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ABSTRACT

PURPOSE OF THE STUDY

Analysis of the tissue harvested around the total hip replacement isolated from re-operated patients in order to: (1) cha-
racterize complexity of structural processes developing in the region of the total hip replacement and, (2) to define the role
and significance of histological structures of this tissue, mainly in relation to implant loosening, from the viewpoint of for-
mal and causal pathogenesis.

MATERIAL AND METHODS
Biopsied material isolated from periarticular tissue of re-operated patients (n=19) after THR was analyzed using the met-
hods of light optic, fluorescent (TUNEL), and transmission electron microscopy.

RESULTS

Histological analysis revealed fibroproliferaive processes and epithelioid granulomatosis cell reaction around the implant
with the formation of giant multinuclear syncythial (osteoclastlike) structures as a response to foreign bodies. These struc-
tures phagocyte fragments of foreign material (polyethylene particles from the implant, cement fragments). All the used
methods revealed a range of regressive changes in the layers of foreign microparticles (inside giant multinuclear cells) typi-
cal of fibrinoid necrosis in collagen fibres and apoptosis. In certain cases, progressive changes as chondroid and synovi-
al differentiation (metaplasia) were observed.

DISCUSSION

Total hip replacement, despite all positive aspects for patients, may cause permanent inflammatory processes in its sur-
rounding. This may result in an extensive fibroproduction of a differently thick layer of connective tissue around the implant.
An important factor of loosening of THR is probably osteoclastic resorption in the area of “bone-implant” interface, as
a result of the interaction between the inflammatory mechanisms around the implant.

CONCLUSION

In the postoperative period, there occur fibroproliferative changes in the periarticular tissue and large population of mul-
tinuclear cells. In our view, these cells play a role in the production of wear particles from the implant and microparticles
of bone tissues and bone cement. Fibroproliferative process may be considered as an immune response to the implanted
foreign material.

Key words: hip joint, arthroplasty, granuloma, wear particles, multinuclear cells.

uvoD

Uvoltiovanie mikrocastic z endoprotézy bedrového
kibu je znamym neZiadiicim javom uZ velmi davno. Tri-
bologické aspekty tohto fenoménu pritom poukazuji na
tri moZné mechanizmy, ktoré spdsobuji uvolnenie mik-
roCastic endoprotézy: adhézia, abrazia a inava materialu
(14). Uvolnené mikrocastice (polyetylén, cement, kost,
kov) pomenované aj ako oterové materidly st pri¢inou

i spustacim mechanizmom epiteloidne granulomatdznej
a fibroproduktivnej aktivity okolia implantétu. Jej dosled-
kom je tvorba rdzne hrubej vrstvy novovytvoreného fib-
r6zneho materidlu v okoli hlavice, ale aj hrani¢nej linie
cement — kost (6). Nélezy pozorované u reoperovanych
pacientov s uvolnenym implantitom vo viacerych préa-
cach (Engh a kol., 1999; Jolles a kol., 2002; Bonner
a kol., 2002; Sosna a kol., 2003) poukazali na kontinual-
ny produktivny zapalovy proces v loZisku implantdtu ako
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spolo¢ny znak, ktory brdni pevnému spojeniu implantatu
s kosfou s nasledkom jeho uvolnenia (1, 2, 7, 14).

Cielom préace bolo na trovni svetelnooptickej, trans-
misnej elektronovej mikroskopie a metddou Tunel histo-
logicky analyzovat odobraté tkanivo od reoperovanych
pacientov z okolia implantitu bedrového kibu. Z vysled-
kov charakterizovat komplex Strukturdlnych pochodov,
ktoré sa odohravaji v mieste implantétu umelého kibu
a z pohladu formélnej i kauzalnej patogenézy posudit
tlohu a vyznam jednotlivych histologickych Struktdr toh-
to tkaniva, najmé z hladiska uvolnenia implantatu.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky tkaniva boli odobraté od reoperovanych paci-
entov pre aseptické uvolnenie endoprotézy, v prevaznej
miere acetabula. Miestami odberu vzoriek boli tkanivo
obklopujtice umely kib, tkanivo medzi uvolnenym ace-
tabulom a cementom, medzi uvolnenym cementom
a kostnym 16Zkom acetabula, medzi uvolnenym femo-
ralnym driekom a uvolnenym cementom a drefiovou
kostou femuru. Pacienti boli k datumu operacie vo veku
52-84 rokov ( v priemere 70). Celkovy pocet reopero-
vanych pacientov bol 19, z nich bolo 8 muZov a 11 Zien.
Priemerny Cas od prvej operacie bol 7,5 roka s najkrat-
Sou dobou po prvej operdcii 3 roky a najdlhSou 15 rokov.
Vsetci reoperovani pacienti mali pri prvej operacii apli-
kované cementované endoprotézy od fy Poldi, resp. od
jej pokraCovatela fy Beznoska. Pacienti boli reoperova-
ni v rokoch 2001-2006 a ich prevaZzna Cast bola prvo-
operovand na inom pracovisku.

Material urceny pre svetelni mikroskopiu bol fixo-
vany 8 % neutralnym formolom a Standardne vyexcido-
vany patolégom do 5 histologickych blo¢kov. Tkaniva,
ktoré obsahovali kostné fragmenty boli vloZené do
dekalcifika¢ného roztoku (kyselina mravcia, chlorovo-
dikova, sirova, alebo do roztoku Chelatén III). Z farbi-
acich metodik bolo pouzité prehladné farbenie, hema-
toxylin a eozin (HE) a $pecidlne konvencné metodiky:
PAS reakcia, impregnécia striebrom podla Gomoryho
a Massonov trichréom.

Material pre transmisnd elektrénovi mikroskopiu
(TEM) bol fixovany v roztoku obsahujicom 2,5 % glu-
taraldehyd a 2,0 % paraformaldehyd v 0,15 % M kako-
dylatovom pufri pH 7,2-7,4, postfixovany v 1 % OsO4,
odvodeny v acetate a zaliaty do Durcupanu ACM (Flu-
ka). Ultratenké rezy boli po kontrastovani uranylaceta-
tom a citritom olova analyzované elektrénovym mikro-
skopom JEM -100 CX II (Jeol, Japonsko) pri
urychlovacom napiti 80 kV.

Reakcia TUNEL bola urobena na parafinovych 7 um
rezoch z materidlu fixovaného v 4% neutralnom formal-
dehyde pouZitim komerc¢nej supravy (MEBSTAIN Apo-
ptosis Detection Kit, Immunotech, Marceille, Francuz-
sko). Inkubacia s TUNEL- reagentom (TdT pufor,
FITC-dUTP a TdT) prebiehala pocas 1 hodiny pri teplo-
te 37 °C vo vlhkej atmosfére. Nasledne boli rezy prekryté
montovacim médiom Vectashield (Vector Laboratories,
Inc., USA) a prekryté krycim skli¢kom. Takto priprave-
né vzorky sme vyhodnocovali pomocou epifluorescenc-
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ného inverzného mikroskopu (Leica) s digitdlnou kame-
rou DFC-480.

VYSLEDKY

Histologicky obraz vo svetelnej mikroskopii mal nie-
kolko spolo¢nych morfologickych ¢ft. Zakladnym
Strukturdlnym znakom pre vSetky pripady je fibropro-
duktivny proces v okoli implantatu vo forme rézne denz-
ného kolagénového viziva s nepravidelnym fascikular-
nym usporiadanim. V niektorych excizidch sme zachytili
1 loZiskd r6zne matdrneho nespecifického granulacného
tkaniva. Druhou konstantnou histologickou ¢rtou je pri-
tomnost epiteloidne granulomatéznej zapalovej reakcie
s tvorbou obrovskych mnohojadrovych syncycidlnych
elementov typu na cudzie telesd. KonStantnou stucastou
mnohojadrovych buniek bol fagocytovany cudzorody
materidl z polyetylénovych oterovych mikrofragmentov
a po ofarbeni HE cernasty cudzorody material z cemen-
tu (obr. 1 A). Cast mikrofragmentov cudzorodého mate-
ridlu bola uloZena volne. V niektorych pripadoch boli
sti¢asfou histologického obrazu i mikrofragmenty rozne
regresivne zmenenej kosti, volne uloZené medzi zviz-
kami kolagénu. Pritomné boli i rozne staré krvacania
i depozity hemosiderinu. Histiocytarne elementy granu-
l6mov mali i charakter penovych buniek (obr. 1 B). Novo
vytvoreny kolagén v Casti vykazoval spektrum regresiv-
nych zmien v zmysle hyalinizacie a fibrinoidnej dystro-
fie s demaskovanim retikulinovych vlaken (obr. 1 C).
V jednom pripade boli pozorované i zndmky chondro-
idnej (obr. 1 D), resp. synovidlnej (obr. 1 E) diferencia-
cie (metaplazie). Z bunkovej populacie si v granulome
pocetne zastiipené fibrocyty a ich aktivované formy —
fibroblasty. Z dalSich celularnych elementov boli v gra-
nuléme v zavislosti od jeho vyzretia zastipené aj lym-
focyty a plazmatické bunky (obr. 1 F).

Polyetylénové fragmenty pochadzajtice z oteru dosa-
hovali v granuléme velkost od 25 um do viac ako 800
wm (tabulka 1) a znazorniovali sa ako bezfarebné, svet-
1€ utvary (obr. 2 A, B). Niektoré Castice su fagocytova-
né velkymi, mnohojadrovymi bunkami typu osteoklas-
tov s PAS-pozitivnym materidlom (obr. 2 A, B). VicSie
Castice pevne uzavreté vidzivom obklopuje tenky lem
cytoplazmy obrovskych mnohojadrovych buniek.

Tab. 1. Velkost oterovych castic polyetylénu v granulome
endoprotézy

Rozmer, pm Pocet castic Zasttipenie
intervaly n %
0-50 5 6,1
51-100 28 34,1
101-200 30 36,58
201-300 9 10,98
301-400 5 6,1
401-500 1 1,22
501-600 0 0
601-700 1 1,22
701-800 0 0
801-900 3 3,66
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Obr. 1. Histologia periartikuldrneho tkaniva — granulomu. A — pohlad na depozitd poprasku horného cementu (Sipky) s obrov-
skou bunkovou reakciou (H. E. x 200). B — zhluky penovych histiocytov (Sipka), (H.E. x 200). C — demaskovanie retikulinovych
vidken (Sipka), (impregndcia Gomory x 400). D — chondroidnd diferencidcia (hviezdicka) s loZiskami fibrinoidnej dystrofie kola-
génu (dve hviezdicky), (H.E. x 200). E — synovidlna diferencidcia (Sipka), (H. E. x 400). F — zona aktivovanych fibroblastov
(Sipka), (H. E. x 400).

Obr. 2. Histologia periartikuldrneho tkaniva — granulomu. A — pohlad na mnohojad-
rové bunky (Sipky). B — pohlad na oterové castice obkolesené vybeZkami mnohojad-
rovych buniek (5ipky). A, B — PAS reakcia (x 400). C — pohlad na mnohojadrové bun-
ky obkolesujiice oterové cCastice (Sipka); kolagénové vidkna bez zmien (modrd farba),
oblasti poSkodeného kolagénu (oranZovd farba), Masson trichrome staining (x 400).
D — TUNEL pozitivne bunky;, mnohojadrové bunky postihnuté apoptozou (Sipka),
TUNEL reakcia (x 200).

Ro&zne silné vrstvy zvizkov kolagénovych fibril su prestipené pomerne
hustou siefou kapildr s kongesciou, pri¢om i vo farbeni trichromom podla
Massona nachadzame spektrum regresivnych zmien (obr. 2 C).
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Obr. 3. Elektronogramy mnohojadrovych buniek granulomu. A — jadrd mnohojadro-
vych buniek granulomu roznej velkosti, tvaru a funkcnosti (Sipky), (x 2500). B — dve
Jjadrd velkych mnohojadrovych buniek granulomu s myelinovou Struktiirou (hviezdic-
ka), (x 3500). C — jadro mnohojadrovej bunky s dobre vyvinutym retikuldrnym ja-
dierkom, (x 7500). D — degenerované jadro (Sipka) mnohojadrovej bunky s myelino-

vymi lamelami v cytoplazme (hviezdicka), (x 10 500).

Obr. 4. Elektronogramy fibroblastov granulomu. A — jadro fibroblastu s preliacenim
dovniitra s dobre vyvinutym granulovanym endoplazmatickym retikulom (x 7 500).
B — pocetné cisterny endoplazmatického retikula s elektrondenznym materidlom (Sip-
ky), (x 10 500). C — okraj cytoplazmy fobroblastu v kontakte so zvizkami kolagéno-
vych vidken (hviezdicka), (x 10 500). D — vyskyt lyzozomov v blizkosti vezikil Golgi-

ho apardtu v cytoplazme fibroblastu (Sipky), (x 10 500).

Analyza granulomu po ofarbeni
TUNEL-reagentom

Velké mnohojadrové bunky si postihnuté procesom
apoptdzy a naslednej degeneracie (zelena fluorescencia
— TUNEL). Apoptdze Casto podliehaji velké mnoho-
jadrové bunky granulému (obr. 2 D). Minimalne postih-
nuté s bunky fibrocytov a fibroblastov s tenkymi pre-
dizenymi jadrami a endotel kapilar.

Proces bunkovej smrti vyrazne postihuje vSetky typy
buniek z okrajovych zén granulému, hlavne vSak star-
Sie, mnohojadrové bunky. Sporadicky vyskyt postihnu-

tych buniek charakterizuje pociatocné stadia bunkovej
smrti. Treba vSak rozliSovat nespecificku reakciu (zele-
na fluorescencia pozadia), ked TUNEL reaguje hlavne
s vacsimi Casticami polyetylénu z endoprotézy.
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Obr. 5. Elektronogramy kolagénovych vidken a kapildr granulomu. A — rozpad kola-
génovych vidken granulomu na jemné mikrofibrily (Sipka), (x 30 000). B — myelino-
vé Struktiiry rozpadnutych kolagénovych vidken (Sipka), (x 30 000). C — napucané
endotelové bunky s poSkodenou integritou krvnych kapildr (Sipky), (x 14 500).
D — tinik transsuddtu do okolia endotelovych buniek a tvorba fibrinovych zvdizkov

(Sipky) v ich blizkosti (x 14 500).

Elektronovomikroskopicka analyza
granulému

Velké mnohojadrové bunky (obr. 3 A) obsahuji
v cytoplazme pocetné ovalne mitochondrie, vacky
granulovaného endoplazmatického retikula, lyzozé-
my a rozne velké myelinové Spiralovité lamely (obr.
3 B, D). Euchromatické jadra maji ovélny tvar a pri-
tomné jadierka su retikularnej formy (obr. 3 C). Mno-
hé jadrd maju pocetné invaginicie a znaky degenera-
cie (obr. 3 D).

Jadré fibroblastov maju ovélny tvar, Casto s pre-
liaCenim dovniitra (obr. 4 A). Chromatin v jadre je roz-
loZeny rovnomerne. Fibroblasty obsahuju vicSie
mnoZstvo cytoplazmy s dobre vyvinutym granulova-
nym endoplazmatickym retikulom, mitochondriami,
Golgiho komplexom, lyzozémami a tukovymi kva-
pockami. Pocetné viacky endoplazmatického retikula
su rozsirené a obsahuju elektrondenzny material.
Vybezky fibroblastov sa prikladaju ku kolagénovym
vldknam (obr. 4 B, C). V cytoplazme fibroblastov sa
vyskytuji prazkované kolagénové fibrily a pocetné
tmavé telieska — lyzozomy v oblasti rozvinutého Gol-
giho aparatu (obr. 4 D).

Kolagénové vldkna granulomu casto podliehaja
loZiskovej fibrolyze, prejavujicej sa rozpadom elemen-
tarnych fibril a paralelného usporiadania kolagénovych
vldken (obr. 5 A). Malé loziskd dezintegrovanych vla-
ken sa postupne zvicSuju, a dochadza k tvorbe myeli-
novych Struktdr (obr. 5 B). V krvnych kapildrach sme
zistili tesny kontakt trombocytov s ¢ervenymi krvinka-
mi. Endotelové bunky krvnych kapilar sa ¢asto napu-
¢ané a maju porusend integritu (obr. 5 C), v dosledku
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¢oho dochiadza k nekontrolovanému tniku transsudatu
do ich okolia a tvorbe zhlukov fibrinovych vldken v ich
blizkosti (obr. 5 D).

DISKUSIA

Jednym z udstrednych problémov aplikiacie endo-
protézy bedrového kibu je opotrebovanie implantétu.
Gradacia tohto procesu je individuédlna u kazdého pa-
cienta a zavisi od vzajomného vplyvu vonkajsich a vnu-
tornych faktorov, ako su vyber protézy, aktudlny stav
kvality kosti, najmi vo vztahu ku osteoporéze (3, 9).
Ddlezité je i kvalita osteointegracie protézy, a v nepo-
slednom rade aj ekzaktnost urobeného operacného
vykonu. Pri uvolneni protézy operatér mdze hodnotit
uz len konec¢né stadium komplikacie a rovnako toto
Stddium hodnoti i rutinné bioptické vysetrenie. Je teda
logické, Ze v obdobi medzi implanticiou a uvolnenim
umelého kibu sa odohrdva sled velmi dynamickych
morfologickych pochodov, spustanie ktorych vyvolava
viacero pric¢in.

Prva a pravdepodobne najhlavnejsia pri¢ina je samot-
na implantovana endoprotéza. Implantat akéhokolvek
zloZenia je organizmom vnimany ako cudzia hmota,
vhojovania. V kontexte s literdrnymi tidajmi, aj v naSich
pozorovaniach sme vo vsetkych pripadoch nachadzali
v tkanive z okolia hlavice protézy r6zne objemny spo-
jovaci materidl, prevazne v Stadiu uZ rdozne vyzretého
a denzného kolagénového viziva. Z pohladu formalne;j
patogenézy toto vizivo vzniklo ako produkt iriticie
periprotetického tkaniva. Jeho produkcia ide cez vSeo-
becne zname zékonitosti proliferativnej fazy zapalu, to
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znamend tvorbou granula¢ného tkaniva s postupnym
procesom jeho vyzrievania. Ugel tychto pochodov je
jednoznacény — opuzdrenie cudzieho materidlu Casto az
do podoby akéhosi novovytvoreného pseodopuizdra
v okoli protézy (17). Jeho pritomnost mdZe mat v urci-
tej Casovej faze i pozitivny vplyv v zmysle fixacie
endoprotézy. Nase vysledky elektronovej i svetelnej
mikroskopie potvrdili, Ze novovytvoreny kolagén
podlieha vSetkym zdkonitostiam regresivnych zmien,
ako je zvraStenie s deformacnymi G¢inkami, hyalin-
na a fibrinoidna dystrofia ako aj dystrofickd kalcifi-
kacia.

Velmi pozoruhodnym a zatial v literatiire nepopisa-
nym morfologickym nalezom je chondroidna a syno-
vidlna diferencidcia u jedného pacienta. Tento jav
povaZujeme skor za progresivny dej a jeho morfolo-
gicko-funk¢ny vyznam zatial nie je jasny.

Dalsim zdrojom fibroprodukcie je nepochybne i pro-
ces organizacie fibrinu, ktory sa dostal do extravazal-
neho priestoru. V. mimocievnom prostredi je totiZ fib-
rin vnimany ako cudzorody materil, ktory moZe byt
organizovany fibroblastami na kolagén. Tieto pozoro-
vania sme potvrdili aj elektronmikroskopickymi vySet-
reniami.

Druhym nemenej zdvaznym konStantnym histologic-
kym nalezom je masivna, neSpecificka epiteloidne-gra-
nulomatézna reakcia s tvorbou obrovskych mnohojad-
rovych syncytidlnych elementov na cudzie telesa. Tak
ako samotny korpus implantétu, aj uvolfiované mikro-
Castice, ako oterovy materidl z endoprotézy, su orga-
nizmom rovnako vnimané ako cudzorody materidl.
Mechanizmus ich vhojovania sa vSak deje fagocyt6zou,
jednak histiocytmi, predominantne vSak inkorporaciou
mnohojadrovymi obrovskymi bunkami. Proces vhojo-
vania sa mdZe udiat i opuzdrenim fibroprodukciou,
najmi vSak vicSieho oterového materidlu. V mnohych
pripadoch vytvéraji obrovské bunky v okoli cudzoro-
dého materidlu az akisi pseudoblanu. Nélez volnych
mikrocastic cudzorodého materidlu (polyetylénu, ale aj
cementu) medzi snopcami kolagénovych vlaken vsak
moZe sveddit i o rozpade obrovskych buniek s obnaZze-
nim a uvolnenim pdvodne fagocytovaného materialu.
Uvazujeme o efekte chemického poSkodenia obrovskej
bunky samotnou mikrocasticou, do dvahy prichadzaju
i vaskuldrne pri¢iny, ako to ukazuje elektronova mikro-
skopia.

Nami zistené poskodené krvné kapilary pravdepo-
dobne spdsobuji ischémiu granuldmu, tak ako to zistili
Sosna akol. a Gallo akol. (4, 5) v désledku ¢oho dochad-
za k nekroze. Metédou TUNEL sme vSak zistili, Ze smrt
buniek mdZe nastat aj formou apoptdzy. Tento genetic-
ky kontrolovany program odumierania buniek, popi-
sany Schwartzmanom a Cidlowskim (13) sa odohrava
v kostnom tkanive aj v chrupavke pri osteoartrézach,
¢o bolo dokdzané r6znymi autormi (8, 10, 12).

Biologické aspekty fagocytdzy i tvorby obrovskych
buniek z cudzich telies si vSeobecne zndme. Podobne
ako v ktoromkolvek zapalovom loZisku, aj v tkanivach
obklopujidcich implantat bedrového kibu bol identifi-
kovany cely rad cytokinov: macrophagecolony stimu-
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lating factor (M-CSF), transformujuce rastové faktory
(TGF-B), interleukiny (IL-1, IL-6), prostaglandiny
(E2), metalloproteiny a iné. Ich tilloha v modulacii funk-
cie imunitného systému v procese rastu, diferenciécie,
remodelacie mezenchymového tkaniva je vo vztahu
k uvolneniu kibovej protézy detailne podana v praci
Sosny a kol. (14) a Galla a kol. (5). Z vysledkov tejto
prace sa predpokladd, Ze jednu z najaktivnejSich dloh
v procese uvolnenia kibovej protézy zohrava M-CSF
(15). Tento cytokin sa podiela jednak na diferenciacii
osteoklastov zo svojich prekurzorov a sucasne tiez
akceleruje osteoklastickd kostnt rezorbciu v mieste
uvolnenia, ale aj v pevne fixovanej protéze. Vsetky
aspekty tohto zlozZitého mechanizmu vsak nie st detail-
ne zname a su predmetov intenzivneho vyskumu.

ZAVER

Implantovana endoprotéza bedrového kibu je napri-
ek vSetkym pozitivam pre pacienta priinou perma-
nentnych zapalovych pochodov v jej okoli. Vysledkom
je masivna fibroprodukcia rozne hrubej vrstvy spojova-
cieho materidlu v okoli implantatu. Uvolnenie otero-
vych mikrocastic z endoprotézy do okolia (polyetylén,
cement, kost, kov) vedie na jednej strane k mechaniz-
mu opotrebovania kibu a na druhej strane k tvorbe epi-
teloidne granulomatdznej zépalovej reakcie s mnoho-
pocetnou populdciou mnohojadrovych buniek s cielom
ich vhojovania opuzdrenim. K uvolneniu endoprotézy
vedie pravdepodobne viacero pric¢in; mechanické opo-
trebenie oterom; do dvahy prichddza i zmena v che-
mickom zloZeni spojovacich cementovych materilov,
ktord mdze viest k oslabeniu. Rozhodujuci faktor uvo-
Inenia endoprotézy je najpravdepodobnejSie osteoklas-
ticka rezorbcia v hrani¢nej zone kost — implantat, ako
produkt interakcie zdpalovych mechanizmov v okoli
implantatu.

V globdlnom pohlade na problematiku uvolnenia
endoprotézy je mozné predpokladat predovsetkym
mechanizmy imunitnej reakcie organizmu voc¢i samot-
nej endoprotéze ako cudziemu telesu.
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