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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 in! ammatory cells stained 

with speci" c markers and two key TLRs, TLR-4 and -9, by immunohistochemical 

staining using speci" c 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 in" ltrates in addition to monocyte/

macrophage in" ltrates, 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 re! ect the mode of 

prosthesis loosening and might be useful diagnostic tool in distinguishing aseptic 

from septic prosthesis loosening.
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Johdanto

Kaksi keskeisintä lonkan totaaliproteesin revisioleikka-
uksen aihetta ovat kulumapartikkeleiden aikaansaama 
aseptinen irtoaminen sekä proteesin infektoituminen 
(septinen irtoaminen), joista ensimmäisen esiintyvyyt-
tä on yliarvioitu jälkimmäisen kustannuksella (1-3). 
Tärkein syy proteesi-infektioiden alidiagnostiikkaan 
vaikuttaisi olevan bio" lmin muodostuminen protee-
sin pinnalle: vita minimaa erittämänsä ekstrasellulaa-
ri matriksin suojassa elävien bakteerien osoittaminen 
tavanomaisilla bakteeriviljelymenettelyillä on haas-
teellista (4). Poistetun proteesin sonikaation on osoi-
tettu vähentävän vääriä negatiivisi viljelyitä, mutta sii-
tä huolimatta merkittävä osa proteesi-infektioista ja 
kroonisista, osteolyysiin johtavista periproteettisista 
tulehduksista saatetaan yhä diagnosoida väärin asep-
tisiksi irtoamisiksi (5, 6).

Nykykäsityksen mukaan sekä luonnollisen, että 
hankitun immuunijärjestelmän aktivaation aloittaa 
vaaran aistiminen itulinjaan koodatuilla kymmenel-
lä eri Tollin kaltaisilla reseptoreilla (TLR) sekä muilla 
luonnollisen immuniteetin solujen ilmentämillä mo-
lekyylimuodontunnistusreseptoreilla (7-9). Endogee-
niset alarmiinit (nekroottisten solujen vapauttama, 
kiteytymään pyrkivä uraatti) sekä eksogeeniset pato-
geeniin liittyvät molekyylimuodot (stafylokokkien 
soluseinän lipoteikohappo) ovat esimerkkejä näistä 
TLR:n tunnistamista vaarasignaaleista (10, 11). Näin 
myös periproteettisessa kudoksessa vapautuvat endo- 
tai eksogeeniset vaarasignaalit houkuttelevat paikalle 
runsaasti immuunijärjestelmän eri soluja. 

TLR:ien läsnäolo aseptisessa periproteettisessa ku-
doksessa on vastikään osoitettu ja bakteeriperäisten ra-
kenteiden osuutta aseptisen irtoamisen patogeneesis-
sä laajalti epäilty (12, 13). Nyt oletettiin, että TLR:iä 
on läsnä myös septisessä periproteettisessa kudoksessa, 
jossa ne todennäköisesti toimivat patogeenien tai nek-
roottisten solujen tunnistuksessa. Lisäksi oletettiin, 
että TLR postitiivisten solujen tarkempi pro" lointi 
solutyyppispesi" sillä merkkiaineilla nivelrikkoisessa, 
aseptisessa ja septisessä nivelkalvossa antaisi vihjeen 
siitä, minkä tyyppisestä irtoamisesta on kyse. 

Menetelmät

Potilaat ja näytteet

Viisi nivelkalvon kaltaista kudosnäytettä kerättiin pe-
riproteettisesta kudoksesta lonkan totaaliproteesin 

aseptisen irtoamisen vuoksi suoritetussa revisioleik-
kauksesta. Bakteeri- ja sieniviljelyt olivat negatiivisia. 
Kymmenen nivelkalvon kaltaista kudosnäytettä ke-
rättiin periproteettisesta kudoksesta lonkan totaali-
proteesin septisen irtoamisen vuoksi suoritetussa revi-
sioleikkauksesta. Viidessä tapauksessa viljelyssä kasvoi 
Staphylococcus epidermidis, neljässä Propionibacteri-
um acnes ja yhdessä alfa hemolyyttinen streptokokki. 
”Terveiksi” kontrolleiksi kerättiin viisi nivelkalvon ku-
dosnäytettä primaarisen nivelrikon vuoksi suoritetuis-
ta lonkan totaaliproteesi leikkauksesta.

Immunohistopatologia

Kudosnäytteet " ksoitiin 30 % formaliiniin, jonka 
jälkeen suoritettiin dehydraatio etanolissa, kirkas-
tus ksyleenissä ja petaus para" inissä. Näyteblokeista 
valmistettiin 5 µm leikkeitä, jotka depara" nisoitiin 
ja rehydroitiin. Antigeenit paljastettiin käyttäen 10 
mM sitraattipuskuria, pH 6.0, Milostone Mega T/T 
mikroaaltouunissa, 98 °C:ssa, 24 minuutin ajan. So-
lumarkkereiden varsinainen värjäys suoritettiin Tech-
Mate Horizon värjäysrobotilla MSIP-protokollan 
mukaan kun taas TLR 4 ja TLR 9 värjättiin käsin; 
Ensin endogeeninen peroksidaasi salvattiin käyttäen 
3% H2O2 ja epäspesi" stä värjäytymistä vähennet-
tiin inkubaatiolla 10% vuohen normaaliseerumissa. 
Primaari vasta-aineinkubaatio tehtiin yli yön 4 °C ja 
sekundaarivasta-aine inkubaatio 1h huoneenlämmös-
sä. Antigeeni-vasta-ainereaktio visualisoitiin käyttä-
en avidiini-biotiini-peroksidaasi-kompleksimetodia. 
Vastavärjäys tehtiin hematoksyleenillä. Jokaisen aske-
len välissä leikkeet pestiin fysiologisella keittosuolalla.  
Käyttämämme primaarivasta-aineet olivat: anti-CD3 
(T-lymfosyytti) IgG 5 µg/ml, anti-CD20 (B-lymfo-
syytit) IgG2a�  0.7 µg/ml, anti-CD68 (makrofagit) 
IgG1�  0.85 µg/ml, anti-CD138 (plasmasolut) IgG1 �
1.25 µg/ml, anti-CD163 (makrofagit) IgG1 �  1:50, 
anti-neutro" ili elastaasi (neutro" ilit) IgG1 �  0.65 µg/
ml, anti-HSP47 (" broblastit) IgG2b 1 µg/ml, anti-
TLR 4 IgG 1.3 µg/mL ja anti-TLR 9 IgG 0.5 µg/mL. 
Vasta-aineista CD3, TLR4 ja TLR9 olivat jäniksen 
polyklonaalisia anti-humaaneja vasta-aineita, loput 
hiiren monoklonaalisia anti-humaaneja vasta-aineita. 
Värjäytyneiden solujen määrä arvioitiin asteikoilla: ei 
positiivisia soluja (-); satunnaisia positiivisia soluja (±); 
joitain positiivisia soluja (+); runsaasti positiivisia so-
luja (++) ja suuri määrä positiivisia soluja (+++).
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Tulokset

Nivelrikko

Nivelrikkoisen nivelkalvon histologisessa tarkastelus-
sa todettiin kudoksen olevan löyhää, hyvin verisuoni-
tettua ja lievästi ödemistä sidekudosta, jossa HSP47 
positiiviset " broblastit olivat pääasiallinen solutyyppi. 
Myös yksittäisiä CD68 ja CD163 positiivisia mono-
syyti/makrofageja havaittiin. Joitain hajanaisia CD3 
positiivisia T-lymfosyyttejä sekä pieniä CD20 positii-
visia B-lymfosyytti joukkoja nähtiin, kun taas yhtään 
CD138 positiivista plasmasolua ei voitu varmuudel-
la tunnistaa. Niin ikään neutro" ilit olivat harvassa ja 
enimmäkseen intravaskulaarisia (Taulukko 1). TLR 
immunovärjäytyvyys keskittyi verisuonten endotee-
liin sekä nivelkalvon pintasolukkoon, joskin joitain 
yksittäisiä TLR positiivisia pyöreitä monosyytti/mak-
rofagin kaltaisia soluja sekä pitkulaisia " broblastin-
kaltaisia soluja havaittiin myös nivelkalvon stroomassa 
(Kuva 1, paneelit A ja B). Perättäisissä leikkeitä tarkas-
telemalla TLR 4 positiiviset solut todettiin pääsääntöi-
sestä myös TLR 9 positiivisiksi (Taulukko 2).

Aseptinen irtoaminen

Aseptisen nivelkalvon kaltaisen interfaasikudoksen 
mikroskooppisessa tarkastelussa todettiin intensiivinen 
vierasesinereaktio. Suuria CD68 ja CD163 positiivi-
sa monosyyti/makrofagi in" traatteja, vierasesinejätti-
soluja ja –granulomia, sekä solunsisäisiä, fagosytoituja 
kulumapartikkeleita nähtiin runsaasti (Kuva 1, paneli 
C). Joitain hajanaisia CD3 postiviivisia T soluja sekä 
HSP47 positiivisa " broblasteja nähtiin makrofagi ja 

Taulukko 1. Solumarkkerivärjäysten vertailu nivelri-

kon, aseptisen ja septisen nivelkalvon välillä. Huomaa 

nivelrikon nivelkalvon (OA) soluköyhyys, aseptisen 

nivelkalvon suuri makrofagiin# ltraatti ja septisen nivel-

kalvon suuri ja heterogeeninen tulehdussoluin# ltraatti. 

Gradeeraus: ei positiivisia soluja ei positiivisia soluja 

(-); satunnaisia positiivisa soluja (±); joitain positiivisa 

soluja (+); runsaasti positiivisia soluja (++) ja suuri 

määrä positiivisia soluja (+++).

Solumarkkeri OA Aseptic Septic

HSP 47 ++ + ++

NE - - ++

CD 68 + +++ ++

CD 163 + +++ ++

CD 3 ± + ++

CD 20 + - ++

CD 138 - - +

Taulukko 2. TLR 4 ja TLR 9 positiivisten solujen määrän ja lokalisaation vertailu nivelrikon, aseptisen ja septisen 

nivelkalvon välillä. Nivelrikkoisessa (OA) nivelkalvossa verisuonten endoteeli sekä nivelkalvon pintasolukko 

vastaavat suurimmasta osasta havaitusta TLR immunoreaktiivisuudesta kun taas aseptisessa ja septisessä nivel-

kalvossa TLR positiivisuus on keskittynyt eri tulehdussoluihin. Näissä kudoksessa myös endoteeli sekä kudoksen 

# broblastit värjäytyvät voimakkaammin, heijastaen mahdollisesti tulehduksen indusoimaa TLR proteinien lisäsyn-

teesiä. Gradeeraus: ei positiivisia soluja (-); satunnaisia positiivisa soluja (±); joitain positiivisa soluja (+); runsaasti 

positiivisia soluja (++) ja suuri määrä positiivisia soluja (+++).

TLR 4 OA Aseptic Septic TLR 9 OA Aseptic Septic

Endoteeli ++ + +++ Endoteeli + + ++

Fibroblastit + + +++ Fibroblastit ± + ++

Neutro" ilit - - ++ Neutro" ilit - - ++

Makrofagit + +++ +++ Makrofagit + ++ ++

Lymfosyytit - - + Lymfosyytit - - +

jättisolu in" ltraattien seassa. Käytännössä kaikki näh-
dyt neutro" ilit olivat intravaskulaarisia ja CD20 po-
sitiiviset B solut sekä CD138 positiiviset plasmasolut 
olivat hyvin harvassa (Taulukko 1). TLR immunovär-
jäytyvyys oli hyvin intensiivistä ja oli keskittynyt mo-
nosyytti/makrofagi in" ltraatteihin, jotka perättäisiä 
leikkeitä tarkastellessa todettiin sekä TLR 4, että TLR 
9 positiivisiksi (Kuva 1, paneli D). Verisuonten endo-
teeli sekä nivelkalvon pintasolukko olivat nivelrikon 
tapaan TLR positiivisia (Taulukko 2).
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Kuva 1. Tollin kaltaiset reseptorit sekä nivelkalvon solut 

nivelrikossa sekä lonkan totaaliproteesien aseptisessa 

irtoamisessa.

A- TLR 4 värjäys, nivelrikkoinen nivelkalvo. Nähdään lie-

västi tulehtunutta ja ödemistä löyhää sidekudosta. Jotkin 

& broblastin-kaltaisista soluista (nuolenpäät) sekä mono-

syytti/makrofagin-kaltaisista soluista (nuolet) ovat TLR 4 

positiivisia. Myös verisuonen endoteeli on TLR 4 positiivis-

ta. B- TLR 9 värjäys, nivelrikkoinen nivelkalvo. Verisuonten 

endoteelin sekä strooman & broblastin- (nuolenpäät) 

ja monosyytti/makrofagin –kaltaisten (nuolet) solujen 

lisäksi nivelkapselin pintasolukko on TLR positiivista.  C- 

CD 68värjäys, aseptinen nivelkalvon kaltainen interfaa-

sikudos. Nähdään massiivinen makrofagi-in& lraatti sekä 

useita vierasesinejättisoluja (asteriskit).  D- TLR 4 värjäys, 

aseptinen nivelkalvon kaltainen interfaasikudos. Tarkas-

teltaessa tätä paneli C:n rinnakkaisleikettä, todetaan, että 

CD68 positiiviset makrofagit ja jättisolut (asteriskit) ovat 

myös TLR 4 positiivisia.

Immunohistokemiallinen värjäys, vastavärjäys hematok-

syleenillä. Suurennos 400x. Lyhenteet: bv – verisuoni, sl 

– nivelkapselin pintasolukko.

Kuva 2. Tollin kaltaiset reseptorit ja nivelkalvon solut 

lonkan totaaliproteesin infektoituneessa interfaasikudok-

sessa.

A-I Immunohistokemiallisia värjäyksiä septisestä interfaa-

sikudoksen, jota karakterisoi bakteeriviljely positiivisuus 

sekä löyhän sidekudoksen in& ltroituminen erilaisilla 

tulehdussoluilla. A- CD163 värjäys. Huomaa CD163 

positiiviset makrokrofagit (asteriskit) sekä prominentit 

lymfosyytti in& ltraatit. B- TLR 4 värjäys. Tästä panelin A 

rinnakkaisleikkeestä nähdään, että CD163 positiiviset 

makrofagit ovat myös TLR 4 positiivisia (asteriskit) ja vas-

taavat suurimmasta osasta havaitusta TLR 4 immunore-

aktiivisuutta tässä kudoksessa. Suurin osa lymfosyyteistä 

on TLR 4 negatiivisa. Joitain TLR 4 positiivisa & broblasteja 

(nuolenpäät) voidaan nähdä. C- TLR 9 värjäys. Tämä 

paneelien A ja B rinnakkaisleike demonstroi että CD163 

ja TLR 4 positiiviset makrofagit ovat myös TLR 9 positii-

visa (asteriskit) kun taas lymfosyytit värjäytyvät myös 

TLR 9 suhteen hyvin heikosti. Fibrolastit ovat heikosti 

TLR 9 positiivisa (nuolenpäät). D- CD 3 värjäys. Lukuisten 

CD3 positiivisten lymfosyyttien di' uusi-in& ltraatti (osa 

merkitty nuolilla), nähdään tässä näkökentässä. E- CD20 

värjäys. Nodulaarisia, CD20 positiivisten B solujen jouk-

koja nähtiin di' uusien CD 3 positiivisten T solu kertymien 

läheisyydessä. F- CD 138 värjäys. Myös joitain CD138 

positiivisa plasmasoluja (nuoli) voitiin havaita. G- TLR 4 

värjäys. Satunnaisia granulomia nähtiin. Muutamia TLR 4 

positiivisa epitelioidi makrofagaja on merkitty (asteriskit). 

H- TLR 4 värjäys. Laaja TLR 4 positiivisten neutro& ilien in-

& ltraatio nekroottisen kudoksen ja soludebriksen joukos-

sa. I- Negatiivinen värjäyskontrolli. Panelin G granuloman 

värjäys jäniksen normaali IgG:llä.

Immunohistokemiallinen värjäys, vastavärjäys hematok-

syleenillä. Suurennos 400x. Lyhenteet: ma - makrofagi 

in& ltraatti, ly – lymfosyytti in& ltraatti, ne – neutro& ili 

in& ltraati, nt – nekroottista kudosta.
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Septinen irtoaminen

Histologiset näytteet infektoituneista nivelkalvon kal-
taisista interfaasikudoksista olivat edellä mainittuja 
monimuotoisempia. Suuria nekroottisia ja " brootti-
sia alueita todettiin joissain näytteissä, kun taas toi-
set näytteet koostuivat löyhästä sidekudoksesta, jossa 
nähtiin voimakas tulehdusreaktio sekä runsaasti eri-
laisia solupopulaatioita. Aseptisten näytteiden tapaan, 
suuria mutta alueittaisia CD68 ja CD163 positiivisia 
monosyytti/makrofagi in" ltraatteja (Kuva 2, paneeli 
A) sekä satunnaisia vierasesinejättisoluja ja –granulo-
mia nähtiin (Kuva 2, paneli G), samoin solunsisäisiä 
kulumapartikkelikertymiä. Suuria neutro" ilikertymiä 
nähtiin nyt myös kudoksen stroomassa (Kuva 2, pane-
li H). Suuria määriä di= uusisti sijoittuneita CD3 po-
sitiivisia T soluja havaittiin (Kuva 2, paneli D), kuten 
myös nodulaarisia CD20 positiivisa B solu kertymiä 
(Kuva 2, paneeli E). Jotkut B soluista olivat aktivoitu-
neet myös CD138 positiivisiksi plasmasoluiksi, joita 
nähtiin etenkin B solu kertymien yhteydessä (Tauluk-
ko 1; Kuva 2, paneli F). Intensiivinen TLR immu-
novärjäytyvyys nähtiin etenkin monosyytti/makrofagi 
kertymissä, mutta myös neutro" ileissä ja verisuonten 
endoteelissä. Tarkasteltaessa perättäisiä leikkeitä em. 
Solut vaikuttivat sekä TLR 4 että TLR 9 positiivisilta 
(Taulukko 2; Kuva 2, paneelit B, C, G ja H).

Pohdinta

Nivelrikkoisessa nivelkalvossa TLR:iä löytyi pääasias-
sa verisuonten endoteelistä ja nivelkapselin pintasolu-
kosta. Lukuunottamatta näitä epiteliaalisia kudosksia, 
vain muutamia TLR positiivisia makrofagin tai " b-
roblastin kaltaisia soluja nähtiin nivelkalvon stroo-
massa. Tunnistettaessa ja torjuttaessa niveleen pyrkiviä 
patogeenejä ovat epiteliialiset kudokset luonnollisesti 
strategisesti kriittisissä paikoissa ja havaittu TLR pro-
" ili edustaakin todennäköisesti terveenkin nivelkalvon 
ensilinjan puolustusta hematogeenisiä tai intra-artiku-
laarisia patogeenejä vastaan. Koska TLR aktivaatio on 
olennaista sekä luonnollisen, että adaptiivisen immu-
niteetin käynnistymistä on näiden reseptoreiden run-
sas esiintyvyys epiteliaalisissa kudoksissa helppo ym-
märtää.

Aseptisessa nivelkalvossa yleisin solutyyppi oli 
TLR positiivinen monosyytti/makrofagi. Laajalti 
on hyväksytty, että totaaliproteesien aseptinen irto-
aminen johtuu pääasiassa implantin liukupinnoilta 
(yleensä metalli-UHMW polyetyleeni) irtoavista ku-

lumapartikkelista (14). Jokainen otettu askel johtaa yli 
105 polyetyleeni partikkelin muodostumiseen (15). 
Kudokseen rekrytoidut makrofagit fagosytoivat näitä 
partikkeleita ja reagoivat huonosti sulavaan materiaan 
erittämällä monia tulehdusvälittyjäaineita, jotka puo-
lestaan stimuloivat kudoksen stroman soluja (osteob-
lasteja, " broblasteja) ilmentämään RANK ligandia, 
voimakasta osteoklastogeenista kasvutekijää, joka to-
dennäköisesti on vastuussa aseptisen irtoamisen yhte-
ydessä kudoksissa nähdystä kasvaneesta osteoklasti- ja 
jättisolumuodostuksesta sekä viimekädessä osetolyy-
sistä (16, 17). Tämän ”partikkelitaudin” lisäksi viime-
vuosina on pohdittu vähäoireisten bakteeri-infektioi-
den sekä proteesin tai kulumapartikkeleiden pintaan 
kiinnittyvien bakteerijäänteiden mahdollista osuutta 
tekonivelen irtoamisessa (13, 18, 19). Koska aseptises-
sa nivelkalvossa oli runsaasti TLR positiivisia makro-
fageja, se lienee hyvin reaktiivista kudosta näitä TLR 
ligandeja kohtaan.

Eroksi aseptisesti irtoavasta implantista, septises-
sä nivelkalvossa oli runsaasti erilaisia valkosoluja myös 
lymfosyytti- ja neutro" ilikertymiä. Huomattava on, 
että neutro" ilit elävät kudoksissa vain 1-3 päivää (20). 
Siksi niiden läsnäolo periproteettisessa kudoksessa 
viittaa käynnissä olevaan bakteeri-infektioon ja uusien 
solujen jatkuvaan rekrytointiin nivelkalvoon. Riittä-
vän suuria neutro" ilikertymiä onkin aiemmin pidetty 
septisen irtoamisen histopatologisena merkkinä (21). 
Tutkimustulostemme mukaan myös imusolukertymät 
voivat viitata bakteerien osuuteen irtoamisessa. Septi-
sessä nivelkalvossa oli siis myös T- ja B-solukertymiä 
sekä vasta-aineita tuottavia plasmasoluja. Osa näh-
dyistä lymfosyyteistä edustanee pitkäikäisiä muisti-
soluja, jotka jäävät partioimaan nivelkalvoon ja ovat 
valmiita reagoimaan kroonisen infektion aktivoitumi-
seen. Lymfosyyttien läsnäolo viittaa myös siihen, että 
bakteerit eivät jakaudu eksponentiaalisesti vaan pii-
lottelevat implantin pinnalle syntyneessä bio" lmissä. 
Johtuen bio" lmin bakteerien matalasta metabolisesta 
asteesta sekä monien molekyylien huonosta pääsystä 
matriksiin, ovat bio" lmit hyvin resistenttejä sekä im-
muunijärjestelmää että antibiootteja vastaan ja ovat 
myös hankalia osoittaa tavanomaisella bakteerivilje-
lyllä (4).

Johtopäätöksenä todetaan, että banaankärpäseltä 
perityvät Tollin kaltaiset reseptorit voivat antaa uu-
den työkalun tekonivelten irtoamisen diagnostiikkaan 
ja aseptisen ja septisen irtoamisen erotusdiagnostiik-
kaan.
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