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HistoloSka analiza obproteznih tkiv ob
omajanih sklepnih protezah

Histological analysis of the periprosthetic tissue

around failed joint arthroplasties

Andrej Cor'?

Izvlecek

Zamenjava sklepa s sklepno protezo izboljsa
kakovost zivljenja Stevilnim bolnikom, ven-
dar pregled literature kaze, da je pri vec¢ kot
10 % teh bolnikov s¢asoma potrebna ponov-
na operacija. Omajanje sklepne proteze je
velik medicinski pa tudi socialno-ekonomski
problem. Lo¢imo dve najpogostejsi klini¢ni
obliki omajanja sklepnih protez: septi¢no in
asepti¢no omajanje. Morfolosko lahko zane-
sljivo ugotovimo okuzbo s kvantificiranjem
nevtrofilnih granulocitov v tkivu periprote-
ticne membrane. Asepticno omajanje lahko
klasificiramo s pomocjo histoloske analize
obrabnih delcev (kovinskih, polietilenskih,
kerami¢nih in cementnih) in doloc¢anjem
celicnega odgovora na delce (makrofagi,
vedjedrne velikanke, limfociti). Nadaljnje
proucevanje in kombinacija histoloske ana-
lize s sofisticiranimi molekularnobioloskimi
metodami bo osnova za razvoj novih dia-
gnosti¢nih metod, u¢inkovitejsega preprece-
vanja in boljSega zdravljenja bolnikov s peri-
proteti¢no osteolizo.

Abstract

Joint replacement strategies have improved
the quality of life for many patients; howe-
ver, a broad view of the literature shows that
over 10% of all implants still have to under-
go operative revision. Loosening of ortho-
pedic implants thus represents important
medical and socioeconomic problem. There
are two major clinical pictures of prosthesis
loosening, i.e. “aseptic” and “septic” loose-
ning. Morphologically it is possible to reli-
ably detect an infection by quantification of
neutrophilic granulocytes in periprosthetic
membrane tissue. Aseptic loosening may be
reproducibly classified by the detection of
different types of wear particles (polyethyle-
ne, metal, ceramic and cement) as well as cel-
lular response characteristics (macrophages,
multinucleated giant cells, lymphocytes).
Continuous research and a combination of
histological and sophisticated molecular
methods will provide a rational basis for the
development of novel and effective ways of
diagnosis, prevention and treatment of peri-
prosthetic osteolysis.

Uvod

Vsako leto v svetu vstavijo priblizno 1,5
milijona sklepnih protez, projekcije pa kaze-
jo, da se bo incidenca do leta 2050 povecala
kar na 6,2 milijona.’ Sklepne proteze izbolj-
$ajo kakovost zivljenja Stevilnim bolnikom,
vendar pregled literature pokaze, da je pri
priblizno 10 % bolnikov z vstavljeno umetno
sklepno protezo potrebna revizijska ope-
racija. Osteoliza in s tem omajanje sklepne
proteze je problem, ki spremlja sklepno pro-

tetiko od njenih zacetkov do danes. Najpo-
gostejsa oblika omajanja sklepne proteze ali
njenih delov je asepti¢o omajanje, redkejsi, a
kompleksnejsi vzrok omajanja pa je okuzba,
ki povzroca septi¢no omajanje. V vseh pri-
merih omajanja sklepne proteze med kostjo
in vsadkom ali med kostjo in cementom v
primerih cementnih protez nastane vezivna
periproteticna membrana. Med revizijsko
operacijo je potrebno periproteticno mem-
brano odstraniti in histolosko analizirati.
Histoloska slika periproteticne membrane je
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Slika 1: a) Kovinski delci v periproteti¢nem tkivu sklepne proteze
sivomodro obarvajo citoplazmo makrofagov; b) Jasno vidni posamezni
¢rni delci v makrofagih in medceli€nini; ¢) in d) Makrofagi so zapolnjeni z
neStetimi ¢rnimi kovinskimi delci.

zelo heterogena. Morawietz in sodelavci so
uvedli morfolosko klasifikacijo periprotetic-
nih membran, ki obsega §tiri tipe: tip I - pov-
zrocena z obrabnimi delci; tip II — povzroce-
na z okuzbo; tip III - mesani tip (znacilna je
mes$ana histoloska slika tako tkivne reakcije
na obrabne delce kot infiltracija z granulo-
citi) in tip IV - intermediarni tip (peripro-
teticna membrana, zgrajena predvsem iz

Slika 2: a) Veliki polietilenski delci so vidni v ve¢jedrnih celicah
velikankah; b) Polietilenski delci se obarvajo z metodo oil-o-rdece; c) V
preparatih, barvanih s hematoksilinom in eozinom, so polietilenski delci
prosojni; d) V polarizacijskem mikroskopu so dvolomni.
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kolagenskih vlaken, vsebuje le malo celic).?
Klasifikacija temelji na odkrivanju obrabnih
delcev, celi¢ni sestavi granulomskega tkiva in
prisotnosti nevtrofilnih granulocitov.

Prikaz obrabnih delcev v
tkivih asepti¢no omajanih
sklepnih protez

Obrabni delci v obproteznem tkivu so
poglavitni zacetni dejavnik za nastanek pe-
riproteti¢ne osteolize v primerih asepti¢nega
omajanja, saj je stopnja osteolize povezana z
vecjim delezem obrabnih delcev v obprote-
znem tkivu.®> Obrabni delci (kovinski, polie-
tilenski, keramic¢ni) ali kostni cement lahko
nastanejo ob obrabi sestavnih delov sklepne
proteze. Spro$cajo se v sklepno tekocino, kjer
se odstranjujejo s fagocitozo z makrofagi in
ve¢jedrnimi celicami velikankami, ki nasta-
nejo z zlivanjem makrofagov. V rutinskih hi-
stoloskih preparatih, barvanih s hematoksi-
linom in eozinom, in v polarizirani svetlobi
lahko prikazemo vecje obrabne delce bodisi
v makrofagih ali v celicah velikankah ali zu-
naj celic v medceli¢nini.

Kovinski delci so v histoloskih preparatih
vidni kot ¢rna ali rjava zrnca (Slika 1), ki jih v
polarizirani svetlobi obdaja tanek dvolomni
svetel pas. Stevilni kovinski delci povzrocajo
¢rnikasto obarvanost periproteti¢nega tkiva
(metaloza). Kovinskim delcem kot vzroku
za osteolizo dolgo casa niso posvecali po-
sebne pozornosti, vendar pa se je z uvedbo
druge generacije kovinsko-kovinskih skle-
pnih protez izkazalo, da je ve¢ina kovinskih
delcev zelo majhnih (nanodelci), ki pa imajo
zelo veliko povrsino in s tem veliko kemi¢no
reaktivnost.* Spro$c¢eni kovinski ioni lahko
tvorijo kovinsko-proteinske komplekse, ki
povzrocajo osteolizo, perivaskularni limfoci-
tni odgovor in preobcutljivostni odziv.

Polietilenski delci so vidni kot majhni
delci v makrofagih ali veliki delci ali luske,
ki so obdani z vec¢jedrnimi celicami velikan-
kami. V klasi¢nih histoloskih preparatih so
neobarvani (transparentni), v polarizirani
svetlobi pa so dvolomni. S specialnim barva-
njem (oil-o-red) lahko prikazemo polietilen-
ske delce v histoloskih preparatih (Slika 2).
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Slika 3: a) Kostni cement (polimetilmetakrilat) se je med izdelavo
histoloSkega preparata raztopil. Ostal je prazen prostor, v katerem so
drobna zrnca radioloskega kontrastnega sredstva; b) Prostor, Kjer je bil
kostni cement, obdajajo celice velikanke.

Kerami¢ni delci so v preparatih vidni kot
poligonalni sivorjavi, rjavi ali ¢rnikasti del-
ci (Slika 3) velikosti do 5 um, ki so bodisi v
makrofagih in celicah velikankah ali pa v
zunajcelicnem matriksu. V¢asih jih je tezko
lo¢iti od kovinskih delcev. Obrobje keramic-
nih delcev kaze v polarizirni svetlobi sibko
dvolomnost.

Kostni cement (polimetilmetakrilat) je
topen v kemikalijah, ki jih uporabljamo za
izdelavo histoloskih preparatov, zato so me-
sta, kjer so bili delci kostnega cementa pri-
sotni, vidni kot prazni prostori, v katerih so
drobna, fina zrnca (neraztopljen radiografski

Slika 4: a) in b) Kerami¢ni delci so vidni kot drobni sivorjavi ali ¢rni delci
v makrofagih ali v medceli¢nini; c) in d) V polarizirani svetlobi kazejo
keramicni delci Sibko dvolomnost.
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kontrast, dodan cementu). Prostore obdajajo
vec¢jedrne velikanke (cementni globuli) (Sli-
ka 4).

V zadnjih letih pa je postalo jasno, da je
vecina obrabnih delcev submikroskopskih in
jih zato v svetlobnem mikroskopu ne more-
mo videti,** vendar se v rutinski analizi del-
cev v periproteti¢nih tkivih elektronskomi-
kroskopska analiza redko uporablja.

Histoloski prikaz celicv
obproteznem tkivu aseptic¢no
omajane sklepne proteze

Razli¢ne vrste celic sodelujejo pri od-
govoru na obrabne delce in pri nastanku
periproteti¢cne osteolize ter tako tvorijo
kompleksno mrezo celi¢ne patogeneze.® V
histoloskih preparatih lahko prikazemo po-
samezne vrste reaktivnih celic, med katerimi
so najpomembnejsi makrofagi. Makrofagi so
povsod, kjer se pojavljajo obrabni delci. Ka-
dar je njihovo stevilo v tkivu ob protezi pove-
¢ano, tvorijo zadebeljeno, sinoviji podobno
plast. Makrofagi in velikanke so v obprote-
znem tkivu razporejeni bodisi difuzno ali pa
so organizirani v skupke, ki spominjajo na
granulome.”

Celi¢ni odgovor na obrabne delce v peri-
proteticnem tkivu je odvisen od sestave, ve-
likosti in obike obrabnih delcev. Nespecifi¢ni
celi¢ni odziv sestavljajo makrofagi, vec¢jedr-
ne celice velikanke, fibroblasti in limfociti.
Obicajna histokemi¢na barvanja za prikaz
posameznih vrst celic v periproteti¢nem tki-
vu v¢asih niso dovolj, saj so morfoloske zna-
Cilnosti celic ¢esto zavajajoce. Potrebna so
dodatna, zlasti imunohistokemic¢na barvanja
za doloditev posameznih vrst celic. Mono-
klonska protitelesa, ki prepoznajo molekule
na povrsini celic ali znotraj celice (epitopi),
omogocajo natan¢nej$o imunohistokemi¢no
dolocitev celic in tudi njihovo funkcionalno
aktivnost. CD 68 je transmembranski gliko-
protein, prisoten v makrofagih in ve¢jedrnih
velikankah. V nekaterih studijah so prikazali
tudi funkcionalno aktivnost makrofagov, ki
so fagocitirali obrabne delce in izrazanje raz-
li¢nih citokinov v njih® (Slika 5).

Nekateri citokini (TGF-a, M-CSF) nepo-
sredno, drugi pa posredno preko osteobla-
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Slika 5:
Imunohistokemicni
prikaz makrofagov in
celic velikank (CD 68).
V celici velikanki so v
polarizirani svetlobi
vidni polietilenski delci
(puscica).

stov (IL-1, IL-6, TGF-a) vplivajo na tvorbo
osteoklastov. Osteoklasti so specializirane
celice, odgovorne za razgradnjo kostnine.
Zato je pomemben delez zmanj$anja kostni-
ne v podrocjih osteolize znacilen za aseptic-
no omajanje. Povzroci jo aktiviranje osteo-
klastov preko makrofagov, ki so fagocitirali
obrabne delce in se na ta nacin aktivirali.

Limfocite so sicer opisali v tkivu ob skle-
pnih protezah, vendar jim niso posvecali ve-
like pozornosti, saj so bili redki. Sele z uvedbo
druge generacije protez kovina-na-kovino so
v $tevilnih Studijah ugotavljali, da igrajo lim-
fociti v obproteznih tkivih pomembno vlogo
in so jih povezali s preobcutljivostno reakci-
jo tipa IV.>'® Imunohistokemi¢ne $tudije so
pokazale, da je vecina limfocitov v obprote-
znih tkivih ob protezah kovina-na-kovino
limfocitov T (Slika 7), vendar pa so nekateri
avtorji opisali tudi prisotnost limfocitov B in
plazmatk'*"** (Slika 6).

Slika 6: Histolo$ka slika tkiva ob protezah kovina-na-kovino. a) Difuzna
infiltracija limfocitov; b) Perivaskularni limfni folikel.

HistoloSka diagnoza septi¢no
omajane sklepne proteze

Septi¢no omajanje sklepne proteze nasta-
ne bodisi zaradi bakterijske kontaminacije
med vstavitvijo proteze ali pa zaradi bakterij,
ki so v podroc¢je vstavljene sklepne proteze
prisle hematogeno ali limfogeno. Peripro-
teticno membrano, klasificirano kot tip II
ali tip III, uvrs¢amo med septi¢no omajanje
sklepne proteze. Nevtrofilni granulociti so
najpomembnejdi celicni obrambni odgovor
organizma na bakterijsko okuzbo. V prime-
ru mesanega tipa III so nevtrofilni granulo-
citi razporejeni med celicami granulomskega
tkiva (Slika 8). Mnenja o Stevilu nevtrofilnih
granulocitov v periproteti¢ni membrani, po-
trebnih za diagnozo septi¢nega omajanja, se
$e vedno razhajajo. Za nekatere je dovolj ze
en sam nevtrofilni granulocit, za druge sta
potrebna dva do pet nevtrofilnih granulo-
citov, nekateri pa diagnosticirajo septicno
omajanje, ¢e je prisotno vsaj 10 nevtrofilnih
granulocitov v mikroskopskem polju veli-
ke povecave.”"** Morawietz in sodelavci so
ugotovili, da je 23 nevtrofilnih granulocitov
v desetih mikroskopskih poljih velike pove-
¢ave najbolj uc¢inkovita meja za razlikovanje
septi¢nega in asepticnega omajanja sklepnih
protez.'® Ob¢utljivost metode kvantificiranja
nevtrofilnih granulocitov v histoloskih pre-
paratih periproteti¢nih tkiv je bila v razli¢nih
$tudijah med 50 in 93 %, specificnost pa med
77 in 100 %."”

Nase izkusnje s histolosko
analizo obproteznih tkiv

V Ortopedski bolnisnici Valdoltra se je
leta 2002 oblikoval multidisciplinarni tim
strokovnjakov (ortopedov, kemikov, pato-
logov), ki proucuje mehanizme omajanja
sklepnih protez. Do danes so bili zbrani in
histolosko analizirani tkivni vzorci peripro-
teti¢nih tkiv prek 6oo bolnikov. Pri vsakem
bolniku dolo¢imo histoloski tip periprote-
tiécne membrane ter tako lo¢imo septi¢no
od asepticnega omajanja sklepne proteze.
V primerih asepticno omajanjih sklepnih
protez s pomocjo modificirane klasifikacije
Mirra semikvantitativno dolo¢imo celi¢ni
odgovor ter obseg nekroze in nekrobioze v
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Slika 7: Imunohistokemic¢ni prikaz CD 3 pozitivnih limfocitov T v
obproteznem tkivu ob kovinsko-kovinski sklepni protezi.

periproteticnih membranah.'® Tako velika
serija vzorcev je dobra osnova za nase raz-
iskovalno delo in $tevilne objavljene ¢lanke
v uglednejsih ortopedskih revijah. V priho-
dnje zelimo vkljuciti nove, zlasti molekular-
nobioloske metode v prospektivne klini¢ne
raziskave. Nadaljnje proucevanje bioloskih
mehanizmov omajanja bo osnova za razvoj
novih diagnosti¢nih metod, uc¢inkovitejsega
preprecevanja in boljSega zdravljenja bolni-
kov s periproteti¢no osteolizo.
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