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1. Einleitung

Die Arthrose stellt eine der haufigsten Gelenkerkrankung weltweit dar (Weyerer
2013) und betrifft etwa 10% der Manner und 18% der Frauen uber 60 Jahre
(Pabinger and Geissler 2014). Nach Ausschopfen der konservativen
Therapiemoglichkeiten ist der totale Gelenkersatz die Methode der Wahl fir
Patienten mit Arthrose ((AOANJRR) 2019, Dapunt et al. 2014, Pabinger and Geissler
2014). In der Traumatologie wird der Huftgelenkersatz ebenfalls bei Patienten mit
Huftfrakturen eingesetzt (Dapunt et al. 2014, Pabinger and Geissler 2014). In
Deutschland werden pro Jahr rund 190.000 Huftprothesen implantiert und der
kinstliche Huftgelenkersatz ist eine der am haufigsten durchgeflhrten Operationen
im Fachbereich Orthopadie (Klug et al. 2019, Schleicher et al. 2013).

Die verschiedenen Materialien der Huftendoprothetik setzen Abriebpartikel frei, die
unerwinschte Reaktionen bei Patienten auslésen kdnnen (Dapunt et al. 2014, Merritt
and Brown 1996, Otto et al. 2006). Diese Abriebpartikel fuhren zu einer
Phagozytenaktivierung und Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren wie
zum Beispiel die Zytokine TNFa, IL6 und IL1B, die lokal zu einer aseptischen
entzandlichen Antwort und periprothetischen Osteolysen flihren kénnen (Bijukumar
et al. 2018, Cobb and Schmalzreid 2006, Hallab and Jacobs 2009, Krenn 2009,
Landgraeber et al. 2014).

Deshalb stellt die aseptische Prothesenlockerung durch Abriebpartikel der
artikulierenden Oberflachenmaterialien der Implantate einen der haufigsten und
bedeutendsten Grinde fur Implantatversagen dar ((AOANJRR) 2019, Catelas et al.
2011, Drees et al. 2008, Rakow et al. 2016). Innerhalb von 15 Jahren mussen rund
10% der Prothesen aufgrund Implantatlockerung gewechselt werden und somit ist
die aseptische Lockerung eine der haufigsten Ursachen flur einen Revisionseingriff
nach Gelenkersatz ((AOANJRR) 2019, Landgraeber et al. 2014, Otto et al. 2006,
Schleicher et al. 2013).

Die in den Gelenkprothesen durch Abrieb entstandenen Partikel bleiben nicht nur
lokal im periprothetischem Gewebe, sondern kdnnen auch systemisch verteilt
werden (Bijukumar et al. 2018, Case et al. 1994, Cobb and Schmalzreid 2006,
Jakobsen et al. 2007, Urban et al. 2000, Urban et al. 2004). Besonders Metallpartikel
und -ionen koénnen Uber das lymphatische System in regionale und auch weiter
entfernte Lymphknoten zirkulieren und kénnen ebenfalls in der Leber und Milz

nachgewiesen werden (Bijukumar et al. 2018, Case et al. 1994, Jakobsen et al.

2



2007, Urban et al. 2000, Urban et al. 2004). Zusatzlich kdnnen Metallpartikel und -
ionen in den Blutkreislauf gelangen und zudem wurden auch Polyethylenpartikel in
der Leber und Milz gefunden (Bijukumar et al. 2018, Case et al. 1994, Cobb and
Schmalzreid 2006, Jakobsen et al. 2007, Urban et al. 2000, Urban et al. 2004). Die
im Blutkreislauf zirkulierenden Metallpartikel und -ionen werden Uber den Urin wieder
aus dem Korper eliminiert (Chandran and Giori 2011, Chen et al. 2014, Corradi et al.
2011, Daniel et al. 2010, Jakobsen et al. 2007). Dadurch ist das Nierengewebe den
Einflussen der Metallionen ausgesetzt. Zudem ist bekannt, dass Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion die lonen schlechter eliminieren kdnnen und dadurch
erhdohte Serumwerte flr Metallionen aufweisen (Chandran and Giori 2011, Niethard
et al. 2012). Die mit dem Nierengewebe in Kontakt getretenen Metallionen kénnen in
hdéheren Dosen die Nierenfunktion beeintrachtigen und Tubulusnekrosen induzieren
(Corradi et al. 2011, Keegan et al. 2007). Huk et al. beobachteten bei in vitro
Experimenten, dass nach Inkubation von Makrophagen mit Metallionen flir eine
kurze Zeitspanne von 24 Stunden Apoptosen in den Zellen induziert werden (Huk et
al. 2004). Nach einer langeren Inkubationszeit von 48 Stunden und hdheren
Konzentrationen der Metallionen wurde die Induktion von Nekrosen beobachtet (Huk
et al. 2004).

Welche genauen Effekte die systemisch verteilten Partikel und lonen jedoch auf die
Organe haben und ob in den Organen durch Kontakt mit den Abriebpartikeln und

lonen entzindliche Reaktionen auftreten, ist weiterhin nicht genau verstanden.

1.1. Grundlagen
1.1.1. Grundlagen der Huftendoprothetik

In der Huftendoprothetik lassen sich grundsatzlich drei Systeme unterscheiden, die
Totalendoprothese (TEP), die Kurzschaftprothese und der Oberflachenersatz
(Kappenprothese) ((AOANJRR) 2019, Benignus et al. 2019, Giardina et al. 2018,
Klug et al. 2019, Liang et al. 2018). In Abbildung 1 sind die drei verschiedenen
Systeme der Huftendoprothetik abgebildet (www.villarbajwa.com). Die Abbildung 2
zeigt eine Beckenlbersichtsaufnahme mit einer implantierten Kurzschaftprothese

(Pogliacomi et al. 2019). In Abbildung 3 ist ein Roéntgenbild eines Beckens



dargestellt, in welchem rechts eine TEP und links eine Kappenprothese zu sehen
sind (Roberts et al. 2005).

Abb. 1: Von links nach rechts Oberflachenersatz, Kurzschaftprothese und Totalendoprothese

(www.villarbajwa.com)



Abb. 2: Beckenlbersichtsaufnahme einer implantierten Kurzschaftprothese (Pogliacomi et al.
2019)

Abb. 3: Beckenulbersichtsaufnahme mit Totalendoprothese rechts und Kappenprothese links
(Roberts et al. 2005)



Zusatzlich gibt es noch Unterschiede in der Prothesenverankerung, hier steht die
zementierte, die zementfreie und die teilzementierte (Hybridmethode) Implantation
zur Verfiigung (Kirschner 2005, Malviya et al. 2017, Morlock and Jager 2016, Ozkir
et al. 2007, Schleicher et al. 2013, Willi et al. 2012). Die Primarimplantation von Huft-
TEPs wird vermehrt zementfrei durchgefuhrt ((AOANJRR) 2019, Hanstein et al.
2015, Klug et al. 2019, Registry 2019). Abbildung 4 zeigt die Trends der
Verankerungsmethode bei der Primarimplantation einer HuUft-TEP im zeitlichen
Verlauf (Registry 2019).

Percentage of primaries

Year of primary

—8— Cemented —8— Uncemented Hybrid —8— Reverse hybrid —8&— Resurfacing

Abb. 4: Verankerungsmethode bei der Primarimplantation einer Hiufttotalendoprothese
(Registry 2019)

Die Vorteile einer Totalendoprothese sind die hohe Stabilitat und frihe Belastbarkeit
der Prothese, als Nachteil wird der im Vergleich zu den anderen Systemen grofliere
Knochenverlust bei der Implantation angesehen (Klug et al. 2019, Koetz and Kooter
2014). Bei der Implantation einer Kurzschaftprothese kommt es zu weniger Knochen-
und Blutverlust, jedoch ist eine gute Knochensubstanz notwendig (Klug et al. 2019,
Koetz and Kooter 2014). Die Kurzschaftprothese ist weniger resistent gegen axiale
und Torsionskrafte aufgrund der kleineren Kontaktflache des Prothesenschafts in der
Metaphyse des Femurschafts im Vergleich zur TEP (Klug et al. 2019). Durch die
reduzierte Implantatstabilitdt kommt es vermehrt zu Mikrobewegungen an den

Grenzflachen, was zu einem erhohten Risiko fur eine Lockerung und erhdhten
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Revisionsraten auf lange Sicht fluhrt (Benignus et al. 2019, Giardina et al. 2018, Klug
et al. 2019). Der Oberflachenersatz wird heutzutage fast nicht mehr durchgefihrt
(Klug et al. 2019). Vorteile des reinen Oberflachenersatzes sind der Erhalt der
Biomechanik des Gelenks und wenig Knochenresektion bei der Implantation (Koetz
and Kooter 2014). Nachteil des Oberflachenersatzes ist die hohe Versagensrate
nach kurzer Zeit mit einer 10-Jahres Revisionsrate von 10-13% (Matharu et al.
2017).

1.1.2. Materialien und Gleitpaarungen der Huftendoprothetik

In der Huftendoprothetik stehen verschiedene Materialien fur die Implantate zur
Verfligung, woraus sich unterschiedliche Gleitpaarungen ergeben. Die verwendeten
Materialien sollen eine gute Biovertraglichkeit und Funktionsfahigkeit aufweisen
(Schleicher et al. 2013).

Flr zementierte und zementfreie Schafte werden Metalllegierungen aus Kobalt-
Chrom-Molybdan (Co-Cr-Mo) und Titanlegierungen verwendet (Diehl et al. 2010,
Schleicher et al. 2013). In Abbildung 5 sind ein zementfreier und zementierter Schaft
zu sehen (www.zimmerbiomet.com). Bei den zementierten Pfannenkomponenten
kommen konventionelles und quervernetztes ultrahochmolekulargewichtiges
Polyethylen zur Anwendung (Gunther et al. 2012, Schleicher et al. 2013, Willi et al.
2012). Die zementfrei implantierten Pfannengehause bestehen aus Co-Cr-Mo
Legierungen, Titanlegierungen oder Reintitan, in welche Inlays aus konventionellem
oder quervernetztem Polyethylen, Metall oder Keramik eingesetzt werden (Diehl et
al. 2010, Gunther et al. 2012, Schleicher et al. 2013, Willi et al. 2012). Abbildung 6
zeigt eine zementierte und Abbildung 7 zwei zementfreie Pfannenkomponenten
(www.bbraun.de). Auf den implantierten Huftschaft wird ein Prothesenkopf aus Metall
oder Keramik aufgesetzt (Diehl et al. 2010, Glnther et al. 2012, Schleicher et al.
2013, Willi et al. 2012).



Abb. 5: Zementfreier (oben) und zementierter (unten) Schaft (www.zimmerbiomet.com)

Abb. 6: Zementierte Pfanne (www.bbraun.de)



Abb. 7: Zementfreie Pfanne mit Keramikinlay (links) und Polyethyleninlay (rechts)

(www.bbraun.de)

Fur die Gleitpaarung zwischen Huftprothesenkopf und -pfanne stehen somit mehrere
Kombinationen an Materialien zur Auswahl. In Abbildung 8 sind die aktuell am
haufigsten verwendeten Gleitpaarungen zu sehen (www.bbraun.de). Bei den Hart-
Weich-Gleitpaarungen wird ein Inlay aus konventionellem oder quervernetztem
Polyethylen mit einem aus metallischem oder keramischem Werkstoff bestehenden
Huftkopf kombiniert (Glnther et al. 2012, Sonntag et al. 2015). Bei der Verwendung
von konventionellem Polyethylen kénnen relativ hohe Verschleil3raten festgestellt
werden, welche durch die Verwendung von quervernetztem Polyethylen reduziert
werden kdnnen (Geerdink et al. 2006, Rieker 2016, Sonntag et al. 2015). Als Hart-
Hart-Paarungen stehen die Metall-Metall- und Keramik-Keramik-Gleitpaarung zur
Verfligung (Benignus et al. 2019, Malviya et al. 2017). Die meist aus einer Co-Cr-Mo-
Legierung bestehende Metallgleitpaarung zeigt zwar gute Abriebverhaltnisse mit
einem geringeren VerschleiRvolumen als die Hart-Weich-Gleitpaarungen, jedoch
bestehen Bedenken aufgrund der grol’en Menge der durch Abrieb entstehenden
Metallpartikel und ihrer moglichen unerwinschten Reaktionen durch lokale und

systemische Verteilung (Benignus et al. 2019, Gunther et al. 2012, Sonntag et al.



2015). Die Keramikgleitpaarung weist ebenfalls eine hohe Abriebfestigkeit auf
(Benignus et al. 2019, Glnther et al. 2012, Kirschner 2005). Nachteilig angesehen
werden bei dieser Gleitpaarung jedoch die Gefahr eines Implantatbruchs und die
hohen Materialkosten (Benignus et al. 2019, Guinther et al. 2012, Jansson and
Fottner 2007, Schleicher et al. 2013, Sonntag et al. 2015). Die Abbildungen 9 und 10
zeigen den zeitlichen Verlauf der bei der Primarimplantation verwendeten
Gleitpaarungen. Die Grafiken und Daten stammen aus dem jahrlichen Bericht des

National Joint Registry des Vereinigten Kénigreichs (Registry 2019).

2 )]
J J

Variante | Variante I Variante |l
- Pfannenimplantat - Pfannenimplantat - Pfannenimplantat
- Keramik Inlay - Polyethylen Inlay - Polyethylen Inlay
- Keramik Kopf - Keramik Kopf - Metall Kopf

Abb. 8: Am haufigsten verwendete Gleitpaarungen (www.bbraun.de)
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1.1.3. Abrieb und Abriebpartikel in der Huftendoprothetik

Abrieb kann als Oberflachenschaden mit Materialverlust durch mechanische
Belastung erklart werden (Di Puccio and Mattei 2015, McKellop et al. 2014).

Alle in der Huftendoprothetik  verwendeten Materialien unterliegen
Abriebmechanismen und setzen Abriebpartikel frei (Dapunt et al. 2014). Bisher gibt
es keine abriebfreie Gleitpaarung (Drees et al. 2008). Die Abriebpartikel der
verschiedenen Gleitpaarungen unterscheiden sich in ihrer Grofle, Form und
chemischen Zusammensetzung (Catelas et al. 2011, Crainic et al. 2018, Jacobs et
al. 2006, Rieker 2016). Die biologische Aktivitat der Partikel ist abhangig von der
Anzahl und den Charakteristika der Partikel (Catelas et al. 2011, Jacobs et al. 2006,
Rieker 2016).

Polyethylenpartikel sind kleiner als 1um bis mehrere 100um grof3 und stellen sich
rund bis nadelférmig dar (Catelas et al. 2011). Am biologisch aktivsten sind die PE-
Partikel mit einer GrolRe zwischen 0,1um bis 1um (Baxter et al. 2013).

Die in den 1960er Jahren eingefihrte Metall-auf-Polyethylen (MoP) - Gleitpaarung ist
eine der am haufigsten verwendeten Gleitpaarungen in der Huftendoprothetik (Drees
et al. 2008, Hanna et al. 2016). Das primar verwendete UHMWPE
(ultrahochmolekulargewichtiges Polyethylen) wurde in den spaten 90er Jahren durch
quervernetztes Polyethylen ersetzt, was zu einer verbesserten Abriebresistenz des
PEs fuhrte (Baxter et al. 2013, Hanna et al. 2016, Rieker 2016, Skripitz et al. 2013).
Trotz guter Langzeitergebnisse und einer verringerten Revisionsrate durch den
Einsatz von quervernetztem PE, bleibt der Abrieb und die durch die Abriebpartikel
entstehende aseptische Lockerung weiterhin der Hauptgrund fur eine
Revisionsoperation und entscheidet somit Uber die Standzeit einer
Huftgelenksprothese (Baxter et al. 2013, Bozic et al. 2009, Rieker 2016).

Die Metall-auf-Metall (MoM) - Gleitpaarungen zeichnen sich zwar durch ein
geringeres Abriebvolumen als die MoP-Prothesen aus, produzieren jedoch mehr
kleinere Abriebpartikel im Nanometer-Bereich und zusatzlich werden Metallionen
durch Korrosion der Partikel oder der Implantatoberflachen freigesetzt (Merola and
Affatato 2019, Wang et al. 2017). Metallpartikel haben eine GréRe von 30nm bis
500nm und sind zum Grofteil rund und oval geformt, ein kleiner Anteil ist

nadelférmig (Catelas et al. 2011, Wang et al. 2017). Aufgrund Abrieb-assoziierter
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unerwlinschter Reaktionen wurde der Einbau von MoM-Prothesen in den spaten
2000er fast komplett gestoppt (Merola and Affatato 2019, Rieker 2016). Besonders
besorgniserregend sind bei den MoM-Prothesen nicht nur die durch Metallpartikel
entstehenden Osteolysen, sondern zusatzlich die madgliche Induktion einer
Hypersensibilisierung und die potentiell toxischen lokalen und systemischen Effekte
der durch Korrosion entstehenden Metallionen (Goodman and Gallo 2019, Merola
and Affatato 2019, Rieker 2016, Wimmer et al. 2010).

1.1.4. Biologische Aktivitat von Abriebpartikeln und lonen

Die im kunstlichen Gelenk entstehenden Abriebpartikel kdnnen mit dem umliegenden
Gewebe und mit Geweben in weiter entfernten Organen interagieren und zu
unerwinschten Reaktionen fluhren (Afolaranmi et al. 2012, Bijukumar et al. 2018,
Otto et al. 2006). Abbildung 11 zeigt einen Uberblick tiber die unerwiinschten lokalen

und systemischen Reaktionen von Abriebpartikeln (Bijukumar et al. 2018).
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Abb. 11: Schematische Darstellung der unerwinschten lokalen und systemischen
Reaktionen durch Abriebpartikel (Bijukumar et al. 2018)
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1.1.4.1. Lokale Aktivitat von Abriebpartikeln im periprothetischen Gewebe

Die durch Abrieb der verschiedenen Gleitpaarungen entstandenen Partikel kénnen
aus dem Gelenkspalt Uber die Synovialflissigkeit in das periprothetische Gewebe
transportiert werden (Drees et al. 2008). Sobald die Abriebpartikel aus den
Prothesenmaterialien freigesetzt wurden, werden sie durch verschiedene Proteine
und Molekule wie Albumin, Kollagen, Immunglobuline oder Fibronektin gebunden
(Drees et al. 2008). Diese Bindung erleichtert die Phagozytose der Partikel durch
Makrophagen (Bijukumar et al. 2018, Catelas et al. 2011, Dapunt et al. 2014, Man et
al. 2017, Purdue et al. 2006). Die phagozytierten Abriebpartikel aktivieren und
stimulieren die Makrophagen zur Produktion und Sekretion proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-a, IL6 und IL1B (Catelas et al. 2011, Landgraeber et al. 2014,
Purdue et al. 2006). Die produzierten Zytokine koénnen nicht nur eine lokale
EntzGndungsreaktion ausldsen, sondern sind auch an der
Osteoklastendifferenzierung und -aktivierung beteiligt (Catelas et al. 2011,
Landgraeber et al. 2014). Diese durch Abriebpartikel ausgelésten unerwlnschten
Reaktionen fihren zu Osteolysen und Knochenresorption und sind somit am Prozess
der aseptischen Prothesenlockerung malfigeblich beteiligt (Bijukumar et al. 2018,
Catelas et al. 2011, Dapunt et al. 2014, Man et al. 2017, Purdue et al. 2006).

Bei Patienten mit Osteolysen wurden im periprothetischen Gewebe und der Synovia
erhdhte Zytokinwerte nachgewiesen (Purdue et al. 2006). Deshalb ist der
immunhistochemische Nachweis der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL6 und
IL1B zur Untersuchung der unerwinschten Reaktionen und biologischen Aktivitat von
Abriebpartikeln von Bedeutung.

Neben den Partikel-induzierten Osteolysen kam es bei den MoM-Prothesen zu
weiteren lokalen besorgniserregenden Reaktionen (Liow and Kwon 2017, Varnum
2017). Besonders bei Frauen bildeten sich im Gewebe um die MoM-Prothesen
sogenannte Pseudotumore (Dapunt et al. 2014, Liow and Kwon 2017, Polyzois et al.
2012). Diese periprothetischen Lasionen sind als zystische, solide oder gemischt
zystisch-solide Massen beschrieben und bestehen histologisch aus Nekrosen,
Lymphozyten-Infiltraten und Makrophagen (Catelas et al. 2011, Hart 2013, Liow and
Kwon 2017). Die Pseudotumore kdnnen komplett asymptomatisch sein oder durch
Schmerzen zu Revisionsoperationen flihren, wobei die Weichgewebenekrosen eine
Revision ungtinstig beeinflussen kdnnen (Campbell et al. 2010, Haddad et al. 2011,
Hart 2013). In Abbildung 12 ist ein T2-gewichtetes axiales MRT Bild einer rechten
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Hufte mit einem zystischen Pseudotumor zu sehen (Hart 2013). Die Abbildung 13
zeigt einen soliden Pseudotumor in einem T1-gewichteten axialen MRT Bild (Pandit
et al. 2008).

Abb. 12: T2-gewichtetes axiales MRT Bild einer rechten Hifte mit zystischem Pseudotumor
(Pfeil) (Hart 2013)
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Abb. 13: T1-gewichtetes axiales MRT Bild. Solider Pseudotumor (Pfeil) (Pandit et al. 2008)

1.1.4.2. Systemische Aktivitat von Abriebpartikeln und lonen

Durch Abrieb im kiunstlichen Gelenk entstandene Partikel kdnnen nicht nur in das
periprothetische Gewebe gelangen, sondern auch systemisch verteilt werden
(Afolaranmi et al. 2012, Bauer et al. 1993, Bijukumar et al. 2018, Case et al. 1994,
Cobb and Schmalzreid 2006, Gray et al. 1989, Shea et al. 1996, Urban et al. 2000).

Im Jahr 1994 konnten Case et al. in post-mortem Untersuchungen von Patienten mit
Gelenkprothesen Metallpartikel in Lymphknoten, in der Leber und der Milz
nachweisen (Case et al. 1994). In lokalen Lymphknoten waren die Partikel in
Makrophagen zu finden und in Arealen mit der hdchsten Konzentration an
Metallpartikeln waren Nekrosen erkennbar (Case et al. 1994). In Leber und Milz
waren die Metallpartikel ebenso innerhalb von Makrophagen nachweisbar, die
Konzentration an Metallpartikeln war jedoch geringer als in den lokalen Lymphknoten
und es waren keine Nekrosen sichtbar (Case et al. 1994). Patienten mit gelockerten
Prothesen hatten hdhere Konzentrationen an Metallpartikeln im Vergleich zu
denjenigen mit festen Implantaten (Case et al. 1994). Ebenso berichteten Urban et
al. in post-mortem Analysen an Patienten mit Gelenkersatz Uber systemisch verteilte

Metall- und Polyethylenpartikel in der Leber, der Milz und paraaortalen Lymphknoten
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(Urban et al. 2000). Die Partikel wurden vermehrt bei Patienten mit
Prothesenversagen gefunden (Urban et al. 2000). Polyethylenpartikel, Metallpartikel
und -ionen konnen uber das lymphatische System zu Lymphknoten, in das
Knochenmark, in die Leber und die Milz gelangen (Bijukumar et al. 2018).
Metallpartikel kdnnen zusatzlich in den Blutkreislauf gelangen und in Erythrozyten
akkumulieren (Bijukumar et al. 2018).

Die Metallimplantate der Huftendoprothetik setzen neben Metallpartikeln auch
|6sliche Metallionen frei, die an Proteine gebunden im ganzen Korper verteilt werden
konnen (Chandran and Giori 2011, Hallab and Jacobs 2009). Diese freigesetzten
Metallionen fuhren zu erhdhten Cobalt- und Chromkonzentrationen im Blutserum und
der Synovialflissigkeit (Bijukumar et al. 2018, Chandran and Giori 2011). Die
Serumspiegel fur Cobalt und Chrom sind bei Patienten mit Metall-Metall- oder Metall-
Polyethylen-Gleitpaarungen hdher als bei Patienten ohne Prothesen (Campbell et al.
2014, Cobb and Schmalzreid 2006). Im Vergleich der Gleitpaarungen untereinander
werden bei den Metall-Metall-Gleitpaarungen in verschiedenen Studien hohere
lonenkonzentrationen im Serum als bei Metall-Polyethylen-Gleitpaarungen
nachgewiesen (Chen et al. 2014, Cobb and Schmalzreid 2006, Engh et al. 2014,
MacDonald et al. 2003).

Die Metallionen werden Uber die Nieren aus dem Korper eliminiert (Chandran and
Giori 2011, Cobb and Schmalzreid 2006, Corradi et al. 2011, Keegan et al. 2007,
Merritt and Brown 1996). Es scheint, als wirde ein Gleichgewicht zwischen
lonenproduktion und -ausscheidung entstehen. Nicht bekannt ist jedoch, ob es eine
Nierenschwelle flur Metallionen gibt. Dies wirde bei vermehrtem Anfall von
Metallionen durch erhdhte Abriebraten in lockeren oder schlecht implantierten
Prothesen, oder bei verringerter Ausscheidung durch eine erniedrigte Nierenfunktion
zu einem Anstieg der lonenkonzentration im Serum flhren (Chandran and Giori
2011, Cobb and Schmalzreid 2006, Daniel et al. 2010). Erhdhte Serumspiegel von
Metallionen kénnen jedoch Rickschllisse auf das Abriebverhalten und die Festigkeit
von Prothesen in vivo geben (Cobb and Schmalzreid 2006, De Smet et al. 2010,
Matusiewicz 2014, Van Der Straeten et al. 2013). Hierfir wurde ein Schwellenwert
fur Co-lonen im Vollblut von 2-7ug/l festgelegt (Lutzner et al. 2019, Niethard et al.
2012). Werte unter 2ug/l werden als harmlos eingestuft und Werte Uber 7ug/l
indizieren ein lokales Problem und sollten in Zusammenschau mit den Symptomen

der Patienten zu weiterer Diagnostik fuhren (LUtzner et al. 2019, Niethard et al.
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2012). Bei Co-lonen-Werten im Vollblut tGber 20ug/l sollte aufgrund potentieller
Gewebenekrosen und langfristig gesundheitsgefahrdender Effekte fir den Patienten
eine Revisionsoperation nach individueller Nutzen-Risiko-Abwagung in Betracht
gezogen werden (Niethard et al. 2012). Eine Cobalt-Intoxikation mit neurologischen
Effekten ist ab Werten Uber 300ug/l zu erwarten (Lutzner et al. 2019).

Huk et al. konnten durch in-vitro Experimente zeigen, dass nach Zugabe von Cobalt-
und Chromionen zu Makrophagen, Apoptosen und Nekrosen ausgeldst werden
konnen (Huk et al. 2004). Die Art des Zelltods ist abhangig vom lonen-Typ, der
Inkubationszeit und der lonenkonzentration (Huk et al. 2004). Kurze
Inkubationszeiten von 24 Stunden und niedrige lonenkonzentrationen fihrten zu
apoptotischen Zellen. Langere Inkubationszeiten von 48 Stunden mit hoheren
lonenkonzentrationen hingegen induzierten Zellnekrosen (Huk et al. 2004).

Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass es durch Metallpartikel- und
Metallionenbelastung zu mutagenen Reaktionen wie beispielsweise DNA-
Strangbrichen, der Hemmung von  DNA-Reparaturmechanismen  und
Chromosomenaberrationen kommen kann (Brown et al. 2013, Polyzois et al. 2012).
Das Ausmal} der mutagenen Wirkung ist dabei von der Grof3e und Konzentration der
Partikel und lonen abhangig (Briggs et al. 2015, Brown et al. 2013, Daley et al. 2004,
Dunstan et al. 2008, Polyzois et al. 2012). In der Literatur finden sich
unterschiedliche Ergebnisse bezuglich der kanzerogenen Wirkung von
Metallpartikeln (Cheung et al. 2016, Hallab and Jacobs 2009, Kirkpatrick et al. 2000,
Makela et al. 2014). Es gibt in-vivo Studien, die ein kanzerogenes Potential der
Partikel nachweisen, da es zu einer vermehrten Bildung von Sarkomen in
Versuchstieren kam (Hallab and Jacobs 2009, Kirkpatrick et al. 2000). Andere
Tierexperimente konnten jedoch keine kanzerogene Wirkung durch Partikel
nachweisen (Lewis et al. 1995, Meachim et al. 1982). In weiteren Studien konnte
keine kanzerogene Wirkung und kein erhohtes Krebsrisiko bei Patienten mit
Gelenkprothesen im Vergleich zur Normalbevdlkerung nachgewiesen werden
(Cheung et al. 2016, Makela et al. 2014, Visuri et al. 2010).

Da Metallionen Komplexe mit Proteinen bilden, konnen sie das Immunsystem
aktivieren und besitzen dadurch ein allergisches Potential (Cobb and Schmalzreid
2006, Hallab and Jacobs 2009, Jacobs et al. 2008). Diese Komplexe fungieren als
Allergene und kénnen eine Hypersensibilisierung auslésen (Brown et al. 2006). Die

allergische Reaktion stellt eine Typ IV-Reaktion (Spattyp) dar, die durch reaktive T-
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Lymphozyten vermittelt wird, welche gegen ionenmodifizierte kdrpereigene Proteine
gerichtet sind (Jacobs et al. 2008). Metalle, die zu einer Sensibilisierung flhren
kénnen, sind vor allem Nickel, Cobalt und Chrom (Hallab and Jacobs 2009). Die
Pravalenz flr eine Metallsensibilisierung wird zwei- bis dreifach héher bei Patienten
mit Prothesenversagen und bis zu sechsfach hdher im Vergleich zur
Normalbevolkerung angegeben (Hallab and Jacobs 2009). Welche Folgen eine
solche Hypersensibilisierung gegeniber den Metallen der Gelenkprothesen fir
Patienten hat und ob diese allergische Reaktion vom Spattyp im Zusammenhang mit
einer aseptischen Prothesenlockerung steht, bleibt bisher ungeklart und sollte in
weiteren Studien untersucht werden.

Ebenso fraglich bleibt, ob die durch die Oberflachenmaterialien der Gelenkprothesen
produzierten Serumionenspiegel und systemisch verteilten Abriebpartikel in den

Organen Entziindungsreaktionen auslésen und zu Gewebeschaden fuhren kdénnen.

1.1.5. Zytokine

Zytokine sind kleine Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 8 und 30 kDa,
die von verschiedenen Zellen als Reaktion auf Stimuli freigesetzt werden und durch
Bindung an spezifische Rezeptoren unterschiedliche Reaktionen auslésen (de
Oliveira et al. 2011, Dinarello 2000, Zhang and An 2007). Unterschiedliche Zellarten
konnen das gleiche Zytokin produzieren und ein Zytokin kann auf verschiedene
Zellarten wirken (pleiotrope Wirkung) (de Oliveira et al. 2011, Gadola 2012,
Kaufmann 2014). Sie dienen der autokrinen und parakrinen Zellkommunikation und
sind wichtiger Bestandteil der angeborenen und erworbenen Immunitat (de Oliveira
et al. 2011, Gadola 2012, Vollmar et al. 2013). Dabei beeinflussen Zytokine die
Aktivitat, Differenzierung und Proliferation von Zellen des Immunsystems (de Oliveira
et al. 2011). Die zahlreichen Zytokine lassen sich in mehrere Gruppen einteilen - die
Familie der Interferone und Interleukine, die TNF-Familie, Chemokine und
hamatopoetische Wachstumsfaktoren (Vollmar et al. 2013).

Ihre Wirkung besteht darin, Effektorzellen des Immunsystems zu mobilisieren,
anzulocken und zu aktivieren (Vollmar et al. 2013). Die verschiedenen Zytokine
kénnen pro- oder antiinflammatorisch wirken (de Oliveira et al. 2011, Gadola 2012,
Kaufmann 2014, Vollmar et al. 2013).
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1.1.5.1. Tumornekrosefaktor a (TNF-a)

TNF-a ist ein Trimer aus 157 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 17 kDa
und wird von Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, natirlichen Killerzellen, T-Zellen
und Fibroblasten produziert (de Oliveira et al. 2011, Murphy et al. 2009, Sedger and
McDermott 2014, Vollimar et al. 2013). Das Zytokin selbst kann eine lokale
EntzGndungsreaktion, Zelldifferenzierung und Apoptose induzieren (de Oliveira et al.
2011, Turner et al. 2014). Durch Aktivierung der lokalen Blutgerinnung kommt es zu
einer Abkapselung eines Infektionsherdes, was zur Eindammung einer Infektion
beitragt (de Oliveira et al. 2011, Murphy et al. 2009, Vollmar et al. 2013). Zusatzlich
stimuliert TNF-a die Expression und Ausschuttung von Adhasionsmolekilen fur
Leukozyten am Endothel, welche dadurch in entziindetes Gewebe gelangen kénnen
(Dinarello 2000). AuRBerdem induziert es die Akute-Phase-Reaktion in der Leber,
welche zu einer erhdhten Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen (z.B. CRP) aus
den Hepatozyten fuhrt (Murphy et al. 2009). Als endogenes Pyrogen kann TNF-a
Fieber induzieren (Murphy et al. 2009). AuRerdem aktiviert es Makrophagen und
Granulozyten und stimuliert Phagozyten und andere Zellen weitere Zytokine wie
Interleukin 1 oder Interleukin 6, sowie TNF-a selbst zu sezernieren (Murphy et al.
2009, Sedger and McDermott 2014, Vollmar et al. 2013). Zusatzlich fungiert TNF-a
als T-Zell-Aktivator, stimuliert B-Zellen, regt die Produktion von Leukozyten im
Knochenmark an und kann Osteoklasten aktivieren (de Oliveira et al. 2011, Dinarello
2000, Locksley et al. 1987, Murphy et al. 2009, Schutt and Broker 2011, Sedger and
McDermott 2014, Turner et al. 2014, Vollmar et al. 2013).

1.1.5.2. Interleukin 6 (IL6)

IL6 ist ein Monomer aus 184 Aminosauren mit einem Molekulargewicht zwischen 21
und 28 kDa und wird von Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen, dendritischen
Zellen, T-Zellen und Hepatozyten produziert und sezerniert (de Oliveira et al. 2011,
Gadola 2012, Murphy et al. 2009, Turner et al. 2014, Vollmar et al. 2013). Die
Produktion von IL6 wird durch die Zytokine TNF-a und IL1B induziert (Gadola 2012,
Sedger and McDermott 2014). IL6 nimmt eine wichtige Rolle in der frihen
Immunantwort ein (Brocker et al. 2010). Es induziert die Differenzierung von B-

Lymphozyten zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen und induziert die
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Aktivierung, das Wachstum und die Differenzierung von T-Lymphozyten (Brocker et
al. 2010, Turner et al. 2014). IL 6 hat die breiteste Wirkung auf die intrahepatische
Synthese und Sekretion der Akute-Phase-Proteine (Gadola 2012, Murphy et al.
2009, Vollmar et al. 2013). Aulderdem fordert IL6 die Akkumulation von Monozyten
und Makrophagen in entziindetem Gewebe und verstarkt die Expansion von B- und
T-Lymphozyten (Gadola 2012). Durch die Stimulation der Hypothalamus-
Hypophysen-Achse wirkt es zusatzlich als endogenes Pyrogen (Gadola 2012). Des
Weiteren kann IL6 die Osteoklastendifferenzierung aktivieren und férdern (Brocker et
al. 2010, de Oliveira et al. 2011, Gadola 2012, Murphy et al. 2009, Schitt and Broker
2011, Turner et al. 2014, Vollmar et al. 2013).

1.1.5.3. Interleukin 1B (IL1B)

IL1B ist ein Monomer aus 153 Aminosauren mit einem Molekulargewicht zwischen 31
und 33 kDa und wird bei Zellverletzungen, Entziindungen oder Infektionen von
Monozyten, Makrophagen, Epithel- und Endothelzellen, dendritischen Zellen und
Fibroblasten freigesetzt (de Oliveira et al. 2011, Kaufmann 2014, Murphy et al. 2009,
Zhang and An 2007). Es wird als Vorlaufer Protein Pro-IL13 produziert und wird
durch das Enzym Caspase-1 in die aktive Form metabolisiert (de Oliveira et al.
2011). IL1B ist ein Schlusselenzym der Entzindungskaskade und dient der
Infektkontrolle (Gadola 2012). Es fluhrt zu Fieber, Vasodilatation und Hypotension,
aulRerdem induziert es die Genexpression und Synthese von Effektormolekilen der
Entzindungs- und Immunantwort (Dinarello 2009, Gadola 2012). Zusammen mit
TNF-a fuhrt IL1B zu einer erhdhten Expression von Adhasionsmolekilen am
Endothel, wodurch immunkompetente Zellen von der Blutzirkulation in das
extravaskulare Gewebe gelangen kénnen (Dinarello 2009, Gadola 2012). Zusatzlich
fordert IL18 die Produktion und Sekretion von IL6, induziert die B- und T-
Zelldifferenzierung und ist ebenfalls fur die Induktion der Akute-Phase-Reaktion in
der Leber zustandig (Dinarello 2009, Gadola 2012, Murphy et al. 2009). IL1B kann
ebenso wie TNF-a und IL6 Osteoklasten aktivieren (Schatt and Broker 2011).
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1.2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es ein grundlegendes Verstandnis fur die biologische Aktivitat
und Pathophysiologie der inflammatorischen Reaktion auf Abriebpartikel und lonen in
den parenchymatdsen Organen Niere, Leber, Milz und Lunge zu erhalten.

Da in der Huftendoprothetik unterschiedliche Oberflachenmaterialien als Gleitpartner
zur Verflugung stehen, sollten die Unterschiede zwischen Polyethylen- und
Metallpartikeln, sowie Metallionen herausgearbeitet werden. Von besonderem
Interesse war das inflammatorische Potential von Metallionen im Vergleich zu
Metallpartikel.

Die immunhistochemische Analyse der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL6
und IL1P sollte Erkenntnisse Uber die in den Organen als Antwort auf die systemisch

verteilten Partikel und lonen ausgeldste Entziindungsreaktion erbringen.
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2. Material und Methoden

2.1.Material und Gerate

Alle in der Arbeit zur immunhistochemischen Farbung verwendeten Antikdrper und
Reagenzien und die verwendeten Verbrauchsmaterialien und Gerate sind in Kapitel

7 aufgelistet.

2.2. Gewebeproben

Als Gewebeproben dienten die parenchymatésen Organe Niere, Leber, Milz und
Lunge weiblicher Balb/c-Mause. Die Mause wurden von der Charles River Wiga
GmbH fur Tierversuche gezlchtet und bereitgestellt (§§ 19-24 TierSchVersV). Es
gab drei Versuchsgruppen und eine Kontrollgruppe mit je zehn Mausen. Den
Versuchsgruppen wurden Suspensionen aus Metallpartikeln, Polyethylenpartikeln
oder Metallionen in das Kniegelenk injiziert, fir die Kontrollgruppe wurde PBS
verwendet. Die Organe wurden sieben Tage nach Injektion der Suspension
entnommen. Die Injektion der jeweiligen Suspension in die Kniegelenke der Mause
und Entnahme der Praparate fand im Rahmen einer anderen Arbeit des DFG-
geforderten Gemeinschaftsprojektes statt.

Die Versuche wurden gemaf des Tierschutzes bei der Regierung von Oberbayern
registriert und bewilligt (Aktenzeichen: 55.2-1-54-2532-82.12).

Die Metallpartikel wurden im Rahmen des Gemeinschaftsprojektes von der
Arbeitsgruppe Biomechanik und Implantatforschung der orthopadischen Uniklinik
Heidelberg hergestellt. Die generierten Partikel hatten eine mittlere Groe von
61,25nm = 18,47nm (Kretzer). lhre Form war uberwiegend oval (49%) und rund
(44%), ein kleiner Anteil der Metallpartikel war nadelférmig (7%) (Kretzer).

Die Metallionen wurden ebenfalls von der Arbeitsgruppe der orthopadischen Uniklinik
Heidelberg hergestellt. Die mit PBS generierte Suspension hatte einen
Metallionengehalt von 20,5mg/l und setzte sich zusammen aus 4,3mg/l Chrom,
13,7mg/l Cobalt, 0,8mg/l Molybdan und 1,7mg/l Nickel (Kretzer). Um eine
Zielkonzentration von 200ug/l zu erreichen, wurde die Metallionenlésung mit PBS

verdunnt (Kretzer).
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Die verwendeten Polyethylenpartikel waren industriell generierte runde bis
granulierte UHMWAPE-Partikel von BioEngineering Solutions Inc. mit einem

Durchmesser von 1,07um.

2.3. Fixierung, Entwasserung und Paraffineinbettung

Nach Entnahme der Organe wurden diese in einer neutral gepufferten
Formaldehydlésung 4% (Microcos GmbH Garching, Deutschland) fur mindestens 24
Stunden eingelegt und konserviert.

AnschlieBend wurden die Praparate in einem Entwasserungsautomaten mit
Paraffinbad (Entwasserungsautomat Hypercenter XP, Thermo Shandon GmbH
Frankfurt, Deutschland) entwassert und mit einer Paraffinausgiefl3station
(Paraffinausgiefstation Leica EG1160, Leica Microsystems Nussloch, Deutschland)
in Einbettkassetten eingebettet. Dazu wurde das Paraffin auf 60°C erhitzt und in
flussigem Zustand auf die in den Einbettkassetten zentrierten Organe gegossen.
Zum Erstarren der Blocke wurden diese auf eine Kihlplatte (-5°C) gestellt. Die

fertigen Paraffinblécke wurden bei Raumtemperatur gelagert.

2.4. Herstellung von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden an einem Rotationsmikrotom (Rotationsmikrotom Leica
RM2255, Leica Microsystems Nussloch, Deutschland) mit passenden
Mikrotommessern (Microtom Blade A35-pfm, Feather Safety Razor Co. Ltd. Osaka,
Japan) angefertigt.

Vor dem Schneiden wurden die Paraffinblécke auf einer Kuhlplatte (Mobile Cooling
System, pfm medical ag Koln, Deutschland) gekuhlt. Der Block wurde auf dem Tisch
des Mikrotoms eingespannt, bis zur gewlnschten Ebene angeschnitten und 2 pm
dicke Schnitte des Praparates angefertigt. Mit einer Pinzette wurden die Schnitte in
ein Streckbad (Paraffin-Streckbad, Gesellschaft fur Labortechnik Burgwedel,
Deutschland) gegeben und auf Objekttrager (Objekttrager Superfrost Plus, Menzel
GmbH & Co KG Braunschweig, Deutschland) aufgezogen. Anschlie3end trockneten
die Schnitte auf einer Heizplatte (Medax GmbH & Co.KG Blchenbach, Deutschland)
bei 75°C fur 20 Minuten.
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2.5. Immunhistochemische Farbung
2.5.1. Grundlagen der Immunhistochmie

Das Ziel der Immunhistochemie ist es, antigene Komponenten in Gewebeschnitten
oder Zellen mittels Antikdrper sichtbar zu machen (DCS , Noll and Schaub-Kuhnen
2000). Dabei bindet ein spezifischer Antikdrper an das Epitop des nachzuweisenden
Antigens und mittels einer Enzymreaktion durch alkalische Phosphatase oder
Peroxidase und einem Chromogen wird der gebundene Antikdrper sichtbar gemacht
(DCS , Noll and Schaub-Kuhnen 2000). In dieser Arbeit wurde als Enzym
Meerrettich-Peroxidase verwendet. Als Chromogen wurde DAB (3,3Diaminobenzidin)
benutzt, welches durch Gegenfarbung mit Hamatoxylin ein braunes Farbprodukt
ergibt.

Unter den zahlreichen Farbemethoden ist zunachst die direkte Immunhistochemie zu
nennen, bei welcher der Primarantikorper direkt mit einem Enzym konjugiert wird
(DCS , Lang 2013, Luttmann et al. 2014). Aufgrund des schwachen Farbsignals wird
diese Methode selten genutzt (DCS , Luttmann et al. 2014).

Bei der indirekten Immunhistochemie bindet an den unkonjugierten Primarantikorper
zusatzlich ein Sekundarantikérper, welcher gegen den Primarantikérper gerichtet und
mit einem Enzym gekoppelt ist (DCS , Lang 2013, Noll and Schaub-Kuhnen 2000).
Eine weitere Farbemethode ist die doppelt indirekte Methode, bei der zusatzlich ein
gleichartig  konjugierter  Tertiarantikbrper, der gegen den konjugierten
Sekundarantikérper gerichtet ist, hinzugegeben wird (Luttmann et al. 2014, Noll and
Schaub-Kuhnen 2000).

Die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) beruht auf der hohen Affinitat
von Avidin zu Biotin (DCS , Noll and Schaub-Kuhnen 2000). Avidin ist ein aus
Huhnereiweill gewonnenes Glykoprotein und besitzt vier Bindungsstellen fir Biotin
(DCS , Noll and Schaub-Kuhnen 2000). Da teilweise unspezifische Reaktionen bei
der Verwendung von Avidin entstehen, wurde ein reineres, gentechnisch
hergestelltes Produkt bendtigt (Noll and Schaub-Kuhnen 2000). Dabei handelt es
sich um Streptavidin, das aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert wird
(DCS , Noll and Schaub-Kuhnen 2000). Bei dieser Farbemethode gibt man zum
Primarantikdrper einen biotinylierten Brickenantikérper, an den der Streptavidin-
Biotin-Enzymkomplex bindet. Dieser Enzymkomplex besteht aus Streptavidin, das an

drei von vier Bindungsstellen Biotin gebunden hat, welches wiederum an ein
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biotinyliertes Enzym gekoppelt ist. (DCS , Lang 2013, Luttmann et al. 2014, Noll and
Schaub-Kuhnen 2000)

Eine weitere auf die ABC-Methode aufbauende Farbemethode ist die Labeled
Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-Methode), bei der im dritten Schritt zum
biotinylierten Brickenantikorper ein direkt mit einem Enzym konjugiertes Streptavidin
gegeben wird (Lang 2013, Luttmann et al. 2014, Noll and Schaub-Kuhnen 2000).

Als letzte Methode ist das Polymersystem zu nennen, welches in dieser Arbeit
Anwendung fand. Dabei wird der Primarantikorper Uber ein Dextran-Polymer-
Konjugat nachgewiesen. An ein Polymer sind mehrere Moleklle eines
Sekundarantikérpers (Link) und eines Enzyms gekoppelt, dadurch wird eine
verstarkte Anfarbung des Antigens erreicht. (DCS , Lang 2013, Luttmann et al. 2014,
Noll and Schaub-Kuhnen 2000)

2.5.2. Farbemethode und Farbeprotokoll

Die Primarantikdrper wurden bei -20°C, Link und Label sowie das Chromogen bei
4°C gelagert.

Vor der Farbung wurden die Praparate ausgewahlt, beschriftet und in einem
Objekttragerhalter (Farbe-Rack, Diapath S.P.A. Martinengo BG, ltalien) fur 16
Stunden bei 60°C im Trockenschrank (Binder GmbH Tuttlingen, Deutschland)
vollstandig getrocknet.

Die Schnitte wurden aus dem Trockenschrank genommen und auf Raumtemperatur
abgekuhlt. Die Entparaffinierung erfolgte zweimal fur je zehn Minuten mit Xylol (Xylol
reinst >98%, SAV Liquid Production GmbH Flintsbach am Inn, Deutschland) und zur
Rehydrierung kamen die Schnitte jeweils funf Minuten in Kivetten mit Alkohol in
absteigender Konzentration (Ethanol 100%, Ethanol 96%, Ethanol 70%, Apotheke
Innenstadt Universitat Minchen, Deutschland).

Fir die Antigen-Demaskierung, welche durch die Fixierung mit Formalin entstanden
ist (Noll and Schaub-Kuhnen 2000), wurden die Schnitte in einem EDTA-Puffer pH 9
(DCS LabLine EDTA-Puffer pH 9 (10 x konzentriert), DCS Innovative Diagnostik-
Systeme Hamburg, Deutschland) in einem Dampfgarer (Dampfgarer Braun
MultiGourmet, De’Longhi Deutschland GmbH Geschaftsbereich Braun Household
Neu-Isenburg, Deutschland) fur 30 Minuten bei 100°C gekocht. Danach kuhlten die

26



Schnitte im EDTA-Puffer fur 20 Minuten ab und wurden anschlieRend fur drei
Minuten in einer PBS-Brij Losung gewaschen.

Zur Blockade endogener Peroxidasen und dadurch  unspezifischer
Hintergrundfarbungen (Noll and Schaub-Kuhnen 2000) wurden die Praparate flr vier
Minuten in eine Klvette mit Wasserstoffperoxid 3% (Wasserstoffperoxid 30%, Merck
KGaA Darmstadt, Deutschland) gegeben und danach dreimal zwei Minuten in PBS-
Brij gewaschen.

Fur die Inkubation mit dem Primarantikbrper wurden die Schnitte in eine mit
Aquadest gefullte Farbekammer (Farbekammern Stain Tray, Carl Roth GmbH + Co
Karlsruhe, Deutschland) gelegt und je 100 pl des Primarantikorpers auf die Praparate
gegeben (Inkubation fur 60 Minuten bei Raumtemperatur). Anschlielend wurden die
Schnitte dreimal zwei Minuten in PBS-Brij gewaschen und in die mit Aquadest
geflllte Farbekammer zur Inkubation mit dem Link (DCS Detection Line
SUPERVision 2 Single Species HRP-Polymer Kaninchen, DCS Innovative
Diagnostik-Systeme Hamburg, Deutschland) zurtickgelegt. Es wurden je 100 pl des
Links auf die Schnitte pipettiert und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde dreimal zwei Minuten in PBS-Brij gewaschen und die Praparate
wurden in der Farbekammer mit je 100 pl des Labels (DCS Detection Line
SUPERVision 2 Single Species HRP-Polymer Kaninchen, DCS Innovative
Diagnostik-Systeme Hamburg, Deutschland) fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Vor der Inkubation mit dem Chromogen (DCS ChromoLine DAB-2
Komponenten/Chromogen-Kit, DCS Innovative Diagnostik-Systeme Hamburg,
Deutschland) wurden die Schnitte erneut dreimal zwei Minuten in einer PBS-Brij
Ldsung gewaschen und zurick in die feuchte Farbekammer gelegt. Es wurden je
100 pl des Chromogens auf die Schnitte pipettiert und flr finf Minuten in der
abgedunkelten Farbekammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach dem Waschschritt mittels PBS-Brij fur drei Minuten wurden die Schnitte fir 30
Sekunden in Hamatoxylin (Mayer's Hematoxylin Solution, AppliChem Darmstadt,
Deutschland) gegengefarbt und zum Wassern in eine Kuvette mit Leitungswasser
gegeben (zehn Minuten).

Zum Entwassern wurden die Schnitte nacheinander in eine in der Konzentration
aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70%, Ethanol 96%, Ethanol 100%) und Xylol
gegeben, um abschlieBend mit einem Tropfen Eukitt (O.Kindler GmbH Freiburg,
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Deutschland) fixiert und einem Deckglas (Deckglaser 24x32 mm/ 24x50 mm, Menzel
GmbH & Co KG Braunschweig, Deutschland) eingedeckelt zu werden.
Die fertigen Praparate wurden in Farbekasten bei Raumtemperatur gelagert.

Die Herstellung der Puffer erfolgte nach folgendem Schema:

PBS-Puffer:
11 PBS (Apotheke Innenstadt Universitat Minchen, Deutschland)
ad 9 L Aquadest

PBS-Brij:
1 ml Brij L23 solution (Sigma Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland)
ad 1000 ml PBS

Wasserstoffperoxid 3%:
1 1 Wasserstoffperoxid 30% (Merck KGaA Darmstadt, Deutschland)
ad 9 L Aquadest

EDTA Puffer pH 9:
1 | DCS LabLine EDTA-Puffer pH9 (DCS Innovative Diagnostik-Systeme
Hamburg, Deutschland)
ad 9 | Aquadest

Alle verwendeten Materialien und Gerate sind in Kapitel 7 aufgefihrt. Das

Farbeprotokoll ist in Tabelle 1 dargestelit.
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Xylol 200 ml Farbeklvette 10 Min.
Xylol 200 ml Farbeklvette 10 Min.
Ethanol 100% 200 ml Farbekuvette 5 Min.
Ethanol 100% 200 ml Farbekuvette 5 Min.
Ethanol 96% 200 ml Farbekuvette 5 Min.
Ethanol 70% 200 ml Farbekuvette 5 Min.

EDTA-Puffer pH9 (10 x

Dampfgarer

30 Min. kochen bei

konzentriert) 100°C, 20 Min. abkihlen
PBS-Brij 200 ml Farbeklvette 3 Min.
Wasserstoffperoxid 3% 200 ml Farbeklvette 4 Min.
PBS-Brij 200 ml Farbeklvette 3 x 2 Min.
Primarantikdrper 100 pl pro Schnitt in der 60 Min. bei
verdunnt mit Antikorper- Farbekammer Raumtemperatur
Verdlinnungspuffer
TNF-alpha 1:500
IL-6 1:200
IL-1b 1:100
PBS-Brij 200 ml Farbeklvette 3 x 2 Min.
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Link 100 pl pro Schnitt in der 20 Min. bei
Farbekammer Raumtemperatur
PBS-Brij 200 ml Farbeklvette 3 x 2 Min.
Label 100 pl pro Schnitt in der 20 Min. bei
Farbekammer Raumtemperatur
PBS-Brij 200 ml Farbeklvette 3 x 2 Min.
Chromogen 100 pl pro Schnitt in der 5 Min. bei
abgedunkelten Raumtemperatur
Farbekammer
PBS-Brij 200 ml Farbeklvette 3 Min.
Hamatoxylin 200 ml Farbeklvette 30 Sek.
Wassern mit 200 ml Farbeklvette 10 Min.
Leitungswasser
Ethanol 70% 200 ml Farbeklvette 5 Min.
Ethanol 96% 200 ml Farbeklvette 5 Min.
Ethanol 100% 200 ml Farbeklvette 5 Min.
Ethanol 100% 200 ml Farbeklvette 5 Min.
Xylol 200 ml Farbeklvette 10 Min.
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Xylol 200 ml Farbeklvette 10 Min.

Eindecken mit Eukitt

Tabelle 1: Farbeprotokoll der immunhistochemischen Farbung

2.6. Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Praparate erfolgte an einem
Lichtmikroskop (M8 Microscope and Scanner, PreciPoint GmbH Freising,
Deutschland).

Als Negativkontrollen dienten entsprechende nicht vorbehandelte Organe. Als
Positivkontrolle dienten Gewebe, die laut Antikdrper Datenblatt sicher das Zielprotein
exprimieren. Fur die Farbungen mit TNF-a dienten Milzschnitte und fur die
Farbungen mit IL-6 und IL-18 Lungenschnitte. Pro Schnitt wurden die positiven
Zellen in 20 Gesichtsfeldern in 200x Vergrolierung gezahlt, als positiv. wurden
braunlich angefarbte Zellen gewertet. Alle Praparate wurden mit zwei
entsprechenden Negativkontrollen verglichen, um unspezifische Bindungen von
spezifischen Antigen-Antikérper-Bindungen zu unterscheiden. Da die Milz fir die
immunhistochemischen Farbungen mit TNF-a und die Lunge fur die Farbungen mit
IL-6 und IL-1B als Positivkontrollen dienten, wurden diese aus der Arbeit

ausgeschlossen.

2.7. Statistik

Die erhobenen Daten wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft
Excel 2011 erfasst und zur statistischen Auswertung wurde mit dem
Statistikprogramm SPSS 24 gearbeitet.

Zur Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen den Gruppen wurde als
statistischer Test der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test verwendet. Um die
Gruppen zusatzlich paarweise vergleichen zu kdnnen, wurde als Post-hoc-Test eine

Bonferroni-Korrektur durchgefihrt.
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Die angegebenen p-Werte wurden nach Bonferroni adjustiert. Adjustierte p-Werte

unter 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse
3.1.Niere
3.1.1. Expression von TNF-a in der Niere

In der Niere zeigte sich in der Metallionen- (M) (p < 0,001) und
Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,008) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS) ein
signifikanter Unterschied in der Expression von TNF-a. Im Vergleich der
Versuchsgruppen untereinander zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der Metallionen- (MI) und der Metallpartikelgruppe (MP) (p < 0,001).
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Abb. 14 zeigt die signifikant vermehrte Expression von TNF-a in der Niere in der Metallionen-
(M) (p < 0,001) und Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,008) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter
Unterschied (p < 0,001) zwischen der Metallionen- (MI) und der Metallpartikelgruppe (MP)

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreiler
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Abb. 15 zeigt Ausschnitte von Nieren Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen,
die mit TNF-a gefarbt wurden. Abb. 15.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 15.2
einen Ausschnitt der MP-Gruppe, Abb. 15.3 der PE-Gruppe und Abb. 154 der
Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Mallstab im Bild: 100um
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3.1.2. Expression von IL6 in der Niere

In der Expression von IL6 in der Niere zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p <
0,001) zwischen der Metallionen- (MI) und der Metallpartikelgruppe (MP) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Im Vergleich der Gruppen untereinander zeigte
sich zusatzlich ein signifikanter Unterschied (p = 0,006) zwischen der Metallionen-

(MI) und der Polyethylenpartikelgruppe (PE).
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Abb. 16 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p < 0,001) von IL6 in der Niere in der
Metallionen- (MI) und Metallpartikelgruppe (MP) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS).
Zwischen den Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,006)
zwischen der Metallionen- (MI) und Polyethylengruppe (PE).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreiler
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Abb. 17 zeigt Ausschnitte von Nieren Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen,
die mit IL6 gefarbt wurden. Abb. 17.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 17.2 einen
Ausschnitt der MP-Gruppe, Abb. 17.3 der PE-Gruppe und Abb. 17.4 der Kontrollgruppe.
Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Mallstab im Bild: 100um
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3.1.3. Expression von IL1B in der Niere

In der Expression von IL1B zeigte sich lediglich ein signifikanter Unterschied (p =
0,034) zwischen der Metallionen- (MI) und der Kontroligruppe (PBS). Im Vergleich
der Versuchsgruppen untereinander zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p >

0,05) in der Expression von IL1.
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Abb. 18 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,034) von IL1[ in der Niere in der
Metallionengruppe (MI) im Vergleich zur Kontroligruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) in der Expression von
IL1B.

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)
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Abb. 19 zeigt Ausschnitte von Nieren Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen,
die mit IL13 gefarbt wurden. Abb. 19.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 19.2
einen Ausschnitt der MP-Gruppe, Abb. 19.3 der PE-Gruppe und Abb. 19.4 der
Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Malistab im Bild: 100um
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3.2. Leber
3.2.1. Expression von TNF-a in der Leber

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS) zeigte sich in der Leber in der Expression von
TNF-a lediglich ein signifikanter Unterschied (p = 0,045) in der Metallpartikelgruppe
(MP). Im Vergleich der Versuchsgruppen untereinander ergab sich kein signifikanter
Unterschied (p > 0,05).
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Abb. 20 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,045) von TNF-a in der Leber in der
Metallpartikelgruppe (MP) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) in der Expression von
TNF- a.

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

° = milder Ausreiler
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Abb. 21 zeigt Ausschnitte von Leber Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen, die
mit TNF- a gefarbt wurden. Abb. 21.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 21.2 der
MP-Gruppe, Abb. 21.3 der PE-Gruppe und Abb. 21.4 der Kontrollgruppe. Beispielhaft
wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Malistab im Bild: 100um
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3.2.2. Expression von IL6 in der Leber

In der Expression von IL6 zeigte sich in der Leber im Vergleich zur Kontrollgruppe
(PBS) ein signifikanter Unterschied in der Metallionen- (MI) (p < 0,001) und
Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,004). Zwischen den Versuchsgruppen zeigte
sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,002) zwischen der Metallionen- (MI) und

Metallpartikelgruppe (MP).
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Abb. 22 zeigt die signifikant vermehrte Expression von IL6 in der Leber in der Metallionen-
(M) (p < 0,001) und Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,004) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter
Unterschied (p = 0,002) zwischen der Metallionen- (MI) und Metallpartikelgruppe (MP).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreiler

* = extremer Ausreilder
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Abb. 23 zeigt Ausschnitte von Leber Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen, die
mit IL6 gefarbt wurden. Abb. 23.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 23.2 der MP-
Gruppe, Abb. 23.3 der PE-Gruppe und Abb. 23.4 der Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden

einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Malistab im Bild: 100um
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3.2.3. Expression von IL1B in der Leber

In der Leber zeigte sich in der Expression von IL13 ein signifikanter Unterschied (p <
0,001) in der Polyethylenpartikelgruppe (PE) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS).
Im Vergleich der Versuchsgruppen untereinander ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der Polyethylenpartikel- (PE) und der Metallionengruppe (Ml)
(p = 0,041) und zwischen der Polyethylenpartikel- und der Metallpartikelgruppe (MP)
(p = 0,045).
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Abb. 24 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p < 0,001) von IL1B in der Leber in der
Polyethylengruppe (PE) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Metallionen- (MI)
und der Polyethylengruppe (PE) (p = 0,041) und zwischen der Metallpartikel- (MP) und der
Polyethylengruppe (PE) (p = 0,045).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

* = extremer Ausreilder
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Abb. 25 zeigt Ausschnitte von Leber Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen, die
mit IL13 gefarbt wurden. Abb. 25.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 25.2 der MP-
Gruppe, Abb. 25.3 der PE-Gruppe und Abb. 25.4 der Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden

einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Malistab im Bild: 100um
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3.3. Milz
3.3.1. Expression von IL6 in der Milz

In der Milz zeigte sich in der Expression von IL6 ein signifikanter Unterschied (p =
0,027) in der Metallpartikelgruppe (MP) im Vergleich zu Kontrollgruppe (PBS). Im
Vergleich der Versuchsgruppen untereinander zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der Metallionen- (MI) und Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p =
0,03) und zwischen der Metallpartikel- (MP) und Metallionengruppe (Ml) (p = 0,002).
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Abb. 26 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,027) von IL6 in der Milz in der
Metallpartikelgruppe (MP) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Metallionen- (MI)
und der Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,03) und zwischen der Metallpartikel- (MP) und
der Metallionengruppe (MI) (p = 0,002).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen
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Abb. 27 zeigt Ausschnitte von Milz Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen, die
mit IL6 gefarbt wurden. Abb. 27.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 27.2 der MP-
Gruppe, Abb. 27.3 der PE-Gruppe und Abb. 27.4 der Kontrollgruppe. In den Abbildungen
27.1-3 wurden beispielhaft einige positive Zellen mit Pfeilen markiert. In Abb. 27.4 sind keine
positiven Zellen zu sehen.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Malstab im Bild: 100um
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3.3.2. Expression von IL1B in der Milz

In der Expression von IL1B zeigte sich in der Milz ein signifikanter Unterschied (p =
0,036) in der Metallionengruppe (MI) im Vergleich zur Kontroligruppe (PBS). Im
Vergleich der Versuchsgruppen untereinander ergab sich ein signifikanter
Unterschied (p = 0,014) zwischen der Metallpartikel- (MP) und der Metallionengruppe
(MI).
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Abb. 28 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,036) von IL1B in der Milz in der
Metallionengruppe (MI) im Vergleich zur Kontroligruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Metallpartikel- (MP)
und der Metallionengruppe (Ml) (p = 0,014).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreiler

* = extremer Ausreilder
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Abb. 29 zeigt Ausschnitte von Milz Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen, die
mit IL1B gefarbt wurden. Abb. 29.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 29.2 der MP-
Gruppe, Abb. 29.3 der PE-Gruppe und Abb. 29.4 der Kontrollgruppe. In den Abbildungen
29.1-3 wurden beispielhaft positive Zellen mit Pfeilen markiert. In Abb. 29.4 sind keine
positiven Zellen zu sehen.

Jeweils 200-fache VergroRerung, Malstab im Bild: 100um
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3.4. Lunge
3.4.1. Expression von TNF-a in der Lunge

In der Lunge zeigte sich in allen Versuchsgruppen eine Hochregulierung des
Zytokins TNF-a. Ein signifikanter Unterschied in der Expression zeigte sich in der
Metallionen- (MI) (p = 0,039) und Metallpartikelgruppe (MP) (p < 0,001) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (PBS). Im Vergleich der Versuchsgruppen untereinander zeigte
sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,01) zwischen der Metallpartikel- (MP) und
der Polyethylenpartikelgruppe (PE).
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Abb. 30 zeigt die signifikant vermehrte Expression von TNF-a in der Lunge in der
Metallionen- (MI) (p = 0,039) und Metallpartikelgruppe (MP) (p < 0,001) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den Versuchsgruppen zeigte sich ein signifikanter
Unterschied (p = 0,01) zwischen der Metallpartikel- (MP) und der Polyethylenpartikelgruppe
(PE).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreiler

* = extremer Ausreil3er
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Abb. 31 zeigt Ausschnitte von Lungen Praparaten der unterschiedlichen Versuchsgruppen,
die mit TNF-a gefarbt wurden. Abb. 31.1 zeigt einen Ausschnitt der MI-Gruppe, Abb. 31.2
der MP-Gruppe, Abb. 31.3 der PE-Gruppe und Abb. 31.4 der Kontrollgruppe. Beispielhaft
wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Jeweils 200-fache VergrofRerung, Mal3stab im Bild: 100um
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4. Diskussion

Die in der Huftendoprothetik verwendeten Materialien unterliegen unterschiedlichen
Abriebmechanismen und Korrosion (Dapunt et al. 2014). Dadurch entstehen in den
kinstlichen Gelenken Abriebpartikel und I6sliche Produkte wie lonen, die
unerwinschte Reaktionen in den Patienten hervorrufen kénnen (Bauer and
Shanbhag 2008, Hallab and Jacobs 2009, Merritt and Brown 1996, Otto et al. 2006).

Lokal koénnen die Abriebpartikel aus den kinstlichen Gelenken in das
periprothetische Gewebe gelangen und dort Makrophagen aktivieren (Hallab and
Jacobs 2009, Kaddick et al. 2009, Man et al. 2017, Otto et al. 2006). Die aktivierten
Makrophagen werden zur Produktion und Sekretion proinflammatorischer Zytokine
angeregt, welche eine aseptische Entzindungsreaktion auslésen (Hallab and Jacobs
2009, Kaddick et al. 2009, Man et al. 2017, Otto et al. 2006). Das Ausmal} der
proinflammatorischen Reaktion ist dabei von der Zusammensetzung, der GrofRe, der
Form und der Anzahl der Partikel abhangig (Kaddick et al. 2009, Purdue et al. 2006).
Die sezernierten Zytokine induzieren zusatzlich die Aktivierung und Differenzierung
von Osteoklasten, was zu periprothetischen Osteolysen und letztendlich zu einer
aseptischen Prothesenlockerung fuhren kann (Kaddick et al. 2009, Krenn 2013, Man
et al. 2017). Die partikelinduzierte Implantatiockerung ist die haufigste Ursache des
Prothesenversagens und stellt einen der Hauptgrinde fiur einen Revisionseingriff
nach Implantation einer Endoprothese dar (Diehl et al. 2010, Hallab and Jacobs
2009, Landgraeber et al. 2014).

Klinisch bedeutsam ist zusatzlich, dass die Abriebpartikel und lonen nicht nur aus
den Gelenken in das periprothetische Gewebe gelangen kdnnen, sondern auch
systemisch verteilt werden (Bijukumar et al. 2018, Case et al. 1994, Urban et al.
2000). Metall- und Polyethylenpartikel wurden bei post mortem Analysen in lokalen
und weiter entfernten Lymphknoten, in der Leber und der Milz von Patienten mit
Gelenkprothesen gefunden (Case et al. 1994, Urban et al. 2000). Die Partikel wurden
vermehrt bei Patienten mit Prothesenversagen nachgewiesen (Case et al. 1994,
Urban et al. 2000). Bisher konnten noch keine direkten toxischen Effekte durch
akkumulierte Partikel im Gewebe gezeigt werden (Bijukumar et al. 2018). Jedoch ist
bekannt, dass Patienten mit Metall-Metall- oder Metall-Polyethylen-Prothesen
erhdhte Serumkonzentrationen fur Cobalt- und Chromionen aufweisen als Patienten
ohne Prothesen (Cobb and Schmalzreid 2006, Rasquinha et al. 2006, Savarino et al.

2002). Da die lonen mit dem Urin Uber die Nieren ausgeschieden werden, kdnnte es
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bei erhdhten lonenkonzentrationen oder bei verringerter Nierenfunktion zu einer
toxischen Wirkung der lonen auf das Nierengewebe kommen (Chandran and Giori
2011, Cobb and Schmalzreid 2006, Corradi et al. 2011). Huk et al. konnten in
Zellkulturen nachweisen, dass nach Inkubation mit Cobalt- und Chrom-lonen in
Makrophagen Apoptosen und Nekrosen induziert werden (Huk et al. 2004).

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein grundlegendes Verstandnis fur die
inflammatorische Reaktion auf Abriebpartikel und lonen in parenchymatdsen
Organen zu erhalten. Daflr wurde eine immunhistochemische Anaylse der in den
murinen Organen Niere, Leber, Milz und Lunge exprimierten proinflammatorischen
Zytokine nach Injektion von Partikeln oder lonen in das murine Kniegelenk
durchgefuhrt.

4.1. Diskussion der Methodik

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben stammten von einem in-vivo Maus
Modell, bei welchem weiblichen Balb/c-Mausen Suspensionen aus Partikeln oder
lonen intraartikular in das Kniegelenk injiziert wurden.

In vielen anderen Studien wurde die biologische Aktivitat von Abriebpartikeln und
lonen lediglich in in-vitro Modellen an einzelnen Zellarten untersucht (Catelas et al.
2003, Devitt et al. 2010, Huk et al. 2004, Kwon et al. 2009, Posada et al. 2014,
Posada et al. 2015). An der inflammatorischen Reaktion auf Abriebpartikel sind
jedoch nicht nur einzelne Zellarten wie Makrophagen, sondern auch andere Zellen
wie beispielsweise Lymphozyten beteiligt (Zysk et al. 2003). Deshalb ist das in dieser
Arbeit verwendete in-vivo Modell fur die Untersuchung der komplexen Vorgange der
EntzGndungsreaktion auf  Abriebpartikel unter Berucksichtigung der
Wechselwirkungen einer Vielzahl von Zellen untereinander und mit dem
umgebenden Gewebe den in-vitro Modellen Uberlegen.

Die Maus wurde als Modellorganismus gewahlt, da das Mausgenom seit 2001
vollstandig sequenziert wurde und weitestgehend dem des Menschen entspricht
(Graw 2015). Die in der Maus ablaufenden biochemischen und physiologischen
Ablaufe sind gut mit den Ablaufen des Menschen vergleichbar (Graw 2015).

Das Kniegelenk wurde als Gelenk gewahlt, weil es flr die Injektion der
verschiedenen Suspensionen gut zuganglich ist. Im Vergleich zu anderen in-vivo
Studien (Afolaranmi et al. 2012, Burian et al. 2006, Jakobsen et al. 2007, Liu et al.
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2010) wirken die Partikel durch die intraartikulare Injektion am gleichen Ort, an dem
sie bei Patienten mit Gelenkprothesen freigesetzt werden und von dort systemisch
verteilt werden kénnen. Die Partikel befinden sich nach Injektion somit intraartikular
in Kontakt mit der Synovialflissigkeit, den Zellen, Molekllen und Proteinen, die die
Partikel transportieren.

Ein anderes in-vivo Modell zur Untersuchung der systemischen Verteilung von
Metallpartikeln und zusatzlich zur Messung von Metallkonzentrationen im Blut, ist
das von Afolaranmi et al. genutzte Modell (Afolaranmi et al. 2012). Dabei wurden bei
Mausen subkutan am Rucken, durch Injektion steriler Luft, eine Ruickenluftkammer
gebildet und in diese Luftkammer wurde eine Suspension mit Co-Cr-Partikeln injiziert
(Afolaranmi et al. 2012). Zur Simulation der systemischen Verteilung von
Abriebpartikeln aus Gelenkprothesen ist dieses Modell nur begrenzt aussagekraftigt,
da die Partikel hier nicht aus dem Gelenk, sondern ausgehend vom
Subkutangewebe verteilt werden.

Burian et al. verwendeten ein weiteres Modell zur in-vivo Analyse der systemischen
Verteilung von Metallpartikeln (Burian et al. 2006). Dabei wurden bei Goldhamstern
kinstliche Ruckenhautkammern gebildet, in welche Edelstahl- oder Titanpartikel
implantiert wurden und daraufhin die systemische Verteilung der Partikel in die
parenchymatdsen Organe Herz, Lunge, Leber und Milz und Blutproben untersucht
wurden (Burian et al. 2006). Dieses Modell ist ebenso nur bedingt geeignet, um
Aussagen Uber die systemische Verteilung von Abriebpartikeln von Gelenkprothesen
zu treffen, da die Partikel ausgehend von einem anderen Ort transportiert werden.
Ein weiteres in der Literatur beschriebene in-vivo Modell ist das von Jakobsen et al.
verwendete Modell (Jakobsen et al. 2007). Dabei wurden Ratten Drahte aus einer
Co-Cr-Mo Legierung in den Musculus gastrocnemius des linken Beines oder
intraperitoneal fiur neun Monate implantiert und anschlieBend die
Metallkonzentrationen in der Leber und Niere gemessen (Jakobsen et al. 2007).
Auch bei diesem Modell ist die Aussagekraft zu diskutieren, da die implantierten
Drahte nicht im Gelenk sondern intramuskuldr oder intraperitoneal implantiert
wurden.

Liu et al. untersuchten mit einem weiteren Modell die Toxizitat von Cobalt-lonen, die
durch Korrosion der Gleitpartner der Metallprothesen und der Abriebpartikel
entstehen kdnnen (Liu et al. 2010). Bei diesem Modell wurden Mausen taglich

Cobalt-lonen Uber einen Zeitraum von drei Wochen intraperitoneal injiziert. Zu
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unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die Serumionenkonzentrationen gemessen
und nach drei Wochen die Organe Leber, Niere und Herz makro- und mikroskopisch
untersucht (Liu et al. 2010). Dieses Modell ist geeignet, um die Toxizitat der lonen zu
untersuchen. Ob das Modell zur Simulation der systemischen Effekte der
Metallionen, die durch die Oberflachenmaterialien von Gelenkprothesen entstehen,
geeignet ist, bleibt fraglich, da die lonen primar intraperitoneal injiziert wurden.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das in dieser Arbeit verwendete
Modell am ehesten zur Simulation der systemischen Verteilung von Abriebpartikeln
und lonen geeignet ist. Da die untersuchten Partikel und lonen intraartikular injiziert
wurden und sich dadurch im gleichen Umgebungsmilieu wie bei Patienten mit
kinstlichen Gelenken befanden. Dadurch lassen sich gute Vergleiche uber die
systemische inflammatorische Aktivitdt der Partikel und lonen ziehen. Zusatzlich
wurde das in dieser Arbeit verwendete Modell bereits in vielen weiteren Studien
angewandt (Ebinger 2019, Lorber et al. 2014, Paulus et al. 2019, Utzschneider 2010,
Utzschneider et al. 2010, Utzschneider et al. 2014) und stellt ein seit vielen Jahren
bewahrtes Modell zur Untersuchung der inflammatorischen Reaktion auf
Abriebpartikel dar.

In dieser Arbeit wurde ein Zeitraum von sieben Tagen zwischen Partikel- und
loneninjektion und Entnahme der Organe gewahlt. Dieses Zeitfenster wurde bereits
in dem von Zysk et al. etablierten Inflammationsmodell als optimaler Zeitraum
festgelegt (Zysk et al. 2003). Afolaranmi et al. untersuchten die
Metallpartikelverteilung in unterschiedliche Organe und konnten einen Anstieg der
Metallkonzentrationen mit einem Maximum nach zwei bis drei Tagen nachweisen, zu
spateren Zeitpunkten waren die Werte hingegen wieder fallend (Afolaranmi et al.
2012). In der Literatur werden zur Analyse der systemischen Verteilung von Partikeln
und lonen aber auch Zeitrdume zwischen zwei und drei Wochen, bis zu neun
Monaten genannt (Burian et al. 2006, Jakobsen et al. 2007, Liu et al. 2010).
Metallionen werden innerhalb von 48 Stunden fast vollstandig Uber die Nieren aus
dem Korper eliminiert (Merritt and Brown 1996), was den Kurzzeitcharakter der
Arbeit zur Analyse der systemischen Reaktion auf Abriebpartikel und lonen
unterstitzt. In zahlreichen in-vitro Studien (Catelas et al. 2003, Dalal et al. 2012,
Devitt et al. 2010, Huk et al. 2004, Posada et al. 2014) konnten bereits nach 24 bis

48 Stunden unterschiedliche Reaktionen wie erhdhte Zytokinsekretion, Zelltod oder
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verringerte Lebensfahigkeit der Zellen nach Inkubation mit Partikeln oder lonen

nachgewiesen werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Polyethylenpartikel hatten einen Druchmesser von
1,07 um und zeigten sich morphologisch als runde bis granulare Partikel. Bei in der
Literatur beschriebenen Partikelanalysen findet man GréRenangaben der PE-Partikel
von unter 1 ym bis mehrere 100 ym (Baxter et al. 2013, Catelas et al. 2011, Otto et
al. 2006) und die Partikel werden als rund bis nadelférmig beschrieben (Catelas et al.
2011).

Die verwendeten Metallpartikel hatten eine mittlere GroRe von 61,25nm £18,47nm
und waren uberwiegend oval (49%) und rund (44%), ein kleiner Anteil war
nadelférmig (7%) (Kretzer). In der Literatur werden Metallpartikel im Nanometer-
Bereich meistens unter 100 nm bis 500 nm grof3 beschrieben (Catelas et al. 2011,
Espallargas et al. 2017, Kovochich et al. 2018, Madl et al. 2015, Wang et al. 2017).
Die zum Grof3teil runde und ovale Form und wenig nadelférmige Partikel stimmt mit
den in anderen Studien beschriebenen Formen Uberein (Catelas et al. 2011, Crainic
et al. 2020, Wang et al. 2017).

Basierend auf dem von Zysk et al. etablierten Inflammatationsmodell wurde eine
Partikelkonzentration von 0,1 Vol.-% gewahlt (Zysk et al. 2003).

Die gewahlte Metallionenkonzentration sollte mdglichst nah an der in Patienten mit
MoM Huftprothesen gemessenen Konzentration liegen. Hierfur orientierten wir uns
an der von De Smet et al. gemessenen Metallionenkonzentration der
Synovialflissigkeit, welche wahrend Revisionsoperationen gewonnen wurde (De
Smet et al. 2008). Hier zeigte sich eine mediane Chromionenkonzentration von 201
Mg/l und eine mediane Cobaltionenkonzentration von 235 ug/l (De Smet et al. 2008).
In der Arbeitsgruppe wurde sich flr eine lonenkonzentration von 200 ug/l in PBS

geldst, entschieden.

Als Limitation dieser Arbeit sind die nur einmalige Partikel- und loneninjektion und
der kurze Beobachtungszeitraum zu nennen. Es ist zu beachten, dass bei Patienten
mit Gelenkprothesen Abriebpartikel und lonen kontinuierlich durch verschiedene
Abriebmechanismen und Korrosion Uber mehrere Jahre entstehen (Burian et al.
2006, Jacobs et al. 2006, Otto et al. 2006) und die systemische Verteilung und

Reaktion auf die Partikel und lonen Uber einen langeren Zeitraum ablauft.
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Dieses Studienmodell soll zum grundlegenden Verstandnis der systemischen
Reaktion auf Abriebpartikel und lonen beitragen. Deshalb wird in dieser Arbeit nur
der einmalige Prozess untersucht, den die Partikel und lonen in murinen
parenchymatdsen Organen innerhalb einer kurzen Zeitspanne ausldsen. Es ist mit
Sicherheit sinnvoll, eine Studie mit mehrmaliger Partikel- und loneninjektion und
langeren Beobachtungszeitraumen zu planen und gegebenenfalls auch
unterschiedliche Partikel- und lonenkonzentrationen zu untersuchen. Fur die
Untersuchung der Zytokinfreisetzung in Bezug auf eine inflammatorische Reaktion
auf Partikel und lonen in den Organen, sollte diese Studie mit Kurzzeitcharakter

ausreichend sein.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Metall- und
Polyethylenpartikel von Gelenkprothesen systemisch verteilt werden (Bauer et al.
1993, Case et al. 1994, Gray et al. 1989, Urban et al. 2000). Die Partikel konnten vor
allem bei Patienten mit Prothesenversagen in Leber und Milz nachgewiesen werden
(Case et al. 1994, Urban et al. 2000).

In mehreren in-vivo Studien konnten in den fir diese Arbeit ausgewahlten Organen
erhdhte Metallkonzentrationen nach Exposition mit Metallpartikeln nachgewiesen
werden (Afolaranmi et al. 2012, Burian et al. 2006, Jakobsen et al. 2007). Afolaranmi
et al. konnten in einer in-vivo Studie nach Implantation von Co-Cr-Partikeln in eine
Ruckenluftkammer von Mausen zeigen, dass es zu erhdhten Cobalt- und
Chromspiegeln in der Niere, Leber, Milz und Lunge fuhrt (Afolaranmi et al. 2012).
Burian et al. implantierten Goldhamstern Metallpartikel in eine kinstlich hergestellte
Ruckenhautfalte (Burian et al. 2006). Nach 14 Tagen wurden in den Organen Leber,
Lunge, Milz und Herz zur quantitativen Elementanalyse mittels Massenspektrometrie
erhdhte  Chromwerte gemessen  (Burian et al. 2006). Licht- und
elektronenmikroskopisch konnten in den Organen keine Partikel nachgewiesen
werden. Die Nieren wurden jedoch in dieser Studie nicht untersucht (Burian et al.
2006). Jakobsen et al. konnten nach intramuskularer Implantation von Co-Cr-Mo
Drahten in den Musculus gastrocnemius des linken Beines von Ratten nach neun
Monaten erhdhte Werte fir Molybdan in der Niere und Leber und fir Chrom in der

Leber nachweisen (Jakobsen et al. 2007).
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In einer von Devitt et al. durchgefihrten in-vitro Studie wurden Zellen
unterschiedlicher Organsysteme mit Cobalt-lonen in Zellkultur inkubiert (Devitt et al.
2010). In den Epithelzellen proximaler Nierentubuli und in den Epithelzellen des
Respirationstrakts kam es nach Inkubation mit Cobalt-lonen zu einer erhohten
Sekretion proinflammatorischer Chemokine (Devitt et al. 2010).

Die Analyse der Nieren ist von Bedeutung, da die von den Abriebpartikeln und
Oberflachen der Gelenkprothesen freigesetzten Metallionen mit dem Urin aus dem
Korper ausgeschieden werden (Chandran and Giori 2011, Cobb and Schmalzreid
2006, Corradi et al. 2011, Daniel et al. 2010, Merritt and Brown 1996). Dabei wird
Cobalt innerhalb von 48 Stunden und Molybdan innerhalb von 24 Stunden fast
vollstandig aus dem Korper eliminiert (Merritt and Brown 1996). Chrom hingegen
wird nicht so schnell aus dem Korper transportiert und kann dadurch im Korper
akkumulieren (Merritt and Brown 1996). Tiusanen et al. konnten zeigen, dass es ein
und zwei Jahre postoperativ nach Implantation einer Metall-Metall- oder Metall-
Polyethylen-Prothese zu erhdhten Cobalt- und Chrom-Werten im Urin  kommt
(Tiusanen et al. 2013). Obwohl die Metallionen Uber die Nieren wieder aus dem
Korper ausgeschieden werden, bleibt es jedoch fraglich, ob es bei erhdhtem Anfall
von lonen durch vermehrten Abrieb oder einer verringerten Nierenfunktion zu
entzindlichen Reaktionen oder toxischen Gewebeschaden kommt. Deshalb wurden
in dieser Studie neben den anderen genannten Organen auch die Reaktion der

Nieren auf die unterschiedlichen Partikel und lonen untersucht.

Zusammenfassend ist es sinnvoll, die in dieser Studie ausgewahlten
parenchymatdsen Organe Niere, Leber, Milz und Lunge zu untersuchen. Es wurden
bereits in mehreren Studien die Verteilung von Abriebpartikeln und erhohte
Metallkonzentrationen in diesen Organen nachgewiesen (Afolaranmi et al. 2012,
Burian et al. 2006, Case et al. 1994, Urban et al. 2000). Besonders die Analyse der
Reaktion der Nieren ist von Bedeutung, da Metallionen mit dem Urin Uber die Nieren
eliminiert werden (Chandran and Giori 2011, Cobb and Schmalzreid 2006, Corradi et
al. 2011, Daniel et al. 2010, Keegan et al. 2007, Merritt and Brown 1996).

Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion sollten keine Metall-Metall-Prothesen
implantiert werden, da es zu erhohten wund gegebenenfalls toxischen
Serummetallkonzentrationen kommen kdnnte (Chandran and Giori 2011, Daniel et
al. 2010).
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In weiteren Studien ware es sinnvoll, zusatzlich zur immunhistochemischen Analyse
der Organe, die Metallkonzentrationen im Serum und Urin zu messen, um eine
Korrelation zwischen entzindlicher Aktivitat in den Organen und erhdhten Serum-
und Urinwerten zu untersuchen. Die zusatzliche morphologische Analyse der
Gewebe auf mikroskopische Veranderungen durch Partikel oder lonen mittels HE-
Farbung ware gegebenenfalls ein weiterer interessanter Aspekt. Zusatzlich mussten
die Konzentrationen der einzelnen Partikel in den Geweben quantifiziert werden, um

eine umfassende toxikologische Beurteilung zu erhalten.

Die untersuchten Zytokine sind proinflammatorische Zytokine, die vor allem von
Makrophagen und weiteren Zellen wie Lymphozyten, Fibroblasten oder
Endothelzellen sezerniert werden und eine Entzindungsreaktion auslésen (de
Oliveira et al. 2011, Dinarello 2009, Gadola 2012, Turner et al. 2014). Alle drei
Zytokine gelten als fruhe Mediatoren der Entzindungskaskade und induzieren die
Akute-Phase-Reaktion in der Leber, TNF-a und IL1[ fordern zusatzlich die Sekretion
von IL6 (de Oliveira et al. 2011, Dinarello 2009, Gadola 2012, Sedger and
McDermott 2014, Turner et al. 2014).

Es ist bekannt, dass Makrophagen nach der Phagozytose von Abriebpartikeln
aktiviert und zur Sekretion dieser proinflammatorischen Zytokine angeregt werden
(Haddad et al. 2011, Landgraeber et al. 2014, Nich and Goodman 2014).

In zahlreichen in-vitro Studien konnte gezeigt werden, dass es in verschiedenen
Zellen zu einer gesteigerten Sekretion der in dieser Arbeit untersuchten Zytokine,
nach Inkubation mit Metallpartikeln oder -ionen kommt (Catelas et al. 2003, Dalal et
al. 2012, Trindade et al. 2001). Dalal et al. inkubierten in Zellkultur Osteoblasten,
Fibroblasten und Makrophagen mit Co-Cr-Mo Partikeln (Dalal et al. 2012). Nach 24
und 48 Stunden kam es in den Makrophagen zu einer erhdhten Sekretion der
Zytokine TNF-a und IL1B (Dalal et al. 2012). In den Osteoblasten kam es zu einer
gesteigerten Sekretion von IL6 nach Inkubation mit den Metallpartikeln fir 48
Stunden (Dalal et al. 2012). In einer in-vitro Studie von Trindade et al. konnte eine
erhdhte Produktion von TNF-a und IL6 durch Makrophagen und Lymphozyten nach
Inkubation mit Co-Cr-Partikeln nachgewiesen werden (Trindade et al. 2001). Catelas

et al. untersuchten in in-vitro Zellkulturen die TNF-a Sekretion durch Makrophagen

58



nach Inkubation mit Cobalt- und Chrom-lonen (Catelas et al. 2003). Es zeigte sich
ein von der Konzentration und Inkubationszeit der lonen abhangiger Anstieg der
Sekretion von TNF-a durch die Makrophagen (Catelas et al. 2003).

In weiteren in-vitro Studien zeigte sich, dass neben der Inkubation mit Metallpartikeln
oder -ionen, es auch nach Inkubation mit Polyethylenpartikeln zu einer gesteigerten
Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL18 und IL6 kommt (Baumann
et al. 2006, Horowitz and Gonzales 1997, Liu et al. 2015, Matthews et al. 2000,
Rader et al. 1999). Baumann et al. und Horowitz und Gonzales untersuchten die
TNF-a Sekretion makrophagenahnlicher Zelllinien nach Inkubation  mit
Polyethylenpartikeln (Baumann et al. 2006, Horowitz and Gonzales 1997). In beiden
in-vitro Studien zeigte sich eine signifikant erhdhte Sekretion von TNF-a in den
Zellkulturen (Baumann et al. 2006, Horowitz and Gonzales 1997). Rader et al.
untersuchten in Zellkulturen die Sekretion der Zytokine TNF-a und IL138 durch
Makrophagen nach Inkubation mit Polyethylenpartikeln (Rader et al. 1999). In dieser
Studie konnten erhohte Zytokinwerte mit steigenden Konzentrationen der
Polyethylenpartikel nachgewiesen werden (Rader et al. 1999). Matthews et al.
untersuchten die Zytokinfreisetzung aus mononuklearen Phagozyten nach Inkubation
mit Polyethylenpartikeln unterschiedlicher Groe in Zellkultur (Matthews et al. 2000).
Es zeigten sich signifikant erhohte Werte der Zytokine TNF-a, IL18 und IL6 nach
Inkubation der Zellen mit 0,21um und 0,49um grofRen Polyethylenpartikeln (Matthews
et al. 2000). Die Inkubation mit grofieren Partikeln erbrachte keine erhdhten Werte
der untersuchten Zytokine im Vergleich zur Kontrollgruppe (Matthews et al. 2000).
Liu et al. inkubierten unterschiedlich groRe UHMWPE Partikel mit Phagozyten in in-
vitro  Zellkulturen und  detektierten  anschlieRBend die  Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL13 und IL6 (Liu et al. 2015). Durch Partikel,
die kleiner als 50nm waren, ergaben sich keine erhdhten Zytokinwerte. Eine erhdhte
Freisetzung der gemessenen Zytokine ergab sich durch Inkubation mit UHMWPE
Partikel, die gréfzer als 50nm und bis zu einem Mikrometer grol3 waren (Liu et al.
2015).

Zusammenfassend ist es sinnvoll, die genannten Zytokine zur Analyse der
inflammatorischen Reaktion der Organe auf Abriebpartikel und lonen zu

untersuchen, da bereits durch zahlreiche Studien die erhohte Sekretion dieser
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Zytokine durch verschiedene Zellarten nach Kontakt mit Polyethylen- und
Metallpartikeln, sowie Metallionen nachgewiesen wurde (Baumann et al. 2006,
Catelas et al. 2003, Dalal et al. 2012, Horowitz and Gonzales 1997, Liu et al. 2015,
Matthews et al. 2000, Rader et al. 1999, Trindade et al. 2001). Zudem ist bereits
bekannt, dass es lokal im periprothetischen Gewebe nach Phagozytose von
Abriebpartikeln durch Makrophagen zu einer erhdhten Freisetzung dieser Zytokine
kommt (Landgraeber et al. 2014, Nich and Goodman 2014) und die untersuchten
Zytokine Schlusselenzyme der Entzindungsreaktion darstellen (de Oliveira et al.
2011, Gadola 2012, Turner et al. 2014).

4.2. Diskussion der Ergebnisse

Die Niere stellt ein wichtiges Organ zur Untersuchung der systemischen Reaktion auf
Abriebpartikel und lonen von Gelenkprothesen dar, da die Metallionen Uber die
Nieren aus dem Korper eliminiert werden (Chandran and Giori 2011, Corradi et al.
2011, Daniel et al. 2010, Jakobsen et al. 2007). Es ist nicht bekannt, ob es eine
Nierenschwelle flr Metallionen gibt, deshalb kénnen die lonen bei erhdhtem Anfall
oder verringerter Nierenfunktion im Nierengewebe akkumulieren oder zu toxischen
Serumwerten fihren (Chandran and Giori 2011, Daniel et al. 2010, Jakobsen et al.
2007). Cobalt und Molybdan werden fast vollstandig innerhalb von 24 bis 48 Stunden
uber den Urin ausgeschieden, Chrom dagegen wird langsamer eliminiert und kann
deshalb leichter im Korper akkumulieren (Keegan et al. 2007, Merritt and Brown
1996).

In dieser Arbeit kam es in der Niere zu einer signifikant erhéhten Expression aller
untersuchter Zytokine (TNF-a: p<0,001, IL-6: p<0,001, IL-1B: p=0,034) in der
Metallionengruppe im Vergleich zur Kontroligruppe, welche PBS in das Kniegelenk
injiziert bekam.

Die vermehrte Expression der proinflammatorischen Zytokine in der
Metallionengruppe kann darauf zurtickgefuihrt werden, dass die Metallionen mit dem
Urin Uber die Nieren aus dem Korper eliminiert werden (Chandran and Giori 2011,
Jakobsen et al. 2007) und somit in Kontakt mit dem Nierengewebe kommen und
dadurch eine entzindliche Antwort auslésen koénnen. Unterstitzt wird diese

Annahme durch eine von Devitt et al. durchgeflhrte in-vitro Studie, bei der es nach
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Inkubation von Epithelzellen proximaler Nierentubuli mit Cobalt-lonen zu einer
erhdhten Freisetzung proinflammatorischer Chemokine kam (Devitt et al. 2010).
Zusatzlich kam es in dieser Arbeit in der Metallpartikelgruppe zu einer erhdhten
Freisetzung von IL6 (p<0,001) und in der Polyethylenpartikelgruppe zu einer
gesteigerten Sekretion von TNF-a (p=0,008) in den Nieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Es ist somit anzunehmen, dass nicht nur Metallionen, sondern auch metallische und
Abriebpartikel aus Polyethylen nach systemischer Verteilung in den Nieren zu
entzundlichen Reaktionen fihren kénnen. Da es aber nicht zu einer Hochregulierung
aller untersuchter Zytokine kam, ist anzunehmen, dass die Metallionen starker mit
dem umgebenden Nierengewebe in Kontakt treten und zu einer entzindlichen
Antwort flhren, als die Metall- und Polyethylenpartikel. Ebenso kdnnte es aufgrund
der nur einmaligen Partikelinjektion und der Entnahme der Organe nach sieben
Tagen bereits zu einem RlUckgang der entzindlichen Reaktion auf die Partikel
gekommen sein.

Es gab bisher noch keine Studien, die die systemische Reaktion auf Abriebpartikel
untersuchten. Lediglich die systemische Verteilung und erhdohte Metallwerte in
unterschiedlichen Organen wurden bisher analysiert. Case et al. konnten in post-
mortem Analysen bei Patienten mit Gelenkprothesen nachweisen, dass
Metallpartikel systemisch verteilt werden und fanden die Partikel in den Nieren
innerhalb von Tubulusepithelzellen und im Mesangium (Case et al. 1994).
Gewebeveranderungen wie Nekrosen wurden in den Nieren jedoch keine gefunden
(Case et al. 1994). Afolaranmi et al. stellten in einer in-vivo Studie fest, dass es nach
Injektion von Co-Cr-Partikeln in eine Ruckenluftkammer von Mausen zu erhdhten
Cobalt und Chrom Werten in den Nieren kam (Afolaranmi et al. 2012). Die
Maximalwerte wurden 72 Stunden nach Partikelinjektion erreicht, danach fielen die
Werte wieder (Afolaranmi et al. 2012). Rubio et al. implantierten fur zwdlf Monate
zylinderformige Co-Cr—Implantate in vorgebohrte Kanale der Femurkondylen von
Ratten (Rubio et al. 2008). Nach einem Beobachtungszeitraum von einem Jahr
wurden die Nieren der Versuchstiere auf Spuren der Metalle der verwendeten
Implantate untersucht (Rubio et al. 2008). In den Nieren konnten erhdhte Werte fur
Cobalt und Chrom mittels Massenspektrometrie detektiert werden (Rubio et al.
2008).
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Im Hinblick auf die Verwendung von Metalllegierungen als Oberflachenmaterialien
der Gleitpartner von Gelenkprothesen ist es von klinischer Relevanz festzustellen,
dass die durch Korrosion entstehenden Metallionen, die Uber die Nieren aus dem
Korper eliminiert werden (Chandran and Giori 2011, Jakobsen et al. 2007), im
Nierengewebe eine Entzindungsreaktion auslosen kénnen. Dieser Aspekt sollte
besonders berlcksichtigt werden, wenn Patienten eine eingeschrankte
Nierenfunktion vorweisen und es dadurch zur Akkumulation von lonen im

Nierengewebe und zu erhéhten Serumionenwerten kommen kann.

In der immunhistochemischen Analyse der Leber kam es zu einer erhdhten
Expression von TNF-a (p=0,045) in der Metallpartikelgruppe im Vergleich zur
Kontroligruppe. In der Polyethylenpartikelgruppe kam es hingegen zu einer
Hochregulierung der Sekretion der Zytokine IL13 (p<0,001) und IL6 (p=0,04).

Dass es durch die intraartikulare Injektion von Metall- und Polyethylenpartikeln zu
einer systemischen Verteilung der Partikel und zu einer erhdhten Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen in der Leber kommt, ist mit den Ergebnissen
verschiedener Studien vereinbar (Afolaranmi et al. 2012, Burian et al. 2006, Case et
al. 1994, Dalal et al. 2012, Jakobsen et al. 2007, Langkamer et al. 1992, Liu et al.
2015, Matthews et al. 2000, Rader et al. 1999, Trindade et al. 2001, Urban et al.
2000).

In post-mortem Fallstudien von Case et al. wurden bei Patienten mit
Gelenkprothesen Metallpartikel innerhalb von Makrophagen und Kupffer-Zellen in der
Leber gefunden (Case et al. 1994). Ebenso konnten Urban et al. die Verteilung von
Metall- und Polyethylenpartikeln in die Leber bei post-mortem Analysen nachweisen
(Urban et al. 2000). Burian et al. untersuchten in einer in-vivo Studie die systemische
Verteilung von Metallpartikeln nach Implantation in eine klnstlich hergestellte
Ruckenhautkammer syrischer Goldhamster (Burian et al. 2006). Nach 14 Tagen
konnten mittels Massenspektrometrie erhohte Chromwerte in der Leber
nachgewiesen werden (Burian et al. 2006). Licht- und elektronenmikroskopisch
waren jedoch keine Partikel im Lebergewebe nachweisbar (Burian et al. 2006).
Afolaranmi et al. untersuchten ebenfalls in einer in-vivo Studie die systemische
Verteilung von Co-Cr-Partikeln nach einmaliger Injektion in eine Ruckenluftkammer

von Mausen (Afolaranmi et al. 2012). Es ergaben sich erhdhte Werte fur Cobalt in
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der Leber mit einem Maximum nach zwei Tagen und danach wieder fallenden
Werten (Afolaranmi et al. 2012).

Diese Arbeit stellt die erste in-vivo Studie dar, in der die entzindliche Reaktion in
Organen auf Abriebpartikel und lonen aufgrund systemischer Verteilung untersucht
wurde.

In den bisher durchgeflhrten in-vitro Studien konnte bereits die erhdhte Freisetzung
der ebenfalls in dieser Arbeit untersuchten Zytokine durch Makrophagen oder
mononukledaren Zellreihen nach Inkubation mit Metall- oder Polyethylenpartikeln
nachgewiesen werden (Dalal et al. 2012, Liu et al. 2015, Matthews et al. 2000, Rader
et al. 1999, Trindade et al. 2001).

Die Ergebnisse der in-vitro Studien bekraftigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass es
durch die systemische Verteilung von Metall- und Polyethylenpartikel zu einer
erhdhten Sekretion proinflammatorsicher Zytokine und somit zu einer entztndlichen
Reaktion in der Leber kommen kann. Aullerdem ist bereits bekannt, dass
Abriebpartikel von Makrophagen aufgenommen und dadurch aktiviert werden
(Haddad et al. 2011, Jacobs et al. 2006, Purdue et al. 2006). In der Leber gibt es
leberspezifische Makrophagen, welche als Kupffer-Zellen bezeichnet werden
(Ldllmann-Rauch 2015). Diese Kupffer-Zellen und zusatzlich auch die Endothelzellen
der Leber sind zur Entfernung von Fremdpartikeln durch Phagozytose befahigt,
werden dadurch aktiviert und zur Freisetzung von Zytokinen stimuliert (Lullmann-
Rauch 2015). Dieser Vorgang wurde in der vorliegenden Arbeit simuliert und eine
erhdhte Zytokinexpression in der Leber nach intraartikularer Injektion von

Abriebpartikeln nachgewiesen.

Zusatzlich kam es in dieser Arbeit in der Leber zu einer erhdhten Expression des
Zytokins IL6 (p<0,001) in der Metallionengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Es ist bereits bekannt, dass Metallionen an Proteine gebunden Uber den Blutkreislauf
systemisch verteilt werden kénnen (Cobb and Schmalzreid 2006, Hallab and Jacobs
2009) und es bei Patienten mit Metall-Metall-Gleitpaarungen zu erhdhten
Serumwerten von Cobalt- und Chrom-lonen kommt (Chen et al. 2014, Engh et al.
2014, Jacobs et al. 2008, Savarino et al. 2002). Zusatzlich werden Metallpartikel,
uber das lymphatische System zum mononukledren Phagozytensystem, welches
friher als retikuloendotheliales System bezeichnet wurde, transportiert. Die

transportierten Metallpartikel korrodieren und setzten Metallionen frei (Cobb and
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Schmalzreid 2006, Polyzois et al. 2012). Da die Kupffer-Zellen der Leber einen Teil
des mononuklearen Phagozytensystems darstellen, erscheint es naheliegend, dass
neben Metallpartikeln auch Metallionen durch eine systemische Verteilung in die
Leber gelangen kdnnen (Aumdiller et al. 2014, Lillmann-Rauch 2015).

Jakobsen et al. konnten in einer in-vivo Studie nach intramuskularer Implantation von
Co-Cr-Mo-Drahten in die Beine von Ratten erhdhte Konzentrationen von Chrom- und
Molybdan-lonen in der Leber nachweisen (Jakobsen et al. 2007). Diese Studie zeigt
somit, dass Metallionen aus Metalllegierungen freigesetzt werden und nach

systemischer Verteilung in der Leber akkumulieren kdnnen (Jakobsen et al. 2007).

Da es in der Leber vor allem zu einer Hochregulierung der gemessenen Zytokine
durch die intraartikulare Injektion von Abriebpartikeln kam und in der
Metallionengruppe nur eine erhdhte Sekretion von IL6 gefunden wurde, ist davon
auszugehen, dass vor allem die Partikel durch eine systemische Verteilung in die

Leber gelangen und dort inflammatorische Prozesse auslésen kdnnen.

In mehreren Studien wurde bereits nachgewiesen, dass Metallpartikel durch
systemische Verteilung in die Milz gelangen kénnen (Afolaranmi et al. 2012, Burian
et al. 2006, Case et al. 1994, Urban et al. 2000).

Case et al. fanden in post-mortem Untersuchungen bei Patienten mit orthopadischen
Implantaten Metallpartikel in der Milz (Case et al. 1994). Die Partikel befanden sich
groflitenteils intrazellular in Makrophagen. Die Metallpartikel waren auch innerhalb
von Lymphknoten zu finden wobei die héchste Konzentration an Partikel in den
Lymphknoten nachgewiesen wurde, die das mit einem Implantat versorgte Gelenk
drainierten. In den weiter entfernten Lymphknoten kam es zu niedrigeren
Konzentrationen an Partikel (Case et al. 1994).

Ebenso konnten Urban et al. in post-mortem Analysen von Patienten mit HUft- oder
Kniegelenksprothesen Metallpartikel in der Milz nachweisen (Urban et al. 2000).

In einer in-vivo Studie von Afolaranmi et al. kam es bei Mausen zu erhdhten Cobalt
Werten in der Milz nach einmaliger Injektion von Co-Cr-Partikeln in kinstlich
hergestellte Riuckenluftkammern (Afolaranmi et al. 2012). Die Cobalt Werte stiegen
zwei Tage nach Partikelinjektion maximal an und sanken nach sieben Tage wieder

auf die gleichen Werte wie in der Kontrollgruppe (Afolaranmi et al. 2012).
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Burian et al. untersuchten ebenfalls die systemische Verteilung von Metallpartikeln,
indem sie Goldhamstern einmalig Metallpartikel in eine klnstlich hergestellte
Ruckenhautfalte implantierten (Burian et al. 2006). Nach 14 Tagen konnten mittels
Massenspektrometrie in der Milz erhéhte Werte fir Chrom nachgewiesen werden
(Burian et al. 2006).

In einer weiteren Studie von Rubio et al. kam es nach einem Beobachtungszeitraum
von zwolf Monaten zu erhdhten Konzentration von Chrom in der Milz, nach
Implantation von Co-Cr-Zylindern in vorgebohrte Kanadle der Femurkondylen von
Ratten (Rubio et al. 2008).

Diese Studien zeigen ebenso wie die vorliegende Arbeit, dass Metallpartikel durch
eine systemische Verteilung in die Milz gelangen kdnnen.

In dieser Arbeit wurde die inflammatorische Reaktion muriner parenchymatdser
Organe auf Abriebpartikel und lonen untersucht. Bisher gab es nur in-vitro Studien
zur Analyse der entzindlichen Reaktion monozytarer Zellinien auf Abriebpartikel und
lonen (Caicedo et al. 2010, Trindade et al. 2001).

Caicedo et al. inkubierten monozytare Zellen mit Co-Cr-Mo Partikeln in in-vitro
Zellkulturen. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden kam es zu einer erhdhten
Expression der porinflammatorischen Zytokine IL6, IL18 und TNF-a (Caicedo et al.
2010).

Ebenso kam es in einer anderen in-vitro Studie von Trindade et al. zu einer erhdhten
Sekretion der Zytokine IL6 und TNF-a durch Makrophagen, die fur 48 Stunden mit
CoCr-Partikeln in Zellkultur inkubiert wurden (Trindade et al. 2001).

Die Ergebnisse der genannten Studien unterstitzen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass es durch die systemische Verteilung von Metallpartikeln in die Milz zu einer
erhdhten Zytokinexpression und einer damit verbunden inflammatorischen Reaktion

kommen kann.

Zusatzlich kam es in dieser Arbeit in der Milz zu einer erhdhten Expression des
Zytokins IL1B (p=0,036) in der Metallionengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Wie bereits im vorausgehenden Abschnitt erwahnt, ist es bekannt, dass Metallionen
an Plasmaproteine gebunden Uber den Blutkreislauf systemisch verteilt werden
kénnen und es durch Korrosion von systemisch verteilten Metallpartikel zu einer
Freisetzung von Metallionen kommen kann (Cobb and Schmalzreid 2006, Hallab and

Jacobs 2009, Polyzois et al. 2012). AuRerdem wurden in mehreren klinischen
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Studien bei Patienten mit Metall-Metall- und Metall-Polyethylen-Prothesen erhohte
Serumwerte flr Metallionen nachgewiesen und damit die Annahme bestatigt, dass
es Uber den Blutkreislauf zu einer systemischen Verteilung von Metallionen kommen
kann (Chen et al. 2014, Engh et al. 2014, Jacobs et al. 2008, Savarino et al. 2002).

In verschiedenen in-vitro Studien wurde bereits nachgewiesen, dass es durch die
Inkubation von monozytaren Zellreihen mit Metallionen zu einer erhdhten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine kommen kann (Caicedo et al. 2009,
Caicedo et al. 2010).

Durch diese Arbeit und die Ergebnisse anderer Studien wird gezeigt, dass
Metallpartikel und -ionen aus den in der Gelenkprothetik verwendeten
Metalllegierungen freigesetzt werden und durch eine systemische Verteilung in die
Milz gelangen kénnen. Im Milzgewebe kénnen die Partikel und lonen entziindliche
Reaktionen auslésen. Ob diese entziindliche Aktivitat lediglich als reaktiv angesehen
werden kann oder negative Effekte auf das Milzgewebe hat, bleibt ungewiss.
Deshalb bedarf es weiterer Studien, die die biologischen Effekte von Partikeln und
lonen auf die Organe untersuchen, in welche Abriebpartikel und Metallionen verteilt

werden konnen.

Die systemische Verteilung von Metallpartikeln in die Lunge wurde bereits in anderen
Studien untersucht und nachgewiesen (Afolaranmi et al. 2012, Burian et al. 2006).
Afolaranmi et al. implantierten Co-Cr-Partikel in eine klnstlich hergestellte
Ruckenluftkammer von Mausen (Afolaranmi et al. 2012). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe kam es in den Versuchsgruppen zu erhdhten Cobaltkonzentrationen
mit einem Maximum nach zwei Tagen und zu erhdhten Werten fir Chrom mit
Maximalwerten nach drei Tagen. An den nachfolgenden Tagen sanken die Werte
wieder (Afolaranmi et al. 2012).

In einer in-vivo Studie von Burian et al. kam es 14 Tage nach Implantation von
Metallpartikeln in eine kunstliche Rulckenhautfalte syrischer Goldhamster zu
massenspektrometrisch nachgewiesenen erhéhten Chromkonzentrationen (Burian et
al. 2006).

Eine erhdhte Zytokinsekretion durch Metallpartikel wurde bisher nur in in-vitro

Analysen an Makrophagen in Zellkultur untersucht (Dalal et al. 2012, Trindade et al.
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2001). Dalal et al. inkubierten Makrophagen mit CoCrMo-Partikeln fur 24 und 48
Stunden. Dabei kam es zu einer erhdhten Expression der Zytokine TNF-a und IL13
(Dalal et al. 2012). Trindade et al. fUhrten in-vitro Untersuchungen an mit CoCr-
Partikeln inkubierten Makrophagen in Zellkultur durch (Trindade et al. 2001). Nach
einer Inkubationszeit von 48 Stunden konnten erhdhte Werte fir TNF-a und IL6
gemessen werden (Trindade et al. 2001).

Die genannten in-vivo und in-vitro Studien konnten nachweisen, dass Metallpartikel
durch eine systemische Verteilung in die Lunge gelangen kdénnen und dadurch in
Kontakt mit dem Lungengewebe zu einer erhdhten Sekretion proinflammatorischer

Zytokine und somit zu einer entziindlichen Reaktion fihren kdnnen.

In der Metallionengruppe kam es in der Lunge ebenso zu einer signifikant erhohten
Expression von TNF-a (p=0,039) im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Dass es im Lungengewebe durch Kontakt mit Metallionen zu einer erhdhten
Sekretion proinflammatorischer Zytokine kommt, wird durch die Ergebnisse einer in-
vitro Studie von Devitt et al. unterstitzt (Devitt et al. 2010). Nach Inkubation von Co-
lonen mit Epithelzellen der Atemwege in Zellkultur konnten erhdhte Werte
proinflammatorischer Zytokine nachgewiesen werden (Devitt et al. 2010). Catelas et
al. konnten in in-vitro Zellkulturen von Makrophagen mit Co- und Cr-lonen
nachweisen, dass es zu einer gesteigerten Sekretion des Zytokins TNF-a kommt
(Catelas et al. 2003). Die TNF-a Sekretion stieg in dieser Studie mit ansteigender

Inkubationszeit und steigender Konzentration an (Catelas et al. 2003).

Wie bereits diskutiert, kam es auch im Lungengewebe zu einer erhéhten Expression
der untersuchten Zytokine durch Metallpartikel und -ionen. Es ist somit anzunehmen,
dass auch von einer Verteilung der Partikel und lonen in das Lungengewebe
auszugehen ist. Die Auswirkungen der entzindlichen Aktivitat wurden bisher noch

nicht genauer untersucht und bleiben ungewiss.
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5. Zusammenfassung

Abriebpartikel und lonen, die aus den Oberflachenmaterialien der Gelenkprothesen
freigesetzt werden, stellen bis heute die Hauptproblematik der Endoprothetik dar.
Einerseits die lokale Wirkung der Partikel, die zur aseptischen Prothesenlockerung
fuhrt, die nach wie vor den Hauptgrund fur eine Revisionsoperation darstellt.
Andererseits die systemische Verteilung und Wirkung der Partikel und lonen in von
den Prothesen weiter entfernten Geweben. Es kann dadurch zu erhdhten
Serumwerten fur lonen und einer Akkumulation von Partikeln und lonen in Organen
kommen. Von den Abriebpartikeln und lonen kénnen zytotoxische, mutagene oder
allergische Wirkungen ausgehen. Welche genauen Auswirkungen die in Patienten

entstehenden Konzentrationen haben, ist bisher noch nicht genau geklart.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, ein grundlegendes Verstandnis fur die
Pathophysiologie und biologische Aktivitat von Metall- und Polyethylenpartikeln
sowie Metallionen zu erlangen und die Unterschiede herauszuarbeiten. Die
systemische Verteilung und das inflammatorische Potential der Partikel und lonen in

parenchymatdsen Organen waren dabei von besonderer Bedeutung.

Dafur wurden weibliche Balb/c-Mause vier verschiedenen Versuchsgruppen mit je
zehn Mausen zugeordnet. Den Gruppen wurden 50ul unterschiedlicher
Suspensionen intraartikular in das Kniegelenk injiziert, welche entweder
Metallpartikel, Polyethylenpartikel, Metallionen oder fir die Kontroligruppe PBS
enthielten. Nach sieben Tagen wurden die Tiere getdtet und die parenchymatdsen
Organe Niere, Leber, Milz und Lunge entnommen. Die intraartikulare Injektion und
Organentnahme fand im Rahmen eines Gemeinschaftprojektes statt. Die
entnommenen Organe wurden daraufhin in Paraffin eingebettet und aus den
Paraffinblocken wurden 2 pupm dicke Schnitte angefertigt, die mit den
Primarantikérpern TNF-a, IL6 und IL1B immunhistochemisch gefarbt wurden. Die
immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop
ausgewertet. Dabei wurden pro Schnitt die positiven Zellen in 20 Gesichtsfeldern
gezahlt, als positiv galten braunlich angefarbte Zellen. Um spezifische von
unspezifischen Bindungen zu unterscheiden, wurden alle Praparate mit zwei
Negativkontrollen verglichen. Zur statistischen Auswertung der Unterschiede

zwischen den Versuchsgruppen wurde eine Kruskal-Wallis-Analyse durchgefuhrt.
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Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse zeigten vor allem die erhdhte
inflammatorische Aktivitat in den untersuchten Organen durch Metallpartikel und
Metallionen. Besonders in der Niere kam es zu einer Hochregulierung aller
untersuchter Zytokine durch die intraartikulare Injektion von Metallionen (TNF-a:
p<0,001, IL6: p<0,001, IL1B: p=0,034). In der Leber kam es durch Polyethylen- (IL6:
p=0,004, IL1B: p<0,001) und Metallpartikel (TNF-a: p=0,045), aber auch durch
Metallionen (IL6: p<0,001) zu einer erhdhten Expression der Zytokine. In Milz und
Lunge hatten Metallpartikel (Milz IL6: p=0,027, Lunge TNF-a: p<0,001) und
Metallionen (Milz IL1B: p=0,036, Lunge TNF-a: p=0,039) ein erhdhtes
inflammatorisches Potential. Somit zeigte sich in dieser Arbeit, dass vor allem
metallische Abriebpartikel und Metallionen und weniger Polyethylenpartikel zu einer

erhdhten inflammatorischen Reaktion in den untersuchten Organen flhren.

Berucksichtigt man die Ergebnisse dieser Arbeit und die Ergebnisse anderer Studien
zur biologischen Aktivitat von Abriebpartikeln und lonen, sollte ein wichtiges Ziel der
Endoprothetik sein, den Abrieb so gering wie mdglich zu halten und durch die
Weiterentwicklung der Materialien die Freisetzung von lonen zu minimieren. Die
lokalen Reaktionen von Abriebpartikeln und die Ursachen der aseptischen Lockerung
sind bereits besser bekannt und untersucht als die systemische Verteilung und
Reaktionen durch Partikel und lonen. Das inflammatorische Potential von Partikeln
und lonen wurde in dieser Studie nachgewiesen, jedoch bleiben die genauen
systemischen Folgen erhdhter Serumionenwerte und einer mdglichen Akkumulation
von Partikeln in den Organen ungewiss. Um eine systemische Verteilung der Partikel
und lonen direkt nachzuweisen, sind weitere morphologische Studien notwendig und
sinnvoll. Fur eine umfassende toxikologische Bewertung sollten zusatzlich die
Konzentrationen der Partikel im Gewebe quantifiziert werden. Je nach Patient und
Erfahrung des Operateurs sollten die Materialien der Gleitpaarungen flr einen
Huftgelenkersatz sorgfaltig ausgewahlt werden. Zusatzlich sind weitere Studien
notwendig, um die genauen Auswirkungen von Abriebpartikeln und lonen auf den

gesamten Organismus zu untersuchen.
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7. Material und Gerate

7.1. Antikorper

Material

Firma

Anti-Maus TNF-a IgG

Konzentration: 0,5 mg/ml
verdunnt mit Antikorper-
Verdlinnungspuffer
Verdinnung: 1:500

Produktnummer: orb371962

Biorbyt Ltd. Cambridge,

GroRbritannien

Anti-Maus IL6 IgG

Konzentration: 0,5 mg/ml
verdunnt mit Antikorper-
Verdlinnungspuffer
Verdinnung: 1:200

Produktnummer: orb6210

Biorbyt Ltd. Cambridge,

GroRbritannien

Anti-Maus IL1B 1gG

Konzentration: 0,5 mg/ml
verdunnt mit Antikorper-
Verdlinnungspuffer

Verdinnung: 1:100

Produktnummer: orb10903

Biorbyt Ltd. Cambridge,

GrofRbritannien

Tabelle 2: Antikorper
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7.2. Allgemeine Reagenzien

Material

Firma

Neutral gepufferte Formaldehydlésung
4%

Microcos GmbH Garching,

Deutschland

HistoSAV SAV Liquid Production GmbH
Flintsbach am Inn, Deutschland
Paraplast Leica Microsystems Nussloch,

Deutschland

Ethanol 70% vollstandig vergallt mit
Methylketon

Apotheke Innenstadt Universitat

Miinchen, Deutschland

Ethanol 96% vollstandig vergallt mit
Methylketon

Apotheke Innenstadt Universitat

Miinchen, Deutschland

Ethanol 99% vergallt mit 1%

Petrolether

SAV Liquid Production GmbH

Flintsbach am Inn, Deutschland

Xylol reinst >98%

SAV Liquid Production GmbH

Flintsbach am Inn, Deutschland

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

Apotheke Innenstadt Universitat

Miinchen, Deutschland

Brij L23 solution

Sigma Aldrich Chemie GmbH

Steinheim, Deutschland
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Wasserstoffperoxid 30%

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-

Verdlinnungspuffer

DCS Innovative Diagnostik-Systeme

Hamburg, Deutschland

DCS LabLine EDTA-Puffer pH9 (10 x

konzentriert)

DCS Innovative Diagnostik-Systeme

Hamburg, Deutschland

Mayer's Hematoxylin Solution

AppliChem Darmstadt, Deutschland

Eukitt

O.Kindler GmbH Freiburg,

Deutschland

Tabelle 3: Allgemeine Reagenzien

7.3.Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

Einbettkassetten flr Biopsien

Carl Roth GmbH + Co Karlsruhe,

Deutschland

Messzylinder 1000ml, 500ml Duran

BRAND GmbH + CO KG Wertheim,
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Deutschland

Manuelle Farbestation, inkl. Farbe-
Rack

Diapath S.P.A. Martinengo BG, ltalien

Farbekivetten

Wagner&Munz ~ GmbH  Mdunchen,

Deutschland

Farbekammern Stain Tray

Carl Roth GmbH + Co Karlsruhe,

Deutschland

Microtom Blade A35-pfm

Feather Safety Razor Co. Ltd. Osaka,

Japan

Objekttrager Superfrost Plus

Menzel GmbH & Co KG

Braunschweig, Deutschland

Deckglaser 24x32 mm/ 24x50 mm

Menzel GmbH & Co KG

Braunschweig, Deutschland

Pipettenspitzen 10ul, 200pul, 1000yl

Gilson International B.V. Limburg-

Offenheim, Deutschland

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

Corning Inc. New York, USA

Reaktionsgefalle Eppendorf Tubes
1,5ml, 2ml

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Mudnchner Mappen

Wagner&Munz GmbH Muinchen,

Deutschland
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Praparatekasten

neolLab flr mein Labor Heidelberg,

Deutschland

Mobile Cooling System

pfm medical ag Kdln, Deutschland

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

7.4.Gerate

Gerat

Firma

Rotationsmikrotom Leica RM2255

Leica Microsystems Nussloch,

Deutschland

Paraffin-Streckbad

Gesellschaft fur Labortechnik

Burgwedel, Deutschland

Heizplatte Medax GmbH & Co.KG Buchenbach,
Deutschland

Trockenschrank Binder GmbH Tuttlingen, Deutschland

Tischabzug Kéttermann GmbH & Co KG

Uetze/Hanigsen, Deutschland

Entwasserungsautomat Hypercenter
XP

Thermo Shandon GmbH Frankfurt,
Deutschland

ParaffinausgieRRstation Leica EG1160

Leica Microsystems Nussloch,

Deutschland
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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

Dampfgarer Braun MultiGourmet

De’Longhi Deutschland GmbH
Geschaftsbereich Braun Household

Neu-Isenburg, Deutschland

Pipetus

Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co.KG Heilbronn, Deutschland

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

BRAND GmbH + CO KG Wertheim,

Deutschland

M8 Microscope and Scanner

PreciPoint GmbH Freising,

Deutschland

Tabelle 5: Gerate
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8. Abbildungen und Tabellen

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Von links nach rechts Oberflachenersatz, Kurzschaftprothese und
Totalendoprothese (www.villarbajwa.com)

Abb. 2: BeckenUbersichtsaufnahme einer implantierten Kurzschaftprothese
(Pogliacomi et al. 2019)

Abb. 3: Beckenubersichtsaufnahme mit Totalendoprothese rechts und
Kappenprothese links (Roberts et al. 2005)

Abb. 4: Verankerungsmethode bei der Primarimplantation einer
Hufttotalendoprothese (Registry 2019)

Abb. 5: Zementfreier (oben) und zementierter (unten) Schaft
(www.zimmerbiomet.com)

Abb. 6: Zementierte Pfanne (www.bbraun.de)

Abb. 7: Zementfreie Pfanne mit Keramikinlay links und Polyethyleninlay rechts
(www.bbraun.de)

Abb. 8: Am haufigsten verwendete Gleitpaarungen (www.bbraun.de)

Abb. 9: Verwendete Gleitpaarungen bei der Primarimplantation zementfreier Huft-
TEPs (Registry 2019)

Abb. 10: Verwendete Gleitpaarungen bei der Primarimplantation zementierter Huft-
TEPs (Registry 2019)

Abb. 11: Schematische Darstellung der unerwinschten lokalen und systemischen
Reaktionen durch Abriebpartikel (Bijukumar et al. 2018)

Abb. 12: T2-gewichtetes axiales MRT Bild einer rechten Hufte mit zystischem
Pseudotumor (Pfeil) (Hart 2013)

Abb. 13: T1-gewichtetes axiales MRT Bild. Solider Pseudotumor (Pfeil) (Pandit et al.
2008)

Abb. 14 zeigt die signifikant vermehrte Expression von TNF-a in der Niere in der
Metallionen- (MI) (p < 0,001) und Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,008) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den Versuchsgruppen zeigt sich ein
signifikanter Unterschied (p < 0,001) zwischen der Metallionen- (MIl) und der
Metallpartikelgruppe (Ml).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen
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° = milder Ausreil3er

Abb. 15 zeigt Ausschnitte von Nieren Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit TNF- a gefarbt wurden. Abb. 15.1 zeigt einen Ausschnitt
der MI-Gruppe, Abb. 15.2 einen Ausschnitt der MP-Gruppe, Abb. 15.3 der PE-
Gruppe und Abb. 15.4 der Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen
mit Pfeilen markiert.

Abb. 16 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p < 0,001) von IL6 in der Niere in
der Metallionen- (MI) und Metallpartikelgruppe (MP) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(PBS). Zwischen den Versuchsgruppen zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p =
0,006) zwischen der Metallionen- (MI) und Polyethylengruppe (PE).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreil3er

Abb. 17 zeigt Ausschnitte von Nieren Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit IL6 gefarbt wurden. Abb. 17.1 zeigt einen Ausschnitt der
MI-Gruppe, Abb. 17.2 einen Ausschnitt der MP-Gruppe, Abb. 17.3 der PE-Gruppe
und Abb. 17.4 der Kontroligruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit
Pfeilen markiert.

Abb. 18 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,034) von IL1B in der Niere
in der Metallionengruppe (MI) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) in der
Expression von IL18.

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

Abb. 19 zeigt Ausschnitte von Nieren Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit IL13 gefarbt wurden. Abb. 19.1 zeigt einen Ausschnitt der
MI-Gruppe, Abb. 19.2 einen Ausschnitt der MP-Gruppe, Abb. 19.3 der PE-Gruppe
und Abb. 19.4 der Kontroligruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit
Pfeilen markiert.

Abb. 20 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,045) von TNF-a in der
Leber in der Metallpartikelgruppe (MP) im Vergleich zur Kontroligruppe (PBS).
Zwischen den Versuchsgruppen zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) in
der Expression von TNF- a.

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

° = milder AusreilRer
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Abb. 21 zeigt Ausschnitte von Leber Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit TNF- a gefarbt wurden. Abb. 21.1 zeigt einen Ausschnitt
der MI-Gruppe, Abb. 21.2 der MP-Gruppe, Abb. 21.3 der PE-Gruppe und Abb. 21.4
der Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.
Abb. 22 zeigt die signifikant vermehrte Expression von IL6 in der Leber in der
Metallionen- (MI) (p < 0,001) und Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,004) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den Versuchsgruppen zeigt sich ein
signifikanter Unterschied (p = 0,002) zwischen der Metallionen- und
Metallpartikelgruppe.

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreil3er

* = extremer Ausreil3er

Abb. 23 zeigt Ausschnitte von Leber Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit IL6 gefarbt wurden. Abb. 23.1 zeigt einen Ausschnitt der
MI-Gruppe, Abb. 23.2 der MP-Gruppe, Abb. 23.3 der PE-Gruppe und Abb. 23.4 der
Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Abb. 24 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p < 0,001) von IL18 in der Leber
in der Polyethylengruppe (PE) im Vergleich zur Kontroligruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Metallionen-
(MI) und der Polyethylengruppe (PE) (p = 0,041) und zwischen der Metallpartikel-
(MP) und der Polyethylengruppe (PE) (p = 0,045).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

* = extremer Ausreil3er

Abb. 25 zeigt Ausschnitte von Leber Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit IL13 gefarbt wurden. Abb. 25.1 zeigt einen Ausschnitt der
MI-Gruppe, Abb. 25.2 der MP-Gruppe, Abb. 25.3 der PE-Gruppe und Abb. 25.4 der
Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Abb. 26 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,027) von IL6 in der Milz in
der Metallpartikelgruppe (MP) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Metallionen-
(MI) und der Polyethylenpartikelgruppe (PE) (p = 0,03) und zwischen der
Metallpartikel- (MP) und der Metallionengruppe (MI) (p = 0,002).
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# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

Abb. 27 zeigt Ausschnitte von Milz Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit IL6 gefarbt wurden. Abb. 27.1 zeigt einen Ausschnitt der
MI-Gruppe, Abb. 27.2 der MP-Gruppe, Abb. 27.3 der PE-Gruppe und Abb. 27.4 der
Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Abb. 28 zeigt die signifikant vermehrte Expression (p = 0,036) von IL1 in der Milz in
der Metallionengruppe (MI) im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den
Versuchsgruppen zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Metallpartikel-
(MP) und der Metallionenngruppe (MI) (p = 0,014).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreil3er

* = extremer Ausreil3er

Abb. 29 zeigt Ausschnitte von Milz Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit IL13 gefarbt wurden. Abb. 29.1 zeigt einen Ausschnitt der
MI-Gruppe, Abb. 29.2 der MP-Gruppe, Abb. 29.3 der PE-Gruppe und Abb. 29.4 der
Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.

Abb. 30 zeigt die signifikant vermehrte Expression von TNF-a in der Lunge in der
Metallionen- (MI) (p = 0,039) und Metallpartikelgruppe (MP) (p < 0,001) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (PBS). Zwischen den Versuchsgruppen zeigt sich ein signifikanter
Unterschied (p = 0,01) zwischen der Metallpartikel- (MP) wund der
Polyethylenpartikelgruppe (PE).

# = signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (PBS)

+ = signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen

° = milder Ausreil3er

* = extremer Ausreil3er

Abb. 31 =zeigt Ausschnitte von Lungen Praparaten der unterschiedlichen
Versuchsgruppen, die mit TNF-a gefarbt wurden. Abb. 31.1 zeigt einen Ausschnitt
der MI-Gruppe, Abb. 31.2 der MP-Gruppe, Abb. 31.3 der PE-Gruppe und Abb. 31.4

der Kontrollgruppe. Beispielhaft wurden einige positive Zellen mit Pfeilen markiert.
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