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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Weltweit ist ein stetiger Anstieg von Endoprothesenimplantationen zu verzeichnen. Damit
einhergehend steigen die Komplikationen wie der gefiirchtete periprothetische Infekt (PPI)
stark an. Noch gibt es keinen Standard zur sicheren PPI-Friihdiagnostik. Die aktuelle
diagnostische Liicke ist evident. Dabei stellt der Low-grade-PPI (LG-PPI) die groBte
Herausforderung dar und zieht haufig aufwendige Revisionen nach sich (Banke, Stade, et al.,
2015). Meist bleibt beim LG-PPI eine Erhéhung systemischer Entziindungsparameter aus.
Diese geben normalerweise Auskunft Gber ein Infektgeschehen. Des Weiteren gelingt nur in
60% der Falle ein praoperativer Keimnachweis (Morawietz et al., 2006). 2013 konnte unsere
Arbeitsgruppe erstmalig nachweisen, dass es beim LG-PPI von Knie- und Hiftendoprothesen
(KTEP/HTEP) zu einer signifikanten Erhéhung antimikrobieller Peptide (AMPs) in der
Gelenkflissigkeit kommt. Dabei zeigten sich das humane beta-Defensin (HBD) sowie das
humane Cathelicidin LL-37 als vielversprechende Marker, da sie eine hdhere diagnostische
Genauigkeit als der gegenwartige Standard aufweisen (Gollwitzer et al., 2013). Nun stellte
sich konsequenterweise die Frage der Herkunft dieser AMPs. Ziel dieser Arbeit war es daher,
die Expression von HBD-2, HBD-3 und LL-37 in der Gelenkschleimhaut und der
periprothetischen Membran nachzuweisen. Dazu wurde die gelenkseitige Synovialmembran
als Monolayer-Zellkultur sowie als Paraffingewebe aufbereitet. Nach der Identifikation der
Synovialozyten folgten immunhistochemische Experimente (IHC). Der Immunreaktive Score
nach Remmele und Stegner (IRS) (Remmele & Stegner, 1987) sowie der Total Score nach
Allred (TS) (Allred, Harvey, Berardo, & Clark, 1998) dienten zur semiquantitativen Analyse
der Farbeergebnisse. Die Probanden wurden in drei Kollektive eingeteilt. Die Gruppe primare
TEP (pTEP) und aseptische Lockerung hatten keine Interaktion mit Keimen. Das Gewebe der
septischen Lockerung war mit grampositiven Staphylokokken konfrontiert. Analog zu den
Ergebnissen der AMP-Konzentration in der Gelenkflissigkeit konnten die HBD-2-Ergebnisse
belegen, dass es zu keiner signifikanten Erhéhung kommt. Die HBD-3-Ergebnisse zeigten,
dass es bei pTEP sowie bei der aseptischen Lockerung ebenfalls zu keiner signifikanten
Expression kommt. Jedoch resultiert eine signifikante HBD-3-Expression in septischen Zellen
mit grampositivem Keimnachweis. Auch bei den Versuchen mit LL-37 kommt es zu einer
deutlichen Erhéhung der Expression in septischen Zellen ohne Signifikanz in den anderen
beiden Kollektiven. Damit konnte der Erstnachweis einer signifikanten AMP-Erhdhung bei
infizierten K- und HTEPs auf zelluldrer und Gewebeebene erbracht werden. Diese Erkenntnis
weist auf eine neuartige Mdglichkeit zur friihzeitigen Diagnostik von PPI und zur sicheren

Bestimmung des LG-PPI hin und eréffnet neue diagnostische Perspektiven.
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1. Conclusion

There is a steady increase of endoprothetic implantations recorded worldwide. Concomitantly
as the dreaded periprosthetic infection (PPI) rising complications sharply. Yet there is no
standard for secure PPI early diagnosis. The current diagnostic gap is evident. The low-
grade-PPI (LG-PPI) is the most challenging and often entails expensive revisions (Banke,
Stade 2015). Mostly the LG-PPI contains an increase of systemic inflammatory markers. This
usually provide information about an prevalence infection.

Only in 60% of cases a preoperative microbial detection is successful (Morawietz et al.,
2006). 2013 our working group could prove for the first time ever that there is a significant
increase of antimicrobial peptides (AMPs) in the synovial fluid in LG-PPI of knee and hip
arthroplasty (TKA/THA). The human beta defensin (HBD) and the human cathelicidin LL-37
as a promising marker showed a higher diagnostic accuracy than the current standard
(Gollwitzer et al., 2013).

Now the question was where the origin of these AMPs is. The aim of this study was to detect
the expression of HBD-2, HBD-3 and LL-37 in the synovial membrane and the periprosthetic
membrane. For this purpose, the joint-side synovial membrane was prepared as a monolayer
cell culture as well as a paraffin tissue. After the identification of the synovialocyte followed
immunohistochemical experiments (IHC). The immunoreactive score after Remmele and
Stegner (IRS) (Remmele & Stegner, 1987) and the Total Score after Allred (TS) (Allred,
Harvey, Berardo, & Clark, 1998) were used for semiquantitative analysis of the staining
results. The subjects were divided into three collectives. The group primary TEP (pTEP) and
aseptic loosening had no interaction with bacteria. The tissue of septic loosening was
confronted with gram-positive staphylococci. Similar to the results of the AMP concentration
in the synovial fluid, the HBD-2 results show that there is no significant increase. The HBD-3
results showed that there also is no significant expression in pTEP and in aseptic loosening.
However, a significant HBD-3 expression resulting in septic cells after gram-positiv germ
detection. In experiments with LL-37, there is a significant increase of the expression in
septic cells without significance in the other two cohorts. Thus, the first evidence of a
significant increase in infected AMP TKA and THA at the cellular and tissue level could be
provided. This finding suggests a novel way for the early diagnosis of PPI and to reliably

determine the LG-PPI and opens up new diagnostic perspectives.
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2 Einleitung

2.1 Knie- und Hiifttotalendoprothetik

2.1.1 Historisches

Die Geschichte der Gelenkendoprothetik begann 1885 in Berlin, als Professor Themistocles
Gluck eine Prothese aus Elfenbein und Nickelstahl konstruierte. Gluck fixierte seine Prothesen
mit einer Gips-Kolophonium-Mischung und gilt daher als Vorreiter des heutigen

thermoplastischen Knochenzements (Gomez & Morcuende, 2005; Probst, 2007).
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Abbildung 2-1 Themistocles Gluck, erste Scharnierprothese aus Elfenbein und Nickelstahl (Wessinghage, 1991)

1943 stellte Austin Moore, ein amerikanischer Chirurg, den ersten Entwurf einer bipolaren
Hiftprothese mit gefenstertem Schaft vor. Artverwandte Implantate sind in der heutigen Zeit
als Duokopfprothesen bekannt (Gomez & Morcuende, 2005). 1946 entwickelten die Brider
Jean und Robert Judet einen Kunstharzkopf (Roche, 2003). Der rasche Abrieb des Harzes
fihrte jedoch schnell zu aseptischen Lockerungen, weshalb man dieses Material fiir die
Endoprothese aufgab.

1952 bis 1954 wurde durch die American Academy of Orthopedic Surgeons liber die Existenz
von 30 verschiedenen Prothesentypen berichtet. Die Wegbereiter der Endoprothetik
versuchten versteifte Hiuftgelenke wieder beweglich zu machen, indem sie teils
auBergewodhnliche Materialien wie Goldfolien, Glas, Teflon, Gummi, kdrpereigene Faszien
oder sogar Schweineblasen als Interponate verwendeten (Siebenrock, 2008).

Als John Charnley, ein britischer Orthopade, im Jahr 1958 beschloss, sich auf die
Entwicklung einer funktionellen kinstlichen Hifte zu konzentrieren, revolutionierte er die
Endoprothetik. Nach anfanglichen Misserfolgen mit Teflon entwickelte er eine Stahlprothese

mit Schaft und Gelenkkopf, sowie eine Kunststoffpfanne aus Polyethylen.

3
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1960 fihrte er den heutigen Knochenzement in die Endoprothetik ein und publizierte unter
dem Titel ,Surgery of the hip joint" seine Erkenntnisse und medizinischen Ergebnisse
(Wroblewski, 2002).

~Ein Chirurg tbernimmt groBe Verantwortung, wenn er eine Operation empfiehlt, noch bevor
der Patient einen Stock zum Gehen braucht. AuBerdem muss der Chirurg abwégen ob die
Operationsergebnisse im richtigen Verhdéltnis zu Zeit und Kosten der Behandlung stehen. Die
Hauptaufgabe unserer Forschung besteht darin, ein System fiir den totalen Hiiftgelenkersatz
zu entwickeln, das funktionelle, zuverldssige und wiederholbare Ergebnisse erbringt.
Operationen wie Arthrodesen werden immer begrenzte Resultate erzielen. Unser Ziel ist die

geplante Rekonstruktion eines normalen Gelenks". (Charnley, 1960)

Fir seine Pionierleistung in der Endoprothetik wurde Charnley von der britischen Kdnigin
Elisabeth II. 1977 geadelt. Zuletzt wurde seine Leistung 2010 innerhalb einer Sonderpragung
der Briefmarkenreihe ,,Medical breakthrough" gewiirdigt (Abbildung 2-2).

Abbildung 2-2 Briefmarkenreihe ,Medical Breakthrough®. Rechts oben, Briefmarke zu Ehren von Sir John Charnley

Allerdings miissen auch die Schattenseiten einer operativen Versorgung durch eine
Endoprothese bedacht werden. 1972 war es der Deutsche Hans-Wilhelm Buchholz, der in
Hamburg einen Antibiotikum beladenen Knochenzement entwickelte. Dadurch konnte die

Inzidenz des PPI deutlich gesenkt werden (Buchholz & Engelbrecht, 1970).
4



Einleitung

2.1.2 Anstieg der Implantationszahlen

Im Jahr 2007 wurde die Implantation einer HTEP zur Operation des Jahrhunderts erklart
(Learmonth, Young, & Rorabeck, 2007). Laut Angaben des Bundesverbands filr
Medizintechnologie wurden in Deutschland im Jahr 2007 rund 180.000 Huftendoprothesen
eingesetzt (Bundesverband fiir Medizintechnologie, 2007). Der Bericht von 2010 berechnet
die Funktionswahrscheinlichkeit aller HTEPs nach zehn Jahren auf immerhin 95%. Des
Weiteren wurden im Jahr 2010 bereits 220.000 primdre HTEPs implantiert (Bundesverband
fir Medizintechnologie, 2010). Laut deutschem Endoprothesenregister ist diese Zahl aktuell

auf 400.000 Implantationen pro Jahr angestiegen.

Die demographische Entwicklung der kommenden Jahre sollte kritisch beobachtet werden.
Prognosen aus den USA berechnen bis zum Jahr 2030 ein Wachstum von 174% von
primaren HTEPs. Noch dramatischer sieht es bei der Implantation von primaren KTEPs aus.
Hier wird fur das Jahr 2030 ein voraussichtliches Wachstum von 673% erwartet.

Es ist anzunehmen, dass sich der Bedarf an HTEP-Revisionen bereits im Jahr 2026
verdoppelt haben wird, und bis zum Jahr 2030 um 137% ansteigt. Explosionsartig steigt
dementsprechend die Anzahl der benétigten KTEP-Revisionen an. Das entspricht 2030 einem
beachtlichen Wachstum von 601% an Revisionseingriffen (S. Kurtz, Ong, Lau, Mowat, &
Halpern, 2007).
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Abbildung 2-3 Zahlen aus den USA; THA/TKA = Total Hip/Knee Arthroplasty (S. Kurtz et al., 2007).
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In Anbetracht dieser Zahlen ist es unvermeidlich, sich mit den Komplikationen der
Endoprothetik auseinanderzusetzten. Die Notwendigkeit der friihzeitigen Diagnostik eines PPI
und die sichere Bestimmung eines LG-PPI werden dabei eine wesentliche Rolle einnehmen.
Postoperative Verlaufskontrollen, die Auskunft Gber den Erfolg der Implantation geben,

fehlen bislang. Im folgenden Abschnitt werden die haufigsten Komplikationen dargestellt.

2.1.3 Komplikationen

2.1.3.1 Periprothetische Fraktur

Lindahl untersuchte Patienten aus dem schwedischen Hiiftregister in einem Zeitraum von
1979 bis 2001 nach. Dabei zeigte sich, dass die periprothetische Femurfraktur im Verlauf bei
9% aller HTEP-Implantationen auftrat. AuBerdem wurde deutlich, dass periprothetische
Frakturen aufgrund des sinkenden Implantationsalters, der immer alter werdenden Patienten
und aufgrund des zunehmenden Aktivitatsniveaus, in den ndachsten Jahren weiter ansteigen
werden (Lindahl, Malchau, Oden, & Garellick, 2006).

Abbildung 2-4 Rontgenbild einer periprothetischen Fraktur (Vancouver-Klassifikation Typ B3).
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2.1.3.2 Prothesenluxation

Eine weitere Komplikation, die einen Wechsel erforderlich machen kann, ist die Luxation der
Gelenkprothese. Eine retrospektive Analyse der Universitat Stettin zeigte bei 9 von 393
endoprothetisch versorgten Patienten eine Luxation mit anschlieBender Lockerung der

Prothese. Das entspricht etwa 2,3% (Bialecki, Gusta, Bohatyrewicz, & Ferenc, 2006).

2.1.3.3 Aseptische nichtallergische Endoprothesenlockerung

Die aseptische nichtallergische Lockerung ist die haufigste Ursache flir eine

Implantatlockerung. Dabei sollten zwei Typen unterschieden werden:

I. Lockerung bei initialer Instabilitat:
Eine fehlerhafte Einpassung der Prothese oder operationsbedingte Knochennekrosen
fihren bereits initial zur Instabilitdt (Aspenberg & Herbertsson, 1996; Drees, Eckardt,
Gay, Gay, & Huber, 2007).

II. Lockerung durch Abriebpartikel:
Aufgrund von Mikrobewegungen zwischen Knochen und Prothese kommt es zum
Materialverschlei3 und schlieBlich zu einer chronisch-entziindlichen Reaktion auf die
entstehenden Abriebpartikel. Makrophagen wandern ein. Diese aktivieren ihrerseits
Osteoklasten, welche den periprothetischen Knochen resorbieren. SchlieBlich kommt

es zum Implantatversagen (Baumann F., 1991).

Die Implantatlockerung wird meist von Schmerzen und dem Geflihl der Instabilitat begleitet
(Gudena, Kuna, & Pradhan, 2013). Bis heute gibt es keine addaquate Therapie, um den
Knochenabbau zu verhindern. Die aseptische nichtallergische Lockerung von Prothesen kann

nur durch einen Implantatwechsel therapiert werden (Drees et al., 2007).

2.1.34 Aseptische allergische Endoprothesenlockerung

Unter den aseptischen Prothesenlockerungen wird die Implantatallergie als eigene Kategorie
aufgefiihrt. Da  Unvertraglichkeitsreaktionen ebenfalls zu Schmerzen, Ergissen,
Bewegungseinschrankungen und sogar zur Lockerung fiihren kénnen, ist die aseptische
allergische Endoprothesenlockerung eine wichtige Differenzialdiagnose. Als Abgrenzung von
entzindlichen  Reaktionen  beschreibt die  Implantatallergie  eine  spezifische
Uberempfindlichkeit gegen ein immunologisch detektiertes Fremdmaterial (P. Thomas,
Schuh, Ring, & Thomsen, 2008; P. Thomas & Summer, 2015). Eine lymphozytdr vermittelte
Typ-IV-Hypersensibilitatsreaktion auf die verwendeten Materialien wie Nickel, Kobalt, Chrom

oder auf Komponenten des Knochenzements flihrt (iber eine Antigenprdsentation zur lokalen

7
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Zytokinexpression (Eben et al., 2010). Dabei scheint es durch die Stimulation von T-Zellen zu
einer vermehrten lokalen Immunantwort zu kommen. Letztlich fihrt dies durch die
Schwéchung des Interfaces zum klinischen Erscheinungsbild einer aseptischen Lockerung
(Summer et al., 2010). Auch die aseptische allergische Lockerung kann nur durch einen

Wechsel auf ein Implantat mit antiallergener Oberflache behandelt werden.

2.1.3.5 Septische Endoprothesenlockerung

Die septische Endoprothesenlockerung entspricht dem PPI. Sie ist eine der am schwierigsten
zu behandelnden Komplikation in der Endoprothetik. Unspezifische Beschwerden und das
anfangliche Ausbleiben der systemischen Entziindungsreaktion erschweren die
Beurteilbarkeit sehr. Ihre Relevanz im medizinischen Alltag nimmt stetig zu. Daten aus dem
skandinavischen Endoprothesenregister zeigen, dass der Anteil der infektionsbedingten
Revisionsoperationen steigt. Nach der traumatischen sowie der aseptischen Lockerung ist der
periprothetische Infekt mit etwa 9% der dritthaufigste Grund fiir eine Wechseloperation
(Jamsen et al., 2010).Die hohen Behandlungskosten von septischen Lockerungen werden in
den nachsten Jahren in den Mittelpunkt riicken. Der aktuelle Goldstandard ist die operative
Sanierung. Diese sieht je nach dem Zeitpunkt der Infektion einen mehrzeitigen
Implantatwechsel vor. Als wesentlicher Aspekt dieser Arbeit wird der periprothetische Infekt
mit Definition und Klassifikation sowie aktueller Diagnostik und Therapie detailliert als

eigener Punkt unter 2.2 beschrieben.
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Abbildung 2-5 Nichttraumatische KTEP-Lockerung in ihrer zeitlichen Entwicklung.

Starke Zunahme der infektionsbedingten Revisionen (Jamsen et al., 2010)
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2.2 Periprothetischer Infekt

Bereits in den vierziger Jahren resezierte Gathorne Robert Girdlestone bei Patienten mit
Infektionen des Hiiftgelenks den gesamten Femurkopf (Girdlestone, 2008; Gomez &
Morcuende, 2005). Er gilt als Begriinder der septischen Knochenchirurgie. Das Fehlen des
Hiftkopfes wird auch heute noch Girdlestone-Situation genannt (Abbildung 2-6). Trotz
innovativer Therapiekonzepte ist aufgrund der stark ansteigenden Implantationszahlen und
der damit verbundenen Revisionsoperationen bis zum Jahr 2030 mit einer deutlichen
Zunahme der periprothetischen Infekte zu rechnen (S. Kurtz et al., 2007). Der entstehende

6konomische Schaden und die medizinische Notwendigkeit verdeutlicht die Relevanz des PPI.

Abbildung 2-6 Rontgenbild einer Girdlestone-Situation des linken Hiftgelenkes.

2.2.1 Okonomischer Hintergrund

Die wirtschaftliche Komponente des PPI spielt eine erhebliche Rolle. Bereits 1993 wurden in
den USA die Behandlungskosten einer infizierten Hifte auf 50.000 Dollar geschatzt (Sculco,
1993). Aktuelle Zahlen berechnen die Gesamtkosten auf ein Vielfaches (Vanhegan, Malik,
Jayakumar, Ul Islam, & Haddad, 2012). Abgesehen von den enormen Kosten und dem damit
verbundenen ©6konomischen Schaden, missen erkrankte Patienten lange Liegezeiten,
mehrere operative Eingriffe und die damit verbundenen physischen und psychischen

Belastungen in Kauf nehmen (Banke, von Eisenhart-Rothe, & Muhlhofer, 2015).
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2.2.2 Infektionsraten

In den sechziger Jahren, zur Zeit von Charnley und Buchholz, lag die postoperative
Infektionsrate einer TEP noch bei 10% (Lidwell et al., 1987). Ein Rickgang dieser
Infektionsraten konnte durch organisatorische MaBnahmen und den medizinischen
Fortschritt erreicht werden (Banke, von Eisenhart-Rothe, et al., 2015). Die Einflihrung der
Reinraumverordnung fiir Operationssadle und die systemische intraoperative Antibiotikagabe
spielen dabei entscheidende Rollen. Ein weiterer Faktor, der zum Rickgang der
Infektionsraten flihrte, war die Entwicklung eines antibiotikahaltigen Knochenzements durch
Buchholz im Jahr 1972 (Buchholz & Gartmann, 1972).

Die Wahrscheinlichkeit, nach einer endoprothetischen Operation eine PPI zu erleiden, betragt
in den ersten beiden postoperativen Jahren 1,6%. Im Zeitraum von 3-10 Jahren 0,6% (Ong
et al., 2009). Somit liegt die Infektionsrate einer primdren TEP heutzutage bei nahezu 2%
(Lehner, Witte, Suda, & Weiss, 2009; Lohmann, Furst, Niggemeyer, & Ruther, 2007). Bei
systemisch erkrankten Patienten und nach revisionsbedingten sekunddren Implantation
betragt die Infektionsrate sogar 5% (Berbari et al., 2007). Noch dramatischer ist die
Situation bei Reimplantationen nach einer gesicherten PPI. Die Reinfektionsrate steigt dann
auf 15-20% an (Phillips, Crane, Noy, Elliott, & Grimer, 2006).

2.2.3 Definition

Wegen der groBen medizinischen Brisanz wurden 2011 von der Arbeitsgruppe der
Musculoskeletal Infection Society neue Kriterien zur Definition eines PPI herausgegeben. Auf
dieser Grundlage liegt ein gesicherter PPI vor, wenn folgende Kriterien erfiillt sind: (Parvizi,
2011)

I Ein bestehender Fistelgang der mit der Prothese kommuniziert, oder
II Eine Keimisolierung von zwei unabhangigen Proben besteht, oder
III  vier der folgenden sechs Kriterien vorliegen:
1) Erhdhte BSG und erhdhter CRP-Wert
2) Erhohte Leukozytenzahl in der Synovia
3) ErhoOhter Prozentsatz neutrophiler Granulozyten in der Synovia (PMN%)
4) Prasenz von Eiter im betroffenen Gelenk
5) Isolierung eines Mikroorganismus in einer Kultur
6) Uber 5 neutrophile Granulozyten pro High-Power-Feld in 5 Hochleistungsfeldern
(histologische Analyse des periprothetischen Gewebes bei 400-facher

VergréBerung)
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2.2.4 Klassifikation der periprothetischen Infektion

Um den PPI einteilen zu kdnnen, existieren diverse Klassifikationen, die sich alle am
Zeitintervall zwischen der Primdrimplantation und dem Infektgeschehen orientieren. Die
1996 erarbeitete Einteilung nach Tsukayama ist eine vierstufige Klassifikation, die als
Entscheidungshilfe flir verschiedene Therapiekonzepte dient (Tsukayama, Estrada, & Gustilo,
1996):

I Intraoperativer Keimnachweis. Ein positiver Keimnachweis wird beim
Prothesenwechsel erbracht.

II Frihinfekt. Symptome, die fiir einen Infekt sprechen, treten innerhalb des ersten
postoperativen Monats auf.

III  Spater, chronischer Infekt. Vier Wochen nach der Implantation kommt es zur
Infektsymptomatik.

IV Akute h@matogene Spatinfektion. Nach mehr als zwei Jahren kommt es ohne

vorherige Anzeichen zu einer Entziindung und zur periprothetischen Infektion.

Beim Friihinfekt ist von einer intraoperativen Kontaminierung des Gelenks durch hochaktive
Erreger auszugehen. In diesem Zeitraum kommt es zur akuten keimassoziierten
Biofilmbildung auf der Prothese.

Aber auch weniger potente Keime sind in der Lage, einen Biofilm zu bilden. Beim Auftreten
von Infektsymptomen innerhalb eines Zeitintervalls von bis zu zwei Jahren wird vom spaten
chronischen Infekt gesprochen. Hierbei handelt es sich um einen verzdgerten Infekt.

Die hamatogene Infektion nach zwei Jahren wird ebenfalls als Spatinfekt klassifiziert
(Fitzgerald, 1995; Zimmerli, Trampuz, & Ochsner, 2004). Diese akut auftretende Infektion
beruht auf einer hamatogenen Infektverschleppung und wird durch lockere Prothesen,
Materialabrieb und vor allem durch Immundefizite begtinstigt (Glynn & Sheehan, 1983).

Eine Studie mit 63 Patienten mit PPI zeigte in 30 Fallen, das entspricht 48%, eine
Infektionen im ersten postoperativen Jahr. In 33 Fallen, dass entspricht 52%, handelte es
sich um eine Infektion nach einem Jahr (Inman, Gallegos, Brause, Redecha, & Christian,
1984).

Die Zeitintervalle zur Klassifikation des Infektes sind haufig therapieentscheidend. Ein

weiterer Aspekt ergibt sich aus dem Erregerspektrum.
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2.2.5 Erregerspektrum

Das intraartikuldr nachweisbare Erregerspektrum resultiert in der Klassifikation der PPI.
Typische Keime bei der Frihinfektion sind hochvirulente Erreger wie Staphylococcus aureus,
B-hamolysierende Streptokokken und Enterokokken. Staphylococcus aureus besiedelt bei
40% der Menschen ubiquitdr die normale Haut und Schleimhaut (Zimmerli et al., 2004). Der
haufigste Keim fiir die Frihinfektion ist der Methicillin-sensible Staphylococcus aureus, MSSA
(Lohmann et al., 2007). Weitere Keime der normalen Hautflora, wie die Koagulase negativen
Staphylokokken, zeigen sich eher bei Spatinfektionen (Inman et al., 1984). Der haufigste
Verursacher von Spatinfektionen ist der grampositive Erreger Staphylococcus epidermidis
(Lohmann et al., 2007). In 74% der mikrobiell besiedelten Isolate werden grampositive
Kokken nachgewiesen. Weitere 14% sind durch gramnegative Bakterien besiedelt. Die
restlichen Prozente teilen sich Anaerobier und andere Keime (Inman et al., 1984; Lohmann
et al., 2007).

2.2.6 ,Race for the Surface"

Bei jedem Infekt konkurrieren kdrpereigene Abwehrmechanismen mit den Erregern. Dieser
Wettstreit liber die Implantatbesiedelung wird auch ,Race for the surface" genannt. Sobald
Bakterien einen Biofilm auf der Prothesenoberflache gebildet haben, ist die Infektion nicht
mehr aufzuhalten. Ein Biofilm besteht aus Polysacchariden und erhéht auch den
Virulenzfaktor von ansonsten gering pathogenen Keimen (Lohmann et al., 2007). Ist ein
Biofilm entstanden, ist die notwendige Konsequenz des Implantatwechsels gegeben
(Busscher et al., 2012). Die Bildung eines Biofilms lauft in vier Schritten ab (Habash & Reid,
1999):

I Oberflachenbenetzung mit Fibronektin und Laminin (,,conditioning film")

II Anheftung der Erreger an den konditionierten Film (ber elektrostatische Krafte
oder Uber rezeptorvermittelte Anlagerung

III  Bakterienwachstum und Kolonisation, Produktion von Polysacchariden zur festen
Verankerung auf der Oberflache

IV Ausbildung eines Mikroenvironment, dem eigentlichen Biofilm

Bereits 100 koloniebildende Einheiten (KbE oder CFU), sind in der Lage, eine PPI auszulésen
(Konig, Perdreau-Remington, Rutt, Hilgers, & Schierholz, 1999). Im Vergleich dazu liegt die
physiologische Keimbesiedelung im Jejunum bei 10°, im Coecum sogar bei 10° KbE pro

Gramm Darminhalt (Dancygier, 1989).
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2.2.7 Risikofaktoren

In einer Vielzahl von Arbeiten wurden verschiedene Risikofaktoren fiir das Auftreten einer
periprothetischen Infektion identifiziert (Zusammengefasst in (Banke, von Eisenhart-Rothe,
et al., 2015)). Dabei wird zwischen gesicherten und wahrscheinlichen Risikofaktoren
unterschieden (Berbari et al.,, 1998; Lohmann et al., 2007). Sie sind meist mit der

Immunsituation des Patienten vergesellschaftet.

Vorangegangener Prothesenwechsel Rheumatoide Arthritis

Wundinfektionen Diabetes mellitus

Maligne Grunderkrankung Adipositas

Staphylokokkensepsis Status der Weichteildeckung
Steroidtherapie

Chronische Niereninsuffizienz

Malnutrition

Rezidivierende Bakteriurie

Nosokomiale Infektion in der Anamnese

Tabelle 2.2-1 Risikofaktoren fiir Protheseninfektionen

2.2.8 Low-grade-Infekt

Die grtéBte Herausforderung in der Differenzierung eines aseptischen zu einem septischen
Geschehen ist der Low-grade-periprothetische Infekt (LG-PPI). Ihn richtig zu erkennen und
nicht falschlicherweise wie eine aseptische Lockerung zu behandeln ist entscheidend fiir die
Genesung des Patienten (Morawietz et al., 2006). Haufig wird die periprothetische Infektion
nur von Schmerzen und einer Bewegungseinschrankung begleitet. Das erschwert die
Abgrenzung des Infektes zur aseptischen Lockerung. Besonders bei verzégerten Infekten
und Spadtinfekten ist die Diagnostik erschwert. Nicht selten wird eine als aseptisch
diagnostizierte Lockerung erst durch den intraoperativen Keimnachweis als periprothetische
Infektion erkannt. Diese Problematik im Bereich der Endoprothetik besteht schon seit
langem. Bereits 1995 konnte gezeigt werden, dass jede fiinfte Implantatinfektion primar
undiagnostiziert bleibt (Steinbrink & Frommelt, 1995). Bei Low-grade-Infekten kommt es
sogar nur in 60% der Falle zu einem prdoperativen Keimnachweis mit Hilfe der
Punktatdiagnostik. Insbesondere das C-reaktive Protein (CRP-Wert) ist bei Low-grade-
Infekten normwertig oder nur dezent erhdht. Weitere systemische Entziindungsreaktionen

bleiben meist aus (Morawietz et al., 2006).
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2.2.9 Aktuelle Diagnostik

Derzeit steht keine standardisierte Vorgehensweise zur praoperativen Differenzierung von
septischer und aseptischer Lockerung zur Verfligung. Ein sicheres, sensitives sowie
spezifisches Verfahren fehlt. Jedoch ist es flir das therapeutische Vorgehen entscheidend, die
septische Lockerung von ihren Differenzialdiagnosen, der aseptischen Lockerung, dem
komplexen regionalen Schmerzsyndrom, der Arthrofibrose und von mechanischen
Komplikationen abzugrenzen (Banke, Stade, et al., 2015; Gollwitzer, Burgkart, Diehl,
Gradinger, & Buhren, 2006). Eine erfolgreiche Diagnosefindung ist aktuell nur durch die
Zusammenstellung mehrerer Parameter méglich und weist Schwachen auf (Gollwitzer, Diehl,
Gerdesmeyer, & Mittelmeier, 2006a). Es bleibt eine diagnostische Liicke um den LG-PPI zu

identifizieren.

2.29.1 Klinische Untersuchung

Die klinische Untersuchung kann den ersten wichtigen Hinweis geben. Bei der Inspektion
sollte man auf Narben, Weichteile, Muskelschwund und sonstige Anomalien achten.
Infektzeichen wie Uberwdrmung, Rétung, Schwellung, eine tastbare Bursitis oder erkennbare
Fistelgédnge sind bei der Differenzierung hilfreich. Die klinische Symptomatik des PPI ist oft
nur von Schmerzen oder Bewegungseinschrankungen gepragt. Deshalb sollte beim Verdacht
auf Erkrankungen wie einem Leistenbruch, Lymphadenopathien und Frakturen ein PPI

ausgeschlossen werden (Bozic & Rubash, 2004).

2.2.9.2 Laboruntersuchungen

Weitere Befunde erhdlt man durch Laboruntersuchungen mit Entziindungsparametern wie
der Leukozytenanzahl, der Blutkérpersenkungsgeschwindigkeit (BSG) und dem CRP. Obwohl
die Leukozytenzahl oft als unspezifischer Indikator fiir Infektionen verwendet wird, hat sie
sich in der Diagnosefindung des PPI nicht als besonders hilfreich gezeigt. Eine Studie bei
Patienten mit bestdtigter Infektion einer Hiftprothese zeigte, dass nur 15% der Patienten
abnormal erhdhte Leukozytenwerte hatten. Das entspricht einer Sensitivitat von 20% und
einer Spezifitdt von 96% (Bozic & Rubash, 2004; Morrey, Westholm, Schoifet, Rand, &
Bryan, 1989).

Die BSG ist eine gangige Methode in der Entziindungsdiagnostik. Zwei Drittel der Patienten
mit mechanischer Lockerung ohne Infektion haben eine BSG von weniger als 20mm pro
Stunde. Dem gegeniiber stehen Patienten mit einer prothetischen Infektion und einer
signifikant erhéhten BSG bei einem Mittelwert von 60mm pro Stunde. Nach erfolgreicher

Therapie der Infektion normalisierte sich die BSG wieder auf 20mm pro Stunde (Bozic &
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Rubash, 2004). Allerdings zeigte sich bei der BSG in mehreren Uberprifenden Studien ein
Mangel an Genauigkeit. Die Resultate hatten entweder eine hohe Wertigkeit der Sensitivitat
zu Lasten der Spezifitat, oder umgekehrt (Gollwitzer, Diehl, et al., 2006a). Die hdéchste
Genauigkeit unter den Laborparametern liefert der CRP-Wert. Ein normwertiges,
praoperatives CRP erreicht bei einer komplikationslosen Gelenkimplantation am zweiten
postoperativen Tag seinen Hochststand, um sich innerhalb der ersten drei postoperativen
Wochen zu normalisieren (Bozic & Rubash, 2004). Jedoch kommt es bei Entziindungen
anderer Korperregionen zusatzlich zu einer Verdanderung des CRP-Werts. Das erschwert die
Aussagekraft Uber die Implantationssituation. Im Allgemeinen werden CRP und BSG zur
Ausschlussdiagnostik empfohlen, da eine normale BSG und reguldare CRP-Werte die

periprothetische Infektion relativ unwahrscheinlich machen (Kordelle et al., 2004).

2.2.9.3 Untersuchung des Gelenkpunktats

Zur Diagnosefindung eines PPI steht die Punktion des betroffenen Gelenks, mit Aspiration
und anschlieBender Untersuchung der Gelenkflissigkeit (Synovia), zur Verfligung. Es
empfiehlt sich, begleitend zur mikrobiologischen Untersuchung eine zytologische Analyse zur
Bestimmung der Zellzahl und zur Zelldifferenzierung durchzufiihren. Die Punktion ist als
invasives diagnostisches Mittel mit einem erhoéhten Infektionsrisiko durch Hautkeime
verbunden. Aus diesem Grund wird die Aspiration der Synovia nur bei klinischen Anzeichen

auf ein septisches Geschehen empfohlen.

2.2.9.3.1 Mikrobiologische Punktatuntersuchung

Vor einer antibiotischen Therapie bietet die Punktion die Mdglichkeit der praoperativen
Keimidentifikation. Mit einer Sensitivitat von 87% und einer Spezifitdt von 95% gehdrt die
Punktion zu den aussagekraftigsten Diagnosekriterien (Barrack & Harris, 1993; Bozic &
Rubash, 2004). Mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) kann die Synovia anschlieBend
untersucht werden. Die DNA-Amplifikationstechnologie ermdglicht es, bereits sehr geringe
Mengen von bakterieller DNA nachzuweisen (Mariani, Martin, Levine, Booth, & Tuan, 1996).
Die hohe Empfindlichkeit der PCR macht sie allerdings anfallig flr falsch positive Ergebnisse
durch Kontamination einzelner Zellen. Sogar nach erfolgter Antibiose kann die PCR einen
falsch positiven Nachweis durch DNA-Fragmente abgetoteter Bakterien erbringen (Gollwitzer,
Diehl, et al., 2006a). Es bleibt eine diagnostische Liicke, da die Identifikation von Bakterien
aus dem Biofilm der Prothese begrenzt ist. Des Weiteren muss das Punktat Uber einen
langeren Zeitraum von 10-14 Tagen bebriitet werden. Eine Einigung Uber den exakten

Kultivierungszeitraum besteht jedoch nicht (Schafer et al., 2008).
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2.2.9.3.2 Zellzahl und Zelldifferenzierung

Ein erhohter Proteingehalt, erniedrigte Glukosewerte und ein Anstieg der Leukozytenzahlen
kdnnen Hinweise fiir eine Infektion sein. Eine Leukozytenzahl von >1,7x10%/ul sollte als
verdachtig gewertet werden (Trampuz & Zimmerli, 2005). Durch die Zelldifferenzierung kann
der Anteil polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten untersucht werden. Steigt der Anteil
polymorphkerniger Zellen auf >60% spricht dies ebenfalls fiir eine Infektion der Prothese.
Die Untersuchung von Zellzahl und Zelldifferenzierung erbrachte eine Sensitivitat von 0,98
bei einer hohen Spezifitdit von 0,95 (Mason, Fehring, Odum, Griffin, & Nussman, 2003).
Jedoch zeigte sich auch bei entziindlichen Grunderkrankungen ein Anstieg der Werte,

weshalb die zytologische Analyse in diesen Fallen nur eingeschrankt aussagekraftig ist.

2.2.9.4 Radiologische Untersuchung

Bildgebende Verfahren spielen nicht nur fir die Operationsplanung, sondern auch bei der
Beurteilung der Prothesenlockerung eine besondere Rolle. Durch die Réntgenkontrolle
kénnen Dislokationen des Inlays, Implantatbriiche oder ein Versagen der Kopplung
weitestgehend ausgeschlossen werden. Typische radiologische Befunde einer Infektion sind
jedoch selten, da klinische Symptome meist vor den radiologischen Verdanderungen
auftreten. Zur Diagnosestellung des PPI sind sie daher nicht sehr aussagekraftig. Ansonsten
sprechen Osteolysen, Osteopenien und periostale Knochenneubildungen fiir ein

Infektgeschehen im Bereich des Gelenkes (Gollwitzer, Diehl, et al., 2006a).

2.2.9.5 Nuklearmedizinische Untersuchungen

Relativ neue Verfahren zur Diagnostik einer Protheseninfektion bieten nuklearmedizinische
Untersuchungen. Die relevantesten werden im Folgenden beschrieben.

Die 3-Phasen-Skelettszintigraphie misst, als indirektes MaB der metabolischen Aktivitat des
Knochens, die Verteilung eines osteotropen Radiopharmakons. So kdnnen pathologische
Befunde friiher entdeckt werden als dies durch konventionelle Réntgenaufnahmen mdglich
ware. Jedoch ist die Anreicherung als Nachweis des Knochenstoffwechsels unspezifisch
(Gollwitzer, Diehl, et al., 2006a). Teilweise kommt es auch bei asymptomatischen Patienten
mehrere Jahre nach der Implantation zu einer erhdhten Aktivitdt. Ein Einsatz in der
Standarddiagnostik kann daher nicht empfohlen werden, da die Szintigraphie bei hoher
Sensitivitat nur eine geringe Spezifitat zeigte (Larikka et al., 2001).

Bei der Leukozytenszintigraphie werden patienteneigene Leukozyten entnommen und
radioaktiv markiert. AnschlieBend werden die markierten Leukozyten reinjiziert um dann in

Infektareale einzuwandern. Jedoch kam es aufgrund der postoperativen Aktivierung des
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Knochenmarks zu falsch-positiven Befunden (Palestro, Love, Tronco, Tomas, & Rini, 2006).
Eine weitere Mdglichkeit bietet die Antigranulozytenszintigraphie. Hier gelingt der indirekte
Nachweis einer Entziindung U(ber radioaktiv markierte monoklonale Antikérper gegen
humane Granulozyten. Jedoch werden nicht nur aktive Infektherde detektiert, auch hier
kommt es zu einer positiven Knochenmarksdarstellung (Gollwitzer, Diehl, Gerdesmeyer, &
Mittelmeier, 2006b; Kordelle et al.,, 2004). Mit Hilfe der Fluor-18-Desoxyglukose-
Positronenemissionstomographie (FDG-PET) kann (ber radioaktiv markierte Desoxyglukose
ein Anstieg im Glukosestoffwechsel von Zellen nachgewiesen werden. Dies ist vor allem bei
Tumorzellen, aber auch bei entziindlichen Prozessen der Fall. Bisher konnte in Studien mit
kleinen Fallzahlen eine hohe Sensitivitat bei relativ hoher Spezifitdt nachgewiesen werden.
Allerdings nimmt die Sensitivitat der Diagnostik bei hohen Blutzuckerwerten ab (Gollwitzer H,
2005). Des Weiteren konnten falsch-positive Anreicherungswerte bei starkem Abrieb
nachgewiesen werden (Kisielinski, Cremerius, Reinartz, & Niethard, 2003). Eine endgiiltige
Beurteilung sollte bei allen nuklearmedizinischen Verfahren stets in Zusammenschau mit
weiteren Untersuchungen erfolgen. Besonders der Low-grade-periprothetische Infekt ist

durch nuklearmedizinische Untersuchungen schwer detektierbar.

2.2.9.6 Histologische Untersuchung

Die Untersuchungsmethode mit der besten Aussagekraft lber einen PPI ist die histologische
Analyse des Gewebes (2.3.2). Jedoch handelt es sich bei der Gewebeuntersuchung ebenfalls
um eine invasive Diagnostik. Das Gewebe wird zumeist intraoperativ, seltener durch eine
Biopsie entnommen. Mit einer Sensitivitdt von 100% und einer Spezifitdt von 98,1% ist sie

bislang allen anderen Verfahren bei der Infektsuche lberlegen (Fink et al., 2008).

2.2.9.7 Sonikation

Eine neuere Untersuchung mit guter diagnostischer Genauigkeit stellt die Sonikation dar.
Mikroorganismen werden mit Ultraschall von der Oberflache der explantierten Komponenten
geldst. Der Vorgang findet in einer speziellen Flissigkeit, dem Sonikat, statt. AnschlieBend
wird das Sonikat flir mikrobiologische Untersuchungen verwendet. Mit Hilfe der Sonikation
kénnen Bakterien nachgewiesen werden, die bislang durch den Biofilm der Prothese
geschiitzt waren. Dies erhoéht die Sensitivitdt eines Keimnachweises insbesondere bei
Patienten unter Antibiotikatherapie (Achermann, Vogt, Leunig, Wust, & Trampuz, 2010;
Bogut et al., 2014; Osmon et al., 2013). Die Sonikation erfordert ebenfalls ein hochinvasives
Konzept, da das Implantat oder die Implantatkomponenten operativ entfernt werden

mdussen.
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2.2.10 Therapiekonzepte

2.2.10.1 Prophylaktische Konzepte

Diagnostische Methoden und therapeutische Verfahren kdnnen die statistischen Ergebnisse
verbessern. Sie ersetzen jedoch nicht die Infektprophylaxe (Lehner et al., 2009). Systemisch
werden Cephalosporine als sogenannte ,single shot" Gabe praoperativ oder intraoperativ
kurz vor der Implantation Uber die Vene verabreicht (Gillespie & Walenkamp, 2001). Durch
Gentamicin im Knochenzement wird die Antibiotikaprophylaxe lokal appliziert (Engesaeter et
al., 2003). Jamsen zeigte in seiner Arbeit, dass eine Kombinationsprophylaxe aus
systemischer und lokaler Antibiotikagabe den besten Effekt hat (Abbildung 2-7).
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Abbildung 2-7 Antibiotikaprophylaxe bei Impantationen S: Systemische Gabe C: Antibiotikahaltiger Zement SC:

Kombination beider Propylaxen (Jamsen et al., 2010)

Eine weitere Mdglichkeit zur Infektionsprophylaxe besteht darin, die Implantate mit
verschieden Beschichtungen zu versehen. Alle Beschichtungen haben das Ziel, die
Biofilmbindung zu inhibieren (Tabelle 2.2-2). Jedoch handelt es sich bei der schnellen
Resistenzbildung der Keime gegeniiber den Beschichtungen um ein bekanntes Phdanomen.
Dieses Problem existiert fiir Gentamicin, Silber und auch fiir Chlorhexidin (Neut, van de Belt,
van Horn, van der Mei, & Busscher, 2003; Percival, Bowler, & Russell, 2005; Yamamoto,
Tamura, & Yokota, 1988). Daher ist es fraglich, ob aktuelle, prophylaktische Konzepte auf

Dauer das gewiinschte Resultat erbringen (Banke, von Eisenhart-Rothe, et al., 2015).
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1994 | Metallionen Silber Collinge, Goll, Seligson, & Easley, 1994
1998 | Antiseptikum Chlorhexidin Darouiche et al., 1998

2003 | Antibiotikum Gentamicin Lucke et al., 2003

2010 | Metallionen Nanosilber Khalilpour et al., 2010

Tabelle 2.2-2 Beispiele fiir verschiedene Implantatbeschichtungen

2.2.10.2 Therapie des periprothetischen Infekts

Das vorrangige Therapieziel besteht in der Infektsanierung und dem Erhalt der
Gelenkfunktion. Eine erfolgreiche Behandlung ist von verschiedenen Faktoren abhadngig
(Lohmann et al., 2007). Die Einteilung und Klassifikation des PPI, sowie die Pathogenitat des
Erregers, dienen als Entscheidungshilfe flir verschiedene Therapiekonzepte. Eine
antibiotische Therapie gehért jedoch zu den obligatorischen MaBnahmen (Lohmann et al.,
2007). Wobei die alleinige Antibiotikatherapie kein kuratives Verfahren darstellt. Sie sollte
nur multimorbiden, inoperablen Patienten vorbehalten sein (Tsukayama, Wicklund, & Gustilo,
1991). Die operative Therapie zur Infektsanierung ist meist unersetzlich. Dabei werden
prothesenerhaltende von prothesenwechselnden Operationen unterschieden. Bei jedem
Verdacht eines PPI ist ein friihzeitiges, individuell angepasstes Handeln erforderlich.
Frihinfektionen und hdmatogen bedingte Sekundarinfektionen koénnen durch eine
prothesenerhaltende Therapie erfolgreich behandelt werden. Dabei wird zwischen einer
minimal invasiven und einer invasiven Methode unterschieden. Bei der minimal invasiven
Methode beschrankt sich die chirurgische Therapie auf eine ausgiebige arthroskopische
Spilung des betroffenen Gelenkes. Dadurch wird eine erneute Wundflache klein gehalten.
Jedoch muss auf einen Inlaywechsel verzichtet werden. Bei der invasiven Methode ist ein
umfangreiches chirurgisches Débridement mit mechanischer Jet-Lavage und Inlaywechsel
mdglich. Voraussetzung flir das Therapiegelingen beider Methoden ist ein rechtzeitiger
Beginn innerhalb der ersten zwei Wochen nach dem Auftreten der Symptome. Zusatzlich
sollte die implantierte Prothese zuvor eine gute Funktionalitdat gezeigt haben (Crockarell,
Hanssen, Osmon, & Morrey, 1998; Lehner et al., 2009).

Der Heilungserfolg dieser Behandlung steigt, je friiher und griindlicher sie durchgefiihrt wird.
Die Erfolgsrate der prothesenerhaltenden Therapie liegt bei 60%-70%. Bei der invasiven
Methode sollte das Anlegen einer Spiil-Saug-Drainage und die radikale Exzision der
infizierten Weichteile kombiniert werden. So kann die Lebensdauer des Implantats verlangert
werden (Mella-Schmidt & Steinbrink, 1989). Auf die Retention der Prothese bei Patienten mit

einer chronischen Infektion, oder bei Bestehen der Symptomatik von mehr als zwei Wochen,
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sollte verzichtet werden (Crockarell et al., 1998). Alle Spatinfekte erfordern den Ausbau
samtlicher Fremdkdrper, um den biofilmassoziierten Infekt bestmdglich behandeln zu
kénnen. Die Entscheidung flir ein einzeitiges oder zweizeitiges Vorgehen muss individuell

getroffen werden (Lehner et al., 2009).

Beim einzeitigen Vorgehen werden alle Prothesenkomponenten und der komplette
Knochenzement entfernt. Zusatzlich erfolgt ein ausgiebiges chirurgisches Débridement mit
mechanischer Lavage. Um eine bessere lokale Wirkung auf verbliebene Keime zu erzeugen,
werden selbstauflésende Antibiotikatréger in die Wunde eingebracht (Winkler, 2009).
Deswegen ist eine der Bedingungen fir ein einzeitiges Vorgehen die prdoperative
Keimbestimmung und das Erstellen eines spezifischem Antibiogramms (Wodtke & Lohr,
2008). Im Vergleich zum zweizeitigen Wechsel besteht der Vorteil des einzeitigen Wechsels
in einer kiirzeren und damit kostenglinstigeren Hospitalisierungszeit. AuBerdem kénnen
operative und anasthesiologische Komplikationen durch eine einmalige Operation reduziert
werden. Zuséatzlich kommt es durch eine kirzere Aufenthaltsdauer und der schnelleren
Mobilisation des Patienten zu geringeren physischen und psychischen Belastungen. Septische
Patienten oder Patienten mit einem multiresistenten Erregernachweis sind jedoch von einem
einzeitigen Vorgehen auszuschlieBen. Des Weiteren sprechen schlechte Weichteilverhaltnisse
oder gar ein Fistelgang im Operationsgebiet gegen einen einzeitigen Implantatwechsel.
Sollte ein einzeitiges Therapiekonzept nicht den gewiinschten Erfolg mit sich bringen, muss
anschlieBend ein zweizeitiger Wechsel erfolgen (Lichstein et al., 2014). Die Heilungsrate

beim einzeitigen Prothesenwechsel liegt bei (iber 80% (Callaghan, Katz, & Johnston, 1999).

Beim zweizeitigen Wechsel erfolgt ebenfalls der Ausbau aller Prothesenkomponenten, sowie
das Entfernen des kompletten Knochenzements. Danach wird die Wundhdhle chirurgisch und
mechanisch gereinigt. In der Regel werden lokale Antibiotikatrager wie Zementspacer
implantiert. Zum Einen soll der Spacer die Verkiirzung der Muskulatur und der periartikuldren
Weichgewebe verhindern, zum Anderen sollen dadurch hohe lokale
Antibiotikakonzentrationen erreicht werden (Koo et al., 2001). Nach einem gelenklosen
Intervall von mehreren Wochen, der Girdlestone-Situation, wird bei Infektpersistenz die
Prozedur wiederholt, um anschlieBend eine Revisionstotalendoprothese zu implantieren
(Lieberman, Callaway, Salvati, Pellicci, & Brause, 1994). Hohere Heilungsraten von liber 90%
rechtfertigen die zweizeitige Therapiemethode gegen (iber dem einzeitigen Vorgehen
(Langlais, 2003). Im Gegensatz zum einzeitigen Wechsel ist eine prdaoperative

Patientenselektion beim zweizeitigen Wechsel nicht erforderlich.
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2.3 Synovialis und Synovia

2.3.1 Anatomie

Eine Skelettverbindung mit freier Beweglichkeit zwischen zwei benachbarten Knochen wird
synoviales oder echtes Gelenk genannt. Eine fibrose Gelenkkapsel, die mit Flissigkeit, der
Synovia, gefillt ist, umgibt die beiden Knochenenden. Die Synovia ist ein hyaluronreiches
und deshalb viskoses Schmiermittel, welches ein reibungsfreies Gleiten der artikulierenden
Knorpelflachen ermdglicht. Sie enthalt auBerdem Phospholipide, Proteoglycane und weitere
Proteine, die aus dem Blutplasma stammen. Dariliber hinaus ist die Synovialfllissigkeit auch
fir die Erndhrung des Gelenkknorpels verantwortlich (Lillmann-Rauch, 2012). Die
Gelenkkapsel setzt sich aus der bindegewebsreichen Membrana fibrosa, die eine Fortsetzung
des Periostes ist, und der inneren Membrana synovialis zusammen. Die Membrana synovialis
bildet Falten und Zotten, die in den Gelenkraum ragen. Sie besteht wiederum aus der
Subintima, in der lockeres Bindegewebe neben vielen kleinen BlutgefaBen zu finden ist, und
der direkt gelenkseitigen Intima-Deckschicht. Die Intima-Deckschicht, auch ,synovial lining
cells" genannt, besteht aus zwei Typen von Synovialozyten. (Lillmann-Rauch, 2012; Welsch,
2010):

Typ-A-Synovialozyten werden dem Monozyten-Makrophagen-System zugeordnet und sind
bei der Immunabwehr beteiligt (Edwards, 1982). Sie sind phagozytosefdhig, bilden
Immunglobuline und Komplementfaktoren (Theofilopoulos et al, 1980).
Charakteristischerweise besitzen sie viele Lysosomen und werden aufgrund ihrer speziellen

makrophagen Eigenschaften auch M-Zellen genannt (Lillmann-Rauch, 2012; Welsch, 2010).

Typ-B-Synovialozyten werden als synoviale Fibroblasten bezeichnet und werden daher
auch F-Zellen genannt. Sie sind fir die Produktion der Synovialflissigkeit verantwortlich.
Deshalb enthalten sie reichlich raues endoplasmatisches Retikulum fiir die
Proteinbiosynthese (Pitsillides, Wilkinson, Mehdizadeh, Bayliss, & Edwards, 1993; Welsch,
2010).
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2.3.2 Histologische Analyse von Gelenkmembranen

Nach der Implantation einer Endoprothese entsteht zwischen Knochen und Prothese die
sogenannte periprothetische Membran. Diese Membran wird wahrend der Revisionsoperation
entnommen und anschlieBend histopathologisch untersucht. Periprothetische Membranen
zeigen ein heterogenes Erscheinungsbild. Um die histopathologische Diagnostik zu
standardisieren, wird die Membran mit Hilfe des Morawietz Score klassifiziert. Morawietz
beschreibt vier verschiedene Typen von periprothetischen Membranen (Morawietz et al.,
2006):

Typ 1l Abriebinduzierter Typ; hauptsachlich Makrophagen, Partikel
Typ II  Infektidser Typ; neutrophile Granulozyten, keine Partikel
Typ III Kombinierter Typ; Mischung aus Typ I & Typ II, teilweise Partikel

Typ IV Intermediarer Typ; zellarm, kollagen- und fibrinreich, keine Partikel

Der histopathologische Befund des abriebinduzierten Typs und des intermedidren Typs
entsprechen der aseptischen Lockerung, wahrend der infektidse und der kombinierte Typ flr
die septische Lockerung stehen. Die Beurteilung der Entziindlichkeit des Gewebes erfolgt
durch die Auszahlung von neutrophilen Granulozyten. Sie gehdren zum angeborenen
Immunsystem und machen Uber 65% der Leukozyten aus. Bei einer bakteriellen Infektion
wandern sie Uber den ,Rolling"™-Mechanismus aus dem Blut ins jeweilige Gewebe ein. Andere
Zelltypen wie Lymphozyten oder Plasmazellen haben bei der mikroskopischen Auszahlung flr
den PPI keine groBe Relevanz. Ein positiver, septischer Befund entspricht einer Zellzahl von
Uber 5 neutrophilen Granulozyten pro High-Power-Feld (HPF) (Morawietz et al., 2006). Mit
HPF, das im deutschen auch Hauptgesichtsfeld genannt wird, beschreibt man den sichtbaren
Ausschnitt bei einer mikroskopischen VergroBerung um das 400-fache.

Durch Mikrobewegungen zwischen Knochen und Prothese kommt es zum Materialverschlei
und es entstehen Abriebpartikel. Die Partikel bestehen aus Metall-, Keramik-, Knochen- und
Zementresten (Morawietz et al., 2006). Wie stark der Abrieb der gelockerten Prothese war,
zeigt sich meist schon wahrend der Aufbereitung des Gewebes (Abbildung 2-8). Synoviales
Gewebe kann jedoch nicht nur histologisch eingeteilt, sondern vielmehr auch durch den

Einsatz spezifischer Antikérper immunhistochemisch beurteilt werden.
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Abbildung 2-8 Metallabriebpartikel im periprothetischen Gewebe, Partikel als Bodensatz nach dem Zentrifugieren

2.3.3 Immunhistochemische Analyse

Die Immunhistochemie ist eine Nachweismethode fiir Proteine, die von den zu
untersuchenden Zellen oder Geweben exprimiert werden. Dieser Nachweis erfolgt iber eine
Antigen-Antikorper-Reaktion. Die primdren Antikérper binden an ihre passenden
Gegenspieler, die Epitopen. Findet eine solche Bindung statt, kann sie im weiteren
Farbeverfahren durch sekunddre Antikérper sichtbar gemacht werden (Boenisch, 2003). Im
Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten primdaren Antikdrper, sowie die

Synovialozytenzelllinie K4IM beschrieben.

2.3.3.1 Synovialozytenzelllinie K4IM

Die K4IM-Zelllinie besteht aus immortalisierten humanen Synovialozyten. Zur Herstellung
wurden Synovialozyten eines gesunden 40-jahrigen Patienten durch Transfektion mit dem
Simian vacuolating virus 40 (SV40) immortalisiert. Untersuchungen haben ergeben, dass
diese immortalisierte Zelllinie den Phanotyp der nativen Zelllinie beibehielt. Deshalb ist K4IM
ein geeignetes in vitro-System, um die Mechanismen synovialer Zellen zu untersuchen (Haas,
Aicher, Dinkel, Peter, & Eibel, 1997). In dieser Arbeit diente die in der Literatur gut
beschriebene Zellline K4IM zum Vergleich des individuellen Farbebildes der verwendeten
Synovialozytenmarker, und somit zur sicheren Identifikation des intraoperativ enthommenen

Synovialgewebes.
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2.3.3.2 Laminin

Laminin ist ein Glykoprotein, das zur Gruppe der extrazellularen Matrixproteine gehért. Es ist
aus drei Polypeptidketten zusammengesetzt, einer schweren a-Kette und zwei leichten
Ketten, B und y. Die Ketten sind Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden (Katayama,
Sanzen, Funakoshi, & Sekiguchi, 2003). Laminin ist ein Adhdsionsmolekiil und spielt unter
anderem in der Verankerung des Epithels mit der Basalmembran eine wichtige Rolle. Die
Gewebeerneuerung, die Steuerung von Zellwachstum und die Differenzierung von Zellen
sind mit Laminin assoziiert. So zeigen bei der Wundheilung beteiligte Zellen eine vermehrte
Expression von Laminin (Mizushima et al., 1998).

Immunzytochemische Studien haben Laminin im basalen Anteil der Intimazellschicht, der
synovialen Auskleidung von Gelenken, identifiziert (Nozawa-Inoue, Ajima, Takagi, & Maeda,
1999; Pollock, Lalor, & Revell, 1990; Revell, al-Saffar, Fish, & Osei, 1995). Ultrastrukturell
wurden immunreaktive Produkte von Laminin in Zellen mit gut entwickeltem, rauem
endoplasmatischen Retikulum und Sekretgranula gezeigt (Nozawa-Inoue et al., 1999).

Das hieraus resultierende Immunfarbungsmusters ist ein Nachweis flir Laminin in Typ-B-
Synovialozyten. Im Gegensatz dazu zeigt Laminin in den makrophagenahnlichen synovialen

Typ-A-Zellen fast keine Immunreaktivitdat (Nozawa-Inoue et al., 1999; Revell et al., 1995).

X w‘*@* ;

I =
3

Abbildung 2-9 Synovialozyten mit Anfarbung fiir Laminin
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2.3.3.3 Hitze-Schock-Protein 27 (HSP 27)

Unter physiologischen Bedingungen werden diese Proteine in relativ kleinen Mengen
synthetisiert. In Reaktion auf verschiedene Bedingungen wie eine Infektion, oxidativen
Stress, thermische Spannung oder durch proinflammatorische Zytokine wird ihre Anzahl
jedoch um das 10- bis 20-fache hochreguliert. Dann spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung intrazelluldrer Gefahrensignale und beim immunologischen Schutz der Zelle
(Jakob, Gaestel, Engel, & Buchner, 1993; Nagai et al.,, 2006; Welch, 1992).
Hitzeschockproteine  werden entsprechend ihrem Molekulargewicht in  Familien
zusammengefasst. Fir die Hitzeschockproteine 27 mit einer Molekularmasse von 15-30kDa
gibt es in der Literatur unterschiedliche Bezeichnungen. Man nennt sie auch small oder
interfering HSP. Es sind l6sliche, ubiquitdar vorkommende intrazellulare Proteine mit
vielfaltigen Funktionen. Bei der Induktion dieser Proteine handelt es sich um eine in der
Evolution konservierte Reaktion auf subletalen Umgebungsstress (Benndorf & Bielka, 1997).
HSP 27 ist im Zytosol und in der Nahe des Golgi-Apparates lokalisiert. Nach Stressexposition
verandert es seine Position in der Zelle und wird perinukledr nachgewiesen (Arrigo, Suhan, &
Welch, 1988). Das Heat-Shock-Protein 27 wird vor allem von Typ-B Zellen der

Synovialmembran exprimiert (Nagai et al., 2006).

NS#7

Abbildung 2-10 Synovialozyten mit Anfarbung fiir HSP 27
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2.3.34 Cluster of Differentiation 68 (CD 68)

CD 68 ist ein stark glykosyliertes, lysosomales Membranprotein mit einer Molekularmasse
von 110kDa. Es spielt eine wichtige Rolle in der Endozytose. Obwohl sich CD 68 vorwiegend
in lysosomalen Membranen befindet, wird ein kleiner Teil auf der Zelloberflache exprimiert.
Hier dient CD 68 als Fanger fir oxidierte Low-Dense-Lipoproteine und ist auch an der Zell-
Zell-Interaktion beteiligt (Kunisch et al., 2004). Studien haben gezeigt, dass CD 68 ein
Marker fiir Zellen aus der Monozyten-Makrophagen-Zelllinie ist. Aber es besteht auch eine
sehr enge Verbindung zu den phagozytosefahigen Typ-A-Synovialozyten (Kunisch et al.,
2004; Naredo et al., 2005). AuBerdem besitzen etwa 20% der Zellen mit positiver CD 68
Immunreaktivitdt gleichzeitig eine Expression von Laminin. Das bedeutet, dass CD 68
positive Zellen sowohl phanotypische Eigenschaften von Makrophagen sowie von

Synovialozyten besitzen (Nagai et al., 2006).

Abbildung 2-11 Synovialozyten mit Anfarbung fiir CD 68
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2.3.3.5 Vimentin

Vimentin ist ein Typ-III-Intermediarfilament aus der Gruppe der Desmine und damit ein
Element des Zytoskeletts. Die Molekiilmasse des humanen Vimentins betragt 58kDa. Es
kommt im Zytoplasma aller mesenchymalen Zellen wie glatten Muskelzellen, den
Endothelzellen und vor allem in Fibroblasten vor (Hess, Budamagunta, Voss, & FitzGerald,
2004). Positive Reaktion von Vimentin gegeniber Fibroblasten aus Bindegewebe und
Endothelzellen wurde durch die Immunfluoreszenzmikroskopie an Gewebeschnitten gezeigt
(Osung, Chandra, & Holborow, 1982). Der strukturelle Aufbau besteht aus einer zentralen
Domane, die an den Enden von einer Kopf- und einer Schwanzdomane begrenzt wird. Diese
zentrale Domane lasst sich in zwei spiralférmige a-helikale Subdomanen und kleine nicht
helikale Verbindungsdomdnen unterteilen (Hess et al.,, 2004). Experimente konnten
beweisen, dass spezifische Antikdérper an Vimentin und nicht an anderen, eng verwandten
Intermediarproteinen binden. Dadurch kann Vimentin gezielt nachgewiesen werden.
Immunhistochemische Versuche an synovialem Gewebe eines gesunden Kniegelenks
erbrachte ebenfalls den Nachweis von Vimentin (Osung et al., 1982). Vimentin gehért zu den
Fibroblastenmarkern und wird iberwiegend in Typ-B-Synovialozyten exprimiert. Typ-A-Zellen
zeigen jedoch ebenfalls eine minimale Expression von Vimentin (Nagai et al., 2006; Osung et
al., 1982).

Abbildung 2-12 Synovialozyten mit Anfarbung fiir Vimentin

27



Einleitung

2.4 Antimikrobielle Peptide

2.4.1 Klassifikation

Antimikrobielle Peptide (AMPs) wurden erstmals 1966 von Zeya und Spitznagel beschrieben
und aufgrund Ihrer Rolle als Bestandteil des angeborenen Immunsystems vorerst als
Defensine bezeichnet (Ganz, 1999, 2003; Zeya & Spitznagel, 1966). Heute teilt man die
AMPs in Gruppen ein. Die bekanntesten Peptidgruppen sind Defensine und Cathelicidine.
Ihre Eigenschaft bei der aktiven Abwehr von Bakterien erinnert stark an die Wirkungsweise
von Antibiotika. Als sogenannte ,angeborene Antibiotika" bieten sie einen lokal wirksamen
Schutz vor Infektionen. Dies macht sie zugleich zu den derzeit vielversprechendsten
(differenzial-) diagnostischen Hoffnungstragern des chronischen LG-PPI sowie des akuten
PPI (Deirmengian et al., 2014; Parvizi & Haddad, 2015). Auch Pilze und unbehiillte Viren
werden von AMPs erkannt und direkt angegriffen. So sind AMPs in der Lage, mit Rezeptoren
zu interagieren, so die Struktur der Zellmembranen zu veréndern und also zelluldre Prozesse
zu beeinflussen (De Smet & Contreras, 2005; Lai & Gallo, 2009).

Diese Fahigkeit scheint eine eukaryotische Verteidigungsstrategie gegeniiber Keimen zu sein,
die sich lange Zeit vor der anpassungsfahigen, adaptiven Immunabwehr von Zellen
entwickelt hat. Verschiedene Zelltypen unterschiedlicher Lebewesen wie Vertebraten,
Evertebraten, Insekten und sogar Pflanzen produzieren antimikrobielle Peptide
(Gudmundsson et al., 1996; Palffy et al., 2009).

2.4.2 Defensine

Defensine gehoéren zur Gruppe der AMPs. Es sind endogene, nur 33 bis 47 Aminosauren
lange, cysteinreiche EiweiBe mit einem Molekulargeweicht von 2-6kDa (Yang, Biragyn, Kwak,
& Oppenheim, 2002). Sie werden in drei weitere Klassen, die a- p- und 0-Defensine
eingeteilt (Lehrer, 2004). Die Klassen o und B unterscheiden sich in der Position der sechs
Cysteine ihrer Aminosauresequenz und der entsprechenden intramolekularen Verkniipfung
ihrer drei Disulfidbriicken (Ganz, 1999). 6-Defensine entstehen durch alternatives Spleien
und der Peptidsynthese aus zwei a-Defensinen (Tang et al., 1999). In humanen Geweben
werden nur a- und p-Defensine exprimiert. Die Expression humaner a-Defensine wurde
unter anderem in neutrophilen Granulozyten und Panethzellen nachgewiesen. a-Defensinen
konnte in Studien von Deirmengian eine nahezu 100%ige diagnostische Genauigkeit als
synoviale Biomarker des PPI nachgewiesen werden (Chen, Fei, & Deirmegian, 2014;

Deirmengian et al., 2014). Es ist zudem bisher der einzige Biomarker in der PPI-Diagnostik,
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der in Form eines CE-zertifizierten kommerziell erhéltlichen Schnelltests Einzug in die Klinik
gefunden hat. p-Defensine werden in dermalen und mukdsen Epithelzellen produziert (Ganz,
2003; Harder & Schroder, 2005). Auch im Epithel der Atemwege, des Urogenital- und
Gastrointestinaltraktes findet die Defensinproduktion statt (Dale & Krisanaprakornkit, 2001;
Froy, 2005; Ganz, 2003). 1993 wurden die pB-Defensine als eigene Klasse identifiziert. Ihre
antimikrobielle Eigenschaft liegt in ihrer Proteinstruktur (Selsted et al., 1993). Die
Sekundarstruktur besteht aus drei antiparallel angeordneten p-Faltblattern und einer
angrenzenden, N-terminalen a-Helix. Durch die Ausbildung von Disulfidbriicken entsteht ihre

spezifische dreidimensionale Tertidrstruktur (Hoover et al., 2000).

2.4.2.1 Humanes-beta-Defensin 2

Das Humane-beta-Defensin 2 (HBD-2) wurde erstmalig 1997 durch Harder aus der Dermis
von Psoriasispatienten isoliert (Harder, Bartels, Christophers, & Schroder, 1997). Der Kontakt
von Epithelzellen mit gramnegativen Bakterien, Pilzen und proinflammatorischen Zytokinen
fuhrt innerhalb kurzer Zeit zur vermehrten Expression ihrer Transkriptionsprodukte (Dale &
Krisanaprakornkit, 2001; Lehrer, 2004). Eine verstarkte antimikrobielle Wirkung von HBD-2
konnte gegeniliber gramnegativen Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa oder Escherichia
coli, sowie gegen die grampositiven Streptokokken-Stdmme mutans und sobrinus
nachgewiesen werden (Nishimura et al., 2004; Shiba et al., 2003). Im Vergleich dazu zeigte
sich eine verminderte HBD-2-Expression gegeniiber grampositiven Bakterien wie
Staphylokokkus aureus und Staphylokokkus epidermidis. Gewebe, die keinen Kontakt zu

Keimen haben, bilden nur eine sehr basale Menge an HBD-2 (Harder & Schroder, 2005).

Abbildung 2-13 Strukturzeichnung HBD-2 (Schibli et al., 2002)
29



Einleitung

2.4.2.2 Humanes-beta-Defensin 3

Dieses Peptid konnte 2001 im Rahmen biochemischer Analysen ebenfalls aus der
keimbesiedelten Haut von Psoriatikern isoliert werden. Das 45 Aminosauren lange Humane-
beta-Defensin 3 (HBD-3) besitzt mit einer Nettoladung von +11 die starkste kationische
Anziehungskraft unter den Defensinen (Garcia et al., 2001; Harder, Bartels, Christophers, &
Schroder, 2001).

Im Vergleich zu HBD-2 zeigt HBD-3 allgemein ein breiteres Wirkspektrum gegeniber
Erregern, einschlieBlich den Methicillin-resistenten Stammen von Staphylococcus aureus
sowie Vancomycin-resistenten Stammen von Enterokokkus faecium. Somit zeichnet sich
HBD-3 vor allem durch eine verstarkte antimikrobielle Wirkung gegeniiber grampositiven
Bakterien aus (Harder et al., 2001).

Im Gegensatz zu anderen p-Defensinen wird die Genexpression von HBD-3 neben den
genannten inflammatorischen Reizen zusatzlich von Hormonen beeinflusst. Es konnten
stimulierende Effekte durch Wachstumsfaktoren wie Epithelial growth factor 1, Transforming

growth factor o und Insulin-like growth factor 1 nachgewiesen werden (Schroder & Harder,

2006).

Abbildung 2-14 Strukturzeichnung HBD-3 (Schibli et al., 2002)
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2.4.3 Humanes Cathelicidin

Auch die Cathelicidine gehdren zu den antimikrobiellen Peptiden. Beim Menschen wurden sie
primdr in der entziindeten Haut von Psoriasispatienten isoliert und als Abwehrmolekile
erkannt (Peric, Koglin, Ruzicka, & Schauber, 2009). Das einzig bekannte humane Cathelicidin
heiBt LL-37 und wird unter anderem in Epithelien gebildet (Sayama et al., 2005). Aber auch
in neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und natirlichen Killerzellen wird LL-37 produziert
und Ubernimmt eine wichtige Funktion des unspezifischen, angeborenen Immunsystems
(Bals, 2000; Schwab et al.,, 2007; Sorensen, Arnljots, Cowland, Bainton, & Borregaard,
1997). Das kompakte Cathelicidin-Gen besteht aus 1963 Basenpaaren mit vier Exons, die
den Bauplan eines Propeptids enthalten. Die Exons eins bis drei codieren fir eine
Signalsequenz, die Cathelin genannt wird. Sie entspricht einem 140 Aminosduren langem,
hoch konservierten, N-terminalen Abschnitt (Gudmundsson et al., 1996; Strukelj et al.,
1995). Dieser Proteinabschnitt besitzt zwei Disulfidbriicken zwischen den Cysteinresten an
Position C85-C96 und C107-C124 (Lai & Gallo, 2009). Das vierte Exon codiert flir die
erheblich heterogenere, hypervariable C-terminale Region und enthdlt die Information flr
das reife antibakterielle Peptid (Bals, 2000; Lai & Gallo, 2009). Die Molekiilmasse des
Propeptids betragt 18kDa, weshalb es auch als human cationic antimicrobial peptide 18
(hCAP18) bezeichnet wird. LL-37 besteht aus 37 Aminosdauren und entsteht durch

extrazelluldare Proteolyse aus hCAP18 (Gudmundsson et al., 1996).

\-

Abbildung 2-15 Strukturzeichnung LL-37 (Schluesener, Su, Ebrahimi, & Pouladsaz, 2012)

Das inaktive Propeptid wird durch Proteinasen enzymatisch in das Cathelin und das C-
terminale antimikrobielle Peptid LL-37 gespalten (Zanetti, 2005). Dieses Endprodukt enthalt
im Gegensatz zu den Defensinen kein Cystein und ist nicht in der Lage, Disulfidbriicken zu
bilden. Deshalb nimmt es als Sekundarstruktur eine lineare Uber Wasserstoffbriicken

stabilisierte a-Helix-Struktur ein (Weinberg, Krisanaprakornkit, & Dale, 1998).
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2.4.4 Wirkmechanismus

AMPs sind niedermolekulare, kationische Oligo- und Polypeptide (Gudmundsson et al.,
1996). Ihre positive Ladung und ihre geringe GroBe ermdglichen ihnen, lber elektrostatische
Anziehung an den negativ geladenen Phospholipidgruppen der Polysaccharidoberflache von
Bakterien zu binden (Yang et al.,, 2002). Dabei kommt es durch unterschiedliche
Mechanismen zur Apoptose der Bakterienzelle.

Das Fassdaubenmodell beschreibt, wie das Verdrangen von Lipiden und das Inhibieren der
Zellwandsynthese zu Unterbrechungen der Lipiddoppelschicht fiihrt. Dieser Vorgang bewirkt
eine transmembrandse Porenbildung, wodurch es zum Austritt von Zellinhalt und damit zur
Apoptose kommt (Brogden, 2005; Lai & Gallo, 2009). Bei hohen Peptidkonzentrationen wird
die doppelschichtige Polysaccharidoberflaiche der Bakterienzelle teppichartig eingehiillt.
Dabei bilden die Peptide transiente Locher in der Membran. Dies fihrt zur Entstehung

einzelner Mizellen und letztendlich zur Zellapoptose (Brogden, 2005; Pouny, Rapaport, Mor,

Nicolas, & Shai, 1992).
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Abbildung 2-16 Wirkmechanismus antimikrobieller Peptide, die Zylinder stellen AMPs dar; A: Fassdaubenmodel
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B: Transmembrandse Pore C:Teppichmodel mit Mizellenbildung (Palffy, 2009)
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Humane Zellen sind von diesen Apoptosemechanismen nicht betroffen, denn im Gegensatz
zur Bakterienzellmembran besitzen die koérpereigenen Zellen eine neutralgeladene
Phospholipidschicht, welche eine elektrostatische Anziehung von AMPs verhindert. In
Anwesenheit bestimmter positiv geladener Ionen, wie etwa Kalzium, werden sogar Bakterien
selbst vor dem Angriff der AMPs und somit vor der Apoptose geschiitzt. Die elektrische
Ladung der Bakterienoberflache wird aufgehoben und die Elektrostatik hat keinen Einfluss

mehr auf die Anziehung der kationischen, antimikrobiellen Peptide (Schneck et al., 2010).

Antimikrobielle Peptide besitzen auBer der Fahigkeit (iber das angeborene Immunsystem
direkt zu agieren noch weitere regulative Funktionen, die mit dem adaptiven Immunsystem
verbunden sind (Lai & Gallo, 2009). So neutralisieren AMPs unter anderem
proinflammatorische Zytokine, beeinflussen die Degranulation von Mastzellen und haben
chemotaktischen Einfluss auf T-Zellen sowie antigenprasentierende dendritische Zellen.
AuBerdem sind sie an der Wundheilung, an der Vaskularisierung von Geweben und an der
Proliferation von Epithelien beteiligt (Lai & Gallo, 2009). Vereinfacht zusammengefasst

bewirken sie ein Zusammenspiel des angeborenen und des adaptiven Immunsystems.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Paulsen erbrachte im Jahr 2002 den Erstnachweis, dass die AMP-Expression von der
Atiologie einer Gelenkentziindung abhangig ist. Insbesondere die AMPs HBD-2, HBD-3 und
LL-37 unterschieden sich bei Patienten mit Osteoarthrose, rheumatoider und pyogener
Arthritis (Paulsen et al., 2002). 2013 gelang es der eigenen Arbeitsgruppe, anhand des AMP-
Spiegels im Gelenkpunktat erstmalig sicher zwischen aseptischer und septischer
Prothesenlockerung zu differenzieren (Gollwitzer et al., 2013). Dabei zeigten sich die AMPs
HBD-3 sowie das humane Cathelicidin LL-37 als ideale PPI-Marker mit einer hdheren
diagnostischen Genauigkeit als die gegenwartigen Standarddiagnostika. Jedoch blieb die
genaue Herkunft der in der Gelenkflissigkeit nachweisbaren AMPs ungeklart.
Konsequenterweise war es nun Ziel dieser Arbeit, die AMP-Expression von HBD-2, HBD-3
und LL-37 in der Synovialmembran und der periprothetischen Gelenkmembran bei
vorliegendem PPI, in Abhdngigkeit des intraartikuldaren Keimspektrums, auf Gewebe- und
Zellkulturebene nachzuweisen. In (ber 70% der PPI handelt es sich um grampositive
Erreger. Diese sind zumeist Keime der normalen Hautflora, die bei Friih- und Spatinfektionen
auf die Prothesenoberflache gelangen (Inman et al., 1984; Lohmann et al., 2007). Die
Untersuchungen in der Gruppe der septischen Patienten wurde daher ebenfalls nach einem
grampositiven Erregernachweis durchgefiihrt. Die Untersuchungen der Patienten in den
Gruppen primdre TEP Implantation und gesicherte aseptische Lockerung dienten zum
Vergleich. Fiir die Experimente wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet um die
AMP Expression in Gelenksmembranen quantitativ nachzuweisen. Zum Einen mit Hilfe von
Paraffingewebe, das zum Zeitpunkt der Operation aufbereitet wurde, zum Anderen durch ex-
vivo, in-vitro Synovialzellisolate der intraoperativ enthommenen Membranen.

Nach der Identifikation der intraoperativ enthommenen Synovialozyten ist ein Nachweis der
AMP-Expression in beiden Methoden durch die immunhistochemische Farbereaktion mdglich
(Boenisch, 2003). Fir die statistische Vergleichbarkeit der Peptidexpression wurden zwei
Scoring-Systeme, der Immunreaktive Score nach Remmele und Stegner (IRS) (Remmele &
Stegner, 1987) sowie der Total Score nach Allred (TS) (Allred et al.,, 1998), zur
semiquantitativen Auswertung der Ergebnisse herangezogen. AnschlieBend wurde die
Signifikanz der Analysen ermittelt. Fiir die Experimente mit Paraffingewebe wurde zusatzlich
die diagnostischen Giite mit Hilfe einer Receiver operating characteristic curve berechnet
(Jurgen Bortz, 2008).
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4 Material und Methoden

4.1 Gerate und Reagenzien

4.1.1

Technische Gerate

Centrifuge 5804 R Eppendorf Hamburg Deutschland
Eppendorf EasyPet Eppendorf Hamburg Deutschland
Hera freeze basic (-80°) Thermo Fisher Scientific | Schwerte Deutschland
Hera Safe HS12 Heraeus Hanau Deutschland
Inkubator Hera Cell Heraeus Hanau Deutschland
Klimaschrank WTC Binder Tuttlingen Deutschland
Kihlplatte COP 30 Medite Burgdorf Deutschland
Leica RM 2255 Mikrotome Leica Nussloch Deutschland
Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss GmbH Jena Deutschland
Mikroskop Observer.Z1 Carl Zeiss GmbH Jena Deutschland
Mikroskop Wilovert S Helmut Hund GmbH Wetzlar Deutschland
Mikrotom-Klinge S35 Feather Osaka Japan

MS2 Minishaker IKA Works, Inc. Staufen Deutschland
Multipette plus Eppendorf Hamburg Deutschland
Pipette Eppendorf reference Eppendorf Hamburg Deutschland
Titramax & Inkubator 1000 Heidolph Schwabach | Deutschland
Rotina 420R Hettich Tuttlingen Deutschland
Thermobecken GFL 1052 G.f. Labortechnik Burgwedel Deutschland
Thermobecken SUB Grant Instruments Cambridge England
Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg Deutschland

Tabelle 4.1-1 Technische Gerate
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4.1.2

Gewebeaufbereitung

Cell Strainer 40 und 70um Nylon BD Falcon San Jose USA
Cellstar Tubes 50ml greiner bio-one Kremsmiinster Osterreich
Cellstar, serological pipette greiner bio-one Kremsmdinster Osterreich
Cryogenetic Vails Fisher Scientific | Schwerte Deutschland
Dulbecco's MEM F0415 Biochrom AG Berlin Deutschland
Liberase-TM 120yl in 10ml Roche Indianapolis USA
Monovette Blutserumréhrchen Sarstedt Numbrecht Deutschland
Neubauer Zdhlkammer Assistant Sondheim Deutschland
Petrischale Tissue Culture Dish Sarstedt Newton USA
Phosphate buffered saline, pH 7.4 Sigma-Aldrich Steinheim Deutschland
SafeSeal-Tips Premium Biozym Scientific | Oldendorf Deutschland
Skalpell Feather Feather Osaka Japan

Tabelle 4.1-2 Material fiir Probenentnahme

4.1.3  Zellkultur
Produkt  [Hersteller  stadt  [iand
Cellstar Tubes 50ml greiner bio-one |Kremsmiinster Osterreich
Cellstar, serological pipette, sterile greiner bio-one |Kremsmiinster Osterreich
Culture Slides Chamber BD Falcon San Jose USA
Dulbecco's MEM F0415 Biochrom AG Berlin Deutschland
Dulbecco 's RPMI Biochrom AG Berlin Deutschland
FBS Superior standardized Biochrom AG Berlin Deutschland
Hepes-Buffer (1M) Biochrom AG Berlin Deutschland
L-Glutamin 200mM low endotoxin Biochrom AG Berlin Deutschland
MEM-Vitamine w10 mM Na2HPO4 Biochrom AG Berlin Deutschland
Neubauer Zdhlkammer Assistant Sondheim Deutschland
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml Biochrom AG Berlin Deutschland
Phosphate buffered saline, pH 7.4 Sigma-Aldrich Steinheim Deutschland
Tissue Culture Flask 750ml/175cm? BD Falcon San Jose USA
Trypsin/EDTA Lsg. 0,05%/0,02% Biochrom AG Berlin Deutschland

Tabelle 4.1-3 Material fir Zellkultur
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4.1.4 Paraffingewebe

Ethanol 70%, Ethanol absolut 99,8% Apotheke RDI | Miinchen Deutschland
H202 30% Merck Darmstadt Deutschland
Methanol 99,9% Roth Karlsruhe Deutschland
Micro-Cut Schmelzpunkt 56-58°C Polysciences Warrington USA

Objekttrager Superfrost Plus Menzel-Glaser |Braunschweig |Deutschland
Paraffinkassetten/Einbettkassetten Omnilab Bremen Deutschland
PFA 4% bereits in Lsg. Apotheke RDI | Miinchen Deutschland
PFA 4% Pulver Merck Darmstadt Deutschland
Phosphate buffered saline, pH 7.4 Sigma-Aldrich | Steinheim Deutschland
Proteinase K Quiagen Hilden Deutschland
Target Retrieval Solution pH6 Dako Hamburg Deutschland
Xylol Pharm. Helv. XI Hedinger Stuttgart Deutschland

Tabelle 4.1-4 Material fiir Paraffingewebe

Abbildung 4-1 Aufbereitung von intraoperativ entnommenen Gewebeproben; A: Schneiden B: Einlegen in eine

Paraffinkassette
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4.1.5

Immunhistochemie und Antikorper

AEC Dako Hamburg Deutschland
Antibody Diluent Dako Hamburg Deutschland
Aqua dest. Ecotainer B.Braun Melsungen Deutschland
Avidin-Biotin-Complex Vector Burlingame CA

Biotinylated Anti Mouse IgG Vector Burlingame CA

Biotinylated Anti Rabbit IgG Vector Burlingame CA

Brij L23 Solution Sigma-Aldrich | Steinheim Deutschland
Deckglaser 24x50mm #1 Menzel-Glaser |Braunschweig |Deutschland
Ethanol 70%, Ethanol absolut 99,8% Apotheke RDI | Miinchen Deutschland
Kaisers Glyceringelatine Merck Darmstadt Deutschland
Phosphate buffered saline, pH 7.4 Sigma-Aldrich | Steinheim Deutschland
Protein Block (Serum free) Dako Hamburg Deutschland
SafeSeal-Tips Premium Biozym Oldendorf Deutschland
Saures Hamalaun nach Mayer 1| Apotheke RDI | Miinchen Deutschland

Tabelle 4.1-5 Material fir Immunhistochemie

Biotinylated Anti-Goat IgG BA-9500 Vector Burlingame USA

Control Mouse IgG 500-M00 PeproTech Rocky Hill USA

Human Beta Defensin 4/2 AF2758 R&D Systems | Wiesbaden Deutschland
HBD-3 Rabbit Polyclonal LS-B86 Lifespan Seattle USA

HSP 27 Santa Cruz sc13132 Santa Cruz Heidelberg Deutschland
LL-37 Polyclonal Rabbit Anti-LL-37 Inovagen Lund Schweden
Mouse Anti-CD68 M0814 Dako Hamburg Deutschland
Mouse Anti-Vimentin M0725 Dako Hamburg Deutschland
Mouse IgG X0943 Dako Hamburg Deutschland
Normal Goat IgG AB-108-C R&D Systems | Wiesbaden Deutschland
Normal Rabbit IgG 500-P00 PeproTech Rocky Hill USA

Protein Kinase PK Qiagen Hilden Deutschland
Rabbit Anti-Laminin Dako Z0097 Dako Hamburg Deutschland
Rabbit Ig Fraktion X0936 Dako Hamburg Deutschland

Tabelle 4.1-6 Antikorper flir Immunhistochemie
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4.2 Ethikantrag und Patientenaufklarung

Der Antrag an die Ethikkommission der TU Miinchen, unter dem Vorsitz von Herrn Univ.-
Prof. Dr. med. A. Schdmig, wurde gestellt und am 14.09.2009 durch das Gremium bewilligt.
Die Arbeit wurde finanziell durch die Kommission fir klinische Forschung der Fakultat fir
Medizin der Technischen Universitat Minchen (KKF-Projekt C08-08) geférdert.

Im Patientengesprach und mit Hilfe eines speziell angefertigten Informationsblattes der
Arbeitsgruppe fiir septische Endoprothetik wurden die intraoperative Probenentnahme und
die einzelnen experimentellen Schritte im Vorfeld ausfihrlich erldutert. Die Patienten
erklarten sich mit der Entnahme und wissenschaftlichen Verwendung von Blut,

Gelenkpunktat und Gewebe einverstanden. Eine Einverstandniserklarung liegt jeweils vor.

4.3 Patientenkollektive

Alle Patientenproben wurden in der Klinik fir Orthopadie und Sportorthopadie des Klinikums
rechts der Isar der Technischen Universitdt Miinchen entnommen. Fiir die Experimente
wurde Synovialgewebe aus der Gelenkkapsel, sowie aus der periprothetischen Membran von
Knie- und Hiiftgelenken verwendet. Die Entnahme erfolgte prospektiv konsekutiv. Patienten
mit chronisch entziindlichen Beschwerden oder einer bekannten malignen Grunderkrankung
wurden als Gewebedonor ausgeschlossen. Ebenso ausgenommen wurden voroperierte
Patienten, die mit Wundschwammen oder lokalen Antibiotikatrédgern versorgt waren. Um die
Ergebnisse besser bewerten und untereinander vergleichen zu kdnnen, wurden die

Experimente mit Gewebeproben aus drei verschiedenen Patientenkollektiven durchgefihrt.

Das erste Kollektiv besteht aus Patienten mit Arthroseleiden, die sich zur primadren
operativen Versorgung durch eine Totalendoprothese entschieden haben. Diese ansonsten

gesunden Patienten wurden in die Gruppe Primdre Hiift- und Knie-TEP eingeschlossen.

Im zweiten Kollektiv befinden sich Patienten, die bereits mit einer primaren
Totalendoprothese operativ versorgt worden waren. Aufgrund einer aufgetretenen
Prothesenlockerung oder durch einen verschleiBbedingten Prothesenwechsel musste erneut
eine operative Versorgung geplant waren. Bei diesem Patientenkollektiv konnte im
praoperativ entnommenen Blutserum kein CRP-Wert-Anstieg oder eine Leukozytenerh6hung
festgestellt werden. Die mikrobiologische Untersuchung des Gelenkpunktats und die
intraoperativ entnommenen Abstriche mussten zudem nach verlangerter 10-tagiger
Bebriitung ohne pathologischen Befund sein. Ferner musste die Histologie der

intraoperativen Gewebe nach Morawietz und Krenn ohne Infektverdacht sein.
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GemaB dem derzeitigen diagnostischen Goldstandard der Musculoskeletal Infection Society

konnten diese Patienten dann in die Gruppe Aseptische Lockerung eingeteilt werden.

In Kollektiv drei wurden Patienten eingeschlossen, die zur operativen Revision einer
einliegenden Endoprothese stationar aufgenommen wurden. Erhéhte Entziindungswerte
(CRP-Wert, BSG und Leukozyten) sowie der Nachweis eines grampositiven, Katalase-
positiven sowie Koagulase-negativen Erregers im Punktat waren flir dieses Kollektiv obligat.
Bei identischen intraoperativen Abstrichen wurden die Patienten dann gemaB dem
Konsensus der Musculoskeletal Infection Society in die Gruppe Septische Lockerung

aufgenommen.

Patienten, die dem Kollektiv drei entsprechen, jedoch einen gramnegativen Erregernachweis
zeigten, wurden zusatzlich zur Isotyp- und PBS-Kontrolle als Positivkontrolle fiir HBD-2
herangezogen. Diese Positivkontrolle wurde bei der HBD-2-Farbung fiir Paraffingewebe
zusatzlich durchgeftlihrt. So konnte zum einen die HBD-2-Antikdrperkonzentration auf 1ug/ml
festgelegt werden, zum anderen diente die Positivkontrolle zur Sicherung der HBD-2-
Ergebnisse, da es gegeniliber grampositiven, Katalase-positiven Bakterien nur zu einer
basalen HBD-2-Expression kommt. Allerdings findet als Reaktion auf eine gramnegative
Keimbesiedelung wie im Gewebe der Positivkontrolle eine HBD-2-Expression im Gewebe statt
(Harder & Schroder, 2005).

Als Nullreferenz und zur Gewebeidentifikation des entnommenen Synovialgewebes konnte
die bereits beschriebene immortalisierte Synovialozytenzelllinie K4IM (2.3.3.1) verwendet

werden.

Aufgrund einer Implantatlockerung stellte sich ein Patient zum Prothesenwechsel vor. Die
entnommenen intraoperativen Abstriche und das Punktat zeigten keinen Erregernachweis,
jedoch berichtete der Proband von einer septischen Revisiontherapie in der Vergangenheit.
Die Gewebeprobe wurde von der Auswertung ausgeschlossen da keine Einteilung in ein
Kollektiv mdglich war. Aus wissenschaftlichem Interesse und als Ausblick fiir die weitere

Forschung wurde das Gewebe dennoch bearbeitet (6.4 Ausblick fir weitere Forschung).
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4.4 Probenentnahme

Zum direkten Vergleich der aktuellen Standarddiagnostik wurde jedem Patient im Rahmen
der Narkoseeinleitung zwei Blutserumréhrchen mit Vollblut entnommen. Eines wurde wie
Ublich durch das Institut fir klinische Chemie analysiert. Das zweite Rdhrchen wurde
umgehend zentrifugiert. Dabei entstehen die typischen drei Phasen aus Serum, Leukozyten

und den anderen zellularen Blutbestandteilen.

Serumiiberstand

Leukozytenphase

Abbildung 4-2 Drei Phasen des Vollblutes nach dem Zentrifugieren

Abhangig von der Breite der Leukozytenphase, ist bereits eine grobe Abschatzung lber die
Entziindungssituation des Patienten moglich (Abbildung 4-2). AnschlieBend wurde der
Serumiberstand vorsichtig von den zelluldren Blutbestandteilen abpipettiert, in ein
Cryogenetic Vail gefiillt und bei -80°C eingelagert.

Als aktueller Goldstandard erfolgte die intraoperative, sterile Gelenkspunktion und die
Aspiration von Synovia. Diese wurde aufgeteilt und zum einen durch das Institut fur
Medizinische Mikrobiologie des Klinikum rechts der Isar ausgewertet. Die andere Halfte
wurde in ein 50ml Cellstar Tube pipettiert und ebenfalls bei -80°C eingelagert.
Zwischenzeitlich wurde im Rahmen der Operation die Synovialmembran herausprapariert.
Wie Ublich wurde davon ein Gewebestlick zur histopathologischen Analyse an das Institut fur
Pathologie des Klinikum rechts der Isar geschickt. Die restliche Synovialmembran konnte fir

die folgenden Experimente aufbereitet werden.

Fir diese Arbeit dienten die Ergebnisse der Punktatanalyse und der histologischen
Untersuchung der jeweiligen Institute als Sicherheit, um die Patienten in das richtige

Kollektiv einzuteilen.
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PRAOPERATIV INTRAOPERATIV
SERUM PUNKTAT

; ; Quantitativer AMP Nachweis

Abbildung 4-3 Schaubild zur Probenentnahme

Als Gewebeprobe wurde ausschlieBlich die gelenkseitige Synovialmembran verwendet und
bereits im Operationssaal in ein Ndhrmedium®' gegeben (Tabelle 4.5-1). Nach der
intraoperativen Probenentnahme wurde das Synovialgewebe unter sterilen Bedingungen, mit

Hilfe einer Laminar-Air-Flow, fiir die verschiedenen Methoden aufbereitet.

Abbildung 4-4 Steriles Zerkleinern der gelenkseitigen Synovialmembran
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4.5 Zellkultur
4.5.1 Nahrmedium

Die ideale Zusammensetzung der Nahrmedien wurde im Vorfeld erarbeitet (Tabelle 4.5-1).
Dafir wurden die Medienzusatze in unterschiedlichen Konzentrationen zu den gangigen
Grundmedien RPMI (entwickelt am Roswell Park Memorial Institute) und Dulbeccos MEM
gemischt und zu je 25ml in Tissue Culture Flask mit 175cm? Grundflache (T175) gefiillt.
AnschieBend wurden jeweils 450.000 Synovialozyten hinzu pipettiert und Uber einen
Zeitraum von 15 Tagen bebriitet.

Alle finf Tage wurde die Zellzahl bestimmt und in eine Wachstumskurve Ubertragen. Anhand
des Wachstumsfaktors und der lber den Trypanblau-Exklusionstest bestimmten Zellvitalitat

wurde das ideale Nahrmedium ermittelt (Tabelle 4.5-1).

Zusatzlich musste das Zellkulturmedium den verschiedenen Arbeitsschritten angepasst

! und ? gekennzeichnet.

werden. Das jeweilige Medium wurde durch die Exponenten
Medium® besitzt im Gegensatz zu Medium?® kein fetales K&lber Serum (FBS/FCS) und keine
Antibiose. FCS besteht aus Peptiden. Wahrend der Synovialozytenisolierung wirde FCS
ebenfalls von der Kollagenase Liberase gespalten werden. Dadurch wirde dieser

Arbeitsschritt zusatzlich verlangert werden und somit die Synovialozyten schadigen.

Medium? Dulbecco s MEM 500mll 2% HEPES-Buffer
(Serumfree) Biochrom FG 0415 1% Glutamin
1% Vitamin
Medium? Dulbecco 's MEM 500ml 10% FBS/FCS
Biochrom FG 0415 2% HEPES-Buffer
1% Glutamin
1% Vitamin
1% Penicillin/Streptomycin

Tabelle 4.5-1 Arbeitsschrittabhdngige Nahrmedien

Das Nahrmedium wurde vor jedem Gebrauch auf die physiologische Temperatur von 37°C
gebracht. Auch das Grundmedium sowie alle Medienzusatze wurden vor dem Mischen im

Warmebecken auf 37°C erwarmt.
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4.5.2 Synovialozytenisolierung

Unter dem Lichtmikroskop wurde die Intimaschicht des intraoperativ. entnommenen
Synovialgewebes sicher identifiziert und dann mit dem Skalpell vom Ubrigen Gewebe
getrennt (Abbildung 4-1 und Abbildung 4-4). AnschlieBend wurde die Intimaschicht in
ein 50ml Tube mit 10ml Nahrmedium® (Tabelle 4.5-1) sowie 120yl Liberase gegeben, und
fir 5 Stunden in einem 37°C warmen Inkubations-Plattformschittler inkubiert. Das Enzym
Liberase gehort zu den Kollagenasen, 16st die Peptidbindungen des kollagenen Bindegewebe
auf und gibt die einzelnen Synovialozyten aus ihrem Gewebeverbund frei. Dies ist eine
effektive und schonende Art der Zellisolierung aus dem Gewebe, die sich in héheren
Zellzahlen, Zellvitalitaten und Funktionseigenschaften der Synovialozyten widerspiegelt.

Auch die folgenden Arbeitsschritte fanden unter sterilen Bedingungen mit Hilfe einer
Laminar-Air-Flow statt. Um die isolierten Zellen aus dem Gemisch von kollagenem
Bindegewebe, Medium und Liberase zu separieren, musste die Fliissigkeit zuerst vorsichtig
durch ein Nylonnetz der MaschengroBe 70um und anschlieBend durch ein Nylonnetz der
MaschengrdoBe 40um mit Hilfe einer Eppendorf EasyPet in ein 50ml Tube pipettiert werden.
Die Bindegewebsfasern bleiben dabei im Netz hangen. Um die MaschengrdBe ideal zu
wahlen, wurden bereits im Vorfeld 100 Synovialozyten entnommen, mikroskopisch
vermessen und ausgewertet. Diese hatten eine durchschnittliche GréBe von 18,6um bei einer
Range von 13-28um. Die gewonnene Suspension wurde fiir zehn Minuten bei 4°C und 1140
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nachdem der Uberstand sorgsam durch Pipettieren
entfernt wurde, kdnnen die Synovialozyten, die sich als Sediment am Boden des 50ml Tube

abgesetzt hatten, mit frischem Ndhrmedium? (Tabelle 4.5-1) erneut resuspendiert werden.

4.5.3 Zellzahl und Zellvitalitat

Um Ausgangswerte fiir die Passage Null (PO) der Zellkulturuntersuchungen (z.B.
Wachstumskurven) zu erhalten, wurde die Anzahl und Vitalitat der enthommenen und frisch
isolierten Synovialozyten bestimmt. Dazu wurden alle Synovialozyten, die sich als Sediment
am Boden des 50ml-Tube abgesetzt hatten, mit 10ml frischem Nahrmedium? erneut
sorgfdltig unter sterilen Bedingungen resuspendiert. AnschlieBend mussten 100yl
Zellsuspension mit 100ul Trypanblau-Lésung in einem Eppendorfgefa miteinander gemischt
und flir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert werden. In dieser kurzen
Inkubationsphase nehmen abgestorbene Zellen den Farbstoff Trypanblau in ihren
Intrazellularraum auf und farben sich blau an. Vitale Zellen hingegen nehmen keinen
Farbstoff auf und behalten ihre neutrale Eigenfarbung. Dieser Test wird Trypanblau-

Exklusionstest genannt.
44



Material und Methoden

Abbildung 4-5 A: Neubauer Zahlkammer, Seitenflachen mit Trypanblau gefiillt B: Seitenfldche in

mikroskopischer Ansicht. Von den neun Quadraten werden die duBeren vier ausgezahlt

AnschlieBend wurden die zwei Seitenflachen der Neubauer-Zéahlkammer, die sich zwischen
Grund- und Deckplatte befinden, mit dem Zellsuspension-Trypanblau-Gemisch mit Hilfe einer
Eppendorf Reference Pipette gefiillt. Zur Auszahlung wurde die Neubauer-Zahlkammer unter
ein Lichtmikroskop gelegt, so dass die Einteilungslinien der Seitenflachen zu sehen sind. Jede
Seitenflache besteht aus neun groBen Quadraten. Jedes der neun Quadrate hat eine Flache
von 0,1mm?. Die vier Eckquadrate werden ausgezahlt. Die Hohe zwischen dem Deckglas und
der Grundplatte betragt 0,1mm (Abbildung 4-5). Das heiBt, in jedem der Quadrate
befindet sich ein definiertes Volumen von 1mm?x0,1mm. Somit lassen die folgenden
Formeln Riickschliisse auf die Zellzahl und die Zellvitalitédt der Ausgangssuspension zu. Die

Zellzahl wird pro Milliliter angegeben und kann dann hochgerechnet werden:

> Zellen pro ml = gezihlte Zellen + 2 SF + 4 Quadrate x 2 Verdiinnungsfaktor x 10*

Das Auszahlen der beiden Seitenflaichen (SF) erhdht die Genauigkeit, da ein
Durchschnittswert gebildet werden kann. Jedoch muss anschlieBend wieder durch zwei
geteilt werden. Ebenso verhdlt es sich mit der Anzahl der ausgezahlten Quadrate. Sie
erhdhen die Genauigkeit der Stichprobe und miissen zurlickgerechnet werden. Der
Verdlinnungsfaktor errechnet sich aus der Volumenzugabe von 100ul Trypanblau zu 100ul
Zellsuspension. Dadurch wird das Volumen verdoppelt und muss durch zwei zurlickgerechnet
werden. 10* ist der Kammerfaktor, der durch die Neubauerkammer (0,1mm Tiefe;

0,0025mm? Flache) vorgegeben wird. Die Vitalitit der Zellen wird in Prozent angegeben:

Vitale Zellen in % = (ungefarbte Zellen x 100) + (gefarbte + ungefarbte Zellen)
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4.5.4 Kultivieren und Passagieren von Synovialozyten

Nachdem die Gesamtzellzahl der Ausgangssuspension berechnet wurde, erfolgt die sterile
Aussaat der Synovialozytenmonolayerkultur in beliiftete 175cm? Zellkulturflaschen mit einer
Dichte von 2500-4000 Synovialozyten pro cm?® Das entspricht 450.000-700.000 Zellen pro
175cm? Flasche. Die dafiir bendtigten und zuvor berechneten Milliliter an zellreicher
Ausgangssuspension wurden mit dem Nahrmedium? zu insgesamt 25ml ergénzt. Findet die
Aussaat zum ersten Mal nach der Isolierung frischer Synovialozyten statt, so spricht man von
der Passage Null (PO). Zur Kultivierung wurden die Zellen im Begasungsbrutschrank bei
37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,-Normalluftgemisch inkubiert. Um den
Synovialozyten ein ideales Wachstumsmilieu zu bieten, wurde das Ndhrmedium? alle drei
Tage gewechselt. Das verbrauchte Medium wurde unter der Laminar-Air-Flow mit Hilfe einer
Eppendorf easypet Pipette abgesaugt, mit Phosphat Buffered Saline (PBS) vorsichtig gespiilt
und anschlieBend 25ml frisches Nahrmedium? einpipettiert. Sobald die Kultur ein konfluentes
Wachstum erreicht hatte, wurden die Zellen subkultiviert und auf weitere Zellkulturflaschen
aufgeteilt. Dieser Vorgang wird Passagieren genannt und mit P sowie der Anzahl der
Passagen dokumentiert. Alle Reagenzien die zum Passagieren benétigt werden, miissen
zuvor im Warmebecken auf 37°C erwarmt werden. So wird eine zellphysiologische
Temperatur gewahrleistet. Auch zu Beginn des Passagierens wurde das verbrauchte Medium
unter der Laminar-Air-Flow mit Hilfe einer Eppendorf easypet Pipette abgesaugt, danach mit
PBS gespiilt. Um die am Flaschenboden und aneinander angewachsenen Zellen vorsichtig zu
l6sen, wurden 7ml Trypsin/EDTA-L6sung in die Kulturflasche pipettiert und der gesamte
Zellrasen durch leichtes Schwenken mit der Lésung benetzt. AnschlieBend musste die
Flasche im Begasungsbrutschrank fir 5 Minuten inkubiert werden. Trypsin gehdrt zu den
Peptidasen, spaltet interzellulare Mucoproteine wahrend der Inkubationszeit, und teilt so die
adhdrend aneinander angewachsenen Zellen voneinander ab. Nach der Inkubation wird
behutsam seitlich an die Zellkulturflasche geklopft um die Zellen mechanisch zu lésen. Das
Ergebnis wird unter dem Lichtmikroskop begutachtet. Um die Aktivitat des Trypsin/EDTA zu
inaktivieren muss ein serumhaltiges Nahrmedium? zugegeben werden. Zuletzt wurde das
Gemisch aus Ndhrmedium?, Trypsin/EDTA und Synovialozyten in ein 50ml Tube transferiert.
Nach mehreren Passagen und guter Dokumentation kann man fiir jede Zellkultur eine
Wachstumskurve generieren (Abbildung 4-6). Fir diese Arbeit wurden Zellen aus den
Passagen P2/3 sowie aus den Passagen P14/15 auf Chamberslides fixiert und fir
immunhistochemische Versuche bereitgestellt. Das Zellwachstum flir eine Passage dauert 9
bis 10 Tage. Bis zur Passage 15 sollte man daher einen Zeitraum von ungefahr 150 Tagen

einkalkulieren.
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4.5.5 Wachstumseigenschaften

Unter Wachstum versteht man entweder die Zunahme der Zellzahl oder die Zunahme der
Biomasse von Zellen. Die Verdoppelung der Gesamtzellzahl einer Kultur wird
Populationsverdopplungszeit genannt (Lindl T., 2008). Es ist entscheidend, sich mit den
Wachstumsraten der entnommenen Synovialozyten vertraut zu machen, um fiir das
Passagieren, Aussaen und Fixieren der Zellen den optimalen Zeitpunkt einzuhalten. Um die
Wachstumseigenschaften einer Kultur zu bestimmen, wird aus den Zellzahlbestimmungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten eine Wachstumskurve erstellt (Lindl T., 2008). In dieser Arbeit

wurde die Zellzahl bei jeder Passage bestimmt.
Die vier Phasen des Wachstums einer Zellkultur (Lindl T., 2008):

Lag-Phase (Anlaufphase) Das Zeitintervall zwischen Aussaat und dem
Erreichen der maximalen Teilungsrate. Die Zellen bendtigen
zunachst Zeit um am KulturgefaB zu adhdrieren und neue

Kulturbedingungen zu schaffen.

Log-Phase (Exponenzielle oder logarithmische Phase) Die Nahrstoff-
Bedingungen werden optimal ausgeniitzt, die Zellen teilen sich
in regelmaBigen Abstanden. Es entsteht eine konstante,

minimal lange Generationszeit.

Stationdre Phase (Plateauphase) Die Zellen teilen sich nicht mehr, die Zellzahl
bleibt konstant. Die Ursachen liegen im fehlenden Platzangebot
(Kontakthemmung) und am Verbrauch der Nahrstoffe. Die

Zellen beginnen, toxische Stoffe zu produzieren.

Absterbephase Die Toxizitdt nimmt zu, die Nahrstoffe sind verbraucht. Die

Zellen induzieren autolytische Enzyme und gehen in Apoptose.
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Stationadre Phase

Absterbephase

>
Zeit

Abbildung 4-6, Wachstumskurve, schematische Darstellung

4.5.6 Fixierung und Lagerung von Chamberslides

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden die Synovialozyten aus der Zellkultur auf
spezielle Objekttrager gebracht. Die sogenannten Chamberslide-Objekttrager sind in vier
gleichgroBe Kammern unterteilt. Die Synovialozyten wurden nach der unter Kultivieren und
Passagieren beschriebenen Methode (4.5.4) gewonnen und ausgezahlt. AnschlieBend wurde
jede Kammer mit Hilfe einer Eppendorf Multipipette mit 1ml Nahrmedium? & 20.000
Synovialozyten gefiillt. Danach wurden die Chamberslides im Begasungsbrutschrank fiir zwei
Tage inkubiert. Wahrend der Inkubation haben die Synovialozyten Zeit, einen Zellrasen zu
kultivieren. Dieser sollte als Monolayerkultur vorliegen und nicht zu dicht besiedelt sein, um
spater ein Uberlagertes Farbeergebnis zu verhindern. Das Zellwachstum muss daher unter
dem Lichtmikroskop kontrolliert werden. Sobald die Zellen in der gewtlinschten Konfluenz
vorlagen, wurde das Medium abgeschittet und die Kammern wurden entfernt. AnschlieBend
wurden die Chamberslides in Farbekivetten gestellt und zweimal fir 10 Minuten in PBS
gewaschen, um sie vom restlichen Medium und von Zelltrimmern zu reinigen. Nach diesem
Schritt miissen die Objekttrager luftgetrocknet werden. Sobald sie trocken sind, werden sie
in Farbekivetten mit einer 1:1 Mischung aus 100%igem Ethanol und Aceton flir exakt 10
Minuten inkubiert. Dieser Schritt ist die eigentliche Fixierung der Zellen am Glas des
Objekttragers. Nach erneutem Trocknen kénnen die Chamberslides in Mappen mit Alufolie
umwickelt bei -20°C eingefroren und so bis zu den jeweiligen Analysen gelagert werden.
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4.6 Paraffingewebe
4.6.1 Aufbereitung und Einbettung

Aus der intraoperativ entnommenen Synovialmembran wurde ein circa 0,5 x 0,5cm groBes
Stiick herausgeschnitten. Dieses wurde zur spateren Orientierung mit gleichbleibender
Ausrichtung der Intimaschicht in eine Paraffinkassette eingelegt (Abbildung 4-1).
AnschlieBend wurde die Paraffinkassette bei 4°C fur mindestens 24h bis maximal 72h in
einem Becherglas mit 4% Paraformaldehyd (PFA) inkubiert. Dabei werden die
Gewebeproteine reversibel miteinander verbunden, was im Allgemeinen als Fixierung des
Gewebes bezeichnet wird. Nachdem die Patientenprobe aus dem Kihlschrank geholt und flr
eine Stunde bei Raumtemperatur erwdrmt wurde, muss die Paraffinkassette fiir eine weitere
Stunde in einem Becherglas mit normalem Leitungswasser und RT gewadssert werden.
Danach folgt die Dehydrierung der Gewebeprobe in verschiedenen Ethanolbadern mit
aufsteigenden Konzentrationen von 50-100% Ethanol in Aqua dest.. Dabei werden die
wassrige Fixierlosung und die restliche Gewebefliissigkeit vom Alkohol verdrdngt und
ausgewaschen.

Nach der Entwdsserung durch Ethanol wurde das Gewebe mit Xylol getrankt (Tabelle
4.6-1). Xylol ist ein Isomergemisch, das zu den aromatischen Kohlenwasserstoffen gehért
und somit unpolar, also lipophil und zugleich hydrophob ist. Durch diese Eigenschaft kann es
als Reagens gleichermaBen mit Ethanol und dem alkoholunléslichen Paraffin interagieren und
somit als Zwischenschritt vor dem endgiiltigen Paraffinieren angesehen werden.

Zum Paraffinieren wurde die Paraffinkassette mit der Patientenprobe hintereinander in drei
Becherglaser mit fllissigem Paraffin, die sich bei 60°C im Warmeschrank befinden, eingelegt.
Der Wechsel zwischen den drei Paraffinbddern stellt letztendlich die Reinheit des Paraffins im
Gewebe sicher.

AbschlieBend wurde die Gewebeprobe mit Hilfe einer Pinzette aus der Paraffinkassette
entnommen, in ein AusgieBschdlchen gelegt und mit flissigem Paraffin ausgegossen. Die
Grundschale der Paraffinkassette wurde sodann in das flissige Paraffin auf das
AusgieBschalchen gesetzt, um nach dem Ausharten als Adapter zwischen dem Paraffinblock
und dem Mikrotom zu fungieren. Nach dem Abkiihlen kann das AusgieBschalchen vorsichtig

entfernt und die Paraffinblécke bei Raumtemperatur bis zu 10 Jahre lang gelagert werden.
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PFA 4% 24-72 4°C
PFA 4% 1 RT
H,0 - 1 RT
Ethanol in Aqua dest. 50% 2 RT
Ethanol 70% 1 RT
Ethanol 70% 1 RT
Ethanol 80% 1 RT
Ethanol 80% 1 RT
Ethanol 96% 1 RT
Ethanol 96% 1 RT
Ethanol 100% Uber Nacht 4°C
Xylol Ethanol (100%) 1:1 1 RT
Xylol 1 RT
Xylol 1 RT
Paraffin 2 37°C
Paraffin 2 37°C
Paraffin Uber Nacht 37°C

Tabelle 4.6-1 Dehydrieren und Paraffinieren von Gewebe

4.6.2 Schneiden und Aufbringen auf die Objekttrager

Um den Paraffinblock mit dem eingebetteten Synovialgewebe besser bearbeiten zu kénnen,
wurde der Block unmittelbar vor dem Schneiden auf einer Kalteplatte heruntergekihit.
Gleichzeitig wurde ein Wasserbad direkt neben dem Mikrotom auf 40°C aufgewarmt.

Die Grundschale der Paraffinkassette, die mit in den Paraffinblock eingegossen wurde, kann
anschlieBend in das Rotationsmikrotom eingespannt werden. Sie dient nun als Adapter
zwischen dem Paraffingewebe und dem Mikrotom. Nachdem der Block manuell in allen
Ebenen parallel zur Mikrotomklinge ausgerichtet wurde, kann mit dem Trimmen gestartet
werden.

Unter Trimmen versteht man das Abtragen vom 10um dicken Schichten mit Hilfe des
Rotationsmikrotoms bis zur gewiinschten Gewebeschicht. Danach wurde der Paraffinblock
erneut heruntergekihlt, um beim Schneiden ein EinreiBen des Synovialgewebes zu
verhindern. In Abhdngigkeit von der Temperatur zieht sich der Paraffinblock beim
Herunterkiihlen zusammen, und muss erneut durch wenige 10um dicke Schnitte getrimmt

werden.
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AnschlieBend wurde behutsam mit dem eigentlichen Schneiden des Gewebes begonnen.
Dabei wurde die Schnittdicke auf 3um reduziert, um spater ein besseres Farbeergebnis zu
erhalten. Der diinne Gewebeschnitt muss wahrend des Schneidevorgangs sorgsam mit Hilfe
von Pinsel und Pinzette aufgelesen und mit der Schnittflache nach unten in das Wasserbad
gelegt werden. Hierbei ist darauf zu achten, dass sich das Gewebe gleichmaBig an die
Wasseroberflache anschmiegt, um ein Knicken und Falten zu verhindern. Der Gewebeschnitt
wird durch das warme Wasserbad leicht ausgedehnt und kleine Mikrofalten glatten sich.
Nach ca 3min sollte der Paraffinschnitt zentral auf einen Objekttréager aufgetragen werden.
Dazu taucht man den Objektrager unter den Schnitt ins Wasser ein und schopft das Gewebe
vorsichtig mit einer Seitwartsbewegung aus dem Wasserbad ab.

Durch Adhasionskrafte bleibt das Gewebe fest auf der Glasoberflache haften. AnschlieBend
wurde der Objektrager mit dem geschnittenen Synovialgewebe luftgetrocknet und in eine

Lagerungsmappe eingelegt.

4.6.3 Lagerung

Nach dem Lufttrocknen wurden die einzelnen Objekttrager senkrecht in eine Tragerschaukel
gestellt und tber Nacht sorgfaltig im Warmeschrank bei 60°C getrocknet. Dabei muss darauf
geachtet werden, dass sich die einzelnen Objekttrager nicht beriihren, ansonsten kénnen sie
durch ablaufendes Paraffin aneinander kleben bleiben und das Synovialgewebe wird
beschadigt. Auch wenn sich etwas Paraffin verflissigt und vom Objekttréger rinnt, dient
dieser Schritt ausschlieBlich dem vollsténdigen Trocknen der Schnitte, um spatere Artefakte
im Gewebe zu verringern. Nach dem Trocknen wurden die Schnitte aus dem Warmeschrank

entnommen und bei RT in Objekttragermappen eingelagert.
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4.7 Immunhistochemie (IHC)
4.7.1 Nachweismethoden

Die Immunhistochemie ist eine Nachweismethode fiir Proteine, die von den zu
untersuchenden Zellen oder Geweben exprimiert werden. Dieser Nachweis erfolgt iber eine
Antigen-Antikérper-Reaktion. Die primdaren Antikdrper binden an ihrem passenden
Gegenspieler, den Epitopen. Findet eine solche Bindung statt, kann sie im weiteren
Farbeverfahren sichtbar gemacht werden. Dabei unterscheidet man die direkte von der
indirekten Nachweismethode. Bei der direkten Methode ist das Substrat, das fir die
Antikdrperfarbung sorgt, in der Lage, direkt an den primdren Antikérper zu binden. Bei der
indirekten Nachweismethode sind mehrere Schritte nétig, um eine Farbung zu erhalten. Sie
dienen jedoch der Signalverstarkung um bereits geringe Mengen an Epitopen nachzuweisen
(Boenisch, 2003).

Der immunhistochemische Nachweis spezifischer Proteine wurde in dieser Arbeit mit Hilfe
der sensitiveren indirekten Methode erbracht. Antikérper kénnen falschlicherweise auch an
unspezifischen Bindungsstellen in Geweben und Zellen binden und dabei eine nicht
spezifische Farbung erzeugen. Um das zu verhindern, wurden diese Proteine vor der
eigentlichen Immunreaktion mit Albuminen oder mit FBS/FCS-Lésungen blockiert. Dazu
wurde der ready to use Proteinblock der Firma Dako verwendet (Dako Herstellermanual).

Im ersten Schritt der eigentlichen immunhistochemischen Farbung wurde der primare
Antikdrper auf die Zellen oder das zu untersuchende Gewebe aufgetragen. In einem zweiten
Schritt wurde ein sekundarer Antikérper an den Primarantikdrper gekoppelt. Der sekundare
Antikdrper wird seinerseits mit einem Enzym gekoppelt. Dieses Enzym sorgt im letzten
Schritt, der Zugabe des Substrates, flir die Farbentstehung (Abbildung 4-7). Die
Farbentstehung kann zeitgleich unter dem Mikroskop beobachtet werden (Boenisch, 2003).
Je nach primarem Antikdrper bestehen Unterschiede in der Konzentration der Arbeitsldsung
und den Inkubationszeiten der einzelnen Arbeitsschritte. Auch der zugehdrigen sekundaren
Antikdrper und der verwendete Isotyp variieren (Tabelle 4.1-5, Tabelle 4.1-6). Im
Folgenden werden die immunhistochemischen Abldufe fiir die Zellkultur (4.7.3) und

Paraffingewebeschnitte (4.7.4) erlautert.
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4.7.2 Kontrollen

Kontrollen geben Auskunft lber die Qualitat, Sensitivitat und Spezifitdt der Farbeprozedur.
Alle Kontrollen miissen wie die eigentlichen Experimente behandelt werden. Nach dem

Uberpriifen kénnen die Resultate als valide angesehen werden (Boenisch, 2003).

4.7.2.1 Negativkontrolle

Das gesuchte Zielprotein darf nicht enthalten sein. Nach erfolgter IHC ist zu Uberprifen, ob
eine Farbung entstanden ist oder nicht. Falls es trotz fehlendem Zielprotein in der
Negativkontrolle zu einem Farbeergebnis gekommen ist, wird der gesamte Versuch als

fehlerhaft angesehen.

4.7.2.2 PBS-Kontrolle

PBS ist eine Salzlésung und enthadlt somit keine Proteine oder Antikérper. Damit gehort die
PBS-Kontrolle strenggenommen zu den Negativkontrollen. Proben, die mit PBS versetzt
werden, miussen folglich vollig neutral aus dem Versuch hervorgehen, andernfalls ist der

gesamte Versuch als fehlerhaft anzusehen.

4.7.2.3 Positivkontrolle

Das gesuchte Zielprotein muss sicher enthalten sein. Die Positivkontrolle kann sogar sinnvoll
sein, wenn das gesuchte Protein nur sehr schwach exprimiert wird. Dadurch ist nicht nur der
Nachweis an sich, sondern ebenfalls ein mdglicher Sensitivitatsverlust Giberprifbar (Boenisch,
2003).

4.7.2.4 Isotypkontrolle

Die Isotypkontrolle wird verwendet, um eine falsch positive Reaktion zu erkennen. Als Isotyp
werden die Antikdrper bezeichnet, die der selben Immunglobulinklasse (IgA, 1gG, IgD, IgE
oder IgM) wie die des primaren Antikérpers angehdéren. Die Immunglobuline der Kontrolle
werden beim Herstellungsprozess in der gleichen Spezies generiert. AuBerdem missen beim
Versuch selbst beide Antikdrper in der selben Konzentration aufgetragen werden (Shapiro,
2001).

53



Material und Methoden

4.7.3 IHC von Zellen

Die Chamberslides mussten zuerst aufgetaut und getrocknet werden. AnschlieBend wurden
die Slides fiur 10min in Farbekilvetten mit PBS rehydriert und, wie bei allen weiteren
Inkubationsphasen, in die feuchte Kammer gelegt. Zunachst wurde der Proteinblock flr
15min auf die Zellkulturen getropft. Dann wird dieser, durch vorsichtiges Ablaufenlassen,
wieder entfernt. Die Arbeitslosung, die den primdren Antikdrper enthalt, wurde umgehend
mit einer Eppendorf reference Pipette in die erste und zweite Kammer des Chamberslides
aufgetragen (B. Thomas, 2003). In Kammer drei folgte die Isotypkontrolle. In die vierte
Kammer wurde PBS als Negativkontrolle einpipettiert. Um ein IneinanderflieBen der
Reagenzien zu verhindern, wurden die Raume zwischen den einzelnen Feldern zuvor mit
einem Papiertuch getrocknet und exakt 75ul Loésung pro Kammer aufgetragen. Nach der
antikdrperspezifischen Inkubationsphase wurden die Chamberslides fiir 10min in einer
Farbekiivette mit PBS-Brij gewaschen. Das Waschen findet auch nach jeder weiteren
Inkubationsphase statt. Im Anschluss wurden der biotinilierte sekundare Antikérper und
dann der Avidin-Biotin-Complex fiir jeweils 30min in die Kammern pipettiert. Um die erfolgte
immunhistochemische Reaktion durch Anfarben sichtbar zu machen, wurde zuletzt das AEC
Emzym Substrat aufgetragen (Schematische Darstellung des Ablauf, Abbildung 4-7).
Sobald unter dem Lichtmikroskop ein Farbumschlag zu erkennen ist, muss die Reaktion
durch Einstellen der Slides in PBS gestoppt werden. Ansonsten kommt es zu einer
unspezifischen Farbung (Vector Laboratories). Um einen besseren Kontrast und ein
schoneres Farbebild zu erzeugen, wurde der Objekttrager zur Zellkernfarbung fiir 2min in
eine Kivette mit saurem Hamalaun nach Mayer gestellt und anschlieBend fiir 20min
vorsichtig in flieBendem Leitungswasser gewaschen. Die Versiegelung der gefarbten Zellen

erfolgt durch das Eindeckeln mit Glyceringelatine und einem Deckglas.

HBD-2 1 pg/ml Anti-Goat Normal Goat Uber Nacht 5 min
HBD-3 10 pg/mi Anti-Rabbit | Normal Rabbit | (iber Nacht 8 min
LL-37 10 pg/mi Anti-Rabbit | Normal Rabbit | (iber Nacht 8 min
CD 68 1:100 Anti-Mouse | Normal Mouse 1h 8 min
HSP 27 1:25 Anti-Mouse | Normal Mouse 2h 12 min
Polylaminin 1:200 Anti-Rabbit | Normal Rabbit 1h 12 min
Vimentin 1:400 Anti-Mouse | Normal Mouse 1h 8 min

Tabelle 4.7-1 Verwendete Zellkulturmarker
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Add Biotinylated 2
Secondary Antibody

-t Add Primary Antibody 1

Add Enzyme Substrate 4

C ol Add Avidin/Biotinylated 3
Enzyme Complex (ABC)

Abbildung 4-7 Methodischer Ablauf IHC (Vector Laboratories®)

4.7.4 IHC von Paraffingewebe

4.7.4.1 Entparaffinieren und Rehydrieren

Um die getrockneten und gelagerten Gewebeschnitte fiir die immunhistochemische
Antikdrperfarbung aufzubereiten, muss das Gewebe zuerst entparaffiniert und dann erneut
rehydriert werden. Fehlerhaftes Entparaffinieren kann zu unspezifischen Bindungen des
Antikdrpers an Paraffinresten und somit zu falsch positiven Ergebnissen flihren. Das
Entparaffinieren und Rehydrieren lauft in umgekehrter Reihenfolge zum Dehydrieren und
Paraffinieren von Patientenmaterial ab. Wie beim Einbetten von Gewebe in Paraffin dient
auch beim Entparaffinieren das Isomergemisch Xylol als unpolares Intermedium zwischen
Paraffin und Ethanol. Die Schnitte wurden nacheinander in verschiedene Farbekivetten
gestellt. Zuerst entparaffiniert man die Objekttréager in Xylolbadern. AnschlieBend wurde das
Gewebe in Aqua-Ethanolbdadern in absteigender Ethanolkonzentration von 100%-0%
rehydriert. (Tabelle 4.7-2)
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Xylol rein 3 x 5min RT
Ethanol 100% 2 X 5min RT
Ethanol 96% 2 X 5min RT
Ethanol 70% 2 X 5min RT

Ethanol in Aqua dest. 50% 2 X 5min RT
Aqua dest. 100% 2 X 5min RT

Tabelle 4.7-2 Entparaffinieren und Rehydrieren von Gewebe

4.7.4.2 Blocken der endogenen Peroxidase

Unmittelbar nach dem Rehydrieren wurde das Gewebe fiir 5min in Farbekiivetten mit PBS
gespllt. Besonders granulozyten- und erythrozytenreiche Gewebe enthalten das Enzym
endogene Peroxidase. Um bei der Farbeprozedur eine unspezifische Hintergrundfarbung der
endogenen Peroxidase zu verhindern, missen die Gewebeschnitte fir 20min in einer
einprozentigen Wasserstoffperoxidlésung (1% H,0,) inkubiert werden. H,0, inaktiviert die
endogene Peroxidase durch eine irreversible Spaltung in Wasser und Sauerstoff. Danach

wurden die Objekttrager erneut fiir zweimal 5min in PBS gespuilt (Boenisch, 2003).

4.7.4.3 Demaskieren der Antigene

Durch das Fixieren in PFA 4% und das Einbetten in Paraffin wurden die Proteine des
Gewebes miteinander quervernetzt. Es entstehen sogenannte Cross-links. Einige Epitope
verlieren dadurch ihre Eigenschaft, den Antikérper zu binden. Geht im Gewebe die
Immunreaktivitdt verloren, spricht man von Maskierung. Die Demaskierung vor dem
immunhistochemischen Farbeverfahren verstarkt somit die Farbungsintensitdt und ist bei
bestimmten Antikérpern Voraussetzung flir positive Ergebnisse. In Abhangigkeit zum
Antikdrper bestehen unterschiedliche Methoden, die Epitope wieder zu demaskieren und die
Immunreaktivitdt erneut herzustellen (Tabelle 4.7-3) (Werner, Chott, Fabiano, & Battifora,
2000). Fir die primaren Antikdrper HDB 2 und LL-37 zeigte sich ein ideales Farbeergebnis,
nachdem das Gewebe mit Hilfe von Proteinase K demaskiert wurde. Im Falle von HBD-3
wurde das Gewebe mit Mikrowellenenergie demaskiert, um die Cross-links zu l6sen.
Proteinase K gehdrt zu den Serinproteasen und wurde urspriinglich aus dem Pilz Tritirachium
album gewonnen. Das Enzym zeigt eine starke proteolytische Aktivitat und greift
Peptidbindungen an. Dadurch werden maskierte Epitope freigegeben und das Gewebe
demaskiert (Ebeling et al., 1974). Die Herstellerldésung musste vor Beginn mit Aqua dest. im
Verhdltnis 1:1000 verdiinnt werden. Diese Arbeitslosung wird auf den Gewebeschnitt

pipettiert und anschlieBend fiir 25min in der feuchten Kammer inkubiert. Dann wurde der
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Objekttrager fiir 10min in PBS gespilt. Um das Gewebe mit Mikrowellenenergie zu
demaskieren, mussten die Schnitte in eine spezielle Citratpufferlésung mit pH6 gegeben
werden. Dazu stellt man die Objekttrager in eine Plastikkiivette mit 100ml. Um ein
schonendes, hitzeinduziertes Demaskieren zu gewahrleisten, wurde die Plastikkiivette in ein
Becherglas mit 300ml Aqua dest. gestellt und verschlossen. AnschlieBend folgt die
gewebespezifische, stufenweise Energieabgabe in der Mikrowelle (Tabelle 4.7-3). Jedes
Gewebe unterscheidet sich aufgrund seiner Anatomie in Festigkeit und Robustheit.
AuBerdem spielt die Schichtdicke des Gewebeschnittes eine Rolle fiir die Hitzebestandigkeit.
Nach dem hitzeinduzierten Demaskieren wurde der Gewebeschnitt fur 10min in PBS

gewaschen und konnte dann fiir die immunhistochemische Farbung verwendet werden.

LL-37 Protein Kinase PK 25min RT
HBD-2 Protein Kinase PK 25min RT
HBD-3 Mikrowelle 5°500W 3 "400W 1°350W 5°250W 5°RT

Tabelle 4.7-3 Demaskieren der Epitope

4.7.4.4 Ablauf

Die Arbeitslosung sollte umgehend mit einer Eppendorf reference Pipette aufgetragen
werden. Nach der antikdrperspezifischen Inkubationsphase wurde der Objekttrager, wie
nach jedem der folgenden Arbeitsschritte, in einer Kivette mit PBS-Brij fir 10min
gewaschen. Im Anschluss wurden zuerst der biotinilierte sekundare Antikérper und dann der
Avidin-Biotin-Complex fiir jeweils 30min auf das Gewebe pipettiert. Damit die abgelaufene
immunhistochemische Reaktion durch einen Farbumschlag sichtbar wird, muss zuletzt das
AEC-Reagenz auf den Schnitt aufgetragen werden. Sobald dieser Farbumschlag unter dem
Mikroskop zu erkennen ist, muss die Reaktion in PBS gestoppt werden. Ansonsten kann es
bei weiterer Inkubation zu einer unspezifischen Farbung kommen. Ein besserer Kontrast und
ein schoneres Farbebild wird erzeugt, wenn der Objekttrager zur Zellkernfarbung fir 2min in
eine Kivette mit saurem Hamalaun nach Mayer gestellt und anschlieBend fiir 20min
vorsichtig in flieBendem Leitungswasser gewaschen wird. Die Versiegelung des gefarbten

Gewebes erfolgte durch Eindeckeln mit Glyceringelatine und einem Deckglas.

HDB-2 1 pg/ml Anti-Goat Normal Goat Over Night 5 min
HBD-3 10 ug/mi Anti-Rabbit Normal Rabbit | Over Night 8 min
LL-37 10 ug/mi Anti-Rabbit Normal Rabbit | Over Night 8 min

Tabelle 4.7-4 Verwendete Paraffinmarker

57



Material und Methoden

4.8 Semiquantitative Analyse

Da es sich bei den immunhistochemisch gefarbten Proteinen um eine indirekte
Nachweismethode handelt, die ausgewertet und verglichen wurde, muss eine
gleichbleibende und wiederholbare Bewertung der Ergebnisse garantiert werden. Bis zur
Einflihrung des Immunreaktiven Score 1987 war ein einheitliches System nicht verfligbar. So
wurden in damaligen Studien immer wieder eigene Scoring-Systeme erschaffen, was zu
unterschiedlichsten = Werten  flihrte.  Fir die einheitliche  Formulierung des
immunhistochemischen Untersuchungsbefundes sind heutzutage zwei Scoring-Systeme
gebrauchlich. Der Immunreaktive Score nach Remmele und Stegner (IRS) (Remmele &
Stegner, 1987) sowie der Total Score nach Allred (TS) (Allred et al., 1998). Die
Objektivierung und die schematische Beurteilung der Farbeergebnisse resultieren in einer

semiquantitativen Analyse mit valider statistischer Vergleichbarkeit der Resultate.

4.8.1 Scores

In dieser Arbeit wurden die immunhistochemischen Ergebnisse mit dem IRS und dem TS
quantitativ _messbar gemacht und anschlieBend statistisch ausgewertet. Beide Scores
beziehen sowohl die Farbeintensitat als auch die Anzahl der gefarbten Zellen in die
Berechnung mit ein. Die Farbeintensitat wird Staining Intensity (SI) genannt und mit 0
Punkten fir keine Farbung sowie mit bis zu 3 Punkten fiir eine starke Farbung bewertet. Die
Anzahl der positiv gefarbten Zellen wird jeweils in Prozent angegeben. Diese Prozentangaben
und auch die Berechnung des Endergebnisses sind bei IRS und TS jeweils unterschiedlich.
Zusammengefasst legt der IRS eine grdBere Gewichtung auf die Anzahl positiv gefarbter
Zellen, der TS auf die Farbeintensitat selbst. Erst die Durchfiihrung beider Analysen gibt ein

umfassendes Bild iber den zu analysierenden Zielproteingehalt.

4.8.1.1 Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner

Der IRS nach Remmele und Stegner wurde 1987 zundchst fir die Erkennung von
immunhistochemisch gefarbten Ostrogenrezeptoren in  Mammakarzinomen entwickelt
(Remmele & Stegner, 1987). Eine ebenso groBe Bedeutung hat der IRS bei der Auswertung
von Neuroendothelialen Tumoren (NET). Zur Berechnung des IRS wird der Prozentsatz
positiver Zellen (PP) in einen Punktwert (ibertragen und anschlieBend mit der Farbeintensitat
(SI) multipliziert. Das Produkt ergibt den Immunreaktiven Score. |IRS = SI x PP

Es sind Werte von 0 — 12 Punkten mdglich. Wird ein Schwellenwert von 10% positiver

Anteile zugrunde gelegt, ergibt sich fiir den IRS ein Cut-off von >2. Das heift, der IRS wird
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von 0-2 Punkten als negativ und von 3-12 Punkten als positiv gewertet (In Tabelle 4.8-1
grau hinterlegt). In einer vergleichenden Arbeit von Kdmmerer 2012 erwiesen sich die IRS
Klassifizierung fiir Ostrogenrezeptoren und der neue HER2-Score als statistisch vergleichbar
(Kaemmerer et al., 2012). Dies lasst Rickschliisse auf die Genauigkeit des Immunreaktiven

Scores nach Remmele und Stegner zu.

4.8.1.2 Total Score nach Allred

1998 entwickelte Allred den international anerkannten Total Score (TS) (Allred et al., 1998).
Zur Berechnung des TS wird der Anteil positiver Zellen (Proportion Score: PS) ebenfalls in
einen Punktwerte Ubertragen und anschlieBend mit der Farbeintensitat addiert. Die Summe
ergibt den Total Score.

Somit sind Werte von 0 — 8 Punkten mdglich. Wird ein Schwellenwert von 10% positiver

Anteile zugrunde gelegt, ergibt sich fiir den Allred-Score ebenfalls ein Cut-off von >2. Das

heiBt der TS wird von 0-2 Punkten als negativ und von 3-8 Punkten als positiv gewertet (In
Tabelle 4.8-1 grau hinterlegt).

PP / PS keine = 0 | schwach =1 | mdBig=2 |stark=3
keine =0 0 0 0 0
<10% =1 0 1 2 3
10-50% = 2 0 2 4 6
51-80% = 3 0 3 6 9
>80% = 4 0 4 8 12
keine =0 0 0 0 0
0-'/100=1 0 2 3 4
Y100~ 10=2 0 3 4 5
Yi10-t3=3 0 4 5 6
Ys-2[3=4 0 5 6 7
’[3-3[3=5 0 6 7 8

Tabelle 4.8-1 Berechnungstabelle IRS und TS
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4.8.2 Auszahlen am Mikroskop

Die  immunhistochemisch  gefarbten = Monolayerkulturen  auf  Zellkulturschnitten
(Chamberslides) und alle Gewebeschnitte wurden mikroskopisch, mit Hilfe eines Zeiss
Observer Z1, in zehnfacher VergréBerung analysiert. Pro Patient und Antikérper wurden
dabei flinf reprasentative Chamberslides bzw. Gewebeschnitte mit jeweils drei
reprasentativen Gesichtsfeldausschnitten aus unterschiedlichen Regionen zu je 100 Zellen
ausgezahlt. Dadurch ist eine objektive Prozentangabe gefarbter Zellen und somit eine
neutrale Punktevergabe flir den Immunreaktiven Score und den Total Score gewahrleistet.
Fir die Bewertung der Farbeintensitdit wurde bereits im Vorfeld ein Schema mit
Vergleichsbildern erstellt, um eine gleichbleibende Punkteeinteilung zu garantieren. Um die
jeweiligen Ergebnisse zu dokumentieren, wurden sie in ein Auswertungsblatt und in eine

Tabelle zur statistischen Berechnung tbertragen.

4.8.3 Bilddokumentation

Bei einer semiquantitativen Auswertung am Mikroskop, als Grundlage fiir diese
wissenschaftliche Arbeit, bedarf es einer strukturierten und umfangreichen
Bilddokumentation. Deswegen wurde wahrend der Auswertung darauf geachtet, stets

reprasentatives Bildmaterial anzufertigen und systematisch digital zu katalogisieren.

4.9 Statistik

Die statistische Auswertung flir Zellkultur und Paraffingewebe erfolgte in enger
Zusammenarbeit mit dem Institut flir Medizinische Statistik und Epidemiologie der
Technischen Universitat Miinchen (Dr. rer. nat. Alexander Hapfelmeier, Dipl.-Stat.). Nach der
immunhistochemischen Farbung und den semiquantitativen Analysen wurden die Ergebnisse
der unter 5.1 beschriebenen Gruppen (Primdre TEP, aseptische Lockerung und septische
Lockerung) mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verglichen. Zusatzlich wurde fir die
Ergebnisse der Paraffingewebe die diagnostische Giite zur Erkennung des vorhandenen PPI
bestimmt. Fir alle statistischen Untersuchungen wurden SPSS (Version 19.0; SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) und R (Version 2.11.1; R Foundation, Wien, Osterreich) verwendet.
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4.9.1 Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und p-Wert

Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wird bei kleineren Gruppenkollektiven angewendet, um
zu untersuchen, ob sich zwei Gruppen hinsichtlich eines Merkmals signifikant unterscheiden.
Der Test berechnet die Differenzen der beiden Beobachtungen und bringt die Absolutwerte
in eine Rangfolge. Bei jedem Test wird eine Nullhypothese und deren Alternativhypothese
aufgestellt. Die Nullhypothese besagt, dass der Median der errechneten Differenzen Null ist.
Das heiBt 50% der Differenzwerte sind gréBer und 50% sind kleiner als Null. Weicht der
Median dieser Differenzen signifikant von Null ab, kann daraus geschlossen werden, dass die
Verteilung nicht symmetrisch ist. In diesem Fall liegt ein Unterschied zwischen den Gruppen
beziiglich des untersuchten Merkmals vor (Jirgen Bortz, 2008). Bei statistischen Tests wird
vor der Auswertung das Signifikanzniveau bestimmt. Meistens wird es auf 1% und 5%
festgelegt. Wahrend das Signifikanzniveau die Wahrscheinlichkeit beinhaltet fiir welche die
Hypothese akzeptiert werden soll, so weist der p-Wert die vorliegende Wahrscheinlichkeit fir
das Verwerfen der Hypothese aus. Die Nullhypothese wird dann abgelehnt, wenn der p-Wert
kleiner als das festgelegte Signifikanzniveau ist (Eckey, 2005.). Somit wird die
Alternativhypothese angenommen. Der p-Wert ist ein MaB flir statistische Beweise. Unter
Verwendung des p-Wertes erzielt man stets die gleiche Testentscheidung. Ein weiterer
Vorteil des p-Wertes besteht darin, dass sofort bestimmt werden kann, ob ein Ergebnis

signifikant ist oder nicht.

4.9.2  Statistische Auswertung der Zellkultur

Fir die Methode der Zellkultur wurden die Gruppen jeweils im Stadium ihrer niedrigen
Passage und ihrer hohe Passage ausgewertet. Zur besseren Ubersicht wurden sie mit einer

eigenen Ziffern bezeichnet (Ziffer 1-3 Paraffingewebe, Ziffer 4-9 Zellkultur).

4 Primare Implantation, niedrige Passage pTEP
5 Primare Implantation, hohe Passage PTEP
6 Aseptische Lockerung, niedrige Passage Aseptisch
7 Aseptische Lockerung, hohe Passage Aseptisch
8 Septische Lockerung, niedrige Passage Septisch
9 Septische Lockerung, hohe Passage Septisch

Tabelle 4.9-1 Bezeichnung fiir die statistische Auswertung der Zellkultur
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Folgende Gruppen aus der Zellkultur wurden miteinander verglichen:

4,6,8 Niedrige Passagen der Gruppen untereinander
57,9 Hohe Passagen der Gruppen untereinander
4,5 pTEP, niedrige gegen hohe Passage
6,7 Aseptisch, niedrige gegen hohe Passage
8,9 Septisch, niedrige gegen hohe Passage
4+5,6+7,8+9 Gruppen untereinander

Tabelle 4.9-2 Statistischer Vergleich von Zellkulturen

4.9.3  Statistische Auswertung von Paraffingewebe

Das intraoperativ entnommene Gewebe der einzelnen Gruppen wurde ebenfalls mit einer

eigenen Ziffer bezeichnet, untereinander verglichen und statistisch ausgewertet.

1 Primdre Implantation
2 Aseptische Lockerung, kein Keimnachweis
3 Septische Lockerung mit Keimnachweis

Tabelle 4.9-3 Bezeichnung fiir die statistische Auswertung von Paraffingewebe

1 bis 3 Gruppen untereinander

Tabelle 4.9-4 Statistischer Vergleich von Paraffingewebe

4.9.4 Diagnostische Giite

Die Berechnung der diagnostischen Giite erfolgte wie ausfiihrlich bei der Synoviaanalyse
von AMPs beschrieben (Gollwitzer et al., 2013). Zusammengefasst wurde zundchst die
Grenzwertoptimierungskurve (Receiver operating characteristic curve, ROC-Kurve)
angefertigt. In einem Diagramm wurde dann die Sensitivitdt als Abszisse (x-Achse) gegen 1-
die Spezifitat als Ordinate (y-Achse) aufgetragen. AnschlieBend wurde die darunterliegende
Flache (Area under the curve, AUC) berechnet. Der AUC-Wert kann dabei in einem Bereich
von 0,5 bis 1 liegen. Besitzt ein Test eine AUC von 0,5, so entspricht dies der diagnostischen
Glte einer zufdlligen Entscheidung und kommt einem Minzwurf gleich. Ein Test mit einem

AUC-Wert von 0,9 und héher besitzt hingegen eine exzellente diagnostische Giite.
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5 Ergebnisse

5.1 Patientenkollektiv

25 prospektiv und konsekutiv entnommene Gewebeproben von KTEP- und HTEP-Patienten
erfillten nach den postoperativen Kontrollen die Einschlusskriterien. Dabei wurden acht
Patienten in die Gruppe Primdre TEP, neun Patienten in die Gruppe Aseptische Lockerung

und acht Patienten in die Gruppe Septische Lockerung eingeschlossen.

Zwei weitere Patientengewebe wurden anhand des intraoperativen gramnegativen
Keimnachweis als Positivkontrolle fiir HBD-2 weiter verarbeitet. Eine Gewebeprobe wurde
ausgeschlossen da es aufgrund einer mechanischen Komplikation mit Lockerung zu einem
Prothesenwechsel kam und der Patient zusatzlich von einer septischen Revision in der

Vergangenheit berichtete.

Der jlingste Proband war zum Zeitpunkt der Operation 52 Jahre, der dlteste 82 Jahre alt.
Das mittlere Alter lag somit bei 67 + 15 Jahren. Das durchschnittliche Alter der
Primarimplantationen betrug 70 Jahre, das der aseptischen Revisions-TEPs 73 Jahre und das
der septischen Revisions-TEPs 70 Jahre (Tabelle 5.1-1). Mit einem Verhaltnis von 13 zu 12
waren unwesentlich mehr Manner als Frauen in der Studie vertreten. Bei 16 der 25 Patienten
wurde eine HTEP, bei 9 eine KTEP implantiert. Dabei fielen auf die Gruppe der
Primarimplantation sechs HTEPs und zwei KTEPs, auf die aseptische Lockerung sechs HTEPs

und drei KTEPs und auf die septische Lockerung vier HTEPs und vier KTEPs.

8 9 8
@ 70 Jahre @ 73 Jahre @ 70 Jahre
5 5 3
3 4 5
6 6 4
2 3 4

Tabelle 5.1-1 Anzahl und Verteilung der Probanden
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5.2 Zellkultur

5.2.1 Wachstumseigenschaften

Bei der Analyse von Zellkulturen ist es wichtig, die Wachstumseigenschaften zu tberpriifen,
um auf Veranderungen reagieren zu kdnnen. Dabei werden die Wachstumsraten in Prozent
angegeben und beschreiben das Wachstum zwischen zwei Zellzahlbestimmungen. In dieser
Arbeit wurden die Zellzahlen der einzelnen Patientenkollektive in jeder Passage bestimmt. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Kollektiven. Allerdings war
von Passage zu Passage eine Abnahme der Wachstumsrate und somit der Geschwindigkeit

des Wachstums zu erkennen. Dies verhielt sich in allen Kollektiven identisch.

Primare TEP 1,68 68% 1,28 28% 1,19 19%
Aseptische Lockerung 1,78 78% 1,45 45% 1,20 20%
Septische Lockerung 1,69 69% 1,40 40% 1,31 31%

Tabelle 5.2-1 Wachstumsraten der einzelnen Patientenkollektive (Gruppen)

Bei der in-vitro-Aufzucht von Zellen in Kultur sollte das Passagieren optimalerweise in der
Endphase des maximalen Wachstums (log-Phase) hinein in die stationdre Phase erfolgen.
Die Abbildungen auf Seite 65 zeigen die Wachstumskurven der einzelnen Patientenkollektive
dieser Arbeit (pTEP, aseptische- und septische Lockerung). Dabei ist gut zu erkennen, dass
die verwendeten Zellen in der optimalen Phase passagiert wurden. Daher dhneln sich die

Wachstumskurven sehr und sind fast identisch.

Absterbephase

>
Zeit

Abbildung 5-1 Schematische Darstellung des optimalen Abschnittes einer in vitro Wachstumskurve
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65



Ergebnisse

5.2.2 Versuchskontrollen der Zellkulturen

Wie unter Punkt 4.7.3 (IHC von Zellen) beschrieben, wurden die ersten beiden Kammern des
Chamberslides mit dem priméren Antikérper inkubiert. Zugleich wird in Kammer drei die

Isotypkontrolle und in Kammer vier die Negativkontrolle aufgetragen.

-

Abbildung 5-5 pAK (Kammer 1+2), Isotypkontrolle Kammer 3, PBS-Kontrolle Kammer 4

Bei der Etablierung der Methode sowie dem Austesten und Festlegen der jeweiligen
Antikdrperkonzentration wurde darauf geachtet, dass es in Kammer eins und zwei zu einer
spezifischen Anfarbung der Zellen ohne Hintergrundfarbung kam. In den Kammern drei und

vier durfte es zu keiner Farbung kommen.

5.2.3 Synovialozytenidentifikation

Um sicher zu stellen, dass bei den Experimenten mit dem richtigen Zielgewebe und somit mit
dem gewiinschten Zelltyp gearbeitet wird, wurden die Proben in Zellkultur gebracht und
durch typische Marker flir Synovialozyten identifiziert.

Die Marker Laminin (Abbildung 5-6), Vimentin (Abbildung 5-7), HSP 27 (Abbildung
5-8) und CD 68 (Abbildung 5-9) hinterlassen ein sehr spezifisches Farbebild und
charakterisieren in ihrer Zusammenschau die Synovialozyten. Laminin zeichnet sich durch
einen gut gefarbten perinukledren Zellkdrper aus, in dem randstandig ein auffalliger
Granulasaum zu erkennen ist. Die Zellauslaufer bleiben hingegen ungefarbt. Vimentin
verfarbt die gesamte Zelle rotbraunlich. Der Zellkdrper ist durch starker gefarbte Fasern,
welche vom Zellkern weglaufen, gekennzeichnet. Auch bei HSP 27 ist die gesamte Zelle,
wenn auch in den Auslaufern, etwas verblasst angefarbt. Des Weiteren sind einzelne Granula
zu erkennen. CD 68 zeigt eine deutliche perinukledare Granulaanfarbung bei ansonsten
ungefarbter Zelle. Ein direkter Vergleich des Farbemusters war mit Hilfe der immortalisierten

Synovialozytenzelllinie K4IM und durch Bilder aus der aktuellen Literatur realisierbar.
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Abbildung 5-6 Spezifisches Laminin-Farbemuster; primdre Implantation, aseptische- und septische Lockerung und
K4IM

e

Abbildung 5-7 Spezifisches Vimentin-Farbemuster; primare Implantation und septische Lockerung, K4IM und

Nagai et al
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Abbildung 5-8 Spezifisches HSP 27 Farbemuster; primdre Implantation, aseptische- und septische Lockerung,

Nagai et al

Abbildung 5-9 Spezifisches CD 68 Farbemuster; primare Implantation und septische Lockerung, Nagai et al
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5.2.4 HBD-2

Die immunhistochemischen HBD-2-Ergebnisse der Synovialozyten-Zellkulturen wurden fir
die Kollektive pTEP, aseptische und septische Lockerung mit Hilfe des Immunreaktiven
Score nach Remmele und Steger (IRS) sowie des Total Score nach Allred (TS) ausgewertet.
Dazu wurden Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) sowie der Median berechnet. Der
Median wird in den folgenden Diagrammen als roter Balken dargestellt. Die Ergebnisse der

niedrigen Passagen (P|) und der hohen Passagen (P1) wurden zusammengefasst.

gesamt gesamt

IRS [2,43 2,90 £{2,67 [1,44 (2,00 [1,72 [1,56 [2,48 |2,02
+1,06(1,47 |£1,25 |[£1,56|%1,79 |+ 1,67 |+1,19 |+ 1,51 |+ 1,35

15 (3,93 [457 [425 |2,48 (3,06 (2,82 |2,56 [3,92 (3,24
+1,48|+2,27 |+ 1,87 |+£2,32|+2,65 |+2,48 |+1,85|+2,37|+2,11

IRS - - 2,90 - - 1,30 - - 2,30

TS - - 4,80 - - 2,60 - - 3,70

Tabelle 5.2-2 HBD-2 Zellkultur Auswertung. P| = niedrige Passage, P1= hohe Passage.

Bei der Gegenuberstellung der HBD-2-Ergebnisse der Gruppen pTEP und aseptische
Lockerung ergab sich bei IRS und TS kein signifikanter Unterschied in der HBD-2-Expression.
Auch beim Vergleich der Gruppen pTEP und septische Lockerung zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. AnschlieBend wurden die Gruppen aseptische und septische
Lockerung gegenibergestellt. Hier konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der
HBD-2-Expression gezeigt werden.

Die entnommenen Zellen der Gruppen pTEP und aseptische Lockerung hatten keine
Interaktion mit Keimen. Die Zellen der Gruppe septische Lockerung waren ausschlieBlich mit
grampositiven Staphylokokken konfrontiert. Gegeniliber grampositiven Bakterien kommt es
nur zu einer sehr geringen HBD-2-Expression. Bei Geweben, die keinen Kontakt zu Keimen
haben, wird lediglich eine basale Menge an HBD-2 gebildet. (Harder & Schroder, 2005).
Somit konnten die HBD-2-Ergebnisse der Zellkulturversuche belegen, dass es auch bei der
HBD-2-Expression in  Synovialmembranen von primdren Implantationen und in

periprothetischen Membranen bei aseptischer und septischer Lockerung mit grampositivem

Keimnachweis zu keiner signifikanten Erh6hung kommt.

IRS 0,273 0,232 0,725
TS 0,260 0,232 0,725

Tabelle 5.2-3 HBD-2 Zellkultur, p-Werte beim Vergleich der Gruppen
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}Allm—{ J 100 um
S
Abbildung 5-10 Zellkultur HBD-2 primdre TEP
100 pm 100 pm
Abbildung 5-11 Zellkultur HBD-2 aseptische Lockerung
100 um Jllm—|

Abbildung 5-12 Zellkultur HBD-2 septische Lockerung
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5.2.4.1 Immunreaktiver Score
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Abbildung 5-13 IRS HBD-2: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und aseptische Lockerung (6+7), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,273
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Abbildung 5-14 IRS HBD-2: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und septische Lockerung (8+9), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,232
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Abbildung 5-15 IRS HBD-2: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (6+7) und septische Lockerung (8+9),

niedrige und hohe Passagen zusammengefasst p=0,725
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Abbildung 5-16 TS HBD-2: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und aseptische Lockerung (6+7), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,26
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Abbildung 5-17 TS HBD-2: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+45) und septische Lockerung (8+9), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,232

6 — [ X
[ ] [ ]
®
5 [ ]
®
4 [ ]
[
®
3_
o0
®
2_
[ ]
1_
[ ] [ ]
®
0 [ X ] [ ]
6+7 8+9

Abbildung 5-18 TS HBD-2: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (6+7) und septische Lockerung (8+9),

niedrige und hohe Passagen zusammengefasst p=0,725
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5.2.5 HBD-3

Die immunhistochemischen HBD-3-Ergebnisse der Synovialozyten-Zellkulturen wurden fir
die Kollektive pTEP, aseptische und septische Lockerung mit Hilfe des Immunreaktiven
Score nach Remmele und Steger (IRS) sowie des Total Score nach Allred (TS) ausgewertet.
Dazu wurden Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) sowie der Median berechnet. Der
Median wird in den folgenden Diagrammen als roter Balken dargestellt. Die Ergebnisse der

niedrigen Passagen (P|) und der hohen Passagen (P1) wurden zusammengefasst.

gesamt gesamt

IRS 2,90 (2,93 (2,92 (3,76 |3,68 [3,72 844 [9,28 (8,56
+1,15(+ 1,16+ 1,15 |+0,54 |+ 0,52 |+ 0,53 |+ 2,32 |+ 3,56 |+ 2,94

15 [470 |4,80 |4,75 |568 |568 [568 |7,08 [7,32 |7,20
+1,60|+1,30|+ 1,45 |+0,44|+0,52 |+0,48 |+0,64 |+0,89 |+ 0,76

IRS - - 3,10 - - 4,00 - - 9,60

TS - - 5,10 - - 6,00 - - 7,40

Tabelle 5.2-4 HBD-3 Zellkultur Auswertung. P| = niedrige Passage, P1= hohe Passage.

Bei der Gegenuberstellung der HBD-3-Ergebnisse der Gruppen pTEP und aseptische
Lockerung ergab sich bei IRS und TS kein signifikanter Unterschied in der HBD-3-Expression.
Beim Vergleich der Gruppen pTEP und septische Lockerung zeigte sich hingegen ein
signifikanter Unterschied. AnschlieBend wurden die beiden Gruppen aseptische Lockerung
und septische Lockerung gegeniibergestellt. Auch hier konnte ein signifikanter Unterschied in
der HBD-3-Expression erbracht werden.

Die HBD-3-Ergebnisse der Zellkulturversuche zeigen, dass es in der Synovialmembran der
primdren Implantation schon zu einer geringen HBD-3-Expression kommt. In der
periprothetischen Membran bei Patienten mit einer aseptischen Lockerung kommt es
ebenfalls zum Nachweis von HBD-3.

Harder beschreibt eine verstarkte antimikrobielle Wirkung von HBD-3 gegenliber
grampositiven Bakterien (Harder et al., 2001). Auch in dieser Arbeit kommt es zu einer

signifikanten Erhéhung der HBD-3-Expression in Synovialozyten mit einem grampositiven

Keimnachweis. Sehr deutlich wird dies beim Vergleich der p-Werte der einzelnen Gruppen.

IRS 0,147 <0,001 <0,001
TS 0,056 <0,001 <0,001

Tabelle 5.2-5 HBD-3 Zellkultur, p-Werte beim Vergleich der Gruppen
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Abbildung 5-19 Zellkultur HBD-3 primare TEP
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Abbildung 5-20 Zellkultur HBD-3 aseptische Lockerung

Abbildung 5-21 Zellkultur HBD-3 septische Lockerung
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5.2.5.1 Immunreaktiver Score
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Abbildung 5-22 IRS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und aseptische Lockerung (6+7), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,147
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Abbildung 5-23 IRS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und septische Lockerung (8+9), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p<0,001
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Abbildung 5-24 IRS HBD-3: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (6+7) und septische Lockerung (8+9),

niedrige und hohe Passagen zusammengefasst p<0,001
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Abbildung 5-25 TS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und aseptische Lockerung (6+7), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,056
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Abbildung 5-26 TS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+45) und septische Lockerung (8+9), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p<0,001
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Abbildung 5-27 TS HBD-3: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (6+7) und septische Lockerung (8+9),

niedrige und hohe Passagen zusammengefasst p<0,001
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5.2.6 LL-37

Die immunhistochemischen LL-37-Ergebnisse der Synovialozyten-Zellkulturen wurden fiir die
Kollektive pTEP, aseptische und septische Lockerung mit Hilfe des Immunreaktiven
Score nach Remmele und Steger (IRS) sowie des Total Score nach Allred (TS) ausgewertet.
Dazu wurden Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) sowie der Median berechnet. Der
Median wird in den folgenden Diagrammen als roter Balken dargestellt. Die Ergebnisse der

niedrigen Passagen (P|) und der hohen Passagen (P1) wurden zusammengefasst.

gesamt gesamt

IRS 3,20 (3,13 (3,17 |4,80 |4,36 |458 |7,68 [7,52 |[7,60
+0,81|+1,35|+ 1,08 [£0,75|+0,61 |+0,68 |+1,21 |+1,93|+1,57

Ts |5,13 |4,83 4,98 6,08 6,00 6,04 6,92 |6,88 [6,90
+083|+208/+145 [+£0,30|+0,28 |+0,29 |+0,30|+0,48|+ 0,39

IRS - - 3,50 - - 4,80 - - 7,20

TS - - 5,50 - - 6,20 - - 7,40

Tabelle 5.2-6 LL-37 Zellkultur Auswertung. P| = niedrige Passage, Pt= hohe Passage.

Bei der Gegenuberstellung der LL-37-Ergebnisse der Gruppen pTEP und aseptische
Lockerung ergab sich bei IRS und TS kein signifikanter Unterschied in der Expression von LL-
37. Beim Vergleich der Gruppen pTEP und septische Lockerung zeigte sich hingegen ein
signifikanter Unterschied. AnschlieBend wurden die beiden Gruppen aseptische Lockerung
und septische Lockerung gegeniibergestellt. Auch hier konnte ein signifikanter Unterschied in
der LL-37-Expression erbracht werden.

Ahnlich wie bei den HBD-3-Ergebnissen zeigt sich auch bei den Zellkulturversuchen mit LL-
37, dass es in der Synovialmembran der primdren Implantation und in der Gelenkmembran
der aseptischen Lockerung zu einer geringen LL-37-Expression kommt. Vergleicht man
jedoch beide Membranen untereinander, so besteht zwischen pTEP und aseptischer
Lockerung kein signifikanter Unterschied.

Signifikant ist die Erhéhung der LL-37-Expression in Zellen mit einem grampositiven

Keimnachweis. Besonders deutlich wird dies durch den Vergleich der p-Werte von

aseptischer und septischer Lockerung.

IRS 0,062 <0,001 <0,001
TS 0,094 <0,001 <0,001

Tabelle 5.2-7 LL-37 Zellkultur, p-Werte beim Vergleich der Gruppen
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Abbildung 5-29 Zellkultur LL-37 aseptische Lockerung

Abbildung 5-30 Zellkultur LL-37 septische Lockerung
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5.2.6.1 Immunreaktiver Score
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Abbildung 5-31 IRS LL-37: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und aseptische Lockerung (6+7), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,062
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Abbildung 5-32 IRS LL-37: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+45) und septische Lockerung (8+9), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=<0,001

81



Ergebnisse

[ X X
9_
8 - [ ]
<0
7_.
[ X X
6_
[ [ ]
[
5_
00200
4_
[
( X}
6+7 8+9

Abbildung 5-33 IRS LL-37: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (6+7) und septische Lockerung (8+9),

niedrige und hohe Passagen zusammengefasst p=<0,001
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Abbildung 5-34 TS LL-37: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+45) und aseptische Lockerung (6+7), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=0,094
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Abbildung 5-35 TS LL-37: Vergleich der Gruppen primdre TEP (4+5) und septische Lockerung (8+9), niedrige

und hohe Passagen zusammengefasst p=<0,001
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Abbildung 5-36 TS LL-37: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (6+7) und septische Lockerung (8+9),

niedrige und hohe Passagen zusammengefasst

p=<0,001
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5.3 Paraffingewebe
5.3.1 Versuchskontrollen

Wie unter Punkt 4.7.4 (IHC von Paraffingewebe) beschrieben, wurden die Gewebeschnitte
mit einer Ldsung, die den primdren Antikérper enthalt, inkubiert. Zur Versuchskontrolle
wurde auf einem separaten Schnitt die Isotypkontrolle und auf einem weiteren Schnitt die
Negativkontrolle aufgetragen.

Zusatzlich zur Isotyp- und zur Negativkontrolle wurde fiir die HBD-2-Analysen von
Paraffingewebe eine Positivkontrolle erarbeitet. Hierzu wurde Gewebe, welches mit einem
gramnegativen Erreger konfrontiert war, herangezogen. So konnte zum einen die HBD-2-
Konzentration auf 1pg/ml festgelegt werden, zum anderen diente die Positivkontrolle zur
Sicherung der HBD-2-Ergebnisse, da es gegenliber grampositiven, Katalase-positiven
Bakterien nur zu einer basalen HBD-2-Expression kommt. Allerdings findet als Reaktion auf
eine gramnegative Keimbesiedelung wie im Gewebe der Positivkontrolle eine HBD-2-

Expression im Gewebe statt (Harder & Schroder, 2005).

Abbildung 5-37 Positivkontrolle HBD-2
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5.3.2 HBD-2

Die immunhistochemischen HBD-2-Ergebnisse der Paraffingewebe wurden fiir die Kollektive
pTEP, aseptische und septische Lockerung mit Hilfe des Immunreaktiven Score nach
Remmele und Steger (IRS) sowie des Total Score nach Allred (TS) ausgewertet. Dazu

wurden Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) sowie der Median berechnet. Der

Median wird in den folgenden Diagrammen als roter Balken dargestellt.

IRS 0,15 + 0,14 0,60 £ 0,50 0,70 £ 0,40
TS 0,30 £ 0,28 1,20 + 1,06 1,38 + 0,78
IRS 0,20 0,60 0,90
TS 0,40 1,00 1,70

Tabelle 5.3-1 HBD-2 Paraffingewebe, Auswertung der Mittelwerte, Standardabweichung und des Median

Bei der Gegenliberstellung der HBD-2-Ergebnisse der Gruppe pTEP gegen aseptische und
pTEP gegen septische Lockerung ergab sich beim IRS und beim TS jeweils ein signifikanter
Unterschied in der HBD-2-Expression.

AnschlieBend wurden die beiden Gruppen aseptische Lockerung und septische Lockerung

gegenibergestellt. Hier konnte jedoch kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

Tabelle 5.3-2 HBD-2 Paraffingewebe, p-Werte und AUC-Werte beim Vergleich der Gruppen

Das Resultat zeigt eine Hochregulation von HBD-2 beim Vorliegen einer TEP-Lockerung. Da
HBD-2 nicht auf grampositive Keime anspricht (Harder & Schroder, 2005) ist der Unterschied
zwischen aseptischer und septischer Lockerung nicht signifikant.

Das Ergebnis spiegelt sich in der diagnostische Giite wieder. Die Werte der Area under the
Curve (AUC) liegen fiir den IRS sowie fiir den TS zwischen 0,60 und 0,75. Das bedeutet,
dass die Grenzwertoptimierungskurven (Receiver operating characteristic curve, ROC-
Kurven) fir HBD-2 keine hohe diagnostische Giite zeigen.

Da die ROC-Kurven oberhalb der 45°-Diagonalen liegen, kann man davon sprechen, dass die

Werte richtig interpretiert wurden.
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Abbildung 5-40 Paraffinschnitt HBD-2 septische Lockerung
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5.3.2.1 Immunreaktiver Score
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Abbildung 5-41 IRS HBD-2: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und aseptische Lockerung (2) p=0,006
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Abbildung 5-42 IRS HBD-2: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3) p=0,017
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Abbildung 5-43 IRS HBD-2: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische Lockerung (3) p=0,3

5.3.2.2 Total Score
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Abbildung 5-44 TS HBD-2: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und aseptische Lockerung (2) p=0,007
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Abbildung 5-45 TS HBD-2: Vergleich der Gruppen primare TEP (1) und septische Lockerung (3) p=0,012
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Abbildung 5-46 TS HBD-2: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische Lockerung (3)

p=0,303
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5.3.2.3 Diagnostische Giite des HBD-2-Ergebnis
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Abbildung 5-47 HBD-2: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3)
mit Hilfe des Immunreaktiven Score (IRS)  AUC=0,743
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Abbildung 5-48 HBD-2: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische
Lockerung (3) mit Hilfe des Immunreaktiven Score (IRS) AUC=0,646
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Abbildung 5-49 HBD-2: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3)
mit Hilfe des Total Score (TS) AUC=0,746

1.0

0.6
|

0.2

o _

e AUC =0.653
I I I I I I

00 0.2 04 06 08 10

Abbildung 5-50 HBD-2: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische
Lockerung (3) mit Hilfe des Total Score (TS) AUC=0,653
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5.3.3 HBD-3

Die immunhistochemischen HBD-3-Ergebnisse der Paraffingewebe wurden fiir die Kollektive
pPTEP, aseptische und septische Lockerung mit Hilfe des Immunreaktiven Score nach
Remmele und Steger (IRS) sowie des Total Score nach Allred (TS) ausgewertet. Dazu

wurden Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) sowie der Median berechnet. Der

Median wird in den folgenden Diagrammen als roter Balken dargestellt.

IRS 0,73 £ 0,57 0,98 + 0,60 10,78 + 2,28
TS 1,28 + 0,81 1,89 + 1,09 7,63 £ 0,71
IRS 0,80 0,60 12,00
TS 1,60 1,40 8,00

Tabelle 5.3-3 HBD-3 Paraffingewebe, Auswertung der Mittelwerte, Standardabweichung und Median

Bei der Gegenuberstellung der HBD-3-Ergebnisse der Gruppen pTEP und aseptische
Lockerung besteht kein signifikanter Unterschied in der HBD-3-Expression. Beim Vergleich
der Gruppen pTEP und septische Lockerung zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied.
Auch bei den Gruppen aseptische und septische Lockerung konnte ein signifikanter

Unterschied gezeigt werden.

Tabelle 5.3-4 HBD-3 Paraffingewebe, p-Werte und AUC-Werte beim Vergleich der Gruppen

Noch eindrucksvoller als bei den Zellkulturversuchen sind die HBD-3-Ergebnisse der
Paraffingewebe. In der Synovialmembran kommt es bei der primdren Implantation zu keiner
signifikanten Expression. Ebenso verhdlt es sich bei der aseptischen Lockerung. In der
periprothetischen Membran einer septischen Lockerung besteht allerdings eine sehr hohe
Expression von HBD-3. Deutlich wird dies durch die maximale Punktzahl (Median) flir IRS
und TS. Die Signifikanz der p-Werte unterstreicht das Ergebnis.

Das Resultat spiegelt sich in der diagnostische Guite wider. Der AUC-Wert liegt fiir den IRS
sowie fiir den TS bei 1. Die Grenzwertoptimierungskurven (ROC-Kurven) steigen zu Beginn
senkrecht an, was einer Sensitivitdt von 100 % entspricht. Die Werte wurden richtig
interpretiert, da die ROC-Kurven deutlich oberhalb der 45°-Diagonalen liegen. Somit besitzen

die Tests der HBD-3-Ergebnisse eine hervorragende diagnostische Giite.
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Abbildung 5-53 Paraffinschnitt HBD-3 septische Lockerung
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5.3.3.1 Immunreaktiver Score
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Abbildung 5-54 IRS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und aseptische Lockerung (2) p=0,937
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Abbildung 5-55 IRS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3) p<0,001
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Abbildung 5-56 IRS HBD-3: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische Lockerung (3)

p<0,001
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Abbildung 5-57 TS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und aseptische Lockerung (2) p=0,559
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Abbildung 5-58 TS HBD-3: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3) p<0,001
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Abbildung 5-59 TS HBD-3: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische Lockerung (3)

p<0,001
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5.3.3.3 Diagnostische Giite des HBD-3-Ergebnis
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Abbildung 5-60 HBD-3: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3)
mit Hilfe des Immunreaktiven Score (IRS) AUC=1
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Abbildung 5-61 HBD-3: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische
Lockerung (3) mit Hilfe des Immunreaktiven Score (IRS) AUC=1
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Abbildung 5-62 HBD-3: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3)
mit Hilfe des Total Score (TS) AUC=1
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Abbildung 5-63 HBD-3: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische
Lockerung (3) mit Hilfe des Total Score (TS) AUC=1
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5.3.4 LL-37

Die immunhistochemischen LL-37-Ergebnisse der Paraffingewebe wurden fir die Kollektive
pTEP, aseptische und septische Lockerung mit Hilfe des Immunreaktiven Score nach
Remmele und Steger (IRS) sowie des Total Score nach Allred (TS) ausgewertet. Dazu

wurden Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD) sowie der Median berechnet. Der

Median wird in den folgenden Diagrammen als roter Balken dargestellt.

IRS 0,30 + 0,43 0,67 £ 0,35 5,93 + 4,10
TS 0,63 £ 0,88 1,31 + 0,68 5,23 + 2,15
IRS 0,10 0,80 5,30
TS 0,20 1,60 5,20

Tabelle 5.3-5 LL-37 Paraffingewebe, Auswertung der Mittelwerte, Standardabweichung und Median

Bei der Gegentberstellung der LL-37-Ergebnisse der Gruppen pTEP und aseptische
Lockerung ergab sich kein signifikanter Unterschied. Als nachstes wurden die Gruppen pTEP
und septische Lockerung miteinander verglichen. Hier zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der LL-37-Expression. AnschlieBend wurden die beiden Gruppen aseptische
Lockerung und septische Lockerung gegeniibergestellt. Bei p-Werten von jeweils <0,001

(IRS und TS) konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

Tabelle 5.3-6 LL-37 Paraffingewebe, p-Werte und AUC-Werte beim Vergleich der Gruppen

Auch die LL-37-Ergebnisse der Paraffinschnitte sind deutlich. In der Synovialmembran einer
primdren Implantation und im aseptischen periprothetischen Gewebe kommt es zu keiner
signifikanten LL-37-Expression. Allerdings zeigt sich eine klare Erhéhung der LL-37-
Expression im septischen Gewebe nach der Exposition gegeniliber grampositiven Erregern.

Das eindeutige Resultat spiegelt sich in der diagnostische Giite der LL-37-Ergebnisse wider.
Der AUC-Wert liegt flir den IRS sowie fir den TS bei 1. Die Grenzwertoptimierungskurven
(ROC-Kurven) steigen zu Beginn senkrecht an, was einer Sensitivitdt von 100 % entspricht.
Die Werte wurden richtig interpretiert, da die ROC-Kurven deutlich oberhalb der 45°-
Diagonalen liegen. Somit besitzen die Tests der LL-37-Ergebnisse eine hervorragende

diagnostische Giite.

99



Ergebnisse

Abbildung 5-66 Paraffinschnitt LL-37 septische Lockerung
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Abbildung 5-67 IRS LL-37: Vergleich der Gruppen primadre TEP (1) und aseptische Lockerung (2) p=0,074
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Abbildung 5-68 IRS LL-37: Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3) p<0,001
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Abbildung 5-69 IRS LL-37: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische Lockerung (3)

p<0,001
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Abbildung 5-70 TS LL-37: Vergleich der Gruppen primédre TEP (1) und aseptische Lockerung (2) p=0,083
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Abbildung 5-71 TS LL-37: Vergleich der Gruppen primadre TEP (1) und septische Lockerung (3) p<0,001
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Abbildung 5-72 TS LL-37: Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische Lockerung (3)
p<0,001
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5.3.4.3 Diagnostische Giite des LL-37-Ergebnis
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Abbildung 5-73 LL-37: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3)
mit Hilfe des Immunreaktiven Score (IRS) AUC=1
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Abbildung 5-74 LL-37: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische
Lockerung (3) mit Hilfe des Immunreaktiven Score (IRS) AUC=1
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Abbildung 5-75 LL-37: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen primdre TEP (1) und septische Lockerung (3)
mit Hilfe des Total Score (TS) AUC=1
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Abbildung 5-76 LL-37: Diagnostische Giite, Vergleich der Gruppen aseptische Lockerung (2) und septische
Lockerung (3) mit Hilfe des Total Score (TS) AUC=1
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6 Diskussion

Die Implantation einer Hiifttotalendoprothese wurde im Jahr 2007 zur Operation des
Jahrhunderts erklart (Learmonth et al., 2007). Studien haben gezeigt, dass es in den
vergangenen Jahren weiter zu einer starken Zunahme an Implantationen von kinstlichen
Gelenken gekommen ist. In  Deutschland wurden 2014 laut deutschem
Endoprothesenregister 400.000 primdare HTEPs und KTEPs implantiert. Auch der
Gelenkersatz von Schulter-, Sprung- und Ellenbogengelenken nimmt deutlich zu. Durch
dieses kontinuierliche Wachstum von Primdrimplantationen steigt die Zahl infektbedingter
Endoprothesenrevisionen ebenfalls an. Diese operativen Revisionen sind mit einem
gewaltigen Aufwand verbunden (Banke, Stade, et al., 2015). Der periprothetische Infekt
(PPI) stellt nicht nur flir den betroffenen Patienten selbst, sondern auch fiir die Gesellschaft
eine groBe Belastung dar. Aufgrund der logistischen und monetdren Aspekte gilt der PPI in
der Gesundheitsbranche als starker wirtschaftlicher Faktor. Im Gesundheitssystem der USA
verursachte der PPI im Jahr 2009 Ausgaben von 566 Millionen US-Dollar ($). Bis 2020 wird
ein Anstieg auf 1,62 Milliarden $ erwartet (S. M. Kurtz, Lau, Watson, Schmier, & Parvizi,
2012). In Anbetracht dieser Entwicklung liegt die Notwendigkeit der friihzeitigen Diagnostik

des PPI, sowie die Erfordernis einer sicheren Bestimmung des LG-PPI auf der Hand.

Zum aktuellen Stand der Diagnostik ist es besonders schwierig, den LG-PPI zu erkennen
(Morawietz et al., 2006). Bislang bleibt eine diagnostische Liicke. Die Biomarker-Diagnostik
mit AMPs weist den Weg fiir neuartige und frihzeitige Mdglichkeiten periprothetische

Infektionen und den gefiirchteten LG-PPI sicher zu bestimmen (Banke, Stade, et al., 2015).

Beim LG-PPI kommt es zu einer Expression von AMPs, die zur Immunabwehr in die
Gelenkflissigkeit abgegeben werden (Gollwitzer et al., 2013). Auch spater entstandene
Arbeiten konnten dhnliche Ergebnisse erzielen. In einer Studie von Liu et al. wurde ein
signifikanter Anstieg der Expression von HBD-3 in infiziertem periprothetischen Gewebe, im
Vergleich zur Expression in Gewebe einer aseptischen Lockerung und der normalen
Kontrollgruppe, mittels Immunfluoreszenz gezeigt (Liu et al., 2014). In dieser Studie gelang
es ebenfalls, lber die Intensitat der Anfarbung des Synovialgewebes einen Unterschied
zwischen periprothetischer Gelenkinfektion, aseptischer Lockerung und der Kontrollgruppe
darzustellen. Auch Liu ist der Ansicht, dass dies zur Entwicklung eines neuen synovialen
histopathologischen Markers und somit zur Differenzierung zwischen Infekt und Lockerung
des kiinstlichen Gelenks beitragen kdonnte (Liu et al., 2014). Jedoch wurden in dieser Studie
Gelenkinfekte mit einer Vielzahl unterschiedlicher grampositiver und gramnegativer

Erregertypen eingeschlossen, nur ein AMP untersucht, und offen gelassen um welche Art von
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infizierten Gelenken und Endoprothesen es sich handelt. Ein solch stark heterogenes

Kollektiv bei niedriger Fallzahl hat damit nur eine beschrankte Aussagekraft.

Den groBen Vorteil der AMP-Diagnostik beschreibt Chen in der minimalen Invasivitat des
Verfahrens. AuBerdem sei diese direkte Nachweismethode des LG-PPI zuverlassiger, als die
bisherige Diagnostik Gber Serumwerte, da Patienten haufig an Begleiterkrankungen leiden,
anderenorts Entziindungen aufweisen oder unter antibiotischer Therapie stehen (Chen et al.,
2014). Zudem konnte die hohere diagnostische Genauigkeit synovialer AMP-Marker
gegeniber systemischer Biomarkeranalysen bestatigt werden (Gollwitzer et al., 2013). Das
Zeitalter der Diagnostik durch synoviale Biomarker, als empfindliches und spezifisches
Verfahren zur Diagnostik des LG-PPI, ist somit angebrochen (Deirmengian et al., 2014;
Matsen Ko & Parvizi, 2016). Altere Verfahren, wie die Verwendung von BSG und CRP-
Serologie, mikrobiologische Analysen und die histologische Auswertung, kénnen durch neue

Biomarker erganzt und verbessert werden (Chen et al., 2014).

Mit der AMP-Diagnostik eréffnen sich neuartige Mdglichkeiten. Der LG-PPI kann friihzeitig
diagnostiziert werden. Postoperative Kontrollen kdnnten einen neuen Standard in der
Prothetik erreichen. Dadurch ist es gelungen, Auswirkung auf die Entwicklung der
Endoprothetik zu nehmen. Nicht nur der enorme 6konomische Aufwand, sondern vor allem
die psychische und physische Belastung der betroffenen Patienten kann dadurch stark

reduziert werden (Borgquist, A, Dale, Lidgren, & Stefansdottir, 2014).

Diese Arbeit zeigt, dass es beim PPI und beim LG-PPI zur signifikanten Hochregulation der

AMP-Expression periprothetischen Membranen kommt.

6.1 Kritische Analyse

6.1.1 Patientenkollektiv

Die statistisch miteinander verglichenen Kollektive sind mit Fallzahlen von acht primadren
Implantationen, neun aseptischen Revisionsoperationen sowie acht septischen Revisionen
nicht sehr groB. Trotz dieser kleinen Fallzahl sind die Ergebnisse signifikant und sollten als
~pProof of principle" verstanden werden. Die einzelnen Patientenkollektive waren mit einem
Alter von 70 Jahren bei Primdrimplantationen, 73 Jahren bei aseptischen Revisionsprothesen
und 70 Jahren bei septischen Revisions-TEPs gut miteinander vergleichbar (Tabelle 5.1-1).
Eindeutige mikrobiologische Endbefunde dienten dazu, die Patienten in das richtige Kollektiv
einzuteilen. Das Verhaltnis zwischen 13 Mannern und 12 Frauen war unwesentlich zu

Gunsten der Manner verschoben.
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6.1.2 Keimspektrum

Der klassische Keim fiir die Friithinfektion einer Endoprothese ist der Methicillin-sensible
Staphylococcus aureus, MSSA (Lohmann et al., 2007). Bei den haufigeren und Kklinisch
deutlich relevanteren Spatinfektionen wie dem chronischen LG-PPI zeigen sich niedrig
virulente Keime der normalen Hautflora wie die Koagulase-negativen Staphylokokken als
haufigste Ausléser fremdkorperassoziierter Infektionen (Inman et al., 1984). Der absolut
haufigste Verursacher von Spatinfektionen ist dabei der grampositive Erreger Staphylococcus
epidermidis (Lohmann et al., 2007). In 74% der mikrobiell besiedelten Isolate werden
grampositive Kokken nachgewiesen. Das Erregerspektrum des hier verwendeten
Patientenkollektivs reprasentiert genau dieses in der Literatur beschriebene haufigste
Keimspektrum. Nur grampositive Katalase-positive und Koagulase-negative Erreger wie
Staphylococcus epidermidis wurden in die Studie eingeschlossen. Dadurch konnte trotz der
kleineren Fallzahlen bei sehr homogenem Kollektiv ein signifikantes Ergebnis ermittelt
werden. Fir die Positivkontrolle der HBD-2-Ergebnisse wurden zwei Probanden mit einem
intraoperativen gramnegativen Keimnachweis verwendet. In beiden Fallen wurde der
mikrobiologische Nachweis von E. coli erbracht. Dieser gramnegative Erreger l6st eine
verstarkte HBD-2-Expression aus (Nishimura et al., 2004; Shiba et al., 2003), und war daher

fur die Positivkontrolle der HBD-2-Experimente geeignet.

6.1.3 Scores

Der Immunreaktive Score nach Remmele und Steger (Remmele & Stegner, 1987), sowie der
Total Score nach Allred (Allred et al., 1998) sind bereits seit langem etablierte Scores zur
Auswertung semiquantitativer Verfahren. Bei genauer Betrachtung fallt auf, dass beim IRS,
um einen hohen Punktewert zu erreichen, die Gewichtung durch das Multiplizieren von SI
und PP etwas zu Gunsten einer guten Farbereaktion verschoben ist. Auf der anderen Seite
sind jedoch beim IRS hohe Prozentsatze gefarbter Zellen nétig, um Spitzenwerte zu erzielen.
Beim TS reichen hingegen wenige gefarbte Zellen aus, um den Cut-off zu erreichen.
Spitzenwerte sind jedoch nur bei zusatzlich guter SI mdglich. Somit werden beim IRS
schneller signifikante Werte liber die SI und beim TS durch eine hohe Anzahl an gefarbten

Zellen erreicht.

In dieser Arbeit zeigten sich in Zellkultur und Paraffingewebe fiir die AMPs HBD-3 und LL-37
eine hohe SI und auch hohe Prozentsatze bei PP bzw. PS. Schlussendlich entschieden wir
uns zur Verwendung beider Scores, wodurch sich jeweils signifikante Ergebnisse ermitteln

lieBen.
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6.1.4 Wachstum

In der logarithmischen Phase (log-Phase) findet ein exponenzielles Wachstum statt. Dadurch
kommt es zu einer Kurve. Die Steilheit der Kurve entspricht der Teilungsrate. Bei
zunehmender Zelldichte nimmt die Teilungsrate, und damit das Wachstum, wieder ab. Diese
natlrliche Hemmung findet bei allen Nichttumorzellen statt und wird durch die
Kontaktinhibition verursacht (Lindl T., 2008). Das Passagieren bei der in vitro Aufzucht von
Zellen sollte optimalerweise in einer Phase des maximalen Wachstums (log-Phase) kurz vor
der stationaren Phase erfolgen. Mit dem Mikroskop kann man das Wachstum beobachten
und die Zellen bei erreichter Monolayerkultur und vitaler Zellmorphe passagieren.

Betrachtet man die Wachstumskurven dieser Arbeit, stellt man fest, dass fiir alle drei
Kollektive (pTEP, aseptische und septische Lockerung) eine nahezu optimale
Wachstumskurve erreicht wurde. Dies spricht fiir ein hohes MaB3 an Genauigkeit und einer

guten Zellteilungsrate.

6.1.5 Identifikation

Die immortalisierten humanen Synovialozyten der K4IM-Linie sind ein geeignetes in vitro
System, um Mechanismen synovialer Fibroblasten zu untersuchen (Haas et al., 1997), und
dienten zur Gewebeidentifikation des entnommenen Synovialgewebes. In der Literatur wurde
diese Zelllinie schon mehrfach zur Identifikation humaner Synovialozyten herangezogen und
ist gut beschrieben. Da es keinen separaten, einzelnen Marker fir Synovialozyten gibt, war
es notig typische Synovialozytenmarker in ihrer Zusammenschau zu betrachten (Gollwitzer et
al., 2013; Nagai et al., 2006; Nozawa-Inoue et al., 1999). Hierzu wurde das spezifische
Farbebild morphologisch miteinander verglichen.

Lamin zeichnet sich durch einen gut gefarbten perinukledren Zellkérper aus, in dem
randstandig ein auffalliger Granulasaum zu erkennen ist. Die Zellauslaufer bleiben hingegen
ungefarbt. Vimentin verfarbt die gesamte Zelle rotbraunlich. Der Zellkdrper ist durch starker
gefarbte Fasern, welche vom Zellkern weglaufen, gekennzeichnet. Auch bei HSP 27 ist die
gesamte Zelle, wenn auch in den Auslaufern etwas verblasst, angefarbt. Des Weiteren sind
einzelne Granula zu erkennen. CD 68 zeigt eine deutliche perinukledre Granulaanfarbung bei

ansonsten ungefarbter Zelle.

So wurde sichergestellt, dass bei den Experimenten mit dem gewiinschten Zelltyp gearbeitet

wurde.
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6.1.6 Aktuelle AMP Diagnostik

Nach der Entdeckung der antimikrobiellen Peptide 1966 als Bestandteil des angeborenen
Immunsystem durch Zeya und Spitznagel (Ganz, 1999, 2003; Zeya & Spitznagel, 1966) weiB
man heute um ihre Eigenschaften bei der aktiven Abwehr von grampositiven sowie
gramnegativen Bakterien (De Smet & Contreras, 2005; Lai & Gallo, 2009). In humanen
Geweben werden a- und pB-Defensine exprimiert (Ganz, 2003; Harder & Schroder, 2005). Vor
allem p-Defensine zeigen aufgrund ihrer Proteinstruktur antimikrobielle Eigenschaften
(Selsted et al., 1993).

Eine verstarkte antimikrobielle Wirkung von HBD-2 konnte gegeniiber gramnegativen
Bakterien nachgewiesen werden (Nishimura et al., 2004; Shiba et al., 2003). Im Vergleich
dazu zeigte sich eine verminderte HBD-2-Expression gegentiiber grampositiven Bakterien wie
Staphylokokken (Harder & Schroder, 2005).

HBD-3 zeichnet sich vor allem durch eine verstarkte antimikrobielle Wirkung gegentiber
grampositiven Bakterien aus (Harder et al., 2001). Analysen bestdtigten, dass die
menschliche HBD-3-Expression mit dem AusmaB der Entziindungsreaktion des Gewebes
korreliert. HBD-3 hat somit das Potenzial liber die Intensitat der Expression den Grad der
lokalen Infektion wiederzugeben (Liu et al., 2014).

LL-37 ist das einzig bekannte humane Cathelicidin und wird in Epithelien (Sayama et al.,
2005) aber auch in neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und natirlichen Killerzellen
gebildet. LL-37 Gbernimmt bei der Keimabwehr eine wichtige antimikrobielle Funktion als Teil
des unspezifischen, angeborenen Immunsystems (Bals, 2000; Schwab et al., 2007; Sorensen
et al.,, 1997). Des Weiteren versucht LL-37 die Bildung des periprothetischen Biofilms zu
verhindern und reguliert die lokale Entziindungsantwort (Chen et al., 2014).

Von den AMPs HBD-2, HBD-3 und LL-37 ist eine hohe diagnostische Genauigkeit bei der
Diagnose des PPI und des LG-PPI bekannt. Sie dienen in der Punktatdiagnostik als
spezifische Biomarker (Chen et al., 2014; Gollwitzer et al., 2013). Zuletzt zeigten diese AMPs
in der Kombination mit proinflammatorischen Zytokinen im Gelenkpunktat eine exzellente
diagnostische Genauigkeit (HBD-3 und IL-4: 97,2%, LL-37 und IL-4 91,6%, LL-37 und IL-6:
89,5%) (Gollwitzer et al., 2013).

Im periprothetischen Gewebe konnte mit dieser Arbeit ebenso eine hervorragende
Genauigkeit in der AMP-Diagnostik beschrieben werden. Hierzu wurden die Zellen der
Zellkultur sowie Paraffingewebe fiir die Patientenkollektive primdre TEP, aseptische und

septische Lockerung ausgewertet und statistisch verglichen.
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6.2 Zellkultur

Die entnommenen Zellen der Gruppen pTEP und aseptische Lockerung hatten keine
Interaktion mit Keimen. Die Zellen der Gruppe septische Lockerung waren ausschlieBlich mit

grampositiven, Katalase-positiven und Koagulase-negativen Staphylokokken konfrontiert.

Gegenliber grampositiven Bakterien kommt es nur zu einer sehr geringen HBD-2-Expression.
Bei Geweben, die keinen Kontakt zu Keimen haben, wird lediglich eine basale Menge an
HBD-2 gebildet. (Harder & Schroder, 2005). In Ubereinstimmung damit konnten die HBD-2-
Ergebnisse der Zellkulturversuche belegen, dass es auch bei der HBD-2-Expression in
Synovialmembranen von primdren Implantationen und in periprothetischen Membranen der

aseptischen und septischen Lockerung zu keiner signifikanten Erhéhung von HBD-2 kommt.

Die HBD-3-Ergebnisse der Zellkulturversuche zeigen, dass es in der Synovialmembran einer
primdren Implantation zu keiner signifikanten HBD-3-Expression kommt. Auch in der
periprothetischen Membran bei Patienten mit aseptischer Lockerung fiihrt es nur zu einer
geringen Erhéhung an HBD-3. Harder beschreibt eine verstarkte antimikrobielle Wirkung von
HBD-3 gegeniiber grampositiven Bakterien (Harder et al., 2001). Auch in dieser Arbeit
resultiert eine signifikante HBD-3-Expression in septischen Zellen mit grampositivem

Keimnachweis. Sehr deutlich wird dies beim Vergleich der p-Werte der einzelnen Gruppen.

Ahnlich wie bei den HBD-3-Ergebnissen zeigt sich auch bei den Zellkulturversuchen mit LL-
37, dass es in der Synovialmembran einer primdaren Implantation zu einer wenig
signifikanten LL-37-Expression kommt. Bereits in der periprothetischen Membran bei
Patienten mit aseptischer Lockerung resultiert im Vergleich zur pTEP eine signifikante
Erhéhung an LL-37. Noch deutlicher und signifikanter ist die Erhéhung der LL-37-Expression
in septischen Zellen mit einem grampositiven Keimnachweis. Hier unterscheiden sich
aseptische von septischer Lockerung deutlich. Besonders klar wird dies durch die Signifikanz

der p-Werte beim Vergleich der einzelnen Gruppen.
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6.3 Paraffingewebe

Als Besonderheit wurde eine Positivkontrolle der HBD-2-Farbungen durchgefiihrt. So konnte
im Vorfeld nicht nur die HBD-2-Konzentration auf 1 pg/ml festgelegt werden, vor allem
diente die Positivkontrolle zur Sicherung der Validitat des negativen HBD-2-Ergebnisses. Das
Gewebe der Gruppe septische Lockerung war ausschlieBlich mit grampositiven Koagulase-
negativen Staphylokokken konfrontiert. Gegenitber grampositiven Bakterien kommt es
jedoch nur zu einer sehr geringen HBD-2-Expression. Allerdings findet als Reaktion auf eine
gramnegative Keimbesiedelung eine starke HBD-2-Expression im Gewebe statt (Harder &
Schroder, 2005). Die Gewebeschnitte von zwei Patienten mit einem intraoperativen,
gramnegativen Keimnachweis wurden als Positivkontrolle verwendet. Sie zeigten beide ein
valides Farbebild nach dem Auftragen der HBD-2-Arbeitslosung mit der identischen

Konzentration von 1 pg/ml.

Die signifikanten Unterschiede in der Auswertung der HBD-2-Paraffinergebnisse zwischen der
primdren Implantation und der aseptischen Lockerung, sowie zwischen der primaren
Implantation und der septischen Lockerung, missen relativiert werden. Samtliche IRS- und
TS-Werte fir die HBD-2-Expression in Gelenkmembranen liegen bereits vor der statistischen
Berechnung unter dem Cut-off-Wert von 2 Punkten (4.8.1ff). Das heift, die ermittelten Roh-
Werte flr IRS und TS missen bereits als negativ gewertet werden. Das Resultat spiegelt sich
auch in der diagnostische Giite der HBD-2-Ergebnisse wieder. Die Werte der area under the
curve (AUC) liegen fir den IRS sowie flir den TS zwischen 0,60 und 0,75. Das bedeutet,
dass die Grenzwertoptimierungskurven (receiver operating characteristic curve, ROC-Kurven)
keiner hohen Sensitivitat entsprechen. Da die ROC-Kurven oberhalb der 45°-Diagonalen
liegen wurden die Werte richtig interpretiert. Somit besitzen die Tests der HBD-2-Ergebnisse

keine hohe diagnostische Giite.

Noch eindrucksvoller als in den Zellkulturversuchen sind die Ergebnisse der HBD-3-
Expression der jeweiligen Paraffingewebe. In der Synovialmembran kommt es bei der
primdren Implantation zu keiner signifikanten HBD-3-Expression. Ebenso verhdlt es sich in
der periprothetischen Membran bei Patienten mit aseptischer Prothesenlockerung. In der
Membran bei Patienten mit einer septischen Lockerung besteht allerdings eine sehr hohe
Expression von HBD-3. Deutlich wird dies durch die maximale Punktzahl fiir IRS und TS in
der Gruppe septische Lockerung. Auch die Signifikanz der p-Werte beim Vergleich der

einzelnen Gruppen unterstreicht das klare HBD-3-Ergebnis.
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Das eindeutige Resultat spiegelt sich in der diagnostischen Giite der HBD-3-Ergebnisse
wider. Der AUC-Wert liegt flir den IRS sowie flr den TS bei 1. Die
Grenzwertoptimierungskurven (ROC-Kurven) steigen zu Beginn senkrecht an, was einer
Sensitivitat von 100 % bei einer Fehlerquote von 0 % entspricht. Die Werte wurden richtig
interpretiert, da die ROC-Kurven deutlich oberhalb der 45°-Diagonalen liegen. Somit besitzen

die Tests der HBD-3-Ergebnisse eine hervorragende diagnostische Giite.

Auch die LL-37-Ergebnisse der Paraffinschnitte sind noch deutlicher als die Ergebnisse der
LL-37-Zellkulturversuche. In der Synovialmembran einer primdren Implantation und im
aseptischen periprothetischen Gewebe kommt es zu keiner signifikanten LL-37-Expression.
Allerdings zeigt sich eine klare Erhéhung der LL-37-Expression im septischen Gewebe nach
einer Exposition gegeniber grampositiven Erregern. Das eindeutige Resultat spiegelt sich in
der diagnostische Giite der LL-37-Ergebnisse wider. Der AUC-Wert liegt fir den IRS sowie flr
den TS bei 1. Die Grenzwertoptimierungskurven (ROC-Kurven) steigen zu Beginn senkrecht
an, was einer Sensitivitdt von 100 % bei einer Fehlerquote von 0 % entspricht. Die Werte
wurden richtig interpretiert, da die ROC-Kurven deutlich oberhalb der 45°-Diagonalen liegen.

Somit besitzen die Tests der LL-37-Ergebnisse eine hervorragende diagnostische Giite.

6.4 Ausblick fiir weitere Forschung

Wie unter 4.9.2 beschrieben, wurden im Rahmen dieser Arbeit auch die niedrigen und hohen
Passagen der einzelnen Gruppen (pTEP, aseptische Lockerung, septische Lockerung)
untereinander verglichen und statistisch ausgewertet. Innerhalb einer Gruppe zeigte sich
dabei keine Signifikanz. Zwischen der niedrigen und der hohen Passage liegen jedoch 150
Tage, in denen die Synovialozyten aus der Gruppe der septischen Lockerung keinen Kontakt
zu einem Keim erfahren haben. Dennoch unterscheiden sich die Ergebnisse zwischen
niedriger und hoher Passage fast nicht. Dies lasst die Annahme zu, dass es im Rahmen der
AMP-Expression zu einem lang anhaltenden ,on"™-Mechanismus kommt, nachdem die Zelle
mit einem Erreger konfrontiert war. Nattrlich besteht bei der in-vitro Kultivierung von Zellen
eine gewisse Stresssituation, welche die AMP-Expression triggern kdnnte. Dagegen spricht
jedoch, dass es zu keinem Anstieg vom HBD-2 kam. Es sieht somit danach aus, dass die
keimspezifische Reaktion der Zellen aufrecht erhalten wurde. Ebenfalls flir einen ,on'™
Mechanismus spricht die IHC-Analyse eines Patienten der sich nach abgeschlossener
Therapie eines periprothetischen Infekts erneut aufgrund einer aseptischen Lockerung zum

Prothesenwechsel vorstellte.
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Diskussion

Die erneuten intraoperativen Abstriche und das Punktat erbrachten keinen Erregernachweis.

Dennoch zeigte sich eine positive AMP-Farbung der Zellkultur (Abbildung 6-1).

Abbildung 6-1 HBD-3 Farbebild von Synovialozyten nach PPI

6.5 Fazit

Das groBe Potenzial und die wachsende Bedeutung der synovialen Biomarkerdiagnostik zur
sicheren und genaueren Differenzierung einer aseptischen von einer septischen
Prothesenlockerung bei einliegendem Implantat wurden in dieser Arbeit dargestellt. Die
diagnostische Licke in der gegenwartigen synovialen Infektdiagnostik kénnte dadurch
geschlossen werden. Innovative synoviale Biomarker aus der Gruppe der antimikrobiellen
Peptide gelten aufgrund sehr guter bis exzellenter diagnostischer Genauigkeit als besonders
vielversprechend. Welche diagnostischen Biomarker bei der zukinftigen synovialen
Infektdiagnostik favorisiert werden, missen groBere Fallzahlen und unabhdngige

Multicenterstudien zeigen (Banke, Stade, et al., 2015).
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Die sichere (prdoperative) Differenzierung zwischen septischer und
aseptischer Totalendoprothesen(TEP)lockerung ist Voraussetzung fir den
langfristig erfolgreichen Implantatwechsel.22 Der periprothetische Low-
grade Infekt stellt jedoch, aufgrund der Kombination aus diagnostischer
Licke und klinisch weitestgehender Unauffalligkeit, ein groRes Problem
dar12 Gegenwidrtige (Gold)Standarddiagnostika spiegeln hier eine
unzureichende  Genauigkeit  (Blutserologie, — Mikrobiologie  des
Gelenkpunk ), groRe Ir mit verzogerter Diagnosesicherung
(Sonikation, Histopathologie) sowie eine fragliche Praktikabilitdt mit
unzureichender Spezifitit (Szintigraphie) wieder.2® Von Anti-mikrobiellen
Peptiden (AMP) als angeborene, endogene Antibiotika ist ein lokal
wirksamer Schutz vor Infektionen bekannt. Unsere Arbeitsgruppe konnte
kurzlich den Erstnachweis von AMP's in der Gelenkflissigkeit von
Patienten mit periprothetischem Hiift- und Knie-TEP-Infekt liefern.* Ihre
diagnostische Genauigkeit Ubertraf dabei die gegenwartiger Standard-
diagnostika. Nun ist der histopathologische Nachweis dieser AMP's in der
periprothetischen Gelenkschleimhaut zur Erhéhung der diagnostischen
Genauigkeit perkutan, arthroskopisch oder offen chirurgisch gewonnener
Gewebeproben zu erbringen.

Material und Methode

Im Rahmen der prospektiven klinischen EBM-Level Il Studie wurde, mit
Genehmigung der Ethikkommission, der Gehalt der AMP's Cathelicidin
(LL-37), Humanes Beta-Defensin (HBD)-3 und HBD-2 in der Gelenk-
schleimhaut von Patienten mit septischen (n=8) und aseptischen (n=9)
Hift-  und  Knie-TEP-Lockerungen auf Paraffinschnitten  mittels

Immunhistochemie und semiquantitativer Auswertung (Total Score nach
Allred, Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner) analysiert. Als
Goldstandard der periprothetischen Infektion diente die gegenwartige
international empfohlene Kombination aus klinischem Bild, Serologie,
Mikrobiologie und Histopathologie. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Mann-Whitney-U-Test und SSPS 19.0/R 2.11.1 Software
(Signifikanz bei p<0.05).

1 i h
tischer  Gelenkschleimhaut  (*) bei
gelockerter Huft-TEP zur immunhisto-
chemischen Aufarbeitung.

Die Gelenkschleimhaut von Patienten mit septischer gegenuber
aseptischer Prothesenlockerung wies, in Analogie zu den kurzlich
gezeigten Ergebnissen aus der Gelenkflissigkeit?, eine signifikante
Erhhung sowohl von LL-37 als auch HBD-3 auf. Zudem zeigte sich in der
Gelenkschleimhaut eine exzellente diagnostische Gite der beiden
Biomarker mit einem AUC-Wert von jeweils 1. HBD-2 hingegen wies, wie
auch schon von der Gelenkflissigkeit bekannt, keine signifikanten
Unterschiede auf (p=0.3).

Cathelicidin (LL-37)

Primare TEP (PT)
e

__Asept. Lockerung (AL) Sept Lockerung (SL)

- 5.93
- X9

03 067
T AL st

er Nachweis von LL-37 in der Gelenkschleimhaut.
Reprasentanve Parafﬁnschmtte mit verstirkter Anfarbung von LL-37 bei Patienten mit
septischer TEP-Lockerung (SL) gegenuber aseptischer Lockerung (AL) und primarer TEP-

(PT). i i Auswertung der Immunhistochemie mit
signifikanter 4x (Total Score) und 9x (Immunreaktiver Score) Erhdhung von LL-37 bei
SL gegeniiber AL.

Asept. Lockel
. ii 0 ;\"-"‘E(Au

- . —1 -
= 7.62 .
- 189 x4 "
PT ‘AL s o AC =

3. i her Nachweis von HBD-3 in der Gelenkschleimhaut.
Reprasentative Paraffinschnitte mit vermehrter Anfirbung von HBD-3 bei Patienten mit
septischer TEP-Lockerung (SL) gegenuber aseptischer Lockerung (AL) und primarer TEP-

(PT). i Auswertung der Immunhistochemie mit
signifikanter 4x (Total Score) und 11x (Immunreaktiver Score) Erhdhung von HBD-3
bei SL gegeniiber AL.

Diskussion / SchluBfolgerung

Erstmalig werden in der Gelenkschleimhaut sowohl ein signifikanter
Anstieg als auch eine exzellente diagnostische Giite zweier AMP's bei
septischen Endoprothesenlockerungen gezeigt. Diese Erkenntnis kann
wegweisend sein fiur die Optimierung der implantatassoziierten
Infektdiagnostik zum Wohle des Patienten.

Banke U et al, Orthopddie im Profil 2014.
2 jitzer H et al, O dde 2006.

3parvizi J et al, JBJS Am 2014.
i Hetal, JBJS Am 2013.

Abbildung 7-1 Poster DKOU Berlin 2014
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Bei der akuten (hamatogenen) Endo-
protheseninfektion (PPI) mitin der
Regel eindeutiger Klinik und oft sys-
temischem fulminanten Verlauf er-
gibt die Punktion der Gelenkfliissig-
keit meist einen makroskopisch ein-
deutigen putriden Aspekt mit mas-
senhafter Erh6hung der neutrophi-
len Granulozyten, mikrobiologischem
Keimnachweis nach 24- bis 48-stiin-
diger Bebriitung und positiver Gram-
Farbung. Die Entscheidungsfindung
mit der Folge umgehender arthrosko-
pischer oder offener chirurgischer Re-
vision als orthopadischem Notfallein-
griff gilt in der Regel als relativ sicher
aufgrund der hohen diagnostischen
Genauigkeit der Kombination von Kli-
nik sowie laborchemischen und zyto-
logischen Parametern [29].

Differenzialdiagnostische
Liicke des PPI

Im Gegensatz dazu reicht bei dem kli-
nisch wesentlich haufigeren chronischen
»low-grade“-PPI mit typischerweise un-
spezifischen Beschwerden und schlei-
chendem Verlauf aufgrund ausbleibender
systemischer Entziindungsreaktion so-
wie radiologisch oft fraglicher Implantat-
lockerung die aktuelle Standarddiagnos-
tik, auch unter Zuhilfenahme erweiter-
ter diagnostischer Mafinahmen wie einer
verlangerten Bebriitungsdauer der mik-
robiologischen Proben von 10-14 Tagen,
oft nicht aus [26, 27, 29]. Nach (bildge-

1.J. Banke' - N. Stade' - PM. Prodinger’ - H.M. Miihlhofer! - P. Thomas? - B. Thomas? -
B. Summer? - M. van Griensven? - R. von Eisenhart-Rothe’ - H. Gollwitzer'#
! Klinik und Poliklinik fiir Orthopadie und Sportorthopadie, Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen,

Minchen, Deutschland

2 Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der LMU Miinchen, Miinchen, Deutschland
3 Experimentelle Unfallchirurgie, Klinik und Poliklinik fiir Unfallchirurgie,
Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen, Miinchen, Deutschland

4 ATOS Klinik Miinchen, Miinchen, Deutschland

Synoviale Biomarker fir die
Differenzialdiagnostik der
schmerzhaften Endoprothese

bendem) Ausschluss extrinsischer Ursa-
chen (z. B. Fehlimplantation, Material-
versagen mit Inlaydislokation, Implantat-
bruch oder Versagen der Kopplung, peri-
prothetische (Insuffizienz-)Fraktur, hete-
rotope Ossifikationen, weichteiliges Im-
pingement, muskulotendindse Insuffi-
zienz) [9, 20] sind hier differenzialdiag-
nostisch die aseptische von der septischen
sowie der implantatallergie- oder arthro-
fibrotisch bedingten Beschwerdehaftig-
keit und/oder Lockerung sicher vonein-
ander abzugrenzen [1, 17]. Trotz tiberlap-
penden oder sogar ginzlich dhnelnden
klinischen Aspekts resultiert eine grund-
satzlich unterschiedliche therapeutische
Konsequenz [7, 17, 25].

Eine falsche Diagnosestellung kann a)
in ein erneutes septisches Implantatver-
sagen bei filschlicherweise aseptischem
einzeitigen Implantatwechsel, b) in un-
notige mehrzeitige aseptische Revisions-
eingriffe bei filschlicherweise septischem
Operationsmanagement, c) in persistie-
rende Beschwerden nach filschlicher-
weise unbeschichtetem Implantatwechsel
bei unerkannter Implantatallergie oder
d) in ginzlich unnétige Implantatwech-
sel bei Arthrofibrose miinden [1, 7]. Al-
len Fehlentscheidungen gemeinsam sind
die Gefahrdung des Patientenwohls und
schliellich die hohe volkswirtschaftli-
che Belastung. Zum aktuellen Kenntnis-
stand beruhen solche falschen Diagno-
sestellungen und Therapieentscheidun-
gen, neben mangelnder systematischer
Analyse, mafigeblich auf der gegenwar-

tig unzureichenden diagnostischen Ge-
nauigkeit (ungeniigend hohe Sensitivitat
und Spezifitit) der konventionellen Gold-
standarddiagnostik. Diese setzt sich aktu-
ell aus bildgebenden (Rontgen, CT, MRT,
Szintigraphie, PET-CT), laborchemischen
(Gelenkpunktat und Blutserum), allergo-
logischen (Epikutantest), mikrobiologi-
schen, zytologischen und histopathologi-
schen Verfahren (Synovialitis-Score nach
Morawietz und Krenn) zusammen. Fer-
ner sind diese umfassenden differenzial-
diagnostischen Verfahren in ihrer Summe
oft nur mit erheblichem zeitlichen, perso-
nellen und finanziellen Aufwand an Zen-
tren zu realisieren. Zudem ist meist mit
deutlich verzogerter Diagnosestellung,
zum Teil bis zu zwei Wochen postopera-
tiv, zu rechnen, was zu einer verspiteten
definitiven Therapieeinleitung fiihrt [25].

Auch die negative Beeinflussung der
diagnostischen Genauigkeit durch oft un-
vermeidbare Variablen wie der Blutkon-
tamination synovialer Proben, Antibio-
tikagabe, Immunsuppression, chronisch
entziindlichen Erkrankungen oder der
patientenspezifischen Hautkeimflora ist
nach wie vor ungelost [8, 26-28]. Nach
einem Ausweg aus diesem klinischen Di-
lemma wird hdnderingend gesucht [28,
29]. Gerade das Beispiel des haufigen
chronischen ,low-grade“-PPI verdeut-
licht den groflen diagnostischen Vorteil
der ambulant und mit geringem Aufwand
durchfiithrbaren Punktion der Gelenkfliis-
sigkeit (Synovia) als einmalige lokale diag-
nostische Mafinahme. Die in der Gelenk-
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Abbildung 7-2 Ausschnitt aus der Publikation "Der Orthopade" 12/2015
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Fragestellung

Der periprothetische Gelenkinfekt (PPI) gilt als groRe diagnostische und
therapeutische Herausforderung. Gegenwirtige Gold-
Standarddiagnostika kommen insbesondere beim h&ufigen und klinisch
relevanten chronischen "low-grade"-PPl an ihre Grenzen. Dabei ist die
sichere Differenzierung zwischen septischer und aseptischer
Totalendoprothesen(TEP)lockerung Voraussetzung fiir den langfristig
erfolgreichen Implantatwechsel. Synoviale Biomarker werden zur
Uberwindung der diagnostischen Liicke favorisiert, Antimikrobielle
Peptide (AMP) gelten dabei als die vielversprechendsten Kandidaten.

Unsere Arbeitsgruppe konnte den Erstnachweis von AMP's sowohl in der
Gelenkfliissigkeit als auch unspezifisch in der Gelenkschleimhaut von
Patienten mit periprothetischem Hift- und Knie-TEP-Infekt erbringen.
lhre diagnostische Genauigkeit (bertraf dabei die gegenwirtiger
Standardverfahren. Der Nachweis dieser AMP's in den Synovialozyten als
Syntheseort der Gelenkfliissigkeit und mutmaRlich auch der Biomarker

Primary arthroplasty Aseptic loosening Septic loosening
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" % N . 4} /
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Immunoreactive score
s

%

PA AL SL PA AL st
bbil 2. hemischer Nachweis von LL-37 in den Synovialozyten.

fehlt. Eine Erhéhung der diagnostischen Genauigkeit durch gezieltere
Biopsieentnahme und optimierte Infektbildgebung sollen resultieren.

Material und Methode

Im Rahmen der prospektiven klinischen EBM-Level 1l Studie wurde, mit
Genehmigung der Ethikkommission, der Gehalt der AMP's LL-37
(Cathelicidin), HBD-3 und HBD-2 in isolierten und typisierten
Synovialozyten  der  Gelenkschleimhaut von  Patienten  mit
Primarimplantation  (n=8), aseptischer (n=9) wund septischer
(Koagulasenegative Staphylokokken, n=8) Hiift- und Knie-TEP-Lockerung
mittels  Immunhistochemie und  semiquantitativer = Auswertung
(Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner, Total Score nach
Allred) verglichen. Pro Patient und AMP wurden dabei fiinf reprisentative
Zellkulturschnitte mit jeweils drei représentativen
Gesichtsfeldausschnitten zu je 100 Zellen ausgezihlt. Als Goldstandard
des PPI diente die gegenwiértige international empfohlene Kombination
aus klinischem Bild, Serolologie, Mikrobiologie und Histopathologie. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test und SSPS
19.0/R 2.11.1 Software (Slgmflkanz bei p<0.05).

Abbildung 1. Entnahme periprothe-
tischer  Gelenkschleimhaut (*) bei

gelockerter Huft-TEP zur immunhisto-
chemischen Aufarbeitung.

Die Synovialozyten von Patienten mit septischer gegeniiber aseptischer
Prothesenlockerung oder Primarimplantation wiesen, in Analogie zu den
kiirzlich gezeigten Ergebnissen mit Gelenkflissigkeit und unspezifischer
Gelenkschleimhaut, eine signifikante Erhéhung sowohl von HBD-3 als
auch LL-37 auf. Zudem zeigte sich mit den Synovialozyten eine exzellente
diagnostische Giite der beiden Biomarker bei einem AUC-Wert von 1.
HBD-2 hingegen wies, wie auch schon kiirzlich gezeigt, keine signifikanten
Unterschiede auf (p<0.23).

Reprasentative Paraffinschnitte mit verstarkter Anfirbung von LL-37 bei Patienten mit
septischer TEP-Lockerung (SL) gegeniiber aseptischer Lockerung (AL) und priméarer TEP-

! i (PA). itative Auswertung der Immunhistochemie mit
signifikanter (Total Score und Immunreaktiver Score) Erhohung von LL-37 bei SL
gegenuber AL
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Primary arthroplasty
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888
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3. hi hemischer Nachweis von HBD-3 in den Synovialozyten.

Reprasentative Paraffinschnitte mit vermehrter Anfarbung von HBD-3 bei Patienten mit
septischer TEP-Lockerung (SL) gegeniiber aseptischer Lockerung (AL) und primarer TEP-

(PA). i itative Auswertung der Immunhistochemie mit
signifikanter 4x (Total Score und Immunreaktiver Score) Erhohung von HBD-3 bei SL
gegenuber AL

Diskussion / Schlussfolgerung

Erstmalig werden in Synovialozyten, die verantwortlich sind fiir die
Produktion der Gelenkfliissigkeit, ein signifikanter Anstieg und exzellente
diagnostische Giite zweier AMP's bei septischen
Endoprothesenlockerungen gezeigt. Diese Erkenntnis kann wegweisend
sein fur die Optimierung der histologischen implantatassoziierten
Infektdiagnostik zum Wohle des Patienten.

1Banke U et al, Orthopdde 2016 + 2015. 3parvizi J, Bone Joint J 2015.
2Banke U et al, Orthop. Unfalichirurg. Praxis 2016. ~ *Krenn V et al, Pathology 2014.

Abbildung 7-4 Poster DKOU Berlin 2016
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HBD
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IRS
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LG-PPI
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Lsg.
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Grad in Celsius
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Antigranulozytenszintigraphie

Antikorper

Antimikrobielle Peptide

Destilliertes Wasser

aseptisch

Area under the curve

British Association for Surgery of the Knee
Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit
beziehungsweise

Carboxyterminales Ende eines Peptids
Cluster of Differentiation
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C-reaktives Protein

Deutscher Kongress fiir Orthopadie und Unfallchirurgie
Escherichia coli

Fetal Bovine Serum

Fetales Kalber Serum
Fluor-18-Desoxyglukose-Positronenemissionstomographie
Gesellschaft fiir
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Hiift-Totalendoprothese

Wasser, hier auch fiir Leitungswasser
Wasserstoffperoxid

Humanes Beta Defensin

humanes kationisches antimikrobielles Peptid
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Immunglobulin

Immunhistochemie
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Periprothetischer Low grade Infekt
Humanes Cathelicidin
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mm? Quadratmillimeter

MRSA Methillicin resistente Staphylokokkus aureus
MSSA Methillicin sensible Staphylokokkus aureus
MW Mittelwert

N-terminal Aminoterminales Ende eines Peptids,

Start der Proteinbiosynthese am Ribosom

NET Neuroendothelialer Tumor

P Passage

PO Ausgangswerte der Zellkultur zum Zeitpunkt Null
pAk primarer Antikorper

PBS Phosphat Buffered Saline

PFA Paraformaldehyd

pH potentia Hydrogenii (Die Kraft des Wasserstoffs)
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PPI Periprothetischer Infekt
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RDI Klinikum rechts der Isar, TU Miinchen
ROC Receiver operating characteristic curve
RT Raumtemperatur
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SD Standard deviation, Standardabweichung
sec sekundar

sept septisch

SF Seitenflache

SI Farbintensitdt, Staining Intensity
T-Zellen Thymus Lymphozyten

Tab. Tabelle

TEP Totalendoprothese

THA Total Hip Arthroplasty

TKA Total Knee Arthroplasty

TS Total Score nach Allred

USA United States of America

w Watt

a, A Alpha

B, B Beta

0,0 Theta

ul Mikroliter

um Mikrometer
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