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Wear particle induced macrophage activation is traditionally considered as the
principle mechanism of aseptic loosening, the major long term complication of
large joint replacement surgery. Recently also the role of bacterial remnants and
subclinical biofilms residing on prosthesis surfaces as activators of innate immu-
nity has been speculated. Toll-like receptors (TLRs) are the main means by which

innate immune system recognize these pathogen associated molecular patterns
(PAMPs). To characterize the TLR palette of synovial membrane like interface-tis-
sue, bacterial culture-negative, aseptic periprosthetic tissue (h=4) was compared
to osteoarthritis synovial membrane (n=5) for the presence of cells positive for all
known human functional TLRs, which were stained using specific antibodies by
immunohistochemistry followed by morphometry. In comparison to osteoarhtritic
synovium, number of TLR positive cells was found to be increased in the asep-

tic setting, reflecting the macrophage infiltration to the investigated tissues. In
osteoarhritic synovium TLR expression was limited to the few stromal and synovial
lining cells. It is concluded that aseptic periprosthetic tissue is thus very reactive,
not only to traditional PAMPs, but likely also to the newly identified endogenous

alarmins which are also recognized by TLRs, thus suggesting a novel mechanism

of aseptic loosening of endoprosthesis.

Johdanto

Lonkan totaaliproteesia pidetidn yhteni kustannuste-
hokkaimmista kirurgisista interventioista. Huolimatta
materiaaliteknologian ja kirurgisen tekniikan kehityk-
sestd, on aseptinen irtoaminen yhi totaaliproteesien
merkitcdvimpid pitkin aikavilin komplikaatioita (1).
Proteesin liukupinnoilta irtoavien kulumapartikke-
leiden aikaansaamaa makrofagien aktivaatiota protee-
sia ympirdivissd interfaasikudoksessa on perinteisesti
pidetty keskeiseni tapahtumana aseptisen irtoamisen
patogeneesissi (2, 3). Partikkelit drsyttavit makrofagit
tuottamaan tulehdusvilittdjid, jotka aktivoivat kudok-

sen tukisoluja, lihinni osteoblasteja ja fibroblasteja,
ilmentdmiin RANK ligandia, vahvaa osteoklastogee-
nistd kasvutekijid, joka edelleen stimuloi interfaasiku-
dokseen tunkeutuneet makrofagit fuusioitumaan os-
teoklasteiksi.

Tiamin ”partikkelitauti” paradigman lisiksi protee-
sin tai kulumapartikkeleiden pinnalle muodostuvien
subkliinisten mikrobibiofilmien ja mikrobiperiisten
molekyylirakenteiden osallisuutta aseptisen irtoamisen
patogeneesiin on viimeaikoina laajalti tutkiteu (4-6).
Oletimme etté niitd patogeeneihin liittyvid molekyyli-

muotoja (esim. lipopolysakkaridi ja lipoteikkohappo)
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tunnistavat periproteettisessa kudoksessa luonnollisen
immuniteetin muodontunnistusreseptorit, joista tir-
keimpii ovat Tollin kaltaiset reseptorit (TLR). Niitd
kalvoproteiineita ilmennetdin useiden eri solutyyppi-
en solukalvoilla tai endosomeissa ja niiden aktivaatio
sopivalla ligandilla aikaansaa immuunijirjestelmin
aktivaation (7)

Useiden mikrobiperiisten molekyylimuotojen ke-
ridntyminen periproteettiseen kudokseen on osoitet-
tu mutta nditd rakenteita tunnistavien reseptoreiden
lasndoloa periproteettisessa kudoksessa on vihem-
min tutkittu (8). Tutkimuksen tarkoituksena oli si-
ten osoittaa mahdollinen TLR:ien lisniolo aseptisesti
irtoavaa proteesia ympiroivissi interfaasikudoksessa,
kartoittaa kudoksen TLR profiili ja verrata sitd "tervet-
ti” kudosta edustavaan nivelrikkoiseen nivelkalvoon.

Menetelmdit

Potilaat ja ndytteet

Nelja nivelkalvon kaltaista kudosniytettd kerdttiin
periproteettisesta kudoksesta lonkan totaaliproteesin
aseptisen irtoamisen vuoksi suoritetussa revisioleik-
kauksesta. Bakteeri- ja sieniviljelyt olivat negatiivisia.
Kontrolleiksi kerittiin viisi nivelkalvon kudosniytettd
primaarisen nivelrikon vuoksi suoritetuista lonkan to-
taaliproteesi leikkauksesta.

Immunohistopatologia

Kudosniytteet fiksoitiin 30 % formaliiniin, jonka
jilkeen suoritettiin dehydraatio etanolissa, kirkastus
ksyleenissd ja petaus parafiinissi. Niyteblokeista val-
mistettiin 8 pm leikkeit, jotka deparafinisoitiin ja re-
hydroitiin. Antigeenit paljastettiin kdyttden 10 mM
sitraattipuskuria, pH 6.0, Milostone Mega T/T mik-
roaaltouunissa, 98 °C:ssa, 24 minuutin ajan. Tollin
kaltaiset reseptorit virjittiin késin; Ensin endogee-
ninen peroksidaasi salvattiin kiyttien 0,3% H202-
Metanolia 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.
Vastavirjdys tehtiin hematoksyliinilli. Jokaisen aske-
len vilissd leikkeet pestiin fysiologisella puskuroidul-
la keittosuolalla. Kiyttimdmme primaarivasta-aineet
olivat jiniksen anti-humaaneja polyklonaalisia IgG

vasta-aineita TLR-1 (0.80 pg/mL), TLR-2 (2.7 pg/
mL), TLR-3 (2 pg/mL), TLR-4 (1.3 pg/mL), TLR-5
(0,8 pg/mL), TLR-6 (1 pg/mL), TLR-7 (0.8 pg/mL),
TLR-8 (2.7 pg/mL) tai TLR-9 (0.5 pg/mL) vastaan.
Virjiytyneiden solujen maird nikokentissi laskettiin.
Polyetyleenipartikkelit visualisoitiin kiyttden pola-
risaatiomikroskopiaa.

Tulokset
Histologia

Nivelrikkoisissa ndytteissd l6yhad, hyvin verisuonitet-
tua ja lievisti ddemistd, sidekudosta nihtiin nivelkal-
von pintasolukon alla. Lukuun ottamatta fibroblasteja
sekd satunnaisten tulehdussolujen tunkeutumista ku-
dokseen, oli nivelkalvon strooma hyvin vihinsoluis-
ta. Sen sijaan aseptisessa periproteettisessa kudoksessa
timid pintasolukon alainen, loyhi sidekudos strooma
oli voimakkaasti monosyytti/makrofagien infiltroi-
ma. Runsasta vierasesinej éittisoluj en ja satunnaista vie-
rasesinegranuloomien muodostusta nihtiin. Polarisaa-
tiomikroskopiassa todettiin monosyytti/makrofagien
usein sisiltdvin fagosytoituja polyetyleeni partikkelei-
ta.

TLR histopatologia

TLR virjdytyvyys oli pidasiassa sytoplasmista, mutta
my®ds solukalvon virjaytymistd nihtiin. Nivelrikkoisis-
sa ndytteissi TLR virjdytyvyys oli kautta linjan keskit-
tynyt osaan nivelkalvon pintasolukosta, verisuonten
endoteeliin sekd satunnaisiin perivaskulaarisiin tuleh-
dussolu infiltraatteihin (Kuva 1, paneelit A-E). Myos
joitain TLR positiivisia fibroblastin ja monosyytti/
makrofagin kaltaisia soluja nihtiin kudoksen stroo-
massa (Kuva 1, paneelit C-E). Niiden solujen lisiksi
aseptisessa periproteettisessa kudoksessa runsaat mo-
nosyytti/makrofagi infiltraatit ja vierasesinejittisolu
olivat positiivisia kaikille tutkituista TLR:std (Kuva
2, paneelit A-F). Virjdyskontrollit olivat negatiivisia
tai sisdlsivdt korkeintaan hentoa taustavirjiytymistd
(Kuva 1, paneeli F).

TLR positiivisten solujen keskiarvo nivelrikkoises-
sa nivelkalvossa oli 26.9 + 8.3 verrattuna 56.6 + 14.7
arvoon interfaasikudoksessa (ndytemiidri liian pieni ti-
lastollisen merkitsevyyden osoittamiseen). Eri TLR-
kohtaiset arvot on esitetty erillisessd pylvisdiagram-
missa (kuva 3).
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Kuva 1: Tollin kaltaiset reseptorit (TLR) nivelrikkoisessa nivelkal-
vossa.

A-F TLR immunoperiksidaasivdrjdys nivelrikkoisesta nivel-
kalvosta, joka koostui nivelkalvon pintasolukosta, sekd sen
alaisesta hyvin verisuonitetusta ja lievdsti tulehtuneesta I6yhdstd
sidekudoksesta. Osa nivelkalvon pintasolukosta sekd verisuonten
endoteeli vastasivat suurimmasta osasta ndhdystd TLR immu-
noreaktiivisuudesta. A- TLR1 vdrjdys. B- TLR2 vdrjdys. C-TLR4
vdrjdys. Muutamia TLR4 positiivisia fibroblasteja ja monosyytti/
makrofageja (nuoli) ndhdddn tdssd nékokentdssd. D- TLR6
vdrjéys. Verisuonen endoteelin lisciksi ndhdddn muutamia TLR6
positiivisia fibroblasteja (nuolenpddit). E- TLR9 vdirjdys. Nivel-
kalvon pintasolukon liséiksi ndhddcin joitain TLR9 positiivisia
fibroblasteja (nuolenpddit). F- Negatiivinen vérjdyskontrolli.
Vastavidrjdys hematoksyliinilld. Suurennos 400x. Lyhenteet: bv-
verisuoni, sl- nivelkalvon pintasolukko.

Pohdinta

Tollin kaltaisten reseptoreiden ilmeneminen nivelrik-
koisessa nivelkalvossa seki aseptisessa interfaasikudok-
sessa tutkittiin kdyttien TLR spesifisid vasta-aineita.
Ensimmiisessi lihinni verisuonten endoteeli seki osa
nivelkalvon pintasolukosta, mahdollisesti tyypin A
makrofagin kaltaiset solut, olivat positiivisia kaikille
tutkituista TLR:std kun taas jilkimmaiisessi suurin osa
TLR positiivisista soluista oli kudokseen tunkeutunei-
ta monosyytti/makrofageja.

Potentiaalisia TLR-ligandeja saattaa hyvinkin
esiintyd periproteettisessa kudoksessa. Merkittivii
lipopolysakkaridi (LPS) kontaminaatiota jii kaupal-
listen proteesin pinnoille tavanomaisten sterilointime-
nettelyiden jilkeen (9). LPS:44 vapautuu terveidenkin
ihmisten verenkiertoon hampaiden harjauksen yhte-

Kuva 2: Tollin kaltaiset reseptorit (TLR) aseptisessa interfaasiku-
doksessa.

A-F TLR immunoperiksidaasivdrjdys aseptisesta interfaasikudok-
sesta, jota karakterisoi TLR positiivisten monosyytti/makrofagien
infiltraatio muuten vihdnsoluiseen sidekudokseen sekd vierasesi-
nejéttisolujen muodostus. A- TLR1 vdirjdys. Monosyytti/mak-
rofagien sekd jéttisolujen lisciksi verisuonten endoteeli on TLR
positiivista. B- TLR2 vdrjdys. C- TLR4 vdirjdys. D- TLR6 vdirjdys. E-
TLR9 vdrjdys. Joitain TLR9 positiivisia fibroblasteja (nuolenpdcit)
ndhdddin tdssd ndkokentdssd. F- Komposiittikuva, jossa suuri
maddrd polyetyleenipartikkeleita ndhdddn fagosytoituina TLR9
positiivisen monitumaisen jéttisolun sisdllé (asteriski). Pienempid
paritkkelikertymid on myds merkitty (nuolet). Polyetyleenipartik-
kelit tunnistettiin polarisaatiomikroskopialla.

Vastavdrjdys hematoksyliinilld. Suurennos 400x. Paneelin F kirk-
kautta ja kontrastia on korostettu. Lyhenteet: bv- verisuoni

I Aseptic
100 " OA

Positiivisten solujen lukumaira

Al TLR1 TLRZ TLR3 TLR4 TLRS TLRE TLR7 TLR8 TLR®

Kuva 3: Pylvésdiagrammi, jossa on esitettyndi TLR positiivisten
solujen lukumddrdn keskiarvo, satunnaisessa edustavassa nd-
kokentdssd, nivelrikkoisessa nivelkalvossa (OA) sekd aseptisessa
interfaasikudoksessa (aseptic). Johtuen monosyytti/makrofagi
infiltraateista sekd vierasesinejdttisolu muodostuksesta, sisdltdd
jdlkimmdiinen selvdsti enemmdin TLR positiivisia soluja.
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ydessd ja timin kiertivin LPS:n suuri affiniteetti ja
kerddntyminen kulumapartikkeleiden pinnoille on
osoitettu hiirimallissa (10, 11). LPS:44 on osoitettu
periproteettisessa kudoksessa myds aseptisen irtoami-
sen yhteydessi (12, 13). LPS on Gram-negatiivisten
bakteerien soluseinidn rakenneosa, joka on myos vah-
va immunijirjestelmai aktivoiva vaarasignaali, jonka
rooli esimerkiksi septisen shokin synnyssi on tunnet-
tu. LPS:n tunnistaa solukalvon TLR4 reseptori.
Proteesin pinnalle muodostuvia subkliinisid bak-
teeribiofilmeji yhteni aseptisen irtoamisen patogenee-
sid edistivind tekijind on niin ikddn epiilty (14, 15).
Kliinisesti suurin osa havaituista proteesi-infektioista
on Staphylococcus epidermidiksen, Staphylococcus
aureuksen tai jonkin muun, usein biofilmii muodos-
tavan Gram-positiivisen bakteerin aiheuttama (16).
Vaikka Gram-positiiviset bakteerit eivit tuota LPS:33,
tuottavat ne soluseindinsi muita potentisti immuuni-
jirjestelmdd aktivoivia molekyylimuotoja, kuten lipo-
teikkohappoa, di- ja triasyyli lipopeptideitd sekd pep-
tidoklygaania. Niitd rakenteita tunnistavat solukalvon
TLR2 reseptori tai TLR1/TLR2 ja TLR2/TLRG re-
septroridimeerit (17). Endosomaalinen TLRY, joka
metyloimatonta CpG
DNA:ta, saattaisi niin ikdin osallistua immuunivas-

tunnistaa  bakteeriperiistd
teeseen fagosytoituja  kulumapartikkeleita vastaan.
Bakteeriperiisti flagelliinia tunnistavan TLR5 seki vi-
rusperdisid yksi- ja kaksijuosteisia RNA:ta tunnistavi-
en TLR3, TLR7 ja TLR8:n rooli aseptisen irtoamisen
patogeneesissi timin hetkisen tiedon valossa lienee
vihiisempi.

Hiljattain mys endogeenisia TLR ligandeja on
tunnistettu (18). Niitd alarmiineina tunnettuja, vaa-
raa signaloivia molekyylimuotoja vapautuu nekrootti-
sista soluista ja niihin kuuluvat mm. useat stressipro-
teiinit, tuman HMGB1 sekd virtsahappo. My®s jotkin
pilkkoutuneen ekstrasellulaarimatriksin proteiineista
voivat toimia alarmiineina ja tilld voi olla merkitys-
td niin nivelrikon aseptisen irtoamisen kuin nivelreu-
mankin patogeeneesin kannalta, kun ajatellaan nyt
osoitettua TLR:n lisnioloa nivelrikkoisessa nivelkal-
vossa seki periproteettisessa kudoksessa. Ligandi-TLR
interaktio johtaa MyD88 riippuvaista toisioldhettikas-
kadia mydten transkriptiotekijin NF-kB aktivaatioon
ja edelleen useiden tulehdusvilittdjien synteesiin ja
eritykseen, esimerkkeini TNF-a, IL-1p ja IL-6, joita
nykyisin esimerkiksi nivelreuman hoidossa salvataan
(19). Kiintoisasti nimi tulehdusvilittdjit on aiemmin
liitetty aseptisen irtoamisen patogeneesiin ja ne voivat
my®&s aktivoida strooman soluja tuottamaan osteoklas-

togeenistdi RANK ligandia (20).

Johtopaitokseni todetaan, ettd johtuen suurista,
kaikkien funktionaalisten TLR:n suhteen positiivisis-
ta, monosyytti/makrofagi kertymisti, on aseptinen pe-
riproteettinen kudos hyvin reaktiivista sekd endo- ettd
cksogeenisille TLR ligandeille. Useiden TLR ligandi-
en lisniolo periproteettisessa kudoksessa on osoitettu
ja vield kun TLR:ien voimakkaat tulehdusta vilittivit
ominaisuudet ovat hyvin tunnetut, ndyttid niiden re-
septoreiden sekd niiden tunnistamien vaarasignaalien
rooli totaaliproteesien aseptisen irtoamisen patogenee-
sissi todennikoiselti. Mielenkiintoista siten onkin,
voivatko TLR:ssd ja niiden signalointireiteissi tavatut
polymorfismit ja mutaatiot altistaa tai toisaalta suojata
joitain potilaista aseptiselta irtoamiselta.
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