. Die Charakterisierung erfolgte auch im Fall
der Metallpartikelanalyse individuell mittels Grauwertdifferenzierungssoftware (Leica Q-WIN,
Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland). Folgende Parameter wurden gemalR ASTM F1877-05 bzw.
ISO 17853 charakterisiert: Partikelanzahl (n), Equivalent Circle Diameter (ECD), Aspect Ratio
(AR), Roundness (R), Form Factor (FF). Die Testung der chemischen Zusammensetzung des
generierten Abriebs erfolgt mittels ,high resolution inductively-coupled plasma mass

spectrometer” (ICP-Massenspektrometrie, HR-ICP-MS).

Diese GréRe und Morphologie ist in guter Ubereinstimmung mit klinisch entstehenden
Metallpartikeln bei entsprechendem Gelenkersatz (186, 195). Die Partikelanalysen erfolgten
daher in zwei Ansdtzen. Zum einen wurden nur die erkennbaren Nanopartikel analysiert und
zusatzlich erfolgten weitere Analysen, die sich auf eine separate Charakterisierung der

Agglomerate fokussierten.

2.1.2 Polyethylenpartikelanalyse

Zur Charakterisierung der Partikelgrofe, Anzahl und Morphologie wurden die
Verschleillpartikel aus Polyethylen separat analysiert. Dazu erfolgte zunachst der Aufschluss
der Testmedien zur Eliminierung organischer Bestandteile mittels Sduredigestion (161). Dazu
wurden die Testmedien zentrifugiert und mit 65 %iger Salzsdure vermischt. Anschliefend
wurde die Losung fiir eine Stunde bei 60 °C geriihrt, um die Bestandteile im Kalberserum
aufzuspalten. Die Losung wurde danach mit Methanol verdiinnt und die Abriebpartikel iber
einen Polycarbonatfilter unter Vakuum filtriert. Die PE-Partikelanalyse erfolgte mittels
Rastereletronenmikroskopie vor und nach der Endotoxinaufreinigung (siehe 2.3). Die
Charakterisierung erfolgte individuell mittels Grauwertdifferenzierungssoftware (Leica Q-
WIN, Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland). Folgende Parameter werden gemaf ASTM F1877-05
bzw. ISO 17853 charakterisiert: Partikelanzahl (n), Equivalent Circle Diameter (ECD), Aspect
Ratio (AR), Roundness (R), Form Factor (FF).
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2.2 Generierung von Metallionen

Entsprechend 2.1 erfolgte die Herstellung der Metallpartikel im Rahmen eines DFG
Gemeinschaftsprojektes durch das Labor fiir Biomechanik und Implantatforschung (Leitung:

Prof. Dr. P. Kretzer), Schlierbacher Landstralle 200A, 69118 Heidelberg.

Solide Werkstoffproben einer CoCr29Mo6 Legierung gemal} 1ISO 5832-12 und ASTM F1537
wurden in einer Korrosionsmesszelle zur Korrosion gebracht. Als Umgebungsmedium wurde
phosphatgepufferte Salzlésung genutzt (PBS von englisch phosphate-buffered saline)
verwendet. Die Werkstoffproben wurden mit einem elektrischen Potential gegen eine
Wasserstoffbriickenelektrode anodisch geschaltet, um eine Metallionenabgabe zu forcieren.
Der geloste Metallionengehalt aller Legierungsbestandteile wurde mittels Ultraspurenanalytik

(HRICPMS) bestimmt.

Uber die lokale lonenbelastung im Gelenk liegen kontroverse Daten vor. Bei symptomatischen
Patienten konnten lokal in der Gelenkflissigkeit Chrom- und Kobaltkonzentrationen von weit
uber 1000 pg/l nachgewiesen werden (45). Allerdings zeigten eigene aktuelle in-vitro Studien,
dass es bei derartigen Konzentrationen zu zytotoxischen Reaktionen kommt. Daher wurde fiir
tier-experimentellen Untersuchungen die Metall-Gesamtionenkonzentration in PBS auf
200 pg/l eingestellt. Die gewdhlte Konzentration von 200 pg/l orientiert sich an einer
Untersuchung, bei der das Gelenkpunktat von Patienten vor dem Revisionseingriff (bei Metall-
Metall-Gleitpaarungen) analysiert wurde (48). Hier wurden median-Konzentrationen im
Bereich von 200-250 pg/l gemessen. Zur Eliminierung adharenter Endotoxine erfolgte eine

Hitzeinkubation der Metallionen-L6sung.

2.3 Vorbereitung der Polyethylen Abriebpartikel fir die in vivo Untersuchungen

Die gewonnenen Partikel wurden zur Bestimmung ihrer inflammatorischen Aktivitat in vivo
eingesetzt. Hierzu mussten vor Versuchsbeginn samtliche StorgrofRen eliminiert werden. Die
relevanteste StorgroRe stellten Lipopolysaccharide als Bestandteil gramnegativer Bakterien
dar, sog. Endotoxine. Um einen Einfluss von adhdarentem Endotoxin auf die Ergebnisse zu

vermeiden, mussten die generierten Partikel von Endotoxin befreit werden. Dies geschah im
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Fall des Metall-Abriebs durch Hitzeinkubation, im Fall des Polyethylen-Abriebs durch Waschen

mit Ethanol und Ultrazentrifugation nach einem eigens entwickelten Protokoll (177).

Ferner wurden alle Partikelsuspensionen vor den geplanten in vivo Versuchen auf ihren
Endotoxingehalt hin von einem ausgegliederten Laboratorium untersucht (Fa. Lonza. Verviers,
Belgien). Im Anschluss findet eine erneute elektronenmikroskopische Partikelanalyse zur
Reevaluation der Partikelanzahl und —morphologie, sowie zur Konzentrationsbestimmung

statt. Zur Berechnung der Partikelkonzentration wurde folgende Rechendarstellung genutzt:

In einem oder mehreren Bildausschnitten auf der genutzten Filtermembran wurden
Abriebpartikel rasterelektronenmikroskopisch vermessen. Zur Vereinfachung wurde ein
kugeliges Volumen der Partikel angenommen, der ECD (equivalent circle diameter ECD) wurde
genutzt, da er die Partikeloberfliche einem Kreis gleichsetzt. Der Bildausschnitt wurde
ebenfalls vermessen und die entsprechende Flache berechnet. Die gesamte Filterflaiche war

ebenfalls bekannt. Es ergibt sich folgende Gesamtformel:

3
( Ecgmoan j 4 AFin'.fer _ V

X—=XTTX nBis’d X A — ¥ Partikel
Bildausschnitt

Das Volumen der filtrierten Suspension war bekannt. Der prozentuale Anteil der Partikel am

Gesamtvolumen lasst sich nun dementsprechend berechnen.

2.4 Tierversuche

In einem mehrschichtigen Untersuchungsprinzip wurde die Auswirkung der unterschiedlichen
Abriebpartikel und Metallionen an einem etablierten Mausmodell (221, 223, 240, 241)
detailliert untersucht. Es handelt sich hierbei um ein synoviales Inflammationsmodell. Die
Aktivitat der applizierten Partikel und lonen wird hinsichtlich des inflammatorischen
Potentials an der Gelenkhaut (Synovialis) beurteilt. Dies fuRt auf der Hypothese, dass die
osteolytische Kaskade im Rahmen der aseptischen Prothesenlockerung durch das synoviale
Inflammationsgeschehen eingeleitet und unterhalten wird. Dieses Modell wurde gewahlt, da

die entstehenden Abriebpartikel aus der Artikulationsflache der Endoprothese im Patienten
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vorzugsweise Uber die Gelenkflissigkeit mit der Gelenkkapsel in Kontakt treten. Daher
erschien dieses Modell hinsichtlich der Analyse der inflammatorischen Reaktion auf

Metallpartikel und —lonen geeignet zu sein.

Die Tierversuche wurden am Walter-Brendel-Zentrum fir experimentelle Medizin am
Klinikum der Universitat Minchen, Standort GroBhadern durchgefiihrt. Genehmigt wurde
dies durch die Regierung von Oberbayern (Tierversuchsantrag AZ: 55.2-1-54-2532-82.12). Alle
am Tier durchgefiihrten Malnahmen standen im Einklang mit der Tierschutz-

Versuchstierverordnung — TierSchVersV.

2.4.1 Versuchstiere

Bei den Tieren handelte es sich um weibliche Balb/C Mause (Alter 6-8 Wochen, Gewicht ca.
20-22g. Fellfarbe: wei (Albino). MHC Haplotyp H29. Strain code: 028). Sie wurden eigens fiir
Tierversuche von der Charles River Wiga GmbH (Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld,
Deutschland) geziichtet (§§ 19 bis 24 TierSchVersV). Ein Gesundheitszeugnis lag fur jede
Tiergruppe vor. Die Haltung der Tiere erfolgte im Walter-Brendel-Zentrum entsprechend den
erforderlichen speziellen Hygienebedingungen (FELASA erweitert) in daflir eingerichteten
Rdumen. Die Mause wurden gewichtsabhdngig in Standard Makrolon Kafigen
(Gruppenhaltung bei Tieren mit > 20 g KGW = 5 Tiere / Kafig Typ Il long) mit freiem Zugang zu
Wasser und Futter bei einem Tag-Nachtrhythmus von 12 Stunden gehalten. Die
Raumtemperatur liegt im Mittel bei 22 + 2°C, die rel. Luftfeuchtigkeit bei 55 + 5%. Als Einstreu
wurde zertifizierte, staubarme Weichholzfaser verwendet. Die Flitterung erfolgte ad libitum
mit einem standardisierten, pelletierten Alleinfuttermittel fir Mause. Als Enrichment kommt
zertifizierte grobe Einstreu (Abbed Nestbaumaterial NGB E-011, Faserbrei-te 3,5 mm, E-012,
Faserbreite 4 mm + NBU E-014, Faserbreite 120 mm) zum Einsatz. Additiv wurden zertifizierte,
autoklavierbare Spieltunnel und Nagerholzer, weiche weille Cellulose in Form von
Labortiicher (Henry Schein) und Kokon bzw. Zellstofftupfer (4 x 5 cm) eingesetzt. In der Zucht
und Haltung kamen noch weitere Maushauschen bzw. Maustunnel aus zertifiziertem, rotem

Kunststoff zum Einsatz.

Nach Akklimatisierung Uber 14 Tage wurde nur die Versuchstiere akzeptiert, die ein

unauffalliges Fress-, Putz- und Spielverhalten zeigten, und in die Untersuchungs- bzw.
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Kontrollgruppen randomisiert. Diese wurde, gemeinsam mit Gewichtskontrollen im Zeitraum

der Versuche reevaluiert.

2.4.2 Versuchsaufbau

Die Tiere wurden randomisiert insgesamt 4 Gruppen (Metallpartikel MP, Metallionen Ml,
Polyetyhlenpartikel PE, Kontrolle PBS) zugeteilt, jede Gruppe wies eine Starke von 10 Tieren

auf.

Die Tierversuche fanden zweizeitig statt. In einer ersten Sitzung wurde der Maus in das linke
Knie in Inhalationsnarkose die jeweilige Partikelsuspension bzw. die Metallionen
(Konzentration von 200 pg/l) injiziert. Die Tiere wurden jeweils nach 7 Tagen erneut
narkotisiert. Hier erfolgten dann die analytischen Untersuchungen wie unten detailliert

aufgefihrt.

2.4.2.1 Narkoseverfahren der Versuchstiere

An den Versuchstagen 0 und Tag 7 wurde zunachst bei jeder Maus 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 Gber einen Vaporisator. Die Narkose wurde per Gesichtsmaske
durch ein Gasgemisch aus 1,2%igem Isofluran mit Sauerstoff (Fi 02 35%) und Lachgas lber
den Vaporisator aufrechterhalten. Dieses Mischverhaltnis wurde an den Bedarf des Tieres
angepasst. Mittels Applikation eines arteriellen Katheters und Drucktransduzers am
proximalen Mauseschwanz-Drittel wurde der Blutdruck Uberwacht. Durch eine
Dexpanthenol-Salbe (5%) wurde einer Austrocknung der Augen wdhrend der Narkose

vorgebeugt.

2.4.2.2 Intraartikulére Injektion

An Tag 0 erfolgte nach Narkotisierung der Tiere ein Erfassen von Gewicht und GrofRe mit Hilfe

eines Standard-Messschiebers, zudem wurde der Kniegelenksdurchmesser vor Punktion
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ermittelt (Messgenauigkeit 0,01 mm). Diese Parameter wurden am Tag 7 im Rahmen der

Versuchsanordnung erneut erhoben.

Nach der Identifikation der Patellarsehne und des Kniegelenkspalts erfolgte nach ausgiebiger
Desinfektion die Injektion von je 50ul Suspension Uber eine Mikrokanile Gauge 27.
Entsprechend der Gruppenzuordnung wurden folgende pH-neutrale Suspensionen

verabreicht:

J CoCr29Mo6 - Metallpartikel: 0,1 Vol.-% - 8,3 mg/ml
. Metallionen CoCr 200 pg/l

. UHMWPE 0,1 Vol.-%

o PBS-L6sung 0,1 Vol.-%

Direkt vor Injektion der Partikelldsungen erfolgte eine Ultrasonikation fiir 30 Minuten im

Wasserbad zur Auflésung von Agglomeratbildungen.

2.4.2.3 Intravitalmikroskopie

Die Tiere werden jeweils nach 7 Tagen
erneut narkotisiert. Es erfolgte im ersten
Schritt  die Intravitalmikroskopie des

betroffenen Gelenkes. Nach Praparation
und Mobilisierung der Schwanzarterie
wurde zundchst ein arterieller Katheter zur
Blutdruckkontrolle und ggf.
Volumensubstitution sowie zur Applikation
der Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran (c =

5 % in 0,9 % NaCl, Dosierung 15 mg/kg

Koérpergewicht) und Rhodamin 6G (c = 0,05

. . Abbildung 13: Riickenlagerung der Maus und Darstellung
% in 0,9 % NaCl, Dosierung 0,15 mg/kg

der Patellarsehne nach kutaner Ldngsinzision
Koérpergewicht) gelegt. AnschlielRend wurde die

Kniegelenkspraparation durchgefiihrt. Nach Hautinzision in Langsrichtung Uber dem

Kniegelenk erfolgte die Praparation der Patellarsehne mit nachfolgender Durchtrennung. Das
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Knie wurde entsprechend unter dem Intravitalmikroskop positioniert. Das Austrocknen des
Praparats wurde durch Wasserimmersion mit steriler isotoner Kochsalzlésung vermieden.
Unter Verwendung des Immersionsobjektiv des Auflichtmikroskops konnte maximal eine 550-

fache GesamtvergroRerung erreicht werden (94).

Nun wurden die beiden Fluoreszenzfarbstoffe nacheinander appliziert. Es wurden pro Tier drei
Videoaufnahmen 4 30 Sekunden rhodaminkontrastiert erstellt. Dies ermoglichte, die
definierten ZielgroBen der vorbeikommenden (passing), rollenden (rolling), und adharenten
(sticking) Leukozyten sowie die Flussgeschwindigkeit festzuhalten. FITC-Dextran-kontrastiert
wurden weitere dreimal 30 Sekunden lange Videosequenzen aufgezeichnet. Dies diente der
Messung der funktionellen Kapillardichte (Functional capillar density — FCD) als Mal} der
nutritiven Perfusion des Gewebes (166). Die Aufnahmen werden auf einem Speichermedium

festgehalten und anschliefend nach den o.g. ZielgroRen ausgewertet.

In einem zweiten Schritt an Tag 7 erfolgte die intrakardiale Punktion zur Serumgewinnung mit
anschlieBender Euthanasierung (Uberdosis Pentobarbital intrakardial 0,5 ml). Es wurde Serum
und Kniegelenkkapselgewebe zur Durchfihrung von Serumbestimmungen und zur
histologischen und immunhistochemischen Analyse entnommen, ferner die Milz, Lunge,
Leber und Nieren. Die entnommenen Knie und Organe wurden anschliefend in, mit 4-%igem

Formalin geflillten, Einzelgefallen fixiert.

2.4.2.4 Digitale Videoauswertung der Intravitalmikroskopie

Die Auswertung erfolgte (ber Caplmage™ (Dr. Zeintl Ingenieurbiro, Heidelberg,
Deutschland). Der GefdafRdurchmesser wurde in Mikrometern ermittelt. Hier wurden pro
GefaR sechs Messungen gemittelt. Darauf folgte die Erhebung der intravasalen
Blutflussgeschwindigkeit anhand der Geschwindigkeit der Erythrozyten im zentralen
GefaRlumen wurde die Blutflussgeschwindigkeit vermessen. Fir die Auswertung der

leukozytaren Parameter galt im Besonderen:

,Passing” Leukozyten: Fluss in der Geschwindigkeit des Blutstromes durch das GefaR.
- ,Rolling” Leukozyten: Fluss langsamer als der Blutstrom mit Interaktion mit der

GefaRwand.
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,Sticking” Leukozyten: Als ,,Sticking” wurden die Zellen definiert, die eine halbminiitige

Beobachtungszeit an der Endothelwand anhafteten.

Die ,Zahl adharenter Zellen” stellte die Menge der gezahlten ,sticking” Leukozyten die Uber
den Aufnahmezeitraum, bezogen auf die Fliche (mm?) der endothelialen Oberfliche, an

einem Punkt anhangend waren, dar:

Zeichenerklérung:
. Sticking
Anzahl adharenter Zellen = X<l d = Gefdfidurchmesser (um)

71 = Kreiskonstante (3,14)
L = Gefdfsldnge (um)

Die Anzahl der ,rolling” Leukozyten an allen durchflieRenden Leukozyten ergibt sich wie folgt

als Fraktion rollender Leukozyten:

Rolling

Fraktion rollender Leukozyten = Rolling + Passing

Aus drei Gesichtsfeldern pro Tier wurde die funktionelle Kapillardichte anhand der Lange der
Kapillaren, welche durch den Plasmamarker wahrnehmbar wurde, gemessen. Ebenso wie die
Zahl adharenter Zellen und die Fraktion rollender Leukozyten stellt die Kapillardichte einen

Inflammationsparameter dar.

2.5 Histologische Analyse

Nach der o.g. min. 24-stiindigen Formalinfixierung wurden die entnommenen Organe fiir 96
Stunden mit der Entkalkungslésung Osteosoft® (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) entkalkt.

Anschliefend wurden die Praparate in einem Entwasserungsautomaten entwassert und mit

Paraffin in einer GieRstation eingebettet.
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2.5.2 Histologische Analyse der Kniegelenke

Die in Paraffin gebetteten Schnitte (Schichtdicke 6 um) wurden mittels der Himatoxylin-Eosin-
Farbung (HE-Farbung) angefarbt. Pro Versuchstier wurde je ein reprdsentativer HE-gefarbter
Gewebeschnitt des infiltrierten linken Kniegelenks, sowie des unbehandelten rechten
Kniegelenks ausgewertet. Anhand eines digitalen Mikroskops wurden mit der zugehorigen
Software die synoviale Dicke und der Brackertz-Score bestimmt (19). Tabelle 3 gibt eine
Ubersicht (ber die Zusammensetzung des Brackertz-Scores. Dieser beschreibt in einem
Punktesystem von O bis 4 unter den Gesichtspunkten synoviale Zellschicht, mononukleare
definierte Arthritis

Zellen, und Pannusbildung histopathologisch eine entzindliche

Gelenkreaktion (19).

Tabelle 3: Histopathologischer Score nach Brackertz et al. (19)

Brackertz-
Score
0 1 2 3 4
Merkmal
Synoviale Zellschicht unauffallig | unauffallig 2-3 >3 >3
Zellreihen Zellreihen Zellreihen
Mononukledre Zellen unauffallig | vereinzelt verstreut dichte dichte
Infiltration Infiltration
Definierte Arthritis Nein Nein Nein Ja Ja
Pannus mit Erosion von Nein Nein Nein Nein Ja
Gelenkknorpel und
subchondralem
Knochen

Eine deskriptive Beurteilung der Schnitte beinhaltete Veranderungen an Knochenmark und
Epiphysenfuge, knéchernen Umbauten, Infiltraten und Periostverdickungen. 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 Kniegelenksflache.

Die gemessenen Werte beinhalteten die synovialen Deckzellen, das lockere Bindegewebe mit

Blut- und LymphgefaRen und Nervenfasern.
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2.6 Immunhistochemie

Mittels Immunhistochemie (IHC) kénnen Antigene auf histologischen Gewebeschnitten mit
spezifischen Antikérpern markiert und sichtbar gemacht werden. Hierzu bindet ein
monoklonaler oder polyklonaler Antikérper (AK) an das entsprechende gewebe- oder
zellspezifische Antigen. Ein Antigen-Antikdrper-Komplex entsteht. Zur Sichtbarmachung der
Komplexe werden Marker wie Enzyme, Fluoreszenzfarbstoffe oder radioaktive Isotope
genutzt (direkte IHC) (127). Im Gegensatz dazu werden bei der indirekten IHC
Sekundarantikorper genutzt, die sich gegen den Primarantikérper richten und je nach
Methode mit unterschiedlichen Markern ausgestattet sind. Dies hat den Vorteil einer
Signalverstarkung (127). Die indirekte IHC ist heutzutage gebrduchlich und wurde auch im

Rahmen dieses Studienkomplexes genutzt.

Im Rahmen der sogenannten Polymermethode wurde das histologische Gewebe mit einem
Primarantikorper inkubiert. In dieser Studie handelte es sich um polyklonale Kaninchen-AK,
die eine Komplexbildung mit dem darzustellenden Antigen eingingen. Hieran ist ein Dextran-
Polymer-Konjugat geknlipft bestehend aus den o.g. Sekundarantikérpern. Diese sind an ein
Polysaccharidgerist gebunden, das zusatzlich mit Horse-Redish-Peroxidase-Enzymen (HRP)
bestlickt ist. Letztere sind enzymatische Marker, die bei Hinzugabe von DAB (3,3-
Diaminobenzidin), dieses umsetzen und so einen braunen, lichtmikroskopisch sichtbaren

Farbniederschlag erzeugen. Die Komplexbildung ist in Abbildung 14 veranschaulicht.

A Primi-AK

o Sekundir-AK mit
s enzymmarkiertem Polymer

Abbildung 14: Anschauliches Beispiel einer

indirekten IHC (Lang, Immunhistochemie, 2013)

2.6.1 Immunhistochemische Farbung der Kniegelenke

Auf einer Kihlplatte (-20°C) wurden die Schnittblocke mittels Microtom geschnitten. Die Dicke
der Schnittpraparate betrug dabei 2 um. Nach einem sog. Streckbad zur Faltenminimierung

wurden die Schnittpraparate anschlieend auf beschriftete Objekttrager aufgezogen. Im
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Anschluss wurden die Objekttrager fir ca. 15min auf einer Streckplatte bei 75°C belassen um
darunter Uberschissiges Wasser verdunsten lassen zu konnen sowie einen Teil des Paraffins

schmelzen und abflieRen lassen zu kdnnen.

Die Gewebeschnitte wurden immunhistochemisch auf folgende Antigene untersucht: TNFa,

IL-1B, IL-6, CD 68, CD 45 und CD 3.

Jedes der sechs Antigene wurde dabei getrennt auf den Schnittpraparaten der 4 Gruppen

getestet. Schnittpraparate von Milz, Lunge und Tonsille dienten als Positivkontrolle.

Samtliche Farbungen erfolgten in der Reihenfolge: Entparaffinierung und Hitze-induzierte
Demaskierung, Peroxidase Block, Primarantikorper, Sekundarantikdrper, Chromogen und

Gegenfarbung, Entwdsserung und Eindeckung.

Im ersten Schritt wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (Xylol 2 x 10 min.,
100 % 2 x 10 min., 96 % 2 x 10 min., 50 % 5 min., abschliefend dest. Wasser) entparaffiniert
und entwdssert, um Hintergrundfarnungen durch Paraffin zu vermeiden. Durch Formalin
maskierte Antigene wurden in einer EDTA Pufferlésung in einer Mikrowelle (700 W, 3 x 5min)
zum Kochen gebracht und demaskiert. Nach Abkiihlung und Fixation des Objekttragers

wurden die Schnitte erneut in einer Waschpufferlésung gewaschen.

Zur Blockade von endogenen Peroxidasen folgte eine 4-miniitige Behandlung mit 3% H,0,,

diese Losung wurde im Anschluss erneut 3 x (iber 2 Minuten im Waschpuffer ausgewaschen.

Vor den nun folgenden Primarantikérperfarbung wurden die erforderlichen Konzentrationen
der Antikorper getestet (Tabelle 4). Alle Praparate wurden in einer Feuchtkammer mit 180 pl
des Primarantikorpers flir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von einer
erneuten Waschung vor Zugabe des Sekundarantikdrpers (Dextran-Polymer-Konjugat mit
HRP) mit 50 — 150 pul des Sekundarantikorperkits fiir weitere 15 Minuten in der Feuchtkammer.

Eine abschlieBende Waschung ist obligat.
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Tabelle 4: Genutzte AK der Immunhistochemie mit entsprechender Verdiinnung und Herstellerangabe

Primarantikérper | Verdinnung Material Firma

TNFa — AK 1:200 Anti-mouse polyklonaler | Biorbyt Ltd., United
Rabitt — TNFo. — AK 100 pg / | Kinddom
200 pl

IL-1B — AK 1:150 Anti-mouse polyklonaler | Biorbyt Ltd., United
Rabitt — IL13 — AK 100 pg / | Kinddom
200 pl

IL-6 — AK 1:200 Anti-mouse polyklonaler | Biorbyt Ltd., United
Rabitt — IL6 — AK 100 pg / | Kinddom
200 pl

CD 68 — AK 1:100 Anti-mouse polyklonaler | Biorbyt Ltd., United
Rabitt — CD 68 — AK 100 pg/ | Kinddom
200 pl

CD 45 - AK 1:400 Anti-mouse polyklonaler | Biorbyt Ltd., United
Rabitt — CD 45 — AK 100 pg / | Kinddom
200 pl

CD3-AK 1:100 Anti-mouse polyklonaler | Biorbyt Ltd., United
Rabitt — CD 3 — AK 100 pg / | Kinddom
200 pl

Nach Inkubation mit den Sekundarantikérpern folgte die Zugabe von 50 — 100ul des
Chromogens DAB je Praparat fir 5 Minuten in der Feuchtkammer. Im letzten Waschvorgang
wurden die Praparate einmalig fiir 3 Minuten gewaschen und dann in Aquadest Gberfihrt vor
einer Gegenfarbung fir 30 Sekunden mit Haematoxilin. In aufsteigender Alkoholreihe (70%
5min, 96% 5min, 100% 3x 5min, Xylol 2x 10min) wurden die Schnittpraparate entwassert,
bevor diese mit Eukitt und Deckglaschen eingedeckt werden konnten. Im Anschluss erfolgte

die Trocknung der Praparate im Trockenschrank bei 65°C fiir mind. 10 Minuten.
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Nach durchlaufen dieser Farbemethode folgte die lichtmikroskopische Auswertung.

2.6.2 Histologische Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Praparate
Die Auswertung der fixierten Praparate erfolgte anhand eines digitalen Mikroskops.

Ausgewertet wurde dabei das Synovialgewebe der sowohl linken, behandelten Kniegelenke
als auch der rechten unbehandelten Kniegelenke. Hierbei wurde die Synovialmembran auf das
Vorkommen von TNFa-, IL-6-, IL-1B-, CD 68-, CD 45-, CD 3-positiven Zellen untersucht.
Kniegelenke unbehandelter Tiere dienten jeweils als Negativkontrolle (= NegKo). Zellen
wurden dabei als positiv gewertet, welche eine sichtbare Braunfarbung im Zytoplasma zeigten
und deren Zellkern mit Hamatoxilin gegengefarbt war. In die Bewertung gingen nur positive
Zellen der Synovialmembran ein. Diese wurde in Gesichtsfelder bei einer 200fachen

VergrolRerung eingeteilt und jede positive Zelle einzeln gezahlt.

2.6.2 Immunhistochemische Analyse der Organe

Zur Analyse der systemischen Auswirkungen von Metallionen und Metallpartikeln wurden
immunhistochemische Schnittpraparate von Niere, Lunge, Leber und Milz angefertigt. Die
Auswertung erfolgte analog zu 2.6.2, aufgrund der hohen Anzahl an notwendigen Schnitten
aus 4 parenchymatésen Organen der Versuchstiere standen die Inflammationsparameter
TNFa, IL-6 und IL-1B im Fokus. Zellen wurden dabei als positiv gewertet, welche eine sichtbare
Braunfarbung im Zytoplasma zeigten und deren Zellkern mit Hamatoxilin gegengefarbt war.
Die Schnitte wurden in Gesichtsfelder bei einer 200fachen VergroRerung eingeteilt und jede

positive Zelle einzeln gezahilt.

2.7 Statistik
2.7.1 Statistische Auswertung Intravitalmikroskopie und Histologie

Die Auswertung erfolgte anhand der Software SPSS Statistics (IBM SPSS Statistics 23). Es
wurde als multivarianter Test fiir unabhdngige 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-
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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 adjustierter Signifikanzwert nach

Bonferroni von p* < 0,0083.

Fir die @bersichtlichere Darstellung der Ergebnisse wurde auf Abkirzungen der

Gruppennamen zurlickgegriffen:

. PBS = Kontrollgruppe mit phosphatgepufferter Salzlésung

. (UHMW) PE

(ultrahochmolekulargewichtiges) Polyethylen
J Ml = Metallionen-Gruppe

. MP = Metallpartikel-Gruppe

Die grafische Darstellung der Werte erfolgte durch Box-Plots und Balkendiagramme.

2.7.2 Statistische Auswertung Immunhistochemie

Die Auswertung erfolgte anhand der Software SPSS Statistics. Es wurde als multivarianter Test
flir unabhéngige Stichproben die Kruskal-Wallis-Analyse verwendet. Dabei galten p-Werte
kleiner 0,05 als statistisch signifikant und wurden durch die Bonferroni-Korrektur angepasst.
Die graphische Ergebnisdarstellung erfolgte anhand von Boxplots. Die Abkirzung der

Gruppennamen in den graphischen Darstellungen erfolgte analog zu 2.7.2:

J PBS = Kontrollgruppe mit phosphatgepufferter Salzlésung
) (UHMW) PE = (ultrahochmolekulargewichtiges) Polyethylen

J Mi = Metallionen-Gruppe

) MP = Metallpartikel-Gruppe
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3. Ergebnisse

3.1 Partikelanalyse

3.1.1 Partikelanalyse der Metallpartikel
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Abbildung 15: Gréfsenhistogramm der generierten Partikel Abbildung 16: Formverteilung der generierten Partikel

Die generierten Partikel wiesen eine mittlere GroRe im Nanometerbereich (Abb. 15, mittlerer
ECD: 61,25 + 18,47 nm) bei einem Aspect Ratio von 1,69 * 0,66 und einer Rundheit von 0,64 +
0,16 auf. Die Partikelform war somit Gberwiegend oval und rund mit einem kleinen Anteil

nadelformiger Partikel (Abb. 14).

Allerdings fihrte die starke Konzentration der Metallpartikel in der wassrigen Losung
unweigerlich zu einer Agglomerationstendenz der Partikel, die sich auch nicht durch die
Anwendung weiterer physikalischer Verfahren (z.B. Ultraschall) aufheben lie. Dies wird auch
anhand der Abb. 16 deutlich, wo sich mit steigender Partikelkonzentration auch eine

zunehmende Agglomerationstendenz erkennen lasst.
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Signal A = SE2
Mag= 2000KX

Abbildung 17: Isolierte Metallpartikel mit Agglomeratbildung

3.1.2 Partikelanalyse der Polyethylenpartikel

Die Endotoxinelimination der PE Partikel erfolgte nach einer im Vorfeld etablierten Methode
mittels Ultrazentrifugation (177). Eine Endotoxinfreiheit konnte nach Protokoll erreicht
werden, jedoch konnten nicht die notwendigen Mengen/Konzentrationen an endotoxinfreien
PE Partikeln, um den notwendigen Bedarf fiir die geplanten Tierversuche abzudecken. Daher
musste auf kommerziell erwerbliche Partikel gewechselt werden (Project Number UF-PE-03-

15 UHMWPE GUR 1020, BioEngineering Solutions Inc., Oak Park, USA).
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Number-based Particle Distribution (SEM)

Particle Size (um, EDC)
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Abbildung 18: Die erworbenen Partikel entsprachen folgenden Gréf3enangaben seitens des Herstellers: Mean Particle Size

1,07 um, Average Aspect Ratio 1,62, Average Roundness 0,66, Average Form Factor 0,71, Average Perimeter 4,60 um.

3.2 Tierversuche
3.2.1 Kniegelenksdurchmesser

Nach Vergleich der Mittelwerte ergab sich eine signifikante Zunahme des
Kniegelenkdurchmessers in der Metallpartikelgruppe (0,6 mm * 0,2; p = 7,25e%) und in der
Metallionengruppe (0,2 mm * SEM 0,1; p = 0,002) im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (0,0
mm % 0,0). Auch bei der Injektion von UHMWPE-Partikeln (0,1 mm * 0,0; p = 0,218) konnte
eine Zunahme des Kniegelenkdurchmessers beobachtet werden, jedoch nicht statistisch

signifikant (Tabelle 5).

Tabelle 5: Mittelwert und Standardfehler der Zunahme des Kniegelenkdurchmessers an Tag 7 in mm. * = p < 0,0083.

PBS PE MI* MP*
n=10 n=10 n=10 n=10
MW + SEM 0,0 £ 0,0 0,1+0,0 0,2+0,1 0,6 +02
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3.2.2 Intravitalmikroskopie
3.2.2.1 Zah!l adhdrenter Zellen

In den Gruppen PE Partikel (11,8 £ 1,6; p = 0,043) und Metallpartikel (20,5 £ 4,8; p = 0,019)
wurden hoéhere Werte bei der Zahl adharenter Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachtet. Dieser Unterschied konnte bei einer explorativen Testung (p < 0,05) als
signifikantes Ergebnis gewertet werden, ein signifikantes Ergebnis bei adjustiertem p-Wert

von p < 0,0083 konnte nicht erzielt werden (Abbildung 18).

Keinen Hinweis auf Signifikanz in jeglicher Weise ergab die Zahl der adhdrenten Zellen in der

Metallionengruppe (5,1 £ 1,4; p = 0,123).

Zahl adharenter Zellen

/0,00
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Mittelwert

o
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0,00 I I I I
PBS PE MI MP

Partikelgruppe

Abbildung 19: Box Plot zur Darstellung der Zahl der adhdrenten Zellen in der Intravitalmikroskopie. Die Metallpartikelgruppe

verzeichnet einen deutlich héheren Wert an adhdrenten Zellen im Vergleich zu allen anderen Gruppen (p = 0,019).
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3.2.2.2 Fraktion rollender Leukozyten

Mittelwertvergleich Fraktion rollender Leukozyten
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Abbildung 20: Box Plot Darstellung der Fraktion rollender Leukozyten. Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Anstieg der
Leukozytenfraktion in der Metallpartikel- und der Polyethylengruppe im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,0083)
Bei der Messung der Fraktion rollender Leukozyten ergab sich ein statistisch signifikanter

Anstieg in den Gruppen Polyethylen (0,32 + 0,013; (p < 0,0083) und Metallpartikel (0,32 +
0,016; (p < 0,0083) im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Injektion von Metallionen fihrte zu einer nummerischen Zunahme der Fraktion rollender

Leukozyten, jedoch blieb hier eine statistische Signifikanz aus (0,22 + 0,012; p = 0,190).

3.2.2.3 Flussgeschwindigkeit

Die kapillare Flussgeschwindigkeit der korpuskularen Blutbestandteile, gemessen an den
passierenden Erythrozyten, nahm in allen Gruppen mit soliden Partikelinjektionen statistisch
signifikant ab. In der Polyethylen Gruppe ergab sich ein Wert von 4,79 mm/s * 0,18 (p <
0,0083), in der Metallpartikel Gruppe eine mittlere Flussgeschwindigkeit von 5,52 mm/s + 0,30

(p < 0,0083). Tabelle 5 fasst diese Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 6: Mittlere Flussgeschwindigkeit in mm/s. Signifikante Abnahme der Geschwindigkeit in den Gruppen PE und MP (* =

p < 0.0083).
PBS PE* M MP*
n=10 n=10 n=10 n=10
MW + SEM 7,17 £ 0,32 4,79 £+ 0,18 6,78 £ 0,50 5,52 £ 0,30

3.2.2.4 Funktionelle Kapillardichte

Die Injektion von Polyethylen- und Metallpartikeln fiihrte in diesem beiden Gruppen zu einer

tendenziellen Zunahme der funktionellen Kapillardichte,

auch wenn ein statistisch

signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Korrektur ausblieb. Die Infiltration von Metallionen

schien im Vergleich zur Kontrollgruppe keinerlei biologische Reaktionen auszulésen, welche

eine Zunahme der funktionellen Kapillardichte mit sich bringen (Tabelle 7).

Tabelle 7: In keiner Gruppe konnte eine statistisch signifikante Zu- oder Abnahme der Kapillardichte gemessen werden.

PBS PE M MP
n=10 n=10 n=10 n=10
4,79 + 0,18 6,78 £+ 0,50 5,52 £+ 0,30
MW + SEM 7,17 £ 0,32
(p=0,03) (p=0,247) (p=0,023)
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3.3 Histologische Analysen
3.3.1 Histologische Auswertung der murinen Kniegelenke
3.3.1.1 Histopathologischer Score nach Brackertz

Die semiquantitative Auswertung nach Brackertz zeigte eine signifikante Zunahme des Scores
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. Der Score

der PE-Gruppe und der Metallionengruppe erreicht jedoch keine Signifikanz.

Histopathologischer Score nach Brackertz

3,60
3
2,50
2,30
[
82
3]
n
1 0,80
0 .
PBS PE* MI* MP*

Gruppe

Abbildung 21: Der Brackertz-Score ergab eine statistisch signifikante Zunahme der synovialen Reaktion in der PE und der MP

Gruppe (* = p < 0,0083).
3.3.1.2 Dicke der Synovialmembran

Die Dicke der Synovialmembran steigerte sich in der Metallpartikel (187,3 um * 44,4; p <
0,0083) signifikant und war gegeniber der Kontrollgruppe um mehr als das 10fache erhéht.
Tabelle 8 veranschaulicht die deutliche Zunahme der synovialen Dicke. Eine geringere, jedoch
ebenfalls statistisch signifikante Zunahme der Dicke der Synovialmembran ergab sich in den

Gruppen Polyethylen (46,8 um + 7,1; p < 0,0083) und Metallionen (41,3 um * 3,9; p < 0,0083).
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Tabelle 8: Vergleich der Dicke der Synovialmembran der unterschiedlichen Gruppen. Beachtenswert ist die deutliche

Zunahme in der Metallpartikelgruppe, wobei sich alle Gruppen statistisch signifikant von der Kontrollgruppe unterschieden

(* = p < 0,0083).

MW + SEM

PBS PE * MI * MP *
n=10 n=10 n=10 n=10
14,6 + 3,3 46,8 + 7,1 41,3 + 3,9 187,3 + 44,4

3.3.1.3 Deskriptive Beurteilung der Kniegelenksschnitte in HE-Fdrbung

Analog zur Zunahme der Dicke der Synovialmembran zeigt sich mikroskopisch in der HE-

Farbung auffallig eine deutliche Reaktion des Synovialgewebes in der Metallpartikelgruppe.

Das expansiv wachsende Gewebe ausgehend von der Synovialis wachst destruktiv an/in den

Knochen und den Gelenkknorpel. Es zeigen sich Auffalligkeiten im Knochenmark, ebenso wie

in der Metallionengruppe. Auffallend sind die knéchernen Umbaureaktionen in der PE und

MP Gruppe, sowie die deutliche Periostreaktion in der MP Gruppe (Abbildung 21). Tabelle 9

inkludiert Schnitte durch die murinen Kniegelenke in HE-Farbung samtlicher Gruppen. Die

deutliche Gewebszunahme mit entsprechenden angrenzenden Reaktionen ist duRerst

auffallig.
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Versuchstiere
O =~ N W d O O N 0 © O

Histologische Auffélligkeiten

M =

verandertes  Veranderung der  Kndcherner
Knochenmark  Epiphysenfuge Umbau

PBS mPE aMlI mMP

Infiltrat Periostverdickung

Abbildung 22: Beobachtung periartikulkdrer Verdnderungen nach Infiltration, quantifiziert anhand des Auftretens bei den

Versuchstieren.

Tabelle 9: HE Fdrbungen von Schnittpréparaten simtlicher Gruppen. Kennzeichnungen im Bild: * = synoviale Reaktion, ** =

ossdre Reaktion

HE-Farbung des linken Kniegelenks in 5-facher
VergroBerung

Beschreibung

PBS

In der

Kniegelenks der Kontrollgruppe zeigt sich

keine wesentliche Verdnderung, das

Gelenk

kommt nativ zur Darstellung.

Ubersichtsdarstellung  eines

mitsamt Binnenstrukturen
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PE

Der Schnitt durch ein Kniegelenk der PE
Gruppe zeigt geringe kndcherne
Umbauvorgdnge und eine Zunahme der

Dicke der Synovialmembran (*)

Mi

Die Schnitte durch die Praparate der
Metallionengruppe zeigen eine dhnliche
Veranderung der Synovialmembran (*),
verglichen mit der PE Gruppe mit einer
Zunahme der Reaktion verglichen mit der

Kontrollgruppe.

MP

Die synoviale Verdickung ist nicht zu
Ubersehen (*), auffallend vor allem auch
die ossdren / periostalen Reaktionen mit

entsprechenden Desktruktionen (**)

3.4 Immunhistochemische Analysen

Eine immunhistochemische Anfarbung der histologischen Schnitte der PE-Gruppe gelang trotz

zahlreicher Wiederholungen und Verfahrensanderungen nicht und war somit nicht

auswertbar. Folglich flieBen diese nicht in die Ergebnisse ein. Die folgende Tabelle fasst die in

den folgenden detaillierten Ausfihrungen zusammen.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der statistischen Ergebnisse der inmunhistochemischen Analyse. Fett hervorgehoben stellt

eine signifikante Mehrexpression des entsprechenden Zytokins gegeniiber den Vergleichsgruppen dar, entsprechend p <

0,05.
Linke Kniegelenke Rechte Kniegelenke
TNFa MP > PBS MP > PBS
IL-6 MP > PBS Kein signifikanter Unterschied
IL-1B MP > PBS MP > PBS
CD 68 MP > PBS, Mi Kein signifikanter Unterschied
CD 45 MP + MI > PBS MI > PBS, MP
cDh3 Kein signifikanter Unterschied Kein signifikanter Unterschied

3.4.1 Immunhistochemische Analyse des linken Kniegelenks
3.4.1.1 Expression TNFa — positiver Zellen

Die MP-Gruppe (Median von 139,63 e =en ) zeigte eine statistisch signifikante
Uberexpression von TNFa-positiven Zellen im Vergleich zur PBS-Gruppe (p = 0,000).
Hinsichtlich der MI-Gruppe (Median von 15,65 wwe =ev, ) konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede im direkten Vergleich zur PBS-Gruppe (p = 0,056) und zur MP-
Gruppe (p = 0,174) festgestellt werden. Abbildungen 23 und 24 zeigen den signifikanten
Unterschied in der Darstellung positiver Zellen zwischen der PBS Gruppe (Abbildung 23) und
der MP Gruppe (Abbildung 24).

L
o

Abbildung 25 veranschaulicht die Expression von TNFa in den verschiedenen Gruppen.
Abbildung 24: Fidrbung eines Schnittes mit TNFa Abbildung 23: Fdrbung eines Schnittes mit TNFa

Antikérper. PBS-Gruppe, linkes Knie Antikérper. MP-Gruppe, linkes Knie
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Abbildung 25: y-Achse:
600,00 .
positive Zellen pro
500,00 o
Gesichtsfeld. Deutliche
o 400007 Mehrexpression von TNFa
=
= 300,00 in der MP Gruppe
200,00 gegendiiber allen anderen
- Gruppen.
100,00 pp
0.00
PBS M WP Negko *=p<0,05

Gruppe

3.4.1.2 Expression IL-6 — positiver Zellen

Auch bei IL-6 ergab sich bei der MP-Gruppe (Median von 69,73b eswezer ) eine starke
Uberexpression von IL-6-positiven Zellen im Vergleich zur PBS-Gruppe (p =0,000). Hinsichtlich
der MI-Gruppe (Median von 13,29 sz, ) ergaben sich keine relevanten Unterschiede im

direkten Vergleich zur PBS-Gruppe (p = 0,124) und zur MP-Gruppe (p = 0,068).

Abbildungen 26 und 27 zeigen den Unterschied in der Darstellung positiver Zellen zwischen

der PBS Gruppe (Abbildung 26) und der MP Gruppe (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Férbung eines Schnittes mit IL-6 Abbildung 27: Fidrbung eines Schnittes mit IL-6
Antikérpern, PBS Gruppe. linkes Knie Antikérpern, MP Gruppe, linkes Knie
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Abbildung 28 veranschaulicht die Expression von IL-6 in den verschiedenen Gruppen.

Abbildung 28: y-Achse:

300007 * positive Zellen pro
Gesichtsfeld. Analog zu
200,00 TNF« zeigt sich auch bei IL-6

L&

eine deutliche Mehrexpression

in der MP Gruppe im Vergleich

E zu allen anderen Gruppen.

EnEE——— -
0,00 ——S— i : | *=p <005

PBS ol MP Negkao
Gruppe

100,00

3.4.1.3 Expression IL-1— positiver Zellen

Analog zu TNF-a.und IL-6 war auch die Expression von IL-1 in der MP Gruppe hochsignifikant
mehrexprimiert (Median von 17,66 wswezer . .} im Vergleich zur PBS-Gruppe (p = 0,000). Es
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede im direkten Vergleich zwischen der Ml-

Gruppe und der PBS-Gruppe (p = 0,420) und zur MP-Gruppe (p = 0,082) festgestellt werden.

Abbildungen 29 und 30 zeigen den Unterschied in der Darstellung positiver Zellen zwischen

der PBS Gruppe (Abbildung 29) und der MP Gruppe (Abbildung 30).

< S - 0\
& | 3
B .=
"—"—""J‘ _-.:Jw 2 ;2-'::" i . 0 By o = .
Abbildung 29: Férbung eines Schnittes mit IL- Abbildung 30_ Fédrbung eines Schnittes mit IL-
13 Antikérpern, PBS Gruppe, linkes Knie 1/ Antikérpern, MP Gruppe, linkes Knie

Abbildung 31 veranschaulicht die Expression von IL-6 in den verschiedenen Gruppen.
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250,00 Abbildung 31: y-Achse: positive
* Zellen pro Gesichtsfeld. Ahnlich
200,00
wie bei den o.g. Markern féllt
= 150.0077 eine deutliche Mehrexpression
100,00 von IL-1f in der MP Gruppe
auf. Nahezu keine Aktivierung
50,00~
bei Metallionen.
0.00 T T +
FES M MP Megko *=p<0,05
Gruppe

3.4.1.4 Expression CD 68 — positiver Zellen

Ein dhnliches Bild, passend zu den erhéhten inflammatorischen Zytokinen unter 3.4.1.1. bis
3.4.1.3 ergibt sich bei der Expression von CD 68: Die MP-Gruppe (Median von 159,80 s
we . o) Z€IgEe eine Uberexpression von CD68-positiven Zellen im Vergleich zur PBS-Gruppe (p
=0,000), sowie auch zur MI-Gruppe (p = 0,004). Zwischen den anderen Gruppen ergaben sich

keine relevanten Unterschiede.

Abbildungen 32 und 33 zeigen den deutlichen Unterschied in der Darstellung positiver Zellen

zwischen der PBS Gruppe (Abbildung 29) und der MP Gruppe (Abbildung 30).

> K .'/"'7 ! e i =
¢ e j ; .
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Abbildung 32: Férbung eines Schnittes mit CD 68 Abbildung 33: Firbung eines Schnittes mit CD 68
Antikérpern, PBS Gruppe, linkes Knie Antikérpern, MP Gruppe, linkes Knie
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Abbildung 34 veranschaulicht die Expression von CD 68 in den verschiedenen Gruppen.

Abbildung 34: y-Achse: positive
*
#00.007) T Zellen pro Gesichtsfeld. Ahnlich wie
bei den o0.g. Markern fillt eine
200,001
deutliche Mehrexpression von
i)
2 200,00 CD68 in der MP Gruppe auf.
Nahezu keine Aktivierung bei
100,00 Metallionen.
J— —
E *
0,00 ? T T T *=p<0,05
PBS Mi MP Neghko

Gruppe

3.4.1.5 Expression CD 45 — positiver Zellen

Die MP-Gruppe zeigte sich hinsichtlich der CD45-Expression ebenso deutlich erhéht (Median
von 101,53 wwezer ). Die MP-Gruppe zeigte somit eine deutlich statistisch signifikante
Uberexpression von CD45-positiven Zellen im Vergleich zur PBS-Gruppe (p = 0,000). Ebenso
zeigte die MI-Gruppe (Median von 30,25 wwe = ) eine statistisch signifikante

Mehrexpression von CD68 gegentiber der PBS-Gruppe (p = 0,017).
Es gab sich kein statistisch signifikanter Unterschied im direkten Vergleich der MI-Gruppe zur

MP-Gruppe (p = 1,0).

Abbildungen 34 bis 36 zeigen den deutlichen Unterschied in der Darstellung positiver Zellen
zwischen der PBS Gruppe (Abbildung 35), der MI Gruppe (Abbildung 36) und der MP Gruppe
(Abbildung 37).

/ 3 \ L]
= G sy

Abbildung 35: Firbung eines Schnittes Abbildung 36: Firbung eines Schnittes Abbildung 37: Firbung eines Schnittes
mit CD45 Antikérpern, PBS Gruppe, mit CD45 Antikérpern, MI Gruppe, linkes  mit CD45 Antikérpern, MP Gruppe,

linkes Knie Knie linkes Knie
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Abbildung 38 veranschaulicht die Expression von CD 45 in den verschiedenen Gruppen.

* Abbildung 38: y-Achse: positive
300,00 g Y p

Zellen pro Gesichtsfeld.

Auffallend im Vergleich zu den

200,00 L
anderen Markern ist eine

co4as

Aktivierung durch Metallionen

100,00 " nebst Metallpartikeln.

*=p<0,05
0.00 — T T 1

PBS M MP MNegHo
Gruppe

3.4.1.6 Expression CD 3 — positiver Zellen

Es zeigten sich in der PBS-Gruppe keine Anfarbungsmuster von CD 3 positiv gefarbten Zellen.
Dies gilt auch fir die MI-Gruppe. Lediglich in der MP-Gruppe zeigte sich eine geringe
Expression CD3-positiver Zellen bei einem Median von 0,13 ez ). Somit ergaben sich
insgesamt im direkten Gruppenvergleich hinsichtlich einer Expression CD3-positiver Zellen

keine statistisch signifikanten Werte.

3.4.2 Immunhistochemische Analyse des rechten Kniegelenks

Um eine systemische Reaktion durch linksseitige Kniegelenksinfiltration darstellen zu kénnen,

folgte eine Farbung der rechten Kniegelenke aller Gruppen analog zu 3.4.1.
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3.4.2.1 Expression TNFa — positiver Zellen

Immunhistochemisch zeigte sich die Expression TNFa-positiver Zellen in der MP-Gruppe
statistisch signifikant erhoht gegeniber der PBS-Gruppe (p = 0,013). Es konnte keine
signifikante Erhohung zwischen der MI-Gruppe im direkten Gruppenvergleich festgestellt
werden (MI-PBS: p = 0,956; MI-MP: p = 0,267). Abbildungen 39 und 40 veranschaulichen den
Unterschied in der Darstellung positiver Zellen zwischen der PBS Gruppe (Abbildung 39) und

-

der MP Gruppe (Abbildung 40).
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Abbildung 39: Fidrbung eines Schnittes mit TNFa Abbildung 40: Fdrbung eines Schnittes mit TNFa
Antikérpern, PBS Gruppe, rechtes Knie Antikérpern, MP Gruppe, rechtes Knie

Abbildung 41 veranschaulicht die Expression von TNFa in den verschiedenen Gruppen.

— o Abbildung 41: y-Achse: positive
_|_ Zellen pro Gesichtsfeld.
3000 - Auffallend im Vergleich zu den
E anderen Markern ist eine
F 20 Aktivierung durch Metallpartikel.

‘ Insg. Im Vergleich zum rechten
10,00 <
Knie geringere Expression.
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0.0 T 7 T —1 *=p<0,05
P85 Ml LU Nagka
Grupparschts

3.4.2.2 Expression IL-6 — positiver Zellen

In keiner Gruppe konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein Unterschied hinsichtlich der
Expression des Zytokins IL-6 nachgewiesen werden, es ergab sich kein signifikanter

Unterschied zwischen allen Gruppen.
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3.4.2.3 Expression IL-13 — positiver Zellen

Im Gegensatz zur IL-6 Expression konnte immunhistochemisch die Expression IL-1B-positiver
Zellen in der MP-Gruppe statistisch signifikant erhoht gegeniiber der PBS-Gruppe
nachgewiesen werden (p = 0,033). Zwischen den anderen Gruppen konnte im direkten
Vergleich kein statistisch signifikanter Unterschied nachgeweisen werden (PBS-MI: p = 1,0;
MI-MP: p =0,133). Abbildungen 42 und 43 zeigen den Unterschied in der Darstellung positiver
Zellen zwischen der PBS Gruppe (Abbildung 42) und der MP Gruppe (Abbildung 43).

Abbildung 43: Férbung eines Schnittes mit IL-1 Abbildung 42: Fédrbung eines Schnittes mit IL-1
P Antikérpern, PBS Gruppe, rechtes Knie P Antikérpern, MP Gruppe, rechtes Knie

Abbildung 44 veranschaulicht die Expression von IL-1f in den verschiedenen Gruppen.

Abbildung 44: y-Achse: positive Zellen

. pro Gesichtsfeld. Insgesamt schwach
12,00
vermehrte Expression von IL- 13 in der
10,00
MP Gruppe, aber signifikant zur PBS
8,00
a Gruppe.
= 600
*=p<0,05
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0.00 : :
M NP
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PBS Negko

Grupperechis
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3.4.2.4 Expression CD 68 — positiver Zellen

In keiner Gruppe konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein Unterschied hinsichtlich der
Expression des Zytokins und ,,Makrophagenmarkers” CD 68 nachgewiesen werden, es ergab

sich kein signifikanter Unterschied zwischen allen Gruppen.

3.4.2.5 Expression CD 45 — positiver Zellen

Im Rahmen der immunhistochemischen Begutachtung des Synovialgewebes zeigte sich die
Expression CD45-positiver Zellen in der MI-Gruppe statistisch signifikant erhoht gegeniber
allen anderen Gruppen (zu PBS: p = 0,002; zu MP: p =0 ,000). Kein statistisch signifikanter

Unterschied konnte im direkten Vergleich der PBS- und der MP-Gruppe untereinander
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Abbildung 45: Fidrbung eines Schnittes mit Abbildung 46: Férbung eines Schnittes mit

CD45 Antikérpern, PBS Gruppe, rechtes Knie CD45 Antikérpern, MI Gruppe, rechtes Knie

festgestellt werden (p = 1,0). Abbildungen 45 und 46 verdeutlichen den Unterschied in der
Darstellung positiver Zellen zwischen der PBS Gruppe (Abbildung 45) und der MP Gruppe
(Abbildung 46). Abbildung 47 veranschaulicht die Expression von CD 45 in den verschiedenen
Gruppen.
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Abbildung 47: y-Achse: positive
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3.4.2.6 Expression CD 3 — positiver Zellen

In keiner Gruppe konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein Unterschied hinsichtlich der
Expression des Zytokins und ,Lymphozytenmarkers” CD 3 nachgewiesen werden, es ergab

sich kein signifikanter Unterschied zwischen allen Gruppen.

3.4.3 Immunhistochemische Organanalysen

Die Ergebnisse sind im Gegensatz zu den Auswertungen am Kniegelenk sehr heterogen und
fallen fiir samtliche Organe unterschiedlich aus. Die statistischen Angaben erfolgen unter

Beriicksichtigung einer Bonferroni-Korrektur.

3.4.3.1 Expression inflammatorischer Zytokine — Niere

Im Gegensatz zu den Analysen der Kniegelenke zeigt sich an der Niere vor allem eine Toxizitat
von Metallionen. Die Stimulation mit Metallionen fihrte im Vergleich zu den anderen
Gruppen, insbesondere hinsichtlich der Parameter TNFo und IL6, zu einer vermehrten

Expression der inflammatorischen Zytokine.

TNFa: Es ergaben sich unterschiedliche Signifikanzen zwischen den einzelnen Gruppen: So
war der Unterschied der MI-Gruppe zur PBS Kontrollgruppe am groRten (p <0,001). signifikant
waren die Unterschiede der Ergebnisse zwischen der PBS Kontrollgruppe und der PE Gruppe

(p =0,008). Wesentlich ist auch der die deutliche vermehrte Zytokinexpression der Ml Gruppe
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im Vergleich zur MP Gruppe (p < 0,001). Die Ergebnisse fiir TNFa sind in Abbildung 48

veranschaulicht.

200,00

L
150,00
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Abbildung 48: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von TNFa in der Niere. Die Ergebnisse zeigen einen

statistisch signifikanten Unterschied von Ml zu allen anderen Gruppen.

IL-6: Bei der Expression von IL-6 zeigt sich ein ahnliches Muster, jedoch ergibt sich hier auch
eine erhdhte Expression in der MP Gruppe. Die Unterschiede zur MP und MI Gruppe zur PBS
Kontrollgruppe waren hochsignifikant unterschiedlich (je p < 0,001). Vermehrt war die
Expression von IL6 in der MI Gruppe verglichen mit der PE Gruppe (p = 0,006), wie in Abbildung
49 dargestellt.

150,00 I
[}
100,00
50,00
0,00 T T | T
M| MP PBS PE

Abbildung 49: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von IL6 in der Niere. Die Ergebnisse zeigen eine vermehrte

Expression von IL6 in der Ml und der MP Gruppe. * = p < 0,001.
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Im Hinblick auf IL-1B zeigten sich in allem Gruppen kaum angefarbte Zellen, allenfalls in der
Metallionengruppe war die Expression im Vergleich zur PBS Kontrollgruppe erhoht (Abbildung
50).

30,00

20,00

10,00

0,00 T ] T
I MP PRS PE

Abbildung 50: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von IL-1( in der Niere. Die Ergebnisse zeigen eine eine nur

geringe Expression des Zytokins in allen Gruppen.

3.4.3.2 Expression inflammatorischer Zytokine — Leber

In der Leber zeigte sich ein unterschiedliches Verteilungsmuster der exprimierten Zytokine im
Vergleich zum Expressionsmuster der Niere. Die Ergebnisse waren gruppenspezifisch duBerst
heterogen. So kam es nur in der MP Gruppe zu einer deutlichen Expression von TNFa (p =
0,045), die Expression von IL6 war deutlich gesteigert in der MI- und interessanterweise der
PE Gruppe (jeweils im Vergleich zur PBS Kontrollgruppe fiir PE p = 0,004, fir Ml p < 0,001). Bei
IL-1B zeigte sich eine vermehrte Expression bei allen Versuchsgruppen im Vergleich zu der PBS
Kontrollgruppe (PE p < 0,001, Ml p < 0,041, MP p < 0,045). Samtliche Ergebnisse sind den
Abbildungen 51-53 veranschaulicht.
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Abbildung 51: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von TNFc in der Leber. Die Ergebnisse zeigen einen

statistisch signifikanten Unterschied von MP zu allen anderen Gruppen.
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Abbildung 52: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von IL6 in der Leber. Die Ergebnisse zeigen eine

vermehrte Expression von IL6 in der Ml und der PE Gruppe. * = p <0,001.
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Abbildung 53: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von IL-1( in der Leber. Die Ergebnisse zeigen eine nur

geringe Expression des Zytokins in allen Gruppen, am meisten jedoch in der PE Gruppe.
3.4.3.3 Expression inflammatorischer Zytokine — Milz

In der Milz konnten bei den Versuchstieren nur maRig positiv gefarbte Zellen bei den
inflammatorischen Zytokinexpressionsmustern detektiert werden. Dennoch ergaben sich
signifikante Unterschiede, besonders bei der Expression von IL6. Die Expression in der MP

Gruppe war signifikant erhéht (PBS — MP p = 0,027; MI - PE p =0,03; MI— MP p =0,002),

wobei sich die Expression von IL6 in der PE Gruppe gegenliber der Ml Gruppe erhoht zeigte.

Hinsichtlich IL1B ergaben sich keine statistischen Unterschiede. Die Ergebnisse sind in den

Abbildungen 54-55 dargestellt.
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Abbildung 54: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von IL6 in der Miz. Die Ergebnisse zeigen eine vermehrte

Expression von IL6 in der MP und der PE Gruppe gegeniiber der Ml Gruppe.

61



3.4.3.4 Expression inflammatorischer Zytokine — Lunge

In der Lunge konnte nur das Zytokin TNFa ausgewertet werden. Im Vergleich zu allen anderen
Organen zeigten sich hier eine stark erh6hte Anzahl an Zellen, die als positiv detektiert werden
konnten (y-Achse, Abbildung 55). Vermehrte Farbungen ergaben sich in allen
Versuchsgruppen im Vergleich zur PBS Gruppe, jedoch zeigte die MP Gruppe das ausgiebigste
Expressionsmuster von TNFa mit ca. 2000 Zellen / Gesichtsfeld. Dies stellt zugleich die starkste
immunhistochemische Reaktion der Organe auf die im Versuch genutzten Stimulantien dar.

Die Lunge der Versuchstiere reagierte entsprechend hochreaktiv mit der Expression von
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Abbildung 55: y-Achse: positive Zellen pro Gesichtsfeld. Expression von TNFc in der Leber. Die Ergebnisse zeigen einen
statistisch signifikanten Unterschied von MP zu allen anderen Gruppen. Beachtenswert ist die hohe Skalierung der y-Achse,

bedingt durch die insg. Hohe Anzahl an positiv gefirbten Zellen. * = p < 0,001.
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4. Diskussion

Die aseptische Prothesenlockerung ist nach wie vor der haufigste Grund fir
Revisionsoperationen nach endoprothetischen Gelenksersatz (78). Ursachlich sind an dem
Prozess der biologischen Reaktion, welche letzten Endes zur periprothetischen Osteolyse
fuihrt, Abriebpartikel der verwendeten artikulierenden Gleitflichen (32). Im Zuge der
tribologischen Forschung und Optimierung des Verschleilverhaltens, insbesondere im
Bereich der Hiiftendoprothetik, war das erklarte Ziel die Reduktion des Abriebvolumens.
Insbesondere bei der Versorgung junger Patienten ist dies eine der wesentlichen
Entscheidungskriterien bei der Auswahl einer HTEP. Parallel zur Nutzung von Polyethylen,
etablierte sich die Nutzung einer Hart-Hart Gleitpaarung, namlich Metall auf Metall. Nach
anfanglich unzufrieden stellenden Ergebnissen gab es dennoch groRe Patientenkohorten mit

sehr langen Standzeiten von weit iber 10 Jahren (230).

Dies wurde darauf zurlickgefiihrt, dass es Implantatherstellerkombinationen gab, welche
tribologisch effektiv funktionierten und nur gering Abrieb generierten (121). Diese teils
duBerst langlebigen Implantate waren Anlass, die Entwicklung der Metall — Metall (105)
Gleitpaarungen weiter voran zu treiben unter dem Vorsatz nur noch Kombinationen eines
Herstellers zur verwenden (230). Die Tatsache, dass zahlreiche Simulatorstudien extrem
niedrige VerschleiBraten zeigten (208), fiihrte dann dazu, dass diese Implantate mit
artikulierenden Oberflachen einer CoCrMo-Legierung insbesondere bei jungen Patienten

eingesetzt wurden.

Ill

Mit dem ,Revival” der MoM- Gleitpaarungen folgten weitere Arbeiten aus dem klinischen
Bereich wie auch aus der Grundlagenforschung mit Ergebnissen {iber deutliche
Gewebsreaktionen auf den metallischen Mikroabrieb (26, 58). Diese unerwiinschten
Reaktionen (,,adverse local tissue tissue reactions” - ALTR) auf den entstanden metallischen
Abrieb sind der haufigste Grund flir Revisionsoperationen nach einem
Oberflachengelenkersatz an der Hifte (160). Die britische Aufsichtsbehorde fir
Medizinprodukte und Produkte der Gesundheitsfiirsorge stellte ein inakzeptabel erhohtes
Revisionsrisiko nach MoM-Endoprothesen als bei anderen Gleitpaarungen fest (7, 160, 185).

Im Rahmen von Revisionsoperationen, welche aufgrund von Beschwerden und Auffilligkeiten

nach einer MoM Hiifttotalendoprothese notwendig waren, konnten insbesondere bei Frauen
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periprothetische lymphozytdre Gewebereaktionen identifiziert werden, sogenannte

Pseudotumoren (26, 47, 105, 124).

Diese hohen Revisionsraten mit der Bildung von lokalen Neoplasien, welche osseodestruktiv
wirken, flihrte zu einem Riickgang der Implantationen mit MoM-Gleitpaarungen, wenngleich
diese vereinzelt insbesondere im Rahmen von Oberflachenersatzprothesen implantiert
werden (5, 78). Als durch die Analysen des National Joint Registry von England und Wales
(JNR) die hohen Revisionsraten der MoM-Prothesen bekannt wurden, nahmen sogar einige
Hersteller, wie etwa das ASR ™ System der Firma Depuy, ihre MoM-Prothesen-Modelle vom

Markt(100).

Obwohl die Implantationspravalenz von MoM-Endoprothesen auf weniger als drei Prozent
gesunken ist, gibt es derzeit noch fast eine Million Patienten, die kiinstliche Hiuftgelenke mit

einer MoM-Gleitpaarung tragen, was die aktuelle klinische Relevanz der Thematik zeigt (58).

Trotz zahlreicher Studien und vielfaltiger Forschungsansatze ist die Kaskade der biologischen
Reaktion durch den entstandenen Metallabrieb nach wie vor nicht abschlieBend geklart.
Zahlreiche Untersuchungen und Empfehlungen stiitzten sich auf den Serum-lonenspiegel von
Kobalt und Chrom, letzten Endes auch zur Einschatzung der Abriebmenge und der lokalen
biologischen Aktivitat (53, 82, 91, 103, 123, 175). So richten sich auch die Empfehlungen der
Arbeitsgemeinschaft Endoprothetik nach den Serumionenspiegeln, wobei es nach wie vor an
evidenzbasierten Grenzwerten und sich danach richtenden klaren Handlungsempfehlungen
mangelt (81). Es verbleibt jedoch bis heute auch unklar, ob Metallionen oder solide
Metallpartikel an den in der Literatur beschriebenen biologischen Reaktionen ursachlich

beteiligt sind.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die erste Studie, in der in vivo das inflammatorische
Potential von Metallionen und Metallpartikel getrennt voneinander betrachtet und mit

Polyethylenpartikeln verglichen wurde.

Die Anwendung eines in vivo - Modells zur Untersuchung der Reaktionen auf Abriebpartikel
grenzt sich deutlich von Zellversuchen mit einzelnen Zellreihen ab, der komplexe Organismus
mit einer Vielzahl von Zellen und diversen Reaktionsmdglichkeiten je nach Zelltyp ldsst eine

gesamtbiologisch detaillierte Betrachtungsweise zu. Hieraus ergab sich dieses Studiendesign,
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um in vivo die inflammatorische Aktivitat von soliden Metallpartikeln, Metallionen und

Polyethylenabrieb zu bewerten.

Bei dem verwendeten Kleintiermodell handelt es sich um ein Inflammationsmodell. Die
Injektion der zu untersuchenden Suspension direkt in den Gelenkspalt des Tiers erméglicht in
vivo die Analyse zahlreicher Parameter. So konnten intravitalmikroskopisch das
Leukozytenflussverhalten und die Veranderung der Mikrovaskularisation gemessen werden
(240-242). Zudem ist die anschlieBende histologische Untersuchung von Synovialgewebe und
von  periartikuldirem  Gewebe moglich (221). Dieses Modell wurde zur
intravitalmikroskopischen Darstellung der Mikrozirkulation an der Maus als Arthritismodell
entwickelt (224), wurde von Zysk et al. dann aber so modifiziert, dass mit diesem
weiterentwickelten Modell erstmals inflammatorische Reaktionen auf Abriebpartikel von
Endoprothesen untersucht werden konnten (240-242). Dieses Modell zeigte sich imstande
biologische Reaktionsunterschiede auf unterschiedliche Biomaterialien zu analysieren und
Unterschiede darzustellen (240, 241). Auch bei der Untersuchung hinsichtlich des
inflammatorischen Potientials diverserer Polyethylene und von Poly-Ether-Ether-Keton kam

das Modell zum Einsatz lie® materialbiologische Rickschliisse zu (218, 219, 221).

Bei der Untersuchung von Metallgleitpaarungen und deren VerschleiBpartikeln und -lonen
handelt es sich prinzipiell um eine Fragestellung aus der Hiiftgelenkendoprothetik, da Metall-
Metall Gleitpaarungen in der Knieendoprothetik keine Anwendung finden. In dieser Studie
wurde jedoch an der Maus das Kniegelenk stellvertretend fiir das humane Hiftgelenk
ausgewahlt, da das Gelenk einer Injektion, nachfolgenden Intravitalmikroskopie und
folgender Resektion zur histologischen und immunhistochemischen Analyse einfacher
zuganglich ist (240-242). Der deutliche Vorteil dieses Modells im Vergleich zu anderen
Tiermodellen ist die Analyse einer Reaktion auf VerschleiBsubstanzen, wo er nach

endoprothetischer Versorgung im Menschen auch tatsachlich primar anfallt.

Eine mogliche Limitation der vorliegenden Studie ergibt sich jedoch aus der Tatsache, dass die
intraartikulare Applikation einer Suspension zu einer Erhéhung des periartikularen Druckes
fliihren kann, was auch zu einer Beeintrachtigung des Blutflusses im Endstromgebiet fihren
konnte (224, 225). Durch die Applikation von 50ul PBS (phosphate-buffered-saline,

Kontrollsubstanz) in die Kniegelenke der Kontrollgruppen-Tiere, wurde der Einfluss des
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Flissigkeitvolumens bei der statistischen Auswertung der Reaktion auf die Suspensionen

minimiert.

Diverse andere in vivo Modelle, welche in den vergangenen Jahrzehnten in der Forschung der
aseptischen Prothesenlockerung weltweit eingesetzt wurden, kamen der Fragestellung des
Tierversuchvorhabens nicht nahe genug. Zu nennen sind an dieser Stelle das
Hautfaltenklammer - Modell (120), das ,Air Pouch” — Modell (238) sowie das

Schadelkalottenmodell (231) und intramedullare Implantatmodelle (57, 229).

Das Hautfaltenklammer — Modell am Hamster lasst zwar eine mikrozirkulatorische Messung
intravitalmikroskopisch zu, jedoch findet diese gelenkfern statt, was der Untersuchung von
intraartikular anfallenden VerschleiRprodukten von Endoprothesen widerspricht (120, 131).
Aufgrund der ebenfalls fehlenden gelenkaquivalenten anatomischen Verhaltnisse wurde das
»air pouch” Modell fir ebenso unpassend im Sinne der Fragestellung erachtet. Dabei erfolgt
nach mehrtagiger subkutaner Luftinjektion die Partikelinjektion oder Implantation von
Knochenstlicken in die Luftkissen der Rickenhaut von Versuchsmausen oder -ratten (238).
Weiterhin wird das Schadelkalottenmodell zur Messung von Knochenreaktionen und
Knochenresorption eingesetzt. Dieses Modell ist zur Beurteilung des Effekts der injizierten
Partikel auf den Knochen gut geeignet, nicht jedoch zur Beurteilung der periartikuldren
Inflammation (231). Die Versuche finden wie die beiden zuvor beschriebenen Modelle

gelenkfern statt.

Der groRe Vorteil des gewdhlten Modells besteht in der direkten Analyse einer
knochenmetabolischen Aktivitdit im Sinne einer implantat- oder verschleilbedingten
Osteolyse. Diesen Vorteil bietet auch eine intramedullare Implantattestung. Dabei werden
dem Versuchstier distal femoral Implantate oder proximal tibial intramedullare, lasttragende-
Hemiendoprothesen eingesetzt und zusatzlich Partikel um das Implantat eingebracht (57,
229). Es konnen dabei einzeitige Partikelimplantationen vorgenommen oder liber subkutane

Pumpen kontinuierlich intramedullar Partikel kontinuierlich infundiert werden (57, 229).

Weitere Vorteile unseres Modells liegen in der artikularen Lokalisation und der
kontinuierlichen Partikelfreisetzung, was dem Prozess im menschlichen Organismus
nahekommt. Das Modell muss jedoch hinsichtlich der korrekten Implantation der Materialien
bei den gegebenen GroRenverhaltnissen hinterfragt werden (57, 218, 229). Wenn man sich

beispielhaft den mittleren Kniegelenkdurchmesser von gerade einmal 4,3 mm bei den
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Versuchstieren der Studie vor Augen flihrt, ist kritisch zu (iberdenken inwieweit eine adaquate
Versorgung mittels Implantat mit gutem Sitz, ohne Trauma und unter Erhalt der
Gelenkintegritat moglich ist (218). Durch diesen komplexen Eingriff wird das Versuchstier
zudem einer langeren Operationsdauer und Narkosezeit ausgesetzt (141), zudem ware die
Ausfallwahrscheinlichkeit hoher, was eine hoéhere Anzahl an Versuchstieren und
Reservetieren erforderlich macht. Dies wurde im Rahmen dieser Studie fiir die Versuchstiere

als nicht vertretbar und seitens der Fragestellung als nicht zielfihrend erachtet.

Die Versuchstieranzahl wurde mittels statistischer Gutachten festgelegt mit einer
Gruppenstarke von n = 10 bei einem optimalen Verhaltnis zwischen Ethik und statistischer
Power. Interindividuelle Reaktionen auf die verwendeten CoCr — VerschleiBprodukte waren
entsprechend Literatur zu erwarten (178). In Vorarbeiten waren zuletzt weniger Tiere
erforderlich (n = 8) (221), jedoch ergab sich im Rahmen der aktuellen Fragestellung mit dem
Versuch des Nachweises eines Pseudotumors oder anderweitiger ,adverse local tissue

reactions” (36) eine neue, vorher unbekannte HauptzielgrofRe.

Ein weiterer wesentlicher Diskussionspunkt ist die Inkubationszeit im verwendeten
Mausmodell. Vorausgegangene Untersuchungen von Zysk. et al. oder Utzschneider et al.
nutzten fuir die Intravitalmikroskopie und nachfolgende histologische und
immunohistochemische Auswertungen ebenfalls das Zeitfenster von 7 Tagen. Dabei wurde
der schnellere Stoffwechsel der Maus im Vergleich zum Menschen bericksichtigt (219, 223,
240-242). Die Wahl dieses Zeitraumes wurde auch von anderen Arbeitsgruppen mit
Kleintiermodellen genutzt. Dabei ist beispielsweise die Arbeit von Taki et al. mit dem o.g.
Schadelkalottenmodell zu nennen, hier traten Osteolysen bereits nach finf bis sieben Tagen
auf (211). Andere Arbeitsgruppen mit in vivo Versuchen an Kleintieren nutzten &hnliche
Zeitfenster (93, 102, 189). Angesichts der vorbestehenden Erfahrung der Arbeitsgruppe mit
diesem Zeitfenster bei diesem Modell und nahezu identischen Inkubationszeiten in der

Literatur wurde in dieser Studie ebenfalls ein Untersuchungsintervall von 7 Tagen gewahlt.

Eine parallele Dosisfindungstudie ware wiinschenswert gewesen, um eine kritische
Metallabriebbelastungsschwelle ausfindig machen zu kénnen. Ein entsprechendes Vorhaben
ware mit einer unverhaltnismafig groflen Anzahl von Versuchstieren verkniipft gewesen, was

ethisch nicht vertretbar war.
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Aus diesem Grunde wurde im aktuellen Vorhaben auf bestehende Evidenz zuriickgegriffen.
Die Wahl der Konzentration der applizierten Dosis erfolgte somit anhand Vorerfahrung und
Literatur, wie etwa den Untersuchungen von De Smet et al., welche die Metallionenbelastung
und Konzentration von Abriebbestandteilen in der periartikuldren Synovialflissigkeit am
Patienten gemessen haben (48). Entsprechend der Voruntersuchungen der eigenen
Arbeitsgruppe aus den vergangenen Jahrzehnten, enthielt die Metallpartikelsuspension eine
Konzentration von 0,1 Vol.-% gel6st in PBS, entsprechend der identischen Dosierung in
Vorversuchen mit diversen Abriebpartikeln unterschiedlicher Biomaterialien (139, 221, 240-

242).

Die Dosis der Polyethylenpartikel wurde wie die der Metallpartikeln auf 0,1 Vol.-% eingestellt.
Die Berechnung der Dosierung basierte auf dem vermessenen Partikelvolumen, dhnlich
gangiger Verfahren in der Literatur (29, 30, 74, 75). Diese Konzentration wurde bereits von
Margevicius et al. (147) beschrieben und von Zysk et al. weiterhin genutzt und etabliert (242).
Weitere Untersuchungen ergaben, dass sich hochquervernetzte Polyethylene (XLPE)
biologisch inflammatorisch nicht von konventionellen Polyethylenfabrikaten unterscheiden,
so dass kein Konzentrationswechsel erforderlich ist zwischen XLPE und PE (223). XLPE hat sich
in der Huftendoprothetik aufgrund tribologischer Uberlegenheit und verbesserten
Standzeiten gegeniiber konventionellem PE durchgesetzt (5, 78, 160), weshalb im
vorliegenden Studienprotokoll auf XLPE zurlickgegriffen werden sollte. Das angestrebte Ziel
mit XLPE anstatt PE als Vergleichsgruppe zu arbeiten, scheiterte daran, dass die benétigten
Mengen an endotoxinfreiem Polyethylenabrieb aus den verwendeten Hiftgelenks-
simulatoren des DFG Kooperationspartners Heidelberg nicht herstellbar waren. Dies liegt mit
grofler Wahrscheinlichkeit an den deutlich geringeren Abriebraten von XLPE im Vergleich zu
UHMWPE (25, 56, 64, 122, 171, 220, 222). Um trotzdem einen Vergleich der
inflammatorischen Eigenschaften von Metallabrieb mit Polyethylenabrieb durchfiihren zu
konnen, wurde auf industriell gefertigtes UHMWPE zurlickgegriffen (siehe auch 3.1.2, Project
Number UF-PE-03-15 UHMWPE GUR 1020, BioEngineering Solutions Inc., Oak Park, USA).
Hinsichtlich der biologischen Aktivitdt wurden im Vorfeld keine relevanten Unterschieden
zwischen UHMWPE und XLPE gesehen (223), es Giberwiegt jedoch der tribologische Vorteil von
XLPE. Ein nicht zu verachtender Punkt ist jedoch der GréRenunterschied der Partikel. XLPE
Partikel aus dem Huiftgelenksimulator, vergleichbar mit Partikelspektren aus Gelenkpunktaten
von Patienten mit einer XLPE Gleitpaarung, sind grofteils im Submicron Bereich bei einer
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GroRe von 10-30 nm (56, 64, 154, 197, 222), die industriell gefertigten Partikel sind jedoch
deutlich groRer. Nach Green et al. weisen grofRere Partikel eine geringe Reaktionstendenz
biologisch auf (75). Es ist nicht auszuschlielen, dass die Nutzung der industriell gefertigten
Partikel einen anderen Effekt auf die biologische Reaktion haben kdnnten, so dass die

Ergebnisse der Studie hinsichtlich des Polyethylens beeinflusst sein kénnten.

Die Auswahl der Konzentration der Metallionen gestaltete sich problematischer. Die
Konzentration sollte dabei moglichst nahe an die Werte in der Synovialfllssigkeit von
Patienten mit MoM - Prothesen kommen. Patienten, die aufgrund einer hiftbezogenen
Symptomatik untersucht wurden, zeigten maximale Kobalt- und Chromkonzentrationen von
teilweise Uber 1000 pg/l (45). Im Rahmen von parallel zu diesem Tierprojekt durchgefuhrte in
vitro Studien belegten zytotoxische Reaktionen bei solch hohen lonenkonzentrationen (109).
Eine von De Smet et al. durchgeflihrte Analyse der Gelenkpunktate von Patienten mit MoM -
Prothesen vor deren Revisionseingriff ergab eine mediane lonenkonzentrationen 200-250 ug/!
(48). Da es nicht sinnvoll erschien, sich an der maximal gemessenen lonen- Konzentration und
damit eventuell an AusreilRern oder sogar Messfehlern zu orientieren, wurde fiir das aktuelle
Vorhaben eine Metallionenkonzentration von 200 pg/I gel6st in PBS gewahlt. Ob die im Serum
gemessenen lonenkonzentrationen von Kobalt und Chrom mit der intraartikuladr anfallenden

Dosis korrelieren, ist bisher nicht eindeutig belegt (45, 48).

Fiir die histologische Auswertung der HE-gefarbten 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 fir die

Einordnung der entziindlichen Veranderungen des Kniegelenks etabliert (221, 241).

Es konnte nur ein reprasentativer Gewebeschnitt der jeweiligen Kniegelenke histologisch
untersucht werden. Es wurde explizit darauf geachtet, bei jedem Schnitt die gleiche
Schnittebene durch das Kniegelenk zu erhalten. Die Anzahl der gewahlten Schnitte war
limitiert, da fur die nachfolgenden immunhistochemischen Untersuchungen der murinen
Kniegelenke zahlreiche Praparateschnitte bendtigt 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 diversen in-vivo- und in-vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass die Zytokine TNFa, IL-1
und IL-6 eine zentrale Rolle bei der Initiierung und Aufrechterhaltung der lokalen
Inflammation spielen, welche im Rahmen der osteolytischen Kaskade stattfindet.
Makrophagen nehmen dabei eine Schliisselrolle ein, da sie durch den Kontakt mit dem Abrieb

aktiviert werden und diese Mediatoren ausschiitten (32, 88, 184).

Die Folge ist die Rekrutierung weiterer Zellen, die sich am Entziindungsgeschehen und der
folgenden Knochenresorption beteiligen. Zudem sind aktivierte Makrophagen befahigt, selbst

die Rolle der knochenabbauenden Osteoklasten einzunehmen (32, 88, 184).

Im Fall von Metallabrieb assoziierten Osteolysen spielen jedoch weitere Einflussfaktoren eine
wesentliche Rolle: Lohmann et al. fanden bei niedrigem Metallgehalt in Revisionsgewebe von
Implantaten eine unspezifische, durch Makrophagen vermittelte Reaktion, hingegen
dominierten bei sehr hohem Metallgehalt Lymphozyten in der Antwort (138). Vor allem
Metallionen sollen dabei mit Proteinen eine Komplexbildung eingehen und sensitivieren so T-
Zellen (30, 32, 71). Viele Autoren sehen diese Reaktion nicht nur als mogliche Ursache fir die
Entstehung eines Pseudotumors (124, 143, 175), sondern als potentieller Verursacher einer

aseptischen Prothesenlockerung (137).

Lymphozyteninfiltrationen werden bislang teilweise mit einer Hypersensitivitdtsreaktion
assoziiert (236), ferner fiihrt deren Ansammlung speziell in Weichgewebsvermehrungen bei
metallhaltigen Gleitpaarungen zur Deklaration eines Pseudotumors (14, 175). Pandit et al.
testeten das Revisionsgewebe von Patienten, bei denen eine sichtbare Massenzunahme im
periprothetischen Gewebe bei entsprechenden Prothesen beobachtet wurde. Sie fanden
Koagulationsnekrosen, massive Makrophageninfiltrationen mit Granulombildung und
Riesenzellen, zusatzlich diffuse Lymphozyten- (darunter auch CD3-Positive) und
Plasmazellinfiltrationen. Als ursachlich fiir diese Pseudotumorentstehung hypothetisierten
die Autoren eine Typ-IV-Hypersensitvitatsreaktion (176). Entsprechend diesen Vermutungen
wurde im Rahmen dieses Projektes ein muriner CD3 Antikorper eingesetzt, um T-Zellen im

Gewebe nachweisen zu konnen.

Neben den T-Zellen gibt es in Immunantwort weitere immunkompetente Zellen, die fir eine
biologische Reaktion auf Partikel und lonen in Betracht kommen. Um primdr samtliche
Leukozyten darstellen zu kdnnen, wurde ein CD45 Antikérper als Panleukozytenmarker

eingesetzt. CD45 wird auf allen kernhaltigen, hamatopoetischen Zellen exprimiert (exklusive
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Thrombozyten und Erythrozyten) (52, 86, 97, 212, 213, 226). Bei Nachweis von CD45 sind
Lymphozyten,  Natirliche Killerzellen,  Granulozyten, dendritische Zellen und
Monozyten/Makrophagen erfasst. Die Schlisselzellen der Inflammation im Rahmen der
aseptischen Prothesenlockerung sind allen voran die Makrophagen. Sie sind Hauptakteure des
angeborenen Immunsystems, die Initiatoren in der Bekampfung des Prothesenabriebs (71)
und nehmen eine Schlisselrolle in der Initilerung der periprothetischen Inflammation spielen
(32, 88, 104, 184). Sie bilden als Typ-A-Synoviozyten einen Teil der Synovialmembran (106)
und stellen bei aseptisch gelockerten Implantaten mit einem Anteil von 60-80% die
dominierenden Zellen im periprothetischen Gewebe dar (191). Partikel einer GréRe <10um
(207) werden phagozytiert und proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-18 und IL-6
werden freigesetzt (24, 170). Ren et al. demonstrierten die Wichtigkeit von Makrophagen in
einem murinen Air-pouch-Modell (188). Nach Partikelinjektion depletierte die Arbeitsgruppe
Makrophagen mit einer Bisphosphonat-Injektion. Die Makrophagen wurden nach
Phagozytose der Clodronat-Liposomen zerstort und so die Expression von IL-18 und TNFa
deutlich abgeschwacht. Die partikelinduzierte Inflammationsreaktion mit folgendem
osteolytischem Potenzial wurde so signifikant reduziert (188). Eine klinische Studie Gberprifte
die Wirksamkeit von Clodronat bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (9). Eine
Einmalinjektion reduzierte signifikant die Anzahl der CD68-positiven Zellen. Wooley et al.
nutzten ebenso das murine Air-pouch-Modell und verglichen die inflammatorische Antwort
verschiedener Partikel aus Polymethylmethaacrylat, Titan, UHMWPE und Cobalt-Chrom (238).
Dabei konnten sie bei allen Partikeln im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS) eine signifikante
Zunahme der Makrophagen nach Partikelkontakt feststellen, als auch einen signifikanten
Anstieg von IL-1B und IL-6. Um die Makrophagenaktivitdit im vorliegenden Projekt
immunhistochemisch zu verifizieren, wurden CD68-Antikorper genutzt, welche spezifisch fiir

diesen Zelltyp sind (148).

Fiir die Uberpriifung des inflammatorischen Potenzials der Metallpartikel als auch der lonen

wurden die immunhistochemische Marker fiir TNFa, IL-1B und IL-6 genutzt.

In vielen in vitro- (24, 31, 76, 165) als auch in vivo- Studien (116, 211, 238) konnte die
verstarkte Expression dieser Zytokine als Reaktion auf Abriebpartikel nachgewiesen werden

(32, 88, 184).
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Wie wichtig TNFa als Initiator in der partikelinduzierten Inflammation ist, wird vor allem bei
Studien deutlich, die genetisch oder pharmakologisch dessen Signalkaskade inhibieren und
erfolgreich die Entzlindungsreaktion mit folgender Osteolyse einddmmen (37, 155, 196). Fir
Stea et al. korrelierte die Schwere der Osteolyse mit der Hohe der TNFa-Werte im
periprothetischen Gewebe (204). Anhand eines murinen Schadelkalottenmodels konnte
durch eine genetische Blockade der TNFa-Signalwege eine Inflammation unterdriickt und
dadurch folgende osteolytische Prozesse verhindert werden (196). Demgegeniiber zeigen
Polymorphismen in der TNFa-Promoterregion eine erhdhte Assoziation zur aseptischen

Prothesenlockerung (234).

IL-1B wird wie TNFa im Prozess der aseptischen Prothesenlockerung verstarkt exprimiert (118,
204). Dies konnte sowohl bei Studien partikelinduziert in-vitro (24) als auch in-vivo (238)
beobachtet werden. Wurde bspw. genetisch die Signalkaskade des IL-1 blockiert reduzierte

sich signifikant die partikelinduzierte Inflammation (57).

Ebenso wird IL-6 im Rahmen der aseptischen Prothesenlockerung verstarkt exprimiert (204)
und zeigt sich im Revisionsgewebe von Hiftprothesen erhoht (119). Gordon et al. stellten
zudem eine positive Korrelation eines Polymorphismus im IL-6-Gen zu einer erhéhten

Osteolysegefahr nach endoprothetischem Hiiftersatz fest (72).

Im Prozess der aseptischen Prothesenlockerung sind daher alle drei Zytokine wesentlicher

Bestandteil in der Initiierung der Entziindungskaskade (30, 88, 118, 119, 184, 204).

Nach Auswertung der intravitalmikroskopischen und histologischen Ergebnisse konnten
deutliche Unterschiede hinsichtlich der inflammatorischen Aktivitat der unterschiedlichen
Abriebmaterialien festgestellt werden. Dies deutete sich bereits vorab bei der Vermessung
der murinen Knigelenke an, welche eine deutliche Umfangsvermehrung zeigten. Die groRte
Schwellung der Kniegelenke zeigten die Versuchstiere nach der Applikation von
Metallpartikeln. Die Schwellung prasentierte sich dabei mehr als ausgepragter als die, der
Reaktion auf Metallionen (MP 0,6mm Zunahme Kniegelenksdurchmesser, Ml 0,2mm
Zunahme Kniegelenksdurchmesser). Dagegen reagierten die Versuchstiere auf Polyethylen
und PBS mit keiner klinisch erfassbaren Kniegelenkschwellung. Hier zeigte sich bereits das

inflammatorische Potential der soliden Metallpartikel.

72



Die Injektion selbst sowie die Applikation von 50 ul Volumen haben keinen wesentlichen
Einflussfaktor auf die Knieschwellung, was durch das Ausbleiben der signifikanten
Kniegelenkschwellung bei der Vergleichsgruppe mit PBS gezeigt werden konnte. Gestitzt wird
diese Annahme durch die Untersuchungen von Zysk et al. zur Etablierung der gewahlten
Methode (242). Diese Gewebereaktionen konnten auch histologisch belegt werden, mitunter
anhand der Vermessung der Brackertz-Scores, wobei hier periostale Reaktionen ebenfalls als

inflammatorisches Zeichen zu werten sind (11).

Die erwahnte makroskopische Reaktion lieB sich bereits vor der histologischen Auswertung
bestatigen. So ergab die intravitalmikroskopische Untersuchung eine Migration von
Leukozyten durch eine vermehrte periartikulare Kapillarisierung. Diese Zunahme der
Kapillardichte wird durch die gesteigerte Rekrutierung vorbestehender, nicht perfundierter
Kapillaren und eine inflammatorische Neovaskularisation bedingt (166, 225, 242).
Insbesondere in der Metallpartikelgruppe zeigte sich die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
der Gefalle, der Synovialmembran und des Hoffa-Fettkdrpers verandert. Durch die vermehrte
Leukozytenrekrutierung und einer tendenziell gesteigerten kapillaren Dichte deuten die
intravitalmikroskopischen Ergebnisse auf die Induktion einer inflammatorischen Reaktion
durch die soliden Metallpartikel hin. So konnte der starkste Zusammenhang zwischen der
Applikation der zu untersuchenden Suspensionen und einer inflammatorischen Reaktion in
der Gruppe der Metallpartikel verzeichnet werden. Die Exposition gegeniber soliden CoCr -
Partikeln war mit einer deutlichen Verdickung der Synovialmembran und teilweise mit
pseudotumor-ahnlicher Gewebebildung verbunden. Im Rahmen der starken Synovitis gab es
dabei Zeichen fiir eine Destruktion des artikularen Knorpels und subchondralen Knochens. In
der qualitativen Beurteilung der histologischen Praparate fielen in der Metallpartikel-Gruppe
ausgepragte ossdre und periostale Veranderungen sowie zellreiche intraossdre
granulomatdse Infiltrate auf, die am ehesten auf ein entziindliches Geschehen zuriickzufiihren

sind.

Das osteodestruktive und inflammatorische Potential von Metallabrieb ist vorbekannt,
ebenso das Potential des metallischen Abriebs, sogenannte Pseudotumoren zu induzieren (12,
26, 60, 124, 175). Es war jedoch bisher nicht geklart, ob solide Metallpartikel oder Metallionen
das toxische Agens in der entziindlichen Kaskade darstellen. Durch den histologischen

Nachweis der periprothetischen Gewebevermehrung als Reaktion auf Metallpartikel zeigen
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die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass Metallpartikel eine Schlisselrolle bei der lokalen
Gewebereaktion einnehmen. Die starke biologische Aktivitdat von Metallabrieb wurde durch
Topolovec et. al in Untersuchungen von Gewebeproben nach Revisionsoperationen von
Endoprothesen mit einem metallischen Gleitpartner (MoM, MoP) ebenfalls gezeigt (12, 214).
Trotz deutlich geringerer VerschlielRraten ergaben sich in der Studie in der MoM Gruppe eine
starkere periprothetische, lymphozytdre Gewebereaktion als in der MoP Gruppe (214). Den
Ergebnissen dieser Studie folgend sowie den eigenen Resultaten, ist Metallabrieb biologisch
deutlich reaktiver als Polyethylenabrieb. Denn auch in der vorliegenden Studie waren
Konzentration von PE und Metallpartikeln mit 0,1 Vol.-% identisch, die biologische Reaktion
auf Metall aber deutlich intensiver. Das widerspricht Arbeiten, die eine positive Korrelation
zwischen Abriebrate und der Ausbildung von Pseudotumoren beschrieben haben (26, 70).
Dennoch ist davon auszugehen, dass die Reaktion der Versuchstiere dosisabhangig ist und bei
Reduktion der Dosis eine Reduzierung der Reaktion zu erwarten ware. Im Gegensatz dazu
ware eine Verstarkung der Reaktion bei Dosiserh6hung zu erwarten. Daher muss konstituiert
werden, dass eine Minimierung des VerschleiBes unter Optimierung der Triboparameter im
Rahmen einer Hiftendoprothese mit metallischen Gleitpartnern angestrebt werden muss.
Dennoch ist es moglich, dass eine geringe Anzahl von Pseudotumoren auch bei geringem

Abrieb auftreten kann im Sinne einer (iberschieBenden Immunantwort (73).

Der Einfluss einer Hypersensibilitdit wurde in dieser Arbeit nicht naher beleuchtet, eine
Reaktion im Sinne einer Hypersensibilitat einzelner Versuchstiere stellt dennoch einen

moglichen Einflussfaktor auf die ausgeldste Reaktion dar.

Die Tatsache, dass die soliden Metallpartikel im Rahmen dieser Studie massive
Gewebereaktionen induziert haben, sollte nicht zwangslaufig den Riickschluss bedeuten, dass
Metallionen nicht fiir sich auch ein hohes biologisches Potential haben. So ergab sich
intravitalmikroskopisch keine erhohte Interaktion der Leukozyten mit dem GefaRendothel
und somit auch keine Anderung der kapillaren Dichte. Dennoch zeigte die histologische
Untersuchung einen signifikant erhéhten Brackartz — Score. Dieser war auch verglichen mit
Vorarbeiten zu Polyethylenabrieb deutlich erhéht (223). In der aktuellen Studie zeigten sich in
der semiquantitativen Auswertung nach Brackertz, eine signifikante Zunahme des Scores 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). Der Score der
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PE-Gruppe und der Metallionengruppe unterschied sich hingegen statistisch nicht.
Utzschneider et al. konnten beim Vergleich von 6 verschiedenen Polyethylen-Inlays (4 davon
XLPE, 2 davon konventionelles PE) hinsichtlich der biologischen Aktivitat des PE Abriebs keine
Unterschiede zwischen den einzelnen PE-Gruppen herausarbeiten, wenn sich auch die Werte
des Brackertz-Scores samtlich statistisch signifikant von der Kontrollgruppe unterschieden
haben (Werte zwischen 1,3 —1,8) (221). Auch hinsichtlich der synovialen Membrandicke sticht
die Metallpartikelgruppe mit einer mittleren Dicke von 187,3 um + SEM 44,4 um hervor. Diese
Werte sind auch erhoht im Vergleich mit den Daten zur synovialen Dicke von Utzschneider et
al. zu diversen Polyethylenpartikeln (91 — 120 um Dicke) (221). Aufféllig ist hier jedoch auch
ein Unterschied zwischen den Kontrollgruppen der beiden Studien. So ergab sich in der
vorliegenden Arbeit eine Dicke der synovialen Membran in der Kontrollgruppe von 14,57 um,
bei Utzschneider et al. waren es 46,6 um. Dieser Unterschied mag durch eine

Interobservervariabilitat erklarbar sein.

Der histologische Nachweis dieser deutlichen synovialen Verdickung mit einer
infiltrativ/expansiv wachsenden Gewebsvermehrung lasst sicherlich einen Pseusotumor
vermuten, entsprechend der Literatur im Sinne einer Hypersensitivitatsreaktion unter der
Beteiligung von T-Lymphozyten (47, 124, 175, 176, 236). Wie bereits oben erwahnt wurden
immunhistochemische Farbungen mit CD3 Antikérpern durchgefihrt, um den Nachweis von
T-Zellen zu erbringen. Interessanterweise wurde festgestellt, dass in keiner Gruppe eine
nennenswerte Anzahl an T-Zellen gefunden werden konnte, auch nicht in der
Metallionengruppe, fiir die eine Haptenbildung noch als wahrscheinlicher anzunehmen war.
Sowohl linke als auch rechte Knie zeigten keine gruppenspezifischen Tendenzen. Eine T-
Zellansammlung als Grundlage fiir eine Metallhypersensitivitat und als moglicher Grund fir
eine T-Zell vermittelte aseptische Implantatlockerung konnte in keiner Gruppe nachgewiesen
werden. Das widerspricht weitestgehend klinischen Erfahrungen mit histopathologischen
Untersuchungen des periprothetischen Gewebes von MoM-Gleitpaarungen im Patienten, hier
ist das pradominante Bild eine Gewebeformation mit dominant lymphozytarem Bild (26, 124,

175, 176).

Allerdings konnte die Tatsache einer zu kurzen Expositionszeit auf die metallischen
Suspensionen eine Limitation darstellen: Eine Expositionszeit auf Metallabrieb in vivo fir 7

Tage konnte unter Umstianden nicht ausreichend gewesen sein, um eine Aktivierung des
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erworbenen Immunsystems anzuregen. Allerdings sind Prothesentrdager jahrelang einer
Metallexposition ausgesetzt, bevor es zur aseptischen Implantatlockerung kommt und einige
Autoren, die das Revisionsgewebe speziell auf das Vorhandensein von T-Zellen untersuchten,
fanden ebenso keine nennenswerten Ansammlungen. So analysierten Dapunt et al.
Revisionsgewebe von Patienten mit einer Implantatlockerung, die entweder durch Infektion
oder im Rahmen einer aseptischen Lockerung entstand. Dabei konnten die Autoren CD3-
positive Zellen im infektiosen Revisionsgewebe beobachten und weniger im Gewebe mit einer
aseptischer Implantatlockerung (44). Goodman et al. kamen ebenfalls zu dem Schluss, dass T-
Zellen wohl keinen grofRen Einfluss auf die partikelinduzierte Prothesenlockerung einnehmen
(71), da die Arbeitsgruppe nur vereinzelt T-Zellen in Gewebeteilen von Patienten mit einer
entsprechenden aseptischen Prothesenlockerung fanden. Inwieweit sich aus der
festgestellten Gewebeformation ein Pseudotumor hatte entwickeln kénnen, kann in der
immunhistochemischen Analyse nicht abschlielend beantwortet werden, da die T-Zellen, die
sowohl Bestandteil eines Pseudotumors sind und Basis flir eine Typ-IV-

Hypersensitivitatsreaktion, nicht nachgewiesen werden konnten.

In der Metallpartikel- und Metallionengruppe der behandelten linken Kniegelenke zeigten sich
signifikant vermehrt CD45-positive Zellen. Diese Vermehrung war jedoch auch in der
Metallionengruppe der rechten, unbehandelten Kniegelenke zu beobachten. Méglich ware
daher eine systemische Verteilung der Metallionen bis in das rechte Knie gewesen, die sich als
bioaktive Reaktion in Form von CD45-positiven Zellen im dortigen Gewebe zeigte. Wesentlich
erscheint hierbei, dass CD45 ein wichtiger Regulator in der Funktion und Differenzierung der
Lymphozyten ist. Ein Fehlen von CD45 zeigt den Zusammenbruch des Immunsystems, mit
einer schweren Funktionsbeeintrdachtigung der T- und B-Zellen, an (97). Eine T-Zell-Prasenz
konnte ohne den Nachweis CD3-positiver Zellen im Gewebe ausgeschlossen werden und so
kdme nur eine Beteiligung der anderen genannten immunkompetenten Zellen, wie
Makrophagen, Granulozyten, Natirliche Killerzellen oder dendritische Zellen, in Betracht.
Makrophagen wurden spezifisch mittels CD68 angefarbt und stimmten nicht mit dem
Farbemuster der CD45-positiven Zellen (berein, womit auch Makrophagen fiir dieses
Farbeergebnis ausgeschlossen werden missen. Ein Vorkommen von CD45 auf Makrophagen
ist durchaus bekannt (6, 97), dennoch ist entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden

sowie anderer Studie die Expression sehr gering ausgepragt (198),. Daher kommen nur
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Granulozyten, NK-, dendritische und B-Zellen in Betracht. Nur wenige Autoren, wie Lacal et al.

berichten Uber eine Expression auf Granulozyten (126).

Die Arbeitsgruppe um Pandey et al. interpretierte eine signifikante Anwesenheit von
neutrophilen Granulozyten als geeigneten Marker fiir eine histopathologische Diagnostik
eines septischen Endoprothesenversagens aufgrund mikrobieller Prozesse und weniger einer
aseptischen Lockerung (158, 173). Morawietz et al. empfahlen die Anwendung eines CD15-
Antikorpers zur immunhistochemischen Diagnostik der Neutrophilen. Entsprechend ist das
Vorhandensein von neutrophilen Granulozyten bei den ermittelten Ergebnissen dieser Arbeit
eher unwahrscheinlich und fir Folgestudien sollte sicherlich ein granulozytenspezifischer

Marker verwendet werden (158, 173).

Weitere CD45-positive Zellen sind Natdrliche Killerzellen (86, 162). Deren Hauptfunktion liegt
in der Abwehr von neoplastischen (205) oder virusinfizierten (83, 133, 140) Zellen. Huss et al.
untersuchten synoviales Revisionsgewebe von Patienten mit Hiift- oder Knieendoprothesen
(CoCr/UHMWPE), mit dem Nachweis einer periprothetischen Osteolyse (101).
Immunhistochemisch machten dabei die NK-Zellen einen Anteil von 30% der CD45-positiven
Zellen aus. Dies zeigt eine nicht unwesentliche Beteiligung dieser Zelllinie an

inflammatorischen Prozessen im betroffenen Gelenk.

Lin et al. konnten in vitro eine proinflammatorische Zytokinexpression von NK- und
dendritischen Zellen als Reaktion auf UHMWPE-Partikel nachweisen. Sie folgerten, dass diese
Zellen auch an dem Prozess der periprothetischen Lockerung beteiligt sind (136). Fir Kim et
al. nehmen NK-Zellen eine ebenfalls wesentliche Rolle in der inflammatorischen Kaskade bei
Gelenken ein (114). NK-Zellen induzieren eine Gelenksentziindung durch Sekretion von
Interleukin-4 und IFN-y (Interferon-gamma). Diese unterdriicken in der Synovia die Produktion
von TGF-B1 (Tranforming Growth Factor beta 1), ein Zytokin, dass andere
proinflammatorische Zytokine inhibiert. Als weitere mogliche CD45-positive Zellen kommen
dendritische und B-Zellen in Betracht. So untersuchten Ogunwale et al. in vitro die
Proliferation und Lebensfahigkeit von dendritischen als auch B- und T-Zellen, die CoCr-
Partikeln ausgesetzt wurden (168). Es wurden weder dendritische noch B-Zellen aktiviert.
Lediglich die T-Zellproliferation zeigte sich riicklaufig, worlber sie die in anderen Studien
beobachteten CD8-positiven T-Zellerniedrigungen in Patienten mit MoM-Implantaten als

moglichen Erkldrungsansatz sahen.
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Entsprechend dieser Angaben in der Literatur kann abschlieBend nicht vollstandig geklart
werden, inwiefern NK-Zellen spezifisch auf Metallpartikel oder -ionen reagieren, aber eine
hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass es sich bei den detektieren CD45-positiven Zellen in
der vorliegenden Arbeit um NK-Zellen handelt. So mussen in Folgestudien NK-Zellen im
Gewebe bericksichtigt und deren Anwesenheit mit einem spezifischen Marker zu verifiziert

werden.

Um die Makrophagenanzahl immunhistochemisch zu verifizieren, wurde wie bereits erwahnt
ein CD68-Antikorper genutzt (148). Die Ergebnisse waren deutlich. Es zeigte sich dabei eine
hohe Anzahl an Makrophagen in der Metallpartikelgruppe der linken Kniegelenke. Die
injizierten Metallpartikel entsprachen in Form, Grof3e und Zusammensetzung weitestgehend
Partikeln, wie sie bei menschlichen Metall-Metall-Prothesentragern generiert werden (21, 53,
107) und reprasentieren daher ausreichend das bioreaktive Szenario auf Zellebene. Die
Wertigkeit bestatigt sich im Ausbleiben einer dhnlichen Reaktion in der Kontrollgruppe. So
|6ste der Vorgang der Injektion mit einer sterilen PBS-L6sung selbst keine inflammatorische
Reaktion aus, zumindest keine Aktivierung der Makrophagen als Schliisselzellen einer solchen.

Ebenso zeigte sich kein signifikantes Ergebnis nach Metallioneninjektion.

Ein moglicher Grund fir das Ausbleiben eines Anstiegs der Makrophagenzahl in der
Metallionengruppe kénnte sein, dass sich die lonen nach intraartikularer Injektion systemisch
verteilen und lokal dementsprechend kein ausreichendes Potential fir eine signifikante
Entziindungsreaktion haben. Verschiedene Studien erméglichen die Schlussfolgerung, dass es
in der vorliegenden Studie nach intraartikularer loneninjektion zumindest teilweise zu einer
systemischen Verteilung kam. Viele Patienten mit gelockerten Prothesen einer MoM
Gleitpaarung fallen durch hohe Cobalt-lonen-Konzentrationen im Serum auf (63, 129, 179).
Cobalt-lonen unterliegen eher einer systemischen Verteilung als Chrom-lonen. Letztere
tendieren dazu stabile Komplexe zu formen und sich im Gewebe um das Implantat abzulagern
(183, 203). Trotzdem konnen beide Metallionen ein hohes Bindungsbestreben zu
korpereigenen Proteinen zeigen (8, 15, 41, 90, 142), welche so lber die Blutzirkulation verteilt
werden. Diese Annahme wird durch Studien bekréaftigt, die Revisionsgewebe von Patienten
mit aseptischer Hiftprothesenlockerung untersuchten. Hier konnte gezeigt werden, dass
erhohte lonenkonzentrationen von Cobalt und Chrom vornehmlich im Serum und weniger in

der SynovialflUssigkeit lokalisiert werden konnten (132). Es wird neben einer Erhéhung der
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lonenkonzentration im Serum und Urin, teilweise iber eine Verteilung bis in entfernt liegende

Organe, wie Leber, Lymphknoten und Milz berichtet (22, 193).

Was wiederum gegen eine mutmaRliche Verteilung der lonen nach Injektion spricht, sind die
bereits erlduterten Ergebnisse der CD45-Auswertung. Hier lag in der Metallionen-Gruppe ein
deutlich signifikantes Ergebnis vor, da hier ein oder mehrere Zelltypen auf lonen reagiert
haben. Welche Zelltypen das waren, ist nach wie vor unklar. Hier wird aber deutlich, dass
dieses Ergebnis gegen eine Umverteilung der lonen spricht und eher dafiir, dass Makrophagen
mehr durch Partikel und weniger von lonen aktiviert werden und als Reaktion ihre

proinflammatorischen Zytokine exprimieren.

Einige in-vitro-Versuche zeigen durchaus ein Ansprechen von Makrophagen auf Metallionen,
die als Reaktion dosis- und zeitabhangig proinflammatorische Zytokine wie IL-18 und TNFa

freisetzten (23, 31, 49).

Caicedo et al. testeten in-vitro die Reaktion von humanen Monozyten/Makrophagen auf CoCr-
Partikel und -lonen (24). Dabei konnten sie dhnlich ausgepragte Zytokinexpressionen von IL-
1B, TNFa und IL-6 feststellen. Zusatzlich provozierten die lonen starker als die Partikel eine
Expression von T-Zell-stimulierenden Oberflichenmolekiilen. Ahnliche Ergebnisse erzielten
auch Jonitz-Heincke et al. die humane Osteoblasten und PBMC’s (peripheral blood
mononuclear cell) einzeln und in Co-Kultur einer lonenlésung von CoCr29Mo6 aussetzten in
der gleichen Konzentration, wie wir es verabreichten (200ug/L) (110). Dabei differenzierten
sich die mononukledren Zellen ioneninduziert zu Makrophagen. Dieser Effekt war unter den

Bedingungen der Co-Kultivierung sogar starker ausgepragt.

Die Arbeitsgruppe verdeutlichte dabei aber auch, dass in-vitro-Versuche anhand einzelner
Zelllinien sehr statisch sind und sich wohl bessere Ergebnisse mit Co-Kulturen erzielen lassen.
Je mehr Zelllinien untereinander reagieren kdnnen, desto besser konnen die Ergebnisse auf
die in-vivo-Situation Ubertragen werden. Das Zusammenspiel vieler Zellen und Gewebe in
unserem synovialen Inflammationsmodell macht es schwierig eine Aussage dariber zu
treffen, warum die Metallionen hier keine Reaktion durch Makrophagen hervorgerufen haben
und unsere Ergebnisse widerspriichlich zu oben genannten in-vitro-Experimenten sind. Dabei
zeigen auch in-vitro-Versuche, dass oft Reaktionen auf Metallionen zeit- und dosisabhdngig

waren. Hier kdnnte also der Faktor Zeit nicht ausgereicht haben oder die lonendosis fir eine
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in-vivo-Situation doch zu gering gewesen zu sein, als dass Makrophagen darauf hatten

ansprechen kdnnen.

Eine signifikante Makrophagenvermehrung zeigte sich also einzig allein in der Synovia der mit
Metallpartikeln behandelten Kniegelenke. Sowohl in der Metallionen-, PBS-, NegKo-Gruppe,
als auch in allen kontralateralen unbehandelten Kniegelenken blieb eine

Makrophagenzunahme im Sinne einer inflammatorischen Antwort aus.

In der vorloiegenden Arbeit konnte in der Metallpartikel-Gruppe der linken Kniegelenke
jeweils eine signifikant erhohte Expression von TNFa, IL-6 und IL-1B gegenlber der
Negativkontroll- und PBS-Gruppe festgestellt werden. Dieser Anstieg proinflammatorischer
Zytokine auf Metallpartikel im linken Knie deckt sich auch mit den Ergebnissen unseres
makrophagen-spezifischen Markers CD68. Makrophagen, die als wesentliche Produzenten
dieser Zytokine gelten, wiesen ebenso eine deutliche Anzahlzunahme auf Metallpartikel auf.
Die Metallioneninjektion hingegen zeigte keine signifikante Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine gegenilber den anderen Gruppen. Entsprechend kann man postulieren, dass

hauptsachlich Partikel und nicht lonen eine lokale Entziindungsreaktion ausldsen.

Demgegeniiber zeigen allerdings in vitro - Untersuchungen einen metallioneninduzierten
Zytokinanstieg von TNFa, IL-18 und IL-6 (24, 165). Niki et al. bspw. beobachteten anhand
Zellkulturen mit Synoviozyten und Makrophagen die verstarkte Freisetzung von TNFa, IL-1
und IL-6 als Reaktion auf Cobalt- und Chrom-lonen. Eine Steigerung der lonenkonzentration
fihrte dabei zu einem Anstieg dieser Entziindungsmediatoren (165). Ahnliche Ergebnisse
erzielten auch Posada et al. Anhand makrophagenahnlicher Zellkulturen, wobei vor allem ein
IL-6-Anstieg beobachtet werden konnte, konnten sie herausfinden, dass es zu einer verstarken
Reaktion kommen, wenn den mit Metallpartikeln exponierten Zellen zusatzlich Cobalt-lonen
hinzugefiigt (183). Hier scheinen Cobalt-lonen wesentliche Triggerfaktoren der Inflammation
zu sein und wirken synergistisch zu Metallpartikeln. Dies widerspricht den vorliegenden in vivo
Ergebnissen lokal im affektierten linken Kniegelenk. Unterstiitzt wird dies im aktuellen
Vorhaben durch die Ergebnisse fiir den makrophagenspezifischen CD68-Antikorper.
Makrophagen, die wesentlich zur Produktion von IL-6, TNFa und IL-1B beitragen, waren nach
Metallioneninjektion nicht signifikant erhdht. Dies bestdtigt die ausbleibende
Zytokinexpression auf lonen, entsprechend sind hier die aktuellen Ergebnisse als schliissig zu

werten.
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Es zeigte sich bei den unbehandelten rechten Kniegelenken der Metallpartikel-Gruppe ebenso
eine inflammatorische Reaktion im Sinne einer signifikanten TNFa und IL-1B-Expression in der
synovialen Membran. IL-6 hingegen zeigte sich hierbei aber nicht signifikant erhoht, jedoch
konnte ein zeitlicher Faktor eine mogliche Erklarung fir das Ausbleiben dieser Expression sein.
IL-6 wird vor allem unter dem Einfluss von TNFa und IL-1B produziert (50, 57, 232), diese
beiden zeigten sich bereits positiv in unseren Ergebnissen. Epstein et al. sowie Kaufman et al.
verdeutlichten in ihren Studien auch, dass der IL-6 Sezernierung in der periprothetischen
Membran erst eine Expression von TNFa und IL-1B vorausgeht (57, 112). In der
Synovialmembran der rechten Kniegelenke fand also bereits eine beginnende
Inflammationsreaktion mit TNFa und IL-1p statt. Dies kdnnte somit ein Hinweis sein flr eine
systemische Reaktion auf Metallpartikel. Dieser Gedanke wird auch durch Ren et al. bestatigt,
die eine Abnahme der Knochendichte im kontralateralen, unbehandelten Femur beobachten
konnten, nachdem eine kontinuierliche Infusion von UHMWPE-Partikeln in den femoralen
Markraum von Mausen erfolgte (187). Unserer These entgegen liegt jedoch eine signifikante
Anwesenheit von TNFa und IL-1B in der Metallpartikelgruppe der rechten Kniegelenke ohne
ein relevantes Vorkommen von Makrophagen vor, welche diese Zytokine in erster Linie
freisetzen. Jedoch bedeutet das Fehlen einer signifikanten Anzahl CD68-positiver Zellen nicht,
dass Uberhaupt keine Infiltration stattgefunden hat, sondern lediglich, dass eine vermehrte
Ausschittung dieser inflammatorischen Zytokine nicht unbedingt mit einer signifikanten

Ansammlung von Makrophagen einhergehen muss.

Auch hier kann die Inkubationsdauer diskutiert werden: Eventuell kann eine zeitliche
Verldangerung der Inkubationsdauer auch zu einem IL-6-Anstieg fiihren wie auch zu einer

deutlichen Zunahme der Makrophagenanzahl.

Die histologischen und intravitalmikroskopischen sowie lokal immunhistochemischen
Ergebnisse bezliglich der Metallionen lassen vermuten, dass deutlich héhere Konzentrationen
notig sein missten, um eine entsprechende Immunantwort zu provozieren. Im Falle der
Metallpartikelgruppe mag es aber durchaus der Fall sein, dass freigesetzte Metallionen die
eigentliche Reaktion induziert haben. Massenspektrometrisch konnte gezeigt werden, dass
Metall-Partikel signifikante Mengen von Kobalt- und Chrom- lonen in ein Kulturmedium
freisetzen konnen (182). Posada et al. erforschten in einem in vitro-Versuch, dass Metallabrieb

als Induktor der Apoptose wirksamer war, wenn die Zellen mit Kobalt-lonen vorbehandelt
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worden waren (182). Zudem findet sich eine Korrelation zwischen hohen Serum-
Metallionenwerten bei Patienten mit Hiftkappenprothesen mit héheren Revisionsraten und
einem haufigeren Auftreten von ALTRs (125). In der Zusammenschau den eigenen Ergebnisse
lieRe sich vermuten, dass aus den Metallpartikeln Kobalt- und Chrom-lonen entstehen und
diese synergistisch, passend zu der schweren Gewebereaktion in der Metallpartikel-Gruppe,
eine starke periprothetische Reaktion auslosen. Zu vermuten ist, dass die Metallpartikel
intraartikular korrodieren und damit zu einer Generierung groRRerer Mengen reaktiver lonen

geflihrt haben, was die deutliche lokale Inflammation bewirkt oder verstarkt haben konnte.

Das reaktive Potential der Metallionen zeigt sich unter anderem in der qualitativen
Ausarbeitung der histologischen Prdparate, in denen sich auch Auffalligkeiten der
Knochenstruktur ergeben haben. Dies stltzt Untersuchungen aus in vitro Versuchen, bei
denen die zytotoxische Wirkung von Metallionen vor allem auf Osteozyten und auf die
osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stromazellen im Knochenmark gezeigt wurde
(111, 185). Die Arbeitsgruppe um Jonitz et al. wies in vitro nach, dass Metallionen in humanen
Osteoblasten in Co-Kultur mit peripheren mononukledren Blutzellen pro-osteolytische
Mediatoren exprimieren (110). In vivo bestétigte sich 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.

Waéhrend Metallpartikel vor allem eine lokale Rolle spielen, da sie hauptsachlich von vor Ort
phagozytierenden Zellen aufgenommen werden, spielen Metallionen eine wesentliche Rolle
im Hinblick auf eine systemische Wirkung im Korper (20, 27, 135, 167). Dementsprechend
konnen Effekte von Metallionen auch systemisch in entfernten parenchymatésen Organen

wie der Niere, Leber, Milz und Lunge beobachtet werden (113, 156, 169, 217).

Bei den Ergebnissen der organbezogenen Analyse zeigt sich eine vermehrte Expression von
IL6 eigenstandig nur in der Milz in der MP Gruppe, ansonsten ist der Expression der Zytokine
duBerst heterogen. Wie in der Literatur bekannt, bedingten die Metallionen eine deutliche
Mehrexpression samtlicher Zytokine in der Niere der Versuchstiere (20, 47, 67, 80). Wie

Eingangs bereits erwdhnt, obwohl Co und Cr lonen essentielle Elemente fiir biologische
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Funktionen im Koérper sind, kdnnen diese Elemente in hohen Konzentrationen lokale und
systemische toxische Reaktionen hervorrufen (194). Folge der erhohten Metallkonzentration
im Blut kdnnen unter anderem nephrologische, neurologische und cerebrale Komplikationen
sein (40, 216). Die nephrologische Komponente konnte mit den Ergebnissen dieser Arbeit
bestatigt werden. Interessant ist zudem auch die ausgepragte reaktive Reaktion in der Lunge,
nachgewiesen durch die vermehrte Expression von TNFa, jedoch hier bedingt durch solide
Metallpartikel und nicht durch lonen. Dieses gegensatzliche, zytokinspezifische
Reaktionsmuster zeigt sich auch bei der Untersuchung von Leber und Milz. So scheint in der
Leber TNFa durch Metallpartikel getriggert zu sein, IL6 eher durch Metallionen. Bei der
Expression von llI1b ergibt sich kein eindeutig erkennbares Muster, jedoch zeigt sich hier dann
auch eine vermehrte Expression in der Gruppe der Polythylenpartikel. Andersherum wirkt dies
bei der Betrachtung der Milz, hier scheint IL6 durch solide Metallpartikel getriggert zu werden.
Im Hinblick auf die systemische Wirkung der genutzten Reagenzien muss konstatiert werden,
dass insbesondere die systemischen Effekte sowohl durch solide Partikel (Lunge, Leber) als
auch durch lonen getriggert werden. Die exakten Wege kdnnen auch mit der vorliegenden
Arbeit nicht detektiert werden, jedoch lasst sich schlussfolgern, dass sowohl lonen als auch
Partikel einen relevanten Teil im Prozess der biologischen Reaktion auf metallische CoCr
Produkte spielen. Eine Fokussierung auf systemische lonen ist nicht ausreichend. Weitere
Studien sollten klaren, inwiefern eine sich eine kritische Dosis von Metallpartikeln und
Metallionen definieren ldsst, zudem waren Langzeituntersuchungen angezeigt, die die
komplexe zelluldre Beteiligung am vorliegenden biologisch reaktiven Prozess weiter
aufschllisseln und so die vorliegenden Ergebnisse mit kontroversen klinischen Daten in

Einklang bringen.

Trotz der mitunter erkenntnisreichen Ergebnisse der vorliegenden Studie weist die Methodik
auch einige Schwachstellen auf. Aufgefiihrt werden mussen hier die genutzten Dosierungen
insbesondere von Metallionen und Metallpartikeln, flir die es bisher keine vorausgehenden
Dosistudien oder Dosisfindungsstudien gab. Die genutzten Konzentrationen orientierten sich
an bekannten klinischen und tierexperimentellen Gesichtspunkten, jedoch ist in naher
Zukunft eine Dosisfindungsstudie zu Metallionen und Metallpartikeln geplant, um letzten
Endes in Zukunft patientenndhere Abschatzungen und Entscheidungen treffen zu kdnnen bei
einer vorliegenden Belastung mit CoCr haltigen Abrieb bei entsprechenden

Prothesenkomponenten.
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Ferner lasst das Design nur eine deskriptive Beurteilung der Reaktionen unter Bemessung
zahlreicher Zytokine zu, eine genaue Beschreibung insbesondere des systemischen

Signalweges der Reaktion auf lonen und Partikel bleibt offen.

Hier muss auch angefiihrt werden, dass die Ergebnisse der Polyethylengruppe durch den
Nutzen von kommerziellen Partikeln beeinflusst sein konnen, da sich diese auch im
GroBenspektrum von Partikeln von crosslinked Polyethylenkomponenten unterscheiden.
Dem entgegen stehen vorausgehende Ergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe, die hier

ahnliche biologische Reaktionen auf Polyethylenpartikel beschreiben konnten (220-223).

Zuletzt soll auf den kurzen Beobachtungszeitraum von sieben Tagen im genutzten Tiermodell
hingewiesen werden. Komplexe weiterfilhrende Mechanismen auf zelluldrer und
immunohistochemischer Ebene auBerhalb des beobachteten Zeitraums zwischen Infiltration
und Analyse der Tiere nach 7 Tagen kdnnen in der vorliegenden Arbeit nicht beleuchtet
werden. Insbesondere die klinische Annahme, es handle sich bei der biologischen Reaktion
auf CoCr Korrosionsprodukte um eine immunologische Typ IV Reaktion, konnte in der

durchgefihrten Studie nicht bestatigt werden.

Aufbauend auf den vorliegenden Ergebnissen und dem Erkenntnisgewinn sind Folgestudien
geplant. Einerseits sollen kritische Dosierungen von Metallpartikeln und Metallionen
herausgearbeitet werden, ab welchen mit metallassoziierten Komplikationen zu rechnen
ware, ferner sollen unterschiedliche und vor allem langere Beobachtungsintervalle untersucht

werden, um eine Dynamik in diesem inflammatorischen Prozess analysieren zu kénnen.

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die biologische Aktivitdit von Metallionen und
Metallpartikeln in einem murinen Kleintiermodell untersucht. Hintergrund der Arbeit ist die
bisher weitestgehend ungekldrte Reaktion auf Metallabrieb unter dem klinischen Fokus auf
Metallionen. Bekannt ist dabei, dass es weitreichende Komplikationen auf Metallabrieb nach
endoprothetischer Versorgung geben kann, begonnen bei lokalen Reaktionen mit
Lockerungsprozessen der Implantate bis hin zur Pseudotumorbildung unter Destruktion des
angrenzenden Knochens, bis hin zu letalen Konsequenzen durch schwere systemische

Wirkungen auf Herz, Nervensystem und Nieren. Es werden immer wieder Félle beschrieben,

84



bei denen im Rahmen einer Autopsie post-mortem Metallpartikel in Herzmuskelzellen
nachgewiesen werden konnten. Dennoch gab es bisher keine Untersuchungen, ob
Metallionen, solide Metallpartikel oder eine Kombination von beidem zu den genannten
Effekten fihren. Dies zum Anlass genommen, wurden in einem etablierten Tiermodell CoCr
lonen, CoCr Partikel, PE Partikel und PBS als Kontrolllésung in linke Kniegelenke von Balb/c
Mausen injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen wurden die Tiere erst
intravitalmikroskopisch Untersuchung und im Anschluss euthanasiert fiir eine histologische
und immunhistochemische Analyse der Kniegelenke sowie parenchymatdser Organe wie

Lunge, Milz, Niere und Leber.

Es zeigte sich, dass die lokalen Reaktionen im Gelenk durch solide Metallpartikel induziert
werden. In diesem Zusammenhang konnten neben einer deutlichen Verdickung der murinen
Synovialmembran auch pseudotumorahnliche Gewebsformationen mit einem lokal
aggressiven Wachstumsverhalten beobachtet werden. In der angeschlossenen
Immunhistochemie bestatigte sich die lokale Inflammation durch Nachweis entsprechender
Zytokine, jedoch wurde auch festgestellt, dass die gefundenen Tumoren keine Lymphozyten,
sondern vornehmlich Markophagen aufweisen, was sie von den in der Literatur am Patienten
beschriebenen Pseudotumoren abgrenzt. Dennoch ist dies der erste beschriebene Nachweis
von entsprechenden Gewebsformationen in einem Tiermodell, provoziert durch solide
Metallpartikel. Dennoch zeigte sich auch eine Pathogenitat der Metallionen. Dabei kommen
am ehesten systemische Effekte zu tragen, was insbesondere am Nachweis von
Inflammationszytokinen in den Nieren der betroffenen Tiere zu erkennen war. Bei den
systemischen Effekten sind jedoch auch die Metallpartikel nicht unwirksam. Auch dabei

zeigten sich zytokinabhangige Auswirkungen auf Leber, Milz und vor allem Lunge.

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass Metallpartikel, zumindest im vorliegenden
Tiermodell, verantwortliche fiir die lokale Reaktion auf den Metallabrieb waren. Die
beschriebenen Gewebsformationen waren pseudotumorahnlich und (noch) lymphozytenfrei,
was durch die begrenzte Inkubationszeit von 7 Tagen erklart werden kénnte. Die systemischen
Effekte waren dulRerst heterogen und abhangig von den einzelnen Markern und Zielorganen.
Hervorsticht jedoch die Reaktion von Metallionen auf die Nieren sowie die Wirkung von

Metallpartikeln in den Lungen sowie die duBerst differenzierten Zytokinexpressionsmuster in
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der Leber der Tiere. Dies lasst moglicherweise auf eine deutlich komplexere Signalkaskade

schliellen als anfangs vermutet.

Mit dem Erkenntnis der vorliegenden Studie muss im nachsten Schritt nach dosisabhangigen
Reaktionen flir Metallionen und -partikel gesucht werden, ferner gilt es die Signalkaskade der
systemischen Reaktion auf Metallabrieb naher zu beleuchten, um letzten Endes pradiktive

Werte und Therapien fir Patienten im klinischen Setting darauf ableiten zu kénnen.
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8. Anhang

Materialliste

Produkt

Hersteller

Balb/C-M3&use

Charles-River-Wiga GmbH, Sulzfeld, Deutschland

Datenbank zur Erfassung der Zucht
und Haltung von Versuchstieren:

Tier-Base

T.Base license version TBv570b99, Universitdt Heidelberg,

Heidelberg, Deutschland

Tiernahrung

Ratte/Maus-Haltung, Extrudat

Ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland

Laborwaage

Mettler-Toledo GmbH, GieRBen, 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, Minchen, 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, Gottingen, Deutschland

Ultraschallbad: Bandelin Sonorex

Super RK510H

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland

Einmalkanilen

STERICAN (Gauge 27)

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Polyethylenschlauch (Portex ®
Polyethylen-Tubing 0,4 mm 1D/0,8
mm OD)

Smith Medical International Ltd., Kent, UK

isotone Kochsalzlosung

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
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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

/0,5W

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

Videokassetten: Panasonic Digital

Video Cassette

AY-DV124AMQ, Panasonic Deutschland, Hamburg,

Deutschland

Caplmage™

Dr. Zeintl Ingenieurbiiro, Heidelberg, Deutschland

Heparin-Natrium 25000 I.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

Ril3, Deutschland

Pentobarbital Narcoren

Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland

Buprenorphin

Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland

Ethanol 70% (vollstandig vergallt
mit Methylketon)

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU, Miinchen, Deutschland
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Sterile Sicherheitswerkbank

LaminAir

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Neutral gepufferte

Formaldehydl6sung 4%

Microcos Products GmbH, Garching, Deutschland

Caplmage™

Dr. Zeintl, Ingenieurbiiro, Heidelberg, Deutschland

Knochenentkalkung Osteosoft®

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Entwasserungsautomat

Hypercenter XP

Thermo Shandon GmbH Frankfurt, Deutschland

Einbettkassetten

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

ParaffinausgieRRstation Leica EG

1160

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Rotationsmikrotom

Leica RM2255

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Microtom Blade

Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan

N35HR-pfm
Wasserbad GFL Gesellschaft fir Labortechnik GmbH, Burgwedel,
GFL 1052 Deutschland

Adhasions-Objekttrager

SuperFrost® Ultra Plus

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

Braunschweig, Deutschland

Objekttrager-Strecktisch

MEDAX GmbH Co.KG, Rendsburg, Deutschland

Typ 12801

Trockenschrank BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland

FED 53

Farbekivetten Wagner & Munz GmbH, Miinchen, Deutschland
Abzug Kottermann GmbH & Co KG, Uetze, Deutschland
2-453-DAND

Ethanol 96% vollstandig vergallt mit

Methylketon

Apotheke, Campus Innenstadt, LMU, Miinchen, Deutschland
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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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