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1 Abkulrzungsverzeichnis

AK
ALVAL
ARMD
CD
CoCrMo
DAB
DFG
EDTA
GP

HRP
HXLPE
IHC
IL-1B
IL-6
LCA

Ml

MoP
MoM
MP
NegKo
NK
OPG
oT

PBS
PBMC
PE
RANK
RANKL
RT
SPSS
TCR
TNFa
UHMWPE

Antikorper

adverse lymphocyte - dominated vasculitis - associated lesion

adverse reactions to metal debris

cluster of differentiation

Cobalt - Chrom - Molybdéan

3,3 - Diaminobenzidin

Deutsche Forschungsgemeinschaft
Ethylendiamintetraessigséure
Gleitpaarung

horse - redish - peroxidase

highly cross - linked polyethylene
Immunhistochemie

Interleukin - 1B

Interleukin - 6

leukocyte common antigen

Metallionen

metal - on - polyethylene (Metall - auf - Polyethylen)
metal - on - metal (Metall - auf - Metall)
Metallpartikel

Negativkontrolle

Naturliche Killer

Osteoprotegerin

Obijekttrager

phosphate - buffered - saline

peripheral blood mononuclear cell
Polyethylenpartikel

Receptor Activator of NF - kB

Receptor Activator of NF - kB Ligand
Raumtemperatur

Statistical Package for the Social Sciences
T - Cell - Receptor

Tumornekrosefaktor - a

Ultra High Molecular Weight Polyethylene



2 Einleitung

Der kunstliche Gelenkersatz zahlt zu den erfolgreichsten Operationen des letzten
Jahrhunderts [2, 3], allen voran der prothetische Huftersatz [4, 5].

Allein in Deutschland wurden im Jahr 2018 Uber eine viertel Million Hiftendoprothesen
implantiert [6]. Die Hauptursachen der irreparablen Gelenksdestruktion, welche eine
endoprothetische Versorgung erforderlich machen, sind unterschiedlich und kénnen
durch Arthrose, Osteoporose, Rheuma oder einem Trauma bedingt sein [7-9].

Der Anteil der unter 50 jahrigen liegt hierbei unter 4 % [10], jedoch profitieren immer
mehr jungere, aktivere Patienten von einer Prothese [11, 12], welches einen hohen
Anspruch an Widerstandskraft und Haltbarkeit stellt. Ein groRes Problem vor dem der
behandelnde Arzt und 10 - 15 % der Prothesentrager stehen, ist die vorzeitige
Implantatlockerung [13]. Klinisch macht sich dies meist in 15 - 20 Jahren nach
Implantation bemerkbar und bedeutet fiir den Patienten einen Revisionseingriff [14].
Diese Folgeoperationen dauern langer, sind komplikationsreicher und mit hoheren
Kosten verbunden [15], dabei sind 70 % der Revisionseingriffe der sogenannten
aseptischen Prothesenlockerung geschuldet [16].

Diese Art der Lockerung geht nicht mit einer septischen Infektion oder einem Trauma
einher [14, 17], sondern entsteht durch einen langsamen Entziindungsprozess im
periprothetischen Gewebe, verursacht durch Abriebpartikel, welche unter anderem durch
die Artikulation der Prothesenflachen aufeinander entstehen [18, 19].

In den Endoprothesen finden hierbei unterschiedliche Materialkombinationen
Anwendung, darunter Polyethylen, Metall oder Keramik. Bei Gleitpaarungen (GP) mit
Keramik bestand anfanglich eine hohe Gefahr des Prothesenbruchs mit sofortigem
Funktionsverlust des Gelenks [20]. Moderne Keramik - Keramik - GP weisen
mittlerweile ein geringeres Implantatbruchrisiko auf, jedoch sind diese sehr teuer und
konnen Klicken oder Quietschen [20-23]. Daneben gibt es fir deren Einsatz limitierende
Faktoren wie beispielsweise ein zu hoher BMI, durch den sich das Bruchrisiko wieder
drastisch erhoht [22]. Die erste Generation der Metall - auf - Metall - Gleitpaarungen
(MoM - GP) zeigte sich jahrzehntelang im Ergebnis frustran [24]. Vielversprechender
waren zundchst Metall - auf - Polyethylen - GP (MoP - GP), jedoch gingen diese
langfristig mit einem hohen Abrieb einher und jede zweite Prothese musste aufgrund
abriebbedingter Komplikationen revidiert werden [24]. Anfang der 90er wurden die
MoM - GP in Uberarbeiteter Form als zweite Generation reaktiviert und gewannen als

abriebdarmere Variante wieder an Bedeutung [25].



Die Verwendung von Metall - in Form von Oberflachenersatzimplantaten, sog.
Huftkappenprothesen - bot einige Vorteile. Verglichen mit der konventionellen totalen
Huftendoprothese, wird der Femurkopf nur ,,iiberkront* [26], wodurch deutlich Knochen
eingespart wird und im Hinblick auf eine spatere Revision von Bedeutung wére [27].
Von Vorteil zeigte sich auch die Verwendung von Metall bei der Problemlésung eines
weiteren triftigen Revisionsgrundes, ndmlich die Luxation eines Prothesengelenks [28].
Diesem Problem wurde mit einem grof3eren Prothesenkopf begegnet, jedoch nahm mit
steigendem Kopfdurchmesser bei Gleitpaarungen mit konventionellem Polyethylen der
Abrieb zu [29, 30]. MoM - GP hingegen wiesen trotz zunehmenden Kopfdurchmessers
weniger Abrieb auf [31] und boten zudem mehr Stabilitdt sowie einen groReren
Bewegungsspielraum [30, 32, 33]. Abrieb sollte bestmdglich vermieden werden, so
waren die Erwartungen an die zweite Generation der MoM - GP hoch, die Rate der
Implantatversager zu reduzieren [30, 34, 35]. Hingegen aller positiven Erwartungen,
verglichen mit anderen Gleitpaarungen, wurden jedoch fur MoM - GP die hdchsten
Revisionsraten und Versagerquoten dokumentiert [36-38] mit auch nur kurzer Standzeit
der vielversprechenden Oberflachenersatzprothesen [39-41].

Klinische Befunde wie die abriebbedingte Osteolyse bildeten sich deutlich eher aus als
es bei Gleitpaarungen mit Polyethylen der Fall war [42].

Vermehrt hduften sich Berichte Uber metall - induzierte periprothetische
Weichteilreaktionen - sogenannte ARMD (adverse reactions to metal debris) - [43],
welche teilweise mit lokalen Nekrosen einhergehen [43] und in der Zerstérung des
Knochens miinden kénnen [37].

Ferner konnte nach Metallprothesen - Implantation ein Konzentrationsanstieg von
Metallionen sowohl im Kdorper [44-47] als auch in der Synovia gemessen werden, vor
allem bei Patienten die Symptome beklagten oder klinisch durch eine ARMD aufféllig
wurden [48, 49].

Eine systemische Verteilung des Abriebs konnte zudem beobachtet werden, nachdem
auch in entfernt liegenden Organen wie Leber, Milz oder paraaortalen Lymphknoten
Abriebpartikel gefunden wurden [50, 51].

Nach dem heutigen Stand der Forschung ruft Implantatabrieb Entziindungsprozesse
hervor, mit nachfolgender Osteolyse und Prothesenlockerung [52-55].

Auf mikrobiologischer Ebene betrachtet, sind die Hauptinitiatoren dieser
Entzundungsreaktionen Makrophagen, welche proinflammatorische Zytokine wie TNFa,

IL - 1B und IL - 6 freisetzen [56-62]. Diese rekrutieren und involvieren weitere



immunkompetente Zellen, welche (ber komplexe Signalkaskaden Osteoklasten

aktivieren und so vermehrt Knochen abbauen [63, 64].

Hierbei spielen Anzahl, GroRe, Konzentration und Form der Partikel eine zusatzliche
Rolle bei der Intensitéat der Inflammationsreaktion [65-69].

Daher sind die Bestrebungen sehr grof3, das Material abriebresistenter zu gestalten. Trotz
aller bisherigen Verbesserungen der Materialeigenschaften bleibt das Problem der
vorzeitigen  Prothesenlockerung  weiter bestehen. Die Komplexitdt dieser
Entzindungsprozesse ist bis heute nicht endgiltig geklart und wirft weiterhin viele
Fragen auf.

Ziel dieser Studie war es zum einen mittels immunhistochemischer Analysen die
Intensitat der Entziindungsreaktion des Gewebes auf Metallpartikel zu untersuchen und
diese mit der Gewebereaktion von Metallionen und konventionellem
Polyethylenpartikeln zu vergleichen. Zum anderen ist weiterhin unklar, inwiefern
Metallabrieb beféhigt ist, neben lokalen auch systemische Reaktionen auszuldsen,
weshalb die Studie auch dieser Fragestellung nachging.

Hierzu wurden Metallpartikel und lonen aus einer Cobalt - Chrom - Molybdén -
(CoCrMo) - Legierung, sowie konventionelles UHMWPE (Ultra High Molecular Weight
Polyethylene) verwendet.



3 Grundlagen

3.1 Histologie des Kniegelenkes

In dieser Studie stellt das Synovialgewebe des murinen Kniegelenks die Ausgangsbasis
fur die Provokation einer abriebinduzierten Inflammation dar und wird so der
Gewebereaktion im  menschlichen  Huftgelenk nach  Prothesenimplantation
nachempfunden. Der strukturelle und histologische Aufbau eines Gelenks soll an dieser

Stelle nochmal einen kurzen Uberblick verschaffen.
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Die Gelenkkapsel besteht aus einer aufleren Membrana fibrosa (Stratum fibrosum) und
einer inneren Membrana synovialis (Stratum synoviale). Letztere ragt dabei falten - und
zottenreich in die Gelenkhohle hinein und unterteilt sich wiederum in zwei Schichten [1]:
Die synoviale Intima bildet dabei die innere Schicht. Diese ist kein Epithel und besitzt
auch keine Basalmembran, sondern setzt sich vielmehr aus ein bis vier Lagen locker
geschichteten Deckzellen (Synoviozyten) zusammen [1, 70]. Dieses synoviale Gewebe
besteht aus zwei unterschiedlichen Zelltypen: Typ - A - Zellen, entsprechen
Makrophagen, die durch Phagozytose die Gelenkhéhle reinigen und Typ - B - Zellen,
entsprechen Fibroblasten, welche die Synovialflissigkeit sowie die Bindegewebsmatrix

produzieren [4, 70].
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Die Synovialflissigkeit saubert durch Abtransport von Metaboliten die Gelenkhohle,
erndhrt den Knorpel und dient als Gelenkschmiere [70, 71]. Die duf3ere subintimale
Schicht der Membrana synovialis besteht aus lockerem Bindegewebe, ist blut- und
lymphgeféaRreich und enthalt neben vielen Fettzellen, vegetative Nervenfasern [1].

Nach auflen wird das Gelenk von der Membrana fibrosa aus straffem Bindegewebe

stabilisiert und ist mit dem Periost verbunden [1].

3.2 Periprothetische Membran und biologische Reaktion auf Abrieb

Nach Implantation einer Hiftprothese werden kontinuierlich Abriebpartikel freigesetzt
[15, 72], dabei verursachen alle Materialkomponenten wie Metall, Keramik oder
Polyethylen eine akute oder chronische Entziindungsreaktion im angrenzenden Gewebe,
die letztendlich zur Implantatlockerung fiihren kann [53, 73-76].

Zwischen Implantatoberflache und Knochen bildet sich eine sogenannte periprothetische
Membran aus [77-79] - oft als Pseudomembran bezeichnet - in der englischsprachigen
Literatur wird gern synonym der Begriff ,,synovial - like interface membrane* (SLIM)
genutzt [80]. Diese Membran kann massiv expandieren, was oft bei gelockerten
Prothesen beobachtet wird [81].

Sie enthélt reichlich Makrophagen und Fibroblasten, wodurch sie dem Synovialgewebe

sehr stark &dhnelt sowie multinukledre Riesenzellen, Abriebpartikel und vereinzelt
Lymphozyten, welche im Zusammenspiel inflammatorische Prozesse erzeugen und so
den angrenzenden Knochen zerstéren kénnen [14, 82-85].

Der Partikelkontakt provoziert samtliche Zellen im umgebenden Gewebe im Sinne einer
inflammatorischen Antwort: Makrophagen setzen proinflammatorische Zytokine wie
TNFa, IL - 1 und IL - 6 frei und rekrutieren dadurch weitere Makrophagen [15, 56-58,
60, 61, 86].

Diese Entzlindungsreaktion bewirkt am Knochen, dass Osteoblasten ihre Fahigkeit
verlieren, ausreichend Knochenmatrix zu produzieren [87], Osteoklasten vermehrt den
Knochen abbauen [86] und bei diesem Vorgang von Makrophagen selbst unterstutzt

werden [88], bis sich das Implantat letztendlich lockert.
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3.3 Knochenresorption als Folge der Inflammation

Die aseptische Prothesenlockerung ist Folge einer vermehrten Resorption und eines
gedrosselten Wiederaufbaus des Knochens [4]. Einige Studien, auch im Tiermodell,
konnten zeigen, dass die partikelinduzierte Inflammation nicht nur die Knochenresorption
durch Osteoklasten hochreguliert, sondern auch die Osteoblastenfunktion im
Knochenaufbau hemmt [89-92]. So reagieren bspw. Osteoblasten bei Partikelkontakt mit
einer erhohten Apoptoserate oder schranken ihre Kollagensynthese fir die
Knochenmatrix ein [93]. Nach Phagozytose von Partikeln setzen Makrophagen und
Fibroblasten proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL - 1 und IL - 6 frei [69, 94,
95], welche vermehrt Osteoklasten anregen, Knochen abzubauen und weitere
Osteoklasten zu rekrutieren [4, 96-98].

Des Weiteren kénnen sich Makrophagen selbst in knochenresorbierende Osteoklasten
differenzieren und sich am pathologischen Abbau beteiligen [88, 99-102].

Eine Schlisselrolle in der Osteoklastendifferenzierung und - aktivierung nimmt dabei das
Ungleichgewicht von RANK (Receptor Activator of NF - kB) und RANKL (Receptor
Activator of NF - kB Ligand), zu dessen Gegenspieler OPG (Osteoprotegerin) ein [63,
103, 104].

RANK wird als Rezeptor auf reifen Osteoklasten und deren Vorlauferzellen exprimiert
[105]. Sein Ligand ist RANKL, welcher bei Bindung Vorlauferzellen zur Differenzierung
stimuliert, reife Osteoklasten zur Knochenresorption aktiviert [106, 107] und deren
Apoptose verhindert [108-110].

Die proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL - 6 und IL - 1B stimulieren dabei
Osteoblasten und Fibroblasten RANKL zu bilden [95, 97, 98, 111].

Letzteres wurde auch in erhohter Konzentration in entzindeten Gelenken gemessen und
von Synoviozyten oder aktivierten T - Zellen produziert [103]. OPG st der
physiologische Gegenspieler zu RANKL und wird von Osteoblasten sezerniert. Diese
zeigen bspw. bei Partikelkontakt eine geringere OPG - Expression [112] zu Gunsten der
Osteoklastogenese.

Dieses Ungleichgewicht zwischen erniedrigtem OPG und erhéhter RANKL -
Konzentration wurde auch in der Synovialflissigkeit von Patienten gefunden, die sich

klinisch mit einer aseptischen Prothesenlockerung présentierten [113].
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3.4 Abrieb orthopadischer Prothesenmaterialien

In der Huftendoprothetik existieren unterschiedliche Gleitpaarungen: Metall - Metall -,
Metall - Polyethylen -, Keramik - Keramik - oder auch Keramik - Polyethylen -
Gleitpaarungen [114]. Dabei beschreibt das erstgenannte Material den Hiftkopfersatz,
das Zweite den Pfannenersatz. Eine Metall - Polyethylen - Gleitpaarung besitzt so einen
Femurkopfersatz aus Metall, der dazugehdrige Pfanneneinsatz besteht aus Polyethylen
[26].

Neben Totalendoprothesen (TEP) der Hifte, bei denen Femurkopf als auch Pfanne ersetzt
werden [115], gibt es knochensparende Varianten wie den Oberflachenersatz (engl.
resurfacing), bei dem der Huftkopf belassen und nur mit einer Metallkappe (iberzogen
wird [26].

Die Metalllegierung setzt sich dabei meist aus Cobalt, Chrom und Molybdan zusammen.
Beim Polyethylen handelt es sich um konventionelles UHMWPE (Ultra High Molecular
Weight Polyethylene) oder um kreuzvernetztes UHMWPE (HXLPE = Highly
Crosslinked Polyethylene).

Allen Gleitpaarungen gemeinsam ist das Problem des unvermeidlichen Abriebs, der
Hauptinitiator  einer  Entziindungsreaktion und der folgenden aseptischen
Prothesenlockerung ist [18].

Abrieb beschreibt den Materialverlust von Oberflachen, die aufeinander gleiten, wie es
bspw. unter Bewegung bei Prothesen der Fall ist [79]. Die entstehenden Partikel zeigen
materialabhangig Unterschiede in ihrer GroRe, Form, Konzentration, Volumen und
Anzahl [65-69]. Diese Unterschiede - vor allem die GroRe - spielen eine wichtige Rolle
in der entztindlichen Komponente der Gewebereaktion [65-67, 116].

Partikel missen kleiner als 10 um sein, um von Makrophagen phagozytiert und beseitigt
werden zu kénnen [4, 14, 58, 89, 117]. Jedoch haben genau diese Partikel das hdchste
inflammatorische Potenzial, wenn sie zwischen 0,24 und 7,2 um groB sind [4]. Grolere
Partikel > 10 pm konnen nicht phagozytiert werden und werden von Makrophagen
umrandet [118]. Letztere fusionieren zu multinukledren Fremdkdrper - Riesenzellen und
schotten so grofe Partikel vom Gewebe ab [56, 119, 120].

Diese Fremdkorper - Riesenzellen kénnen je nach vorliegendem Biomaterial, zersetzende
Enzyme und Sauerstoffradikale freisetzen, was zum Abbau des Materials fiihren kann
[121, 122] oder zu deren Zelltod [123].

Ferner entscheidet auch das Abriebvolumen das Ausmall der Osteolyse, je weniger

Abrieb, desto weniger Knochensubstanzverlust [124].
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3.4.1 Metallpartikel

Die Legierung bei Metall - Metall - Gleitpaarungen (MoM - GP) setzt sich meist aus
Cobalt, Chrom und Molybdéan (CoCrMo) zusammen und gilt als Goldstandard fiir diese
Prothesenart [125].

MoM - GP zeichnen sich durch eine gute Stabilitat sowie ein geringes Bruchrisiko aus
[2, 126] und weisen einen 10 bis 40 fach geringeren Abrieb auf, als es bei MoP (Metall -
Polyethylen) - GP der Fall ist [4].

Metallpartikel (MP) sind wesentlich kleiner als Polyethylenpartikel (PE), im Durchschnitt
erreichen sie eine Grof3e von 0,03 - 200 um, wobei die Mehrheit der Partikel eine GroRe
< 0,05 pm aufweist [58, 127-129] und fiir Makrophagen im phagozytierbaren Bereich
liegen [4, 14, 58, 89]. Die Freisetzung der Metallpartikel erfolgt unter anderem durch
Abrasion sowie Materialerschopfung, wenn die Oberflachen aufeinander gleiten [79].
Mit (dberwiegend metallhaltigen Prothesendesigns werden teilweise schwere
Weichteilreaktionen assoziiert.

Der Uberbegriff ,ARMD* (adverse reactions to metal debris) [43] fasst hierbei
gebréuchliche Begriffe zusammen, wie die Metallose [43], Pseudotumore ([130, 131]
oder ALVAL (adverse lymphocyte - dominated vasculitis - associated lesion) [132].
Pseudotumore sind Weichteilwucherungen nicht - neoplastischen sowie aseptischen
Ursprungs und wurden vermehrt bei jungen Frauen in Assoziation zu einer metallhaltigen
Prothese dokumentiert [130, 131, 133-135].

Die Metallose auf3ert sich in lokalen Nekrosen mit aseptischer Fibrosierung [43, 136] und
ALVAL meint ein perivaskuléres, diffuses Infiltrat Uberwiegend aus Lymphozyten
bestehend sowie Makrophagen und Granulozyten [43, 132]. ALVAL wird dabei
histologisch diagnostiziert und unterscheidet sich von anderen chronisch - entziindlichen
Arthropathien durch ausgepragte Gewebsnekrosen [43].

Die Metallpartikel werden hierbei nicht nur lokal im Bereich der Prothese beobachtet,
sondern auch in entfernt liegenden Organen wie Leber, Knochenmark, paraaortale
Lymphknoten und Milz [50, 137, 138]. Metallinduzierte Entziindungsreaktionen fernab
von der Prothese im Sinne einer systemischen Inflammation sind bisher noch nicht

eindeutig vorbeschrieben.
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3.4.2 Metallionen

Abrieb und Korrosionsprozesse erzeugen neben Metallpartikeln auch Metallionen wie
Cr3*, Cr®, Co?" und Mo®* [127, 139-142]. Zuséatzlich kénnen umliegende Gewebszellen
Nanopartikel aufnehmen und intrazellular einem oxidativen Milieu aussetzen, das eine
lonenfreisetzung bewirkt [143-145]. Dabei scheinen MoM - Gleitpaarungen mehr lonen
zu erzeugen, als es bei MoP - Gleitpaarungen der Fall ist, zumindest zeigen dies erhohte
Messwerte von Cobalt- und Chromionen - Konzentrationen, gemessen in Erythrozyten
und im Urin bei Patienten [47].

Erhohte Metallionenkonzentrationen im Serum und der Synovia, konnten oft nach einer
Endoprothesenimplantation festgestellt werden [35, 44-46, 146]. Diese stehen in
Verdacht mit Osteolysen und Weichteilreaktionen positiv zu korrelieren [147].

Einige Studien empfehlen daher die Messung der Metallionenkonzentration im Serum,
um ein vorzeitiges Implantatversagen zu erkennen [146, 148]. Inwiefern ein beobachteter
Anstieg dieser Metallspiegel im Blut wirklich eine Fehlfunktion der Prothese
prognostizieren kann, wird weiterhin kontrovers diskutiert [149, 150].

Obwohl Cobalt und Chrom wichtige Bausteine beispielsweise kdrpereigener Enzyme
sind, konnen diese bei zu hohen Konzentrationen DNA - Schaden hervorrufen oder
kanzerogen wirken [151-153]. Aus Prothesen freigesetzte Metallionen kdnnen von
kdrpereigenen Proteinen gebunden werden und sogenannte Haptene formen [143, 154].
Es wird vermutet, dass solche Haptene allergische Reaktionen in Form einer verspéateten
Typ - IV - Hypersensitivitatsreaktion auslésen kénnen, welche durch T - Lymphozyten
vermittelt wird [58, 155].

Desweiteren provozieren Metallionen die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine zu
Gunsten der Osteolyse [151, 156-158].

Wie Metallpartikel wurden Metallionen ebenfalls verstreut im Koérper vorkommend
dokumentiert, wie in Leber, Milz, Lunge und in den Nieren [50, 51].

3.4.3 Polyethylenpartikel

UHMWPE ist ein Kunststoff und wurde durch Sir John Charnley 1962 publik [159].
Lange Zeit galt es als Goldstandard fiir Gelenkflachenersatz aufgrund seiner hohen
Belastbarkeit und Bruchsicherheit [160-162], jedoch zeigte es in seinen Anfangen ein
hohes Abriebvolumen [163, 164].
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Durch Oxidationsprozesse, die sowohl wahrend der Herstellung des Polyethylens als
auch nach erfolgter Implantation in vivo entstehen, werden freie Radikale erzeugt [165].
Diese machen das Material sprode, verringern die Widerstandskraft und Abrieb entsteht
[166].

Polyethylenpartikel weisen dabei eine durchschnittliche GréRe von 0,5 um [167] auf und
liegen wie Metallpartikel im phagozytierbaren Bereich der Makrophagen [4, 14, 58, 89,
117].

Mittels Kreuzvernetzung konnten die Materialeigenschaften des Polyethylens deutlich
verbessert werden [160, 168-170]. Gamma- oder Betabestrahlung fihrt im
Herstellungsprozess zu einer stabileren Version des konventionellen UHMWPE, zum
sogenannten highly - crosslinked - UHMWPE (HXLPE) [171].

Durch die Anwendung von hochkreuzvernetztem Polyethylen konnte im mittelfristigen
Vergleich beziglich der Standzeit kaum ein Unterschied zu Keramik - auf - Keramik,
Metall - auf - Polyethylen - oder Keramik - auf - Polyethylen - Endoprothesen festgestellt
werden [172]. Das HXLPE macht sich im Vergleich zu seinem Vorganger im Rickgang
der Osteolyse - [173, 174] und Revisionsraten [175] bemerkbar.

3.5 Entzindungsmediatoren und Zellen der Immunabwehr
3.5.1 Zytokine

Zytokine sind kleine Proteine mit immunologischen Effekten, die vor allem im Rahmen
der Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle einnehmen [176]. Durch unterschiedliche
Stimuli werden diese von Zellen des angeborenen als auch erworbenen Immunsystems
freigesetzt [177] und kénnen im Rahmen der Zellkommunikation auto- oder parakrin
wirken [178]. Zur Gruppe der Zytokine gehdren Interleukine, Interferone, Chemokine
sowie die TNF - Familie und die hamatopoetischen Wachstumsfaktoren [62, 178].

Wie schon in vielen Studien gezeigt wurde, sind vor allem die Zytokine TNFa, IL - 1P
und IL - 6 wichtige Trigger der Inflammation im Periimplantatgewebe mit nachfolgender
Prothesenlockerung [61, 179, 180].

3511 TNFa

TNFa, ein Zytokin, das vor allem in der angeborenen Immunitét eine wichtige Rolle

spielt, wird besonders von aktivierten Makrophagen, Monozyten und T - Zellen
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sezerniert [62]. Die Aktivierung von Makrophagen kann durch die Phagozytose von
Abriebpartikeln entstehen [69, 94]. Die dadurch bedingte TNFa - Freisetzung rekrutiert
weitere Makrophagen [82, 181] und steigert deren Phagozytoseaktivitat [62]. Auf fast
allen Zellen im Gewebe befinden sich spezifische Rezeptoren fiir TNFa [177], deren
Aktivierung neben vielen anderen biochemischen Prozessen, die Induktion von Genen
bewirkt [177], die fur eine Entzindungsreaktion stehen. Bspw. bewirken Endothelzellen
unter dem Einfluss von TNFa eine Expression von Adhdsionsmolekiilen, die Leukozyten
die Einwanderung ermoglichen [177]. Bei der Entziindungsreaktion bewirkt TNFa
zudem eine erhdhte GefaBpermeabilitdt mit Flissigkeitsaustritt [177, 182], das sich
klinisch als Schwellung prasentiert [183].

Vor allem im Hinblick auf die Osteolyse, die zur aseptischen Prothesenlockerung fihrt,
unterstiitzt TNFo die Differenzierung und das Uberleben der Osteoklasten [15, 64].
Osteoblasten werden dartiber hinaus stimuliert RANKL zu bilden, ein weiterer Faktor der

eine Schlusselrolle in der Osteolysekaskade spielt [15, 62].

3512 IL-1p

IL - 1B z&hlt wie TNFa zu den Entziindungsmediatoren und tritt fast immer nachgeordnet
nach diesem auf [62]. Dieses Interleukin wird hauptséchlich von Makrophagen und
Endothelzellen gebildet [95]. Seine Funktion ist die Aktivierung von T - Zellen und die
Rekrutierung weiterer Makrophagen [184, 185]. Desweiteren induziert IL - 1B
Endothelzellen IL - 6 zu produzieren (ein weiteres wichtiges proinflammatorisches
Zytokin) und wirkt stimulierend auf das Knochenmark, vermehrt Granulozyten
auszuschutten [186].

IL - 1P aktiviert als proinflammatorisches Zytokin ebenso die Expression von Genen, aus
denen weitere  Entziindungsmediatoren hervorgehen [62]. So stimuliert es auch
Fibroblasten RANKL zu exprimieren, das den Knochensubstanzverlust vorantreibt [97,
98].

3513 IL-6

Wie TNFa und IL - 1B ist IL - 6 ebenso ein proinflammatorisches Zytokin [177]. Es wird
von Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und T - Zellen produziert, unterstitzt die
Differenzierung von T - Zellen und ist fir diese wiederum ein wichtiger Aktivator [62,

184]. IL - 6 initiiert nicht nur Entzindungsprozesse, sondern ist auch an der
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Aufrechterhaltung entziindlicher Erkrankungen als auch an Osteoporose wesentlich
beteiligt [62]. Fibroblasten bspw. sezernieren nicht nur IL - 6, sondern werden selbst
durch dieses stimuliert RANKL zu exprimieren, das so zur Osteoklastogenese und dem
Knochenverlust beitragt [97, 98].

3.5.2 Zellen der Immunantwort

Die angeborene Immunantwort wird hauptsdachlich durch Zellen wie Makrophagen,
Granulozyten, Naturliche Killerzellen (NK - Zellen) und dendritische Zellen
gewadhrleistet [62]. Diese Reaktion ist antigenunabhangig und unspezifisch. Ebenso wird
kein immunologisches Gedachtnis angelegt [187]. Schafft das angeborene Immunsystem
die Bekdmpfung des Erregers oder Pathogens nicht, greift nach ca. 4 - 5 Tagen das
erworbene Immunsystem ein [62]. Hauptakteure des erworbenen Immunsystems sind u.a.
als Subpopulation der Leukozyten, die B - und T - Zellen [177].

3.5.2.1 Cluster of differentiation antigens (CD)

Cluster of differentiation antigens (CD) sind spezifische Membranmolekile, die eine
Differenzierung der Leukozyten - Subpopulationen ermdglichen [62, 177]. Diese
Membranmolekile haben eine Rezeptor- und/oder Signalfunktion [62]. Die Detektierung
dieser Membranmolekiile und damit spezifischer Zellen, kann bspw. im Rahmen einer

immunhistochemischen Analyse durch Antikorper erfolgen.

35211 CD3

CD 3 ist ein Cofaktor des Antigenrezeptorkomplexes speziell von T - Zellen und kann
immunhistochemisch detektiert werden [62, 188].

T - Zellen sind neben B - Zellen als Lymphozyten die Hauptakteure des erworbenen
Immunsystems [177]. D.h. sie konnen, im Gegensatz zu Makrophagen, welche
unspezifisch im angeborenen Immunsystem agieren [177], spezifisch auf ein Antigen
reagieren und nach ihrer Aktivierung eine Immunantwort auslésen [62, 177, 189].
Exogene Antigene werden von antigenprasentierenden Zellen (wie Makrophagen)
phagozytiert und Fragmente (iber den MHC - (major histocompatibility complex) - Il -
Komplex (ein Membranmolekul speziell auf antigenprasentierenden Zellen) an der
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Zelloberflache présentiert [177, 185]. T - Zellen reagieren darauf und werden aktiviert
[177]. Zusétzlich wird ein Vorkommen von T - Zellen bei Typ - IV -
Hypersensitivitatsreaktionen beobachtet, die im Rahmen von allergischen Reaktionen im

Sinne einer Kontaktdermatitis auftreten [81, 189].

35212 CD 45

CD 45, auch als LCA (leukocyte common antigen) bekannt [190], ist eine
transmembranédre Tyrosinphosphatase [191]. Ausgenommen der Erythrozyten und
Thrombozyten [192], wird diese von allen zellkernhaltigen, hamatopoetischen Zellen
exprimiert, wie Granulozyten, Makrophagen/Monozyten, B-, T-, Natirliche Killer- (NK)
und dendritische Zellen [62, 193-196]. Dabei kénnen sich die extrazellularen Domanen
dieses Proteins unterscheiden und erscheinen in mehreren Isoformen, wie bspw. CD45 -
RO auf T -Gedachtniszellen [192]. Diese Isoformen entstehen durch alternatives Spleilien
und sind vom Zelltyp und Aktivierungsstadium der Zellen abhéngig [197].

CD 45 ist Modulator in der Signalubertragung zwischen den Zellen [191, 198]. Es
erniedrigt beispielsweise die Signalschwelle fiir die Aktivierung und Entwicklung der B
-und T - Lymphozyten [191, 197]. Ein Fehlen oder ein Defekt von CD 45 geht mit einer
schweren Funktionsbeeintrachtigung vor allem der Lymphozyten einher und duRert sich

in einem schweren Immundefekt [198-200].

35213 CD 68

Das CD 68 - Antigen wird hauptséchlich von Monozyten und Makrophagen exprimiert
[201]. Monozyten, die in das Gewebe einwandern, differenzieren sich dort zu
Makrophagen [62, 202].

Makrophagen sind ein wichtiger Hauptbestandteil des angeborenen Immunsystems und
sind in der ersten Abwehr von Erregern oder Fremdmaterial beteiligt [61]. Die
Makrophagenaktivierung erfolgt durch Phagozytose bspw. von Partikeln, woraufhin es
zu einer Ausschiittung von Zytokinen kommt wie TNFa, IL - 1 und IL - 6 [58-62].
Letzteres flhrt zur klassischen Entziindungsreaktion mit lokaler BlutgefaRerweiterung,
Leukozytenextravasation und einer erhéhten GefaRpermeabilitat [182], das letztendlich
zur Bekdmpfung und Einddmmung des Pathogens fiihren soll [62].

Makrophagen konnen Partikel phagozytieren die weniger als 10um groR sind [4, 58, 89,
117] und kénnen nach deren Phagozytose lebensfahig bleiben [203].
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GroRere Partikel sind unverdaulich und werden von mehreren Makrophagen umschlossen
[118]. Diese fusionieren zu sogenannten multinuklearen Riesenzellen und schotten so das
Fremdmaterial vom restlichen Gewebe ab [56, 81, 119].

Makrophagen sind auRerdem dazu befahigt sich zu knochenresorbierenden Osteoklasten
zu differenzieren [88, 99, 101, 204, 205] und beteiligen sich so zusatzlich an den
osteolytischen Prozessen, die die Implantatlockerung vorantreiben [55, 206].

4 Zielsetzung

Die aseptische Prothesenlockerung ist bisher der hdaufigste Grund fur einen
Revisionseingriff [207], deren Ursache eine entziindliche Reaktion des periprothetischen
Gewebes auf Abriebpartikel mit nachfolgender Osteolyse ist [52-55, 61].

Ziel dieser Studie war, in einem Tiermodell die primére aseptische Entziindungsreaktion
von Metall- als auch Polyethylenpartikeln mit Metallionen zu vergleichen [208].
Desweiteren ist unklar inwiefern eine abriebinduzierte Typ - IV -
Hypersensitivitatsreaktion eine Rolle spielt, weshalb speziell T - Lymphozyten in diesem
Modell untersucht wurden [208].

Unklar ist auch, inwieweit Partikel oder lonen befdhigt sind neben lokalen auch
systemische Reaktionen auszulésen [208]. Hierfur wurden die rechten, unbehandelten

Knie der Mduse auf das Vorliegen von Entzlindungszellen untersucht [208].

Um Prothesenstandzeiten dauerhaft zu verbessern ist ein grundlegendes Verstandnis der
Pathophysiologie der Entziindungsreaktionen auf Abrieb notwendig.

Bisher gibt es keine in - vivo Studie, die im direkten Vergleich die Inflammationsreaktion
des Gewebes von lonen und Partikel untersucht.

Ausgehend von der Hypothese, dass osteolytische Prozesse mit nachfolgender aseptischer
Prothesenlockerung durch Inflammationsprozesse im Synovialgewebe eingeleitet und
unterhalten werden, nutzte diese Studie ein etabliertes in - vivo Mausmodell [74, 76, 209-
211], das anhand immunhistochemischer Marker (TNFa -, IL- 1B -, IL-6-, CD 68 -, CD
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45 - und CD 3 - Antikdrper) im murinen Synovialgewebe das inflammatorische Potential

der Partikel und lonen nach intraartikularer Injektion quantifizieren soll [208].

Diese Arbeit ist Teil eines ganzheitlichen Studienprojektes in der Erforschung des
Prothesenabriebs und wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG)
gefordert. EinschlieBlich dieser Ergebnisse, soll ein Gesamtiberblick hinsichtlich der
Inflammationsreaktion im Korper auf lonen und Partikel des Abriebs geschaffen werden.
Der vorausgegangene Tierversuch wurde durch die Regierung von Oberbayern
genehmigt (Tierversuchsantrag AZ: 55.2-1-54-2532-82.12).

Der Versuchsaufbau sowie die Ergebnisse dieser Arbeit wurden vorab publiziert (siehe
Cheng X., Dirmeier S.C. et al., Biological Reactions to Metal Particles and lons in the
Synovial Layer of Mice. Materials (Basel), 2020 [208]).

5 Material und Methoden

5.1 Material
5.1.1 Generierung und Analyse der Partikel und lonen

5111 Metallpartikel

Die Generierung der Metallpartikel erfolgte durch das Labor fir Biomechanik und
Implantatforschung der Heidelberger Uniklinik. Ein Probekdrper mit einer CoCr2oMos -
Legierung unterzog sich in einer Pin - on - Plate - Prufeinheit einem Verschleif3test.
Hierbei wurde mdglichst der physiologische Verschlei im Hiftgelenk nachgeahmt
[212]. Die Partikelanalyse im Feldemissionsrasterelektronenmikroskop ergab 49% ovale,
44% runde sowie 7% nadelférmige Metallpartikel mit einer mittleren Grolie von 61,25
nm +/- 18,47 nm. Die Rundheit wurde mit 0,64 +/- 0,16 dokumentiert [213]. Die so
erzeugten Metallpartikel sind vergleichbar mit den klinisch generierten Abriebpartikeln
bei Endoprothesen [213].
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5.1.1.2 Metallionen

Die Metallionen wurden ebenfalls durch die Arbeitsgruppe aus Heidelberg generiert.
Werkstoffproben mit einer CoCrsMos - Legierung wurden in PBS mittels
Korrosionsmesszelle zur Korrosion gebracht. Durch ein elektrisches Potential wurde die
Abgabe von Metallionen forciert [212]. Die Analyse ergab hierbei eine Metall -
Gesamtionenkonzentration von 20,5 mg/l [214], welche mittels PBS auf die gewiinschte
Ziel - Konzentration von 200 ug/l gebracht wurde [208].

Die Ultraspurenanalytik zeigte hierbei eine Zusammensetzung der Loésung mit
Metallionen bestehend aus 13,7 mg/L Kobalt, 4,3 mg/L Chrom, 1,7 mg/L Nickel, 0,8
mg/L Molybdan [214]. Eine Endotoxineliminierung der Metallionen - Ldsung erfolgte
mittels Hitzeinkubation [212].

5.1.1.3 Polyethylenpartikel

Das Labor fir Biomechanik und Implantattechnologie der Universitat Rostock erzeugte
mittels Hiftabrieb - Simulator die quervernetzten Polyethylenpartikel aus einer Keramik
- Polyethylen - Gleitpaarung. Der Huftkopf bestand hierbei aus Al2Oz (Biolox ® forte)
und das Pfanneninsert aus quervernetztem Polyethylen (X3 ™). Als Testmedium erfolgte
die weitere Verarbeitung und Analyse durch das Labor fir Biomechanik und
experimentelle Orthopéadie der LMU Miinchen. Es erfolgte zunéchst eine Sauredigestion,
um organische Bestandteile zu entfernen [215]. Durch ein Rasterelektronenmikroskop
wurden die Partikel analysiert. Vor und nach der Analyse wurden potentielle Endotoxine
eliminiert nach der Methode von Paulus et al [216]. Eine Endotoxinfreiheit konnte nach
Protokoll  erreicht  werden, jedoch  konnten nicht die  notwendigen
Mengen/Konzentrationen endotoxinfreier PE - Partikel hergestellt werden, um den
entsprechenden Bedarf abzudecken.

Daher musste auf kommerziell erwerbliche Partikel gewechselt werden (UHMWPE,
Continuum Blue UK). Diese Partikel wurden im Vorfeld seitens des Herstellers auf
Endotoxinfreiheit getestet. Diese Partikel waren im Durchmesser 1,07 um grof3 und

Uberwiegend rund.
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5.1.2 Partikel- /loneninjektion im murinen Modell

Haltung, Behandlung, Probengewinnung und Euthanasierung der Mé&use waren
Bestandteil eines Teilprojekts der DFG - Studie und erfolgte im Walter - Brendel -
Zentrum (Campus Grof3hadern, LMU Muinchen) durch Mitglieder der Arbeitsgruppe der
Biomechanik und orthopadischen Forschung (LMU Munchen) im Zeitraum April 2015
bis Oktober 2016 [212] (genehmigt durch die Regierung von Oberbayern;
Tierversuchsantrag AZ: 55.2-1-54-2532-82.12). Hierbei wurden weibliche Balb/c Méuse
in vier Gruppen mit jeweils 10 Tieren eingeteilt [212]. Im zweizeitigen Tierversuch wurde
den Méusen unter sterilen Bedingungen und in Inhalationsnarkose in das jeweils linke
Knie eine 50 pl Suspension injiziert [212]. Je nach Gruppenzugehdrigkeit enthielt diese
Suspension Partikel in einer 0,1 volumenprozentigen PBS (phosphate - buffered - saline
solution) - Lésung oder Metallionen in einer Konzentration von 200 pg/l [212]. Diese
gewéhlte Konzentration orientierte sich an Spiegel, welche in der Synovia bei Patienten
mit Endoprothesenversagen gemessen wurden [48, 146]. Als Negativkontroll (NegKo) -

Gruppe dienten Kniegewebeproben flinf unbehandelter Mause.

Die Gruppeneinteilung im Uberblick:

e MP - Gruppe: CoCr29Moe - Metallpartikel 0,1 VVol.% PBS - Lésung
e MI - Gruppe: CoCr29Moe - lonen - Konzentration von 200ug/I

e PE - Gruppe: UHMWPE - Partikel 0,1 VVol.% PBS - Ldsung

e PBS - Gruppe: 0,1 Vol.% PBS - Ldsung

e NegKo - Gruppe: keine Injektion

Nach 7 Tagen Inkubationszeit wurde den Tieren in erneuter Inhalationsnarkose u.a.
Kniegelenkskapselgewebe zur weiteren immunhistologischen Diagnostik entnommen
[212]. Die Tiere wurden im Anschluss durch eine Uberdosis Pentobarbital intrakardial
euthanasiert [212]. Um auszuschlielRen, dass der VVorgang der intraartikularen Injektion
selbst (trotz steriler Bedingungen) eine Inflammationsreaktion hervorruft, wurde die PBS
- Gruppe generiert [208]. Die PBS - Gruppe selbst sollte sich dabei in der
immunhistochemischen Analyse gleich der NegKo - Gruppe (unbehandelte Tiere)

verhalten.
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Die Tierversuche wurden nach ordnungsgemaéfer Antragsstellung durch die Regierung
von Oberbayern geprift und genehmigt. Die Versuche wurden gemall dem aktuellen
Tierversuchsschutzgesetz (8 7 TierSchG) durchgefiihrt.

5.2 Methoden
5.2.1 Immunhistochemie (IHC)

5.2.1.1 Vorbereitung der Gewebeschnitte fur die IHC

Nach Entnahme der Kniegelenke wurden alle weiterfihrenden experimentellen Arbeiten
im Labor fur Biomechanik und Experimentelle Orthopédie der Klinik und Poliklinik ftr
Orthopadie, Physikalische Medizin und Rehabilitation durchgefuhrt. Die entnommenen
Kniegelenke wurden in 4 % gepuffertem Formalin fur mindestens 8 h bei
Raumtemperatur (RT) fixiert [208].

5.2.1.2 Entkalkung und Entwasserung

Die fixierten Kniegelenke wurden aus dem gepuffertem Formalin in Einbettkassetten
gelegt und fur 48 h in Entkalkungslésung (Osteosoft) tberfuhrt. Danach erfolgte eine
Entwasserung in einem Entwésserungsautomaten in aufsteigender Alkoholreihe (70 %,
96 %, 100 %, Xylol) und zuletzt eine Uberfiihrung in zwei nacheinander geschalteten
Paraffinbddern bei 60 °C [208].

5.2.1.3 Paraffinblockherstellung

An einer ParaffinausgieRstation wurden die Einbettkassetten mit den darin befindlichen
Kniegelenken in vorgewarmte Ausgiel3formen gelegt und mit 60 °C heiem Paraffin
ubergossen. Die AusgieRform wurde auf eine Kalteplatte (-20 °C) gestellt, wodurch das
Préparat und das umgebende Paraffin leicht erstarren konnten. Mithilfe einer Pinzette
konnten so die Kniegelenke parallel zur spateren Schnittflache positioniert werden, was
die Herstellung von Schnittpraparaten in Sagittalebene ermdéglichte. Die Ausgiel3form
samt Paraffinblock verblieb auf der Kalteplatte bis das gesamte Paraffin erstarrte. Im
Anschluss konnten die Paraffinblocke aus den Ausgielformen herausgeldst und in
Plastikboxen bei RT bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt werden.

5.2.1.4 Herstellung der Gewebeschnitte

Die Schnittflachen der Paraffinblocke wurden auf eine vorgekihlte Kélteplatte (- 20 °C)

gelegt, um den Schneidevorgang am Microtom zu erleichtern und die Schnittpraparate zu
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optimieren. Die Kuhlung der Schnittflichen wurde wéhrend des Schneidens regelmaliig
wiederholt. Die Dicke der Schnittpréparate betrug dabei 2 um [208]. Diese wurden erst
zur Faltenminimierung auf ein Streckbad mit Aquadest (36 °C) dberfihrt und
anschlieBend auf beschriftete Objekttrager (OT) aufgezogen.

Im Anschluss wurden die OT fiir ca. 15 min auf einer Streckplatte bei 75 °C belassen.
Letzter Schritt diente dazu, dass sich das darauf befindliche Gewebe besser legt, darunter
uberschiissiges Wasser verdampft und ein Teil des Paraffins abflielt. Bis zur

Weiterverarbeitung wurden die OT in Préparatekésten aufbewahrt.

5.2.1.5 Theoretische Grundlagen der Immunhistochemie

In der Immunhistochemie (IHC) koénnen die gesuchten Antigene auf histologischen
Gewebeschnitten mit spezifischen Antikérpern detektiert werden. Im ersten Schritt bindet
dabei ein monoklonaler oder polyklonaler Antikérper (AK) sein passendes Antigen,
welches nur auf bestimmten Zellen vorhanden ist. Es entstehen Antigen-Antikorper -
Komplexe. Im zweiten Schritt dienen bestimmte Marker der Sichtbarmachung
entstandener Komplexe. Als Marker kdnnen Enzyme, Fluoreszenzfarbstoffe oder
radioaktive Isotope ihre Anwendung finden. Dieser Vorgang entspricht der direkten
Immunhistochemie [217].

Die heutzutage eher gebrauchlichere Methode stellt die indirekte Immunhistochemie dar.
Hierbei werden meistens Sekundarantikdrper zwischengeschalten, die sich gegen den
Primarantikdrper richten und je nach Methode mit unterschiedlichen Markern
ausgestattet sind. Der Vorteil dabei liegt vor allem in der Signalverstarkung, da mehrere
markierte Sekundarantikorper den Primarantikorper binden konnen [217]. Viele Arten
der Durchftihrung einer indirekten IHC wurden in der Vergangenheit entwickelt, darunter
auch die Polymer - Methode. Diese stellt die Grundlage dieser Arbeit dar und wird daher

naher erlautert.

5.2.1.6 Polymer - Methode

Im ersten Schritt wird das histologische Gewebe mit einem Primdrantikorper inkubiert.
In dieser Arbeit handelte es sich dabei um einen polyklonalen Kaninchen - AK, der eine
Komplexbildung mit dem gesuchten Antigen auf dem Gewebe einging. Im zweiten
Schritt bindet an den Primarantikdrper ein Dextran - Polymer - Konjugat. Dieses besteht
aus mehreren anti - Kaninchen - AK (Sekunddr - AK), welche sich gegen den

polyklonalen Kaninchen - AK (Primérantikdrper) richten. Die Sekundarantikorper sind
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dabei an ein Polysaccharidgerust gebunden, das zusatzlich mit HRP (Horse - Redish -
Peroxidase) - Enzymen bestlckt ist (Abb. 2). Letztere sind enzymatische Marker, die bei
Hinzugabe eines Substrates (hier DAB (3,3 - Diaminobenzidin)), dieses umsetzen und so

einen braunen, lichtmikroskopisch sichtbaren Farbniederschlag erzeugen.

A PrimiraAK

s Sekundir-AK mit
7 enzymmarkiertem Polymer

Abb. 2 zeigt eine Variante der indirekten Immunhistochemie, die Polymer - Methode
[217]

5.2.1.7 Durchfiihrung der Immunhistochemie
521.7.1 Vorbereitung

Die vorbereiteten Gewebeschnitte wurden immunhistochemisch auf das VVorkommen der
jeweils sechs verschiedenen Antigene untersucht: TNFa, IL - 1B, IL - 6, CD 68, CD 45
und CD 3 [208].

Jeder der sechs Antigene wurde dabei getrennt auf den Schnittpréaparaten der PBS-,
Metallionen (MI) -, Metallpartikel (MP)- und Polyethylen (PE) - Gruppe getestet.
Negativkontrollen von unbehandelten Mdusen stellten dabei den Vergleich zur PBS-
Gruppe dar, inwieweit bei letzterer Gruppe der Vorgang der Injektion selbst eine
Gewebereaktion hervorruft [208].

Schnittpraparate von Milz, Lunge und Tonsille, welche mit ihren Antigenen immer
positiv auf oben genannte AK reagieren, dienten als Positivkontrolle (Tab. 1) [208].

Fur die anschlielende Entparaffinierung wurden die auf Objekttragern befindlichen

Schnittpraparate in Farbegondeln fir 16 h in einen Warmeschrank bei 60°C gestellt.
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Positivgewebe Primarantikorper

Milz TNFa
Lunge IL-1B,IL-6
Tonsille CD68,CD45,CD 3

Tab. 1 Positivgewebe fiir spezifische Priméarantikorper

521.7.2 Entparaffinierung und Hitze - induzierte Demaskierung

Die Farbegondeln samt OT wurden in Kiivetten in absteigender Alkoholreihe (Xylol 2 x
10 min., 100 % 2 x 10 min, 96 % 5 min, 70 % 5 min, abschlielend in Aquadest)
entparaffiniert und entwéssert. Dieser Schritt war nétig, um Hintergrundfarbungen in der
IHC zu vermeiden, die durch Paraffin mitunter ausgelost werden konnten [218].

Durch die Formalinfixation kénnen manche Antigene in ihrer Struktur derart verandert
worden sein, dass AK unter Umstanden keine Bindung eingehen kénnen. Um diesem
Problem zu begegnen, kénnen diese entweder enzymatisch oder thermisch demaskiert
werden [217]. Letzteres wurde gewahlt und die Farbegondeln in eine EDTA -
Pufferlosung (pH 9) getaucht, welche in einer handelsublichen Mikrowelle bei 700 Watt
3 x 5min die Schnittpréparate kochte. Im Anschluss kihlten die Schnitte bei RT in der
Pufferlosung verbleibend fur 20 min aus.

Nach kurzer Lufttrocknung wurde das Gewebe auf den OT mit einem Fettstift (PAP-Pen)
umrandet, um ein Auslaufen von Lésungen zu verhindern, die im weiteren Verlauf ihre
Anwendung fanden. Nach Trocknung der Fettumrandung wurden die OT erneut in

Féarbegondeln platziert und fur 3 min in einer Kuvette mit Waschpufferlosung gewaschen.

5.2.1.7.3 Peroxidase - Block

Die OT wurden aus dem Waschpuffer in eine 3 % H,O, - Losung fur 4 min uberfihrt.
Das Wasserstoffperoxid blockiert endogene Peroxidasen, die manche Zellen enthalten.
Diese hétten zusatzlich zu den HRP - Enzymen das DAB umgesetzt, was zu falsch
positiven Farbniederschlagen gefuhrt hatte [217]. Nach dem Peroxidase - Block wurde

weiter fur 3 x 2 min im Waschpuffer gewaschen.
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521.7.4 Primar - Antikorper

Die Antikorperansatze (1 : 100) wurden vorweg auf eine Endkonzentration ausgetestet,
um Uberfarbungen oder zu schwache Farbungen auf den Gewebeschnitten zu vermeiden.
Tab. 2 zeigt die jeweiligen Verdlinnungen der dann verwendeten Primar -AK -

Konzentrationen fiir den ersten Inkubationsschritt auf dem Gewebe:

Primarantikorper bendtigte Verdinnung
TNFa - AK 1:200
IL-1p-AK 1:150
IL-6-AK 1:200
CD 68 - AK 1:100
CD45- AK 1:400
CD3-AK 1:100

Tab. 2 Verdunnung der Primarantikorper, Endkonzentrationen [208]

Um das Austrocknen der Préparate zu verhindern, wurden die OT zligig vom
Waschpuffer in eine feuchte Kammer platziert und mit 180 pl PrimarantikOrper pro
Préparat flr eine Stunde bei RT inkubiert. Danach wurden diese in Farbegondeln gestellt

und im Waschpuffer fiir 3 x 2 min gewaschen.

5.2.1.75 Sekundar - Antikorper

Der Sekundér - AK war als Dextran - Polymer - Konjugat mit HRP - Enzymen bereits in
fertiger Losung Bestandteil eines Kit - Systems, das ohne weitere Aufbereitung gleich
angewandt werden konnte.

Die Schnittpraparate wurden mit jeweils 50 - 150 pl des Sekundéarantikérpers fir weitere
15 min in der Feuchtkammer inkubiert. Anschlieend im Waschpuffer fir 3 x 2 min

gewaschen.

52.1.7.6 Chromogen und Gegenfarbung

Danach erfolgte die Inkubation mit 50 - 100 pl des Chromogens DAB (3,3 -
Diaminobenzidin) pro Schnittpréparat fir weitere 5 min in der Feuchtkammer. Die HRP
- Enzyme setzten dabei das DAB in einen braunen Farbniederschlag um. Im letzten
darauffolgenden Waschvorgang wurden die Préparate einmalig fiir 3 min gewaschen und
dann in Aquadest Uberfiihrt.
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Zuletzt wurde fir 30 sec mit Haematoxilin gegengefarbt und die Préparate fir 10 min

unter fliellendes, lauwarmes Leitungswasser gestellt.

521.7.7 Entwasserung und Eindeckung

In aufsteigender Alkoholreihe (70% 5 min, 96% 5 min, 100% 3 x 5 min, Xylol 2 x 10
min) wurden die Schnittpréparate entwassert, bevor diese mit Eukitt und Deckgléaschen
eingedeckt werden konnten. Im Anschluss erfolgte die Trocknung der OT im
Trockenschrank bei 65 °C fur mind. 10 min.

Die fertigen OT konnten nun lichtmikroskopisch ausgewertet werden. Die Aufbewahrung

erfolgte bei RT in Préparatekésten.

5.3 Auswertung
5.3.1 Histologische Auswertung

Die Auswertung der Schnittpréparate erfolgte in 200 - facher VergréRerung mittels eines
vollautomatisierten, digitalen Durchlicht - Mikroskops (M8, Precipoint).

Ausgewertet wurde dabei das Synovialgewebe der sowohl linken murinen Kniegelenke
(Z.n. Injektion intraartikuldr mit jeweiliger Suspension von PBS, Metallionen (M),
Metall (MP) - oder Polyethylenpartikel (PE) und anschlieRender 7 - tdgiger Inkubation)
als auch der rechten Kniegelenke. Hierbei wurde die Synovialmembran auf das
Vorkommen von TNFa -, IL-6 -, IL - I -, CD 68 -, CD 45 -, CD 3 - positiven Zellen
untersucht [208]. Kniegelenke unbehandelter Tiere dienten jeweils als Negativkontrolle.
Zellen wurden dabei als positiv gewertet, welche eine sichtbare Braunfarbung im
Zytoplasma zeigten und deren Zellkern mit Hamatoxylin gegengefarbt war. In die
Bewertung gingen nur positive Zellen der Synovialmembran ein. Diese wurde in
Gesichtsfelder bei einer 200 - fachen Vergrofierung eingeteilt und jede positive Zelle
einzeln gez&hlt [208].

5.3.2 Statistische Auswertung

Die gewonnenen Daten der immunhistochemischen Auswertung wurden mit IBM
SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences) Statistics - Programm (Version 24.0)

ausgewertet. Die Statistik wurde dabei mit dem nicht - parametrischen Kruskal -Wallis -
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Test flr unabhangige Stichproben durchgefiihrt. Dabei galten p - Werte unter 0,05 als

statistisch signifikant und wurden durch die Bonferroni - Korrektur angepasst [208].

5.4 Material fur Gewebevorbereitung und Immunhistochemie

541 Geréate

Gerat

Firma

Paraffin - Streckbad

Gesellschaft fiur Labortechnik

Burgwedel, Deutschland

Paraffinausgiel3station Leica EG 1160

Leica Microsystems

Nussloch, Deutschland

Rotationsmikrotom Leica RM 2255

Leica Microsystems

Nussloch, Deutschland

Heizplatte

Medax GmbH & Co.KG

Biichenbach, Deutschland

Waéarmeschrank

Kottermann GmbH & Co KG

Uetze/Hanigsen, Deutschland

Entwasserungsautomat Hypercenter XP

Thermo Shandon GmbH
Frankfurt, Deutschland

Gefrierschrank -20°C Liebherr Premium
No Frost

Liebherr-International Deutschland
GmbH
Biberach an der Rif3, Deutschland

Kihlschrank 4°C Liebherr Comfort

Liebherr-International Deutschland
GmbH
Biberach an der Rif3, Deutschland

Mikrowelle

Siemens AG Miinchen, Deutschland

Mikroskop M8

PreciPoint, Freising, Deutschland

Pipetus

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co
KG

Heilbronn, Deutschland

Mikroliterpipette Transferpette S, typ
variabel (10 pl, 100 pl, 200 pul, 1000 pl)

BRAND GmbH & Co KG
Wertheim, Deutschland

Tab. 3 Gerételiste fir Gewebevorbereitung und Immunhistochemie
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5.4.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

Einbettkassetten fiir Biopsien

Carl Roth GmbH & Co

Karlsruhe, Deutschland

Messzylinder 1000 ml, 500 ml Duran

BRAND GmbH & Co KG
Wertheim, Deutschland

Manuelle Farbestation inkl. Farbe-Rack

Diapath S.P.A.Martinengo BG, Italien

Farbekivetten

Wagner & Munz GmbH

Minchen, Deutschland

Féarbekammern Stain Tray

Carl Roth GmbH & Co

Karlsruhe, Deutschland

Microtom Blade A35/R35/N35 HR-pfm

Feather Safety Razor Co. Ltd.
Osaka, Japan

Objekttrager Superfrost Plus/UltraPlus

Menzel GmbH & Co KG

Braunschweig, Deutschland

Deckglaser 24 x 32 mm / 24 x 50 mm

Menzel GmbH & Co KG

Braunschweig, Deutschland

Pap Pen

DCS Innovative Diagnostik-Systeme

Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl

Gilson International B.V.
Limburg-Offenheim, Deutschland

Serologische Pipette Costar Stripette 2 ml,
5ml, 25 ml, 50 ml

Corning Inc.
New York, USA

ReaktionsgefaRe Eppendorf Tubes
1,5ml, 2 ml

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland
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Zentrifugenrohrchen 15 ml

TTP Techno Plastic Products AG
Trasadingen, Schweiz

Miinchner Mappen

Wagner & Munz GmbH

Minchen, Deutschland

Préparatekésten

neolLab fur mein Labor
Heidelberg, Deutschland

Mobile Cooling System

pfm medical ag
Koln, Deutschland

Tab. 4 Verbrauchsmaterialien Gewebevorbereitung und Immunhistochemie

5.4.3 Reagenzien

Reagenz

Firma

Ethanol 70% vollstandig vergéallt mit
Methylketon

Apotheke Innenstadt Universitat

Minchen, Deutschland

Ethanol 96% vollstandig vergéllt mit
Methylketon

Apotheke Innenstadt Universitat

Minchen, Deutschland

Ethanol 99% vergallt mit 1% Petrolether

SAV Liquid Production GmbH

Flintsbach am Inn, Deutschland

Neutral gepufferte Formaldehydldsung
4%

Microcos GmbH
Garching, Deutschland

Xylol reinst > 98%

SAV Liquid Production GmbH

Flintsbach am Inn, Deutschland

HistoSAV

SAV Liquid Production GmbH
Flintsbach am Inn, Deutschland

PBS-Puffer pH 7,4 (10x konzentriert)

Apotheke Innenstadt Universitéat

Minchen, Deutschland
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Paraplast

Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Brij L23 solution

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Eukitt

O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland

Mayer’s Hematoxylin Solution

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Osteosoft

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DCS Detection Line SUPERVision 2
Single Species HRP-Polymer Kaninchen

DCS Innovative Diagnostik-Systeme

Hamburg, Deutschland

DCS ChromoLine DAB-2
Komponenten/Chromogen-Kit

DCS Innovative Diagnostik-Systeme
Hamburg, Deutschland

DCS LabLine Antikorper-

Verdlnnungspuffer

DCS Innovative Diagnostik-Systeme

Hamburg, Deutschland

DCS LabLine EDTA-Puffer pH9 (10x)

DCS Innovative Diagnostik-Systeme
Hamburg, Deutschland

Tab. 5 Reagenzien fir Gewebevorbereitung und Immunhistochemie

5.4.4 Antikorper - Konzentrate

Material

Firma

Anti - mouse polyklonaler Rabitt -TNFa -
Antikorper 100ug / 200pl

Biorbyt Ltd., United Kingdom
Bestellnr.: orb18076

Anti - mouse polyklonaler Rabitt - IL - 6
-Antikorper 100pg / 200ul

Biorbyt Ltd., United Kingdom
Bestellnr.: orb6210
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Anti - mouse polyklonaler Rabitt - IL - Biorbyt Ltd., United Kingdom
1B - Antikorper 100ug / 200ul Bestellnr.: orb10903

Anti - mouse polyklonaler Rabitt - CD 68 | Biorbyt Ltd., United Kingdom
- Antikdrper 100ug / 200pl

Bestellnr.: orb197999

Anti - mouse polyklonaler Rabitt - CD 45 | Biorbyt Ltd., United Kingdom
- Antikdrper 100ug / 200pl

Bestellnr.: orb10328

Anti - mouse polyklonaler Rabitt - CD 3 - | Biorbyt Ltd., United Kingdom
Antikorper 100ug / 200pl

Bestellnr.: orb10313

Tab. 6 Antikdrper flr Immunhistochemie

5.4.5 Zubereitete Puffer und Lésungen

PBS - Puffer verdinnt:

1 Liter PBS - Puffer (10 x konzentriert) + 9 Liter

Aquadest

Wasserstoffperoxid 3%:

25 ml H,0, 30 % + 225 ml Aquadest

PBS - Brij
(Waschpuffer):

5 Liter verdiinnter PBS - Puffer (s.0.) + 5 ml Brij

EDTA - Puffer pH 9,0:

30 ml EDTA pH 9 (10x konzentriert) + 270 ml Aquadest

Chromogenansatz:

1000 pl DAB - Substratpuffer + 1 gtt DAB - Konzentrat

Antikorperansatz 1:100:

100 pl des jeweiligen AK +9,9 ml

Antikorperverdinnungspuffer

Tab. 7 Zubereitete Puffer und Losungen zur Durchfuhrung der Immunhistochemie
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6 Ergebnisse

Die immunhistochemische Anfarbung der histologischen Schnitte der PE - Gruppe zeigte
sich trotz mehrfacher Wiederholungen misslungen und war somit nicht auswertbar. Sie
flielRen nicht in die Ergebnisse mit ein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit inklusive Teile der graphischen Darstellungen sowie Teile
des Bildmaterials wurden vorab publiziert (siehe Cheng X., Dirmeier S.C. et al.,
Biological Reactions to Metal Particles and lons in the Synovial Layer of Mice. Materials
(Basel), 2020 [208]). Das Copyright besitzen hierbei die Autoren.

6.1 Ergebnisse der Entziindungsreaktion im linken Kniegelenk
6.1.1 TNFa - positive Zellen im Synovialgewebe der linken Kniegelenke

Die Analyse des Synovialgewebes der linken murinen Kniegelenke (Z.n. Injektion von
PBS, Metallionen, Metall - oder Polyethylenpartikeln mit anschlieender 7 tagiger
Inkubation) ergab in der PBS - Gruppe (n. = 10) einen Median von 3,18 Positve
Zellen, - sichtsterd (Min.0,00; Max. 4,50 Positive Zellen, . nisterd). Verglichen hierzu, zeigte sich in
der MI - Gruppe (n.,= 10) ein Median von 15,65 Positiven Zellen - nisteid (Min. 4,83; Max.
45,50 Positive: Zellen, - iensterd).  Die MP - Gruppe (nv.= 10) ergab hinsichtlich der TNFa -
Uberexpression einen deutlich erhdhten Median von 139,63 Positiven Zellen, . histeta (Min.
67,33; Max. 500,86 Positive Zellen . nisterd). Im direkten Vergleich lag die NegKo - Gruppe
((Nwgo=5); unbehandelte Tiere, keine Injektion intraartikulér) bei einem Median von 1,60
positiven Zellen, .~ icnistetd (Min. 0,67; Max. 3,56 Positive Zellen; o o riseld).

Die MP - Gruppe zeigte somit eine deutlich statistisch signifikante Uberexpression von
TNFa - positiven Zellen verglichen zur NegKo - (p = 0,000) und PBS - Gruppe (p =
0,000) [208]. Zwischen der NegKo - und PBS - Gruppe lag kein statistisch signifikanter
Unterschied (p = 1,0). Hinsichtlich der MI - Gruppe konnten ebenso keine statistisch
signifikanter Unterschied im direkten Vergleich zur NegKo - (p = 0,088), PBS - (p =
0,056) [208] und MP - Gruppe (p = 0,174) festgestellt werden. Abb 3. veranschaulicht
hierbei anhand von Boxplots die TNFa - Uberexpression im Gruppenvergleich.
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Abb. 3 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die statistisch
signifikante Uberexpression von TNFa - positiven Zellen der MP - Gruppe im linken
murinen Synovialgewebe gegentiber der PBS - und NegKo - Gruppe (p < 0,05) [208].
(* p<0,05)
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Abb. 4 - 8 zeigen jeweils das Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS -, MP -, MI -, PE - Gruppe) sowie der NegKo - Gruppe
in immunhistochemischer Anfiarbung mit TNFa - Antikorpern [208]. In Abb. 7 ist ein
Ausschnitt des deutlich verdickten Synovialgewebes mit zahlreichen TNFa - positiven
Zellen zu sehen als Reaktion auf die intraartikulare MP - Injektion mit 7 tégiger
Inkubation [208]. Die Anfarbung der PE - Gruppe (Abb. 8) zeigt sich misslungen.
Vergrolierung: 200 fach.
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Abb. 4 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et. al, 2020 [208])
36



- PBS TNFo.

APtk T
" “3 ‘X}.f ‘?‘ ‘NNofl .-t i 23
R NN (IR - gl
SN B = S o Vs ST i
Abb. 5 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208])

p . bl
NAE Y 33y
.. ;l" g :
'4‘/.. -
“‘ .
»

positive Zellen

. a‘ = y o > )_u’, / 242 '§
B g Sk _\‘t‘ . ‘-_u T '*tf‘.;'-t""}"&"ﬁ_i’,’. /. 3008
'&;‘ ?I» %ﬁ‘%{’ ??8{ T »".— : . '_{'gg

T
v G o, AL A Y

Abb. 7 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208])
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6.1.2 IL - 6 - positive Zellen im Synovialgewebe der linken Kniegelenke

In der Analyse des Synovialgewebes der linken murinen Kniegelenke (Z.n. Injektion von
PBS, Metallionen, Metall- oder Polyethylenpartikeln mit anschlieBender 7 tagiger
Inkubation) zeigten sich innerhalb der PBS - Gruppe (n.s= 10) im Median 5,51 Positive
Zellen - cicntsterd (Min. 0,75; Max. 9,40 Positive Zellen . isteid). Im Vergleich hierzu ergab sich
in der M1 - Gruppe (nw= 10) ein Median von 13,29 positiven zellen . istetd (Min. 5,40; Max.
19,00 Positive Zellen, . entsteld). Die MP - Gruppe (ny. = 10) lag hinsichtlich der IL - 6 -
Expression deutlich erhoht bei einem Median von 69,73 Positiven Zellen, . . teld (Min. 48,00;
Max. 294,50 Positive Zellen . nisreid). Im direkten Vergleich dazu, wies die NegKo - Gruppe
((nwgo = 5); unbehandelte Tiere, keine Injektion intraartikuldr) einen Median von 6,25
positiven Zellen, . cenistela auf (Miin. 3,00; Max. 11,00 Positive Zellen; o ovcteia).

Die MP - Gruppe zeigte somit eine deutlich statistisch signifikante Uberexpression von
IL - 6 - positiven Zellen im Vergleich zur NegKo - (p = 0,002) und PBS - Gruppe (p =
0,000) [208]. Zwischen der NegKo - und der PBS - Gruppe lag kein statistisch
signifikanter Unterschied (p = 1,0). Hinsichtlich der MI - Gruppe konnte ebenso kein
statistisch signifikanter Unterschied im direkten Vergleich zur NegKo - (p = 0,835), PBS
- (p = 0,124) [208] und MP - Gruppe (p = 0,068) festgestellt werden. Abb. 9
veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die IL - 6 - Uberexpression im

Gruppenvergleich.
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Abb. 9 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die statistisch
signifikante Uberexpression von IL - 6 - positiven Zellen der MP - Gruppe im linken
murinen Synovialgewebe gegeniiber der PBS - und der NegKo - Gruppe (p < 0,05) [208].
(* p<0,05)
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Abb. 10 - 13 zeigen jeweils das Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS -, MP -, MI - Gruppe) sowie der NegKo - Gruppe in
immunhistochemischer Anfarbung mit IL - 6 - Antikorpern. In Abb. 13 ist ein Ausschnitt
der deutlich verdickten Synovia mit zahlreichen IL - 6 - positiven Zellen zu sehen als
Reaktion auf die intraartikulare MP - Injektion mit 7 tdgiger Inkubation. Vereinzelt finden

sich auch in der MI - Gruppe positive Zellen. VergroRerung: 200 fach.
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6.1.3 IL - 1P - positive Zellen im Synovialgewebe der linken Kniegelenke

In der Analyse des Synovialgewebes der linken murinen Kniegelenke (Z.n. Injektion von
PBS, Metallionen, Metall - oder Polyethylenpartikeln mit anschlieRender 7 tdgiger
Inkubation) zeigte sich innerhalb der PBS - Gruppe (n.s= 10) ein Median von 1,00 Positive
Zelle; cesichtsteld (Min. 0,00; Max. 3,33 Positive Zellen, - onisteid). Im Vergleich hierzu ergab sich
bei der MI - Gruppe (.= 10) ein Median von 3,32 positiven Zellen, . i nistetd (Min. 0,50; Max.
8,00 Positive Zellen, . nisterd). Die MP - Gruppe (n.»= 10) zeigte eine IL - 1B - Uberexpression
mit einem Median von 17,66 Positiven Zellen o cnistela (Min. 4,71; Max. 203,00 Positiven
Zellen sichisfeld). 1M direkten Vergleich dazu lag die NegKo - Gruppe ((Nwee = 5);
unbehandelte Tiere, keine Injektion intraartikular) bei einem Median von nur 0,40 Positiven
Zellen, s esichisteld (Min. 0,25; Max. 3,33 Positve Zellen; - iisteld).

Die MP - Gruppe zeigte somit eine statistisch signifikante Uberexpression von IL - 1P -
positiven Zellen gegenuber der PBS - Gruppe (p = 0,000) [208]. Die MI - Gruppe wies
keinen statistisch signifikanten Unterschied gegentiber der NegKo - (p = 0,414), PBS - (p
=0,420) [208] und MP - Gruppe (p = 0,082) auf. Abb. 14 veranschaulicht hierbei anhand

von Boxplots die IL - 1B - Uberexpression im Gruppenvergleich.

Abb. 14 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die statistisch
signifikante Uberexpression von IL - 1B - positiven Zellen der MP - Gruppe im linken
murinen Synovialgewebe gegeniber der PBS - und der NegKo - Gruppe (p < 0,05) [208].
(* p<0,05)
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Abb. 15 - 18 zeigen jeweils das Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS-, MP-, MI - Gruppe) sowie der NegKo - Gruppe in
immunhistochemischer Anfarbung mit IL - 1p - Antikorpern. In Abb. 18 ist ein
Ausschnitt der deutlich verdickten Synovia mit zahlreichen IL - 1B - positiven Zellen zu
sehen als Reaktion auf die intraartikulare MP - Injektion mit 7 tagiger Inkubation.

Vereinzelt finden sich auch in der MI - Gruppe positive Zellen. VergroRerung: 200 fach.

P S e o . NegKo IL-1p

- #
> ~ 3 >~
~ -~ e & : ”
& = -
y 3 : ~
1 >~ > .- 2
i~ pu E ¥ -
Ly S - - § -
C > A = - Q
'
\.
e
R s
i~ E R SNV
s D 2
B 08 "}
Zava el
T <o oy
Ve e
et 2 3,
S8 S
S
-
A
et Y
% A
j‘%, o - S
700 o o .
. e R TR Tl o SN YE T e 3
P L SRR e — RS PBS IL-1p
. ) . S o2\
A - AP - _..‘-. \ S~ -
> - - : -8 i
p— - & et - L - - N
” 4
- - >
- 2 oS Y w"‘ o R
3 - LN \ ’ "~
3 . ~
TN vog - LSE
=43 { - W 2L e
& ~ - < s &
< - \ ) <
< R ey
. \ = . \ ~”
W . o 4 N
*e 3 e . 4
. . - ]
bR "l ” Y
" . A, L8 . Ve 2N
Synovia e} | )
- -“-n \ - L
2 . LW
3 3 . - ™
~ -
.
. s a . “
BT, e > %
» e ; -
- A .\\ A .
s\
S )
P
S .
. o
L -
. . »
> ..
\ L

42



3\ - ey g
’ . y
A B R 4
k< : L %3 .
h > > ."
Synovia .. X -
. 2
. 2 : .
o By
¥ SR - s A <=3 -
¢ ¢ positive Zelle
— s
Abb. 17
5
\ A MP IL-1p

6.1.4 CD 68 - positive Zellen im Synovialgewebe der linken Kniegelenke

In der Analyse der Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke (Z.n. Injektion von
PBS, Metallionen, Metall- oder Polyethylenpartikeln mit anschlieBender 7 tagiger
Inkubation) zeigte sich innerhalb der PBS - Gruppe (n.= 10) ein Median von 14,64 Positive
Zellen, sesichsteld (Min. 3,00; Max. 32,00 positive ellen, - i nistela). Im Vergleich hierzu ergab sich
bei der M1 - Gruppe (n..= 10) ein Median von 22,05 Positive Zellen . . isterd (Min. 6,60; Max.
35,29 positive Zellen, - nisteid). Die MP - Gruppe (ny.= 10) zeigte hinsichtlich der CD 68 -
Expression einen deutlich erhghten Median von 159,80 Positiven Zellen, . histeia (Min. 65,60;
Max. 387,11 Positive Zellen . nisterd). Im direkten Vergleich dazu lag die NegKo - Gruppe
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(Nwexo=5); unbehandelte Tiere, keine Injektion intraartikular) bei einem Median von 15,33
positiven Zellen, . iichistetd (Min. 5,83; Max. 34,67 Positive Zellen, . histeld).

Die MP - Gruppe zeigte somit eine deutlich statistisch signifikante Uberexpression von
CD 68 - positiven Zellen verglichen zur NegKo - (p = 0,005), PBS - (p = 0,000) und Ml
- Gruppe (p = 0,004) [208]. Die MI - Gruppe wies keinen statistisch signifikanten
Unterschied gegentber der NegKo - (p = 1,0) und PBS - Gruppe (p = 1,0) auf [208]. Abb.
19 veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die CD 68 - Uberexpression im

Gruppenvergleich.

Abb. 19 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die statistisch
signifikante Uberexpression von CD 68 - positiven Zellen der MP - Gruppe der linken
murinen Synovialgewebe gegenuber der PBS -, NegKo - und MI - Gruppe (p < 0,05)

[208].
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Abb. 20 - 23 zeigen jeweils das Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS-, MP-, MI - Gruppe) sowie der NegKo - Gruppe in
immunhistochemischer Anfarbung mit CD 68 - Antikdrpern. In Abb. 23 ist ein
Ausschnitt der deutlich verdickten Synovia mit zahlreichen CD 68 - positiven Zellen zu
sehen als Reaktion auf die intraartikuldare MP - Injektion mit 7 tagiger Inkubation.
Vereinzelt finden sich auch in der MI - Gruppe positive Zellen. VergréRerung: 200 fach.

44
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Abb. 21

Abb. 22
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6.1.5 CD 45 - positive Zellen im Synovialgewebe der linken Kniegelenke

In der Analyse des Synovialgewebes der linken murinen Kniegelenke zeigte sich
innerhalb der PBS - Gruppe (n..s= 10) ein Median von 4,71 Positive Zellen . ;1 tera (Min.
0,50; Max. 8,25 Positive Zellen, - onisteld). Im Vergleich hierzu ergab sich in der MI - Gruppe
(n.= 10) ein erhdhter Median von 30,25 Positiven Zellen, - i risreis (Min. 22,50; Max. 47,60
positive Zellen, . i chisteld). Der Median der MP - Gruppe (nw-= 10) lag hinsichtlich der CD 45 -
Expression deutlich erhdht bei 101,53 Positiven Zellen, . . isterd (Min. 12,40; Max. 297,50
positiven Zellen, - ichisteld). Die NegKo - Gruppe (Nw= 5) Wies hierbei einen Median von nur
3,10 positiven Zellen, - onistetd (Min. 0,50; Max. 5,50 POsitive Zellen o opicteid) auf.

Die MP - Gruppe préasentiert somit eine statistisch signifikante Uberexpression von CD
45 - positiven Zellen verglichen zur NegKo - (p = 0,000) und PBS - Gruppe (p = 0,000)
[208]. Die Ml - Gruppe wies gegeniber der NegKo - (p =0,010) und PBS - Gruppe (p =
0,017) ebenso eine statistische Signifikanz auf [208].

Zwischen der NegKo - und PBS - Gruppe wie auch der Ml - gegeniiber der MP - Gruppe
gab es keinen signifikanten Unterschied (jeweils p = 1,0) [208]. Abb. 24 veranschaulicht
hierbei anhand von Boxplots die CD 45 - Uberexpression im Gruppenvergleich.
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Abb. 24 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die statistisch
signifikante Uberexpression von CD 45 - positiven Zellen der MP - Gruppe im linken
murinen Synovialgewebe gegeniber der PBS - und NegKo - Gruppe (p < 0,05) [208],
sowie der MI - gegeniiber der PBS - Gruppe (p < 0,05) [208].
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Abb. 25 - 28 zeigen jeweils das Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS-, MP-, MI - Gruppe) sowie der NegKo - Gruppe in
immunhistochemischer Anfarbung mit CD 45 - Antikérpern. In Abb. 28 ist ein
Ausschnitt der deutlich verdickten Synovia mit zahlreichen CD 45 - positiven Zellen zu
sehen als Reaktion auf die intraartikulare MP - Injektion mit 7 tdgiger Inkubation. Ebenso
finden sich deutlich mehr positive Zellen in der MI - Gruppe. VergroRerung:
200 fach.
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Abb. 27 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208])
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Abb. 28 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208])

6.1.6 CD 3 - positive Zellen im Synovialgewebe der linken Kniegelenke

Die Analyse der Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke (Z.n. Injektion von
PBS, Metallionen, Metall- oder Polyethylenpartikeln mit anschlieBender 7 tagiger
Inkubation) ergab innerhalb der PBS - Gruppe (n.s= 10) einen Median von 0,00 Positive
Zellen, sichtsterd (Min. 0,00; Max. 0,57 Positive Zellen . nisterd). Ahnliche Werte erzielte auch
die MI - Gruppe (n..= 10) mit 0,00 Positiven Zellen, - nistela (Min. 0,00; Max. 0,17 Positive
Zellen, . iontstetd) im Median. Die MP - Gruppe (n.. = 10) ergab ebenfalls kaum eine
Expression CD 3 - positiver Zellen mit einem Median von nur 0,13 Positiven Zellen, . i v tfeld
(Min. 0,00; Max. 0,25 Positive Zellen, . isteid). In der NegKo - Gruppe (Nw..= 5) konnte keine
Expression CD 3 - positiver Zellen festgestellt werden.

Somit ergaben sich im direkten Gruppenvergleich hinsichtlich einer Expression CD 3 -
positiver Zellen keine statistisch signifikanten Werte [208]. Abb. 29 veranschaulicht
hierbei anhand von Boxplots die CD 3 - Expression im Gruppenvergleich.
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Abb. 29 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt keine statistisch
signifikante Uberexpression CD 3 - positiver Zellen in allen Gruppen im direkten

Vergleich.
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Abb. 30 - 33 zeigen jeweils das Synovialgewebe der linken murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS-, MP-, MI - Gruppe) sowie der NegKo - Gruppe in
immunhistochemischer Anfarbung mit CD 3 - Antikdrpern. In Abb. 33 ist ein Ausschnitt
der deutlich verdickten Synovia mit einer CD 3 - positiven Zelle zu sehen als Reaktion
auf die intraartikulédre MP - Injektion mit 7 tdgiger Inkubation. In den restlichen Gruppen
fanden sich so gut wie keine CD 3 - positiven Zellen.

VergroRerung: 200 fach.
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6.2 Ergebnisse der Entziindungsreaktion der rechten Kniegelenke

Zur Analyse einer systemischen Entziindungsreaktion wurde das Synovialgewebe der

unbehandelten, rechten murinen Kniegelenke immunhistochemisch untersucht.

6.2.1 TNFa - positive Zellen im Synovialgewebe der rechten Kniegelenke

Die Analyse des Synovialgewebes der rechten murinen Kniegelenke ergab hinsichtlich
der Expression TNFa - positiver Zellen in der MP - Gruppe einen statistisch signifikanten
Unterschied gegenuber der NegKo - (p = 0,002) und PBS - Gruppe (p = 0,013) [208].
Kein statistisch signifikanter Unterschied konnte zwischen der PBS - und der NegKo -
Gruppe festgestellt werden (p = 1,0). Die MI - Gruppe weist keine statistische Signifikanz
gegenuber der anderen Gruppen auf (MI - NegKo: p = 0,244; Ml - PBS: p = 0,956; MI -
MP: p = 0,267). Abb. 34 veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die
Uberexpression TNF o - positiver Zellen des Synovialgewebes der rechten murinen
Kniegelenke im Gruppenvergleich.

Abb. 34 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die
Uberexpression TNF o - positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen
(unbehandelten) Kniegelenke im Gruppenvergleich. Dabei statistisch signifikante
Erhoéhung in der MP - Gruppe [208].
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Abb. 35 - 37 zeigen jeweils das Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS-, MP-, MI - Gruppe) in immunhistochemischer
Anfirbung mit TNF o - Antikorpern. In Abb. 37 zeigen sich einige TNF a - positive
Zellen im Sinne einer systemischen Reaktion auf die intraartikulare MP - Injektion in das
linke Kniegelenk. VergréRerung: 200 fach.
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6.2.2 IL - 6 - positive Zellen im Synovialgewebe der rechten Kniegelenke

In der Analyse des Synovialgewebes der rechten murinen Kniegelenke, zeigte sich keine

statistisch signifikante Expression IL - 6 - positiver Zellen im direkten Gruppenvergleich

[208]. Abb. 38 veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die Expression IL - 6 -

positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke.

Abb. 38 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die Expression
IL - 6 - positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke ohne

statistisch signifikante Ergebnisse [208].
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Abb. 39 - 41 zeigen jeweils das Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke der

einzelnen Versuchsgruppen (PBS-, MP-, MI - Gruppe) in immunhistochemischer

Anfarbung mit IL - 6 - Antikdrpern. Es zeigen sich kaum IL - 6 - positive Zellen als

Zeichen einer systemischen Reaktion auf die intraartikuldre Injektion der Suspensionen

in das linke Kniegelenk. VergroRerung: 200 fach.
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6.2.3 IL - 1p - positive Zellen im Synovialgewebe der rechten Kniegelenke

Die Analyse des Synovialgewebes der rechten murinen Kniegelenke ergab eine statistisch
signifikante Expression IL - 1 - positiver Zellen in der MP - verglichen zur PBS - Gruppe
(p = 0,033) [208].

Unter den restlichen Gruppen konnte im direkten Vergleich kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden (PBS - NegKo: p = 1,0; PBS - Ml: p = 1,0; NegKo - MI:
p = 1,0; NegKo - MP: p =0,51; MI - MP: p = 0,133).

Abb. 42 veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die Expression IL - 1 - positiver

Zellen des Synovialgewebes der rechten murinen Kniegelenke im Gruppenvergleich.
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Abb. 42 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die
Uberexpression IL - 1B - positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen
Kniegelenke. Dabei statistisch signifikante Erhohung in der MP - Gruppe [208].
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Abb. 43 - 45 zeigen jeweils das Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS -, MP -, MI - Gruppe) in immunhistochemischer
Anfarbung mit IL - 1B - Antikdrpern. In Abb. 45 zeigen sich wenige IL - 1p - positive
Zellen als systemische Reaktion auf die intraartikulare MP - Injektion.

VergroRerung: 200 fach.
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6.2.4 CD 68 - positive Zellen im Synovialgewebe der rechten Kniegelenke

Die Analyse des Synovialgewebes der rechten murinen Kniegelenke ergab keine
statistisch signifikante Expression CD 68 - positiver Zellen im direkten Gruppenvergleich
[208]. Abb. 46 veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die Expression CD 68 -

positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke.

58



Abb. 46 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et al., 2020 [208]) zeigt die Expression
CD 68 - positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke ohne
statistisch signifikante Ergebnisse [208].
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Abb. 47 - 49 zeigen jeweils das Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS -, MP -, MI - Gruppe) in immunhistochemischer
Anféarbung mit CD 68 - Antikorpern. Es zeigen sich kaum CD 68 - positive Zellen als
Zeichen einer systemischen Reaktion auf die intraartikuléare Injektion der Suspensionen

in das linke Kniegelenk. VVergrofierung: 200 fach.
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6.2.5 CD 45 - positive Zellen im Synovialgewebe der rechten Kniegelenke

In der Analyse des Synovialgewebes der rechten murinen Kniegelenke zeigte sich die
Expression CD 45 - positiver Zellen in der MI - Gruppe statistisch signifikant erhéht
gegenuber allen anderen Gruppen (zu NegKo: p = 0,047; zu PBS: p =0,002; zu MP: p =
0,000) [208]. Kein statistisch signifikanter Unterschied konnte im direkten Vergleich der
PBS -, NegKo - und der MP - Gruppe untereinander festgestellt werden (jeweils p = 1,0)
[208]. Abb. 50 veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die Uberexpression CD 45

- positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke.
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Abb. 50 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et. al, 2020 [208]) zeigt die
Uberexpression CD 45 - positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen
Kniegelenke. Dabei statistisch signifikante Erhéhung in der M1 - Gruppe gegentiber allen
anderen Gruppen [208].
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Abb. 51 - 53 zeigen jeweils das Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS -, MP -, MI - Gruppe) in immunhistochemischer
Anfarbung mit CD 45 - Antikorpern. In Abb. 52 zeigen sich CD 45 - positive Zellen im
Synovialgewebe der rechten Kniegelenke als mdgliches Zeichen einer systemischen
Reaktion nach MI - Injektion in das linke Knie. VergréRerung: 200 fach.

L _PBS CD45

5 )
) » \
-

8

Synovia

61



5

» /' W 4
\ ‘ MI CD45
-4 " v %
. : % s %
P Yo o
¥ - 5% -
s » v . XA
z - ;1 v CABS
“ e
. vy e
= - _\-,r
v
’ —_p
£ > "
2 < e 24
7 ST rameiaes® <

Tt g -MP CDA45
; £ (< .' ., s . : N
R ~ N 5 |
¢ e et " A T |
1% "'\ g . :‘- 3
ey b \:‘;f‘ >y
DA S positive Zelle '
TR SR - N v
. -
ot s -
2d -~ >
R S . - s

6.2.6 CD 3 - positive Zellen im Synovialgewebe der rechten Kniegelenke

Die Analyse des Synovialgewebes der rechten murinen Kniegelenke ergab keine

statistisch signifikante Expression CD3 - positiver Zellen im direkten Gruppenvergleich

[208]. Abb. 54 veranschaulicht hierbei anhand von Boxplots die Expression CD 3 -

positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke.
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Abb. 54 (basierend auf Cheng X., Dirmeier S.C. et. al, 2020 [208]) zeigt die Expression
CD 3 - positiver Zellen im Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke ohne

statistisch signifikante Ergebnisse [208].
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Abb. 55 - 57 zeigen jeweils das Synovialgewebe der rechten murinen Kniegelenke der
einzelnen Versuchsgruppen (PBS -, MP -, MI - Gruppe) in immunhistochemischer
Anfarbung mit CD 3 - Antikdrpern. Es zeigen sich hier keine CD 3 - positiven Zellen als

Zeichen einer systemischen Reaktion. VergroéRerung: 200 fach.
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7 Diskussion

Der héufigste Grund fir das Versagen einer Hiftendoprothese und damit
Revisionseingriffes ist die aseptische Prothesenlockerung [14, 207, 219], aufgrund einer
abriebinduzierten Entziindungsreaktion mit nachfolgender Osteolyse [18, 54, 55, 57, 61,
74,76, 117, 220, 221].

Viele Publikationen belegen, dass die zentralen Mediatoren hinsichtlich der Initiierung
und Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion, die Zytokine TNFa, IL - 1 und IL - 6
sind [83, 141, 179, 222-225].

Makrophagen nehmen dabei eine Schlusselrolle ein [14, 226]. Durch Abrieb - Kontakt
sezernieren diese 0.g. Schlissel - Mediatoren und rekrutieren weitere immunkompetente
Zellen [225, 227]. Des Weiteren sind sie befahigt, abriebinduziert die Rolle
knochenresorbierender Osteoklasten einzunehmen, was die folgende Knochenresorption
zusétzlich unterhalt [88, 228].

In diesem in - vivo - Mausmodell wurde (respektive bei misslungener Polyethylen -
Gruppe) die primare aseptische Entzindungsreaktion im Gewebe von Metallpartikeln
(CoCrMo) mit Metallionen verglichen [208].

Von besonderem Interesse war, welcher der Abriebkomponenten die starkste bioreaktive
Antwort im Gewebe hervorrief. Dieses Ausmal wurde quantitativ anhand
immunhistochemischer Marker wie TNFa, IL - 1B und IL - 6 gemessen [208]. Die
Beteiligung von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems an dieser
Entziindungsreaktion wurde mittels Immunhistochemie quantitativ mit den Antikorpern
fir CD 68, CD 45 und CD 3 erfasst [208].

Zusétzlich wurde die Synovialmembran der unbehandelten rechten Kniegelenke mit den
gleichen  Antikdrpern auf das Vorliegen einer mdglichen  systemischen
Entzindungsreaktion untersucht [208].

Dies ist die erste in - vivo Studie die im direkten Vergleich zum einen die biologische
Reaktion von Metallpartikeln und - ionen im lokal behandelten Gewebe untersucht und
zum anderen entziindliche Prozesse im unbehandelten Knie analysiert, im Sinne einer
systemischen Inflammation [208].

Studienergebnisse anhand von Mausmodellen liefern oft wesentliche Ansatzpunkte fur
eine modifizierte Ubertragung auf den Menschen. So zeigen oft biologische Reaktionen
der Maus eine wesentliche Ubereinstimmung mit denen des Menschen [52, 54]. Vor

allem hinsichtlich der Inflammationsreaktion zeigen sich Gemeinsamkeiten [229], sodass
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Erkenntnisse aus Mausmodellen zu erfolgsversprechenden immunmodulatorischen
Therapien fur den Menschen gefuhrt hat [230].

Dieses in - vivo - Modell nutzt gegentiber in - vitro - Modellen den Vorteil der
Komplexitat, welche durch die Interaktion zahlreicher Zell- und Gewebearten zustande
kommt [126]. Die Rekrutierung von anderen Zellen tber multiple molekularbiologische
Botenstoffe und verschiedenste Signalwege, die den Organismus befédhigen auf einen
Fremdkorper zu reagieren, kann ein in - vitro - Modell so nicht leisten [126].

In - vitro - Modelle reflektieren vor allem die Reaktion von isolierten, spezifischen
Zelllinien [52, 60, 126]. So zeigten sich Makrophagen in zahlreichen Studien als eine der
wichtigsten Zellpopulationen, die am Entzindungsprozess und der Knochenresorption
teilnehmen [52, 60, 140, 231], jedoch bleibt die Interaktion mit anderen Zellen im
Gewebe unbertiicksichtigt.

Einen Vorteil gegenulber anderen in - vivo - Modellen (z.B. Schadelkalotten - Modell
[232, 233], ,,Air - Pouch™ - Model [53, 234]) sehen wir in der Imitation einer
Entziindungsreaktion direkt im Gelenk, so wie es sich im Huftgelenk nach
Prothesenimplantation abspielen konnte [74, 235]. Das Zellmilieu der Synovia im
murinen Knie ahnelt dem der periprothetischen Membran, welche sich bei Patienten nach
Implantation einer Hiftendoprothese zwischen Implantatoberflache und Knochen bildet
[77-79, 84].

An diesem Zellmilieu beteiligt sind allen voran Makrophagen, Fibroblasten und
multinukledre Riesenzellen [74, 84], welche nach Kontakt mit Abrieb
proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL - 1B und IL - 6 freisetzen und damit eine
Zunahme immunkompetenter Zellen samt Osteoklasten bewirken [57, 76, 89, 117, 222,
227, 236].

Die Ahnlichkeit der murinen Synovia zur periprothetischen Membran wurde in diesem
Tiermodell genutzt, um quantitativ und qualitativ die primare Abwehrreaktion des
Gewebes auf Partikel und lonen zu untersuchen [208]. Das synoviale
Inflammationsmodell der Maus mit intraartikuldrer Injektion hatte sich bereits in
vorherigen Studien sehr bewahrt [74-76, 209-211, 237].

Die Injektion intraartikular, anstelle von intramuskulér oder intrakutan, erméglicht eine
Verteilung im Gelenkraum und imitiert eher den naturlichen Verteilungsweg des Abriebs
[74]. Erhohte Partikel- und lonenkonzentrationen in der Synovialflussigkeit bei Patienten

mit Endoprothesen bestatigen auch diesen Gedanken [238, 239].
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Weitere in - vivo - Studien nutzten chirurgisch préformierte Hohlen Uber der
Schédelkalotte [232, 233] oder im Mausricken [53, 234], fur das Einbringen
verschiedener Partikelarten.

Das Schédelkalottenmodell diente hierbei eher der Quantifizierung der
Knochenresorbtion als dem Nachweis proinflammatorischer Zytokine [232, 233].

Bei der Methode des ,,Air - Pouch® - Modells werden nach Erzeugung eines subkutanen
Luftkissens in die untere Riickenhaut Partikel injiziert und so eine Entziindung provoziert.
Dieses Modell zeigt sich zwar sensitiv flir den Nachweis von immunkompetenten Zellen
[234] oder proinflammatorischen Zytokinen [53], jedoch fehlen diesem Modell die
Zellpopulationen eines Gelenks, deren Wechselwirkung untereinander das AusmaR der
Entziundungsreaktion maligeblich beeinflussen [208].

Zur Analysierung der primaren Entzindungsreaktion auf Abrieb endoprothetischer
Materialen ist sicherlich eine Starke dieser Studie, die Wahl dieses in - vivo - Modells,
mit welchem Dbereits Utzschneider et al. und Zysk et al. erfolgreich
Entziindungsreaktionen auf Abrieb nachweisen konnten [74, 76, 209, 237].

Neben der Wahl eines geeigneten Modells, geben auch die verwendeten Testpartikel und
- ionen hinsichtlich ihrer Morphologie und verabreichten Dosis einen Grund zur
Diskussion.

Die Partikelmorphologie meint deren Zusammensetzung, GroRe und Form. Diese nimmt
einen entscheidenden Einfluss auf das Entziindungsgeschehen [54, 94, 116]. So zeigen
sich nanometergroRe Partikel biologisch am reaktivsten im Gegensatz zu Partikeln im
Mikrometerbereich [240]. Dies kann sich in einem Anstieg von Entziindungsparametern
wie TNFa, IL - 1p und IL - 6 &uRern, die letztendlich die Osteoklastenaktivitét
hochregulieren [72, 241].

Eine Limitierung vieler Studien ist die oftmals starke Varianz in der Partikelmorphologie.
Partikel von MoM - Implantaten, die aus Revisionsgewebe gewonnen werden, weisen
vorwiegend eine durchschnittliche GroRe im Nanometerbereich auf (40 - 80 nm) und
zeigen hauptsachlich eine runde bis ovale, teils irregulare Form [68, 242]. Aus
Simulatoren gewonnene Partikel kommen in ihrer GréRe und Form, den der Kklinisch
entstandenen Partikel am néchsten und liegen groRtenteils bei 50 nm, mit einer rundlichen
bis irregularen Form [242]. Kommerziell erworbene Partikel hingegen variieren sehr in

ihrer Grolie und Form verglichen zu klinisch erzeugten Partikeln [94].
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Daher ist eine weitere Starke dieser Studie die hier verwendeten Metallpartikel, die
durchschnittlich im Nanometerbereich liegen (61,25 +/- 18,47 nm) und in ihrer runden
bis ovalen Form nahezu dem klinisch erzeugtem Abrieb gleichen [208].
Neben der Partikelmorphologie ist auch die hier applizierte Partikel- und lonendosis von
groler Bedeutung fir die Gewebeantwort. So konnen zu hoch dosierte
Metallionenkonzentrationen zytotoxisch wirken [243, 244] und spiegeln weniger die
Situation im Gelenk wieder. Hierbei zeigt sich allerdings die Datenlage zur
Metallionenbelastung im Gelenk kontrovers. Manchen Studien stellten in der
Synovialflissigkeit von MoM - Tragern Cobalt- und Chromionenkonzentrationen tber
1.000 pg/l fest [48, 49]. Jedoch traten diese Patienten auch klinisch in Erscheinung mit
Weichteilreaktionen wie der Metallose [43] oder der Entstehung von Pseudotumoren
[130, 131] im Sinne einer ARMD (Adverse reactions to metal debris).
De Smet et al. hingegen analysierten Gelenkspunktate vor Revisionseingriffen bei
Patienten ohne Metallose und fanden eine mittlere Konzentration von 200 - 250 pg/l
[146]. Anhand dieser Werte orientierte sich letztendlich die applizierte Metallionendosis
in unserer Arbeit [208].
Die verwendete Partikeldosis orientierte sich an bewahrten VVorarbeiten von Utzschneider
et al. sowie Zysk et al., die ebenfalls Partikelsuspensionen mit 0,1 Vol.% intraartikul&r
verabreichten [74-76, 209, 237].
Der immunhistochemische Nachweis von Zellen der angeborenen und erworbenen
Immunantwort erfolgte mittels Antikorper fir CD 68 (Makrophagen), CD 45
(Panleukozytenmarker) und CD 3 (T - Zellen) [208]. Interessanterweise zeigte sich weder
in der MP - noch in der MI - Gruppe eine nennenswerte Anzahl von T - Zellen [208].
Angelehnt an die Literatur fanden einige Autoren Weichteilwucherungen berwiegend
mit MoM - Implantaten assoziiert, als Ausdruck von Lymphozyteninfiltrationen und
bezeichneten diese als Pseudotumore [131, 245]. Pandit et al. testeten das
Revisionsgewebe von Patienten, bei denen es zu einer sichtbaren Massenzunahme im
periprothetischen Weichteilgewebe bei MoM - Prothesen kam [130]. Neben
ausgedehnten Koagulationsnekrosen sowie massiven Makrophageninfiltrationen mit
Granulombildung und Riesenzellen, fanden sie diffuse Lymphozyten - (darunter auch CD
3 - Positive) und Plasmazellinfiltrationen. Die Autoren vermuteten hinter dieser
Pseudotumorentstehung eine Typ - IV - Hypersensitivitatsreaktion als Ursache [130].
Dieser Reaktion liegt eine Komplexbildung von Metallionen mit korpereigenen Proteinen
zugrunde, sogenannte Haptene entstehen und sensitivieren auf diese Art T - Zellen [246-
248].
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Einige Autoren sehen diese allergische Reaktion mitunter als potentielle Verursacher
einer aseptischen Prothesenlockerung [249].

Bezugnehmend auf unsere MI - Gruppe war daher eine Haptenbildung noch als
wahrscheinlicher anzunehmen, jedoch erfolgte kein Nachweis von T - Lymphozyten in
den Gruppen [208].

An dieser Stelle wird eine Beurteilung dieses Ergebnisses schwierig. Zum einen kann die
Entwicklung einer Typ - IV - Hypersensitivitatsreaktion zwei oder mehr Tage dauern
[250] und hier moglicherweise der Faktor Zeit eine Rolle spielen, um T - Zellen
nachzuweisen. Zum anderen muss hier kritisch die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
eine andere Spezies hinterfragt werden, da es wohl speziell im Rahmen einer verspateten
Hypersensitivitatsreaktion immunologische Unterschiede zwischen Mensch und Maus
gibt. Bei letzterer bedarf es einer htheren Antigen - Konzentration zur Auslésung einer
Reaktion als es beim Menschen der Fall ist [251].

Maoglicherweise mag in wenigen Féllen eine allergische Reaktion eine Rolle spielen, die
Haufigkeit einer Metallallergie (vorwiegend gegen Nickel, Chrom und Kobalt) liegt
allerdings in der Allgemeinbevolkerung bei ndherungsweise 10% [252]. Ob die Typ - IV
- Hypersensitivitatsreaktion eine Rolle in der aseptischen Prothesenlockerung spielt,
konnen wir zumindest in dieser Studie am Mausmodell fur den priméren
Inflammationsprozess bei fehlendem Nachweis von T - Zellen ausschlielRen [208].

Dass diese Reaktion mitunter ursachlich fur eine aseptische Prothesenlockerung sein soll,
wird durch verschwindend geringe Berichte tber Revisionsoperationen (welche mit einer

Hypersensitivitat assoziiert werden) relativiert [132, 253].

Neben den T - Zellen gibt es in der angeborenen und erworbenen Immunantwort weitere
immunkompetente Zellen, die fur eine biologische Reaktion auf Partikel und lonen in
Betracht kommen.

Wir haben CD 45 als Panleukozytenmarker verwendet, um damit einen Grofteil
immunkompetenter Zellen zu detektieren und stellten dabei auch deutliche Unterschiede
in den Gruppen fest [208].

In der MP - und MI - Gruppe der linken Kniegelenke (Z.n. intraartikulérer Injektion)
zeigten sich signifikant viele CD 45 - positive Zellen (jeweils p < 0,05).
Interessanterweise auch in der M1 - Gruppe der rechten, unbehandelten Kniegelenke, was
eine systemische Reaktion mutmalien l&sst [208].

CD 45 wird auf allen kernhaltigen, hamatopoetischen Zellen exprimiert (i.e. exklusive

Thrombozyten und Erythrozyten) [62, 193-196, 198]. Ein positives Farbungsergebnis fur
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CD 45 wirde Zellen wie Lymphozyten, Natirliche Killerzellen, Granulozyten,
dendritische Zellen und Monozyten/Makrophagen einschlie3en. Die Interpretation der
Ergebnisse zu CD 45 gestaltete sich allerdings schwierig.

Zum einen konnte der Hersteller der von uns verwendeten Antikorper keine Aussage
beziglich der Anféarbbarkeit von Isoformen machen und ob unser CD 45 - Antikorper
damit alle Isoformen, also alle in Frage kommenden Zellen erfasst. Zum anderen fiel bei
der Sichtung der Literatur zu CD 45 auf, dass dieser hauptséchlich in Verbindung mit B-
und noch mehr mit T - Zellen gebracht wird, da CD 45 ein wichtiger Regulator in der
Funktion und Differenzierung der Lymphozyten ist [177]. Ein Fehlen von CD 45 zeigt
ndmlich den  Zusammenbruch des Immunsystems, mit einer schweren
Funktionsbeeintrachtigung der T - und B - Zellen [198].

Eine T - Zell - Présenz hatten wir aber mit dem Fehlen CD 3 - positiver Zellen im Gewebe
ausschlieBen konnen und so kdme nur eine Beteiligung der anderen genannten
immunkompetenten Zellen in Betracht, wie Makrophagen, Granulozyten, Nattrliche
Killerzellen oder dendritische Zellen. Makrophagen wurden von uns spezifisch mittels
CD 68 angefarbt und stimmten nicht mit dem Farbemuster CD 45 - positiver Zellen
uberein, womit wir Makrophagen als zugrunde liegende Zellpopulation des CD 45 -
Féarbemusters ausschliel3en wirden.

Die Literatur zeigt zwar ein Vorkommen von CD 45 auf Makrophagen [198, 254],
dennoch soll dort die Expression sehr gering ausgepragt sein [255], was unsere
Vermutung bestatigen wirde.

T - Zellen und Makrophagen wirden wir als in Frage kommende Zellen ausschliefen und
so wirden nur noch Granulozyten, NK-, dendritische und B - Zellen in Betracht kommen.
Die Datenlage zu Granulozyten und ihrer Detektion mittels CD 45 ist ebenfalls sehr diinn.
Nur sehr wenige Quellen, wie Lacal et al. berichten Uber eine Expression auf
Granulozyten [256].

Die Arbeitsgruppen von Pandey und Morawietz sahen den Vorteil in der Detektion
neutrophiler Granulozyten zur Unterscheidung eines Endoprothesenversagens aufgrund
septischer Prozesse von einer aseptischen Gewebereaktion [257, 258].

Morawietz et al. empfahl zur immunhistochemischen Diagnostik von Neutrophilen die
Verwendung eines CD 15 - Antikorpers [257].

Dass es sich bei den von uns detektierten Zellen daher um neutrophile Granulozyten
handelte, erscheint eher unwahrscheinlich und fir Folgestudien bietet sich ein

granulozytenspezifischer Marker sicherlich an.
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Weitere CD 45 - positive Zellen, dir hier in Frage kommen wiirden, sind Natrliche
Killerzellen [196, 259]. Was eher gegen diesen Zelltyp spricht, ist deren Hauptfunktion
in der Abwehr von neoplastischen [260] oder virusinfizierten [261-263] Zellen.
Dennoch, obwohl die Datenlage auch hierzu sehr spérlich erscheint, gibt es ein paar
wenige Berichte (Uber das Vorhandensein dieser Zellen bei der aseptischen
Implantatlockerung [264, 265].

Huss et al. untersuchten synoviales Revisionsgewebe von Patienten mit Hift- oder
Knieendoprothesen (Cobalt - Chrom / Polyethylen), die an periprothetischer Osteolyse
litten [265]. Immunhistochemisch machten dabei die NK - Zellen einen Anteil von 30%
der CD 45 - positiven Zellen aus. Dies zeigt eine nicht unwesentliche Beteiligung dieser
Zellinie an inflammatorischen Prozessen im Gelenk, zudem die Arbeitsgruppe &hnliche
Werte bei Patienten mit Osteoarthritis feststellen konnte.

Lin et al. konnten in vitro eine proinflammatorische Zytokinexpression von NK - und
dendritischen Zellen als Reaktion auf UHMWPE - Partikel nachweisen und
schlussfolgerten so, dass diese Zellen auch an dem Prozess der periprothetischen
Osteolyse beteiligt sind [264]. Fir Kim et al. nehmen NK - Zellen eine unverzichtbare
Rolle im Inflammationsprozess bei Gelenken ein [266]. NK - Zellen induzieren eine
Gelenksentziundung durch Sezernierung von Interleukin - 4 und IFN - y (Interferon -
gamma). Diese unterdriicken in der Synovia die Produktion von TGF - 1 (Transforming
Growth Factor beta 1), ein Zytokin, dass andere proinflammatorische Zytokine inhibiert.
Inwiefern NK - Zellen spezifisch auf Metallpartikel oder -ionen reagieren, ist unklar, aber
eine Wahrscheinlichkeit besteht, dass es sich bei den von uns detektieren CD 45 -
positiven Zellen um NK - Zellen handelt. So bietet sich auch hier an, in Folgestudien NK
- Zellen im Gewebe zu bertcksichtigen und deren Anwesenheit mit einem spezifischen
Marker zu verifizieren.

Weitere mogliche CD 45 - positive Zellen in unserer Studie sind dendritische oder B -
Zellen. Ogunwale et al. untersuchten in vitro die Proliferation und Lebensfahigkeit von
dendritischen Zellen und Lymphozyten, welche CoCr - Partikeln ausgesetzt wurden
[267]. Sowohl dendritische als auch B - Zellen zeigten keine Proliferation oder
Aktivierung.

Lin et al. konnten eine Steigerung der Zytokinproduktion von NK - Zellen auf UHMWPE
- Partikel nachweisen, wenn zusatzlich dendritische Zellen in der Kultur zugefugt wurden
[264]. Dendritische Zellen kénnten eine Rolle im Inflammationsprozess spielen, welche

in weiteren Studien beriicksichtigt werden sollte.
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Die Schliusselzellen der Inflammation im Rahmen der aseptischen Prothesenlockerung
sind allen voran die Makrophagen. Sehr viele Studien zeigen, dass diese als Hauptakteure
des angeborenen Immunsystems, die Initiatoren in der Bekdmpfung des Prothesenabriebs
sind und eine Schlisselrolle in der Initiierung der periprothetischen Entziindungsreaktion
spielen [82, 246, 268]. Sie bilden als Typ - A - Synoviozyten einen Teil der
Synovialmembran [269] und stellen bei aseptisch gelockerten Implantaten mit einem
Anteil von 60 - 80% die dominierenden Zellen im periprothetischen Gewebe dar [270].
Treffen diese auf Abriebpartikel mit einer verdaulichen Groe (< 10 um) [2]
phagozytieren sie die Partikel und setzen unmittelbar proinflammatorische Zytokine wie
TNFa, IL - 1B und IL - 6 frei [67, 231]. Welche Bedeutung Makrophagen und vor allem
ihre Zytokinexpression fir die partikelinduzierte Inflammation haben zeigen auch Ren et
al in einem murinen Air -pouch - Modell [206]. Nach Partikelinjektion depletierte die
Arbeitsgruppe Makrophagen mit einer Bisphosphonat - Injektion (Clodronat). Die
Makrophagen wurden nach Phagozytose der Clodronat - Liposomen zerstort und so die
Expression von IL - 1B und TNFa deutlich abgeschwécht. Die partikelinduzierte
Inflammationsreaktion mit folgendem osteolytischem Potenzial wurde so signifikant
reduziert. Eine weitere Klinische Studie Uberprifte so die Wirksamkeit von Clodronat bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis [271]. Eine Einmalinjektion reduzierte signifikant
die Anzahl der CD 68 - positiven Zellen und bewahrte das Gelenk vor resorptiven
Prozessen.

Wooley et al. nutzten ein murines Air - pouch - Modell und verglichen die
inflammatorische Antwort verschiedener Partikel aus PMMA (Polymethylmethacrylat),
Titan, UHMWPE und Cobalt - Chrom [53]. 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 - 18 und IL - 6.
Metall - lonen wurden hierbei allerdings nicht getestet.

Um die Makrophagenanzahl in unserer Studie immunhistochemisch zu verifizieren,
nutzten wir einen CD 68 - Antikorper, der spezifisch fir diesen Zelltyp ist [272]. Sehr
eindriicklich zeigte sich dabei eine massive Makrophagenanzahl in der MP - Gruppe der
linken Kniegelenke [208]. Die von uns injizierten Metallpartikel entsprachen in Form,
GroRe und Zusammensetzung weitestgehend Partikeln, wie sie bei menschlichen MoM
- Prothesentrdgern generiert werden [68, 242, 273] und reflektieren daher gut die dadurch

verursachte Reaktion auf Zellebene [208].
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Die Erwartung in der NegKo - und PBS - Gruppe keine signifikante Makrophagenzahl zu
finden, wurde dabei bestétigt [208]. Ebenso die Hypothese, dass der Vorgang der
Injektion einer sterilen PBS - Losung selbst keine Entziindungsreaktion hervorruft, wurde
mit dem Fehlen von immunkompetenten Zellen verifiziert [208].

In der MI - Gruppe zeigte sich kein signifikanter Anstieg CD 68 - positiver Zellen
(Makrophagen) [208]. Ein Grund hierflr kdnnte sein, dass die lonen nach intraartikularer
Injektion stérker einer systemischen Verteilung unterlagen als es bei Partikeln der Fall ist
[208]. Diese Annahme der systemischen Verteilung, wird unterstiutzt durch die
Beobachtung von Patienten mit gelockerten MoM - Prothesen, welche durch hohe Cobalt
- lonen - Konzentrationen im Serum auffielen [274-276]. 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 [248, 277].
Trotzdem kodnnen beide Metallionen ein hohes Bindungsbestreben zu kdrpereigenen
Proteinen zeigen [143, 278-281], welche so Uber die Blutzirkulation verteilt werden. Des
Weiteren bekréftigen diese Annahme Studien, welche Revisionsgewebe von Patienten
mit aseptischer Huftprothesenlockerung untersuchten und neben der Sichtung eines
hohen Partikelabriebvolumens lokal, vor allem erhdhte lonenkonzentrationen von Cobalt
und Chrom im Serum und weniger in der Synovialflissigkeit feststellen konnten [44-47,
148]. Es wird neben einer Erhohung der lonenkonzentration im Serum und teilweise auch
Urin, Gber eine Verteilung bis in entfernt liegende Organe, wie Leber, Lymphknoten und
Milz berichtet [46, 154]. Unterstutzt wird auch das Ausbleiben eines signifikanten
Anstiegs der Makrophagenzahl in unserer MI - Gruppe durch kongruente Ergebnisse fiir
TNFa (jeweils p > 0,05), IL - 1B (jeweils p > 0,05) und IL - 6 (jeweils p > 0,05). Eine
signifikante Expression dieser Zytokintriade blieb in der MI - Gruppe fur die
Makrophagen als hauptsachliche Produzenten aus [208].

Was allerdings gegen eine systemische Verteilung der Metallionen spricht, ist die
Reaktivitat der MI - Gruppe auf den CD 45 - Antikorper, da es in dieser Gruppe nach
Metallionen - Injektion zu einem positiven Farbeergebnis in der Immunhistochemie kam
[208].

Um welche Zellpopulationen es sich hierbei handelte, ist weiterhin spekulativ. Dennoch
spricht dieses Ergebnis weniger fur eine Umverteilung der lonen und I&sst vermuten, dass
Makrophagen sich auf Metallpartikel reaktiver zeigen als auf Metallionen. Mdglich ist
allerdings auch, dass es zu einer gewissen Umverteilung der lonen kam und der
Metallionengehalt am untersuchten Gewebe fiir eine entsprechende Reaktion nicht

ausreichte [208].
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Makrophagen sprechen ndmlich durchaus auf Metallionen an, wie es in einigen in - vitro
- Versuchen bereits demonstriert wurde und diese in einer dosis- und zeitabhangigen
Reaktion proinflammatorische Zytokine wie IL - 1B und TNFa freisetzten [140, 141,
282], wobei eine dosisabhangige Reaktion wieder flir unsere Annahme spricht, dass nach
Umverteilung der lonen eine zu niedrige Konzentration vor Ort lag.

Caicedo et al. testete in - vitro die Reaktion von humanen Monozyten/Makrophagen auf
CoCr - Partikel und -lonen [231]. Dabei konnten sie dhnlich ausgeprégte
Zytokinexpressionen von IL - 1B, TNFa und IL - 6 feststellen. Zusatzlich provozierten
die lonen starker als die Partikel eine Expression von T - Zell - stimulierenden
Oberflachenmolekiilen. 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 CoCrgMos aussetzten in der gleichen Konzentration,
wie wir es verabreichten (200 pg/L) [283]. Dabei differenzierten sich die mononukledren
Zellen ioneninduziert zu Makrophagen. Dieser Effekt war unter den Bedingungen der Co
- Kultivierung sogar stérker ausgepréagt.

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 [283]. Je mehr Zelllinien untereinander reagieren kdnnen, desto besser
konnen die Ergebnisse auf die in - vivo - Situation (bertragen werden. Das
Zusammenspiel vieler Zellen und Gewebe in unserem synovialen Inflammationsmodell
macht es schwierig, eine Aussage dartiber zu treffen, warum die Metallionen hier keine
Reaktion durch Makrophagen hervorgerufen haben und unsere Ergebnisse
widerspruchlich zu oben genannten in - vitro - Experimenten sind. Dabei zeigen auch in
- vitro - Versuche, dass oft Reaktionen auf Metallionen zeit - und dosisabhéngig waren
[244, 284].

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

Eine signifikante Anzahl CD 68 - positiver Zellen und damit Makrophagen fanden wir
ausschlie3lich in der MP - Gruppe der linken, behandelten Kniegelenke (p < 0,05) [208].
Eine Makrophagenzunahme im Sinne einer systemischen Reaktion konnten wir in den
rechten, unbehandelten Kniegelenken nicht feststellen [208]. Eine mogliche Ursache,
weshalb die starkste Reaktion in der MP - Gruppe von den Makrophagen ausging, kann
zum einen daran liegen, dass lokalisierte Partikel in ihrer Dauerprasenz Makrophagen

stetig aktivieren und diesen VVorgang weiter unterhalten [208]. Zum anderen kann die
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inflammatorische Anwort in der Partikelumgebung verstéarkt werden, durch die Bildung
von Fremdkdrper - Riesenzellen um groRere Partikel herum, wodurch es zur Freisetzung
zersetzender Enzyme und Sauerstoffradikale kommt, welche sowohl den Zelltod [123]
provozieren als auch den Materialabbau [121, 122] und zusatzlich Metallionen frei
werden [285].

Fur die Uberpriifung des inflammatorischen Potenzials der Partikel als auch lonen,
nutzten wir immunhistochemische Marker fiir TNFa, IL - 18 und IL - 6 [208].

In vielen in vitro - [141, 219, 231, 286] als auch in vivo - Studien [53, 287, 288] konnte
die verstarkte Expression dieser Zytokine als Reaktion auf Abriebpartikel nachgewiesen
werden.

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 Entziindungsreaktion mit folgender Osteolyse einddmmen
[289-291]. Fir Stea et al. korrelierte die Schwere der Osteolyse mit der Hohe der TNFa
- Werte im periprothetischnen Gewebe [179]. Anhand eines murinen
Schédelkalottenmodels konnte durch eine genetische Blockade der TNFa - Signalwege
eine Inflammation unterdriickt und dadurch folgende osteolytische Prozesse verhindert
werden [290]. Desweiteren zeigen Polymorphismen in der TNFa - Promoterregion eine
erhdhte Assoziation zur aseptischen Prothesenlockerung [292].

IL - 1B wird wie TNFoa im Prozess der aseptischen Prothesenlockerung verstirkt
exprimiert [179, 293]. Dies konnte sowohl in in - vitro - [231] als auch in - vivo - Studien
[53] beobachtet werden.

Wie wichtig IL - 1 in der Signaltransduktion ist, zeigt sich auch in einem in - vivo -
Mausmodell von Epstein et al., welche intramedulldr in den Femur Titanpartikel
einbrachten, bei Mdusen, denen vorweg auf Genebene der IL - 1 - Rezeptor blockiert
wurde und sie damit signifikant die gesamte partikelinduzierte Inflammation senken
konnten [294].

Ebenso wird IL - 6 im Rahmen der aseptischen Prothesenlockerung verstarkt exprimiert
[179] und zeigt sich im Revisionsgewebe von Huftprothesen erhéht [295]. Gordon et al.
stellten zudem eine positive Korrelation eines Polymorphismus im IL - 6 - Gen zu einer
erhohten Osteolysegefahr nach endoprothetischem Huftersatz fest [296].

Im Prozess der aseptischen Prothesenlockerung sind daher alle drei Zytokine wesentlicher
Bestandteil in der Initiierung der Entziindungskaskade [179, 293, 295].
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In dieser Arbeit konnten wir Uberwiegend in der MP - Gruppe eine signifikant hohe
Expression proinflammatorischer Zytokine feststellen (p < 0,05) [208]. Dieses Ergebnis
stimmt zudem mit der signifikant hohen Makrophagenzahl uberein (p < 0,05) [208],
welche als wesentliche Produzenten dieser Zytokine gelten [62, 95, 184]. In der MI -
Gruppe konnten wir hinsichtlich der Zytokine keine Signifikanz feststellen (p > 0,05)
[208].

Demgegenuber zeigen allerdings in vitro - Versuche einen metallioneninduzierten
Zytokinanstieg von TNFa, IL - 1 und IL - 6 [231, 286]. Niki et al. bspw. beobachteten
anhand Zellkulturen mit Synoviozyten und Makrophagen die verstarkte Freisetzung von
TNFa, IL - 1B und IL - 6 als Reaktion auf Cobalt- und Chrom - lonen [286]. Eine
Steigerung der lonenkonzentration fuhrte dabei zu einem Anstieg dieser
Entziindungsmediatoren [286]. Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Posada et al. anhand
makrophagenahnlicher Zellkulturen, wobei vor allem ein IL - 6 - Anstieg beobachtet
werden konnte, wenn den mit Metallpartikeln exponierten Zellen zuséatzlich Cobalt -
lonen hinzugefligt wurde [248]. Fir diese Arbeitsgruppe scheinen Cobalt - lonen
wesentliche Triggerfaktoren der Inflammation zu sein und wirken synergistisch zu
Metallpartikeln.

In vivo konnten wir in der M1 - Gruppe der linken, behandelten Knie keinen signifikanten
Anstieg proinflammatorischer Zytokine feststellen (p > 0,05) [208]. Dieses Ergebnis ist
kongruent mit dem Fehlen einer wesentlichen Makrophagenzahl innerhalb dieser Gruppe,
welche als Hauptproduzenten dieser Zytokine gelten [62, 95, 184].

Interessanterweise zeigte sich bei den unbehandelten, rechten Kniegelenken der MP -
Gruppe die Expression von TNFa und IL - 1B in der synovialen Membran signifikant
erhoht als mogliches Zeichen einer systemischen Inflammation (p < 0,05) [208].

Eine IL - 6 - Expression hingegen konnten wir nicht feststellen (p > 0,05) [208].
Maoglicherweise erklért hierbei ein zeitlicher Faktor das Ausbleiben dieser Expression. IL
- 6 wird vor allem unter dem Einfluss von TNFa und IL - 1B produziert [186, 294, 297],
welche sich bereits positiv in unseren Ergebnissen zeigten [208]. Epstein et al. sowie
Kaufman et al. verdeutlichen in ihren Studien, dass der IL - 6 Sezernierung in der
periprothetischen Membran erst eine Expression von TNFa und IL - 1 vorausgehen
muss [294, 298]. In der Synovia der rechten Kniegelenke fand also bereits eine
beginnende Inflammationsreaktion mit TNFa und IL - 1B als Ausdruck dieser statt und
daher ist anzunehmen, dass IL - 6 hochstwahrscheinlich im weiteren Verlauf auch hétte

detektiert werden kénnen [208].
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Diese Ergebnisse in den rechten, unbehandelten Kniegelenken, lassen eine systemische
Inflammationsreaktion auf Metallpartikel vermuten [208]. Dieser Gedanke wird auch
durch die Arbeitsgruppe Ren et al. bekraftigt, 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
[55]. Eine systemische Ausbreitung der metallpartikelinduzierten Inflammation bis in
entfernt liegendes Gewebe erscheint daher durchaus denkbar, bedarf aber in Zukunft
sicherlich noch weiteren Untersuchungen, wobei Untersuchungen hinsichtlich einer

Inflammation von anderen Organen wie Leber, Milz und Niere eine Rolle spielen [208].

In dieser Arbeit stieBen wir auf gewisse Limitationen.

Bei der Begutachtung unserer murinen Knieschnittbilder unter dem digitalen Mikroskop,
fiel vor allem in der MP - Gruppe eine deutliche Dickenzunahme der Synovia und des
umgebenden Weichgewebes auf. Die beobachtete Massenzunahme des Weichgewebes
spricht hier allerdings bei fehlendem Nachweis von CD 3 positiven Zellen nicht fir einen
Pseudotumor. Pseudotumoren liegen lymphozytare Infiltrationen zugrunde [131, 245],
CD 3 wird uberwiegend auf Lymphozyten exprimiert [62] und diese konnten wir nicht
nachweisen [208].

Immunhistochemisch zeigte sich die Massenzunahme jedoch (ibereinstimmend mit einer
Makrophageninfiltration. Unter der Annahme, dass es sich hier sowohl um eine
dosisabhéngige als auch zellspezifische Reaktion handelt, werden durch die
Beobachtungen der Arbeitsgruppe Lohmann et al. unterstiitzt, welche bei niedrigem
Metallgehalt im Revisionsgewebe eine unspezifische, tberwiegend durch Makrophagen
vermittelte Reaktion feststellen konnten, hingegen dominierten bei sehr hohem
Metallgehalt Lymphozyten die Antwort [299].

Angelehnt an diese Ergebnisse wirden weitere Untersuchungen mit unterschiedlichen
Metallpartikelkonzentrationen Sinn machen, inwieweit dosisabhéngige Unterschiede in
der Gewebereaktion zum Ausdruck kommen [208].

Eine weitere Limitation unseres Studiendesigns stellt die Einzelapplikation einer
Werkstoffsuspension dar und weicht von dem Kklinisch relevanten Punkt der
kontinuierlichen Abrieberzeugung eines Prothesentragers ab [208].

Ren et al. begegneten dieser Limitierung mit einer Pumpe, die der Maus subkutan,
intrascapulér implantiert wurde und kontinuierlich tber einen Zeitraum von 3 Wochen
Polyethylenpartikel in den Femurmarkraum applizierte [55]. Mittels histologischer,

immunhistochemischer und Mikro - CT - Untersuchungen konnten sie dabei partikel-
77



induzierte Osteolysen am Knochen feststellen [55]. Vorteilhaft an diesem Modell ist
sicherlich die kontinuierliche Infusion von Abriebpartikeln und gleicht eher dem
klinischen Szenario. Das Modell eignete sich gut zur Darstellung der tberschieenden
Knochenresorption, aber der Bezug zum Zellmilieu im Gelenk fehlt.

Zudem geht aus der Studie von Ren et al. [55] nicht klar hervor, wie und ob eine
Gewahrleistung stattfand, dass die Partikel auch wirklich kontinuierlich an den
vorgesehenen Ort appliziert wurden und ob das Pumpensystem in diesen
GroRenverhaltnissen stets die gleiche Dosis verabreichte und fehlerfrei arbeitete. Dazu ist
aber nicht auBer Acht zu lassen, dass der Prozess der aseptischen Osteolyse beim
menschlichen Prothesentrdger Uber Jahrzehnte dauert. Das wiederum konnte die
Relativierung der Einmalapplikation zu einer Kontinuierlichen bedeuten, bei einer von
uns gewahlten Inkubationszeit von 7 Tagen.

Zuletzt stellt diese Arbeit die primare Entzliindungsreaktion auf Partikel und lonen dar
und geht dem Osteolyseprozess voraus, der selbst an diesem Modell nicht nachvollzogen
werden kann [208]. Das heilst, dass nur ein Teilprozess der aseptischen
Prothesenlockerung belichtet wurde, aber dieser einen wichtigen Ausgangspunkt darstellt
um nachgeschaltete Prozesse besser zu verstehen und weitere Projekte dariiber zu

etablieren.
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8 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung der primaren Entziindungsreaktion auf
Metallabrieb. Hintergrund der Arbeit sind die aseptische Prothesenlockerung und die
pathologischen Weichteilreaktionen, welche in ihrem Ausmall auf Metallabrieb
zurlckgefuhrt werden.

Die Grundlage der primaren Entziindungsreaktion besteht aus einem Zusammenspiel
verschiedener immunkompetenter Zellpopulationen und deren proinflammatorische
Zytokine. Mittels Immunhistochemie konnte dargestellt werden, dass sowohl
Metallpartikel als auch - ionen beféhigt sind, Entzundungsreaktionen auszulésen und
diese in unterschiedlicher Auspragung.

Metallionen nahmen Einfluss auf die Rekrutierung immunkompetenter, CD 45 - positiver
Zellen und weniger auf Makrophagen oder Zytokine. Die stéarkste inflammatorische
Gewebeantwort ging von CoCrMo - Partikeln aus, mit einer deutlich hohen Beteiligung
an Makrophagen und entsprechender Zytokinsezernierung (TNFa, IL - 1B, IL - 6).
Lymphozyten zeigten sich weder auf Metallpartikeln noch Metallionen reaktiv.

Des Weiteren konnte eine systemische Inflammationsreaktion an den unbehandelten,
rechten Kniegelenken festgestellt werden.
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9 Anhang

Statistik linke Knie

Gruppe TNFa IL6 IL1b CD68 CD45 CD3
PBS N Gultig 10 10 10 10 10 10
Fehlend 0 0 0 0 0 0
Mittelwert 2,5575 5,1245 1,2400 16,6798 4,6850 ,0771
Median 3,1875 5,5167 1,0000 14,6458 4,7143 ,0000
Standardabweichung 1,50907 3,19246 1,08830 10,41047 2,26853 ,18470
Minimum ,00 75 ,00 3,00 ,50 ,00
Maximum 4,50 9,40 3,33 32,00 8,25 ,57
Perzentile 25 1,2833 1,6250 ,3000 8,4107 3,3250 ,0000
50 3,1875 5,5167 1,0000 14,6458 4,7143 ,0000
75 3,6167 7,7714 2,1000 27,0938 6,2143 ,0500
Mi N Giltig 10 10 10 10 10 10
Fehlend 0 0 0 0 0 0
Mittelwert 19,6123 13,0204 3,6298 20,9086 32,4458 ,0292
Median 15,6500 13,2917 3,3214 22,0536 30,2500 ,0000
Standardabweichung 11,90116 4,44516 2,47792 9,75258 9,81401 ,06227
Minimum 4,83 5,40 ,50 6,60 22,50 ,00
Maximum 45,50 19,00 8,00 35,29 47,60 ,17
Perzentile 25 11,5357 8,5000 1,5000 9,9375 23,2396 ,0000
50 15,6500 13,2917 3,3214 22,0536 30,2500 ,0000
75 26,5438 17,1071 5,8125 29,0655 43,5250 ,0313
MP N Glltig 10 10 10 10 10 10
Fehlend 0 0 0 0 0 0
Mittelwert 240,6164 96,3043 66,4389 195,8405 115,1233 ,1135
Median 139,6345 69,7375 17,6667 159,8000 101,5333 ,1339
Standardabweichung 186,93564 75,18357 77,85935 122,97666 97,33568 ,10546
Minimum 67,33 48,00 4,71 65,60 12,40 ,00
Maximum 500,86 294,50 203,00 387,11 297,50 ,25
Perzentile 25 86,5417 54,2778 10,3598 76,9583 25,3500 ,0000
50 139,6345 69,7375 17,6667 159,8000 101,5333 ,1339
75 479,5750 104,1429 133,6042 337,9286 182,0000 ,2125
NegKo N Gultig 5 5 5 5 5 2
Fehlend 0 0 0 0 0 3
Mittelwert 2,0144 6,6071 1,0717 17,4333 3,0143 ,0000
Median 1,6000 6,2500 ,4000 15,3333 3,1000 ,0000
Standardabweichung 1,31520 3,50946 1,29729 10,54659 1,81628 ,00000
Minimum ,67 3,00 ,25 5,83 ,50 ,00
Maximum 3,56 11,00 3,33 34,67 5,50 ,00
Perzentile 25 ,8333 3,2500 ,3125 10,1667 1,4500 ,0000




50 1,6000 6,2500 ,4000 15,3333 3,1000 ,0000
75 3,4028 10,1429 2,1667 25,7500 4,5357 ,0000

Tab. 8 zeigt die statistische Analyse der quantitativen Auswertung der positiven Zellen
in den linken murinen Kniegelenken der jeweiligen Versuchsgruppen

Statistik rechte Knie

TNFa IL6 IL1b CD68 CDA45 CD3
N Gultig 27 29 32 27 35 26
Fehlend 8 6 3 8 0 9
Mittelwert 10,2361 7,0044 2,3446 17,1721 4,9272 ,0815
Median 3,5556 4,2500 1,6190 14,0000 3,3333 ,0000
Standardabweichung 11,54883 7,13156 2,73429 11,34896 4,37797 ,12977
Minimum .67 ,50 ,00 4,50 ,00 ,00
Maximum 38,33 37,00 11,67 54,50 16,00 ,50
Perzentile 25 2,8000 2,8750 ,5000 10,2500 1,8000 ,0000
50 3,5556 4,2500 1,6190 14,0000 3,3333 ,0000
75 19,1667 9,3929 2,9500 20,0000 7,6667 ,2000

Tab. 9 zeigt die statistische Analyse der quantitativen Auswertung der positiven Zellen
in den rechten murinen Kniegelenken der jeweiligen Versuchsgruppen
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