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Proliferation of the Synovial Lining Cell Layer
in Suggested Metal Hypersensitivity
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Abstract. Synovial tissues in joints with prostheses display
characteristic morphological changes in cases with aseptic
failure, particularly macrophage infiltration. Since
proliferation of the synovial lining cell layer represents a
feature characteristic of autoimmune joint diseases, the
possibility of morphological changes of the synovial lining
cell layer in periprosthetic tissues was investigated. Synovial
biopsies from five groups of morphologically well-defined
lesions (osteoarthritis, rheumatoid arthritis, aseptic loosened
metal-on-polyethylene and metal-on-metal arthroplasty and
suggested metal hypersensitivity) were compared using a
conventional staining method and immunohistochemistry.
The synovial lining cell layer was substantially enlarged in
both rheumatoid arthritis and cases suggestive of metal
hypersensitivity. Macrophage infiltrates were apparent in
rheumatoid arthritis and all specimens from retrieved hip
arthroplasties. Although both synovial and subsynovial
macrophages were positive for CD163 (indicating synovial
M2 macrophages), the remaining fibroblast-like synoviocytes
and scattered stromal fibroblasts showed a positive reaction
with the D2-40 antibody (indicating fibroblast-like
synoviocytes). Furthermore, in contrast to CD163-positive
macrophages, the enlarged D2-40-positive fibroblast-like
synoviocytes displayed cytoplasmatic tubular projections.
Proliferation of the periprosthetic synovial lining cell layer
occurred in cases with unexplained groin pain following
metal-on-metal hip resurfacing arthroplasty, suggestive of
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hypersensitivity. Despite some important study limitations,
the present observation adds to the evidence that metal
hypersensitivity shares characteristic morphological features
with autoimmune diseases of the joints.

Primary total hip arthroplasty is a growing procedure
worldwide. Recent improvements in manufacturing processes
have led to an important decrease in catastrophic component
failures caused by corrosive and non-corrosive wear adverse
reactions. Indeed, metal-on-metal technology is now used in
over one-third of all hip arthroplasties performed in the
United States of America (1). At the same time, there is
increasing awareness of potential biological consequences
unique to the metal-on-metal bearing couples (2). The metal-
on-metal bearing surface is made from high-carbon, cobalt-
chromium-molybdenum alloy. Despite a successful decrease
in volumetric wear after the implementation of new modern
materials and designs, there is growing evidence that the
prostheses might evoke specific reactions in bone (3, 4) and
the periprosthetic soft tissues (3, 5-12), resulting in the need
for revision of prosthesis.

Similar to other inflammatory conditions that take place
in the native synovium, both the periprosthetic wear particle-
induced reactions and the suggested delayed-type
hypersensitivity reactions are associated with cellular
infiltration of periarticular tissues due to lymphocytes and
macrophages and their interactions with the host. Although
most investigators have focused on the presence of necrotic
changes, as well as the level and distribution of the
lymphocyte infiltration (13-15), within the periprosthetic soft
tissue associated with possible delayed-type hypersensitivity
reactions in metal-on-metal arthroplasty, other authors
considered them nonspecific for metal bearings (16, 17). In
our previous study on retrieved hip resurfacing arthroplasty,
both excessive osseous T-lymphocyte infiltration and
proliferative desquamative synovitis were observed in cases
with unexplained groin pain following metal-on-metal hip
resurfacing arthroplasty, while lymphocyte infiltration was
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quite variable (3). Although a number of distinct variables
can be evaluated in inflammatory joint diseases and several
two- to seven-tied (18-22) scoring systems are used
worldwide for the classification of synovial pathological
changes, the proliferation of the synovial lining cell layer
represents a generally accepted feature characteristic of
autoimmune joint diseases, such as rheumatoid arthritis.

The current retrospective observational morphological
study was conducted to investigate the phenotype of the
synoviocytes proliferated in a setting of suggested delayed-
type hypersensitivity reaction following metal-on-metal hip
resurfacing arthroplasty and to compare them with the
synovial membrane pattern in other well-defined arthroplasty
complications and in the native synovial membrane in
osteoarthritis and rheumatoid arthritis.

Materials and Methods

Selected synovial biopsies from the archive of the Institute of
Pathology of the University Medical Center Hamburg-Eppendorf
obtained from 2006 to 2009 were retrospectively analyzed in order to
characterize phenotype of the synovial lining cells. Five distinct
clinically and morphologically well-defined groups were chosen (2
groups with native joint biopsies and 3 groups with synovial biopsies
obtained at revision surgery following aseptic failure of hip
arthroplasty) for the further investigation. A comparative
morphological study was performed on simultaneously stained slides
using both conventional staining and immunohistochemical reactions
against two established routine markers. All the patients were women
between 46 and 68 years of age suffering from hip diseases. The
study was performed according to the Declaration of Helsinki.

Histopathological criteria. Low-grade synovitis was diagnosed
according to the classification schema proposed by Krenn ez al. (18-
19) in native synovial specimens showing minimal hyperplasia of
both the synovial lining cells and stromal mesenchymal cells, along
with inconspicuous inflammatory infiltration of stroma. High-grade
synovitis was characterized by hyperplastic synovial lining cell layer
(23, 24), proliferative changes of the stroma and lymphocyte
infiltration, as described in the classification’s coring system proposed
by Krenn ez al. (18, 19). Polyethylene wear particle-induced synovitis
was defined by a dense macrophage infiltration within the synovium
in the presence of polyethylene wear particles recognized under
polarized light. The excision of the biopsy had been performed during
revision surgery for aseptic loosening of metal-on-polyethylene total
hip arthroplasty. All the patients in this group were treated for primary
osteoarthritis and had not complained about metal allergy (such as
itchy disorders, erythema, papules and vesicles). The cases with
macroscopic metallosis of the articular tissues following the metal-
on-metal hip resurfacing arthroplasty were characterized by the
presence of metallic-colored foreign material within the femoral head
and neck tissues and/or within the synovial tissue when investigated
with the naked eye. These hips were revised for the malpositioning
of the metal-on-metal hip resurfacing arthroplasty leading to groin
pain associated with femoral and/or the acetabular component
loosening. Proliferative desquamative synovitis was diagnosed in the
synovial specimens from retrieved metal-on-metal hip resurfacing
arthroplasty that were revised for unexplained persistent groin pain
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and were histopathologically characterized by conspicuous
proliferation and desquamation of the synoviocytes along with
variable lymphocyte infiltrate within the synovial membrane (3).

Immunohistochemical analysis. Histological slides from the archive
of the Institute of Pathology of University Medical Center Hamburg
Eppendorf stained with hematoxylin-eosin and Giemsa stains were
re-reviewed in order to select representative tissue for further
analyses. One paraffin block was selected from each case for further
immunohistochemical investigation. Immunohistochemical reactions
with CD163 for synovial M2 macrophages (clone: 10D6:
Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK; dilution:
1:100) and podoplanin for fibroblast-like synoviocytes (clone: D2-
40; Signet Laboratories, Inc., Dedham, MA, U.S.A ; dilution: 1:40)
were performed simultaneously on the freshly cut paraffin-
embedded archival tissues from each case. Both staining intensity
(scored as negative, weak, moderate or strong) and distribution
(cytoplasmatic or membranous) were recorded, along with the
relative proportion of immunohistochemically positive cells.

Lymphocyte transformation test (LTT). LTT was performed using
blood samples from two female patients obtained at the follow-
up control investigation. Peripheral blood mononuclear cells
were obtained from the heparinized blood of both patients by
density centrifugation on Ficoll-Hypaque solution (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria). The cells were cultured
in RPMI-1640 medium (PAA Laboratories) supplemented with
heat-inactivated 10% human AB serum, glutamine, antibiotic-

Figure 1. Synovial lining cell layer phenotypes. A: Synovial surface
covered by a single layer of synoviocytes. Vascularized loose to collagen-
rich fibrous subsynovial tissue. B: Scattered macrophages both within the
synovial lining cell layer and in the subsynovial stroma. C: D2-40
expression in several cells within the synovial lining cell layer. D:
Synovial lining cell layer containing more than 5 cell layers and enlarged
synoviocytes. E: CD163 strongly positive in both synovial and subsynovial
macrophages. F: Fibroblast-like synoviocytes and a few subsynovial
fibroblastic cell elements showing positive reactions towards the D2-40
antibody. G: Inconspicuous synovial lining cell layer covering the
subsynovial stroma filled with dense histiocytic infiltrate. H: Synovial
macrophages showing strong positivity for CD163 and subsynovial
macrophages with ingested polyethylene wear particles displaying
moderate positive reaction. I: Remaining fibroblast-like synoviocytes and
subsynovial lymphatic vessel walls strongly D2-40-positive. Wear particle-
phagocytozing macrophages show only a faint nonspecific reaction. J:
Superficial zones of the synovial membrane paucicellular in metal wear-
induced synovitis, deeper subsynovial soft tissue densely infiltrated by
histiocytic cells. K: The majority of CD163-expressing macrophages
located in the subsynovial stroma. L: Scattered D2-40-positive stromal
cells and fibroblast-like synoviocytes. M: Synovial lining cell layer
containing several cell layers of enlarged synoviocytes. Variable number
of macrophages and lymphocytes within the subsynovial tissue.
N: CD163-expressing macrophages within both the synovial lining cell
layer and the subsynovial stroma. O: Similar distribution of enlarged
synoviocytes and stromal fibroblasts using D2-40 antibody. HE:
Hematoxylin-eosin; CD163 and D2-40 immunohistochemical stain.
Original magnification: x100.
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Figure 2. Synovial lining cell layer in high-grade synovitis. A: Distinct populations of enlarged synoviocytes, not distinguishable by HE stain. B:
Round to oval synoviocytes and multinucleated synoviocytes showing a strong immunohistochemical reaction with the anti-CD163 antibody. C: D2-
40-positive fibroblast-like synoviocytes displaying tubular cell projections. HE: Hematoxylin-eosin; CD163 and D2-40 immunohistochemical stain.
Original magnification: x400.

antimycotic solution and nonessential amino acids. All the
cultures were performed in quadruplicate in 96-well plates
(Nunc, Roskilde, Denmark). The stimuli were: the pan T-cell
mitogen phytohaemagglutinin 2.4 pg/ml, tetanus toxoid 5 pg/ml,
NiSO4, CrCls, CoCl,, MnCl,, and Na,MoO, and culture medium
alone as control. After 5 days, the cells were pulsed with 3H
thymidine overnight and proliferation was assessed by measuring
the incorporated radioactivity. The stimulation index (SI) was
calculated by the ratio of the mean count per minute (cpm) of
the stimulated to unstimulated cultures. An SI greater than 3 was
considered positive for hypersensitivity.

Results

The low-grade synovitis group consisted of five patients with
primary osteoarthritis and the histological finding of low-grade
synovitis without previous implantation surgery. The
superficial layer of the synovial membrane consisted of one
layer of flat or oval cells (Figure 1A). Immunohistochemically,
a few scattered CD163-positive macrophages were detected
within the synovial intima and in the subsynovial fibrous
stroma (Figure 1B). Similarly, several D2-40-positive cells
were apparent both within the synovial intima and in the
subsynovial stroma (Figure 1C).

The high-grade synovitis group contained biopsies from
five patients with newly diagnosed seropositive rheumatoid
arthritis without any previous anti-inflammatory treatment or
implantation surgery. Microscopically, the synovial tissues
displayed increased cellularity with 5 and more cell layers
thick synovial intima and dense lymphocytic and plasma cell
infiltration of synovial fibrous stroma, although it is not
possible to differentiate between distinct populations of
synoviocytes by conventional histology (Figure 1D and
Figure 2A). Both the synovial intima and the stroma
contained multiple round to oval CDI163-positive
macrophages (Figure 1E and Figure 2B) and D2-40-positive
fibroblast-like synoviocytes (Figure 1F and Figure 2C). The
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latter were characterized by the formation of tubular
projections and elongated or centrally, somewhat stellate, cell
forms. Interestingly, multinucleated synoviocytes also
showed appositive reaction with CD163.

The polyethylene wear particle-induced synovitis group,
with five total hip arthroplasty patients, was characterized by
dense macrophage infiltrations of the synovial stroma in
cases with aseptic loosening caused by massive polyethylene
wear particles. Under polarized light, multiple bi-refringent
particles were present within the macrophage infiltration (not
shown). The synovial lining cell layer consisted of one to
two cell layers of round synoviocytes (Figure 1G). The
majority of the synovial lining cells had strong reaction with
the CD163 antibody. Similarly, the dense subsynovial
macrophage infiltration showed also moderate positive
reaction with CD163 antibody (Figure 1H). Although
scattered synovial lining cells and synovial lymphatic vessels
were strongly positive for D2-40 (Figure 1I), the subsynovial
stroma contained virtually no D2-40-positive cells.

Two patients with failed metal-on-metal hip resurfacing
arthroplasty showed massive metallosis (metal wear particle-
induced synovitis and intraosseous macrophage infiltration
leading to their metallic color) of both the soft and bone
tissues. The first specimen was revised for the loosening of
the acetabular component. The second patient (Figure 1J-L
and Figure 3A/B) had a pathological fracture due to severe
metallosis of the femoral remnant. Macroscopically, both
specimens showed metallic coloring of both the synovial
membrane and bone tissue of the femoral remnant.
Histologically, however, the synovial membrane displayed a
paucicellular synovial surface covered focally by a fibrinous
exudate. Subsynovial fibrous tissue was infiltrated by
macrophages ingesting the metal wear particles. It is
noteworthy that despite the massive wear, the LTT performed
on the blood of the patient with the pathological fracture
revealed negative results (SI<1.8).
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Figure 3. Retrieved metal-on-metal hip resurfacing arthroplasty from two patients with a negative history of metal allergy. A-B: Patient 1. A 54-year-
old woman, 3-year in situ hip resurfacing arthroplasty, revised for several days of lasting groin pain and instability (same patient as shown in Figure
1 J-L). A: Femoral remnant showing a subcapital pathological fracture associated with massive metallosis of bone tissue. B: Synovial tissue adherent
to the femoral neck showing similar discoloring. C-D: Patient 2. A 62-year-old woman, 2.7-year in situ hip resurfacing arthroplasty, revised for
persistent groin pain lasting over a few months (same patient as shown in Figure IM-0). C: Between the cement penetration and viable bone tissue
of the femoral remnant, a hyperaemic zone can be seen. D: Synovial membrane showing superficial chalky white discoloration without metallosis.

The proliferative desquamative synovitis group
consisted of five cases with hip resurfacing arthroplasty
which became clinically symptomatic due to unexplained
groin pain (Figure 3C/D). Histologically, each specimen
was characterized by proliferating synovial lining cells and
subsynovial infiltration of macrophages and lymphocytes

of variable cellular density (Figure 1M). CD163
macrophages were present both within the superficial layer
and subsynovial stroma (Figure 1N), but fewer than seen
on cases with metallosis. Furthermore, D2-40-positive
enlarged fibroblast-like synoviocytes with tubular
projections were detected immunohistochemically (Figure
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10). Due to the retrospective nature of the study material,
it was impossible to perform additional tests such as patch
tests. Similarly, LTT were not performed except for one
patient from this group. The results were negative for all
tested metals (SI<1.9), except for molybdenum (Na,MoO,;
SI>3.1).

Discussion

Synovial tissue is built from several distinct cell types,
such as synoviocytes, stromal fibroblasts and cellular
elements of the blood vessel walls, and in pathological
conditions, also inflammatory infiltrates. The expression
of CD163 has been shown to be largely restricted to
monocytes and tissue macrophages (25-28). CDI163
staining has been helpful in distinguishing synovial
macrophages from fibroblast-like synoviocytes in the
setting of rheumatoid arthritis, where its specificity for
macrophages was found to be superior to that of CD68,
which does not discriminate between these types (29). D2-
40 is a monoclonal antibody to M2A antigen, a 40-kDa O-
linked sialoglycoprotein (30). Besides the high specificity
of D2-40 for normal lymphatic endothelium, it is also
expressed in other normal and tumoural non-endothelial
cells (31-37). Podoplanin expression was specifically
linked with the formation of pseudopodia (38) and cell
migration (39, 40). In the present study, scattered round
D2-40-positive fibroblast-like synoviocytes were observed
in low-grade synovitis and polyethylene wear-induced
synovitis, while these cells were highly proliferated in
high-grade synovitis and in proliferative desquamative
synovitis (associated with suggested metal
hypersensitivity). Furthermore, the size and form of the
cells expressing D2-40 changed substantially, becoming
longitudinal or of stellate shape and forming tubular
projections that were focally connected with the synovial
surface. In the cases with metallosis, the number of D2-
40-expressing cells seemed to be somewhat increased
within the subsynovial stroma, with some D2-40-positive
synoviocytes appearing enlarged. However, they did not
reach the degree of proliferation seen in high-grade
synovitis or in the proliferative desquamative synovitis.
Characteristic enlargement of the synovial lining cell
layer was observed in both the high-grade synovitis (native
joints of patients with rheumatoid arthritis) and proliferative
desquamative synovitis (associated with suggested metal
hypersensitivity). Both these lesions were characterized by
the presence of stellate to elongated D2-40 positive
fibroblast-like synoviocytes that formed tubular projections.
Furthermore, the number of CD163-positive macrophages
was substantially increased both within the synovial lining
cell layer and in the subsynovial stroma in both groups. The
number of CD163-expressing macrophages, however, was
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even higher in the cases with typical polyethylene and
metal wear-induced synovitis, which were also
characterized by minimal changes of the cellular content
within the synovial lining cell layer. Interestingly, the LTT
in the patient with severe metallosis of bone and soft tissue
gave negative results.

The positive results of the LTT for molybdenum in the
patient with proliferative desquamative synovitis (without
metallosis) further supported the suggestion that this
morphological lesion might be a characteristic associated
with periprosthetic metal hypersensitivity. Based on the
present findings, it seems possible that synovial effusion
linked with hypersensitivity might be a characteristic
associated with proliferative desquamative synovitis.
Although laboratory tests for periprosthetic hypersensitivity
are considered nonspecific, Thomas et al. (9) reported
enhanced proliferation in the LTT to molybdenum in 5 out
of 16 patients with suggested hypersensitivity. As varying
densities of lymphocyte infiltration of the synovium were
observed in cases with suggested hypersensitivity in our
previous study (3), it seems possible that the morphological
changes of the synovial lining cell layer represent an even
more characteristic feature of periprosthetic metal
hypersensitivity than T-lymphocyte infiltration. In fact, recent
studies have demonstrated that lymphocytic infiltration
within periprosthetic tissues is not specific for metal-on-
metal hip implants (16, 17). While some other investigators
(6, 8, 12) focused on analysing necrotic periprosthetic soft
tissues, the current study investigated viable synovial tissues
adherent to the femoral neck. The observed necrotizing
granulomatous reactions, however, preferentially developed
anterior to the femoral neck (10), indicating other
mechanistic factors might have played a substantial role in
their development.

Several important limitations in the current study are
recognized. Firstly, although the study and control groups
were quite small, every group was defined by standard
histopathological criteria. Secondly, it must be noted that
specific laboratory tests for hypersensitivity reaction related
to arthroplasty are currently unavailable. Nonetheless, both
cases with LTT results available represented characteristic
examples of metallosis and proliferative desquamative
Synovitis.

To summarize, substantial morphological similarities were
observed between proliferative desquamative synovitis in
hips with suggested metal hypersensitivity and high-grade
synovitis in native joints suffering from rheumatoid arthritis.
Although synovial changes induced by wear particles are
typically associated with macrophage infiltration, along with
an inconspicuous synovial lining cell layer, suggested metal
hypersensitivity is characterized by a considerable
proliferation of the synovial lining cell layer similar to that
observed in rheumatoid arthritis.
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2 Einleitung

Weltweit werden immer mehr primdre Huftgelenktotalendoprothesen implantiert. Durch
verbesserte Herstellungsprozesse konnten inzwischen die Falle von katastrophalem
Komponentenversagen infolge von korrosivem oder nicht korrosivem Verschleil3 signifikant
verringert werden. Heute wird denn auch in mehr als einem Drittel aller in den USA
durchgefuhrten Huftgelenkarthroplastiken die Metall-auf-Metall-Technologie verwendet
(Bozic et al. 2009).

Gleichzeitig wachst das Bewusstsein, dass Metall-Metall-Gleitpaarungen spezifische
biologische Konsequenzen haben konnten (Browne et al. 2010). Die Metall-auf-Metall-
Gleitflache ist aus einer hochkohlenstoffhaltigen Cobalt-Chrom-Molybdén-Legierung
gefertigt. Es gibt eine wachsende Evidenz, dass Prothesen aus diesem Werkstoff
maoglicherweise spezifische Reaktionen im Knochengewebe (Zustin et al. 2009, Zustin et al.
2010a) und im periprothetischen Weichteilgewebe (Zustin et al. 2009, Campbell et al. 2008,
Pandit et al. 2008a, Grammatopolous et al. 2009, Mahendra et al. 2009, Thomas et al. 2009,
Fang et al. 2008, Kwon et al. 2010, Pandit et al. 2008b) hervorrufen.

Wie bei anderen Entziindungsprozessen in der nativen Synovialmembran finden sich auch bei
partikelinduzierten Reaktionen, infolge periprothetischer Abnutzung und bei vermuteter
Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzogerten Typ zellulare Infiltrationen durch
Lymphozyten und Makrophagen in den periartikularen Geweben. Die meisten
Untersuchungen von Uberempfindlichkeitsreaktionen nach Metall-auf-Metall-Arthroplastik
konzentrierten sich auf nekrotische Verénderungen, sowie auf Grad und Verteilungsmuster
der Lymphozyteninfiltrate im periprothetischen Weichteilgewebe (Davies et al. 2005,
Korovessis et al. 2006, Willert et al. 2005). Nach Ansicht anderer Autoren sind diese
Entziindungszeichen aber nicht spezifisch fur Metall-Metall-Gleitpaarungen (Ng et al. 2010,
Fujishiro et al. 2010).

In unserer friheren Studie zur Metall-auf-Metall-Oberflachenersatz-Arthroplastik am
Huftgelenk beobachteten wir in Féllen von unklaren Leistenschmerzen, sowohl exzessive T-
Lymphozyteninfiltration als auch eine proliferativ-desquamative Synovialitis. Die
Lymphozyteninfiltration war ganz unterschiedlich stark ausgepréagt (Zustin et al. 2009). Es
gibt eine Reihe eigenstdndiger Variablen, die fir die Beurteilung entzlndlicher
Gelenkerkrankungen genutzt werden kénnen; weltweit sind diverse Scoringsysteme mit einer

Zuordnung von zwei bis sieben Punktwerten fiir die Klassifizierung pathologischer synovialer

12



Verénderungen im Gebrauch (Krenn et al. 2006, Slansky et al. 2010, Smeets et al. 1998,
Haywood et al. 2003, Flagg et al. 2005).

Die Zellschichtproliferation der Synovialmembran gilt allgemein als ein Charakteristikum von

Autoimmun-Gelenkerkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis.

In der hier vorgestellten retrospektiven Studie untersuchten wir, welche synovialen
Veranderungen bei vermuteter Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzégerten Typ nach
Metall-auf-Metall-Oberflachenersatz-Arthroplastik am Hiftgelenk zu beobachten sind. Diese
Verénderungen der Phanotypen wurden mit denjenigen verglichen, die bei anderen gut
definierten Komplikationen nach Endoprothetik und in der nativen Synovialmembran bei

Osteoarthrose und rheumatoider Arthritis auftreten.

3 Material und Methodik

Verwendet wurden bioptisch gewonnene Synovialproben, die in den Jahren 2006 bis 2009 im
Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf archiviert worden
waren. Zur Charakterisierung der Phé&notypen von Synovialmembranzellen wurden die
ausgewahlten Proben retrospektiv ausgewertet. Es wurden funf Klinisch eigenstandige und
morphologisch gut abgrenzbare Gruppen definiert: zwei Gruppen von nativen
Synovialbiopsieproben und drei  Gruppen von Synovialbiopsieproben, die bei
Revisionseingriffen nach aseptischer Lockerung der Huftgelenkprothese gewonnen worden
waren. Nach konventioneller und immunhistochemischer Farbung der Préparate erfolgte eine
vergleichende morphologische Studie. Die Studie wurde nach den Prinzipien der Deklaration

von Helsinki durchgefihrt.

Histopathologische Kriterien. Der Schweregrad der Synovialitis wurde anhand des von Krenn
et al. ((Krenn et al. 2006, Slansky et al. 2010) vorgeschlagenen Klassifikationsschemas
bewertet. Bei den nativen Synovialproben war eine geringgradige Synovialitis anzunehmen,
wenn die folgenden Charakteristika vorhanden waren: minimale Hyperplasie der
Synovialmembranzellen und der Stromamesenchymzellen bei diskreter entziindlicher
Infiltration des Stromas. Die Charakteristika von hochgradiger Synovialitis waren:
hyperplastische Synovialmembran (Veale et al. 1993, Mohr et al. 1975), proliferative

Stromaverénderungen und Lymphozyteninfiltration.

Die Diagnose "durch Polyethylen-Abriebpartikel induzierte Synovialitis” wurde gestellt,

wenn eine dichte Makrophageninfiltration in der Synovialmembran vorlag und unter
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polarisiertem Licht Polyethylen-Abriebpartikel identifizierbar waren. Bei den Patienten dieser
Gruppe war ein Revisionseingriff zur Korrektur der aseptischen Lockerung einer Metall-
Polyethylen-Huftgelenkprothese erfolgt. Alle Patienten dieser Gruppe wurden wegen einer
priméren Osteoarthrose behandelt, in keinem Fall war anamnestisch eine Metallallergie (z.B.

Auftreten von Juckreiz, Erythem, Papeln oder Vesikeln) bekannt.

Die Félle mit makroskopischer Metallose waren charakterisiert durch das Vorliegen
metallisch angefarbter Fremdsubstanz, die in den Geweben von Femurkopf und
-hals und/oder im Synovialgewebe mit dem bloRRen Auge erkennbar war. Die Patienten dieser
Gruppe hatten sich einem Revisionseingriff am Huftgelenk zur Korrektur einer
Prothesenfehlposition unterzogen, die zu Leistenschmerzen infolge einer Lockerung der

Femur- und/oder Acetubulum-Komponente gefiihrt hatte.

Eine proliferativ-desquamative Synovialitis wurde diagnostiziert, wenn wegen unklarer
chronischer Leistenschmerzen ein Revisionseingriff am Huftgelenk erfolgt war und die
bioptisch gewonnen Proben histopathologisch durch vermehrte Synoviozytenproliferation und
-abschilferung bei unterschiedlich starker lymphozytarer Infiltration der Synovialmembran

charakterisiert waren (Zustin et al. 2009).

Immunhistochemische Analyse. Mit Hamatoxylin-Eosin und Giemsa gefarbte Praparate aus
dem Archiv des Instituts fir Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
wurden flr die weitere Auswertung auf reprasentative Gewebe durchgemustert. Pro Fall
wurde ein Paraffinblock fir die anschlieBende immunhistochemische Untersuchung
ausgewdhlt. In allen Fallen wurden in frischen Schnitten des in Paraffin eingebetteten
archivierten Gewebes simultan immunhistochemische Reaktionen mit CD163 auf synoviale
M2-Makrophagen (Klon 10D6, Novocastra Laboratories, Newcastle-upon-Tyne,
GroRbritannien; Verdinnung 1:100) und mit Podoplanin auf Fibroblasten-dhnliche
Synoviozyten (Klon D2-40, Signet Laboratories, Inc., Dedham, MA, USA; Verdiinnung 1:40)
durchgefiihrt. Die Scorewerte der Anfarbungsintensitat (als negativ, schwach, mittelgradig
oder stark bewertet) und die Anfarbungsverteilung (Zytoplasma oder Membran) wurden

zusammen mit dem relativen Anteil immunhistochemisch positiver Zellen dokumentiert.

Lymphozytentransformationtest (LTT). Ein LTT erfolgte in Blutproben, die bei zwei Patienten
wéhrend der  Kontroll-Nachuntersuchung  enthommen  worden  waren.  Durch
Dichtezentrifugation Uber Ficoll-Hypaque-L6sung (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich) wurden aus dem heparinisierten peripheren Blut beider Patienten einkernige
Zellen gewonnen. Die Zellkultur erfolgte in RPMI1640-Medium (PAA Laboratories), dem
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hitzeinaktiviertes 10% humanes AB-Serum, Glutamin, Antibiotika/Antimykotika-L6sung und
nicht-essentielle Aminoséuren hinzugegeben worden waren. Alle Kulturen wurden vierfach
auf 96-Well Platten (Nunc, Roskilde, Danemark) durchgefuhrt. Zur Stimulation wurden
verwendet: Phytohdmagglutinin  als Pan-T-Zell-Mitogen (2,4 ug/ml); Tetanustoxoid
(5 ng/ml), NiSQ4, CrCls, CoCly, MnCl, und Na;MoO, und das Kulturmedium allein als
Kontrolle. Nach fiinf Tagen wurden die Zellen tiber Nacht mit [*H]-Thymidin gepulst, und
durch Messung der inkorporierten Radioaktivitait  die Proliferation beurteilt. Der
Stimulationsindex (SI) wurde als das Verhéltnis der mittleren Counts pro Minute (cpm) in
stimulierten im Vergleich zu nicht stimulierten Kulturen errechnet. Ein SI von mehr als 3 galt

als positiv fur Uberempfindlichkeit.

4 Ergebnisse

Die Gruppe "geringgradige Synovialitis" umfasste funf Patienten mit primarer Osteoarthrose
und  histologisch  untersuchter  geringgradiger ~ Synovialitis  ohne  vorherige
Implantationschirurgie. Die oberflachliche Schicht der Synovialmembran bestand aus einer
Lage flacher oder ovaler Zellen. Einzelne verstreute CD163-positive Makrophagen wurden
immunhistochemisch in der Synovialintima und im subsynovialen bindegewebigem Stroma
nachgewiesen. In der Synovialintima und im subsynovialen Stroma waren aulRerdem einige

D2-40-positive Zellen zu erkennen.

Die Gruppe "hochgradige Synovialitis" umfasste funf Patienten mit neu diagnostizierter
seropositiver rheumatoider Arthritis, bei denen bisher weder eine antiphlogistische
Behandlung noch eine Implantationschirurgie erfolgt war. Mikroskopisch zeigte sich in den
Synovialgeweben eine verstérkte Zelldichte bei funf- oder mehrlagiger Synovialintima und
eine dichte Infiltration des synovialen bindegewebigen Stromas durch Lymphozyten und
Plasmazellen; in der herkdbmmlichen Histologie waren einzelne Synoviozytenpopulationen
jedoch nicht abgrenzbar . Sowohl die Intima als auch das Stroma der Synovialmembran
wiesen zahlreiche runde oder ovale CD-163-positive Makrophagen und D2-40-positive
Fibroblasten-ahnliche Synoviozyten auf . Charakteristisch fiir die letztgenannten Zellen waren
die Bildung schlauchférmiger Fortsatze sowie langliche oder sterndhnliche Formen.

Interessanterweise reagierten auch mehrkernige Synoviozyten positiv auf CD163.

In der Gruppe von funf Patienten mit Synovialitis, die durch Polyethylen-Abriebpartikel
induziert war, stellten dichte Makrophageninfiltrate im Synovialstroma das Charakteristikum
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dar. Unter polarisiertem Licht waren im Makrophageninfiltrat zahlreiche doppelbrechende
Partikel zu erkennen. Die Synovialmembran-Zellschicht bestand aus einer oder zwei Reihen
runder Synoviozyten. Die Mehrzahl der Synovialmembranzellen reagierte stark mit dem
CD163-Antikorper. Das dichte subsynoviale Makrophageninfiltrat zeigte eine mittelgradig
starke positive Reaktion auf den CD163-Antikorper. Wahrend vereinzelte Zellen der
Synovialmembran und LymphgefaRe stark positiv fur D2-40 waren, enthielt das subsynoviale
Stroma uberhaupt keine D2-40-positiven Zellen.

Bei den zwei Patienten, bei denen die Metall-auf-Metall-Oberflachenersatzendoprothese des
Huftgelenks versagt hatte, fand sich eine massive Metallose des Knochen- und
Weichteilgewebes. Bei dem ersten Patienten erfolgte ein Revisionseingriff wegen Lockerung
der Acetabulum-Komponente. Der zweite Patient erlitt eine pathologische Fraktur infolge
hochgradiger Metallose des Restfemurs. Makroskopisch fand sich in beiden Proben ein
metallischer Aspekt der Synovialmembran und des Restfemur-Knochengewebes. Histologisch
war die zellarme Synovialmembran fokal von einem fibrindsen Exsudat bedeckt. Das
subsynoviale Bindegewebe war infiltriert von Makrophagen, die Metall-Abriebpartikel
phagozytiert hatten. Bemerkenswert ist, dass das LTT-Ergebnis im Blut des Patienten mit der

pathologischen Fraktur trotz der massiven VerschleiBerscheinungen negativ war (S1 <1,8).

Die Gruppe "proliferativ-desquamative Synovialitis" umfasste fiinf Patienten mit unklaren
Leistenschmerzen nach  Oberflachenersatzendoprothese am  Hiuftgelenk. Die
charakteristischen histologischen Befunde in allen, bei diesen Patienten gewonnenen, Proben
waren die Proliferation der Synovialmembranzellen und ein subsynoviales Infiltrat von
unterschiedlicher Zelldichte, das aus Makrophagen und Lymphozyten bestand. In der
oberflachlichen Schicht und im subsynovialen Stroma lagen CD163-positive Makrophagen
vor, deren Zahl aber geringer war, als in Fallen von Metallose. Immunhistochemisch wurden
hyperplastische Fibroblasten-dhnliche Synoviozyten mit tubuldren Fortsatzen gefunden. Da
dies eine retrospektive Studie war, konnten keine zusatzlichen Tests dieser Proben
durchgefiihrt werden. Auch wurde nur bei einem Patienten dieser Gruppe der LTT
durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren fur alle getesteten Metalle negativ (SI <1,9), die einzige
Ausnahme war Molybdén (Na;MoQ,; SI >3,1).
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5 Diskussion

Das Synovialgewebe setzt sich zusammen aus unterschiedlichen Zelltypen wie z.B.
Synoviozyten, stromale Fibroblasten und Zellelementen der Blutgefdiwand; unter
pathologischen Bedingungen liegen auch entzlndliche Infiltrate vor. Die Expression von
CD163 beschrankt sich nachweislich vor allem auf Monozyten und Makrophagen im Gewebe
(Schaer et al. 2002, Zwadlo et al. 1987, Van den Heuvel et al. 1999, Lau et al. 2004). Die
CD163-Anfarbung tragt zur Abgrenzung synovialer Makrophagen von Fibroblasten-ahnlichen
Synoviozyten bei rheumatoider Arthritis bei. Da CD68 nicht zwischen diesen Zelltypen
unterscheidet, steht die Spezifitdt von CD163 fur Makrophagen im Vordergrund (Fonseca et
al. 2002). D2-40 ist ein monoklonaler Antikérper gegen das Antigen M2A, ein 40 kDa O-
gebundenes Sialoglykoprotein (Marks et al. 1999). Neben der starken Spezifitat von D2-40
fur normales Lymphendothel wird das M2A-Antigen auch in anderen gesunden und entarteten
nicht-endothelialen Zellen exprimiert (Zustin et al. 2010b, Gomaa et al. 2007, Browning et al.
2008, Yu et al. 2007, Ordonez 2005, Schacht et al. 2005, Lau et al. 2007). Die Expression von
Podoplanin steht in spezifischem Zusammenhang mit der Bildung von Pseudopodien (Wicki
et al. 2006) und der Zellmigration (Shen et al. 2010, Martin-Villar et al. 2010).

In der vorliegenden Studie beobachteten wir bei geringgradiger Synovialitis und bei durch
Polyethylenverschleil3 verursachter Synovialitis ein diffuses Vorliegen von D2-40-positiven
Fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten. Reichlich vorhanden waren diese Zellen bei
hochgradiger Synovialitis und proliferativer-desquamativer Synovialitis (in Zusammenhang
mit vermuteter Metallliberempfindlichkeit). AulRerdem fanden sich erhebliche Veranderungen
von GroRe und Form der D2-40-exprimierenden Zellen, die eine langliche oder sterndhnliche
Form annahmen und schlauchférmige Fortsatze bildeten, die fokal mit der Synovialoberflache
verbunden waren. In den Metallose-Féllen schien, neben einer Hyperplasie einiger D2-40-
positiver Synoviozyten, die Anzahl D2-40-exprimierender Zellen im subsynovialen Stroma
etwas erhoht zu sein. Diese Zellen proliferierten aber nicht im selben MaR, wie dies bei

hochgradiger Synovialitis oder proliferativ-desquamativer Synovialitis zu beobachten war.

Die charakteristische Verdickung der synovialen Deckzellschicht fand sich sowohl bei
hochgradiger Synovialitis (native Gelenke von Patienten mit rheumatoider Arthritis) als auch
bei proliferativer-desquamativer  Synovialitis (in  Zusammenhang mit vermuteter
Metalluberempfindlichkeit). In beiden Féllen waren die L&sionen charakterisiert durch das
Vorliegen  sternformiger oder  langlicher  D2-40-positiver  Fibroblasten-&hnlicher
Synoviozyten, die schlauchférmige Fortsatze ausbildeten.
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In beiden Gruppen war aullerdem die Anzahl CD163-positiver Makrophagen in der

synovialen Deckzellschicht und im subsynovialen Stroma betréchtlich erhoht.

Noch héher war die Anzahl CD163-exprimierender Makrophagen in den Féllen von
Synovialitis, wie sie typischerweise durch Polyethylen- und Metallverschlei3 induziert wird.
Ebenfalls charakteristisch fiir solche Falle waren minimale Anderungen des Zellgehalts der
synovialen Deckzellschicht. Interessanterweise erbrachte der LTT bei der Patientin mit
hochgradiger Knochen- und Bindegewebsmetallose negative Ergebnisse. Das positive LTT-
Ergebnis fur Molybdan bei der Patientin mit proliferativer-desquamativer Synovialitis (ohne
Metallose) spricht dafiir, dass dies eine, flr periprothetische Metalliiberempfindlichkeit,
charakteristische morphologische Lé&sion sein konnte. Von unseren Befunden ausgehend,
koénnte ein mit Uberempfindlichkeit zusammenhangender Synovialerguss Merkmal einer
proliferativen-desquamativen Synovialitis sein.  Labortests gelten bei periprothetischer
Uberempfindlichkeit zwar als unspezifisch, Thomas et al. (Thomas et al. 2009) beobachteten
jedoch bei fiinf von 16 Patienten mit vermuteter Uberempfindlichkeit eine verstarkte
Proliferation im LTT in Reaktion auf Molybdan. Da wir in unserer friheren Studie (Zustin et
al. 2009) in Fallen von vermuteter Uberempfindlichkeit unterschiedlich dichte
Lymphozyteninfiltrationen der Synovialmembran beobachteten, erscheint es mdglich, dass
die morphologischen Veranderungen in der synovialen Deckzellschicht ein sogar noch starker
charakteristisches Merkmal der periprothetischen Metalliberempfindlichkeit sein kdnnten, als
die T-Lymphozyteninfiltration. Tatsdchlich wurde denn auch in neueren Studien gezeigt, dass
die Lymphozyteninfiltration in periprothetischem Gewebe kein Spezifikum von Metall-auf-
Metall-Huftgelenkimplantaten ist (Ng et al. 2010, Fujishiro et al. 2010). Im Gegensatz zu
anderen Studien, die sich mit nekrotischem periprothetischem Weichteilgewebe befassten
(Pandit et al. 2008a, Mahendra et al. 2009, Pandit et al. 2008b), untersuchten wir das am
Femurhals anhaftende lebensfahige Synovialgewebe. Die beobachteten nekrotisierenden
granulomatsen Reaktionen entstanden vor allem anterior des Femurhalses (Fang et al. 2008),
was ein Hinweis auf eine bedeutende Rolle anderer mechanischer Faktoren bei ihrer

Entstehung sein konnte.

Wir sind uns bewusst, dass die Aussagen der vorliegenden Studie einige wichtige
Einschrankungen aufweist. Erstens: obwohl die Studie und die Kontrollgruppen relativ klein
sind wurden alle Gruppen anhand histopathologischer Standardkriterien definiert. Zweitens ist
zu bedenken, dass es bisher keine spezifischen Labortests bei Uberempfindlichkeitsreaktionen
im Rahmen der Endoprothetik gibt. Trotzdem sind die beiden Falle, in denen LTT-Ergebnisse

vorliegen, typische Beispiele fur Metallose bzw. proliferative-desquamative Synovialitis. Aus
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der Zusammenschau ergibt sich, dass die proliferative-desquamative Synovialitis im
Huiftgelenk bei vermuteter Metalluberempfindlichkeit wesentliche morphologische
Gemeinsamkeiten mit der hochgradigen Synovialitis in nativen Gelenken bei rheumatoider
Arthritis hat. Wahrend Synovialverédnderungen, die durch Abriebpartikel induziert sind,
typischerweise mit  Makrophageninfiltration und einer unauffalligen  synovialen
Deckzellschicht einhergehen, ist das Charakteristikum der Metalluberempfindlichkeit die
massive Proliferation der synovialen Deckzellschicht, wie dies auch bei rheumatoider
Arthritis beobachtet wird.

6 Zusammenfassung

Bei aseptischer Prothesenlockerung weist das Synovialgewebe prothesentragender Gelenke
typische morphologische Veranderungen auf (insbesondere Makrophageninfitration). Da die
Proliferation der synovialen Deckzellschicht ein charakteristisches Merkmal autoimmuner
Gelenkerkrankungen ist, untersuchten wir die Veranderungen der Deckzellschicht bei Fallen
mit Implantatversagen. Die bei den Prothesenrevisionen gewonnenen Synovialproben wurden
nach Zuordnung zu finf Gruppen morphologisch exakt definierter Lasionen (Arthrose,
rheumatoide Arthritis, aseptische Lockerung einer Metall-Polyethylen- und Metall- Metall-
Gelenkersatz  bei vermuteter Metalliberempfindlichkeit) unter Einsatz konventioneller
Féarbung bzw. der Immunhistochemie vergleichend untersucht. Sowohl bei rheumatoider
Arthritis als auch bei vermuteter  Metalliberempfindlichkeit ~ war eine erhebliche
Zellproliferation in der Synovialmembran festzustellen. Makrophageninfiltrate fanden sich bei
rheumatoider Arthritis und in allen Proben aus revidierten Hiftgelenkarthroplastiken. Obwohl
synoviale und subsynoviale Makrophagen CD163-positiv waren (Hinweis auf synoviale M2-
Makrophagen), reagierten die tbrigen Fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten und vereinzelte
Stroma-Fibroblasten positiv auf den D2-40-Antikorper (Hinweis auf Fibroblasten-dhnliche
Synoviozyten). Aulerdem wiesen die hyperplastischen D2-40-positiven Fibroblasten-
ahnlichen Synoviozyten, im Gegensatz zu CD163-positiven Makrophagen, zytoplasmatische
tubulére Fortsatze auf. In Fallen von unklaren Leistenschmerzen bei Metall-auf-Metall-
Oberflachenersatzendoprothesen am Hiuiftgelenk wurde eine Proliferation der Zellschicht der
periprothetischen Synovialmembran beobachtet, die auf eine Uberempfindlichkeitsreaktion
hindeutet. Trotz relevanter Einschrankungen der Aussagekraft dieser Studie tragen die hier
vorgestellten Befunde zu der Evidenz bei, dass die Metalluberempfindlichkeit &hnliche

charakteristische morphologische Merkmale hat, wie Autoimmunerkrankungen der Gelenke.
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Schlusselworter: Endoprothesenversagen, Oberfl&chenersatz am Huftgelenk,
Metalltiberempfindlichkeit, Podoplanin, Synovialitis
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