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Einleitung

1 Einleitung

Der Begriff Allergie ist weitverbreitet und wird laienhaft teils fiir Unvertraglichkeiten
jeglicher Art verwendet. So werden Komplikationen nach Implantation von Endoprothesen
oft von Patienten als ,Allergie” bezeichnet. Doch gibt es wirklich eine Allergie auf

Endoprothesenmaterialien?

1.1 Allergiedefinition

,Wir brauchen ein neues, allgemeines, nicht préjudizierendes Wort fiir die
Zustandsénderung, die der Organismus durch die Bekanntschaft mit irgendeinem
organischen, lebenden oder leblosen Gifte erfdhrt. Der Geimpfte verhdilt sich [...] anders, als
ein Individuum, welches mit dem betreffenden Agens noch nicht in Beriihrung gekommen ist;
er ist deswegen noch weit entfernt, unempfindlich zu sein. Alles was wir von ihm sagen
kénnen, ist, dass seine Reaktionsfdhigkeit gedindert ist. Fiir diesen allgemeinen Begriff der

verdnderten Reaktionsféhigkeit schlage ich den Ausdruck Allergie vor.“[1]

Mit diesen Worten fuhrte Clemens Peter Freiherr von Pirquet 1906 den Begriff Allergie in die
medizinische Fachwelt ein.

Das Wort Allergie setzt sich aus dem griechischen Worten ,allos” fiir fremd und ,,ergon” fir
Reaktion zusammen. ,Allergie” sollte die verdnderte Reaktion eines Organismus
beschreiben, der mit einem bestimmten Stoff bereits in Berlhrung gekommen war. In
diesem Sinne verstand Pirquet den Begriff ,allos” als ,die Abweichung von der
urspriinglichen Verfassung, von dem Verhalten des Normalen“[1]. Er wollte mit seinem neu
geschaffenen Begriff verstandlich machen, dass der Organismus bei der Abwehr eines
Stoffes durch seine eigene Tatigkeit das klinische und das pathologische Erscheinungsbild
mitbestimmt und daher selbst aktiv das Krankheitsgeschehen bestimmt.

Heute beschreibt der Begriff Allergie krankmachende Uberempfindlichkeitsreaktionen, die
durch eine Immunantwort gegen Allergene ausgelost werden. Im Laufe der Zeit erkannte
man, dass den unter dem Begriff Allergie subsumierten Krankheitsbildern mehrere
verschiedene immunologische Mechanismen zugrunde liegen. Eine Klassifikation in vier

verschieden Allergietypen, die heute noch giiltig ist, wurde von Coombs und Gell 1963
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begriindet [2]. Die Klassifizierung teilt die Typen nach ihrer Pathogenese ein. Die ersten drei
Typen werden humoral durch Antikdrper vermittelt, der vierte Typ, sog. Spattyp, tGber Zellen
(T-Zellen und Makrophagen). Ein typisches Beispiel einer Typ 4-Reaktion oder Spattyp-

Reaktion ist das allergische Kontaktekzem.

1.2 Allergisches Kontaktekzem

1.2.1 Morphologie des allergischen Kontaktekzems

,Das allergische Kontaktekzem entsteht durch eine Typ-IV-Reaktion gegen exogen auf die
Haut auftreffende Substanzen. Sie manifestiert sich bei episodischer Exposition als akute
Dermatitis, bei wiederholter oder dauernder Exposition als chronisches allergisches
Kontaktekzem.“[3]

Die akute Ekzemreaktion, etwa 48h nach Einwirkung eines Allergens, beginnt als helles
Erythem, welches eine eher matte Oberfliche (infolge des intraepidermalen Odems) besitzt.
Dieses Odem kann bis zur Blaschenbildung gehen. Bei kurzer Exposition gegeniiber der Noxe
erfolgt nach wenigen Tagen die Abheilung.

Bei einer andauernden oder wiederholten Exposition gegeniiber der Noxe entwickelt sich ein
chronisches Kontaktekzem. Es zeigt sich eine entziindliche Hautverdickung mit Vergréberung
der Hautfelderung (Lichenifkation) und fiihrt infolge der reaktiven Epidermisverdickung zu
einer Hyperkeratose. Es finden sich zugleich Rétungen, Bldaschen, Erosionen, Krusten und
Schuppen an der entziindlich geréteten Haut. Typisch fiir die allergische Kontaktdermatitis

sind makuldse oder papuldse Streuherde in der Umgebung [3-4].

1.2.2 Histologie des allergisches Kontaktekzems

In der Lichtmikroskopie zeigen sich in der HE-Farbung folgende Charakteristika des akuten
allergischen Kontaktekzems: Es findet sich das Bild einer epidermalen Spongiose. Dieser
Begriff beschreibt die ,,schwammartige” Erweiterung der epithelialen Interzelluldrraume
durch ein in diesem Fall entziindungsbedingtes Odem. Es bilden sich kleine intraepidermale
Vesiculae, die meist nur durch diinne Septen voneinander getrennt sind und in die
lymphozytare Zellen eingewandert sind. Neben dieser Zelleinwanderung (Exozytose) in den

interzellularen Raum findet sich eine akanthotische Epidermis (verbreitertes Stratum
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spinosum). Charakteristisch sind auch perivaskulare Infiltrate aus Lymphozyten, vereinzelt

auch neutrophile und eosinophile Granulozyten [4-5].

Abbildung 1-1 : Ekzemreaktion (positive Reaktion im Epikutantest auf Nickelsulfat (HE--Firbung, 20x))

1.2.3 Diagnostik des allergischen Kontaktekzems

Im Vordergrund stehen neben der Anamnese des Patienten das oben beschriebene klinische
Erscheinungsbild und eine Testung der in Frage kommenden Allergene im Rahmen eines
Epikutantestes. Dieser ist in Kapitel 3.5.1 naher beschrieben. Durch das Aufbringen der
Testsubstanzen auf die Haut wird bei entsprechender allergischer Disposition eine akute
allergische Kontaktdermatitis hervorgerufen. Der Epikutantest ist Standard in der
Allergiediagnostik. Ein weiterer eher wissenschaftlicher Ansatz zur Beurteilung einer
Antigensensibilisierung stellt der sogenannte Lymphozytentransformationstest dar. In
diesem kann eine lymphozytare Spatsensibilisierung der Testperson auf zum Beispiel Nickel
festgestellt werden. Hierzu werden aus peripherem Blut gewonnene Lymphozyten mit
Nickelsalzen stimuliert und ein eventuell verstarktes Proliferationsverhalten festgestellt. Eine

nahere Beschreibung dieses Testes befindet sich in Kapitel 3.5.2.
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1.2.4 Immunmechanismen des allergischen Kontaktekzems

Zur Zeit wird von einer genetischen Pradisposition fir die Bereitschaft der Haut, bei Kontakt
mit gewissen Substanzen - sogenannten Allergenen - im Sinne einer Typ-IV-Reaktion zu
antworten, ausgegangen; eine Assoziation mit einem bestimmten HLA-Typ konnte aber
bisher nicht nachgewiesen werden [3-4].

Bei Allergenen handelt sich meist um niedermolekulare Substanzen (Molekulargewicht 5-70
kD). Wie stark ein Kontaktallergen sensibilisieren kann, ist unterschiedlich. Es hangt unter
anderem von der Konzentration, der irritativen Potenz und der Einwirkungsdauer auf der
Haut ab. Die chemische Struktur ldsst hingegen keine eindeutigen Aussagen (iber die
Sensiblisierungspotenz zu. Sogenannte starke ,sensitizer”, die nur in sehr begrenzter Anzahl
in der Umwelt vorkommen, werden daher von schwachen ,sensitizer”, die tausendfach in
unserer Umwelt vorkommen, unterschieden [6-7].

Allergene sind zumeist Haptene, das heilt sie kdnnen nur in Bindung an ein Tragerprotein zu
einem Vollantigen werden und somit eine Immunantwort auslosen. Tragerproteine kénnen
z.B. Serumalbumin und epidermale Proteine sein. Die Bindung findet zumeist Uber eine
kovalente Bindung zwischen Hapten und spezifischen Aminosduren (meist Cystein) des
Tragerproteins statt [8]. Bei Metallallergenen (z.B. Nickel, Kobalt oder Chrom) werden
jedoch nicht-kovalente Protein-Metall-Chelate gebildet [9]. Des Weiteren wird derzeit eine

nicht-kovalente Hapten-major histocompatibility complex-Interaktion diskutiert [10].

Die Pathogenese des allergischen Kontaktekzems verlauft in zwei Stadien:

Prozess der Sensibilisierung (afferente Phase der allergischen Ekzemreaktion)

Bei Erstkontakt des Organismus mit dem Hapten wird das Hapten nach dem Eindringen in
die Haut an ein Tragerprotein gebunden (s.0.) und eine inflammatorische Reaktion
ausgelost. Aus Keratinozyten werden Entziindungsmediatoren ausgeschittet (u.a. IL1RB,
TNFa, Histamin) [11]. Daraufhin folgt eine Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut an die
betroffene Hautstelle. Diese CCR2+ Monozyten differenzieren zu dendritischen Zellen [12-
13]. Neben diesen eingewanderten dendritischen Zellen befinden sich weitere dendritische

Zellen in der Epidermis (Langerhans-Zellen) und Dermis (dermale dendritische Zellen) [11].
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Gerade diesen wird heutzutage eine wichtige Rolle in der Entstehung der allergischen
Kontaktdermatitis zugewiesen [14-17]. Dendritische Zellen besitzen an ihrer Oberflache den
major histocompatibility complex (MHC) der Klassen | und Il [18]. An diese werden die
Hapten-Proteinkomplexe (Allergene) prozessiert. Diese Allergene, welche an den MHC-
Komplex gebunden sind, werden T-Lymphozyten mit entsprechender Spezifitat ihres T-Zell-
Rezeptors nach Wanderung der dendritischen Zelle zum regiondaren Lymphknoten in der
parakortikalen Zonen prasentiert. Es kommt zur Differenzierung und Aktivierung von
Hapten-spezifischen CD8+- und CD4+-Zellen. Diese Differenzierung ist hauptsachlich
abhdngig von dem Zytokinmilieu, welches bei der Interaktion zwischen T-Zelle und
dendritischer Zelle vorherrscht [11]. So differenzieren CD4+ beziehungsweise CD8+Zellen
unter Einfluss von IFNy zu Typ 1-Zellen (Th1l bzw. Tc1-Zellen) [19-20], unter Einfluss von IL6
und TGFR zu Typ 17-Zellen (Th17 bzw. Tcl7) [21-24], zu Typ 2-Zellen (Th2 bzw. Tc2) unter

IL4 Einfluss [19-20] und CD4+-Zellen zu Treg (regulatorische T-Zellen) unter dem Einfluss von

TGFR [25]:

IFNy

TGFR IL-4

TGFR+IL-6

Abbildung 1-2 Differenzierung T-Lymphozyt (in Anlehnung an [26])
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Auslosung des allergischen Kontaktekzems durch Reexposition (efferente Phase)

Bei erneutem Kontakt der Haut mit dem Hapten kommt es nach etwa 48 bis 72 h zum
Auftreten einer akuten Ekzemreaktion. Die T-Zellen, denen in der afferenten Phase bereits
das Allergen prasentiert wurde, konnen bei einer Reexposition ins Gewebe austreten und
nach Antigenprasentation zu Proliferation und Zytokinausschittung fihren [11]. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass CD8+-Zellen primar Effektorzellen und CD4+-Zellen
primar regulatorische Zellen in der Pathogenese des allergischen Kontaktekzems darstellen
[27-31]. So zeigten MHC-I-defiziente knock-out-Mause, welche unfadhig fiir Interaktion mit
CD8+T-Zellen sind, keine Kontaktsensibilisierung bei kutanem Auftragen von DNFB (2,4-
dinitro-1-Fluorobenzol), einem hochpotenten Kontaktallergen. Umgekehrt wurde bei MHC-
lI-defizienten knock-out-Mausen, welche unfdhig zu einer Interaktion mit CD4+-Zellen sind,
eine verstarkte Kontaktsensibilierung auf DNFB festgestellt. Studien geben Hinweise darauf,
dass die Pathogenese des Nickel-induzierten allergischen Kontaktekzems beim Mensch der
der Maus dhnelt [32].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der infiltrierenden CD8+-Zellen mit einer
Erhéhung der IFNy-Menge und mit der Apoptose der Keratinozyten im Gewebe positiv
korreliert [27]. Auch CD4+-Zellen kénnen unterstiitzend zu CD8+-Zellen Keratinozyten in
Apoptose bringen [33], allerdings nur nach MHC ll-Induktion durch IFNy. Daher ist es
moglich, dass die CD4+ Zellen erst nach Ausschittung der CD8+-Zytokine mit der

zytotoxischen Aktivitat der CD8+Zellen kooperieren [34].

11
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@ =

CD8+
. M Regulator
CD4+

Abbildung 1-3 Effektorische und regulatorische Zellen der Kontaktsensibilisierung (in Anlehnung an [32])

Darlber hinaus konnte die Differenzierung einiger T-Zellen zu Typl7-Zellen festgestellt
werden mit entsprechender IL17- Expression [35-36]. Auch in vivo zeigten sich bei
allergischen Patienten IL17-produzierende T-Zell-Klone [37]. Diese waren groRtenteils CD4+-
Zellen, etwa 1% war CD8+ [38]. Es zeigte sich bei Neutralisierung des IL-17 durch Antikorper
ebenso wie bei IL17-defizienten knockout-Mdusen eine verminderte kontaktallergische
Reaktion [36, 39].

So zeigt sich, dass die CD8+-Zell-vermittelte Zytotoxizitat (insb. Tcl) gegeniber den Hapten-
beladenen Keratinozyten wesentlich bei der Pathogenese der kontaktallergischen Reaktion
ist, die CD4+-Thl und Th17-Zellen scheinen eher in die Amplifikation der allergischen

Reaktion involviert zu sein [37, 40].

Regulation der Kontaktsensibilierung
Das Zytokin IL10 hat durch die Inhibition der Produktion proinflammatorischer Zytokine (wie
IFNy oder TNFa) und folgend die Inhibition der Aktivitait der T-Zellen einen wichtigen
regulatorischen Effekt auf das Allergiegeschehen. So zeigten Mause nach intradermaler

Gabe von IL10 eine verminderte allergische Kontaktdermatitis [41], wahrend IL-10 defiziente

12
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knockout-Mause eine verstarkte Reaktion zeigten [42]. IL10 und IL4 sind klassische Th2-
Zytokine, was zu der Vermutung fiihrt, dass CD4+-Zellen an ihrer Produktion und somit der
Regulation der Kontaktallergie beteiligt sind. So zeigten -wie bereits oben erwahnt-
CD4+inkompetente MHCII-knockout-Mause eine verstarkte kontaktallergische Reaktion.
Interessanterweise zeigte jedoch nur IL10, nicht aber IL4 diese regulatorische Wirkung,
obwohl Th2-Zellen IL10 als auch IL4 produzieren [43], was vermuten lasst, dass noch ein
weiterer CD4+ Zelltyp fiir die IL10 Produktion verantwortlich ist.

So kénnten CD4+CD25+-Zellen, sogenannte regulatorische T-Zellen (Treg) fir die IL10-
Produktion verantwortlich sein. Es wurde gezeigt, dass Treg ihre immunregulatorische
Wirkung nicht im direkten Zell-Zell-Kontakt, sondern Uber die Ausschittung von IL10
vermitteln [44]. Insbesondere der Subtyp Treg Typ 1 (Trl) zeigte eine besonders hohe IL10-

Produktion in kontaktallergischer Haut [45].

Im Anhang findet sich eine zusammenfassende Tabelle mit ausgewdhlten Zytokinen und

ihrer Rolle bei der allergischen Kontaktallergie.

1.2.5 Epidemiologie des allergischen Kontaktekzems auf Nickel

Das allergische Kontaktekzem ist die Hauptursache von Berufsunfahigkeit durch
Hauterkrankungen. Gerade Metalle, wie Nickel, Kobalt und Chrom sind bekannt als
Allergene, die bei Hautkontakt zu einem Kontaktekzem fiihren kénnen. Der haufige Einsatz
von Nickel nicht nur in Minzen, wie der nach seinem Metall benannten Nickel als 5 Cent
Minze in den USA, sondern vor allem im Modeschmuck und vielen Alltagsgegenstanden
erklart, dass relativ oft eine Kontaktallergie gegeniiber Nickel in der Allgemeinbevdlkerung
gefunden wird.

In der Allgemeinbevolkerung finden sich Kontaktallergieraten gegeniber Nickel von 13,1%
(Frauen 20,4%, Manner 5,8%), gegenliber Kobalt von 2,4% (Frauen 3,4%, Manner 1,4%) und
gegeniber Chrom von 1,1% (Frauen 1,5%, Maéanner 0,7%) [46]. Bei Patienten von
dermatologischen Kliniken sind diese Raten aufgrund der nicht zu vermeidenden Selektion
noch héher, wie Uberblicksdaten des IVDK (Informationsverbund Dermatologischer Kliniken)

an von 2001 bis 2004 getesteten Personen zeigen [47].

13
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Bei Untersuchungen von Menné et al. im Jahre 1987 [48] konnte eine Abhédngigkeit der
Nickelsensibilisierungsrate von der Expositionsmenge festgestellt werden. Bei Legierungen,
die mehr als 0,5 pg Nickel/cm?/Woche an die Haut abgeben, ist die Sensibilisierungsrate
deutlich hoher im Gegensatz zu Legierungen, die weniger als diese Menge freisetzen. Es
folgte 1994 eine von der EU verordnete Nickel-Direktive (EN1811), welche mit ihrer
Uberarbeitung von 2011 fiir Gebrauchsgegenstinde mit lingerem Hautkontakt eine
Nickelfreisetzung auf weniger als 0,5 pg Nickel/cm?/Woche, fiir ,Stibe, die in durchstochene
Ohren oder andere durchstochene Korperteile eingefiihrt werden” sogar nur 0,2

ug/cm2/Woche vorschreibt [49].

14
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1.3 Implantatunvertrdglichkeit und Metallallergien

In Deutschland werden jahrlich gemafl den statistischen Daten der im BVMed
(Bundesverband Medizintechnologie e.V.) vertretenen Unternehmen rund 400000
Endoprothesen implantiert [50]. Im Jahr 2010 wurden dabei etwa 210000 kiinstliche
Hiftgelenke und 165000 kiinstliche Kniegelenke implantiert. Die Anfiange der
Knieendoprothetik reichen ans Ende des 19. Jahrhunderts. So implantierte Themistokles
Gluck (1853-1941) mehreren Patienten Gelenkersatz aus Elfenbein, welche jedoch aufgrund
der nachfolgenden Infektionen am Patienten versagten. Die moderne Endoprothetik begann
mit der ersten erfolgreichen Implantation 1951 durch B. Walldius [51]. Seitdem sind grofe
Fortschritte in der Endoprothetik erzielt worden, um qualitativ hochwertige Endoprothesen
dem Patienten anbieten zu kdnnen, welche in Funktion und Material hochsten Anspriichen

genugen.

1.3.1 Knieendoprothesen-Materialien

Die Femur- und Tibiakomponenten eines Knieimplantats bestehen in der Regel aus CoCr-
Legierungen. Diese CoCr-Legierung besteht aus 64% Kobalt, 28% Chrom, 6% Molybdan und
ca. 0,5% Nickel. Die Tibiakomponente und bei einem Hersteller auch die Femurkomponente
konnen aber auch bereits aus einer Titanlegierung bestehen. Titan-Legierungen bestehen
zumeist aus 87 % Titan und entweder 6 % Aluminium plus 4% Vanadium, oder 6 %
Aluminium und 7 % Niob [52].

Weiterhin sind Zirkonium-Legierungen fir Knieendoprothesen erhaltlich. Sie bestehen aus
97,5% Zirkonium und 2,5% Niob und werden auch unter dem Namen OXINIUM® vertrieben.
Die Inlays (Meniskenersatz) sind in der Regel aus UHMWPE (Ultra hochmolekulares
Polyethylen) hergestellt. Die Werkstoffe werden in der internationalen Norm ISO 5832-5834
beschrieben. Die verwendeten Knochenzemente enthalten mogliche Allergene wie
Polymermethacrylate, Additiva (z.B. Benzoylperoxid) und Antibiotika wie Gentamicin, welche

als Verursacher einer Immunantwort zur Zeit kontrovers diskutiert werden [53].
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1.3.2 Komplikationen bei Knieendoprothesen

Bis 20% der Patienten mit Knieendoprothesen haben Beschwerden, woraus eine jahrliche
Revisionsrate von etwa 10% resultiert [54]. Grundsatzlich sind verschiedene Atiologien fiir
ein Versagen von Knieendoprothesen bekannt. Man unterscheidet zwischen septischen und
nicht-septischen Ursachen:

Zum einen gibt es septische Lockerungen kurze Zeit nach Implantation mit einem floriden
infektiosen Krankheitsbild (,,high-grade infection”) zum anderen bei minimaler bakterieller
Kontamination und speziellem Keimspektrum eine Ilatente sogenannte ,low-grade
infection”. Das Keimspektrum bilden insbesondere ,small colony variants“ von

Staphylokokken, die erst nach einigen Wochen Bebriitung Kolonien bilden [55-56].

Bei den nicht-septischen Ursachen wird im Rahmen einer ,adverse reaction” auch eine
Allergie gegen die Implantatwerkstoffe als moglicher Ausléser diskutiert. So wurde schon in
den 1960er-Jahren beschrieben, dass es Zu krankmachenden
Uberempfindlichkeitsreaktionen gegeniiber Metallen nicht nur bei Kontakt an der
Hautoberflache sondern auch im Korper eines Patienten kommen kann [57]. Lokale Ekzeme,
rezidivierende Rotungen und Schwellungen wurden nach Osteosynthesen im
Extremitatenbereich beobachtet [58-62], liber Ekzeme bei Hift- und Knieendoprothesen
existieren nur wenige Fallberichte [63]. Spater wurden neben den im Vordergrund
stehenden Metallen wie Nickel, Kobalt, Chrom auch von Titan-Unvertraglichkeitsreaktionen
im Sinne einer Implantatallergie berichtet [64-67]. Dass Allergien auf Implantatwerkstoffe -
neben den erwdhnten Hautverdanderungen- auch Endoprothesenlockerungen bewirken
konnen, wurde in Kasuistiken sowohl fir Metallallergien [68-70] als auch fir
Kontaktallergien gegen potentielle Knochenzementkomponenten beschrieben [70-72].

Inwieweit die Pathogenese einer Metallallergie am Gelenk sich mit der an der Haut
vergleichen lasst, ist bisher unklar. Ebenso fehlen eindeutige histopathologische Korrelate

fur hypererge Typ-4- Reaktionen an Endoprothesen [55].
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1.3.3 Histologische Veranderung bei Implantatversagen

Bei Implantatversagen lassen sich, abhingig von ihrer Atiologie, histologische
Veranderungen der periprothetischen Membran und der Neosynovialis feststellen. Als
periprothetische Membran wird eine saumartige Gewebeschicht bezeichnet, welche sich in
der Interfaceregion zwischen Knochen und Prothese bzw. Knochen und Zement ausbildet.
Sie ist daher nur bei einem Prothesenwechsel fir Probeentnahmen zugdnglich. Die
Neosynovialis bildet sich um die Endoprothetik als Begrenzung des neuen Gelenkraumes und

besitzt keinen Kontakt zum Knochen. Sie ist daher leichter zuganglich.

Abbildung 1-4 Hiiftendoprothetik im a.p.-Réntgen: schematische Darstellung der periprothetischen

Membran (rot) und der Neosynovia (blau) aus [55]

Anhand der Morphologie von periprothetischer Membran/Neosynovialis konnen nach einer
Klassifikation nach Morawietz et al. [73] — unter mafigeblicher Mitwirkung von Herrn Prof.
Krenn- vier verschiedene Typen unterschieden werden, welche Rickschlisse auf die

Atiologie der Lockerung zuléssen.
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Neosynovialitis / Periprothetische Membran

Typ IV
¢ + Abrieb Infektions Indifferenz
Typ
Nodales
lymphatisches
Infiltrat
- Fibrose Fibrose -
Arthrofibrose Arthrofibrose
Abrieb- Nicht-Abrieb-
induziert induziert
+
Ossifikation

Periprothetische

Ossifikation

Abbildung 1-5 Pathologie des Perimplantatgewebes aus [55]

Die Standzeiten von Endoprothesen haben zwar deutlich zugenommen, allerdings bleibt die
Lebensdauer einer Endoprothese weiterhin begrenzt. Anhand der Beurteilung des
Gewebebildes im Implantatlager revidierter Endoprothesen konnten Morawietz und Krenn
die unten beschriebene Klassifikation fiir vier wesentliche Reaktionsmuster im Falle eines
Endoprothesenversagens erstellen. Da wir dankenswerterweise Uber die Kooperation mit
Herrn Professor Krenn eine wesentliche histomorphologische Beurteilungshilfe bekamen,

wollen wir im Folgenden diese Klassifikation aus seiner Veroffentlichung zitieren.
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1.3.4 Morphologie der Periimplantatmembran

Periprothetische Membran vom abriebinduzierten Typ (Typ |):

Histologisch imponiert ein mehrheitlich aus Makrophagen und multinukleéren Riesenzellen
bestehendes Infiltrat. Kleinere Partikel von etwa 2 um? kénnen in Makrophagen gefunden
werden, wihrend sich gréfere PE-Partikel ab etwa 5 um? eher in multinukledren Riesenzellen
finden. Diese beiden Zellformen nehmen zusammen mehr als 20% der Fldche der Membran
ein. Vereinzelt sind Lymphozyten nachweisbar. Der héchste Anteil bzw. die gréfite

Fléchendichte von Makrophagen oder multinukledren Riesenzellen findet sich oft an der

Oberfliche der periprothetischen Membran.” Zitat aus [55]

Abbildung 1-6 Typ I-Membran mit Fremdkorperriesenzellen (HE, Vergr6Berung 80:1) aus [55]
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Periprothetische Membran vom infektiosen Typ (Typ Il):

,Hierbei kann zwischen einer Minimalinfektion (,low-grade-infection”) und einer
ausgeprégten, z. T. abszedierenden oder phlegmonésen Entziindungsform unterschieden
werden. Das Bild der ,,low-grade-infection” zeichnet sich durch eine chronisch granulierende
Entziindung mit aktivierten Fibroblasten, Gefdfproliferaten, chronischem Odem und einem
entziindlichen Infiltrat aus neutrophilen Granulozyten und oft auch Plasmazellen in
Nachbarschaft von kleinen Lymphozytenaggregaten aus. Multinukledre Riesenzellen und

Makrophagen sind nur vereinzelt nachweisbar.”

Zitat aus [55]

Abbildung 1-7 Typ II-Membran: Granulationsgewebe Kapillarproliferate (HE, VergroBerung 80:1) aus [55]
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Periprothetische Membran vom abriebinduzierten und infektiésen Typ

(Mischtyp, Typ 1l1):

,Das histologische Bild stellt eine Kombination der unter Typ | und Typ Il beschriebenen
histologischen Verédnderungen dar. In derselben Membran finden sich sowohl Areale, in
denen eine abriebinduzierte Fremdkérperreaktion dominiert als auch ein granulozytenreiches

Granulationsgewebe, wobei beide Verdnderungen etwa den gleichen Fldchenanteil

einnehmen.” Zitat aus [55]

Abbildung 1-8 Typ lll-Membran: Mischtyp aus Abrieb und Infektionstyp (HE, Vergr6Berung 80:1) aus [55]
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Periprothetische Membran vom indifferenten Typ (nicht-abriebinduziert, nicht-infektios,

Typ IV):

,Histologisch stellt sich eine aus zellarmem, kollagenfaserreichen Bindegewebe bestehende
Membran dar, deren Oberflidche zumeist von einem zarten Fibrinsaum mit Fibroblasten und
Makrophagen synovialiséihnlich begrenzt ist. Neutrophile Granulozyten kommen nur
vereinzelt im Bereich der Fibrinauflagerungen vor. Im konventionellen HE-Préparat und auch
polarisationsoptisch lassen sich nur sehr wenige Fremdmaterialablagerungen erkennen.

Insbesondere findet sich keine Fremdkérperreaktion. Riesenzellen und Makrophagen nehmen

weniger als 20% der Schnittfldche ein.” Zitat aus [55]

Abbildung 1-9 Typ IV-Membran: Faserreiches Bindegewebe, kein Abrieb, keine Infektion (HE, VergroRerung
80:1) aus [55]
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2 Zielsetzung

Bei beschwerdebehafteter Endoprothetik - speziell Knieendoprothetik - kdnnen nicht immer
»klassische” Ursachen wie Fehlpositionierung, mechanische Problematik oder Infekt
gefunden werden. Da eine Metallimplantatallergie in seltenen Fallen vorliegen kénnte, soll

die folgende Arbeit einige der vielen hierzu noch offenen Fragen klaren helfen:

* Konnen bei beschwerdebehafteten Knieendoprothesentragern mit im Hauttest
gefundener Metallallergie und/oder im Lymphozytentransformationstest gefundener
Metallsensibilisierung bestimmte Charakteristika im periimplantiaren Gewebe

gefunden werden?

* Lassen sich diese Charakteristika bei aseptischem Prothesenwechsel Gber
o Histomorphologie/Zellinfiltrat und/oder

o Uber Zytokinmuster beschreiben?

* Unterscheiden sich die Zytokinmuster von Proben aus periimplantarem Gewebe von
Patienten mit Implantatversagen und kutaner Metallallergie von Gewebeproben von
Patienten mit Implantatversagen ohne kutane Metallallergie, aber positiver Reaktion
im Lymphozytentransformationstest? Ist eine Differenzierung aufgrund der

unterschiedlichen Testverfahren moglich?

* Wie unterscheiden sich Zytokinmuster von Proben aus periimplantarem Gewebe von
Patienten mit Implantatversagen und Metallallergie/Sensibilisierung  von
Hautgewebeproben aus Nickelkontaktdermatitis-Arealen (Epikutantestreaktionen)?

Inwieweit finden sich Ubereinstimmungen mit den periimplantiren Geweben?

* Welche Zytokinexpression ist im Kniegewebe bei Gonarthrose—Patienten vor
Implantation einer Endoprothese messbar? Wie unterscheidet sich diese
Zytokinexpression von der Zytokinexpression der Patienten mit Implantatversagen

und Metallallergie/Sensibilisierung?
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Welche Korrelation besteht zwischen Beschwerden, Allergiediagnostik, Histologie

und spezifischen Zytokinmustern?

Wie haben sich die subjektiven Beschwerden der Patienten nach einer
Revisionsoperation verdandert, wenn Materialien eingebaut wurden, auf die die
Patienten keine kutane Allergie aufweisen? In wieweit konnten diese Patienten von

einer erneuten Operation profitieren?
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial und Patienten im Uberblick

Um potentielle Charakteristika bei Verdacht auf Implantatallergie zu erkennen, wurden
Gewebeproben periimplantdr bei Knieendoprothesentragern mit Komplikationen, bei
Gonarthrosepatienten vor Endoprotheseneinsatz sowie aus Metall-Epikutantestfeldern bei
metallallergischen Patienten entnommen. Eine Zusammenschau von allergologischen
Parametern, Histomorphologie und molekularer Zytokinexpressions-Analyse im Gewebe
sollte im Vergleich der Patientenkollektive Unterschiede erkennen lassen. Die verwendeten
Materialien sind im Anhang wiedergegeben. Im Folgenden werden die Arbeitsschritte

beschrieben.

3.2 Patienten und Versuchsablauf

Insgesamt wurden Gewebeproben von 40 Personen in dieser Studie nach deren Einwilligung
einbezogen und verarbeitet. Vor Studienbeginn wurde der Ethikkommission der
medizinischen Fakultdt der LMU das Studienprotokoll vorgelegt und von dieser genehmigt.
Als Einschlusskriterien galten fiir alle Personen: Alter >18 Jahre, Miindigkeit und
unterzeichnete Einverstandniserklarung.
Weiterhin wurde gemaR den unter 3.2.1 beschriebenen Gruppenkriterien
* beschwerdebehaftete Knieendoprothetik mit Implantatallergieverdacht
* Gonarthrosepatienten vor Endoprothetik
* Patienten mit Metallallergie (,,Epikutantest-Reaktion (ECT)“) ohne Knieendoprothetik
die erganzende Auswahl getroffen. Far die beschwerdebehafteten
Knieendoprothetiktrager galt, dass bei diesen bereits tiber die betreuenden Orthopaden
eine Revisionsoperation vorgesehen war und im Rahmen der Beschwerdeabklarung eine
Allergiediagnostik erfolgt war. Es musste mindestens eine der Beschwerden wie

Schmerzen, rezidivierende Erguisse und/oder Bewegungseinschrankung vorliegen.
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3.2.1 Allgemeine Patientencharakteristika

Die Gewebeproben wurden aus vier verschiedenen Kollektiven erhalten:

a. 11 Personen mit beschwerdebehafteter Knieendoprothetik und im Epikutantest (ECT)
positiver Reaktion gegeniber den Metallen Nickel und/oder Kobalt
(Patientenkollektiv I).

Im Epikutantest positiv auf Nickel zeigten sich 10 der 11 Patienten, 6 zeigten auf
Kobalt und 2 der 11 zeigten auf Chrom eine positive Reaktion.

Bei 5 Patienten wurde zusatzlich ein Lymphozytentransformationstest (LTT)
durchgefiihrt, dieser zeigte durchwegs positive Reaktion auf Nickel.

b. 9 Personen mit beschwerdebehafteter Knieendoprothetik, negativem ECT aber
positivem LTT gegeniber Nickel (Patientenkollektiv I1).

Hier zeigten alle 9 Patienten positive Reaktionen auf Nickel, ein Patient zusatzlich
auch auf Kobalt.

c. 12 Personen mit Gonarthrose vor Endoprothetik (Kontrollkollektiv)

d. 6 Personen mit Metallallergie ohne Endoprothetik (ECT+ Kollektiv), 2 Personen ohne

Metallallergie ohne Endoprothetik (ECT- Kollektiv)

Bei a+b+c erfolgte die Gewebeprobe im Kniegelenk, bei d erfolgte die Gewebeentnahme
aus dem Metall-reaktiven ECT-Areal. Zusatzlich wurde bei zwei Personen je eine
Gewebeprobe aus einem nicht-reaktiven ECT-Feld genommen. Die Metall-LTT-Reaktion
wurde bei einem SI 22 als positiv gewertet (siehe 3.5.2).

Die Uberblicksdaten der Patienten-und Kontrollkollektive sind in der folgenden Tabelle
aufgefihrt:

Tabelle-3-1 Zusammenfassung der Studienkollektive

Geschlecht Alter in Lokalisation der Implantatliegedauer in
Jahren Gewebeentnahme Monaten
Patientenkollektiv | 7m 4w @ 59,0 Knie ©25,7
(Revisionsoperation (37-75) (6-30)
bei ECT+)
Patientenkollektiv Il 7m 2w @ 64,2 Knie ©28,0
(Revisionsoperation (53-71) (12-60)
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bei ECT- und LTT +)

Kontrollkollektiv im 11w 69,2 Knie entfallt
(Gonarthrose vor (52-89)

Implantation)

ECT-Kollektiv
(ECT+ Stanzen) im 5w 64,25 Riicken entfallt
(ECT- Stanzen) im 1w (53-75) Riicken entfallt
@ = Mittelwert

3.2.2 Versuchsablauf im Uberblick

= Patienten mit Knieendoprothetikrevision (20 Patienten)
Bei den Revisionsoperationen wurden je 6 Gewebeproben erhalten:
e 2 periimplantare Proben in Formalin (1x histologisches Labor der Dermatologischen
Klinik, LMU Miinchen; 1x versendet an den Gewebepathologen Prof. Krenn, Trierl)
* 2 periimplantare Proben in Bakteriologie-Transportmedium (,,BBL Port-A-Cul Tubes”)
(2x Bakteriologie Dr. Frommelt, Hamburg)
* 1 periimplantdre und 1 implantatferne (subkutanes Gewebe, als patienteneigene
Kontrolle) Probe in RNA-konservierendem Material (,rna-later”) (2x allergologisches
Labor der Dermatologischen Klinik, LMU Miinchen)
Bei drei Patienten lagen aus logistischen Griinden nur die Gewebeproben in Formalin und
,rna-later” vor, die an die Dermatologische Klinik Miinchen verschickt worden waren.
Von jedem der 20 Patienten waren auflerdem ein Beschwerden-beschreibender Fragebogen
(deutsche Version des WOMAC siehe 3.3) sowie ein allergologischer Fragebogen (siehe 3.4)

ausgeflllt worden.

= Kontrollpatienten (20 Patienten)
Bei 12 Gonarthrosepatienten wurden im Rahmen der primdren Endoprothetik jeweils 4
Gewebeproben erhalten:

* 2 Proben aus Kniegelenk in Formalin (1x histologisches Labor der Dermatologischen

Klinik, LMU Miinchen; 1x versendet an den Gewebepathologen Prof. Krenn, Trierz)

! Diesen Gewebeproben lag ein Einsendeschein bei, der den betreuenden Orthopaden ermdglichte, eine rasche
histologische Beurteilung ohne studienbedingte Verschliisselung zu erhalten
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* 1 kniegelenksnahe und 1 kniegelenksferne Probe (subkutanes Gewebe, als
patienteneigene Kontrolle) in RNA-konservierendem Material (,rna-later”) (2x

allergologisches Labor der Dermatologischen Klinik, LMU Miinchen)

Bei 6 Patienten, die eine Epikutantestung erhalten haben, wurden insgesamt sechs Stanzen
aus positiven Nickel-ECT-Testfeldern und eine Stanze aus einem positiven Kobalt-ECT-
Testfeld entnommen (somit insgesamt 7 ECT+-Stanzproben). Weiterhin wurden bei zwei
Patienten Stanzen aus nicht-reaktiven Nickel-ECT-Testfeldern entnommen. Aus den
biopsierten Testfeldern wurden erhalten:

* jeweils 1 Gewebeprobe in Formalin (histologisches Labor der Dermatologischen

Klinik, LMU Minchen)
* 1 Gewebeprobe in RNA-konservierendem Material (,,rna-later”) (allergologisches

Labor der Dermatologischen Klinik, LMU Miinchen)

Da in einer vorab begonnenen Dissertationsarbeit (C. Schopf) in unserem Implantatallergie-
Team in Zusammenarbeit mit den orthopadischen Kollegen der LMU Minchen
periimplantdre Knie-Gewebeproben von a) Patienten ohne Metallallergie-Nachweis und b)
Patienten mit Kniegelenksinfektionen in konventioneller Histologie und molekularbiologisch
untersucht wurden, waren diese beiden Kontrollansatze in der aktuellen Arbeit nicht
aufgenommen worden.

Bei allen teilnehmenden  Studienpatienten  wurde  ein Fragenbogen  zu
Metallunvertraglichkeiten (s.u.) sowie die deutsche Version des WOMAC zur Objektivierung

der Kniegelenksbeschwerden verwendet.

3.3 Fragebogen WOMAC (Western Ontario and McMaster Universities

Osteoarthritis Index)

Dieser Score gibt Aufschluss (iber die Dimensionen Schmerz, Funktion, Steifigkeit und

Bewegungsspielraum bei Kniegelenksproblemen. Aus diesem Fragebogen, welcher vom

’ Diesen Gewebeproben lag ein Einsendeschein bei, der den betreuenden Orthopaden ermdglichte, eine rasche

histologische Beurteilung ohne studienbedingte Verschliisselung zu erhalten
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Patienten selbst auszufillen war, lieRen sich individuelle Score-Werte berechnen. Er umfasst
vier Abschnitte mit insgesamt 33 Fragen. Der erste Teil besteht aus flinf Fragen zu
Bewegungsumfang und Schwellungen des Knies. Der zweite Teil umfasst zwei Fragen zur
Steifigkeit des Knies, der dritte Teil umfasst neun Fragen zum Thema Schmerzen. Der vierte
Teil handelt umfasst 17 Fragen zur korperlichen Tatigkeit im Alltag.

Sowohl die Patientenkollektive wie auch die Patienten des Gonarthrose-Kollektives erhielten
diesen Fragebogen zu Beginn der Studie. Die Teilnehmer der Patientenkollektive wurden
mindestens sechs Monate nach erfolgter Revision erneut gebeten, diesen Fragebogen
auszufillen. Fir die vorliegende Studie wurde eine deutsche Version des WOMAC

verwendet [74]. Der Fragebogen befindet sich im Anhang (s. 7.2).

3.4 Fragebogen zur Metallvertréiglichkeit

In diesem Fragebogen wurden neben Vorerkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes oder
rheumatologische Erkrankungen Fragen zur Metallvertraglichkeit und allergischen
Erkrankungen gestellt. Der Fragenteil ,Metallimplantate” umfasst Fragen zu aktuell
implantierten Metallprothesen, aktuellen und friiheren Beschwerden mit Metallimplantaten
sowie Fragen nach kinstlichen Zahnmaterialien mit gegebenenfalls Beschwerden. Der
Fragenteil ,allergische Erkrankungen” umfasst Fragen nach Atopie-Neigung des Patienten
(Asthma bronchiale, Rhinitis allergica, atopisches Ekzem), sowie anamnestisch Ekzeme nach
Metallkontakt. AbschlieRend wird nach atopischen Erkrankungen in der Familie gefragt.

Der Fragebogen befindet sich im Anhang (s. 7.2).

3.5 Allergologische Diagnostik der Patientenkollektive

Die 20 Patienten der unter 3.2.1 beschriebenen Patientenkollektive | und Il waren als
Personen mit ,Verdacht auf Implantatallergie” eingestuft worden, da a) ihr betreuender
Orthopade keine gdngige Beschwerdeursache (wie Fehlstellung, Komponentenversagen,
Infektnachweis) gefunden hatte und b) in der daraufhin erfolgten allergologischen Abklarung an der
Dermatologischen  Klinik der LMU, Minchen, der Epikutantest und/oder der
Lymphozytentransformationstest eine Metallsensibilisierung gezeigt hatte. Im Folgenden

werden beide Testverfahren kurz erlautert:
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3.5.1 Epikutantest (ECT)

Der Epikutantest stellt derzeit den Goldstandard in der Diagnostik der kutanen
Kontaktallergie dar. Fir die vorliegende Arbeit wurde dieser Test in der Allergologie-
Ambulanz an der Klinik fiir Dermatologie und Allergologie der LMU gemaR den Leitlinien der
Deutschen Dermatologischen Gesellschaft (DDG) und der Deutschen Gesellschaft fir
Allergie- und klinische Immunologie (DGAKI) zur Durchfiihrung des Epikutantests mit
Kontaktallergenen durchgefiihrt und nach folgender Tabelle bewertet [75]:

Tabelle 3-2 Bewertungskriterien Epikutantest

Symbol Morphe Bedeutung
- keine Reaktion Negativ
? schwaches Erythem, kein Infiltrat Fraglich
+ gleichmaRiges Erythem, Infiltrat, evtl. einfach positive allergische Reaktion

diskrete Papeln

++ deutliches Erythem, Infiltrat, Papeln, Vesikel zweifach positive allergische Reaktion
+++ starkes Erythem, Infiltrat, konfluierende dreifach positive allergische Reaktion
Vesikel
ir verschiedene Veranderungen. (Seifeneffekt, Irritativ

Vesikel, Blase, Nekrose)

nt in einem Testblock enthaltenes, aber nicht

getestetes Allergen

Im Rahmen der Testungen wurde eine mindestens einfach positive allergische Reaktion als
Allergie gewertet.

Am Patientenkollektiv wurden folgende Substanzen getestet: DKG Standardreihe 1,
Ergdnzung 401, Ergdanzung 406 Implantatmetalle, Erganzung 407 Knochenzemente. Diese
Testreihen enthalten unter anderem die Substanzen Nickel (Il)-sulfat 6*H20,
Kaliumdichromat, Kobalt (ll)-chlorid, Titan(IV)-oxid, Molybdan(V)-chlorid, Vanadium-

pentoxid, Mangan-chlorid, Benzoylperoxid, Gentamicinsulfat.

3.5.2 Lymphozytentransformationstest (LTT)

Durch spezifischen Antigenkontakt werden T-Lymphozyten aktiviert und zur Proliferation

angeregt. Diese Proliferationsantwort wird im Lymphozytentransformationstest untersucht
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und gilt als Parameter flr eine T-Zell-Reaktion bei spezifischem Antigenkontakt. Die Zellen
werden zusammen mit dem entsprechenden Stimulus fiir 72-96 Stunden im Brutschrank
kultiviert. In der Schlussphase der Kultur wird dem Kulturmedium radioaktiv markiertes
Thymidin (3H) zugesetzt, welches in den folgenden 16-24 Stunden Zellkultur ebenfalls im
Rahmen der Zellteilungen in die neusynthetisierte DNA eingebaut wird. Im Anschluss wird
die Radioaktivitat der Zellen mittels eines 3-Zahlers gemessen. Je hoher die Zellproliferation
unter Zugabe des jeweiligen Stimulus ausfallt, umso groBer ist die gemessene Radioaktivitat
aufgrund der gesteigerten DNA-Replikation. Diese Testung wurde bei den
Patientenkollektiven | und Il freundlicherweise durch das Team der Implantatallergologie-

Sprechstunde der Dermatologischen Klinik der LMU, Miinchen durchgefiihrt.
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3.6 Histologische Untersuchung

Die histologische Befundung der Gewebeproben wurde in Kooperation mit dem Zentrum fiir
Histologie, Zytologie und Molekulare Diagnostik Trier und der Histopathologie der Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie der LMU Miinchen parallel durchgefiihrt. Von
jeder Gewebeprobe wurde eine klassische HE-Farbung als Standardfarbung angefertigt.
Hierbei farbt der Farbstoff Himalaun die sauren Bestandteile einer Zelle wie DNA und
Ribosomen blau, der Farbstoff Eosin die basischen Strukturen wie Proteine des Zytoplasmas
sowie Kollagen rot. Weiterhin wurden immunhistochemische Farbungen zur
Charakterisierung von T-und B-Zellen sowie fiir Granulozyten, Monozyten und Makrophagen
mit Antikdpern gegen CD3, CD15, CD20 und CD68 durchgefiihrt. CD3 ist ein dem T-Zell-
Rezeptor assoziiertes Membranprotein und gilt als spezifischer Marker fur T-Zellen aller
Reifungsstufen. CD15 ist als Ligand fiir Selektine ein Marker fiir Granulozyten sowie Hodgkin-
Zellen, CD20 als Membranprotein von B-Zellen ein B-Zell-Marker. CD68 (KP1) ist Bestandteil
zytoplasmatischer Granula und gilt als Marker fir Makrophagen und Granulozyten. (Dako,
Specification Sheet, AntiHuman CD3/15/20/68).

Die Schnitte und Farbungen wurden freundlicherweise vom histopathologischen Labor der
Dermatologischen Klinik, LMU Miinchen, sowie dem Zentrum filr Histologie, Zytologie und
Molekulare Diagnostik in Trier GUbernommen. Informationen zu den einzelnen Farbungen

befinden sich im Anhang (s. 7.4)

Im Verlauf wurden bei drei Treffen alle histologischen Prdparate der Patienten- und
Kontrollkollektive, welche nach Tier und nach Miinchen geschickt worden waren, nochmals
gemeinsam mit Prof. Krenn® begutachtet und so einheitliche Bewertungskriterien fiir
Patienten mit Implantatallergieverdacht in Anlehnung an Krenn et al. [55, 73, 76] und Willert

et al. [77] mit freundlicher Unterstiitzung von Prof. Krenn entwickelt:

® Prof. Krenn, PD M. Flaig, Dr. J. Schneider, Fr. v.d.Helm, Prof. P. Thomas, Anmerkung: Hr. Prof. Krenn ist
inzwischen Referenzpathologe der Deutschen Gesellschaft fir Orthopadie und Orthopadische Chirurgie

(DGOOC)
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Tabelle 3-3 Bewertungskriterien CD3-Infiltrat

CD3 Infiltrat
qualitativ quantitativ
Lymphozyten, diffus (x40)
diffus keine 0-1
(keine perivaskuldr gehduften _|\ wenige 2-30
CD3-Lymphozyten) / viele >30
Perivaskuldre Infiltrate (x4)
Perivaskuldr mikronodal keine 0
(<50 perivaskuldre CD3-Lymphozyten (x20)) r wenige 12
Perivaskuldr makronodal —V viele 3-6
(>50 perivaskuldre CD3-Lymphozyten (x20)) sehr viele -6

Tabelle 3-4 Bewertungskriterien CD15/CD20/CD68-Infitrat

CD15/CD20/CD68-Infiltrat

- keine
+ vorhanden
++ gehduft vorhanden

Anmerkung: Bei CD15-Infiltrat wurde weiterhin auf den von Prof. Krenn vorgeschlagenen ,Infekt-Score”

1

zuriickgegriffen (ab 23 Granulozyten in 10 HPF (high-power-field) ist die Diagnose septisches Implantatversagen

histologisch zu stellen) [78]

Tabelle 3-5 Bewertungskriterien Arthrofibrose [76]

Arthrofibrose

Grad | geringgradig
Grad Il mittelgradig mit nodalem Aspekt
Grad lll hochgradig
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Tabelle 3-6 Klassifikation der periimplantaren Membran [55] (siehe auch 1.3.4)

Klassifikation der periimplantaren Membran

Typ | abriebinduzierter Typ
(v.a. aus Makrophagen bestehendes Infiltrat,

groBere PE-Partikel)

Typ Il infektioser Typ
(entziindliches Infiltrat aus neutrophilen

Granulozyten, Odem)

Typ I Mischtyp

(Kombination aus Typ | und )

Typ IV Indifferenztyp
(zellarmes, kollagenfaserreiches

Bindegewebe, nur vereinzelt neutrophile

Granulozyten)

3.7 Zytokinanalyse

3.7.1 Ubersicht

Das Ziel der molekularbiologischen Untersuchung besteht in der Analyse des
Genexpressionsprofils verschiedener inflammatorischer Zytokine (IL1RB, IL2, IL6, IL8, IL10,
IL17, IFNy, TNFa, TGFR) in den Gewebeproben. Es wird der qualitative Nachweis und die
Quantifizierung der m-RNA-Kopien der oben genannten Gene durchgefiihrt. Dadurch
werden Informationen (iber die transkriptionelle Regulation der Zellen generiert, die einen
Hinweis auf die Immunantwort der Zellen liefern.

Die nachfolgenden Abschnitte beziehen sich inhaltlich auf die Produktinformationen der in

7.2 genannten Hersteller, insbesondere der Firma Roche.

Ablauf:

Zunachst wurde RNA aus dem Gewebe isoliert (siehe 3.7.2) und ermittelt, ob und wie viel
Gesamt-RNA in einer Probe vorhanden ist (siehe 3.7.3) . AnschlieBend wurde die RNA in
cDNA im Rahmen einer ,reversen Transkription umgewandelt (siehe 3.7.4). Im Anschluss
konnte die cDNA zum quantitativen und qualitativen Nachweis der Zielgene in die
guantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) eingesetzt werden (siehe 3.7.5). Zur
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Amplifizierung der oben genannten Gene wurden synthetisch hergestellte Oligonukleotide,
sogenannte Primer verwendet (Primer siehe 7.3.1), welche spezifisch fiir das jeweilige Gen
sind. Der qualitative Nachweis der jeweiligen cDNA wurde Uber eine Schmelzkurvenanalyse
erbracht. Die Amplifikationsprodukte der gPCR schmelzen rasch bei einer
produktspezifischen und somit Primer-spezifischen Temperatur. Es kdnnen spezifische
(Schmelzpunkt: nur bei der Primer-spezifischen Temperatur) von unspezifischen (
Schmelzpunkt: zu anderen Temperaturen) Produkten getrennt werden. Die Quantifizierung
der cDNA erfolgte unter Einbeziehung von Referenzgenen (siehe 3.7.6) mit Hilfe der AACt -
Methode. Sie ermdoglicht Riickschliisse, wieviel cDNA eines bestimmten Genes in einer Probe
im Vergleich zu einer anderen enthalten ist, und erlaubt somit einen Riickschluss auf die

urspriingliche mRNA-Menge.

3.7.2 RNA-Isolierung

3.7.2.1 Stabilisierung der Proben-RNA

Die Gewebeproben wurden nach der Gewinnung zur Vermeidung eines RNA-Abbaus sofort
in einem RNA-Stabilisationsmedium (RNA-Later, Fa. Qiagen) aufgenommen und nach dem
Postversand schnellstmoglich bei -80°C eingelagert. Die Stabilitat der RNA kann durch diese

Behandlung gewahrleistet werden [79].

3.7.2.2 Isolierung der Gesamt-RNA aus stabilisierten Proben

Die bei -80°C tiefgefrorenen Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und mit Hilfe
eines Skalpells zerkleinert. Die zerkleinerten Proben wurden in jeweils 1 ml
wassergesattigtes Phenol gegeben und mit Stahlkugeln (Durchmesser 1,4mm , Fa. Quiagen)
beschickt. Durch zweimaliges Rutteln fiir 20 Sekunden (Frequenz 6000/s) wurden die Proben
lysiert. Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben mit je 200ul
Chloroform uberschichtet und griindlich gemischt. Nach weiteren 10 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde bei 12000g 5 Minuten zentrifugiert. Durch diesen Arbeitsschritt
wurden die Nukleinsduren in eine obere, wassrige Phase extrahiert, wahrend Proteine,
Lipide und das zugegebene Phenol in einer unteren, Phenol/ Chloroform-Phase anfielen. Die
wassrige Phase wurde in ein neues ReaktionsgefaR mit 500ul Isopropanol Uberfihrt, nach

Schwenken der Proben fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend
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10min bei 12000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, anschlieBend wurden den
Proben 1ml 75% Ethanol zugesetzt und 10 Minuten bei 12000 g zentrifugiert. Es setzte sich
ein Pellet mit RNA am Boden des ProbengefiRes ab, der Uberstand wurde abgezogen und
der Arbeitsschritt wiederholt. Im Folgenden wurde das Pellet bei 36°C fiir 5 Minuten

getrocknet und in 30ul RNAase freiem Wasser gelost.

3.7.3 Konzentrationsbestimmung der RNA

Zur photometrischen Bestimmung von Konzentration der extrahierten RNA wurden je 5 pl
der RNA-LOsung mit 95 ul Aqua bidest verdiinnt und in einer sterilen Uvette gegen RNAase
freiem Wasser als Leerwert gemessen. Die Methode beruht auf der Proportionalitdat von
Konzentration und Extinktion einer Losung (Lambert-Beer’schen Gesetz).

Es wurde die optische Dichte (OD) der jeweiligen Probe bei einer Wellenldnge A = 260 nm
und A = 280 nm ermittelt. Die Probenkonzentration errechnete sich wie folgt:

Cirnal (pg/ul) = OD@so nm) x 40 pg/ml x Verdinnungsfaktor. Dabei entspricht die optische
Dichte von 1 einer RNA Konzentration von 40ug/ml. Zuséatzlich wurde zur Bestimmung der
Reinheit der RNA-Probe das Verhaltnis OD (A = 260 nm) /OD (A = 280 nm) ermittelt. Dieser
Quotient ist ein MaR fir Verunreinigungen durch Proteine und genomische DNA und durfte

nicht kleiner als 1,8 sein.

3.7.4 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Um die geringe Menge RNA, welche aus der Biopsie gewonnen wurde, auf die Anwesenheit
von Genkopien der gesuchten Zytokine zu testen, mussten die zu der RNA komplementare
DNA-Strange ,revers” transkribiert und in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden. Dazu
wurde der 1st cDNA Synthesis KIT for RT-PCR (AMV) der Firma Roche verwendet. Es wurde je
Probe 2 ug Gesamt-RNA fiir die cDNA-Transkription verwendet.

Zunachst wurde ein DNA Verdau durchgefiihrt um etwaige verunreinigende DNA zu
eliminieren und ein RNA-Inhibitor (Fa. Roche) zugesetzt um mogliche RNAasen zu
inhibieren. In 2 ug Gesamt-RNA wurden 2 pl DNAase und 1 pl RNAase Inhibitor gegeben. Die
Proben wurden im Thermocycler (Fa. Biometra, TGradient) 30min bei 37°C und nach Zugabe
von 3ul EDTA (25mM) nochmals flir 10min bei 65° C inkubiert. AnschlieRend wurde zur

konzentrierenden Aufreinigung der RNA eine Ethanolfdllung durchgefihrt. Nach der
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Ethanolfdllung wurde die RNA in 12ul RNAse freiem Wasser aufgenommen und mit 1pl oligo-
p-(dT)18 Primer (Endkonzentration 2,5 uM) gemischt. AnschlieBend wurde je

- 4ul Transkriptor RT Reaction Buffer (Endkonzentration 1x)

- 0.5pl Protector RNase Inhibitor (20U)

- 2ul Deoxynucleotide Mix (1ImM jedes)

- 0.5ul Transcriptor Reverse Transcriptase (10U) hinzugegeben, mit der Pipette gemischt und
kurz abzentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die cDNA-Synthese im Thermocycler (Fa.

Biometra, TGradient) bei 30min bei 55°C, 5min bei 85°C.

3.7.5 Quantitative PCR (qPCR)

3.7.5.1 Uberblick

Um ein Genexpressionsprofil der Biopsie-RNA erstellen zu kdnnen, musste die Kopienzahl
der gesuchten mRNA-Sequenzen relativ quantifiziert werden. Diese quantitative Analyse der
Zytokinexpression erfolgte mittels quantitativer PCR im LightCycler® (Fa. Roche, Mannheim,
Deutschland). Diese quantitative PCR (g-PCR) bietet im Gegensatz zur Standard-PCR
zusatzlich die Moglichkeit der Quantifizierung wahrend des PCR-Amplifikationszykluses.
Moglich wird die Quantifizierung der doppelstrangigen DNA durch Fluoreszenz-Messungen.
Als Farbstoff fir die Fluoreszenz-Messung wurde SYBR® Green | (Fa. Roche) benutzt. Dieser
Cyanin-Farbstoff bindet wahrend der Amplifikation ausschlieBlich an die doppelstrangige-
DNA und fluoresziert im gebunden Zustand nach Anregung durch Licht. Durch eine
Fluoreszenzbestimmung nach jedem PCR-Zyklus kann die jeweilige Menge an
doppelstrangigen DNA-PCR-Produkten gemessen werden. Durch Aneinanderreihung der
Fluoreszenzwerte der einzelnen Zyklen bildet sich eine Kurve mit typischerweise sigmoiden
Verlauf. Bei den ersten Amplifikationen ist der Gehalt an PCR-Produkten und somit die
Fluoreszenz noch sehr gering, die Kurve zeigt keine Steigung. Nach Eintritt in den
detektierbaren Bereich - bei maximaler PCR-Effizienz- kommt es in jedem Zyklus zu einer
Verdopplung der PCR-Produkte und somit zu einem exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz.
Genau an diesem Ubergang kann der sogenannte Crossing-Point (Ct-Wert) bestimmt

werden, an dem die detektierte Fluoreszenz exponentiell anzusteigen beginnt. Diese Ct-
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Werte stellen die Basis der Berechnungen der relativen Genexpression in den

entsprechenden Proben dar.

3.7.5.2 Protokoll

Fiir die quantitative PCR wurde das ,FastStart DNA Masterrius SYBR Green 1“-Kit der Firma
Roche verwendet. Dieses Kit enthalt eine speziell fir den LightCycler geeignete FastStart Taq
DNA-Polymerase sowie den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |. Bei Raumtemperatur ist ihre
Polymeraseaktivitat inaktiv. Erst durch einen Inkubationsschritt iber 10min bei 95°C wird sie
aktiviert (sog. ,Hot start“-Technik). Eine Amplifikation unspezifischer Primerbindungen bei
niedrigen Temperaturen wird somit weitgehend verhindert.

Der Inkubationsansatz:

-5ul H20

-0,5ul spezifischer Primer-Mix (10pmol jeder Primer)

-2ul Master-Mix (5x konzentriert)

AnschlieBend wurde der Mix in eine Kapillare pipettiert und 2,5ul des cDNA-Templates (1:10
verdlinnt) zugegeben. Die Kapillaren wurden nach einer Zentrifugation bei 2500rpm fir
15sec in das LightCycler-Karussel tUberfiihrt und die PCR wurde gestartet. Zunachst erfolgte
die Denaturierung bei 95°C lber 10 Minuten, daraufhin 45-50 Zyklen fir jeweils 10
Sekunden zur Amplifikation der DNA-Produkte bei primerspezifischer Temperatur und im

Anschluss daran die Schmelzkurvenanalyse. (Die verwendeten Primer s. 7.3.1).

3.7.6 Relative Quantifizierung

3.7.6.1 Auswertung Schmelzkurvenanalyse

Fir die relative Quantifizierung der PCR-Produkte muss zunachst die Spezifitdt der Produkte
Uberprift werden. Hierzu wurde eine Schmelzkurvenanalyse verwendet.

Die PCR-Produkte wurden dabei einem Temperaturgradienten ausgesetzt und das
Fluoreszenz-Signal erhoben. Abhangig von der Sequenz und der Lange der Nukleinsduren
zerfallt das doppelstrangige PCR-Produkt bei einer bestimmten Temperatur, der
Schmelztemperatur, in seine zwei Einzelstrange, infolge dessen der SYBR-Green-Farbstoff
seine Assoziation zur DNA verdandert und es zu einer sofortigen Abnahme des Fluoreszenz-

Signales kommt. Es wurde geprift, ob der Schmelzpunkt des Produktes mit dem durch
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Etablierungsversuche  bestimmten  Schmelzpunkt Ubereinstimmt. Somit kdnnen

unspezifische Produkte, wie zusammengelagerte Primer, in den Proben festgestellt werden.

3.7.6.2 Referenzgen (Housekeepig gene)

Es wurde der Elongation factor 1 a (EF1- a) als ,housekeeping gene” verwendet. Dieser
Faktor, der in der Elongationsphase der Zellteilung vorkommt, wird in allen menschlichen
Geweben und Zelltypen gleichmaRig exprimiert und eignet sich daher als Referenzgen

(,,housekeeping gene”)

3.7.6.3 Bestimmung der relativen Expression

Die Bestimmung der relativen Expression der zu untersuchenden Gene wurde mit Hilfe der
AACt-Methode [80] s.u. vorgenommen.

In der vorliegenden Arbeit wurden von jedem Patienten implantatnahe und implantatferne
Proben verwendet. Die untersuchten Gene wurden als Targetgene (,gene of interest”) und
als Referenzgene (,housekeeping gene” zur Normalisierung der Expressionsrate der
Targetgene) verwendet. Die Quantifizierung erfolgt Gber die Berechnung der Expressionsrate
des Zielgenes in einer implantatnahen Probe im Vergleich zur Expressionsrate des gleichen
Targetgens in der korrespondierenden implantatfernen Probe anhand der aus der gqPCR
ermittelten Ct-Werte (siehe 3.7.5). Dabei wurden die Expressionsraten der beiden
korrespondierenden implantatnahen und —fernen Proben im Vergleich wiederum zu den
Expressionsraten der Referenzgene der entsprechenden Proben normalisiert. Die Effizienz
des jeweiligen Primers wurde anhand von Standardgeraden ermittelt.

Die Berechnung der normalisierten, relativen Expression eines Zielgenes einer
implantatnahen Probe im Vergleich zu der korrespondierenden implantatfernen Probe
erfolgt mit folgender Formel:

. . TargC-CpTargS RefS-CpRefC
Relative Expressionsrate=ErCp =&~ “& x EgeiCp " C

Er.- Effizienz des jeweiligen Primer

TargC := Ct-Werte des Targetgenes der implantatfernen Probe
Targ$ := Ct-Werte des Targetgenes der implantatnahen Probe
RefC := Ct-Werte des Referenzgenes der implantatfernen Probe

RefS := Ct-Werte des Referenzgenes der implantatnahen Probe

39



Material und Methoden

Eine relative Expressionsrate von 2 bedeutet somit, dass in der implantatnahen Probe
doppelt so viele Kopien an mRNA des Targetgenes vorliegen wie in der implantatfernen
Probe unter Einbeziehung einer Normalisierung durch das Referenzgen. Eine relative
Expressionsrate von 0,5 bedeutet, dass in der implantatnahen Probe halb so viele Kopien an

MRNA des Genes vorliegen wie in der implantatfernen Probe.
Fiir die Berechnung der relativen Expressionsrate der Zytokine der Gewebeproben aus ECT-

Stanzen wurde als ,,Fernwert” jeweils der Mittelwert der Ct-Werte der zwei ECT-negativen

Stanzen verwendet.
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3.8 Statistische Auswertung

Statistische Auswertung WOMAC-Scores

Es wurde der Kolmogoroff-Smirnov-Test zur Uberpriifung auf Normalverteilung des
Gesamtscores und der Subscores durchfiihrt, es lag in allen Fillen kein signifikanter
Unterschied zur Normalverteilung vor, die Ergebnisse werden daher als normalverteilt

angenommen. Zur Testung auf Unterschiede konnte daher der t-Test angewandt werden.

Statistische Auswertung Zytokinexpressionsraten

Die Messergebnisse liegen einerseits metrisch als relative Expressionsrate vor, andererseits
auch nominal als erhéhte Expression (Expressionsrate > 1) beziehungsweise nicht erhéhte
Expression ( Expressionsrate < 1).

Es wurde der Kolmogoroff-Smirnov-Test zur Uberpriifung auf Normalverteilung der
metrischen und nominalen Zytokinmessergebnisse durchfiihrt, es lag in allen Fallen ein
signifikanter Unterschied zur Normalverteilung vor, die Ergebnisse sind daher nicht
normalverteilt.

Zur Testung auf Unterschiede zwischen metrischen Zytokinexpressionsraten wurden der
Mann-Whitney-U-Test (fir zwei unabhangige Proben, nicht normalverteilt, Rangzahlen),
sowie des weiteren zum Nachweis von Korrelationen zwischen zwei Zytokinexpressionsraten
der Korrelationskoeffizient bestimmt.

Zur Testung auf Unterschiede zwischen der nominalen Expression (erh6ht/nicht erhéht), die

nicht von Extremwerten beeinflusst wird, wurde der Chi-Quadrat-Test angewendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Fragebogen-Ergebnisse

Aus der Fragebogen-gestiitzten Anamnese ,Fragebogen zur Metallvertraglichkeit” (siehe
Anhang) werden die Angaben zu den Beschwerden wiedergegeben. Der WOMAC-
Fragebogen wird im Folgenden als Gesamt-Score und nach einzelnen Kriterien angegeben.

Zusatzlich erfolgt die Gegenliberstellung von praoperativen und postoperativen Angaben.
4.1.1 Beschwerdebild der Patientengruppen und des Kontrollkollektivs

Bei Knie-Endoprothesen tragenden Patienten wurden die in den folgenden Tabellen

aufgefiihrten Beschwerden erhoben, teils erfolgten Mehrfachnennungen:

Tabelle 4-1 Beschwerdebild der 11 Patienten mit ECT+ (Patientenkollektiv I)

Beschwerden Anzahl %
Schmerz 10 90,9
Schwellung 8 72,2
Rotung 2 18,2

Ekzem 1 9,1
Erguss 5 45,5
Reduzierte Beweglichkeit 5 45,5
Verdacht auf Lockerung 1 9,1

Tabelle 4-2 Beschwerdebild der 9 Patienten mit ECT- und LTT+ (Patientenkollektiv I1)

Beschwerden Anzahl %
Schmerz 8 88,4
Schwellung 7 77,8
Rotung 1 11,1
Ekzem 1 11,1
Erguss 4 44,4
Reduzierte Beweglichkeit 6 66,7
Verdacht auf Lockerung 1 11,1
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Tabelle 4-3 Beschwerdebild der 12 Patienten mit Gonarthrose vor Endoprothetik (Kontrollkollektiv)

Beschwerden Anzahl %
Schmerz 11 91,6
Schwellung 9 75
Rotung 1 8,3
Ekzem 0 0
Erguss 2 16,6
Reduzierte Beweglichkeit 10 83,3

4.1.2 WOMAC-Ergebnisse

Die WOMAC-Fragebogen der Patienten- und des Kontrollkollektives wurden jeweils vor der
Probeentnahme erhoben, beim Patientenkollektiv auch nochmals mindestens drei Monate
nach der Revisionsoperation bzw. Arthroskopie. Von den insgesamt 20 Knie-TEP-Patienten
der Patientenkollektive konnten 19 Fragebogen ausgewertet werden, ein Fragebogen wurde
leider nur unzureichend ausgefillt und konnte daher nicht ausgewertet werden. Von den
insgesamt zwolf , Knie-Kontrollpatienten” (vor der erstmaligen Endoprothetik) konnten alle
zwolf Fragebdgen ausgewertet werden. Da die WOMAC-Werte normalverteilt sind, wurden

die Signifikanzen mit Hilfe des t-Testes ermittelt.

4.1.2.1 Vergleich der praoperativen WOMAC-Werte von Patientenkollektiven und
Kontrollkollektiv

Tabelle 4-4 Gesamt-WOMAC-Score in den beiden Patientenkollektiven und dem Kontrollkollektiv (Patienten

vor erstmaliger Knie-Endoprothetik)

PRA-OP N Min Max Median Mittelwert Standardabweichung
Patientenkollektiv | 11 21,8 68,2 40,9 39,9 12,7
Patientenkollektiv I 8 12,1 89,1 34,1 39,1 23,5

Kontrollkollektiv 12 21,8 95,3 50,9 48,9 22,6
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Abbildung 4-1 Vergleich der WOMAC-Werte praoperativ der Kollektive

Der Unterschied zwischen den Patienten- und Kontroll-Kollektivwerten ist nicht signifikant
(p=0,285/0,359). Auch die Werte der einzelnen Teilbereiche des Fragebogens zeigten im

Vergleich Patientenkollektive mit Kontrollkollektiv keine signifikanten Unterschiede.

4.1.2.2 Vergleich der pra- und postoperativen @ WOMAC-Werte der

Patientenkollektive

Im Patientenkollektiv | erhielten zwei Personen einen Wechsel auf eine Kobalt-Chrom-
Endoprothese und vier Personen eine Prothese mit einem hypoallergenen Material (3x
Titan-Beschichtung, 1x OXINIUM®-Beschichtung), zwei Patienten schlussendlich lediglich
eine Arthroskopie. Von drei Patienten gab es keine Riickmeldung (diese Patienten waren
entweder unbekannt verzogen oder wollten keine weiteren Angaben mitteilen).

Im Patientenkollektiv Il erhielt ein Patient eine Arthroskopie, ein Patient einen Wechsel auf
eine Kobalt-Chrom-Endoprothese und finf eine Prothese mit einem hypoallergenen Material
(4x Titan-Beschichtung, 1x OXINIUM®-Beschichtung). Von zwei Patienten gab es keine
Rickmeldung, (diese Patienten waren entweder unbekannt verzogen oder wollten keine

weiteren Angaben mitteilen).
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Im Folgenden werden die pra-und post-operativen Ergebnisse der Patienten mit Wechsel auf
ein hypoallergenes Endoprothesenmaterial verglichen. Die Auswertung erfolgt deskriptiv,

eine statistische Auswertung ist aufgrund der sehr kleinen Patientenanzahl nicht moglich.

Gesamtscore-Ergebnis:

Mpra-op
Epost-oP
100,01
.
80,0
-
(14
L
= 6007
(3
<
=
O
= 40,0
20,0+
0 T T

Patienten Il
Revisionen hei
CT-und LTT+)

Patienten |
(Revisionen bei ECT+)

Abbildung 4-2 Erfolg der Revisionsoperation auf den ,,Gesamt-WOMAC-Score*

Tabelle 4-5 Tabelle Verdnderung ,Gesamt-WOMAC-Score” bei Patienten mit Wechsel auf hypoallergenes

Material pra- zu postoperativ

GESAMTSCORE Patientenkollektiv | Patientenkollektiv Il
Verbesserung 2 4
kein Unterschied 2 0
Verschlechterung 0 1

Im Patientenkollektiv | zeigen zwei Patienten eine Verbesserung ihrer Gesamt-WOMAC-
Scores (Verbesserung bedeutet einen Anstieg des Scorewertes um mindestens 10%), zwei
zeigten keine Verdanderung ihrer Gesamt-WOMAC-Scores (kein Unterschied bedeutet, dass

der post-Op-Wert um weniger als 10% um den pra-Op-Wert variiert). Die 25%, 50% und 75%
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Quartile zeigen jeweils postoperativ einen hoheren Wert als prdoperativ auf. Im
Patientenkollektiv Il zeigen vier Patienten eine Verbesserung und ein Patient eine
Verschlechterung des postoperativen-Wertes gegenliber dem praoperativen Wert
(Verschlechterung bedeutet einen Abfall des Score-Wertes um mindestens 10%). Dieser
Patient hatte im praoperativen-Wert einen sehr hohen Wert (89,1), der im postoperativen-
Wert auf 75,8 gesunken ist; dieser Patient hat sich in allen Teilscores leicht verschlechtert,
zeigt bei seinen postoperativen-Ergebnissen im Kollektivvergleich jedoch immer noch hohe
Werte. Bei diesem Patienten lagen rezidivieren Erglisse und eine Prothesenlockerung vor,
wobei die subjektiven Beschwerden des Patienten eher gering waren.

Tendenziell geht es beiden Patientenkollektiven somit nach der Revisionsoperation eher
besser.

Um besser die Verdanderung der Patientenkollektive aufgrund der Revisionsoperation
einschatzen zu kénnen, wurden auch die einzelnen Abschnitte des WOMAC-Fragebogens

(Teilscores) ausgewertet:
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Teilscore Beweglichkeit:

100,07
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Patienten |
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Patienten Il
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CT-und LTT+)

pra-OP
Beweglichkeit
post-OP
Beweglichkeit

Abbildung 4-3 Vergleich ,,Beweglichkeit” im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

Tabelle 4-6 Veranderung ,Beweglichkeit” im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

BEWEGLICHKEIT Patientenkollektiv | Patientenkollektiv Il
Verbesserung 2 3
kein Unterschied 2 1
Verschlechterung 0 1

Der Teilscore Beweglichkeit des Patienten zeigt ein dhnliches Ergebnis wie der der Gesamt-
Score: Im Patientenkollektiv | zeigen zwei Patienten eine Verbesserung, zwei keinen
Unterschied, im Patientenkollektiv Il zeigen drei Patienten eine Verbesserung, einer keinen

Unterschied und ein Patient eine Verschlechterung. Der Patient, welcher sich verschlechter

hat, hatte den bereits erwdahnten schon sehr hohen praoperativen Wert.
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Teilscore Steifigkeit:

M pra-oP Steifigkeit
B post-OP Steifigkeit
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CT-und LTT+)

Abbildung 4-4 Vergleich ,Steifigkeit” im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

Tabelle 4-7 Veranderung ,Steifigkeit” im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

STEIFIGKEIT Patientenkollektiv | Patientenkollektiv Il
Verbesserung 1 4
kein Unterschied 2 0
Verschlechterung 1 1

Im Teilscore Steifigkeit zeigen sich Unterschiede
Patientenkollektiv | zeigen sich kaum Unterschiede im pra-und postoperativen-Vergleich

(Median 37,5 vs. 43,9). Nur ein Patient hat sich verbessern konnen, zwei bleiben

unverandert, einer verschlechtert sich.

Im Patientenkollektiv Il

Verschlechterung, dieser Patient wurde bereits in beiden vorhergehenden Graphiken

erlautert.

zeigen vier Patienten
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Teilscore Schmerz:
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M pra-oP Schmerz
B post-OP Schmerz

Abbildung 4-5 Vergleich Schmerzen im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

Tabelle 4-8 Verdnderung Schmerzen im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

SCHMERZ Patientenkollektiv | Patientenkollektiv Il
Verbesserung 3 4
kein Unterschied 1 1
Verschlechterung 0 0

In beiden Patientenkollektiven zeigt sich eine Verbesserung der Schmerzsymptomatik der
Patienten. In diesem Teilscore zeigt nur jeweils ein Patient je Patientenkollektiv keine
Veranderung, die verbleibenden sieben Patienten

Schmerzsymptomatik. Die 25%, 50% und 75%-Quartile sind in beiden Kollektiven im

postoperativen zum praoperativen-Wert erhoht.
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Teilscore Aktivitat
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Abbildung 4-6 Vergleich Aktivitdt im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

Tabelle 4-9 Verdnderung Aktivitdt im WOMAC-Score pra- zu postoperativ

AKTIVITAT Patientenkollektiv | Patientenkollektiv Il
Verbesserung 3 2
kein Unterschied 1 1
Verschlechterung 0 2

Im Teilscore Aktivitat zeigen im Patientenkollektiv | 3 Patienten eine Verbesserung, einer
keinen Unterschied, im Patientenkollektiv Il zeigen 2 eine Verbesserung, einer keinen
Unterschied und 2 Patienten eine Verschlechterung. Im Patientenkollektiv | ist der Median

beinahe unverandert (37,2 zu 38,25), die 75% Quartile steigt jedoch. Im Patientenkollektiv I

sind alle Quartile erhoht.

Zusammenfassend lasst sich feststellen (mit Einschrankung der kleinen Fallzahl), dass ein
GroRteil der Patienten in beiden Patientenkollektiven von der Revisionsoperation im

subjektiven Empfinden (WOMAC-Fragebogen) profitiert hat. Insbesondere im Teilscore
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Schmerzen, der fir die Patienten wahrscheinlich der wichtigste Parameter ist, hat sich kein
Patient verschlechtert. Uber 75% haben in der Schmerzsymptomatik von der
Revisionsoperation profitiert.

Ein Patient im Patientenkollektiv Il zeigte sehr hohe praoperative-Werte, was auf kaum
subjektive Beschwerden mit dem Implantat hinweist, bei diesem Patienten machten
rezidivierende Erglisse und eine Implantatlockerung eine Revisionsoperation notwendig.
Postoperativ zeigt dieser Patient, wie bereits oben erwdhnt, in mehreren Teilscores
schlechtere Werte als zuvor, aber im Vergleich zu den anderen Studienpatienten immer

noch recht hohe Werte, also weiterhin eine subjektive Zufriedenheit.

4.2 Bakteriologische Untersuchung

Die bakteriologische Untersuchung erfolgte freundlicherweise durch Dr. Frommelt in
Kooperation mit Labor Dr. Fenner und der Endo-Klinik in Hamburg. Es wurden jeweils zwei
bis drei Gewebeproben in sterilen BBL Port-A-Cul Tubes nach Hamburg verschickt. Die
Proben wurden dort 14 Tage bebriitet um ein mogliches Keimwachstum festzustellen.

Alle Patientenproben zeigten nach 14-tagiger Bebritung kein Bakterienwachstum.

4.3 Histologische Untersuchung

Es lagen vor: Proben von periimplantarem Gewebe (Kniegelenk) (Kollektiv | und Il) der 20
Patienten mit einliegender Endoprothese; Gewebeproben von 12 Personen aus
arthrotischem Gelenk (Kontrollkollektiv), entnommen zum Zeitpunkt der erstmaligen
Endoprothesen-Implantation; von 8 Personen aus Epikutantestfeldern (6 Patienten mit je
einer ,Nickel-Stanze”, von einer Patientin wurde weiterhin eine ,,Kobalt-Stanze” genommen,
2 Patienten mit je einer Stanze aus einem reaktionslosen Nickel-Epikutantestfeld). Die
Beurteilung der Gewebeproben aus den Kniegelenken erfolgte anhand eines
Beurteilungsschemas, das in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Krenn entwickelt wurde (siehe
auch 3.6). Die Bewertungskriterien wurden fiir die hier gezeigten Auflistungen libernommen.

In den folgenden vier Tabellen sind die Befunde zu den Kollektiven aufgefiihrt:
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Patientenkollektiv |

Tabelle 4-10 Histologische Untersuchung Patientenkollektiv |

(ECT=Epikutantest, LTT= Lymphozytentransformationstest, Ni= Nickel, Ko= Kobalt, Cr= Chrom, Ge=
Gentamycin, Be= Benzoylperoxid, CD3= T-Zell-Marker, KP1= Monozyten-/Makrophagenmarker,

CD20= B-Zell-Marker, CD15= Granulozytenmarrker, n.d.= nicht durchgefiihrt)

Pat.Nr. Alter, ECT-Reaktion LTT- CD3-Infiltrat KP1 | CD20 | CD15 | histologische

Geschlecht Reaktion .
Beurteilung

qualitativ | quantitativ

10 37, m Ni,Ko,Cr n.d mikronodal + ++ - - Typ4

perivaskular

8 51, w Ni Ni, mikronodal ++ + - - Typ4

perivaskular

15 59, w Ni n.d. mikronodal ++ ++ + - Typ4

perivaskular

9 74, m Ni,Ko n.d. makronodal +++ ++ - - Typ4

perivaskular

3 51, m Ko n.d. diffus - + - - Typ4
18 58, w Ni Ni diffus - - - - Typ1 (Nekrose)
7 75, m Ni Ni diffus + ++ - - Typ4
1 63, m Ni,Ko,Ge,Be Ni diffus + ++ + + Typ4
16 57, m Ni,Ko Ni diffus + + - - Typ4
17 68, m Ni,Ko,Cr n.d. diffus + + - - Typ4
19 56, w Ni n.d. diffus + ++ - - Typl

Der Grof3teil der Proben (neun Proben) zeigt histologisch einen Indifferenztyp (Typ 4), nur

zwei einen abriebinduzierten Typ (Typ1).

Patientenkollektiv Il

Tabelle 4-11 Histologische Untersuchung Patientenkollektiv Il mit Zytokinprofil

Nr. Alter, ECT- LTT- CD3-Infiltrat KP1 | CD20 | CD15 | histologische
Geschlecht Reaktion Reaktion Beurteilung
qualitativ quantitativ
1 61, m neg Ni diffus - + - - Typ4
12 65, w neg Ni diffus - ++ - - Typl
14 66, m neg Ni,Ko diffus - ++ - - Typd
2 71, m neg Ni diffus + ++ + - Typl
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Nr. Alter, ECT- LTT- CD3-Infiltrat KP1 | CD20 | CD15 | histologische

Geschlecht Reaktion Reaktion Beurteilung
qualitativ quantitativ

4 66, m neg Ni diffus + + - - Typ4

5 64, m neg Ni diffus + + - - Typd

6 53 m neg Ni diffus + ++ - - Typ4

13 69, m neg Ni diffus + - - - Typ4

20 63, w neg Ni diffus + ++ - + Typl

Es zeigen sechs Proben den histologischen Indifferenztyp (Typ 4), drei einen
abriebinduzierten Typ (Typ1). Insgesamt fallt also bei den 20 Patienten (Kollektiv | und Il) mit
Verdacht auf Implantatallergie auf, dass 15 (= 75%) den histologischen Indifferenztyp zeigen;
d.h. ein kollagenfaserreiches Bild ohne wesentliche Fremdkorperreaktionen — durchaus aber

in Gegenwart von T-Zellen und Makrophagen.

Kontrollkollektiv

Tabelle 4-12 Histologische Untersuchung Kontrollkollektiv mit Zytokinprofil

Nr. Alter, Geschlecht CD3-Infiltrat KP1 | CD20 | CD15 Beurteilung

qualitativ quantitativ

1 66, w mikronodal + - ++ - Osteoarthrose

perivaskuladr

7 89, w mikronodal + + + - Osteoarthrose

perivaskular

2 71,w mikronodal ++ + ++ - Osteoarthrose

perivaskuladr

4 69, w makronodal ++ + ++ - Osteoarthrose

perivaskular

8 84, w diffus - + - - Osteoarthrose
10 69, w diffus - + - - Osteoarthrose
3 52, w diffus + + + - Osteoarthrose
5 63, w diffus + + + - Osteoarthrose
6 65, w diffus + + + - Osteoarthrose
9 69, w diffus + - + - Osteoarthrose
11 66, w diffus + + + - Osteoarthrose
12 67, m diffus + + + - Osteoarthrose
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Alle Proben des Kontrollkollektives zeigen das histologische Bild einer Osteoarthrose.

T- und B-Lymphozyten sowie Makrophagen sind meist erkennbar, aber keine CD15+-
Granulozyten. Wie im Patientenkollektiv | zeigen im Kontrollkollektiv drei Prdparate ein
mikronodal perivaskuldares CD3-Infiltratsmuster, eines ein makronodales perivaskulares

Infiltratsmuster, die restlichen Praparate ein diffuses CD3-Infiltratsmuster.

ECT-Kollektiv

Tabelle 4-13 Histologische Untersuchung ECT-Kollektiv mit Zytokinprofil

KA= Kontaktallergische Dermatitis

Nr. Alter, ECT- KP1 | CD20 | CD15 | CD3 | Beurteilung
Geschlecht Reaktion
1 62, w Ni n.d. + - ++ KA
2 66, w Ni + + - ++ KA
3 73, w Ni n.d. + - ++ KA
4 identisch mit 3. Ko n.d. + - ++ KA
5 58, w Ni + + - ++ KA
6 55, m Ni + + - ++ KA
7 50, w Ni n.d. + - + KA
8 72,w keine unauffallige Epidermis und Dermis
9 60, m keine unauffallige Epidermis und Dermis

In der Biopsie aus kontaktallergischen Epikutantestreaktionen war ein entsprechendes T-

Zellinfiltrat erkennbar, Granulozyten (CD15+) fanden sich nicht.

Da sich in den meisten der periimplantaren Gewebeproben sowohl im Patientenkollektiv |
und Il wie auch den Gonarthrosepatienten vor Implantation und der ECT-Biopsien T-/B-
Zellinfiltrate zeigten, fragten wir nach moglichen funktionellen Unterschieden.
Dementsprechend sind im ndchsten Abschnitt die Zytokinexpressionswerte der

Gewebeproben aufgefiihrt.
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4.4 Zytokinexpressionswerte der Studienkollektive

Die Zytokinexpressionsraten der Studienkollektive (s. 3.7.6.3) werden im Folgenden zunachst
in der Ubersicht, dann nach Studienkollektiven getrennt gezeigt und anschlieRend die

Expressionsraten der Studienkollektive verglichen:

4.4.1 Ubersicht

Tabelle 4-14 Ubersicht Zytokinexpression

Gruppe N Minimum Maximum 25. 50. 75.
Perzentile Perzentile(Median) Perzentile
Patientenkollektiv | 11 0 5737,2 0,8 10,1 320,3
N Patientenkollektiv I 9 0 237,0 0 0 0,9
E Kontrollkollektiv 12 0 1284,0 0 0 1,9
ECT+ 7 38,5 175,7 56,7 117,4 135,0
Patientenkollektiv | 11 0 288,1 0 1,7 9,8
s Patientenkollektiv Il 9 0 32728,9 0,5 3,0 16,3
% Kontrollkollektiv 12 0 666,1 0 0,7 162,9
ECT+ 7 0,8 19,9 2,6 5,5 10,5
Patientenkollektiv | 11 0 21,7 0 1,0 5,2
s Patientenkollektiv Il 9 0,1 1,58E+8 0,1 2,1 31,8
; Kontrollkollektiv 12 0 30,1 0,1 0,2 3,4
ECT+ 7 0,4 38,7 0,6 1,0 4,5
Patientenkollektiv | 11 0,2 1006,8 1,3 2,4 8,7
o Patientenkollektiv Il 9 0 2627,7 0,5 1,0 11,4
§ Kontrollkollektiv 12 0,1 5,9 0,2 1,2 2,0
ECT+ 7 1,6 9,8 1,9 4,4 8,7
Patientenkollektiv | 11 0 140,4 0 0 2,4
Patientenkollektiv Il 9 0 2,75E+6 0 0 19,6
(o]
= Kontrollkollektiv 12 0 469,4 0 0,6 48,7
ECT+ 7 4,0 196,5 20,3 37,5 173,6
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Gruppe N Minimum Maximum 25. 50. 75.
Perzentile Perzentile(Median) Perzentile
Patientenkollektiv | 11 0 206,9 0 2,0 13,7
Patientenkollektiv Il 9 0 6872,3 2,0 6,1 23,9
(-]
= Kontrollkollektiv 12 0 1665,5 0 0,4 2,1
ECT+ 7 1,3 20,7 2,5 5,1 14,9
Patientenkollektiv | 11 0 2124,6 2,1 5,9 173,0
Patientenkollektiv I 9 0 48567,9 0,1 0,5 199,6
0
= Kontrollkollektiv 12 0 62500,1 0 0,6 7,8
ECT+ 7 0,9 493,7 1,8 5,2 24,7
Patientenkollektiv | 11 0 5279,3 0 1,8 35,9
- Patientenkollektiv Il 9 0 14322,8 0 0,9 76,2
; Kontrollkollektiv 12 0 9747,2 0,1 0,8 32,0
ECT+ 7 0 22,8 0 0,2 11,8
Patientenkollektiv | 11 0 227,3 0,4 1,5 26,6
o Patientenkollektiv I 9 0 47922,8 0,5 1,7 12,7
; Kontrollkollektiv 12 0,1 60,3 0,6 1,1 2,3
ECT+ 7 0,3 10,2 1,1 1,3 1,6

Im Folgenden werden diese Daten innerhalb der einzelnen Studienkollektive genauer

beschrieben.
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4.4.2 Zytokinwerte nach Studienkollektiven getrennt

Die nachfolgenden Tabellen sind Ubersichten {iber die Zytokinexpression der
Studienkollektive. Fir jeden Patienten ist die relative Expressionsrate der untersuchten

Zytokine als erhoht (+) (relative Expressionsrate > 1) oder nicht erhoht (@) beschrieben:

= Zytokinwerte Patientenkollektiv |

Tabelle 4-15 Ubersicht liber Zytokinexpression der Patientenproben

Probennr. IFNy TNFa IL10 TGFB IL2 IL6 IL8 IL17 IL1B

1 + + @ + @ + + @ +

3 + + 9 + 0 + + ¢ ¢

7 @ @ @ + @ @ + @ +

8 + + + + ) + ) + +

9 + @ + + @ @ + + +

10 > ) ) ) + @ + ) )

15 + + + + + + + + +

16 ] ] + + ] + + + +

17 @ + @ + + + + + @

18 + + + + + + + + +

19 + + ? + 0 + o ¢ ¢
erhohtin % 72,7 63,6 45,4 90,9 36,4 72,7 81,8 54,5 63,6

+ bedeutet erhohte Expressionsrate (Expressionsrate >1)

@ bedeutet keine erh6hte Expressionsrate (Expressionsrate <1)

Es zeigt sich insbesondere eine deutliche Expression von IFNy bei 72,2%, sowie von TGFR

(90,9%), IL6 (72,2%) und IL8 (81,8%).

= Zytokinwerte Patientenkollektiv Il

Tabelle 4-16 Ubersicht tiber Zytokinexpression der Patientenproben

Probennr. IFNy TNFa IL10 TGFB IL2 IL6 IL8 IL17 IL1B
2 @ @ ? @ @ + + ? ?
4 @ + + + @ + @ + +
5 1) + + + ) + + + +
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Probennr. IFNy TNFa IL10 TGFR IL2 IL6 IL8 1L17 IL1R
6 @ + ? + @ + @ ? +
11 @ @ + @ @ + ? ? ?
12 ] + + + + + @ @ +
13 + () ? @ @ + ? + +
14 ] + + @ @ @ + + +
20 + () ? @ + + + ? ?

erhohtin % 22,2 55,6 55,6 44,4 22,2 88,9 44,4 44,4 66,7

+ bedeutet erhohte Expressionsrate (Expressionsrate >1)

@ bedeutet keine erhéhte Expressionsrate (Expressionsrate <1)

Es zeigt sich kaum eine Expression von IFNy (nur 22,2 %), auch TGFR und IL 8 sind mit jeweils
44,4% seltener exprimiert als im Patientenkollektiv I. Eine deutliche Expression von IL6

(88,9%) fallt auf.

= Zytokinwerte Kontrollkollektiv Gonarthrose

Tabelle 4-17 Ubersicht iiber Zytokinexpression der Kontrollproben

Probennr. IFNy TNFa IL10 TGFR L2 IL6 IL8 1L17 IL1R
1 + + @ + @ @ + + @
2 @ + @ + @ @ + @ +
3 @ ? + + @ @ ? ? ?
4 @ + + + @ @ + + +
5 + + @ + + @ + + )
6 @ @ ? @ + + ? ? +
7 + + @ @ + + @ + +
8 @ ? ? @ + + ? ? ?
9 @ ? + + @ @ ? + +
10 @ () @ @ @ @ ? ? ?
11 @ ? + @ @ @ ? ? ?
12 4] ] + @ + + @ @ +

erh6htin % 25 41,7 41,7 50 41,7 33,3 33,3 41,7 50

+bedeutet erh6hte Expressionsrate (Expressionsrate >1)

@ bedeutet keine erhéhte Expressionsrate (Expressionsrate <1)
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In diesem Kontrollkollektiv der Patienten mit Gonarthrose zeigt sich interessanterweise ein
insgesamt heterogenes Bild an Expressionraten. Ein Teil der Patienten zeigt Erh6hungen von

IL2 und IL6, der andere Teil eher von TGFR und IL8.

= Zytokinwerte ECT-Kollektiv

Tabelle 4-18 Ubersicht liber Zytokinexpression der ECT-Stanzproben

Probennr IFNy TNFa IL10 TGFB IL2 IL6 IL8 IL17 IL1B

1 + + @ + + + + ) +

2 + + @ + + + + + +

3 + + ) + + + + + +

4 + + + + + + + @ +

5 + + + + + + + ) +

6 > ) ) > > + @ ) )

7 + + + + + + + + +
erhohtin % 100 85,7 42,9 100 100 100 85,7 42,9 85,7

+ bedeutet erhohte Expressionsrate (Expressionsrate >1)

@ bedeutet keine erhéhte Expressionsrate (Expressionsrate <1)

Dieses Kollektiv zeigt ein homogenes Zytokinexpressionsmuster bei dem insbesondere L2

und IFNy und TGFR durchgangig erhoht sind.

= Zusammenfassung Zytokinwerte nach Studienkollektiven getrennt

Wie in Tabelle 4-19 gezeigt, waren bei den kontaktallergischen Epikutantestproben die
typischen TH1-Zytokine IFNy und IL2 erhoht. Es fallt weiterhin auf, dass speziell im

Patientenkollektiv | haufig eine Expression von IFNy auftrat.

Tabelle 4-19 Prozentuale Verteilung der erhéhten Zytokinwerte

erhohtin % IFNy | TNFa | IL10 | TGFB | L2 IL6 IL8 IL17 | ILIB | Im Durchschnitt
erhoht
Patientenkollektiv | 72,7 | 63,6 | 45,4 | 90,9 | 36,4 | 72,7 | 81,8 | 54,5 | 63,6 64,6
PatientenkollektivIl | 22,2 | 55,6 | 55,6 | 44,4 | 22,2 | 88,9 | 44,4 | 44,4 | 66,7 49,4
Kontrollkollektiv 25 41,7 | 41,7 50 41,7 | 33,3 | 33,3 | 41,7 50 39,8
ECT-Kollektiv 100 85,7 | 42,9 100 100 | 100 | 85,7 | 42,9 | 85,7 82,5
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4.4.3 Vergleich der Studienkollektive

Einen statistischen Vergleich der Zytokinexpressionsraten in den Studienkollektiven zeigt das

folgende Kapitel:

4.4.3.1 Vergleich Zytokinwerte der Studienkollektive

1,00E4 I |

* %

1,00E37]

1,00E2]

IFNg-Expressionsrate
*

1,00E1]
*
1,00E0-
0,00E0 T T T
Patienten | Patienten Il Kontrollen ECT-Stanzen positiv
(Revisionen bei Revisionen bei (Gonarthrose vor
ECT+) CT-und LTT+) Implantation)

Abbildung 4-7 Vergleich der IFNy-Expressionsraten ( *= p<0,05, **= p< 0,01)

Folgende Unterschiede in der IFNy-Expression in den Studienkollektiven zeigten sich
signifikant: Patientenkollektiv | mit Patientenkollektiv Il (p=0,012), Patientenkollektiv | mit
Kontrollkollektiv (p=0,027), Patientenkollektiv Il mit ,ECT-Stanzen-Kollektiv“ (p=0,008) und

das Kontrollkollektiv mit ,ECT-Stanzen-Kollektiv“ (p=0,01).
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Abbildung 4-8 Vergleich der TNFa-Expressionsraten

Die Unterschiede zwischen den TNFa-Expressionsraten der Studienkollektive zeigten sich

nicht signifikant.
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Abbildung 4-9 Vergleich der IL10-Expressionsraten

Die Unterschiede zwischen den IL10-Expressionsraten der Studienkollektive zeigten sich

nicht signifikant.
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Abbildung 4-10 Vergleich der TGFR-Expressionsraten

Folgende Unterschiede zwischen den TGFRB-Expressionsraten waren signifikant:
Patientenkollektiv | mit Kontrollkollektiv (p=0,036) und Kontrollkollektiv mit ECT-Stanzen-

Kollektiv (p=0,007).
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Abbildung 4-11 Vergleich der IL2-Expressionsraten
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Folgende Unterschiede zwischen der IL2-Expressionsrate zeigen sich signifikant:
Patientenkollektiv | mit ECT-Stanzen-Kollektiv (p=0,002) und Patientenkollektiv Il mit ECT-

Stanzen-Kollektiv (p=0,023).
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Abbildung 4-12 Vergleich der IL6-Expressionsraten

Als signifikant ergaben sich folgende Unterschiede zwischen der IL6-Expressionsrate:
Patientenkollektiv Il mit Kontrollkollektiv (p=0,05) und Kotrollkollektiv mit ECT-Stanzen-
Kollektiv (p=0,028). Somit war bei Gonarthrosepatienten vor Endoprothetik eine eher

geringe IL6-Expression zu sehen.
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Abbildung 4-13 Vergleich der IL8-Expressionsraten

Der Unterschied zwischen der IL8-Expressionsrate von Kontrollgewebe und ECT-positiven

Proben zeigte sich signifikant (p=0,027).
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Abbildung 4-14 Vergleich der IL17-Expressionsraten

Die Unterschiede zwischen den IL17-Expressionsraten der Studienkollektive zeigten sich

nicht signifikant, wobei allerdings eine teils deutliche interindividuelle Schwankung auftrat.
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Abbildung 4-15 Vergleich der IL1B-Expressionsraten

Der Vergleich der IL1BR-Expressionsraten der Studienkollektive ergab keine signifikanten

Unterschiede.
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4.5 Gegeniiberstellung Histologie und Zytokinprofile und ausgewdhlite

Fallbeispiele

4.5.1 Ubersicht

Im Folgenden werden die Zytokinexpressionsraten der Patienten mit ihrer histologischen

Befundung verglichen. Die Bewertungskriterien sind in den Kapiteln 3.6 und 4.4.2:

Patientenkollektiv |

4-20 Histologische Untersuchung Patientenkollektiv | mit Zytokinprofil

Nr CD3-Infiltrat KP | CD2 | CD1 | Typ | 'FN | TNF | L1 | TGF | IL [ 1L [ 1L | W1 | 11
qualitativ quantitati 1 0 5 v « 0 8 2 6 8 7 8
v
10 | mikronodal + ++ - - Typd | + (] @ ] + 96|+ | 0 ]
perivaskula
r
8 | mikronodal ++ + - - Typ4 + + + + 6| +| @ + +
perivaskula
r
15 | mikronodal ++ ++ + - Typ4 + + + + + |+ | + + +
perivaskula
r
9 | makronoda +++ ++ - - Typ4 + o + + o | o | + + +
I
perivaskula
r
3 diffus - + - - Typd | + + o + 6|+ |+ | & P
18 diffus - - - - Typl + + + + + |+ | + | + +
(Nekrose
)
7 diffus + ++ - - Typd | @ @ @ + o |0 |+ | 0 +
1 diffus + ++ + + Typ4 + + @ + o | + | + P +
16 diffus + + - - Typd | @ @ + + o | + | + | + +
17 diffus + + - - Typd | @ + @ + + |+ | + | + @
19 diffus + ++ - - Typl | + + o + 06|+ | 0| @ )
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Es zeigen 9 Proben den histologischen Indifferenztyp (Typ 4), 2 einen abriebinduzierten Typ
(Typ1).

Alle Proben, bei denen das CD3-Infiltrat als perivaskuldar nodal eingestuft wurde, zeigten
molekularbiologisch eine IFNy-Zytokinexpression >1, bei den als diffus eingestuften Proben
57%. Die TNFa-Zytokinexpression ist bei 50% der als perivaskuldr nodal eingestuften
Praparate, bei 71% der als diffus eingeschatzten Praparate erhoht. Es war in dieser
Patientengruppe Uberraschend haufig ein mit ,Fibrosierung” einhergehendes
Gewebemuster gezeigt worden und es fanden sich — in Erweiterung zu den vorab
publizierten Veroffentlichungen auch bei diesem TyplV-Gewebemuster lymphozytare

Infiltrate. Hinzu kommt die haufige IFNy-Expression.

Patientenkollektiv Il

4-21 Histologische Untersuchung Patientenkollektiv Il mit Zytokinprofil

Nr CD3-Infiltrat kP | cp2 | cp1 | Typ [N | TNF [ [ TGF | | | w | ma | w2
qualitati | quantitati | 1 0 5 v « 0 8 21687 B
v v

1) diffus - + - - |Typ| 6| 0 |+ | 0 |0|+|0| 0|0
4

12 diffus - ++ - - Typ ) + + + + | + | @ ") +

14 diffus - ++ - - Typ @ + + 0 o | o6 | + | + +
4

2 diffus + ++ + - Typ @ @ @ 0 06| + | +| @ P

4 diffus + + - - Typ ) + + + 6| + | @ + +
4

5 diffus + + - - Typ | @ + + + o | + | + | + +
4

6 diffus + ++ - - Typ @ + @ + 0| + | & P +
4

13| diffus + - - - | Typ |+ | @0 |0 | 0 |0 |+ |0 |+ |+
4

20 diffus + ++ - + Typ + @ "] @ + |+ |+ | @ ]
1
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Es zeigen 6 Proben den histologischen Indifferenztyp (Typ 4), 3 einen abriebinduzierten Typ
(Typl).

Im Patientenkollektiv Il wurde in keinem Praparat das potentielle CD3-Infiltrat als
perivaskuldres Infiltrat eingestuft. Die IFNy-Expression >1 fand sich bei 22%, die TNFa-

Expression>1 bei 56% der Fille.

Kontrollkollektiv

4-22 Histologische Untersuchung Kontrollkollektiv mit Zytokinprofil

Nr CD3-Infiltrat KP | CD2 | CD1 | Ty | IFN | TNF | L1 | TGF | IL | IL [ IL | 11 | 11
qualitativ quantitati 1 0 5 p v * 0 8 S R 7 B
v
1 | mikronodal + - ++ - OA | + + @ + 6| 06|+ | + (]
perivaskula
r
7 | mikronodal + + + - OA | + + ] (] S e R +
perivaskula
r
2 | mikronodal ++ + ++ - OA | o + ("] + o | o |+ ) +
perivaskula
r
4 | makronoda ++ + ++ - OA | o + + + o | o |+ + +
I
perivaskula
r
8 diffus - + - - OA | o ] ] ] + |+ | 0| @ (]
10 diffus - + - - OA | ¢ ] @ ] 6| 0|0 | 9 (]
3 diffus + + + - OA | o ] + + o |0 |0 | 0 (]
5 diffus + + + - OA | + + ] + + | 6|+ + (]
6 diffus + + + - OA | o ] ] ] + |+ 0| 0 +
9 diffus + - + - OA | ¢ ] + + | 0|09 | + +
11 diffus + + + - OA | o ] + ] 9|0 |0 | 0 (]
12 diffus + + + - OA | o ] + ] + |+ |0 @ +

OA=0Osteoarthrose

Alle Proben des Kontrollkollektives zeigen das histologische Bild einer Osteoarthritis. Wie im

Patientenkollektiv | zeigen im Kontrollkollektiv drei Praparate ein mikronodal perivaskulares
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CD3-Infiltratsmuster, eines ein makronodales perivaskuldres Infiltratsmuster, die restlichen
Praparate ein diffuses CD3-Infiltratsmuster. Von den nodalen perivaskuldaren Praparaten
zeigten 50% eine IFNy-Expressionsrate >1, von den diffusen 12,5%. Alle als perivaskular
nodal eingestuften Prdparate zeigen eine erhdhte TNFa-Expression auf, bei den als diffus

eingestuften Praparaten nur 12,5%.
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4.5.2 CD3-Infiltrat und Zytokinexpression

Zur statistischen Auswertung wurden - um grofRere Kollektive zu erhalten - das mikronodal

und das makronodal

zusammengefasst.

perivaskulare Infiltrat als nodales

Es sind nur Abbildungen mit statistischer Relevanz aufgefihrt:

1 DDE4—] |

1,00E3-

1,00E2

IFNg-Expressionsrate

1,00E1+

1,00E0

0

0,00E0

=

diffus

T
perivaskular nodal

Abbildung 4-16 IFNy-Expressionsrate und CD3-Profil

perivaskulares

Patienten |
ERevisionen bei
CT+)

Patienten |l
Revisionen bei
CT-und LTT+)

Kontrollen

(Gonarthrose vor

Implantation)

Infiltrat

Es war insgesamt die erhohte IFNy-Expression speziell bei Patienten des Kollektiv |

aufgefallen. Wir fragten daher, ob Unterschiede bestiinden von , diffusem” oder ,nodal-

perivaskularem” Infiltrat in Bezug auf die IFNy-Expressionsrate.

Die IFNy-Expression im Patientenkollektiv | zeigt sich bei den als diffuses CD3-Infiltrat

bewerteten Proben signifikant geringer als bei den mit perivaskuldar nodal bewerteten

Proben (Median 1,36 vs. 461,7; p=0,023), wahrend sich im Kontrollkollektiv dieser

Unterschied als nicht signifikant (p=0,47) zeigt. Auch zeigten alle perivaskuldaren nodalen

Infiltrate im Patientenkollektiv | eine mindestens 10,1-fache Expression im Gegensatz zu den

nodalen Infiltraten im Kontrollkollektiv (Minimum 0).
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Abbildung 4-17 TNFa-Expressionsrate und CD3-Profil

Die TNFa-Expressionsraten der Patientenkollektive unterscheiden sich beim diffusen CD3-
Infiltratsmuster signifikant vom Kontrollkollektiv (p=0,02 bzw. 0,016). Die TNFa-
Expressionsrate des Kontrollkollektives ist weiterhin signifikant geringer bei diffusem
Infiltratsmuster im Gegensatz zum perivaskuldr nodalen Infiltratsmuster (p=0,005). Im
Patientenkollektiv | gibt es kaum einen Unterschied zwischen perivaskularem und diffusem

Infiltratsmuster hinsichtlich der TNFa-Expression (Median 1,66 vs. 1,44).
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Abbildung 4-18 IL8-Expressionsrate und CD3-Profil

Die IL8-Expressionsrate des Kontrollkollektives

Patienten |
ERevisionen bei
CT+)

Patienten Il
Revisionen bei
CT-und LTT+)

Kontrollen

(Gonarthrose vor

Implantation)

ist signifikant geringer bei diffusem

Infiltratsmuster im Gegensatz zum perivaskuldar nodalen Infiltratsmuster (p=0,01). Im

Patientenkollektiv | gibt es kaum einen Unterschied zwischen perivaskularem und diffusem

Infiltratsmuster hinsichtlich der TNFa-Expression (Median 5,9 vs. 7,47).
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4.5.3 Fallbeispiele CD3-Infiltrat und Zytokinexpression

Im Folgenden werden beispielhaft drei Patienten aus den Studienkollektiven | und I

beschrieben.

Erster Beispielspatient (Probennummer 20):

Patientenkollektiv I, 63 Jahre, weiblich, Knieendoprothese links, Scorpio®, Fa. Stryker
Orthopaedics

Beschwerden: Schmerzen bei Belastung

Allergiediagnostik: ECT negativ, LTT Nickel positiv, LTT Kobalt und Chrom negativ

Histologie: Diffuses CD-3-Infiltrat

Abbildung 4-19 Probennummer 20 als Beispiel fiir diffuses CD3-Infiltrat (CD3-Farbung, x40)

Zytokinprofil dieses Patienten:

Tabelle 4-23 Zytokinprofil Probennr. 20 (Patientenkollektiv II)

IFNy TNFa IL10 TGFB L2 IL6 IL8 1L17 IL1R
+ (4] (4] ] + + + (4] (4]
rel. Expressionsrate 1,65 0,87 0,11 0,54 39,1 6,06 23,7 0,06 0,06

+ bedeutet erhohte Expressionsrate (Expressionsrate >1)

@ bedeutet keine erhéhte Expressionsrate (Expressionsrate <1)
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Zweiter Beispielspatient (Probennummer 10):

Patientenkollektiv |, 37 Jahre, mannlich, Knieendoprothese rechts, LCS®-TEP Fa. Depuy
Beschwerden: Schmerzen in Ruhe wie bei Bewegung, Schwellung des Kniegelenkes, keine
Rotung, keine Hautveranderungen

Allergiediagnostik: ECT Nickel, Kobalt und Chrom positiv, LTT war wegen des bereits

positiven ECT-Ergebnisses nicht durchgefiihrt worden.

Histologie: mikronodales perivaskulares Infiltrat
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Abbildung 4-20 Probennummer 10 als Beispiel fiir ein mikronodales perivaskulares Infiltrat (CD3-Farbung,

x40)

Zytokinprofil dieses Patienten:

Tabelle 4-24 Zytokinprofil Probennr. 10 (Patientenkollektiv I)

IFNy | TNFa IL10 TGFB IL2 IL6 IL8 IL17 IL1R

+ ? [ @ + @ + @ @

rel. Expressionsrate | 320,3 0,02 0,33 0,20 140,0 0,0 2120 0,0 0,06

+ bedeutet erhohte Expressionsrate (Expressionsrate >1)

@ bedeutet keine erhéhte Expressionsrate (Expressionsrate <1)
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Dritter Beispielspatient (Probennummer 9):

Patientenkollektiv |, 56 Jahre, mannlich, Knieendoprothese links, Endo-Modell®, Fa. Link
Orthopaedics
Beschwerden: Schmerzen in Ruhe wie bei Bewegung, rez. Schwelllungen

Allergiediagnostik: ECT Nickel positiv, LTT war wegen des bereits positiven ECT-Ergebnisses

nicht durchgefiihrt worden.

Histologie: Makronodales perivaskulares Infiltrat:

Abbildung 4-21 Probennummer 9 als Beispiel fiir ein makronodales perivaskuldres Infiltrat (CD3-Farbung,

x40)

Zytokinprofil dieses Patienten:

Tabelle 4-25 Zytokinprofil Probennr. 9 (Patientenkollektiv 1)

IFNy TNFa IL10 TGFR L2 IL6 IL8 IL17 IL1B
+ 1) + + [ [ + + +
rel. Expressionsrate 5737 0,0 21,7 3,87 0,0 0,0 12,9 5280 26,6

+ bedeutet erhohte Expressionsrate (Expressionsrate >1)

@ bedeutet keine erhéhte Expressionsrate (Expressionsrate <1)
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5 Diskussion

Seit vielen Jahren wird Uber die Moglichkeit eines Endoprothesenversagens aufgrund einer
Allergie gegeniuber den Implantatmetallen spekuliert. So gibt es Fallberichte, welche
metallallergische Patienten mit Hautveranderungen (z.B. Ekzeme, Erytheme) oder
Gelenkbeschwerden (Schmerzen und Schwellungen) an den jeweiligen Gelenken nach
Endoprothesenimplantation aufzeigen, welche zudem von einer Revisionsoperation mit
einem hypoallergenen Werkstoff profitieren (s. 1.3). Weiterhin ist bei aseptischer
Prothesenlockerung in einigen Fallen eine auffdllige Lymphozytenaggregation in der
histologischen Gewebeuntersuchung gefunden worden. Als Ursache hierfir wird die
Moglichkeit einer Typ-4-Allergie auf das Metallimplantat angegeben [77, 81].

Im australischen Endoprothesenregister taucht 2012 erstmals auch ,metal sensitivity” als
Revisionsgrund bei Endoprothesen auf [82].

Naturlich ist ,metal sensitivity” nicht mit Metallallergie und eine nachgewiesene Allergie
nicht mit ,,Ursache fir Implantatversagen” gleichzusetzen. Es hat aber in den vergangenen
Jahren dazu gefiihrt, dass auch die Gewebereaktionen um Gelenkimplantate differenzierter
betrachtet wurden. Zuletzt wurde von Prof. Krenn ein sogenannter Partikelalgorithmus
beschrieben, in dem sich unterschiedliche periimplantdre Reaktionen abhdngig von
Partikelform,- groBe und — zusammensetzung abzeichnen [83].

Weiterhin existieren jedoch keine Studien, welche gezielt von Metallallergikern mit
Endoprothesen-assoziierten Beschwerden Gewebeproben histologisch sowie
molekularbiologisch (auf das vorherrschende Zytokinprofil) untersuchten.

Der integrierende Blick auf Patientenanamnese, allergologische Befunde und Reaktionen im
periimplantaren Gewebe war daher Ziel dieser Arbeit. Unseres Wissens gibt es bisher keine
Publikation, die diese Aspekte unter Einbeziehung von molekularer Gewebeanalyse

beschreibt.
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5.1 Diskussion der Methoden

In dieser Arbeit erfolgte die Zytokinanalyse aus Gewebeproben mit Hilfe einer real-time-PCR.
Es wurden daher nicht direkt die Zytokin-Proteine gemessen, sondern die im Gewebe
vorhandenen mRNA-Kopien der jeweiligen Zytokine. Die Menge der Zytokin-RNA-Kopien der
gelenksnahen Proben oder der Hautstanzen wurde mit der einer korrespondierenden
Kontrolle, z.B. gelenksfernen Probe (subkutanes Fettgewebe) ins Verhiltnis gesetzt, sodass
eine relative Zytokinexpressionsrate aufgezeigt werden konnte. Diese gibt an, um wie viel
die jeweilige Zytokinexpression gelenksnah hdéher oder niedriger als im gelenksfernen
Gewebe ist. Somit kann nicht nur aufgezeigt werden, dass das jeweilige Zytokin im
Gelenkgewebe exprimiert ist, sondern auch ob diese Zytokinexpression eine Erhéhung
gegeniiber dem ,Basis-Gewebewert” des Probanden darstellt.

Naturlich kdénnen verschiedene Faktoren das Analyseergebnis beeinflussen: Das
Zytokinexpressionsmuster in der Referenzprobe (,je weniger dort exprimiert ist, umso héher
erscheint der Epxressionswert im periimplantdren Gewebe“), sowie die subjektive Auswahl
des Gewebeentnahmeortes durch den Operateur. Aufgrund des Patientenkollektives,
welches sich aus ganz Deutschland rekrutierte, war es nicht moglich, die Operationen von

einem einzigen Operateur vornehmen zu lassen.

Wir haben den Ansatz der Homogenisierung und Komplettanalyse der Gewebeprobe fiir die
molekulare Aufarbeitung gewahlt. Studien, welche sich ebenfalls mit der Zytokinexpression
aus Gelenkgewebe befassen, verwenden meist die immunhistochemische Analyse eines
Gewebeschnittes [84-85]. Dieser Gewebeschnitt bildet jedoch nur einen geringen Teil der
Gewebeprobe ab und stellt somit nicht das Zytokinprofil der gesamten Gewebeprobe dar, im
Gegensatz zur der von uns verwendeten Methode.

Noch haufiger verwenden Studien eine Zytokinmessung in der Gelenkflissigkeit [86-89] und
nicht im periimplantdren gelenksnahen Gewebe. Die am hadufigsten angewandte Methode
hierfir ist die Zytokinmessung mittels des ELISA (,,enzyme-linked immunoassay”), welche die
Zytokinkonzentration z.B. in pg/ml angibt. Um eine Bewertung dieser Messwerte zu
ermoglichen, wird meist noch die Zytokinkonzentration im peripheren Blut mitbestimmt.

Diese Konzentration ist jedoch stark von Immunreaktionen, die nicht mit der
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Gelenkproblematik zusammenhdngen, wie z.B. einem Infekt der oberen Atemwege,
abhédngig und kann daher nur schwer fir eine individuelle Aussage des Zytokinniveaus des
Patienten herangezogen werden. Weiterhin messen diese beiden Methoden den
Zytokinspiegel, nicht aber wie in der von uns verwendeten Methode die mRNA der Zytokine.
So wird nicht die aktuelle Zytokinexpression im Gewebe, sondern die Akkumulation der
Zytokine gemessen.

Andererseits bedeutet eine erhdhte mRNA-Expression eines Zytokines nicht zwangslaufig,
dass das jeweilige Zytokin auch freigesetzt wird.

Die histologische Untersuchung in dieser Arbeit wurde von zwei getrennt voneinander
untersuchenden Histologen befundet. Dies waren wie bereits in 3.6 beschrieben die
Histopathologen der Dermatologischen Klinik, LMU Minchen sowie der Referenzpathologe
der Allergiearbeitsgruppe der Deutschen Gesellschaft fir Orthopadie, Prof. Krenn in Trier.
Um eine moglichst aussagekraftige histologische Befundung zu erhalten, wurden von jedem
Patienten zwei zueinander benachbart gelegene gelenksnahe Gewebeproben entnommen,
jeweils eine den beiden kooperierenden Histologen geschickt, von diesen zunachst getrennt
befundet und anschlieBend die Proben gemeinsam diskutiert. Hierzu fanden Treffen in Trier
und Miinchen statt. Dementsprechend sollte auch die kombinierte Wertung von jeweils zwei
Proben des betroffenen Patienten die Aussagekraft erhéhen. Unseres Wissens verwenden
andere Arbeitsgruppen zumeist nur eine histologische Gewebeprobe.

Parallel zur histologischen Beurteilung sollte auch die zunachst durchgefiihrte
mikrobiologische Gewebeanalyse den Ausschluss einer Infektion noch sicherer ermdéglichen.
Bezliglich des histopathologischen Infektausschlusses war neben einer HE-Farbung auch eine
CD15-Immunfarbung erfolgt. Der aus der Arbeitsgruppe um Prof. Krenn vorgeschlagene
»Infekt-Score” (siehe auch 3.6) war zur Beurteilung verwendet worden. Dieser Score ist
zwischenzeitlich auch in die internationale Konsens-Klassifikation zum periprothetischen

Infekt eingeflossen [90].
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Untersucht  wurden  Gewebeproben von  verschiedenen  Patientenkollektiven:
Knieendoprothesentrager mit Beschwerden und nachgewiesener Metallallergie im
Epikutantest (Patientenkollektiv 1), Knieendoprothesentrdger mit Beschwerden und
nachgewiesener Metallsensibilisierung im Lymphozytentransformationstest ohne kutane
Metallallergie (Patientenkollektiv Il), weiterhin Gonarthrosepatienten ohne Implantat
(Kontrollkollektiv) und Gewebeproben aus positiven Nickel-Epikutantestfeldern (ECT-

Kollektiv).

5.2.1 Histologische Untersuchung der Studienkollektive

Morphologie periimplantirer Gewebereaktionen

Bei der histologischen Untersuchung des periimplantdren Gewebes sind Reaktionsmuster in
einer Konsensusklassifikation mit ihrer Uberarbeitung beschrieben [91]. Dort sind die
Konstellationen ,Infekt”, ,partikel-bedingte Fremdkoérperreaktion®, ,Fibrosierung” sowie
Llymphozytar dominierte Entziindung” identifizierbar. Speziell fiir die Konstellation , Infekt”
wurden auch Granulozytengrenzwerte bei der Zusammenschau mehrerer ,high power”-
Felder in der Mikroskopie definiert. Bei der internationalen Konsensus-Konferenz in
Philadelphia  (2013) wurden die Definition und die Diagnostikschritte des
Endoprotheseninfektes festgelegt [92]. Leider gibt es noch keine klaren Kriterien fiir eine
periimplantdre (Allergie-bedingte) Uberempfindlichkeitsreaktion. Allerdings werden von

verschiedenen Autoren mogliche Charakteristika genannt.

Maogliche Charakteristika von Uberempfindlichkeitsreaktionen

Fir eine kutane allergische Ekzemreaktion (,Spattyp-Reaktion”) sind histologische
Charakteristika wie ,Spongiose” der Epidermis, lymphohistiozytare Infiltrate und Gegenwart
von eosinophilen Granulozyten typisch [4]. Die Pathomorphologie einer moglichen
Uberempfindlichkeitsreaktion (Typ-4-Allergie) im periimplantirem Gewebe wird kontrovers
diskutiert [93]. Es fehlen groRe epidemiologische Untersuchungen. Daher kann nur anhand
kleiner Fallzahlen von Revisionsgeweben bei Metall-Metall-Hlftendoprothetik in

Zusammenhang mit gefundener Metallallergie ein mogliches ,Allergiegeschehen
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beschrieben werden. So wurden lymphohistiozytare Infiltrate mit Prothesenlockerung und
weitgehendem Fehlen einer Riesenzell-Fremdkdrperantwort von Willert et al. [77] als
Hinweis auf lokale Uberempfindlichkeitsreaktionen gewertet. Es zeigten sich in dieser
Untersuchung von Revisionsgeweben von Metall-Metall-Hiift-Endoprothesen, wie auch in
einer Untersuchung von Witzleb et al. von 2007 [93] eine deutliche diffuse wie perivaskuldre
lymphozytare Infiltration, welche mit dem von Willert et al. 2001 eingefiihrten Begriff
»asepetic lymphocytic vasculitis-associated lesion (ALVAL)“ bzw. dem Begriff ,lymphocyte-
dominated immunological answer (LYDIA)“ beschrieben wurde. Es ist anzumerken, dass zu
diesem Zeitpunkt nur bei Metall-Metall-Hiftendoprothesen lymphozytdare Infiltrate
beschrieben waren, nicht bei Metall-Polyethylenpaarungen. Von Momarus et al. wurden
allerdings 2011 [94] T-lymphozytdre Infiltrate als , hdaufiges” Phanomen im periimplantdren
Gewebe von aseptisch gelockerter Metall-Polyethylen-gepaarter Endoprothetik beschrieben.
Fiir Krenn et al. [55] besteht die Moglichkeit einer ,Hypersensitivitatsreaktion” bei einem
Gewebereaktionsmuster vom , Abrieb-induzierten Typ” (Typ 1), bei welchem eine zusatzliche
lymphozytare Infiltration besteht [55, 77]. Insbesondere ein exzessives lymphozytdres
Infiltrat |4sst an eine Uberempfindlichkeitsreaktion denken. Die genaue Bedeutung der
Infiltratsmuster in Hinblick auf eine Uberempfindlichkeitsreaktion ist aber noch nicht geklart
[55, 93].

Die histologische Untersuchung der Proben dieser Arbeit — das heildt bei den Proben aus
dem Kniegelenk - erfolgte nach den Kriterien der Konsensusklassifikation nach Krenn et al. (s.
1.3.4) [73, 91].

Es zeigte sich bei der histologischen Untersuchung in beiden Studienkollektiven mehrheitlich
die Klassifizierung als zellarmer, fibrosierungsbetonter ,Indifferenztyp” (Typ 4) nach der
Konsensusklassifikation von Krenn et al.. So sind im Patientenkollektiv | 9 von 11 Proben als
JIndifferenztyp” (Typ 4) klassifiziert, die verbleibenden 2 als ,, Abrieb-induzierter Typ“(Typ 1),
im Patientenkollektiv Il 6 von 9 Proben als Typ 4, die verbleibenden 3 als Typ 1. In der Studie
zur Konsensusklassifikation [73], in welcher Gewebe von 268 insuffizienten Huft- und
Knieendoprothesen untersucht wurde, waren jedoch 51% vom Abrieb-induzierten Typ (Typ
1), 20% von infektiosen Typ (Typ 2), 5% Mischtyp (Typ 3) und nur 18% Indifferenztyp (Typ 4).
Unsere Untersuchungen beziehen sich auf Knieendoprothetik. Es bleibt sehr auffallig, dass

die beschwerdenbehafteten Patienten (mit nachgewiesener Metallsensibilisierung) bei der
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Bewertung ihrer periimplantdren Gewebeproben vorrangig Indifferenztyp-Muster zeigten,
d.h. vornehmlich eine Fibrosierungsreaktion. Diese Beobachtung wurde bisher nicht
beschrieben. Ebenfalls Uberraschend war die — wie weiter unten diskutiert - haufige
Anwesenheit von T-Lymphozyten in den Praparaten. Das von Krenn et al. vorab untersuchte
Kollektiv setzte sich zu 81% aus Hiftendoprothesen und nur zu 19% aus Knieendoprothesen
zusammen. Davies et al. konnte bei einer Untersuchung von aseptischen Hiiftlockerungen
(Metall-Metall-Paarungen) bei der Halfte der Praparate Makrophagen mit Abriebpartikeln
feststellen, nicht jedoch bei Metall-Polyethylen-Paarungen [81]. Die Haufung der , Abrieb-
induzierten-Reaktionsmuster” in der Studie von Krenn und Morawietz [73] kénnte daher
aufgrund der vielen Metall-Metall-Hiftpaarungen bedingt sein. Studien, in welchen die
Verteilung der Typen gemadR der Konsensusklassifizierung speziell bei Knieendoprothesen
gezeigt wurde, gibt es unseres Wissens im Moment nicht. Aus den Daten unserer
Studienkollektive ldsst sich jedoch ableiten, dass auch bei histologischer Einordnung als Typ-
4/Indifferenzmuster mit vornehmlicher Fibrosierung auf einen maéglichen Sonderfall, namlich
die zusatzliche Gegenwart von lymphozytdren Infiltraten geachtet werden muss. Die
Beobachtung dieser Arbeit ist nicht nur kiirzlich publiziert worden [95], sondern auch in der
neuen, revidierten Konsensusklassifikation miteingeflossen [91].

In der oben erwadhnten Studie von Davies et al. wurde neben der Haufung von Makrophagen
mit Abriebpartikeln auch eine perivaskulare Lymphozyteninfiltration bei 17 der 25 Metall-
Metall-Hiftendoprothesen festgestellt. In einer weiteren oben bereits erwahnten Studie mit
19 Patienten mit insuffizienten Metall-Metall-Hliftendoprothesen wurde von Willert et al.
bei allen Praparaten perivaskulare lymphozytare Infiltrate gefunden [77] und diese mit einer
moglichen Typ 4-Allergie in Verbindung gebracht. Bei den untersuchten Patienten wurden
allerdings keine kutanen Allergietestungen durchgefiihrt.

Es stellt sich die Frage, welche funktionelle Bedeutung diese lymphozytdren Infiltrate im
Kontext mit Abriebpartikeln haben - und ob in manchen Fillen eine Interpretation als
LHAllergie” moglich ist, sowie ob bei einem Fehlen von periimplantdren nodalen
lymphozytaren Infiltraten eine ,Allergie” auf das Implantat ausgeschlossen werden kann.

In unserer Studie zeigten sowohl Endoprothesenpatienten mit kutaner Metallallergie
lymphozytare Infiltrate am Gelenk wie auch Patienten mit Gonarthrose. Bei den

Gonarthrosepatienten kann das lymphozytare Infiltrat jedoch weder von Abriebpartikeln
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allgemein noch von einer allergischen Immunreaktion ausgelést worden sein, da die
Patienten bei Probeentnahme noch kein Implantat bzw. dessen Abrieb hatten. Hier gibt die
zusatzlich durchgefiihrte Analyse der Zytokinexpression weitere Informationen: Die
Gonarthrosepatienten mit perivaskularem nodalen lymphozytaren Infiltrat zeigten in der
Zytokinmessung eine signifikant hohere TNFa-Expression und damit eher Hinweise auf eine
Arthrose-assozierte Entziindung. Weiterhin zeigten alle Gonarthrosepatienten mit nodalen
lymphozytdren Infiltraten auch deutliche CD20-Farbungen, d.h. Gegenwart von B-
Lymphozyten. Auch im diffusen lymphozytdren Infiltrat dieses Kollektives sind beinahe
immer B-Lymphozyten vorhanden.

Anders jedoch im Patientenkollektiv | (Patienten mit beschwerdebehafteter Endoprothetik
und ECT+): CD20-positive B-Lymphozyten kommen im diffusen wie im nodalen

Imyphozytaren Infiltrat jeweils nur in einem Prdparat vor.

5.2.2 Vergleich der Zytokinexpressionsraten der Studienkollektive

Wir fragten, ob die Analyse der Gewebeexpressionsmuster ausgewahlter Zytokine zu einer
besseren Charakterisierung bzw. Deutung der gefundenen Gewebereaktionsmuster
beitragen konnte. Als typische Gewebereaktion einer Spattypallergie diente uns
Biopsiematerial aus Nickel-Epikutantestreaktionen, in denen eine Hochregulation von IFNy

und IL2 als Hinweis auf Th1-Antwort klar erkennbar waren.

= |FNy-Expression

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass es signifikante Unterschiede in der
Zytokinexpression zwischen den einzelnen Studienkollektiven gibt.

Insbesondere die IFNy-Expressionsrate war im Patientenkollektiv | und im Epikutantestfeld-
Kollektiv (ECT-Kollektiv) zu 72,2% bzw. 100% erhoht (Expressionsrate > 1), im
Patientenkollektiv Il und im Kontrollkollektiv (Gonarthrose-Kollektiv) jedoch nur bei 22,2%
bzw. 25%. Weiterhin zeigen das Patientenkollektiv | und das ECT-Kollektiv hohere
Expressionsraten (Median 10,1 bzw. 117,4) gegenliber dem Patientenkollektiv Il und dem
Kontrollkollektiv (beide im Median 0). Diese Unterschiede der Studienkollektive zeigten sich

signifikant (Signifikanzwerte von p=0,008 bis p=0,027).

82



Diskussion

Das Zytokin IFNy wird vorwiegend von CD4+ und CD8+ Th1 bzw. Tcl-Zellen gebildet [19-20]
und stellt ein Zytokin des Typl (Thl, Tcl)-Musters dar. Dieses Typ-1 Muster wird
klassischerweise im Rahmen einer kontaktallergischen Reaktion gesehen [27, 96].
Dementsprechend zeigt sich eine starke Erhohung der IFNy-Expression in unserem ECT-
Kollektiv. Interessanterweise zeigt jedoch auch das Patientenkollektiv | (ECT +) eine starke
IFNy-Expressionsrate auf, jedoch nicht das Patientenkollektiv Il (ECT -, LTT +) und das
Kontrollkollektiv (Gonarthrosepatienten). Das kdnnte bedeuten, dass im Patientenkollektiv |,
wie im Epikutantestfeld-Kollektiv eine lymphozytdre Immunreaktion des Th1/Tcl-Musters
stattfindet, die weder bei einer Gonarthrose (Kontrollkollektiv) noch beim Patientenkollektiv
mit Prothesenversagen auftritt, welches zwar eine Metallsensibilisierung der peripheren
Lymphozyten (LTT +), nicht jedoch eine ,Metallallergie” an der Haut aufweist
(Patientenkollektiv 11). So konnte in einer Studie von Baldwin et al. zur aseptischen Lockerung
von Knieendoprothesen [97] keine IFNy-Expression in den untersuchten Geweben
festgestellt werden. Auch konnten weitere Studien kaum T-Zellen, insbesondere keine
aktivierten T-Zellen (abgeleitet durch das Fehlen von IL2-Rezeptoren der T-Zellen) und kein
IFNy im periimplantdarem Gewebe von aseptischen Huftlockerungen zeigen [98-99]. Eine
andere Studie weist maximal 5% aller Zellen im periimplantdren Gewebe als IFNy-positive T-
Zellen aus [85].

Eine Untersuchung von Goodmann et al. fand bei der immunhistochemischen Untersuchung
von aseptischen Hiftlockerungen ebenfalls nur sehr wenig IFNy im periimplantdren Gewebe
und weiterhin keinen Unterschied der IFNy-Menge in osteolytischem gegenilber nicht-
osteolytischem Gewebe [100]. Eine Zytokinanalyse von Loria et al. ergab in der
Synovialflissigkeit von  Patienten mit  Gonarthrose wie bei  aseptischen
Knieendoprothesenlockerungen nur duBerst geringe IFNy-Mengen [86]. Eine weitere Studie
[101] ergab signifikant niedrigere IFNy-Mengen in der Synovialfllssigkeit von Patienten mit
Osteoarthrose als bei Patienten mit einer rheumatoiden Arthritis. Bei letzterer liegt ja

ahnlich wie bei der allergischen Kontaktdermatitis eine Thl-betonte Entziindung vor [102].

Somit ist die von uns gesehene periimplantdare IFNy-Erhéhung im Patientenkollektiv |
gegenlber dem Patientenkollektiv Il und dem Kontrollkollektiv nicht allein aufgrund einer

yunspezifischen” Entziindungsreaktion (dhnlich einer Gonarthrose [86, 101]) erklarbar,
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sondern kénnte in Zusammenhang mit der gefundenen Metallallergie der Patienten stehen.
Es findet sich in der Literatur ein Fallbericht eines Patienten mit Metallallergie und
Osteosynthesenversagen, welcher ebenfalls eine deutliche IFNy-Expressionserhéhung im
periimplantdarem Gewebe aufzeigt [61]. Jdmesen und Mitarbeiter berichteten kiirzlich, dass
sie  zwar vereinzelt periimplantire  T-Lymphozyten bei aseptischen  Huft-
Endoprothesenlockerungen zeigen konnten — aber bei Makrophagen-dominierter
Fremdkorperreaktion keine nennenswerte IFNy- oder IL4-Expression im Gewebe sahen

[103].

= |L2-Expression

Ebenfalls zeigten die Expressionraten des Zytokin IL2 signifikante Unterschiede zwischen den
Studienkollektiven. So war IL2 im ECT-Kollektiv zu 100% erhdht exprimiert, in den anderen
Kollektiven jedoch nur zwischen 22,2 und 41,7% erh6ht. Auch im Median der IL2-
Zytokinexpressionsrate zeigte das ECT-Kollektiv einen deutlich gegeniliber den anderen
Studienkollektiven erhohten Wert (37,5 gegenlber 0 (Patientenkollektiv | und Il) bzw 0,6
(Kontrollkollektiv). Die Unterschiede zwischen den Patientenkollektiven und dem ECT-
Kollektiv zeigten sich als signifikant (p=0,007 bzw. 0,036).

IL2 gehort wie IFNy zu den sog. Typ 1-Zytokinen und wird bei T-Zell-Aktivierung und
Proliferation gefunden. Im Epikutantestfeld ist dementsprechend eine hohe IL2-Expression
Ausdruck der aktuellen T-Zellaktivierung und Proliferation (hier unter Nickel-Exposition). Die
Patientenkollektive sowie das Kontrollkollektiv (Gonarthrosepatienten) haben niedrigere IL2-
Expressionsraten gegeniliber dem ECT-Kollektiv. Bei den Patientenkollektiven zeigen sich
diese Unterschiede als signifikant.

Bei einer Zytokinmessung von Loria et al. [86] wurden bei Patienten mit Gonarthrose sowie
bei aseptischer Prothesenlockerung nur geringe Mengen von IL2 in der Synovialfllssigkeit
gefunden. In der bereits oben erwahnten Studie von Baldwin et al. [97] konnte kein IL2 im
periimplantaren Gewebe von Knie-TEP-Revisionen mittels RT-PCR nachgewiesen werden. In
einer immunhistochemischen Untersuchung von Arora et al. [85] konnte im periimplantadren
Gewebe von gelockerten Huftprothesen nur bei etwa 3% der Zellen IL2-Expression
nachgewiesen werden. Dies konnte auf eine nur geringe T-Zellproliferation-/aktivierung

hinweisen. Dazu passt auch das bereits erwahnte Fehlen von aktivierten T-Zellen im
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periimplantaren Gewebe aspetischer Endoprothesenlockerungen [98-99]. Jedoch weist auch
unser Patientenkollektiv | kaum eine IL2-Expression auf, jedoch eine starke IFNy-
Expressionsrate. Die Studie von Lalor und Revell [104] kann hier eine Interpretation
erleichtern. Die Autoren flihrten eine immunhistochemische Gewebeuntersuchung bei
Patienten durch, welche sich einer Hiftrevision aufgrund aseptischer Lockerung unterzogen
ebenso wie bei Patienten mit rheumatoider Arthritis. Sie fanden in beiden
Patientenkollektiven den IL2-Rezeptor nur duBerst selten exprimiert, obwohl die
rheumatoide Arthritis als lymphozytar-vermittelte Krankheit gilt [102]. Somit kann aufgrund
eines ,Fehlens” von IL2 vermutlich nicht auf eine fehlende T-Zellaktivitdt geschlossen
werden. Die Autoren spekulieren, dass IL2 insbesondere zu Beginn und eventuell nicht im
Verlauf einer T-Lymphozytenaktivierung erhoht ist.

Das konnte die signifikant niedrigere IL2-Expressionsrate im Patientenkollektiv | gegenliber
dem Epikutantestfeld-Kollektiv erkldren. Die ECT-Stanzen waren standardisiert 3-5 Tage nach
Kontakt der Haut mit Nickel/Kobalt entnommen, die periimplantaren Proben jedoch Monate

bis Jahre nach Erstkontakt mit der Metallendoprothese.

= TGFRB-Expression
Die TGFR-Expresssionsrate ist im Patientenkollektiv | und im ECT-Kollektiv signifikant hoher
gegeniiber dem Kontrollkollektiv  (Gonarthrose-Patienten). TGFR ist ein anti-
inflammatorisches und anaboles Zytokin, welches von verschiedenen Zellen, insb.
Makrophagen aber auch Fibroblasten ausgeschittet wird. Es ist entscheidend an der
Generierung von CD4+-CD25+-Regulatorischen-T-Zellen beteiligt (s. S. 12) sowie bei der
Fibroblastenproliferation und der Anlockung von Leukozyten in die Synovia. Eine Inhibition
von TGFR, sei es durch die Blockade der TGFR II-Rezeptoren oder durch die Uberexpression
des potenten TGFRB Inibitors LAP, I6sten im Mausmodell eine deutliche Zunahme von
Knorpelschaden und Proteoglykanverlust aus [105-106]. So konnte auch durch die Injektion
von TGFR im Tiermodell ein vermehrtes Knorpelwachstum bei Chondrozyten beobachtet
werden [107]. Eine Verminderung von TGFR konnte bei zwei Studien im Blut von Patienten
mit Osteoarthrose gegeniiber Patienten mit asepetischem Implantatversagen festgestellt

werden, jedoch war der Unterschied nur in einer Studie signifikant [108-109]. So ist die
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Verminderung des TGFR-Gehaltes bei unserem Kontrollkollektiv (Gonarthrosep