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1 Allgemeiner Teil

1.1 Einfahrung in die Endoprothetik

Degenerative Erkrankungen wie Rheumatoide Arthritis oder Osteoarthrose flhren
zur Zerstérung des betroffenen Gelenkes. Hierbei ist der Ersatz eines
geschadigten Huftgelenkes durch eine Alloarthroplastik eine der bedeutendsten
Therapiemdoglichkeiten.

Endoprothesen aus Elfenbein, die es seit 1890 als Knieprothesen gab, wurden
1922 zum ersten Mal von Grooves fir den Huftkopfersatz verwendet. Bei der
Weiterentwicklung der Endoprothesen gab es Schwierigkeiten, die Endoprothesen
sicher und dauerhaft im Knochen zu verankern, auch die Paarung der
gegeneinander gleitenden Gelenkanteile stellten groBe Probleme dar [65]. Zum
Ende der 1950er Jahre flhrte Charnley die Hiifttotalendoprothese aus Teflon ein,
die eine hohe Versagerquote aufwies. Die unbefriedigenden Ergebnisse res-
ultierten aus einer hohen Infektionsrate und aus dem vermehrten Teflonabrieb [13].
Die Verwendung von antibiotikahaltigem Knochenzement und der Einsatz von
Polyethylen ermdglichte langere Tragezeiten und eine Senkung der Infektionsrate
[12, 54]. Aseptische Lockerungen, die in den Siebziger Jahren auftraten, wurden
als Reaktion auf Zementbriche und daraus entstehenden Partikeln gewertet.
Hierfir wurde der Begriff ,Cement Disease” definiert [30]. Als auch aseptische
Lockerungen bei zementfreien Prothesen auftraten, wurde nun der Begriff ,Particle

Disease” eingefihrt.

1.2 Prothesenlockerung

Ein Hauptproblem der Endoprothetik ist neben perioperativen Komplikationen die
Prothesenlockerung. Dabei unterscheidet man zwischen septischer und asep-
tischer Prothesenlockerung, deren gemeinsames pathologisches Korrelat eine
Pseudomembran ist, die die gelockerte Prothese umgibt. Unterschiedliche patho-

physiologische Vorgange flhren zur Ausbildung dieser Pseudomembran [40].



1.3 Aseptische Lockerung

1.3.1 Epidemiologie

Die aseptische Lockerung von Hiiftprothesen tritt in etwa 10 % der Falle innerhalb
von 15 Jahren nach der Implantation auf. Dabei ist die Inzidenz bei zementierten

und unzementierten Prothesen in etwa gleich [9].

1.3.2 Pathogenese

Abriebpartikel entstehen an  Prothesenoberflachen durch  mechanische
VerschleiBmechanismen [56]. Diese Partikel rufen eine Fremdkdrperreaktion und
chronische Entziindung des periprothetischen Gewebes hervor [67]. Dabei
versuchen Makrophagen, groBe Mengen von Partikeln durch Phagozytose zu
eliminieren. Aufgrund der Unverdaulichkeit der anorganischen Partikel werden
verstarkt zahlreiche Zytokine und Entziindungsmediatoren durch die aktivierten
Makrophagen sezerniert [3, 10, 33]. Es werden unter anderem Tumor Nekrose
Faktor a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-6 (IL-6),
Prostaglandin E> (PGE,), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Macrophage
Colony Stimulating Factor (M-CSF), Granulocyte Macrophage Colony Stimulating
Factor (GM-CSF), C-C Chemokine und Metalloproteinasen freigesetzt [3, 43, 46,
47, 57, 61]. Diese Akkumulation von Faktoren, die die Knochenresorption férdern,
fuhrt schlieBlich zur Osteolyse durch aktivierte Makrophagen und Osteoklasten

[21, 29].

1.3.3 Pseudomembran

Als Folge der Fremdkérperreaktion entsteht am Ort der granulomatdsen
Entzindung eine Pseudomembran [29]. Die Pseudomembran um die gelockerte
Prothese besteht zu groBen Teilen aus Bindegewebe, Fibroblasten, Makrophagen,
Riesenzellen und T-Lymphozyten [26, 41, 57]. Dabei kébnnen Zellanordnung und —

dichte je nach Lokalisation und Prothesentyp heterogen sein [26].



1.4 Septische Prothesenlockerung

1.4.1 Epidemiologie

Die Inzidenz septischer Prothesenlockerungen bei Huftprothesen betragt etwa 1
%, bei Knieprothesen liegt sie bei ungefahr 2 % [22, 69]. Die am haufigsten dabei
vorkommenden Bakterien sind koagulase-negative Staphylokokken in etwa 40 %
der Falle, Staphylokokkus aureus (etwa 20 %), gefolgt von Mischfloren (10 %),
Streptokokken (10 %), gram-negativen Bakterien (etwa 5 %), Enterokokken (5 %)
und Anaerobiern (3 %) [50]. Keine Mikroorganismen kénnen in etwa 10 % der

klinisch vorhandenen Infektionen isoliert werden [69].

1.4.2 Pathogenese
Der Ablauf bakterieller Infektionen folgt einem bestimmtem Muster (Abb. 1). Durch
zwei voneinander unabhangige Mechanismen, die Toxinproduktion und die

Invasion, wird der Entztindungsprozess hervorgerufen.

Ubertragung und Eindringen
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Abb. 1: Stadien der bakteriellen Infektion



1.4.3 Toxine

Toxine werden in zwei Kategorien unterschieden: Exotoxine und Endotoxine.
Exotoxine sind Polypeptide, die von der Bakterienzelle sezerniert werden. Sie
werden von vielen gram-positiven und gram-negativen Bakterien produziert.
Charakteristische Erkrankungen sind z. B. Tetanus oder Botulismus. Endotoxine
sind Lipopolysaccharide, die Bestandteile der Zellwand von gram-negativen
Bakterien sind und nicht aktiv ausgeschittet werden. Endotoxine binden an
Rezeptoren von Makrophagen und aktivieren die Produktion von Zytokinen wie
Interleukin-1 und TNF-a. Zudem wird das Komplement-System aktiviert. Als
biologische  Effekte  sind  Fieber, Hypotension, septischer  Schock,
Gewebeschadigung und lokale Entziindung zu verzeichnen. Endotoxinahnliche
pathophysiologische Effekte kdnnen auch bei Infektionen mit gram-positiven
Bakterien (z. B. mit S. aureus) auftreten. Hier spielen wahrscheinlich andere

Zellwandbestandteile wie Peptidoglykane oder Teicoplanin eine Rolle [11].

1.4.4 Invasion

Invasive Bakterien dringen in den Wirt ein, verbreiten sich und wachsen in groBer
Zahl am Ort der Adhasion. Meistens rufen sie eine zellulare Immunantwort hervor.
Die Auspragung der Entziindungsreaktion ist abh&ngig von vielen Faktoren, unter
anderem vom Ort des Eintritts, der Virulenz des Bakteriums und dem Zustand des

Immunsystems [11].

1.4.5 Zellulare Imnmunantwort bei bakterieller Infektion

Die zelluldre Immunitat in Folge einer bakteriellen Infektion wird hauptséchlich
durch  aktivierte = T-Lymphozyten und Makrophagen vermittelt.  Die
Entziindungsreaktion beginnt mit der Aktivierung einer antigen-spezifischen TH-
Zelle durch eine Bakterienantigen — prasentierende Zelle, hier meist ein

Makrophage. Diese TH-Zelle gibt zahlreiche entzindungsférdernde Zytokine und



Chemokine (Abb. 2) in das umgebende Gewebe ab.

Diese Substanzen fordern das klonale Wachstum der TH-Zelle und ziehen weitere

o IL-2
Kostimulierung IL-4
Aktivierung :tg
- — IL-10
IFN y
TNF B
Chemokine

Abb. 2: Schematische Darstellung der Zytokinsekretion aktivierter
T-Helferzellen [62]
APZ: Antigen-Prasentierende Zelle; TH: T-Helferzelle;
IL: Interleukin; IFN: Interferon; TNF: Tumor Nekrose Faktor

Entzindungszellen herbei. Zu diesen Entziindungszellen gehdren alle Formen von
T- und B- Lymphozyten, neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten und
Monozyten.

Der direkte Antigenkontakt und Zytokine stimulieren die Differenzierung und
Aktivierung von Makrophagen. Die aktivierten Makrophagen phagozytieren
verstarkt die Bakterienzellen und wirken als antigen-prasentierende Zellen. Zudem
sezernieren sie IL-1, TNF-a, Chemokine, Prostaglandine und Leukotriene. Diese
Entziindungsmediatoren rufen mannigfaltige Reaktionen (s. Kap. Zytokine) hervor
und verstdrken so die Immunantwort. Adhasionsmolekile wie Selektine und
Integrine werden verstarkt auf Endothelzellen exprimiert und férdern die
Diapedese von Leukozyten. Die Leukozyten wandern an den Ort der Entziindung

und phagozytieren die Mikroorganismen [45, 62].



1.5 Mediatoren der Osteolyse

1.5.1 Zytokine

Zytokine sind interzellulare Signalpeptide, die lokale und systemische
Entzindungsvorgange und Immunantworten regulieren. Sie Ubernehmen wich-
tige Steuerfunktionen in vielen biologischen Prozessen, z. B. bei der Himatopoese
und bei der Wundheilung [49, 66].

Zytokine haben unterschiedliche Ursprungs- und Zielzellen. lhre Wirkung entfalten
sie sowohl auf benachbarte Zellen (parakrine Wirkung) als auch auf Zellen, durch
die sie sezerniert werden (autokrine Wirkung). Manche Zytokine (z. B. TNF-a, IL-
1), die im Blut zirkulieren, beeinflussen zudem entfernt liegende Organe und
Gewebe. Verschiedene Zytokine sind in der Lage, die gleichen Funktionen an
Zielgeweben zu tibernehmen. Sie kénnen synergistisch und antagonistisch wirken,
induzieren oder hemmen aber auch die Synthese anderer Zytokine [49].

Zytokine wirken Uber spezielle Oberflachenrezeptoren der Zellmembranen. Die
Rezeptoren  arbeiten uber  Proteinkomplexe, die aus  mehreren
Membranpolypeptiden, den Untereinheiten, aufgebaut sind. Eine Untereinheit
besteht aus einer extra-zellularen Doméane, die der Zytokinbindung dient, und einer
intra-zellularen Domaéane, die die Signaltransduktion steuert. Durch die
Zytokinbindung an den Rezeptor werden Uber Kinase-Kaskaden letztlich
Transkriptionsfaktoren aktiviert, die spezifische Gene aktivieren oder supprimieren

und somit die Proteinsynthese steuern [49].



Tabelle 1: Einzelne Zytokine und ihre Funktionen [49]

Name Herkunft Rezeptoren Wirkung
Interleukin-1a + 3 Makrophagen = B- und T-Zell-Proliferation
(IL-1) Fibroblasten = Chemotaktischer Faktor fir
andere Phagozyten
IL-1 R1 = Induktion von Fieber und
IL-1 R2 Entzindung
= Synthese von Akute-Phase-
Proteinen

= Hamatopoese
= Knochenresorption

Tumor Nekrose aktivierte wie |L-1
Faktor a Makrophagen = Toxizitat gegen Tumorzellen
(TNF-a) andere = Gewebereaktion beim

somatische septischen Schock

Zellen $“E E; (p35) vaskulare Thrombose

(p75) .
= Knochenresorption

Tumor  Nekrose aktivierte TH;- wie TNF-a
Faktor B Zellen = Entwicklung peripherer
(TNF- B) Lymphorgane

1.5.2 Interleukin-1 (IL-1)

Zwei agonistisch wirksame Formen von Interleukin-1 sind bislang identifiziert
worden, IL-1a und IL-1B, die von verschiedenen Genen kodiert werden. Obwohl
sie nur in etwa ein Viertel Sequenzahnlichkeit aufweisen, besitzen sie anndhernd
die gleiche biologische Funktion und Aktivitat (Tab. 1). Sie binden zudem an die
gleichen Oberflachenrezeptoren. Interleukin-1a und -1 spielen bei Entziindungen
als Akute-Phase-Proteine und Regulierung der Immunantwort eine wichtige Rolle,
indem sie die T- und B-Lymphozyten und die natlrlichen Killerzellen (NK)
aktivieren [49, 60]. Die Produktion von IL-1 wird durch verschiedene exogene
Ausléser stimuliert, insbesondere nach Phagozytose von Abriebpartikeln durch
Makrophagen [3, 43].

Sowohl die Knochenresorption durch Osteoklasten als auch die Alkalische
Phosphatase-Aktivitat der Osteoblasten wird durch IL-1 verstarkt. Hierbei wird die
Zellzahl der Osteoklasten erhéht [28]; besonders die Differenzierung der
Vorlauferzellen der Osteoklasten wird angeregt [26]. Zudem aktiviert IL-1 die

Genexpression osteolytisch wirksamer Produkte, unter anderem wird durch die



Aktivitatserhdhung der Cyclooxygenase-2 die Ausschiittung von Prostaglandin E2

angeregt, das die Knochenresorption durch Osteoklasten férdert [16, 57].

Interleukin 1 Rezeptor Antagonist (IL-1 RA) ist ein biologisch inaktiver Agonist, der
mit IL-1 o und B um die Bindungstellen der IL-1 Rezeptoren konkurriert [16, 49]. Er
ist somit ein kompetetiver Inhibitor der Signaltransduktion, dessen Konzentration
aber das Hundertfache der Konzentration von IL-1 betragen muB, um effektiv
konkurrieren zu kénnen [4, 17]. IL-1 RA wird in vielen Geweben, insbesondere in
Monozyten, in Reaktion auf entziindliche Vorgange produziert [4]. Dabei scheint
ein Gleichgewicht zwischen Agonist und Antagonist wichtig zu sein, um eine

UberschieBende entziindliche Reaktion zu vermeiden [19].

1.5.3 Interleukin 1 Rezeptoren

IL-1 bindet an zwei unterschiedliche Rezeptoren, IL-1 Rezeptor Typ | und Typ II.
IL-1 R1 ist ein transmembranes Glykoprotein, mit drei extrazellular gelegenen
Bindungsdoméanen. Grundsatzlich findet man diesen Rezeptor in allen durch IL-1
ansprechbaren Zellen. Dessen Expression wird durch Botenstoffe wie GM-CSF
moduliert und erhdht die Ansprechbarkeit auf IL-1 [49]. Man findet eine erhéhte IL-
1R1 - Dichte bei lokalen Entziindungen [63].

Die der Rezeptorbindung folgende intrazelluldre Signaltransduktion geschieht
anscheinend durch die Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten in
zytoplasmatischen Proteinen, die wiederum spezifische Transkriptionsfakoren wie
NFkB aktivieren. In der Folge werden dadurch Gene, die fir die Ansprechbarkeit

auf IL-1 notwendig sind, vermehrt transkribiert [49].



1.5.4 Tumor Nekrose Faktor (TNF)

TNF existiert in zwei unterschiedlichen Formen, TNF-a und TNF-B, deren
Funktionen sich voneinander unterscheiden (Tab.1). TNF-a wird hauptséchlich von
aktivierten Makrophagen produziert [49, 66]. Neben dem Kontakt mit
Lipopolysacchariden wird die Produktion von TNF-a unter anderem durch den
Kontakt von Makrophagen mit Abriebpartikeln induziert [49, 66]. Sowohl die
Proliferation wie auch die Differenzierung von Osteoklastenvorlaufern werden
durch TNF-a stimuliert [41, 53, 55]. Eine Zunahme der Osteoklastendichte und
dementsprechend eine Abnahme der mineralisierten Knochenmatrix wird in-vitro
durch TNF-a vermittelt. Zudem stimuliert TNF-a zusammen mit IL-1 in
Osteoblasten die Produktion der alkalischen Phosphatase, von PGE2 und IL-6,
einem weiteren die Knochenresorption férdernden Zytokin [31, 35, 64]. TNF-a
férdert in niedrigen Konzentrationen die Proliferation der Osteoblasten-ahnlichen-
Zellen und moduliert deren Funktion. In hohen Konzentrationen hat es einen
inhibitorischen Effekt auf die Osteoblastenproliferation [18, 31].

TNF-B wird von aktivierten TH¢-Zellen sezerniert und wirkt insbesondere auf die

Entwicklung peripherer Lymphorgane [49].

1.5.5 TNF Rezeptoren

Zwei Rezeptoren, TNF-R1 (p75) und TNF-R2 (p55), binden TNF-a und TNF-B.
Beide Rezeptoren sind transmembrane Glykoproteine und besitzen eine groBe
extrazelluldare Bindungsdoméne. Die Rezeptoren kommen ubiquitar in
Korperzellen vor. TNF-R1 férdert im Besonderen die Aktivitdt von zytotoxischen
Zellen und spielt eine Rolle bei durch Endotoxin (LPS) vermitteltem septischem
Schock. TNF-R2 aktiviert verstarkt die Proliferation von T-Lymphozyten [49]. Die
Liganden binden als so genannte Trimere an die Bindungsdomé&nen von drei
Rezeptoren gleichzeitig und initieren so die Rezeptorantwort. Die

Signaltransduktion erfolgt ahnlich wie bei den IL-1 Rezeptoren durch die



Phosphorylierung von Proteinen und der daraus resultierenden Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren[49].

1.5.6 Chemokine

Die Familie der Chemokine umfasst eine groBe Anzahl sich in ihrer Struktur
ahnelnder Zytokine. Gemeinsames Merkmal ist die Fahigkeit, Chemokinese und
Chemotaxis zu stimulieren. Daraus ergibt sich auch der Name Chemokine:
Chemotaktische Zytokine.

Chemokine haben ein Molekilgewicht von etwa 8-16 kD und binden an 7-
Transmembran-Rezeptoren.  Strukturell lassen sich zwei  Unterformen
unterscheiden: CC (alpha) und CXC-Chemokine (beta). In CC-Chemokinen liegen
die zwei terminalen Cysteinreste (Abb. 3), die die Bindungsfahigkeit spezifizieren,
unmittelbar nebeneinander, wahrend in CXC-Chemokinen noch eine Aminosaure
eingefugt ist. Chemokine werden von verschiedenen Zellarten, insbesondere von
Endothelzellen und aktivierten Makrophagen produziert.

Bislang sind 16 Chemokin-Rezeptoren identifiziert worden. Sie gehéren zur
Familie der Rhodopsin-Rezeptoren. Jeder einzelne der 16 bekannten CC-
Rezeptoren (CCR 1-16) kann unterschiedliche Liganden binden, die
wahrscheinlich auch verschiedene Wirkungen hervorrufen [6, 49].

Die Genexpression der Chemokine wird durch eine Vielzahl von Faktoren
induziert, darunter finden sich Zytokine (z.B. IL-1, TNF-a, PDGF), T-Zellen-
aktivierende Antigene und Lipopolysaccharide.

Chemokine scheinen in der Lage, alle Formen von Leukozyten an den Ort der
Entziindung heranzuziehen. Sie aktivieren die Expression von endothelialen
Adhasionsmolekilen auf Leukozyten und beglnstigen die transendotheliale

Migration [6, 8, 49].
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Abb. 3: Struktur der CC-Chemokine, dargestellt am Beispiel des
Monocytechemoattractant Protein-1 (MCP-1) [7]
CXC-Chemokine spielen besonders in akuten Entziindungsreaktionen eine Rolle,
wogegen CC-Chemokine eher an chronischen Entziindungen beteiligt sind. CC-
Chemokine férdern insbesondere die Gewebeinfiltration durch Lymphozyten und

Makrophagen [20, 49].

1.5.7 CCR1

CCR1 ist ein 7-Transmembran-Rezeptor fiir CC-Chemokine. Mehrere Chemokine,
z.B. RANTES und Macrophage Chemoattractant Protein 1a (MIP1a), kdnnen sich
spezifisch mit unterschiedlicher Affinitdt an diesen Rezeptor binden. Er wird
exprimiert auf verschiedenen Leukozytenformen, unter anderem auf Monozyten
und T-Lymphozyten [6]. Die Aktivierung dieses Rezeptors erhéht, G-Protein
vermittelt, die intrazellulare Ca-Konzentration und vermindert die cAMP-
Konzentration. Zytokine und andere proinflammatorische Stimuli kénnen die
Expression des Chemokin-Rezeptors verstarken oder vermindern [8, 58, 68].
CCR1 spielt eine Rolle in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis [15], bei der
Aktivierung von Osteoklasten [68], bei chronischen, insbesondere granulomatésen

Entzindungen und bei der Hamatopoese [6, 23].



1.6 Zielsetzung der Arbeit

In vorangehenden Untersuchungen wurden mit Hilfe eines In-vitro-
Makrophagenmodells Zytokinmuster von Entziindungsmediatoren dokumentiert,
die durch Partikelkontakt induziert wurden [51]. In einer weiteren Arbeit wurde die
Genexpression eines Chemokinrezeptors beschrieben, die im Zusammenhang mit
der Expression bekannter Entziindungsmediatoren eine mdgliche Unterscheidung
einer aseptisch und septisch bedingten Prothesenlockerung aufzeigen kénnte [52].
In dieser In-vivo-Studie sollten Pseudomembranen aseptischer und septischer
Genese auf die mRNA-Expression vorbeschriebener Zytokine und ihrer
Rezeptoren untersucht werden, um eine Abgrenzung der aseptischen Lockerung

von einer septischen Lockerung zu ermdglichen.

Dazu sollte eine Technik der effizienten mRNA-Isolierung aus den gewonnenen
inhomogenen Gewebeproben etabliert werden.

Weiter sollte die notwendige mRNA-Menge bestimmt werden, die nach cDNA-
Synthese eine aussagekraftige PCR mit anschlieBender semiquantitativer
Auswertung ermdglicht.

Daran anschlieBend sollte die Vergleichbarkeit von Gewebeproben aus einer
Pseudomembran Uberprift werden, um die Auswirkung der Heterogenitat der
Pseudomembran auf die Messergebnisse zu bestimmen.

AnschlieBend sollten Gewebeproben aus Pseudomembranen aseptischer Genese
und septischer Genese auf die mRNA-Expression der verschiedenen Zytokine
und Rezeptoren untersucht werden, um einen mdglichen Unterschied zwischen

den Zytokinmustern darzustellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientengut

27 Patienten (9 mannlich, 18 weiblich) wurden untersucht, davon 21 mit
aseptischer und sechs mit septischer Endoprothesenlockerung (Tab. 2). Die
aseptischen Gewebeproben wurden weiter unterteilt in solche mit (n=12)
Zementfixation und ohne (n=9) Zementfixation. Praoperativ wurde eine
Einverstéandniserklarung der Patienten eingeholt. Die Ursache der
Prothesenlockerung wurde postoperativ anhand histopathologischer Befunde und
mikrobiologischer Abstrichuntersuchungen bestimmt.

Das Durchschnittsalter bei Revision betrug 72,5 + 6,6 Jahre. Der Median der
Zeitspanne zwischen Erstoperation und Revision betrug bei septischen

Prothesenlockerungen 22 Monate, bei aseptischen 143 Monate.

2.2 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Die Gewebeproben wurden aus dem radiologisch nachgewiesen periprothetischen
Osteolysesaum intraoperativ gewonnen und sofort in sterilen Eppendorf-Cups in
flissigem Stickstoff bei — 195° Celsius schockgefroren und zur weiteren

Verarbeitung aufbewahrt.
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Tabelle 2: Patientendaten

Name Geschlecht Alter bei Zeit bis Revision Grund der OP-Indikation Fixation
Revision in (in Monaten) Prothesenlockerung
Jahren
S.W. m 68 103 aseptisch COA i Zement
G.M. w 76 159 septisch COA li n. Dysplasie Zement
G.M. m 69 119 aseptisch COA bds Zement
K.H. w 72 182 aseptisch Huftkopfnekrose li kein Zement
B.W. m 80 213 aseptisch COAli Zement
S.W. m 68 189 aseptisch COAre Zement
H.F. m 75 159 aseptisch COAre Zement
R.T. m 76 131 aseptisch COAre Zement
H.G. w 59 69 aseptisch COA li n. Dysplasie kein Zement
H.M. w 77 176 aseptisch COA bds kein Zement
D.G. w 63 202 aseptisch COA li n. Dysplasie Zement
S.G. m 76 109 aseptisch COA bds Zement
F.E. w 77 91 aseptisch COAre Zement
S.M. m 70 3 aseptisch COA i kein Zement
B.T. w 71 18 septisch COAre Zement
F.E. w 85 144 aseptisch COAli Zement
H.K. m 68 24 septisch COAre Zement
B.H. w 78 143 aseptisch COAre kein Zement
P.l1. w 78 338 aseptisch COA bds kein Zement
H.I. w 69 188 aseptisch COA i kein Zement
S.1. w 65 107 aseptisch COA i Zement
R.B. w 66 170 aseptisch COAli kein Zement
S.E. w 84 20 septisch COAre Zement
W.I. w 67 78 aseptisch COAre kein Zement
F.K. w 81 8 septisch Schenkelhalsfr. li Zement
S.B. w 70 96 septisch COA i Zement
E.M. w 70 109 aseptisch COAli Zement

COA: Coxarthrose; Schenkelhalsfr.: Schenkelhalsfraktur; li: links; re: rechts; bds: beidseits
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2.3 RNA-Isolierung

1)

2)
3)

Unter Stickstoff-gekihlten Bedingungen wurden etwa 80 mg inhomogenes
Gewebematerial zusammen mit einer Mahlkugel in einen Schuttelbehélter
eingebracht und im Dismembrator bei 2500 U/min 4x far 1 min, mit
intermittierender Kihlung in flissigem Stickstoff, zerkleinert.
2 ml RLT - Puffer wurden mit 20 pl B-Mercaptoethanol vermischt.
Jeweils 1 ml der RLT - Puffer - Mercaptoethanol - Lésung wurden in eine Hélfte
des gedffneten, mit pulverisiertem Gewebematerial geflllten Schittelbehélters
gegeben. Darin gefror die Loésung, taute auf und konnte dann bei
Raumtemperatur weiter verarbeitet werden.
Die Weiterverarbeitung erfolgte nach dem abgewandelten Protokoll des
RNEasy-Kits (Quiagen, Hilden):
a. Zentrifugation des Lysats in der Zentrifuge Uber 3 min bei 12000
Umdrehungen / Minute.
b. Abpipettieren des Uberstandes in ein 15-ml Reagenzréhrchen
c. Zugabe von 2 ml Ethanol (70 %) und Mischen mit Hilfe der Pipette.
d. Einbringen von jeweils 700 ul auf die RNEasy Minisaule, die auf einem
2-ml-Sammelréhrchen sitzt, und zentrifugieren Uber 15 Sekunden bei
8000 Umdrehungen / Minute, Abwurf des Uberstandes.
e. Wiederholen des Vorgangs bis zur vollstdndigen Verwendung des
Ethanol-Lysat-Gemisches
f. 700 pul RW1-Puffer auf die RNEasy Minisdule pipettieren, Zentrifugation
tber 15 Sekunden bei 8000 Umdrehungen / Minute.
g. Abwurf von Uberstand und Sammelrdhrchen
h. Verwendung eines neuen Sammelréhrchens und Pipettierung von 500 pl
RPE-Puffer auf die RNEasy Minisdule, Zentrifugation Uber 2 Minuten bei
12000 Umdrehungen / Minute.

i. Abwurf von Uberstand und Sammelréhrchen

15



j. Verwendung eines neuen Sammelréhrchens. Zentrifugation Uber 1
Minute bei 12000 Umdrehungen / Minute.

k. Einbringen der RNEasy Minisaule auf ein 1,5-ml-Sammelréhrchen .
Pipettieren von 50 pl RNase-freiem Wasser auf die Minisdule und
Zentrifugation tber 1 Minute bei 8000 Umdrehungen / Minute.

5) Einfrieren des Sammelréhrchens mit RNA bei — 80° Celsius.

Die Konzentration der gewonnen Gesamt-RNA wurde photometrisch bei einer
Wellenldnge von 260 nm und 280 nm bestimmt. Der Quotient aus der Extinktion
bei 260 nm und der Extinktion bei 280 nm gab Auskunft Gber die Reinheit und
Unversehrtheit der RNA. Dafur wurden 5 pl des RNA-haltigen Wassers in eine
Eppendorf-Kuvette pipettiert, mit 45 ul Aqua dest. griindlich vermischt, und, nach
Abgleich mit einer Leerprobe, im BioPhotometer gemessen. Eine Absorption von

1,0 entsprach dabei einer Konzentration von 40,0 ug RNA/ml.

2.4 cDNA - Synthese

Jeweils 13 pl RNA / Aqua dest. Gemisch mit identischer RNA-Konzentration
(c=501,8 ng / pl) wurde mit 1 pl Oligo- dt-Primer in einem sterilen Eppendorf-Cup
(1,5 ml) bei 70° C far 10 Minuten inkubiert, auf Eis fir 5 min gek(hlt und
anschlieBend zentrifugiert (1000 Umdrehungen / Minute, 15 Sekunden).

Nach Zugabe von je 4 upl 5x — Puffer, 1 pl dANTP-Mix und 1 pl Reverse
Transcriptase, wurde das Reagenz bei 42° C fur 50 Minuten inkubiert. Danach
wurde die gewonnene cDNA sofort weiterverwendet oder bei - 20° C zur weiteren

Verarbeitung eingefroren.
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2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation der untersuchten cDNA - Abschnitte erfolgte mit der Polymerase
- kettenreaktion (Saiki, 1988), deren drei Phasen (Denaturierung, Annealing,
Extension) in einem Thermocycler zyklisch durchlaufen wurden.

Zunachst wurde die zu amplifizierende cDNA durch Hitzezufuhr (94 °C) denaturiert
und in Einzelstrange dberflhrt, wobei zum ersten Zyklus die cDNA schon
einstrangig vorlag, und die Denaturierung somit erst in den nachfolgenden Zyklen
notwendig war.

Den Startpunkt der Neusynthese bildeten synthetische Oligonukleotide (Primer),
die die entsprechende cDNA - Region flankierten. Durch primerspezifische
Senkung der Temperatur auf Werte zwischen 50 und 65°C wurde ihnen die
Anlagerung, das sog. Annealing an die Ursprungs - DNA ermdglicht. Die
Annealingtemperatur ergab sich aus den Schmelztemperaturen Tm der jeweils
verwendeten Primer (Tab. 3), und wurde so gewahlt, daB sie 4°C unter der
niedrigeren der beiden Schmelztemperaturen lag.

Die Extension erfolgte durch die Synthese eines komplementéaren Stranges an der
DNA - Matrix bei 72°C, dem Temperaturoptimum der hitzestabilen Tag-
Polymerase. Aus der Anlagerung der hinzugefligten dNTPs (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) resultierte die exponentielle Vervielfaltigung des Amplifkationsbereiches.
Die Zykluszahl wurde so gewahlt, daB die Reaktion nicht in der Sattigungsphase
der exponentiellen Vervielfaltigung endete. Dies war die Voraussetzung fir die

Auswertung mit Hilfe der semiquantitativen Densitometrie.
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Tabelle 3: Liste der verwendeten Primer

Gen Primersequenz GroBe PCR-Produkt Accession Nr. Genabschnitt
B-Aktin (sense) 5' CGGGAAATCGTGCGTGACAT 3 712 bp NM 001101 698-716
B-Aktin (antisense) 5' GAACTTTGGGGGATGCTCGC 3' — 1381-1400
IL-1a (sense) 5’ GGCCATCGCCAATGACTCAGAGG ¥ 1254-1276
24 NM 7
IL-1a (antisense) 5 GCACTGGTTGGTCTTCATCTTGG 3 324 bp 000575 1545-1567
IL-1B (sense) 5" GAAGTACCTGAGCTCGCCATGGAA ¥ 94-112
376 b NM_000576
IL-1B (antisense) 5 CGTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG 3 P B 439-462
IL-1 RA (sense) 5 GGGATGTTAACCAGAAGACC 3 194-213
NM_000577
IL-1 RA (antisense) 5 CGGGGCAGGCGGCAGACT 3 300 bp ~ 482-499
IL-1 R1 (sense) 5' GCCAAGAGTTCTTTAGGTGCC &' 1805-1825
4 NM 77
IL-1 R1 (antisense) 5' CTCACTGCAACCTCCGTCTC 3' 50 bp 0008 2226-2245
TNF-a (sense) 5" AGCTGCCAGGCAGGTTCTCTTCC & 97-119
4 NM 4
TNF-a (antisense) 5 GGTTATCTCTCAGCTCCACGCCA 3 50 bp 00059 514-536
TNF R1 (sense) 5" CACCTCCAGCTCCACCTATAC 3’ 1160-1180
222 NM 1
TNF R1 (antisense) 5 ACCACGGCGTACAGCGTCGC & op 001065 1300-1319
TNF R2 (sense) 5" CTTACCCCCAGCCAGTGTCCA ¥ 738-753
287 NM_001
TNF R2 (antisense) 5 TTATCGGCAGGCAAGTGAGG 3 87 bp 001066 990-1009
CCR1 (sense) 5" CAACTCCGTGCCAGAAGGTGAA 3 209 bp NM 001295 133-154
CCR1 (antisense) 5 CCAGAAGGGAAGCGTGAACAGGAAGAGCA 3 ~ 313-341

IL-1a: Interleukin-1a; IL-1B: Interleukin-1B; IL-1 RA: Interleukin-1 Rezeptorantagonist; IL-1 R1: Interleukin-1 Rezeptor 1
TNF-a: Tumor Nekrose Faktor a; TNF R1: Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 1; TNF R2: Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 2
CCR1: CC-Chemokinrezeptor 1
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Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen (Tab. 4 und 5) durchgeflhrt:

Tabelle 4: PCR-Bedingungen

Vorgang Bedingungen
Denaturierung 94°C, 3 Min
Denaturierung 94°C, 30 Sek.
Annealing 55 -64°C, 30 Sek.
Extension 72°C, 1 Min.
Abschlussextension 72°C, 5 Min
Zykluszahl 35 / 25 fiir B-Aktin

Tabelle 5: Pipettierschema (Mastermix)

Reagenzien Volumen

Taq — Polymerase 0,5 pl

Primermix 2 ul (je 1 pl genspezifischen Sense /
Antisense — Primer, 5 pmol / pl)

dNTP 1 ul

10 x Puffer 3 ul

Aqua dest. 22,5 ml

2.6 Gelelektrophorese

Die cDNA-Fragmente wurden je nach ihrer GroBe auf 1,5 prozentigen Agarosegelen
aufgetrennt. Die Agarose wurde in 1XTBE durch kurzes Aufkochen gelést und mit
Ethidiumbromid (1 pg/ml) versetzt. Nach dem Erhérten in einer entsprechenden
Form wurde das Gel in einer Elektrophoresekammer mit 1XTBE Uberschichtet. Die
cDNA wurde mit 1/10 Vol. DNA — Farbpuffer gemischt und in die Geltaschen
pipettiert. Die Auftrennung erfolgte in der Elektrophorese — Kammer bei 140 V fir

45 min parallel zu DNA-Markern bekannter GréBe.

2.7 Semiquantitative Densitometrie

Durch Vorversuche wurde sichergestellt, daB sich die Amplifikationsreaktion der
PCR nicht in der Séattigunsphase der exponentiellen Vervielfaltigung befand.

Die DNA — Produkte wurden mit dem UV — Licht - Transilluminator der Firma LTF
sichtbar gemacht und digitalisiert. Die densitometrische Auswertung der Gel -

Bilder erfolgte mit dem Programm Bio I.D.
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2.8 Statistik

Fir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurden der zweiseitige U-Test
nach Mann, Whitney und Wilcoxon mit p < 0,05, sowie der Median-Test mit Chi-
Quadrat-Verteilung verwendet.

Zur Berechnung und Aufbereitung der Ergebnisse wurde das Programm Microsoft

Excel 2000 genutzt.

2.9 Verwendetes Material

RNA-Isolierung

RNEasy-Kit Nr. 74106 Quiagen, Hilden
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim
Ethanol 70 % Merck, Darmstadt
Analysenwaage SPO 51 Scaltec, Heiligenstadt
Mikrodismembrator Braun Biotech S B.Braun Biotech, Melsungen
Schuttelbehélter PTFE 3 ml B.Braun Biotech, Melsungen
Mahlkugel, Chromstahl, @ 3 mm B.Braun Biotech, Melsungen
Mirkozentrifuge — Biofuge Heraeus , Osterode
Spektrometrie

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
Thermalprinter DPU 414 Seiko, Japan

UV-Kuvette Eppendort, Hamburg

cDNA-Synthese

Oligo-dt-Primer Promega, Mannheim
5 x Puffer Promega, Mannheim
dNTP - Mix Promega, Mannheim
Reverse-Transcriptase Promega, Mannheim
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Primer

Heizblock BBA2

Polymerase Chain Reaction

dNTP — Mix
10 x Puffer

Taqg-Polymerase Nr. 27-0799

PCR-Multicycler PTC 200

Gelelektrophorese

10 x TBE-Puffer (1000 ml):

108 g Tris-Base

55 g Basic Acid

40 ml EDTA 0,5 ml pH 8,0
Aqua dest. 1000 ml
Agarose GTQ
Ethidiumbromid 10mg / ml
DNA-Farbstoff (Dye):

30 % Gilyercol

0,1 M EDTA pH 8,0
1% SDS

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylene Cyanol
Aqua dest.

Elektrophorese-Kammer

Spannungsgerat Consort E 835
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MWG Biotech
Grant-Boeckel, England

Promega, Mannheim
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

MJ Research, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim

Owl Separation System, USA

Consort, Belgium



Bildgebende Verfahren

UV-Transilluminator mit Video Camera Modul LTF, Wasserburg

Thermoprinter P 91 LTF, Wasserburg
Computer Pentium Ill, 750 mHz LTF, Wasserburg
Software:

Windows 98 Microsoft, USA
BioProfil Bio I.D., Version 99 LTF, Wasserburg
BioCapt MW, Version 99 LTF, Wasserburg
Verbrauchsmaterial

ReaktionsgefaBe 2 ml, 15 ml, steril Sarstedt, Nimbrecht
Pipetten, autoklaviert Brand, Wertheim
Nitril — Handschuhe Ansell, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der RNA-Isolierung

In Voruntersuchungen wurde die optimale mRNA-Isoliertechnik bestimmt. Hierbei
wurden die Gewebeproben unter Stickstoff-gekihlten Bedingungen mit Hilfe eines
Mahlbehélters zerkleinert, da aufgrund der Inhomogenitat der Gewebeproben mit
teilweise knéchernen Bestandteilen eine mRNA-Isolierung durch lediglich Zugabe
von Lysepuffer nicht hinreichend war. Hiermit konnte dann die notwendige mRNA-
Konzentration von > 30 ng/ml erreicht werden. Die Unversehrtheit der danach
gewonnenen cDNA wurde mit Hilfe der Bestimmung von Aktin nachgewiesen. Die
densitometrischen Werte von Aktin wurden auch zur Normierung der einzelnen
Proben verwendet, indem ein Probenwert als Referenzwert bestimmt wurde und

die anderen Werte dazu in Relation gesetzt wurden.

3.2 Reproduzierbarkeit der RNA - Isolierung

Um die Vergleichbarkeit von Gewebeproben aus einer Pseudomembran zu
Oberprifen, wurden jeweils drei Gewebeabschnitte einer Pseudomembran
untersucht. Geprift wurden die Pseudomembranen sowohl von septischen als
auch von zementierten und unzementierten aseptischen Prothesenlockerungen.
Der Mittelwert des relativen Variationskoeffizienten aller untersuchten
Gewebetripel betrug pges=0,22, die Standardabweichung 0ges=0,12 (vgl. Abb. 4 —
11). Nachfolgend sind die einzelnen PCR-Produkte fur Zytokine und Rezeptoren
dargestellt. Die Spezifitdt der Banden wurde durch DNA-Sequenzierung sicher-

gestellt.
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3.2.1 Aktin
Die Genexpression von Aktin (Abb. 4 a/b) zeigte sowohl die Unversehrtheit der
eingesetzten cDNA als auch eine geringe Variationsbreite der septischen Proben.

Die aseptischen Proben zeigten eine deutlichere Schwankungsbreite.

_——-"_-1-_-

Septisch Aseptisch Aseptisch
Zement @ Zement

Abb. 4a: Genexpression von Aktin in jeweils drei Gewebeabschnitten von
Pseudomembranen, deren Genese einer septischen, einer zementierten und einer
unzementierten Prothesenlockerung zugrunde liegt.

Vergleich der Expression von Aktin in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran

)
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0 eptisch Zement kein Zement

Mittelwert Mittelwert Mittelwert

Gewebeproben

Abb. 4b: Densitometrisch ausgewertet auf die Aktin-Expression wurden drei
Gewebeabschnitte einer Pseudomembran jeweils einer septischen, einer zementierten
und einer unzementierten Prothesenlockerung. Dargestellt sind die Einzelwerte der
Mittelwert und die Standardabweichung der drei Proben. V.(sep)=0,06; V.(zem)=0,16;
V(unzem)=0,27
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3.2.2IL-1 alpha

Die Genexpression von IL-1a (Abb. 5 a/b) zeigte eine geringe Variationsbreite bei
den aseptischen Proben, wahrend die septischen Proben starker variierten.

Aseptisch Aseptisch

Septisch Zement @ Zement Kontrolle

Abb. 5a: Genexpression von |IL-1a in jeweils drei Gewebeabschnitten von
Pseudomembranen, die einer septischen, einer zementierten und einer unzementierten
Prothesenlockerung entstammen. Kontrolle: Genexpression von IL-1a im In-vitro-
Makrophagenmodell nach Partikelkontakt, nach 1 h und 6 h Kontakizeit.

Vergleich der Expression von IL-1 alpha in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran
£ 10000 - T
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» 38000 -
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5 4000 - | +
2 2000 -
[}
° 0
Septisch Mittelw ert Zement Mittelwert  kein Zement Mittelw ert
Gewebeproben

Abb. 5b: Die Genexpression von IL-1a wurde bei drei Gewebeabschnitten einer
Pseudomembran densitometrisch ausgewertet, die jeweils einer septischen, zementierten
und unzementierten Prothesenlockerung entstammen. Dargestellt sind jeweils die
Einzelwerte, der Mittelwert und die Standardabweichung der drei Proben. V.(sep)=0,29;
Vi(zem)=0,05; V,(unzem)=0,11
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3.23IL-1 RA
Der Variationskoeffizient von 0,22 bei den septischen Proben war héher

(Abb. 6 a/b) als die Variationskoeffizienten (jeweils 0,13) des aseptischen

Untersuchungsmaterials.

Septisch Aseptisch Aseptisch Kontrolle
Zement @ Zement

Abb. 6a: Genexpression von IL-1 RA in jeweils drei Gewebeabschnitten von
Pseudomembranen, die einer septischen, einer zementierten und einer unzementierten
Prothesenlockerung entstammen. Kontrolle: Genexpression von IL-1 RA im In-vitro-
Makrophagenmodell nach Partikelkontakt, nach 1 h und 6 h Kontakizeit.

Vergleich der Expression von IL-1 RA in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran
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Abb. 6b: Densitometrisch ausgewertet auf die IL-1 RA Expression wurden drei
Gewebeabschnitte einer Pseudomembran, die jeweils einer septischen, zementierten und
unzementierten Prothesenlockerung entstammen. Dargestellt sind jeweils die Einzelwerte,
der Mittelwert und die Standardabweichung der drei Proben. V,(sep)=0,22; V,(zem)=0,13;
V:(unzem)=0,13
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3.2.4 IL-1 R1

Die Variationsbreite der Genexpression (Abb. 7 a/b) fiel bei den unzementierten

Proben am geringsten aus. Die zementierten und septischen Proben variierten

starker.

 —

. Aseptisch
Septisch Zement

Abb. 7a: Genexpression von

Aseptisch
& Zement

IL-1 R1 in jeweils
Pseudomembranen, die einer septischen, einer zementierten und einer unzementierten
Prothesenlockerung entstammen. Kontrolle: Genexpression von IL-1 R1 im In-vitro-
Makrophagenmodell nach Partikelkontakt, nach 1 h und 6 h Kontaktzeit.

Kontrolle

drei Gewebeabschnitten von

Vergleich der Expression von IL-1 R1 in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran
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Abb. 7b: Die Genexpression von IL-1 R1 wurde bei drei Gewebeabschnitten einer
Pseudomembran densitometrisch ausgewertet, die jeweils einer septischen, zementierten
und unzementierten Prothesenlockerung entstammen.
Einzelwerte, der Mittelwert und die Standardabweichung der drei Proben. V.(sep)=0,29;

V(zem)=0,28; V,(unzem)=0,15
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3.2.5 TNF-alpha

Beim Vergleich der Expression von TNF-a (Abb. 8 a/b) zeigte sich ein
Variationskoeffizient von 0,22 der septischen Proben. Die aseptischen Proben
wiesen ahnliche Variationskoeffizienten (0,31; 0,20) auf.

Aseptisch Aseptisch @ Kontrolle
Zement Zement

Abb. 8a: Genexpression von TNF-a in jeweils drei Gewebeabschnitten von
Pseudomembranen, die einer septischen, einer zementierten und einer unzementierten
Prothesenlockerung entstammen. Kontrolle: Genexpression von TNF-a im In-vitro-
Makrophagenmodell nach Partikelkontakt, nach 1 h und 6 h Kontakizeit.

Vergleich der Expression von TNF-alpha in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran
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Abb. 8b: Densitometrisch ausgewertet auf die TNF-a-Expression wurden drei
Gewebeabschnitte einer Pseudomembran jeweils einer septischen, zementierten und
unzementierten Prothesenlockerung. Dargestellt sind die Einzelwerte, der Mittelwert und
die Standardabweichung der drei Proben. V,(sep)=0,22; V,(zem)=0,31; V,(unzem)=0,20
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3.2.6 TNF-R1
Die Genexpression von TNF-R1 (Abb. 9 a/b) zeigte eine starke Variationsbreite bei

den septischen Proben im Vergleich mit den aseptischen.

Septisch Aseptisch Aseptisch Kontrolle
Zement @& Zement

Abb. 9a: Genexpression von TNF-R1 in  jeweils drei Gewebeabschnitten von
Pseudomembranen, die einer septischen, einer zementierten und einer unzementierten
Prothesenlockerung entstammen. Kontrolle: Genexpression von TNF-R1 im In-vitro-
Makrophagenmodell nach Partikelkontakt, nach 1 h und 6 h Kontakizeit.

Vergleich der Expression von TNF R1 in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran

20000 —
()
S 15000 -
2
= o
[
£ $10000 -
=
= _|_
c

5000 - 1
a I

0 eptisch Zement kein Zement
Mittelwert Mittelwert Mittelwert

Gewebeproben

Abb. 9: Die Genexpression von TNF-R1 wurde bei drei Gewebeabschnitten einer
Pseudomembran densitometrisch ausgewertet, die jeweils einer septischen, zementierten
und unzementierten Prothesenlockerung entstammen. Dargestellt sind die Einzelwerte,
der Mittelwert und die Standardabweichung der drei Proben. V,(sep)=0,36; V,(zem)=0,19;
V(unzem)=0,09
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3.2.7 TNF-R2
Der Variationskoeffizient (Abb.10a/b) von 0,46 bei den septischen Proben war

erhéht, verglichen mit den Variationskoeffizienten (0,30; 0,06) der aseptischen
Proben.

Septisch Aseptisch Aseptisch Kontrolle
Zement @ Zement

Abb. 10a: Genexpression von TNF-R2 in jeweils drei Gewebeabschnitten von
Pseudomembranen, die einer septischen, einer zementierten und einer unzementierten
Prothesenlockerung entstammen. Kontrolle: Genexpression von TNF-R2 im In-vitro-
Makrophagenmodell nach Partikelkontakt, nach 1 h und 6 h Kontakizeit.

Vergleich der Expression von TNF R2 in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran
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Abb. 10b: Densitometrisch ausgewertet auf die TNF R2-Expression wurden drei
Gewebeabschnitte einer Pseudomembran jeweils einer septischen, zementierten und
unzementierten Prothesenlockerung. Dargestellt sind die Einzelwerte, der Mittelwert und
die Standardabweichung der drei Proben. V,(sep)=0,46; V,(zem)=0,30; V,(unzem)=0,06
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3.2.8 CCR1

Beim Vergleich der Expression von CCR1 (Abb. 11 a/b) zeigte sich ein
Variationskoeffizient von 0,40 der septischen Proben. Die aseptischen Proben
wiesen einen niedrigeren Variationskoeffizienten (0,25; 0,03) auf.

Septisch Aseptisch Aseptisch & Kontrolle

Zement Zement

Abb. 11a: Genexpression von CCR1 in  jeweils drei Gewebeabschnitten von
Pseudomembranen, die einer septischen, einer zementierten und einer unzementierten
Prothesenlockerung entstammen. Kontrolle: Genexpression von CCR1 im [n-vitro-
Makrophagenmodell nach Partikelkontakt, nach 1 h und 6 h Kontakizeit.

Vergleich der CCR1 - Expression in jeweils drei
Gewebeproben aus einer Pseudomembran
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Abb. 11b: Densitometrisch ausgewertet auf die CCR1-Expression wurden drei
Gewebeabschnitte einer Pseudomembran jeweils einer septischen, zementierten und
unzementierten Prothesenlockerung. Dargestellt sind die Einzelwerte, der Mittelwert und
die Standardabweichung der drei Proben. V,(sep)=0,40; V,(zem)=0,25; V,(unzem)=0,03
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3.3 Vergleich der Zytokinmuster septischer und aseptischer

Gewebeproben

21 Gewebeproben aus Pseudomembranen aseptischer Genese und 6
Gewebeproben septischer Genese wurden auf die mRNA-Expression der
verschiedenen Zytokine und Rezeptoren untersucht. Die aseptischen
Gewebeproben wurden nochmal differenziert in solche mit (n=12) und ohne (n=9)

Zement-Fixation.

3.3.1 Aktin
In allen Vergleichsgruppen wurde Aktin (Abb. 12 a/b) auf hohem Niveau

exprimiert. Signifikante Unterschiede waren nicht zu verzeichnen.

LP
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Abb. 12a: Genexpression von Aktin in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
LP: Leerprobe; * Unzureichende Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen
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Abb. 12b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von Aktin im Untersuchungsmaterial zeigen. n(septisch)=6;
n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9
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3.3.2IL-1 alpha
In allen Vergleichsgruppen wurde IL-1 alpha (Abb.13 a/b) exprimiert. Der

Mittelwert septisch war im Vergleich mit dem Mittelwert aseptisch sowie mit dem
Mittelwert Zement um das 1,5fache signifikant (p<0,05) erhoht.

Abb. 13a: Genexpression von IL-1a in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
LP: Leerprobe; * Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen
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Abb. 13b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von IL-1a im Untersuchungsmaterial zeigen. Die
Unterschiede von MW septisch — MW aseptisch, sowie MW septisch — MW Zement sind
signifikant (p<0,05). n(septisch)=6; n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9
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3.3.3 IL-1 beta
Die Expression von IL-18 (Abb. 14 a/b) war sich in allen vier Gruppen

nachweisbar. Die Standardabweichung in der septischen Gruppe war erhéht
aufgrund deutlicher Extremwerte.

Abb. 14a: Genexpression von IL-1B in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
* Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen

Vergleich der Genexpression von IL-1 beta

12000

10000 -

8000 -

6000 -

4000 -

2000 -

Densitometrische Werte

i

o
T

P
I
I

T c T c +© — € © e .. © - E
[ () = = 0 H [0) = =
£8 23 S5 2E Miel g8 S5 2 g9
23 £% cE ©N werte 23 £ 283 ©3
%) = n k= E - E 0 N E 0 =
= = & SN S 3 s v = S o E%
=~ ~

Abb. 14: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von IL-1 im Untersuchungsmaterial zeigen. n(septisch)=6;
n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9
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3.34IL-1RA
In allen Vergleichsgruppen wurde IL-1 RA (Abb. 15 a/b) auf hohem Niveau
exprimiert. Signifikante Unterschiede waren nicht zu verzeichnen.
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Abb. 15a:  Genexpression von IL-1 RA in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
* Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen
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Abb. 15b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von IL-1 RA im Untersuchungsmaterial zeigen.
n(septisch)=6; n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9
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3.3.51L-1 R1
Die Expressionsmuster von IL-1 R1 (Abb. 16 a/b) wiesen keine groBen
Unterschiede auf.
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Abb. 16a: Genexpression von IL-1 R1 in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
LP: Leerprobe; * Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen

Vergleich der Genexpression von IL-1 R1
45000

(&)
£ 40000 |
)
= 35000 -
2 30000 - ( (
@ 25000 -
-:-520000— l l
£ 15000 1
2 10000
o
g 5000
Q 0+= = = = =
o5 ] ® E c o < ® E o < b=
28 =2 2% B2 Mittel 23 =8 58 §¢
22 2% 2e Zg £2 20 g8 235
S3 =9 SN g1 werte 53 SN g 2N
= =5
< ~

Abb. 16b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von IL-1 RA im Untersuchungsmaterial zeigen.
n(septisch)=6; n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9
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3.3.6 TNF-alpha
Die Genexpression von TNF-a (Abb. 17 a/b) zeigte einen signifikanten Unterschied

(p<0,05) in den Gruppen Zement — kein Zement.

Abb. 17a: Genexpression von TNF-a in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
* Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen
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Abb. 17b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von TNF-a im Untersuchungsmaterial zeigen. Der
Unterschied MW Zement — MW kein Zement ist signifikant (p<0,05). n(septisch)=6;
n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9

37




3.3.7 TNF-R1
Bei allen vier Gruppen lieB sich die Genexpression von TNF-R1 (Abb. 18 a/b)
nachweisen. Dabei wiesen die Vergleichsgruppen ahnliche Werte auf.

Abb. 18a: Genexpression von TNF-R1 in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
* Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen
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Abb. 18b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von TNF-R1 im Untersuchungsmaterial zeigen.
n(septisch)=6; n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(@Zement)=9
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3.3.8 TNF-R2

In allen Vergleichgruppen stellte sich die Genexpression von TNF-R2 (Abb. 19
a/b) dar. Der Unterschied zwischen den Gruppen Zement - kein Zement war nicht
signifikant.

Abb. 19a: Genexpression von TNF-R2 in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
* Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen
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Abb. 19b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von TNF-R2 im Untersuchungsmaterial zeigen.
n(septisch)=6; n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9
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3.3.9 CCR1
Bei allen vier Gruppen lieB sich die Genexpression von CCR1 (Abb. 20 a/b)
nachweisen. Dabei wiesen die Vergleichsgruppen ahnliche Werte auf.

Abb. 20a: Genexpression von  CCR1 in insgesamt 28 Gewebeproben aus
Pseudomembranen, davon 21 aseptischer Genese und 6 septischer Genese.
* Unzureichende Aktin-Genexpression, nicht in Versuchsreihe einbezogen
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Abb. 20 b: Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen densitometrischer
Werte, die die Genexpression von CCR1 im Untersuchungsmaterial zeigen. n(septisch)=6;
n(aseptisch)=21; n(Zement)=12; n(dZement)=9
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Ziel dieser In-vivo-Studie war es, Pseudomembranen aseptischer und septischer
Genese auf die mRNA-Expression vorbeschriebener Zytokine und ihrer
Rezeptoren zu untersuchen, um eine Abgrenzung der aseptischen Lockerung von
einer low-grade Infektion zu erméglichen. Dazu muBte als Grundlage eine Technik
der effizienten mRNA-Isolierung aus den gewonnenen Gewebeproben gefunden
werden. Weiter bestimmten wir die notwendige mRNA-Menge, die eine
aussagekraftige cDNA-Synthese mit anschlieBender semiquantitativer Auswertung
ermoglichte. Daran anschlieBend wurde die Vergleichbarkeit von Gewebeproben
aus einer Pseudomembran dberprift, um die Auswirkung der Heterogenitat der

Pseudomembran auf die MeBergebnisse zu bestimmen.

4.2 Variabilitat der Ergebnisse

Die Variabilitét in den Expressionsmustern der untersuchten Gewebeproben kann
prinzipiell auf verschiedene Grinde zurlickgefuhrt werden. Die Gewebeproben
sind heterogen in ihrer Struktur, und unterschiedliche Zellmuster finden sich in
einzelnen Gewebeabschnitten aus einer Pseudomembran. Die Entnahme der
Membranen findet zu einem bestimmten Zeitpunkt statt, so daB die chronische
Entzindung nur in einer Momentaufnahme dargestellt wird, d.h. der ProzeB3 der
Entziindung kann sich in einer Anfangsphase oder in einer fortgeschrittenen
Phase befinden. Zudem kénnen Faktoren wie die Zeitspanne zwischen
Implantation und Revision, Alter, korperliche Aktivitdt und Immunstatus des
Patienten, Unterschiede in Zusammensetzung und Design der Prothesen eine
wichtige Rolle spielen. Die experimentellen Verfahren kdénnen auch zu einer

mdglichen Abweichung beitragen.
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Die  mdglichst geringe  patientenspezifische  Variabilitdt von  Alter,
Krankheitsgenese, Immunstatus und Zeitspanne zwischen Implantation und
Revision wurde durch genaue Evaluation der Patientendaten sichergestellt. Um
die prozeBabhéngige Variabilitdt modglichst gering zu halten, wurde bei der
Probeentnahme darauf geachtet, die Gewebeabschnitte aus identischen
Operationsarealen zu entnehmen. Hierbei wurden die Proben aus den radiologisch
und makroskopisch nachgewiesenen Osteolysesdumen entnommen und rasch
unter sterilen, gekhlten Bedingungen verarbeitet.

Die mRNA der Proben wurde durch Dismembrieren und mit Hilfe eines
abgewandelten Protokolls des RNeasy Kit isoliert. Dabei war die jeweilige mRNA-
Ausbeute limitiert. Die Intaktheit und Reinheit der mRNA wurde durch die
photometrische Messung bei 260 und 280 nm Wellenlange Uberprdft.

Die Unversehrtheit und Integritéat der nachfolgend gewonnen cDNA wurde mit Hilfe
der Genexpression von Aktin kontrolliert. Nur bei einwandfreier Beurteilung der
jeweiligen Probe wurde diese weiter verwendet, gegebenenfalls wurde die
Isolierung wiederholt.

Die cDNA-Synthese aus der gewonnenen mRNA erfolgte parallel unter gleichen
Bedingungen, um experimentell bedingte StérgréBen zu minimieren.

Ebenso wurden die jeweiligen PCRs zur Untersuchung der Genexpression
parallel mit allen Proben gleichzeitig durchgefiihrt. Dabei wurde die Zykluszahl so
gewahlt, daB sich die Amplifikationsreaktion der PCR nicht in der Sattigungsphase
der exponentiellen Vervielfaltigung befand.

Die vorgenannten experimentellen ProzeBbedingungen wurden verwendet, um
den EinfluB mdglicher Stérgr6Ben gering zu halten und die Verwertbarkeit der

Ergebnisse zu sichern.
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Um den EinfluB der Heterogenitat auf die Untersuchungsergebnisse und den Grad
der Heterogenitat der einzelnen Gewebeproben zu bestimmen, verglichen wir drei
konsekutive Abschnitte je einer Gewebeprobe auf die jeweilige mMRNA-Expression.
Es ergaben sich Variationskoeffizienten in einer Bandbreite von 0,03 bis 0,40, mit
einem Mittelwert von 0,22 £ 0,16. d.h. wir konnten eine maximale prozentuale
Abweichung von 40 Prozent nachweisen, mit einem durchschnittlichen Wert von
etwa 22 %.

Die periprothetische Pseudomembran besteht aus Bindegewebe, Fibroblasten,
Makrophagen, Riesenzellen und T-Lymphozyten [26, 41, 57]. Dabei kdnnen
Zellanordnung und — dichte je nach Lokalisation und Prothesentyp heterogen sein
[26]. Die Heterogenitat der Gewebeproben zeigte keine extremen Unterschiede,
wie auch Goodman et al. in ihren Untersuchungen periprothetischer
Pseudomembranen nachweisen konnten [25, 26]. Kim et al. untersuchten die
Pseudomembran zementierter und unzementierter Prothesenlockerungen und
beschrieben geringe Unterschiede in der histologischen und biochemischen
Zusammensetzung [37]. Ahnliche Feststellungen konnten Chiba et al. bei ihrer
Analyse periprothetischer Osteolysesdume machen [14]. In einer weiteren
Untersuchung zeigten Goodman et al., daB Proben aus Pseudomembranen, die
an unterschiedlichen Entnahmestellen gewonnen wurden, im Vergleich
prozentuale Abweichungen von 30 — 50 % fir die Zytokinkonzentration von IL-1 q,
IL-B und TNF-a aufwiesen [27]. Zu &hnlichen Resultaten kamen Stea et al. bei
ihren Analysen von Pseudomembranen [59].

Die Heterogenitat von Pseudomembranen unserer Proben hat somit EinfluB auf
die Zytokinmuster, wobei die Abweichungen keine Extremwerte erreichen. Die
gefundenen Abweichungen finden sich in der Bandbreite, die bei
Voruntersuchungen gefunden wurden und stellen Variationen im Rahmen der
normalen biologischen Aktivitdt dar. Sie erlauben damit eine vorsichtige

Abschatzung der Relevanz und Differenzierung der Zytokinmuster.
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Die Pseudomembranen aseptischer und septischer Prothesenlockerungen
weichen in ihrer zellularen Zusammensetzung von einander ab. Bei den
septischen Lockerungen stehen neutrophile Granulozyten und in geringerem
MaBe Makrophagen als Zeichen einer chronischen Entziindung im Vordergrund,
wahrend die aseptische Pseudomembran verstarkt Makrophagen, Riesenzellen
und Fibroblasten aufweist [50]. Dieser Unterschied kbénnte, neben der
unterschiedlichen  Anzahl der Gewebeproben in den jeweiligen
Vergleichsgruppen, eine Rolle spielen bei unserer Beobachtung, daB die
Genexpression der septischen Gewebeproben eine gréBere Abweichung aufweist

(dVr, septisch=0y32; dVr ,aseptisch= 0,1 6)-

4.3 Bedeutung der untersuchten Zytokine fiir die Osteolyse

Biochemisch zeigen die Pseudomembranen &hnliche Zytokinmuster: IL-1 und
TNF-a sind wichtige Mediatoren der Entzindung und spielen beide eine
wesentliche Rolle beim Unterhalt der chronischen Prozesse aseptischer [3, 47, 57]
und septischer Genese [45, 62]. IL-1a+B und TNF-a férdern die Knochenresorption
und werden von Entziindungszellen sezerniert [3, 14, 21, 25, 29, 36].
Vorhergehende In-vitro-Versuche der Arbeitsgruppe haben bestétigt, daB
Makrophagen-ahnliche Zellen beim Kontakt mit Partikeln dosisabhéangig IL-1 und
TNF-a sezernieren [51]. Kim et al. beschrieben erhéhte IL-1 Konzentrationen in
aseptischen Pseudomembranen [37], ebenso konnte Chiba et. al eine gesteigerte
IL-1 Aktivitdt in Osteolysessdumen darlegen [14]. In Untersuchungen von
Shanbag et. al wurde IL-1a in Pseudomembranen signifikant erhdht
nachgewiesen [57].

Auch die Arbeitsgruppe um Horikoshi konnte bei ihrem Vergleich von Huft- und
Knieprothesenlockerungen den Nachweis erbringen, daB die Konzentration von

IL-1 a+B in Membranen von Prothesenlockerungen gesteigert waren [32].
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Desgleichen legten Stea et al. dar, daB IL-1 a+B in Pseudomembranen exprimiert
werden [59]. In einer weiteren Studie wurde zwar die regelmaBige Genexpression
von IL-1B, aber nicht von IL-1a demonstriert [34]. Goodman et al. dagegen
dokumentierten keinen Nachweis von IL-13 in Gewebeproben, die bei Revisionen
von Prothesenlockerungen gewonnen wurden [25]. Unsere Studie bestatigt die
Genexpression von IL-1  a+B in aseptischen als auch septischen
Pseudomembranen, wobei ein signifikanter Unterschied in der IlI-1a-Expression
zwischen septischen und aseptischen Gewebeproben sowie zwischen septischen
und aseptischen zementierten Gewebeproben zu verzeichnen ist. Die statistische
Signifikanz, die sich auf die Mittelwerte der Vergleichsgruppen bezieht, 4Bt
dennoch keinen RiickschluB auf die Genese einer Prothesenlockerung bei einem

einzelnen Patienten zu

Interleukin 1 Rezeptor Antagonist (IL-1 RA) ist ein biologisch inaktiver Agonist, der
mit IL-1 a und B um die Bindungstellen der IL-1 Rezeptoren konkurriert [16, 49].
Ein Gleichgewicht zwischen Agonist und Antagonist mag wichtig zu sein, um eine
UberschieBende entziindliche Reaktion zu vermeiden [4, 19]. Nabae et al. zeigten
in ihrer Untersuchung, daB IL-1 RA in aseptischen Pseudomembranen erhdht im
Vergleich zu Gewebeproben aus osteoarthritisch veranderten Gelenken exprimiert
werden [44]. Unsere Resultate belegen die Genexpression von IL-1 RA sowohl in

aseptischen als auch in septischen Gewebeproben auf konstant hohem Niveau.

IL-1 bindet an den Rezeptor IL-1 R1, den man grundsatzlich in allen durch IL-1
ansprechbaren Zellen findet. [49]. Man findet eine erhdhte IL-1R1 - Dichte bei
lokalen Entziindungen [63]. Wir konnten die Expression von IL-1 R1 ohne groBe
Unterschiede in allen von uns untersuchten Gewebeproben darstellen, wie auch

Nabae et. al eine ubiquitare Expression dieses Rezeptors nachwiesen [44].
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Die Produktion von TNF-a wird unter anderem durch den Kontakt von
Makrophagen mit Abriebpartikeln einerseits und mit Lipopolysacchariden
andererseits induziert [49, 66]. Algan et al. belegten die besondere Bedeutung
von TNF-a fir die partikelabhangige Knochenresorption unter Verwendung eines
Mausemakrophagen — Modells [2]. Merkel et al. erbrachten den Beweis anhand
von knock-out Mausen, daB TNF-a ein essentieller Mediator fir die Entwicklung
einer osteolyseabhangigen Prothesenlockerung ist [39]. Auch andere
Arbeitsgruppen bekraftigten diese Ergebnisse und zeigten, daB TNF- a die
Osteoklastenproliferation und damit die Knochenresorption férdert [5, 38, 55].

In den Untersuchungen von aseptischen zementfreien Pseudomembranen fanden
Chiba et al. eine erhdhte Konzentration von TNF- a [14].Goodman et al. sowie
Horikoshi et al. stellten in ihren Analysen periprothetischer Osteolysesaumen dar,
daB die TNF-a Konzentration in unzementierten Gewebeproben im Vergleich mit
zementierten gesteigert war. [26, 32].

Zwischen zementierten und zementfreien Pseudomembranen konnten von
Shanbag et al. in der TNF-a Aktivitat keine Unterschiede festgestellt werden [57].
Unsere Studie zeigt einen signifikanten Unterschied in der Genexpression von
TNF-a zwischen zementierten und zementfreien Prothesenlockerungen, wobei die
Expression bei den zementierten Gewebeproben erhdht ist. Zudem konnten wir
bestatigen, daB TNF-a in allen Gewebeproben exprimiert werden, ohne eine

Differenzierung zwischen aseptischer und septischer Genese zu ermdglichen.

TNF-a bindet an zwei Rezeptoren, TNF-R1 (p55) und TNF-R2 (p75). Mit Hilfe des
Rezeptor TNF-R1 wird die Proliferation von Osteoklasten nach Stimulation durch
Lipopolysaccharid (LPS) angeregt [1, 49]. TNF-R2 aktiviert verstarkt die
Produktion von T-Lymphozyten und ist beteiligt an der Pathogenese des
septischen Schocks [49]. Merkel et al. erbrachten den Beweis, daB TNF-R1 eine

Schllsselfunktion in der partikelinduzierten Osteolyse zukommt [39]. Dies
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unterstrichen auch Azuma et al. in ihren Studien, hierbei fand sich auch eine
Teilfunktion von TNF-R2.[5].

Die Genexpression aseptischer und septischer Genese von TNF-R1 und —R2
wich bei vorangehenden In-vitro-Untersuchungen nicht signifikant voneinander ab
[52]. Diese Beobachtungen werden durch unsere Resultate bestatigt. Die
Expression von TNF-R1 zeigt eine verhaltnismaBig homogenes Muster in den
Vergleichsgruppen, wahrend TNF-R2 einen schwachen Trend zeigt, zwischen

zementierten und zementfreien Pseudomembranen zu differenzieren.

CCRH1 ist ein Rezeptor fir CC-Chemokine. Die Liganden fiir diesen Rezeptor sind
fast ubiquitar in chronischem Entzindungsgewebe vorhanden und werden von
Gewebezellen sezerniert , die durch Entzindungsmediatoren wie TNF-a aktiviert
sind. [6, 24]. Yu et al. sowie Okamatsu et al. dokumentierten in ihren Studien, daB
CCR1 und seine Liganden die Aktivierung von Osteoklasten [48, 68] forderte. An
Versuchen mit knock-out Mausen zeigten Gao et al., daB CCR1 bei chronischen
granulomatdsen Entziindungen eine Schlisselfunktion zukommt[23]. In vorherigen
Experimenten wurde die verstarkte mRNA - Expression von CCR1 bei Kontakt mit
Lipopolysacchariden im Makrophagenmodell beschrieben, wahrend bei
Partikelkontakt eine geringere Genexpression zu verzeichen war [52]. Sica et al.
beobachteten eine Verringerung der CCR1 — Expression in mononuklearen
Phagozyten bei Kontakt mit Lipopolysacchariden [58]. In unseren Versuchen &8t
sich die Genexpression von CCR1 in allen Vergleichsgruppen nachweisen. Der
Vergleich zwischen septischen und aseptischen Gewebeproben verdeutlicht eine
Genexpression ohne groBe Unterschiede. Eine Differenzierungsmdglichkeit
zwischen septischer und aseptischer Genese einer Prothesenlockerung anhand

der CCR1 — Expression stellt sich in unserer Analyse nicht dar.
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4.4 Bewertung der Ergebnisse

In unserer Studie vergleichen wir ein Patientenkollektiv, dessen GréBe (n = 27) in
anderen Untersuchungen, die nur sehr geringe Fallzahlen aufweisen, nicht erreicht
wird (vgl. [34, 42]).

Morawitz et al. untersuchten Gewebeproben (n = 3) von aseptischen und
septischen Prothesenlockerungen und fanden deutliche Unterschiede in der
Genexpression, insbesondere megakaryocyte stimulating factor (msf) zeigte eine
signifikante Hochregulierung bei aseptischen Gewebeproben. Eine erhdhte
Genexpression bei IL-1a oder anderen Entziindungsmediatoren konnte diese
Arbeitsgruppe nicht nachweisen [42].

Wir Uberpriften Zytokinmuster in periprothetischen Osteolysesaumen, die bei
septischen und aseptischen Prothesenlockerungen auftreten. Unsere Resultate
belegen, daB sowohl in septischen als auch in aseptischen Pseudomembranen die
Zytokine IL-1a+pB, IL-1 RA, TNF-a und ihre Rezeptoren exprimiert werden, wobei
die Heterogenitat der Gewebeproben keine extremen Unterschiede aufweist.
Diese Entzindungsmediatoren zeigen eine osteolytische Wirkung. Einzelne
signifikante Unterschiede bei den Mittelwerten der mRNa-Expression von IL-1a
und TNF-a lassen eine Differenzierungsmaéglichkeit zwischen aseptischer und
septischer Genese in individuellen Féllen nicht zu. Die Médglichkeit einer
Unterscheidung anhand der CCR1-Genexpression kénnen unsere Ergebnisse

nicht bekraftigen.
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5 Zusammenfassung

Die aseptische Prothesenlockerung ist die bedeutendste Komplikation des
kinstlichen Gelenkersatzes. Eine geringere Bedeutung kommt der septischen
Lockerung zu, doch diese hat schwerwiegende Folgen fir den Patienten.

Die aseptische und septische Prothesenlockerung kénnen anhand
charakteristischer histologischer Merkmale und mikrobiologischer Untersuchungen
in den meisten Féllen voneinander unterschieden werden. So genannte low-grade
Infektionen werden aber durch herkdmmliche Methoden oft nicht diagnostiziert.
Um diese Art von Infektion nachzuweisen, ist ein Ldsungsansatz die
Charakterisierung von  Zytokinmustern, die eine Differenzierung auf
molekularbiologischer Ebene erlauben.

In der vorliegenden In-vivo-Studie wurden Pseudomembranen von 27 Patienten
mit Prothesenlockerungen aseptischer (n=21, davon n=12 mit und n=9 ohne
Zementfixation) und septischer Genese (n=6) auf die mMRNA-Expression
vorbeschriebener Zytokine IL-1a+B, IL-RA, TNF-a und ihrer Rezeptoren IL-1R1,
TNFR1+R2, sowie CCR1, ein vermutlich mit der Osteolyse assoziierter
Chemokinrezeptor, untersucht.

Zu diesem Zweck wurde aus intraoperativ gewonnenen Gewebeproben mRNA
isoliert, aus welcher cDNA synthetisiert und mit Hilfe der PCR-Reaktion amplifiziert
wurde. Die sichtbar gemachten PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und semiquantitativ densitometrisch ausgewertet.

Unsere Resultate belegen, daB sowohl in septischen als auch in aseptischen
Pseudomembranen die vorgenannten Zytokine mit osteolytischer Wirkung und ihre
Rezeptoren exprimiert werden, wobei die Heterogenitat der Gewebeproben mit
einem durchschnittlichen Variationskoeffizienten von V,=0,22 % 0,12 keine
extremen Unterschiede aufweist.

Einzelne signifikante Unterschiede bei den Mittelwerten der mRNA-Expression von
IL-1a und TNF-a lassen eine Differenzierung zwischen aseptischer und septischer
Genese in individuellen Fallen nicht zu. Die Mdglichkeit einer Unterscheidung
anhand der CCR1-Genexpression kénnen unsere Ergebnisse nicht bekraftigen.
Eine weitere Erhéhung der Fallzahl in Verbindung mit einem Genexpressionsarray

kénnte genauere Aussagen erméglichen.
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6 Abklrzungsverzeichnis

APZ Antigen-prasentierende Zelle

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CCR CC-Chemokinrezeptor

cDNA Komplementare DNA

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP desoxy-Nukleotidtriphosphat

dvr durchschnittlicher Variationskoeffizient
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

GM-CSF Granulocyte Macrophagen Colony Stimulating Factor
IFN Interferon

IL Interleukin

IL1-RA Interleukin-1 Rezeptorantagonist

kD Kilo-Dalton

LPS Lipopolysaccharid

M-CSF Macrophagen Colony Stimulating Factor
MIP Macrophage Inflammatory Protein
MCP-1 Macrophage Chemoattractant Protein 1
MmRNA messenger - Ribonukleinsaure

MSF Megacaryocyte Stimulating Factor

MW Mittelwert

NFkB Nuclear Factor kB

PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PGE2 Prostaglandin E2

RANTES Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted
RNA Ribonukleinsaure

RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
Taq Thermus aquaticus

TBE Trisbase-EDTA-Puffer

TH T-Helfer

TNF Tumor Nekrose Faktor

U/min Umdrehungen pro Minute

Vr Variationskoeffizient
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