Tollin kaltaiset reseptorit lonkan totaaliproteesien
septisessa ja aseptisessa irtoamisessa
— mahdollinen vaste vaarasignaaleihin?
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Toll-like receptors (TLRs) recognize both endogenous necrotic cell-derived alar-
mins and exogenous microbe-derived pathogen-associate molecular patterns.
These danger signals are crucial mediators in the activation of both innate and
adaptive immunity. It was speculated that TLRs might play a role in aseptic and
septic loosening of totally replaced hip prosthesis by recognizing their respecti-
ve ligands. Bacterial culture-negative, aseptic (n=5) and culture-positive, septic
(n=10) synovial-membrane-like interface tissues were compared to osteoarthritis
synovial membrane (n=>5) for the presence of various inflammatory cells stained
with specific markers and two key TLRs, TLR-4 and -9, by immunohistochemical
staining using specific antibodies. Both TLR-4 and -9 were expressed in aseptic and
septic tissue samples and number of TLR positive cells was greatly increased when
compared to osteoarthritic synovium. Interestingly, septic synovial membranes
also contained neutrophil and lymphocyte infiltrates in addition to monocyte/
macrophage infiltrates, which dominated in foreign body synovitis in aseptic
loosening. In contrast, in osteoarthritis TLR-positive cells were mainly found in
vascular endothelium and synovial lining. It is concluded that in aseptic cases a
straightforward wear debris-macrophage interaction predominates, perhaps rela-
ted to a local release of intracellular alarmins upon cell death and tissue necrosis.
In septic cases TLR-4 and -9 positive neutrophils and lymphocytes are recruited
and engaged, probably by pathogen-associated molecular patterns and antigens,
respectively. Thus the observed TLR histopathology might reflect the mode of
prosthesis loosening and might be useful diagnostic tool in distinguishing aseptic
from septic prosthesis loosening.
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Johdanto

Kaksi keskeisintd lonkan totaaliproteesin revisioleikka-
uksen aihetta ovat kulumapartikkeleiden aikaansaama
aseptinen irtoaminen seki proteesin infektoituminen
(septinen irtoaminen), joista ensimmdisen esiintyvyyt-
td on yliarvioitu jilkimmiisen kustannuksella (1-3).
Tirkein syy proteesi-infektioiden alidiagnostiikkaan
vaikuttaisi olevan biofilmin muodostuminen protee-
sin pinnalle: vita minimaa erittiminsi ekstrasellulaa-
ri matriksin suojassa elivien bakteerien osoittaminen
tavanomaisilla bakteeriviljelymenettelyilli on haas-
teellista (4). Poistetun proteesin sonikaation on osoi-
tettu vihentidvin vidrid negatiivisi viljelyitd, mutta sii-
td huolimatta merkittivd osa proteesi-infektioista ja
kroonisista, osteolyysiin johtavista periproteettisista
tulehduksista saatetaan yhi diagnosoida viirin asep-
tisiksi irtoamisiksi (5, 6).

Nykykasityksen mukaan sekid luonnollisen, ettd
hankitun immuunijirjestelmin aktivaation aloittaa
vaaran aistiminen itulinjaan koodatuilla kymmenel-
14 eri Tollin kaltaisilla reseptoreilla (TLR) sekd muilla
luonnollisen immuniteetin solujen ilmentdmilli mo-
lekyylimuodontunnistusreseptoreilla (7-9). Endogee-
niset alarmiinit (nekroottisten solujen vapauttama,
kiteytymiin pyrkivd uraacti) sekid eksogeeniset pato-
geeniin liittyvdt molekyylimuodot (stafylokokkien
soluseinin lipoteikohappo) ovat esimerkkeji niistd
TLR:n tunnistamista vaarasignaaleista (10, 11). Niin
myds periproteettisessa kudoksessa vapautuvat endo-
tai eksogeeniset vaarasignaalit houkuttelevat paikalle
runsaasti immuunijirjestelmin eri soluja.

TLR:ien ldsniolo aseptisessa periproteettisessa ku-
doksessa on vastikiin osoitettu ja bakteeriperiisten ra-
kenteiden osuutta aseptisen irtoamisen patogeneesis-
si laajalti epiilty (12, 13). Nyt oletettiin, ettd TLR:id
on ldsni myos septisessd periproteettisessa kudoksessa,
jossa ne todennikoisesti toimivat patogeenien tai nek-
roottisten solujen tunnistuksessa. Lisiksi oletettiin,
ettd TLR postitiivisten solujen tarkempi profilointi
solutyyppispesifisilli merkkiaineilla nivelrikkoisessa,
aseptisessa ja septisessi nivelkalvossa antaisi vihjeen
siitd, minki tyyppisestd irtoamisesta on kyse.

Menetelmdit
Potilaat ja ndytteet

Viisi nivelkalvon kaltaista kudosndytettd kerittiin pe-
riproteettisesta kudoksesta lonkan totaaliproteesin

aseptisen irtoamisen vuoksi suoritetussa revisioleik-
kauksesta. Bakteeri- ja sieniviljelyt olivat negatiivisia.
Kymmenen nivelkalvon kaltaista kudosniytettd ke-
rttiin periproteettisesta kudoksesta lonkan totaali-
proteesin septisen irtoamisen vuoksi suoritetussa revi-
sioleikkauksesta. Viidessd tapauksessa viljelyssi kasvoi
Staphylococcus epidermidis, neljissd Propionibacteri-
um acnes ja yhdessi alfa hemolyyttinen streptokokki.
"Terveiksi” kontrolleiksi kerittiin viisi nivelkalvon ku-
dosniytettd primaarisen nivelrikon vuoksi suoritetuis-
ta lonkan totaaliproteesi leikkauksesta.

Immunohistopatologia

Kudosniytteet fiksoitiin 30 % formaliiniin, jonka
jilkeen suoritettiin dehydraatio etanolissa, kirkas-
tus ksyleenissd ja petaus parafiinissi. Niyteblokeista
valmistettiin 5 pm leikkeitd, jotka deparafinisoitiin
ja rehydroitiin. Antigeenit paljastettiin kiyttden 10
mM sitraattipuskuria, pH 6.0, Milostone Mega T/T
mikroaaltouunissa, 98 °C:ssa, 24 minuutin ajan. So-
lumarkkereiden varsinainen virjiys suoritettiin Tech-
Mate Horizon virjdysrobotilla MSIP-protokollan
mukaan kun taas TLR 4 ja TLR 9 virjictiin kisin;
Ensin endogeeninen peroksidaasi salvattiin kiyttden
3% H202 ja epispesifistd virjiytymistd vihennet-
tiin inkubaatiolla 10% vuohen normaaliseerumissa.
Primaari vasta-aineinkubaatio tehtiin yli yon 4 °C ja
sekundaarivasta-aine inkubaatio 1h huoneenlimmés-
si. Antigeeni-vasta-ainereaktio visualisoitiin kiytti-
en avidiini-biotiini-peroksidaasi-kompleksimetodia.
Vastavirjiys tehtiin hematoksyleenilld. Jokaisen aske-
len vilissd leikkeet pestiin fysiologisella keittosuolalla.
Kéyttimdmme primaarivasta-aineet olivat: anti-CD3
(T-lymfosyytti) IgG 5 pg/ml, ant-CD20 (B-lymfo-
syytit) IgG2ak 0.7 pg/ml, anti-CD68 (makrofagit)
IgG1x 0.85 pg/ml, anti-CD138 (plasmasolut) IgG1x
1.25 pg/ml, anti-CD163 (makrofagit) IgGix 1:50,
anti-neutrofiili elastaasi (neutrofiilit) IgGrx 0.65 pg/
ml, anti-HSP47 (fibroblastit) IgG2b 1 pg/ml, anti-
TLR 4 IgG 1.3 pg/mL ja anti-TLR 9 IgG 0.5 pg/mL.
Vasta-aineista CD3, TLR4 ja TLRY olivat jiniksen
polyklonaalisia anti-humaaneja vasta-aineita, loput
hiiren monoklonaalisia anti-humaaneja vasta-aineita.
Virjiytyneiden solujen miiri arvioitiin asteikoilla: ei
positiivisia soluja (-); satunnaisia positiivisia soluja (+);
joitain positiivisia soluja (+); runsaasti positiivisia so-
luja (++) ja suuri midri positiivisia soluja (+++).
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Tulokset
Nivelrikko

Nivelrikkoisen nivelkalvon histologisessa tarkastelus-
sa todettiin kudoksen olevan l6yhid, hyvin verisuoni-
tettua ja lievdsti ddemistd sidekudosta, jossa HSP47
positiiviset fibroblastit olivat piasiallinen solutyyppi.
Myés yksittdisia CD68 ja CD163 positiivisia mono-
syyti/makrofageja havaittiin. Joitain hajanaisia CD3
positiivisia T-lymfosyyttejd sekid pienid CD20 positii-
visia B-lymfosyytti joukkoja nihtiin, kun taas yhtdin
CD138 positiivista plasmasolua ei voitu varmuudel-
la tunnistaa. Niin ikiddn neutrofiilit olivat harvassa ja
enimmikseen intravaskulaarisia (Taulukko 1). TLR
immunovirjiytyvyys keskittyi verisuonten endotee-
liin sekd nivelkalvon pintasolukkoon, joskin joitain
yksittdisia TLR positiivisia pyoreitd monosyytti/mak-
rofagin kaltaisia soluja sekd pitkulaisia fibroblastin-
kaltaisia soluja havaittiin mys nivelkalvon stroomassa
(Kuva 1, paneelit A ja B). Perittiisissi leikkeitd tarkas-
telemalla TLR 4 positiiviset solut todettiin padsddntdi-
sestd myos TLR 9 positiivisiksi (Taulukko 2).

Aseptinen irtoaminen

Aseptisen nivelkalvon kaltaisen interfaasikudoksen
mikroskooppisessa tarkastelussa todettiin intensiivinen
vierasesinereaktio. Suuria CD68 ja CD163 positiivi-
sa monosyyti/makrofagi infitraatteja, vierasesinejitti-
soluja ja —granulomia, seki solunsisiisid, fagosytoituja
kulumapartikkeleita nihtiin runsaasti (Kuva 1, paneli
C). Joitain hajanaisia CD3 postiviivisia T soluja seki
HSP47 positiivisa fibroblasteja nihtiin makrofagi ja

Taulukko 1. Solumarkkerivdrjdysten vertailu nivelri-
kon, aseptisen ja septisen nivelkalvon vililld. Huomaa
nivelrikon nivelkalvon (OA) solukdyhyys, aseptisen
nivelkalvon suuri makrofagiinfiltraatti ja septisen nivel-
kalvon suuri ja heterogeeninen tulehdussoluinfiltraatti.
Gradeeraus: ei positiivisia soluja ei positiivisia soluja
(-); satunnaisia positiivisa soluja (+); joitain positiivisa
soluja (+); runsaasti positiivisia soluja (++) ja suuri
mddrd positiivisia soluja (+++).

Solumarkkeri OA Aseptic Septic
HSP 47 ++ + ++
NE - - ++
CD 68 + +++ ++
CD 163 + +++ ++
CD3 + + ++
CD 20 + - ++
CD 138 - - +

jdttisolu infiltraattien seassa. Kiytinnossi kaikki nih-
dyt neutrofiilit olivat intravaskulaarisia ja CD20 po-
sitiiviset B solut sekd CD138 positiiviset plasmasolut
olivat hyvin harvassa (Taulukko 1). TLR immunovir-
jdytyvyys oli hyvin intensiivisti ja oli keskittynyt mo-
nosyytti/makrofagi infiltraatteihin, jotka perittiisii
leikkeiti tarkastellessa todettiin sekd TLR 4, etti TLR
9 positiivisiksi (Kuva 1, paneli D). Verisuonten endo-
teeli sekid nivelkalvon pintasolukko olivat nivelrikon

tapaan TLR positiivisia (Taulukko 2).

Taulukko 2. TLR 4 ja TLR 9 positiivisten solujen mddrdn ja lokalisaation vertailu nivelrikon, aseptisen ja septisen
nivelkalvon viililld. Nivelrikkoisessa (OA) nivelkalvossa verisuonten endoteeli sekd nivelkalvon pintasolukko
vastaavat suurimmasta osasta havaitusta TLR immunoreaktiivisuudesta kun taas aseptisessa ja septisessd nivel-
kalvossa TLR positiivisuus on keskittynyt eri tulehdussoluihin. Ndissd kudoksessa myds endoteeli sekd kudoksen
fibroblastit virjdytyvdt voimakkaammin, heijastaen mahdollisesti tulehduksen indusoimaa TLR proteinien liséisyn-
teesid. Gradeeraus: ei positiivisia soluja (-); satunnaisia positiivisa soluja (+); joitain positiivisa soluja (+); runsaasti
positiivisia soluja (++) ja suuri mddrd positiivisia soluja (+++).

TLR 4 OA Aseptic | Septic [TLR9 OA Aseptic | Septic
Endoteeli ++ + +++ |Endoteeli + + ++
Fibroblastit + + +++ | Fibroblastit + + ++
Neutrofiilit - - ++ Neutrofiilit - - ++
Makrofagit + +++ +++ | Makrofagit + ++ ++
Lymfosyytit - - + Lymfosyytit - - +
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Kuva 1. Tollin kaltaiset reseptorit sekd nivelkalvon solut
nivelrikossa sekd lonkan totaaliproteesien aseptisessa
irtoamisessa.

A-TLR 4 vdirjdys, nivelrikkoinen nivelkalvo. Ndhdddin lie-
vdsti tulehtunutta ja édemistd I6yhéd sidekudosta. Jotkin
fibroblastin-kaltaisista soluista (nuolenpdcit) sekd mono-
syytti/makrofagin-kaltaisista soluista (nuolet) ovat TLR 4
positiivisia. Myds verisuonen endoteeli on TLR 4 positiivis-
ta. B- TLR 9 vdrjdys, nivelrikkoinen nivelkalvo. Verisuonten
endoteelin sekd strooman fibroblastin- (nuolenpdcit)

ja monosyytti/makrofagin —kaltaisten (nuolet) solujen
liséiksi nivelkapselin pintasolukko on TLR positiivista. C-
CD 68uiirjdys, aseptinen nivelkalvon kaltainen interfaa-
sikudos. Ndhdddn massiivinen makrofagi-infilraatti sekd
useita vierasesinejéttisoluja (asteriskit). D- TLR 4 vdrjdys,
aseptinen nivelkalvon kaltainen interfaasikudos. Tarkas-
teltaessa tdtd paneli C:n rinnakkaisleikettd, todetaan, ettd
CD68 positiiviset makrofagit ja jdttisolut (asteriskit) ovat
myds TLR 4 positiivisia.

Immunohistokemiallinen vdrjdys, vastavdirjdys hematok-
syleenilld. Suurennos 400x. Lyhenteet: bv — verisuoni, sl
- nivelkapselin pintasolukko.

Kuva 2. Tollin kaltaiset reseptorit ja nivelkalvon solut
lonkan totaaliproteesin infektoituneessa interfaasikudok-
sessa.

A-lImmunohistokemiallisia véirjdyksid septisestd interfaa-
sikudoksen, jota karakterisoi bakteeriviljely positiivisuus
sekdi 16yhdn sidekudoksen infiltroituminen erilaisilla
tulehdussoluilla. A- CD163 vdrjdys. Huomaa CD163
positiiviset makrokrofagit (asteriskit) sekd prominentit
lymfosyytti infiltraatit. B- TLR 4 vdrjdys. Tdstd panelin A
rinnakkaisleikkeestd ndhddcin, ettd CD163 positiiviset
makrofagit ovat myds TLR 4 positiivisia (asteriskit) ja vas-
taavat suurimmasta osasta havaitusta TLR 4 immunore-
aktiivisuutta tdssd kudoksessa. Suurin osa lymfosyyteistd
on TLR 4 negatiivisa. Joitain TLR 4 positiivisa fibroblasteja
(nuolenpaddt) voidaan nédhdd. C- TLR 9 véirjéys. Tdmd
paneelien A ja B rinnakkaisleike demonstroi ettd CD163
ja TLR 4 positiiviset makrofagit ovat myés TLR 9 positii-
visa (asteriskit) kun taas lymfosyytit vérjdytyvdit myds

TLR 9 suhteen hyvin heikosti. Fibrolastit ovat heikosti

TLR 9 positiivisa (nuolenpdidt). D- CD 3 vdrjdys. Lukuisten
CD3 positiivisten lymfosyyttien diffuusi-infiltraatti (osa
merkitty nuolilla), néhdddén tdssd ndkokentdssd. E- CD20
vdrjdys. Nodulaarisia, CD20 positiivisten B solujen jouk-
koja ndhtiin diffuusien CD 3 positiivisten T solu kertymien
Idheisyydessd. F- CD 138 vdrjéys. My®ds joitain CD138
positiivisa plasmasoluja (nuoli) voitiin havaita. G- TLR 4
vdrjdys. Satunnaisia granulomia néhtiin. Muutamia TLR 4
positiivisa epitelioidi makrofagaja on merkitty (asteriskit).
H- TLR 4 vdirjéys. Laaja TLR 4 positiivisten neutrofiilien in-
filtraatio nekroottisen kudoksen ja soludebriksen joukos-
sa. I- Negatiivinen vdirjédyskontrolli. Panelin G granuloman
vdrjdys jdniksen normaali IgG:llé.

Immunohistokemiallinen vdrjdys, vastavdrjéys hematok-
syleenilld. Suurennos 400x. Lyhenteet: ma - makrofagi
infiltraatti, ly — lymfosyytti infiltraatti, ne — neutrofiili
infiltraati, nt — nekroottista kudosta.
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Septinen irtoaminen

Histologiset ndytteet infektoituneista nivelkalvon kal-
taisista interfaasikudoksista olivat edelli mainittuja
monimuotoisempia. Suuria nekroottisia ja fibrootti-
sia alueita todettiin joissain ndytteissd, kun taas toi-
set ndytteet koostuivat 16yhistd sidekudoksesta, jossa
nihtiin voimakas tulehdusreaktio sekd runsaasti eri-
laisia solupopulaatioita. Aseptisten niytteiden tapaan,
suuria mutta alueittaisia CD68 ja CD163 positiivisia
monosyytti/makrofagi infiltraatteja (Kuva 2, paneeli
A) seki satunnaisia vierasesingjittisoluja ja —granulo-
mia nihtin (Kuva 2, paneli G), samoin solunsisdisii
kulumapartikkelikertymii. Suuria neutrofiilikertymi
nihtiin nyt myds kudoksen stroomassa (Kuva 2, pane-
li H). Suuria mairid diffuusisti sijoittuneita CD3 po-
sitiivisia T soluja havaittiin (Kuva 2, paneli D), kuten
myds nodulaarisia CD20 positiivisa B solu kertymii
(Kuva 2, paneeli E). Jotkut B soluista olivat aktivoitu-
neet myds CD138 positiivisiksi plasmasoluiksi, joita
nihtiin etenkin B solu kertymien yhteydessi (Tauluk-
ko 1; Kuva 2, paneli F). Intensiivinen TLR immu-
novirjiytyvyys nihtiin etenkin monosyytti/makrofagi
kertymissd, mutta myds neutrofiileissi ja verisuonten
endoteelissi. Tarkasteltaessa perittiisid leikkeitd em.
Solut vaikuttivat sekd TLR 4 ettd TLR 9 positiivisilta
(Taulukko 2; Kuva 2, paneelit B, C, G ja H).

Pohdinta

Nivelrikkoisessa nivelkalvossa TLR:id 16ytyi pddasias-
sa verisuonten endoteelistd ja nivelkapselin pintasolu-
kosta. Lukuunottamatta niiti epiteliaalisia kudosksia,
vain muutamia TLR positiivisia makrofagin tai fib-
roblastin kaltaisia soluja nihtiin nivelkalvon stroo-
massa. Tunnistettaessa ja torjuttaessa niveleen pyrkivid
patogeeneji ovat epiteliialiset kudokset luonnollisesti
strategisesti kriittisissd paikoissa ja havaittu TLR pro-
fiili edustaakin todennikéisesti terveenkin nivelkalvon
ensilinjan puolustusta hematogeenisii tai intra-artiku-
laarisia patogeeneji vastaan. Koska TLR aktivaatio on
olennaista seki luonnollisen, ettd adaptiivisen immu-
niteetin kdynnistymistd on niiden reseptoreiden run-
sas esiintyvyys epiteliaalisissa kudoksissa helppo ym-
martad.

Aseptisessa nivelkalvossa yleisin solutyyppi oli
TLR positiivinen monosyytti/makrofagi. Laajalti
on hyviksytty, ettd totaaliproteesien aseptinen irto-
aminen johtuu pidasiassa implantin liukupinnoilta
(yleensi metalli-UHMW polyetyleeni) irtoavista ku-

lumapartikkelista (14). Jokainen otettu askel johtaa yli
105 polyetyleeni partikkelin muodostumiseen (15).
Kudokseen rekrytoidut makrofagit fagosytoivat niitd
partikkeleita ja reagoivat huonosti sulavaan materiaan
erictdimilld monia tulehdusvilittyjiaineita, jotka puo-
lestaan stimuloivat kudoksen stroman soluja (osteob-
lasteja, fibroblasteja) ilmentimiin RANK ligandia,
voimakasta osteoklastogeenista kasvutekijid, joka to-
dennikoisesti on vastuussa aseptisen irtoamisen yhte-
ydessd kudoksissa nihdystd kasvaneesta osteoklasti- ja
jittisolumuodostuksesta sekd viimekidessd osetolyy-
sistd (16, 17). Timin "partikkelitaudin” lisiksi viime-
vuosina on pohdittu vihioireisten bakteeri-infektioi-
den seki proteesin tai kulumapartikkeleiden pintaan
kiinnittyvien bakteerijidnteiden mahdollista osuutta
tekonivelen irtoamisessa (13, 18, 19). Koska aseptises-
sa nivelkalvossa oli runsaasti TLR positiivisia makro-
fageja, se lienee hyvin reaktiivista kudosta niitd TLR
ligandeja kohtaan.

Eroksi aseptisesti irtoavasta implantista, septises-
si nivelkalvossa oli runsaasti erilaisia valkosoluja mydos
lymfosyytti- ja neutrofiilikertymii. Huomattava on,
ettd neutrofiilit eldvit kudoksissa vain 1-3 piivid (20).
Siksi niiden ldsnidolo periproteettisessa kudoksessa
viittaa kiynnissi olevaan bakteeri-infektioon ja uusien
solujen jatkuvaan rekrytointiin nivelkalvoon. Riitti-
vin suuria neutrofiilikertymii onkin aiemmin pidetty
septisen irtoamisen histopatologisena merkkini (21).
Tutkimustulostemme mukaan myds imusolukertymit
voivat viitata bakteerien osuuteen irtoamisessa. Septi-
sessi nivelkalvossa oli siis myos T- ja B-solukertymii
sekd vasta-aineita tuottavia plasmasoluja. Osa nih-
dyistd lymfosyyteistd edustanee pitkdikiisid muisti-
soluja, jotka jddvit partioimaan nivelkalvoon ja ovat
valmiita reagoimaan kroonisen infektion aktivoitumi-
seen. Lymfosyyttien lisniolo viittaa my®s siihen, ettd
bakeeerit eivit jakaudu eksponentiaalisesti vaan pii-
lottelevat implantin pinnalle syntyneessi biofilmissi.
Johtuen biofilmin bakteerien matalasta metabolisesta
asteesta sekd monien molekyylien huonosta padsysti
matriksiin, ovat biofilmit hyvin resistentteji sekd im-
muunijirjestelmid ettd antibiootteja vastaan ja ovat
myds hankalia osoittaa tavanomaisella bakteerivilje-
Iylla (4).

Johtopidtoksend todetaan, ettd banaankirpiseltd
perityvit Tollin kaltaiset reseptorit voivat antaa uu-
den tydkalun tekonivelten irtoamisen diagnostiikkaan
ja aseptisen ja septisen irtoamisen erotusdiagnostiik-
kaan.
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