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Kurzreferat

Die aseptische Prothesenlockerung ist einer der Hauptgrinde fiir Revisionen von
Totalendoprothesen. Eine mogliche Ursache stellen Metallabriebpartikel dar, die Uber
verschiedene Signalwege zu einer proinflammatorischen Reaktion und nachfolgend
Osteolysen fihren. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von CoNiCrMo- und TiAIV-
Partikeln auf die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in periprothetischen Zellen als

mogliche Ursache fur die aseptische Prothesenlockerung untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass 4-HNE als Marker fir oxidativen Stress im periprothetischen
Gewebe von Metall-auf-Metall-Huft-TEPs im Vergleich zu nativem Synovialgewebe
signifikant erhéht war. Die Aktivierung des Inflammasoms nach Inkubation mit CoNiCrMo-
und TiAlV-Partikeln fiir 24 h wurde in MM6-, MG63- und Jurkat-Zellen mittels qRT-PCR,
Western Blot und Immuncytochemie in vitro untersucht. Hier zeigten sich zellartenspezifische
Unterschiede in der Partikelaufnahme und der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. Es
konnte gezeigt werden, dass das Inflammasom nicht nur in Zellen des Immunsystems,
sondern auch in Osteoblasten durch Metallabriebpartikel aktiviert werden kann. Insgesamt
zeigte sich eine starkere Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch CoNiCrMo-Partikel im
Vergleich zu TiAIV-Partikeln in MG63-Zellen (osteoblastenahnliche Zellen). Die vorliegenden
Daten weisen auf eine unterschiedliche Aktivierung des Inflammasoms durch CoNiCrMo-
und TiAIV-Partikel hin und tragen zum besseren Verstandnis der an der aseptischen

Prothesenlockerung beteiligten Signalwege bei.

Schlisselwdrter: aseptische Prothesenlockerung, Inflammasom, NLRP3, ASC, Caspase-1,

Metallabrieb, oxidativer Stress
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1 Einfuhrung
1.1 Epidemiologie

Die Implantationen von Totalendoprothesen (TEPs) des Huft- und Kniegelenks gehdren zu
den Routineeingriffen der Orthopadie und ermdglichen eine Verbesserung der Mobilitat und
Lebensqualitat vieler Patienten (1). In Deutschland wurden 2018 mehr als 190.000 Knie- und
239.000 HUft-TEPs implantiert. Damit belegte die Implantation einer Huft-TEP den sechsten

Platz unter den haufigsten Operationen bei stationar behandelten Patienten (2).

Der haufigste Grund fur die Implantation einer TEP ist ein Gelenkschaden durch Arthrose,
weitere Indikationen sind unter anderem Frakturen, rheumatoide Arthritis, aseptische
Knochennekrosen, Tumore und Revisionseingriffe (3). Das Lebenszeitrisiko, an einer
symptomatischen Arthrose zu erkranken liegt bei ca. 45 % fur das Kniegelenk und 25 % fur
das Hiuftgelenk (4, 5). Das Risiko, an einer Arthrose zu erkranken, steigt mit dem Alter und
ist bei Ubergewichtigen Patienten erhéht, weshalb aufgrund von demografischen
Veranderungen in der Gesellschaft mit einem Anstieg der Fallzahlen gerechnet wird (6, 7).
Die Implantation einer TEP stellt momentan die beste Therapieoption fiir eine
fortgeschrittene Arthrose dar. Die Wahrscheinlichkeit, im Laufe des Lebens eine Knie-TEP
zu bendtigen, liegt bei ca. 11 % fir Frauen und 8 % bei Mannern, flr Huft-TEPs betragen die
Wahrscheinlichkeiten rund 12 % bei Frauen und 7 % bei Mannern (8). Trotz des allgemein
grofRen Erfolgs dieser Eingriffe kommt es bei einigen Patienten im Verlauf zu einer

Lockerung der TEP, die eine Revision erfordert.

Die Zahl der TEP-Implantationen ist weltweit in den letzten Jahren gestiegen und wird
voraussichtlich noch weiter ansteigen (9). Im Durchschnitt sind Patienten bei der
Erstimplantation einer TEP 70 Jahre alt, allerdings nimmt insbesondere bei Knie-TEPs der
Anteil jungerer Patienten (< 65 Jahre) zu (10). Zusammen mit der steigenden
Lebenserwartung tragt das sinkende Alter bei der Primarimplantation zu héheren
Erwartungen an die Standzeiten der Prothesen bei. Da das Risiko der aseptischen
Prothesenlockerung mit zunehmender Tragedauer der Prothese ansteigt und aufgrund der
erhéhten Zahl an Primarimplantationen wird in Zukunft auch mit einer Zunahme der

Revisionseingriffe gerechnet (11, 12).

Es finden sich unterschiedliche Angaben zur Haufigkeit von Revisionseingriffen in der
Literatur. Insgesamt ist die Revisionsrate von Huft-TEPs hoher als bei Knie-TEPs (13). Die
Wahrscheinlichkeit fur die Revision einer Huft-TEP wird in verschiedenen
Endoprothesenregistern mit ca. 12 - 16 % nach 15 Jahren und bis zu 42 % nach 20 Jahren
angegeben (14, 15). Das Revisionsrisiko fur Knie-TEPs betragt ca. 7 % nach 15 Jahren und
ca. 10 % nach 20 Jahren (16).
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Bei Huft-TEPs ist die aseptische Prothesenlockerung die Ursache fir mehr als die Halfte der
Revisionseingriffe (52 - 55 %) (17, 18). Weitere haufige Grinde fir das Versagen einer Huft-
TEP sind Dislokationen (11,8 %), Infektionen (7,5 %) und periprothetische Frakturen (6 %)
(18). Bei Knie-TEPs ist der haufigste Revisionsgrund ebenfalls die aseptische
Prothesenlockerung (22 - 31 %), gefolgt von Infektionen (15 - 16 %), Instabilitat (19 - 22 %),
Fehlstellung/-position (7 - 21 %) und PE-Abrieb (7 - 10 %) (18-20).

Die Revisionshaufigkeit hangt unter anderem von der Art des Implantats ab. Besonders hohe
Revisionsraten wurden bei Grof3kopf-Metall-auf-Metall (MoM)-Huft-TEPs festgestellt (21, 22).
Die Revisionswahrscheinlichkeit dieser Prothesen liegt bei ca. 17 % innerhalb von zehn
Jahren im Vergleich zu 8 % bei Metall-Polyethylen (PE)- und Keramik-Keramik-
Gleitpaarungen (22). Heutzutage werden MoM-HuUft-TEPs aufgrund der adversen

Reaktionen auf Metallabriebpartikel in der Regel nicht mehr verwendet.

Die Revisionseingriffe stellen eine hohe Belastung fir die Patienten dar und gehen mit einem
schlechteren Outcome und langeren Krankenhausaufenthalten einher als
Primarimplantationen (23, 24). In bis zu 19 % der Falle erfolgt innerhalb von flnf Jahren eine
erneute Revision (24). Technisch stellen Revisionsoperationen unter anderem durch
Osteolysen und Veranderungen des periprothetischen Gewebes besondere Anforderungen
an den Operateur (3, 25). AuBerdem stellen die Revisionseingriffe auch eine zunehmende

6konomische Belastung des Gesundheitssystems dar (23, 26).

1.2 Aseptische Prothesenlockerung

Unter dem Begriff Prothesenlockerung versteht man den Verlust der festen Verbindung
zwischen Prothese bzw. Knochenzement und Knochen mit periprothetischen Osteolysen
(27). Klinisch kann sich die Lockerung von Prothesenbestandteilen durch Schmerzen im
Bereich des betroffenen Gelenks zeigen (3). In spateren Stadien kdnnen zudem

Bewegungseinschrankungen und Gangunsicherheiten auftreten (27).

Wichtigster Bestandteil der Diagnostik, neben der Anamnese und der klinischen
Untersuchung, sind Réntgenaufnahmen des betroffenen Gelenks. Typische radiologische
Zeichen der Prothesenlockerung sind eine Saumbildung um die Prothese, Migration von
Prothesenkomponenten, Osteolysen und Sinterung (28). Eine Aufhellungslinie von mehr als
2 mm an der Grenze zwischen Zement bzw. Metall und Knochen wird als Hinweis fiir eine
Prothesenlockerung gesehen (28). Bei unklaren Befunden kann zudem eine weitere
Abklarung durch CT, Skelettszintigraphie, SPECT oder MARS (metal-artifact reduction
sequence)-MRT hilfreich sein (28, 29). Zur Diagnostik von Pseudotumoren kann auch die

Sonographie eingesetzt werden (29).
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Zusétzlich sollte eine Untersuchung der Entziindungsparameter im Blutbild sowie ggf. eine
Punktion des Gelenks erfolgen, um eine septische Prothesenlockerung auszuschlieRen. Bei
MoM-Prothesen wird zudem eine Bestimmung der Metall-lonen-Konzentration im Blut
empfohlen (30).

Postoperativ kann eine Untersuchung der periprothetischen Membran Aufschluss Gber die
Ursache der Prothesenlockerung geben (31). Eine friihe Diagnostik der aseptischen
Prothesenlockerung ist entscheidend fir eine erfolgreiche Therapie, daher sollten Patienten
mit einem erhdhten Risiko (z. B. durch Grol3kopf-MoM-HUft-TEPSs) intensiver nachverfolgt
werden (30).

1.3 Prothesenmaterialien

In Endoprothesen kommen verschiedene Metalle und Metalllegierungen sowie Kunststoffe
und Keramiken zum Einsatz. Zudem kann zur Fixierung der Implantate Knochenzement auf
der Basis von Polymethylmethacrylat (PMMA) verwendet werden. Im folgenden Uberblick
werden die Werkstoffe der beiden haufigsten Endoprothesen, den Huft- und Knie-TEPs,
behandelt.

Fir zementierte Schafte bei Huft-TEPs werden vor allem CoCrMo-Legierungen verwendet,
wahrend in unzementierten Schaften hauptsachlich Titan-Legierungen (TiAlIV, TiAINb) zum
Einsatz kommen (3). Aktuell werden mehr als drei Viertel der primaren Huft-TEPs zementfrei
implantiert (32). Die Pfannen von Hiift-TEPs bestehen insbesondere bei unzementierten
Modellen in der Regel aus Reintitan oder Titan-Legierungen mit einer besonders hohen
Oberflachenporositat, um die Osteointegration zu unterstitzen (3). Fur die Kopfkomponente
von HUft-TEPs ist Keramik in Deutschland inzwischen das am haufigsten gewahlte Material.
Der Anteil von Keramikkdpfen an allen HUft-TEP-Kopfen ist von 2018 zu 2019 weiter von
87,6 % auf 88,8 % angestiegen (32, 33). Des Weiteren werden Kdpfe fur Huft-TEPs auch
aus Metalllegierungen (z. B. CoCrMo) oder keramisierten Metall (Alumina toughened zirconia
(ATZ) und zirconia toughened alumina (ZTA)) hergestellt (3).

Moderne Keramik-Komponenten von Hift-TEPs bestehen aus Mischoxidkeramiken,
insbesondere auf der Basis von Aluminiumoxid. Ein Nachteil von Keramik ist das Risiko von
Materialbriichen, welche bei modernen Keramik-auf-Keramik (CoC)-Huft-TEPs zwar in
weniger als 1 % der Falle auftreten, aber trotzdem einen haufigen Grund flr die Revision von
CoC-Prothesen darstellen (34). Zudem kann es zu Gerauschentwicklungen im Bereich der
Artikulation kommen, die von den betroffenen Patienten als unangenehm empfunden werden
kénnen (34, 35).

Bei den Gleitpaarungen bei Hift-TEPs kann zwischen Hart-Hart- und Hart-Weich-

Gleitpaarungen unterschieden werden. Zu den Hart-Hart-Gleitpaarungen gehéren Keramik-
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Keramik-Gleitpaarungen und Metall-Metall-Gleitpaarungen. Als Hart-Weich-Gleitpaarungen
kénnen sowohl Keramik- als auch Metallkdpfe mit einem ultra high molecular weight
(UHMW)-PE (Ceramic-on-polyethylene (CoP) bzw. Metal-on-polyethylene (MoP)) kombiniert
werden. Aktuell werden in Deutschland fur HUft-TEPs als Gleitpaarungen in absteigender
Haufigkeit die Kombinationen aus Keramik/PE, Keramik/Keramik oder Metall/PE verwendet
(32).

Fir PE-Inlays in HUft-TEPs wird vor allem hoch quervernetztes PE verwendet. Hierbei wird
UHMW-PE mit Gammastrahlen behandelt, um eine héhere Vernetzung der Fasern zu
erreichen. Bei diesem Prozess entstehen freie Sauerstoffradikale, welche degenerative
Veranderungen und dadurch eine geringere Belastbarkeit verursachen kénnen. Es wird
versucht, die Schaden durch freie Radikale durch die Zugabe von Antioxidantien (z. B.

Vitamin E) zu reduzieren (36).

Fir die Tibia- und Femurkomponenten von Knie-TEPs werden haufig CoCr-Legierungen

(z. B. CoCrMo) verwendet. Es gibt aber auch Prothesen aus Titanlegierungen (z. B. TiAIV
und TiAINDb), bei denen allerdings die Abriebfestigkeit der Artikulationsflachen durch
verschiedene Hartungsverfahren erhoht werden muss (37). Aktuell gibt es auch Studien, die
den Einsatz von komplett metallfreien Knie-TEP-Modellen aus Keramik untersuchen (38).
Knie-TEPs werden in 94,5 % der Falle zementiert implantiert (32). Bei Knie-TEPs wird in der
Regel ein Inlay aus herkdbmmlichem oder moderat quervernetzten UHMW-PE verwendet,
hoch quervernetztes UHMW-PE wird nur in weniger als 20 % der Falle verwendet (32).
Wahrend in HUft-TEPs hoch quervernetztes PE standardmafig aufgrund der besseren
Abriebeigenschaften eingesetzt wird, gibt es bei Knie-TEPs keine eindeutigen Hinweise fur

eine Uberlegenheit im Vergleich zu konventionellem oder moderat quervernetztem PE (39).

1.4 Pathophysiologie der aseptischen Prothesenlockerung

Es gibt verschiedene Hypothesen fir die Entstehung der aseptischen Prothesenlockerung,
von denen eine Verursachung durch Abriebpartikel am wahrscheinlichsten gilt (40). Ein
typischer Befund der aseptischen Prothesenlockerung ist eine verbreiterte periprothetische

Membran, die zahlreiche Makrophagen, Riesenzellen und Abriebpartikel enthalt (31).

1.4.1  Abriebpartikel

Abriebpartikeln konnen aus den verschiedenen in TEPs eingesetzten Materialien entstehen.
Nach McKellop werden vier Modi der Partikelentstehung in Endoprothesen unterschieden
(41, 42). Der erste Modus beschreibt Abrieb, der durch Adhasion und Abrasion beim Kontakt
der beiden Artikulationsflachen der Prothese entsteht. Modus 2 beschreibt Abrieb, der
zwischen einer primaren Artikulationsflache und einer eigentlich nicht lasttragenden
Oberflache entsteht. Bei Modus 3 kommt es durch Fremdkérper (z. B. Knochenfragmente,

PMMA oder Abriebpartikel) zu einer verstarkten Abriebentstehung in Gleitpaarungen. Der
4
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vierte Modus beschreibt Abrieb, der zwischen zwei nicht zur Artikulation vorgesehene
Oberflachen entsteht, z. B. durch Verschleil an der Kopf-Schaft-Verbindung von Huft-TEPs.
Zudem kann auch Materialermidung zur Partikelabgabe fuhren. In Knie-TEPs kann es z. B.
durch direkten Kontakt der Metallkomponenten infolge von Verschleil? des standardmaRig
eingesetzten PE-Inlays oder Dislokationen zur Entstehung einer Metallose kommen (43).
Gehauft wurde dies auch bei Patellakomponenten mit einer Metallriickseite (,metal-backed
patella components®) nach Abrieb des PE-Anteils beobachtet (44). Die Partikel kénnen

zusatzlich durch Korrosion verandert und lonen freigesetzt werden (41).

o % 9 N

M) NN

A) Modus 1 B) Modus 2 C) Modus 3 D) Modus 4

Abbildung 1: Schematische Darstellung der vier Modi der Abriebentstehung nach McKellop (42) am Beispiel einer
MoP-Hiift-TEP. A: Modus 1 beschreibt Abrieb zwischen zwei zur Artikulation vorgesehen Oberfldchen, z. B. Kopf
und Inlay. B: Modus 2: Abrieb entsteht zwischen einer zur Artikulation vorgesehen Flache (Kopf) und einer priméar
nicht zur Artikulation vorgesehen Flache (Pfanne). C: Modus 3 zeigt Abrieb, der durch Fremdkérper zwischen den
beiden priméren Artikulationspartnern entsteht. D: Als Beispiel fiir Modus 4 (Abrieb zwischen zwei nicht zur
Artikulation vorgesehenen Oberfldchen) ist die Abriebentstehung an der Kopf-Schaft-Verbindung gezeigt
(Trunnionosis). (Grafik erstellt mit Autodesk Fusion 360)

Die aus dem Prothesenmaterial freigesetzten Partikel kdnnen eine Entziindungsreaktion
verursachen, die zu Osteolysen und letztendlich zur Implantatlockerung flhrt (40, 45, 46).
Diese Reaktion wurde zunachst vor allem dem verwendeten Knochenzement und
PE-Partikeln zugeschrieben (46—49). Um diese negativen Auswirkungen zu reduzieren,
wurden Anfang der 90er-Jahre MoM-HUft-TEPs wieder eingefihrt. Im Verlauf stellte sich
aber heraus, dass diese Prothesen hohe Revisionsraten haben und Metallpartikel ebenfalls
eine aseptische Prothesenlockerung verursachen kénnen (21, 22, 50, 51). Die Reaktionen
auf Abriebpartikel werden unter anderem von ihrer Menge, Grof3e und dem Material
beeinflusst (562-54).

Der Metallabrieb in MoM-Prothesen hat im Durchschnitt einen deutlich kleineren
Durchmesser als UHMW-PE Abrieb, bei gleichzeitig hohen Partikelzahlen (55-57). Die
unterschiedlichen biologischen Auswirkungen der verschiedenen Abriebpartikel sind noch
nicht endguiltig untersucht. Es gibt Hinweise darauf, dass bei CoC-Prothesen weniger
Osteolysen entstehen als bei MoM-Prothesen, unklar ist, ob die Revisionsraten und die
Haufigkeit von aseptischen Prothesenlockerungen ebenfalls geringer sind (58). Metallabrieb
entsteht hauptsachlich bei MoM-Prothesen an der Artikulationsflache, aber auch bei CoC-
oder MoP-Prothesen kénnen durch Verschleill an der Kopf-Schaft-Verbindung Metallpartikel

freigesetzt werden (Trunnionosis) (59, 60). Zudem kdnnen durch Fehlbelastungen wie z. B.



Einflhrung

bei einer starken Belastung des Prothesenrands gréf3ere Abriebmengen entstehen (61).
Metall-Metall-Gleitpaarungen werden aktuell bei Hift-TEPs aufgrund von adversen
Reaktionen auf Metallabrieb in der Regel nicht mehr eingesetzt. Ein Vorteil der
Hart-Hart-Gleitpaarungen ist das Fehlen von PE-Abrieb, dessen negative Auswirkungen auf

die Prothesenumgebung seit Ladngerem bekannt sind (48, 49).

Bei den Hart-Weich-Gleitpaarungen scheint bei Keramik-PE-Gleitpaarungen eine geringere
Menge an PE-Abrieb als bei Metall-PE-Kombinationen zu entstehen, allerdings sind die

Auswirkungen auf das klinische Outcome noch nicht endgultig geklart (62).

Der freigesetzte Abrieb wird von Makrophagen aufgenommen, bei gro3en Partikeln
fusionieren mehrere Makrophagen zu Fremdkdrperriesenzellen (63). Die Partikel kdnnen
Uber die Aktivierung verschiedener Signalwege zu einer veranderten Expression von
Zytokinen und Chemokinen fihren (54, 64, 65). Insbesondere die Ausschuttung von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-6 und IL-1(3 steigt nach der Aufnahmen von
UHMWPE- und Metallpartikeln in Makrophagen an (46, 65, 66). Durch die Ausschuttung von
MCP-1 und MIP-1a werden zudem weitere Makrophagen angelockt (67, 68).
Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-8, IL-6 oder IL-1 induzieren die Expression von
RANKL und férdern somit die Reifung von Osteoklasten und Entstehung von Osteolysen (69,
70). Metallpartikel und -ionen hemmen zudem die Funktionsfahigkeit von Osteoblasten und
die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten, wodurch der
Knochenaufbau zusatzlich gestort wird (71, 72). Insgesamt wird durch Abriebpartikel der
Knochenaufbau gehemmt und der Knochenabbau geférdert, wodurch eine Lockerung der

Prothesen begunstigt wird.

1.4.2 Mechanische Faktoren
Bei der Entstehung der aseptischen Prothesenlockerung wird auRerdem auch die

Beteiligung von verschiedenen mechanischen Faktoren diskutiert (73).

Es gibt Hinweise daflir, dass die Osteointegration von Prothesen durch Mikrobewegungen
gestort werden kann, was im Verlauf zu einer Lockerung der Prothese fuhrt (74, 75). In
einigen Studien konnten zudem Osteolysen durch Veranderungen des hydrostatischen

Drucks und der Stromungsgeschwindigkeit der Synovialflissigkeit verursacht werden (76).

Durch die Implantation einer Prothese kommt es zu einem belastungsabhéngigen
Remodelling des Knochens. Dies kann dazu fihren, dass in manchen Bereichen der
Knochen geringeren Belastungen ausgesetzt ist und es dadurch zu einem Abbau der

Knochensubstanz kommt (77). Dieser Mechanismus wird als Stress Shielding bezeichnet.

Die genannten Faktoren kénnten zudem die partikelinduzierten Effekte verstarken, indem sie

zum Beispiel einen Ubertritt der Synovialflissigkeit in den Interface-Bereich ermdglichen,
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wodurch sich die Partikel weiter ausbreiten und Osteolysen verursachen kénnen. Dies wird

mit dem Konzept des ,effective joint space” beschrieben (78).

1.4.3 Risikofaktoren flir eine aseptische Prothesenlockerung

Das Lebenszeitrisiko flr Revisionen ist bei jungeren Patienten insgesamt erhéht. Fir
mannliche Patienten mit einem Alter von 50 - 54 Jahren bei Primarimplantation liegt das
Lebenszeitrisiko fur einen Revisionseingriff bei ca. 30 % fur Huft-TEPs und 35 % fir Knie-
TEPs, wahrend es bei Patienten > 70 Jahre jeweils rund 5 % betragt (12). Aufgrund der
héheren Lebenserwartung dieser Patienten steigt auch das Risiko fur Re-Revisionen. Ein
niedriges Alter bei der Primarimplantation gilt nicht nur als Risikofaktor flr ein erhdhtes
Lebenszeitrisiko flir Revisionen, sondern auch als spezifischer Risikofaktor fiir die aseptische
Prothesenlockerung. Jungere Patienten (< 50 Jahre) haben im Vergleich zu alteren
Patienten (> 65 Jahre) ein erhdhtes Risiko fur ein aseptisches Prothesenversagen innerhalb
eines Jahres nach Implantation einer Knie-TEP (79). Fur HUft-TEPs gelten auch ein hohes
Aktivitatslevel und mannliches Geschlecht als Risikofaktoren fiir eine aseptische
Prothesenlockerung (80, 81). Der Einfluss von anderen Faktoren wie Ubergewicht oder
Vorerkrankungen auf die Entstehung einer aseptischen Prothesenlockerung steht noch nicht
endglltig fest (80-82).

1.5 Adverse Reaktionen auf Metallpartikel
Unter dem Begriff ARMD (adverse reaction to metal debris) werden unterschiedliche lokale
Reaktionen auf Metallabrieb zusammengefasst, z. B. die Entstehung von Pseudotumoren

und ALVAL (aseptic lymphocyte-dominated vasculitis-associated lesions) (83).

Als Pseudotumore werden zystische oder solide Raumforderungen bezeichnet, die von
Abriebpartikeln wahrscheinlich durch eine aseptische Entziindung oder eine
Hypersensitivitatsreaktion hervorgerufen werden (84, 85). Ausgedehnte Pseudotumore
kdénnen zu einer erheblichen Einschrankung der Funktionsfahigkeit des Gelenks fihren und

einen Revisionseingriff nétig machen (84, 86).

Charakteristisch fir das histologische Bild von ALVAL ist eine diffuse und perivaskulare
Infiltration von T- und B-Lymphozyten sowie Plasmazellen. Zudem finden sich eine
verstarkte Exsudation von Fibrin, Nekrosen sowie eine erhohte Zahl von Makrophagen im
umliegenden Gewebe. Diese Reaktion gilt als eine durch Metallpartikel verursachte

Typ IV-Allergie (85, 87, 88).

Der Begriff Metallose beschreibt allgemein eine makroskopisch sichtbare Verfarbung des
periprothetischen Gewebes aufgrund von Metallabrieb und ist ein Hinweis auf eine verstarkte
Abriebproduktion der Prothese (83).
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Selten kénnen die freigesetzten Metallpartikel und -ionen auch systemische Effekte
verursachen, z. B. neurologische oder endokrinologische Stérungen oder Kardiomyopathien
(89, 90). Ein kanzerogener Effekt der Metallpartikel ist umstritten (91-93).

1.6 Das NLRP3-Inflammasom

Abriebpartikel aus Endoprothesen kénnen Uber die Aktivierung von spezifischen
Signalwegen in Zellen eine Entziindungsreaktion und Osteolysen verursachen. Ein
Signalweg, der an diesem Prozess beteiligt sein kdnnte, wird tUber das Inflammasom

reguliert.

Als Inflammasom werden intrazellulare Proteinkomplexe bezeichnet, deren Aktivierung im
Rahmen der angeborenen Immunantwort zu einer Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen fihrt (94). Zur Subgruppe der Inflammasome mit einem NOD-like Rezeptor
gehdren z. B. NLRP1, NLRP3, NLRP6 und NLRC4, von denen das NLRP3-Inflammasom

das am besten untersuchte ist (95).

Das NLRP3-Inflammasom ist ein Proteinkomplex, der im Zytosol von verschiedenen Zellen
vorkommt (z. B. Monozyten, Neutrophile, dendritische Zellen, Lymphozyten, Osteoblasten)
(96, 97). Es besteht aus NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3), dem
Adapterprotein ASC (apoptosis associated specklike protein containing a caspase
recruitment domain) und pro-Caspase-1. Die Struktur von NLRP3 besteht aus der zentralen
NACHT-Domane, einer C-terminalen LRR-Domane (leucin-rich repeat) und einer
N-terminalen Pyrin-Doméane (PYD). Die Aktivierung fuihrt zu einer Oligomerisierung von
NLRP3-Monomeren tber ihre NACHT-Domanen, woraufhin ASC Uber
PYD-PYD-Interaktionen rekrutiert wird. ASC rekrutiert pro-Caspase-1 tUber CARD (caspase
recruitment domain), welche sich autokatalysiert zu Caspase-1 spaltet. Die aktive Caspase-1
spaltet pro-IL-1B und pro-IL-18 in ihre aktiven Formen IL-13 und IL-18, welche starke
proinflammatorische Effekte haben (98—100) (siehe Abbildung 2).

1.7 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms

In der Regel erfolgt die Aktivierung des Inflammasoms in zwei Schritten. Durch den ersten
Schritt, das Priming, wird die Transkription von Inflammasomkomponenten gesteigert und
werden die posttranslationalen Modifikationen von NLPR3 beeinflusst (98, 101). Dieser
Vorgang kann durch verschiedene Zytokine (z. B. TNFa oder IL-1B) oder die Erkennung von
DAMPs oder PAMPs durch PRRs wie z.B. TLR ausgeldst werden, die Uber NFkB die
Transkription von NLRP3 und pro-IL-18 steigern (98, 102, 103).

Das zweite Signal sorgt dafir, dass sich das Inflammasom zusammensetzt und in der Folge
IL-1B freigesetzt wird. Das Inflammasom kann durch unterschiedliche endogene und

exogene Trigger aktiviert werden, wie z. B. Zellstress, bakterielle Infektionen oder
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Fremdstoffe wie Asbest oder Nanopartikel (98, 104—106). Bei der Aktivierung des
Inflammasoms kann man drei Hauptmechanismen (lonenverschiebungen, ROS (reactive
oxygen species), Schaden des Phagolysosoms) unterscheiden, die aber auch zum Teil

miteinander interagieren.

Kaliumausstrom aus der Zelle gilt als ein potenter Aktivierungsmechanismus des
Inflammasoms, der unter anderem durch bakterielle Toxine, ATP (Adenosintriphosphat) oder
Partikel ausgeldst werden kann (107). Zum Beispiel fuhrt extrazelluldres ATP Uber die
Aktivierung des P2X7-Rezeptors zu einem Natrium- und Kalzium-Einstrom und in der Folge
zu einem Ausstrom von Kalium-lonen aus dem Zytoplasma Uber TWIK2-Kanale (108). Es
wurde zudem gezeigt, dass eine niedrige extrazellulare Kalium-Konzentration in der
Zellkultur zu einer Aktivierung des Inflammasoms flhren kann, wahrend hohe extrazellulare
Konzentrationen die Aktivierung des Inflammasoms verhindern kénnen (107, 109). Auch ein
Ausstrom von Chlorid-lonen kdnnte in der Signalkaskade der Aktivierung des Inflammasoms

eine Rolle spielen (110).

Im Rahmen der Zellatmung wird in den Mitochondrien physiologisch ROS produziert, die
Produktion kann allerdings durch verschieden Faktoren wie Hypoxie, Fremdstoffe oder
Infektionen erhéht sein und zu oxidativem Stress flihren (105, 111). Es wurde gezeigt, dass
die Freisetzung von ROS aus den Mitochondrien das Inflammasom unabhangig von anderen
Signalwegen aktivieren kann (112, 113). Zuséatzlich kann die Freisetzung von mtDNA in das
Zytoplasma im Rahmen einer gestdrten Mitochondrienfunktion auch das Inflammasom
aktivieren (98, 114).

Nach der Phagozytose kdnnen fremdmaterialenthaltende Phagosomen mit den Lysosomen
zu Phagolysosomen fusionieren. Die phagozytierte Partikel kénnen zu einer Schwellung und
Ruptur des Phagolysosoms fuihren. Hierdurch werden Lysosombestandteile wie Cathepsin B
in das Zytoplasma freigesetzt und fihren, vermutlich durch Kalium-Ausstrom vermittelt, zur
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (107, 115).

1.8 IL-1B

IL-1pB ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches nach Aktivierung des Inflammasoms
durch Caspase-1 in die aktive Form Uberfihrt und sekretiert wird. IL-1B selbst fordert die
Ausschuttung weiterer proinflammatorischer Zytokine, wie z. B. IL-6 (116). Zudem foérdert
IL-1B die Expression von Adharenzmolekilen, die die Migration von Leukozyten in das
entziindete Gewebe verstarken (117). IL-18 spielt unter anderem bei der Pathogenese von

Diabetes mellitus, Arteriosklerose und rheumatoider Arthritis eine Rolle (69, 117-119).

AuRerdem férdert IL-1B die Synthese und Ausschuittung von Matrix-Metalloproteinasen

(MMPs) (120). MMPs schadigen das umliegende Gewebe unter anderem durch den Abbau
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von Kollagen und spielen z. B. bei der Gelenkschadigung im Rahmen von rheumatoider
Arthritis und Arthrose eine Rolle (69, 119, 120).

Des Weiteren férdert IL-1B das Uberleben und die Differenzierung von Osteoklasten durch
die Erhdhung der RANKL/OPG-Ratio in Osteoblasten und Stromazellen und kann dadurch
Osteolysen fordern (121). In einem Tiermodell der aseptischen Prothesenlockerung konnte
gezeigt werden, dass eine Blockade des IL-1-Signalweges die Induktion von Osteolysen
durch UHMWPE- und Titan-Partikel reduzieren kann (122, 123). AuRerdem wurden erhdhte
IL-1- und TNFa-Konzentrationen in Gewebeproben von Patienten mit periprothetischen
Osteolysen gefunden (124). Zudem gibt es Hinweise daflr, dass genetische
Polymorphismen, die zu einer erhéhten Expression eines IL-1-Rezeptorantagonisten flhren,
mit einem geringeren Risiko flr Osteolysen nach Implantation einer Hift-TEP einhergehen
(125).

1.9 Rolle des Inflammasoms bei verschiedenen Krankheiten

Cryopyrin-assoziierte periodische Syndrome (CAPS) sind autoinflammatorische
Erkrankungen, die durch gain-of-function-Mutationen des NLRP3-Gens verursacht werden
(100, 126). Zu den CAPS gehdren die familiare Kalteurtikaria, das Muckle-Wells-Syndrom
und neonatal-onset multisystem inflammatory disease (NOMID/CINCA). Diese Erkrankungen
unterscheiden sich in ihrer Auspragung und zeigen Symptome wie rezidivierende
Fieberschlbe, Urtikaria, Arthralgien oder Horverlust (126, 127). CAPS kénnen mit
IL-1-Rezeptorantagonisten behandelt werden (127-129).

Auflerdem spielt das NLRP3-Inflammasom eine Rolle bei der Entstehung von verschiedenen
entziindlichen Erkrankungen. Das Inflammasom kann z. B. durch B-Amyloid-Plaques bei
Alzheimer, Cholesterinkristalle bei Atherosklerose und MSU-Kristalle bei Gicht aktiviert
werden (130-132). Des Weiteren kénnte das NLRP3-Inflammasom auch an der Entstehung

von Diabetes mellitus Typ 2 und rheumatoider Arthritis mitbeteiligt sein (118, 133).

1.10 Rolle des Inflammasoms bei der aseptischen Prothesenlockerung

Eine erhdhte Ausschuttung von IL-18 durch die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch
Metall-, PMMA- und UHMWPE-Partikel konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden
(65, 134—-136). Sowohl fur CoCrMo- als auch fir Ti-Partikel sowie fiir verschiedene Metall-
lonen konnte die Aktivierung des Inflammasoms in Makrophagen nachgewiesen werden (65,
136, 137). Der Einfluss der Zusammensetzung der Partikel auf die Inflammasomaktivierung ist
noch nicht ausreichend erforscht, um die proinflammatorischen Eigenschaften von CoCrMo-

und TiAlV-Partikeln eindeutig vergleichen zu kénnen (138, 139).

Wie genau die Abriebpartikel das Inflammasom aktivieren, ist noch nicht geklart. Zum einen

gibt es Hinweise dafir, dass phagozytierte Partikel durch die Zerstérung der Lysosomen zur

10
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Freisetzung lysosomaler Enzyme (z. B. Cathepsin B) und somit zur Aktivierung des
Inflammasoms fuhren (54, 65). Zum anderen gilt auch die Bildung von ROS durch
Metallionen und -partikel als eine mogliche Ursache flr die Aktivierung des
NLPR3-Inflammasoms (136, 140-142).

Ein mdglicher Marker fur oxidativen Stress ist 4-Hydroxynonenal (4-HNE). Durch oxidativen
Stress kann es zur Peroxidation von Lipiden in der Zellmembran oder den Membranen der
Zellorganellen kommen. Durch die entstehenden Lipidperoxyl-Radikale kommt es zu einer
Kettenreaktion, bei der Lipidhydroperoxide entstehen. Beim Abbau von Lipidhydroperoxiden
entstehen verschiedene kurzkettige Verbindungen, unter anderem 4-HNE. 4-HNE ist an
verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt und kénnte eine
Rolle bei der Entstehung von verschiedenen inflammatorischen und degenerativen
Erkrankungen spielen (143). Unter anderem wurde gezeigt, dass 4-HNE das
NLRP3-Inflammasom aktivieren kann (144). In hohen Konzentrationen wirkt es zytotoxisch
und fuhrt z. B. in Osteoblasten zur Apoptose, weshalb ein Zusammenhang zur Entstehung
von Osteoporose vermutet wird (145). Im periprothetischen Gewebe von MoP-HUift-TEP-
Revisionen konnte eine verstarkte ROS-Bildung nachgewiesen werden, welche
moglicherweise Uber die Aktivierung des Inflammasoms an der Entstehung von aseptischen

Prothesenlockerung sein kdnnte (146, 147).

Der Pathomechanismus der Inflammasomaktivierung kénnte auch von der Gréfke und Form
der Partikel abhangig sein (54). Zum Beispiel spielt die GroRRe der Partikel eine Rolle bei
ihrer Aufnahme in Zellen. Partikel mit einer Grélke von ca. 150 nm — 10 ym kénnen von
diversen Zellen (z. B. Makrophagen, Osteoblasten, Fibroblasten) phagozytiert werden,
wahrend kleinere Partikel mit einer GroRe < 100 nm Uberwiegend uber Clathrin-vermittelte

und Calveolae-abhangige Endozytose in Zellen aufgenommen werden (57, 104, 148).

Die meisten Studien haben sich bislang auf die Aktivierung des Inflammasoms in
Makrophagen konzentriert und die Beteiligung anderer Zellen der Prothesenumgebung an

diesem Prozess ist noch nicht ausreichend untersucht.

11
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch Metallpartikel. Grafik
modifiziert nach Seok et al. 2021 (149) und Swanson et al. 2019 (98).

1.11 Hypothese und Fragestellung

Diese Arbeit untersucht die Hypothese, dass Metallpartikel das Inflammasom in
gelenkstandigen Zellen aktivieren und somit durch eine Entziindungsreaktion zur Entstehung
von aseptischen Prothesenlockerungen beitragen kdnnen. Hierflir wurden die Experimente
mit drei verschiedenen Zelllinien (MM6 (Monozyten), Jurkat (T-Zellen) und MG63
(Osteoblasten)) und Metallpartikeln aus zwei verschiedenen Legierungen (TiAlV und
CoNiCrMo) in unterschiedlichen Dosierungen durchgefiihrt. Um die Hypothese dieser Studie

zu untersuchen, sollen folgende Zwischenfragen beantwortet werden:

1. Gibt es zellspezifische Unterschiede bei der Partikelaufnahme bzw. kénnen alle
Zellen der periprothetischen Umgebung Metallpartikel aufnehmen? Ist die
Aufnahme der Partikel in die Zellen abhangig von ihrer Zusammensetzung?

2. Gibt Hinweise fiir einen erhdhten oxidativen Stress in Gelenkkapseln von Patienten mit
MoM-Huft-TEPs im Vergleich zu Gelenkkapseln von Patienten mit
Primarimplantationen?

3. Aktivieren die untersuchten Metallpartikel das Inflammasom in allen Zelltypen oder gibt
es eine Zellspezifitat?

4. Ist die Aktivierung des Inflammasoms abhangig von der Zusammensetzung oder Menge
der Metallpartikel?

12
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

Tabelle 1: Verwendete Geréte

Gerite

Hersteller

Agarosegel Imager Infinity-1000

peqgLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Analysenwaage A 120 S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Axio Observer Z1
Kamera: Axiocam 702 mono
Lampe: HXP 120 V

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Biorad ChemiDoc MP Imaging
System

Bio-Rad, Hercules, USA

Biorad T100 Thermocycler

Bio-Rad, Hercules, USA

Gelkdmme 10-well, Tmm

Bio-Rad, Hercules, USA

Gewebeinfiltrationsautomat TP1020

Leica Biosystems, NuRloch, Deutschland

Heraeus Fresco 21 Mikrozentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Heraeus, Megafuge 16R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

IKA Schittler MTS 2

IKA, Staufen, Deutschland

Inkubator Binder CB150 Binder, Tuttlingen, Deutschland
Kipp-/Rollenmischer RS-TR 05 Phonix Instrument, Garbsen, Deutschland
Mastersizer 3000E Malvern Panalytical GmbH, Nurnberg, Deutschland

Mikrotom Hyrax M55

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Mini-PROTEAN Short Plates

Bio-Rad, Hercules, USA

Mini-PROTEAN Spacer Plates

Bio-Rad, Hercules, USA

Mini-PROTEAN Tetra System

Bio-Rad, Hercules, USA

NanoQuant Plate

Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

PerfectSpin Plate Spinner
C1000

PeqLab, Erlangen, Deutschland

Prazisionswaage EWB 620-2M

Kern, Balingen-Frommern, Deutschland

Rasterelektronenmikroskop FEI
Scios DualBeam

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

See-saw Rocker SSL4

Stuart, Staffordshire, UK

Shandon HistoCentre 2

GMI, Ramsey, Minnesota, USA

Spannungsquelle fir
Gelelektrophorese Power Pack P25

Biometra, Gottingen, Deutschland

Sterilbank Herasafe KS18

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sterilbank Maxisafe 2020 1.5

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tagman ABI PRISM 7900HT

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Tecan infinite F200 pro

Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

ThermoMixer C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex Genie 2 G560E

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA

Wasserbad WT 12

MedinglLab, Freital, Deutschland

Zahlkammer Neubauer-improved

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Zetasizer Nano ZS

Malvern Panalytical GmbH, Nurnberg, Deutschland
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Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

100 bp DNA ladder

New England Biolabs, Ipswich, USA

10x Tris/Glycine Buffer

Bio-Rad, Hercules, USA

20x Tris Buffered Saline (TBS)

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

384-Well-Platte (MicroAmp Optical 384-
Well Reaction Plate)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Acrylamid Bis Solution 30 %

Serva, Heidelberg, Deutschland

Adhasionsfolie qRT-PCR (MicroAmp
Optical Adhesive Film)

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Agarose Basic

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumpersulfat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Blot Filterpapier

Bio-Rad, Hercules, USA

Bromphenolblau

Applichem, Darmstadt, Deutschland

BSA Albumin Fraction V (pH 7,0)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Chloroform

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Citratpuffer pH 6 (Target Retrieval
Solution x10)

Dako, Jena, Deutschland

Dako Pen Dako, Jena, Deutschland
Antikorper Diluent Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dako Washbuffer Dako, Jena, Deutschland

Deckglaser 10 mm

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Ethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

FCS

Biochrom, Berlin, Deutschland

Formaldehyd (4 %)

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland

Glycin

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Loading Dye New England Biolabs, Ipswich, USA
Luminol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Menzel Glaser Superfrost Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Multiwellplatten (Cell Star)
12-Well-Platte (Oberflache = 3,9 cm?)
24-\Well-Platte (Oberflache = 1,9 cm?)
48-Well-Platte (Oberflache = 1 cm?)
96-Well-Platte (Oberflache = 0,35 cm?)

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Nitrocellulose-Membran

Bio-Rad, Hercules, USA

Page Ruler Plus Prestained Protein
Ladder, 10 to 250 kDa

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Parafin (Paraplast)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PBS Dulbecco w/o Ca®*, w/o Mg?* low
endotoxin

Biochrom, Berlin, Deutschland

p-Coumarsaure

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin/Streptomycin

Biochrom, Berlin, Deutschland

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Polyester PETE Membrane Filters

Sterlitech Corp., Washington, USA

47 mm, 0,1 ym

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ponceau S Applichem, Darmstadt, Deutschland
RNase Away Spray Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RNase freies Wasser

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Roti-Mount FluorCare DAPI

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure, rauchend 37 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SDS

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SYBR Green PCR Master Mix

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

TEMED

Roth, Karlsruhe, Deutschland

TERGITOL solution NP - 40

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

TRIS PUFFERAN® = 99,3 %

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton 0,1 % in 1% PBS
Triton X 100

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trizol

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Trypsin/EDTA 10x

Biochrom, Berlin, Deutschland

Tubes (0,2 m, 1 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tween-20 (10 %)

Applichem, Darmstadt, Deutschland

VLE Dulbecco’s MEM
+ 3,7 g/L NaHCO3

+ 4,5 g/L D-Glucose
+ Stabiles Glutamin

+ Na-Pyruvate

(Zusatz: 10 % FCS, 1 % Pen/Strep.)

Biochrom, Berlin, Deutschland

VLE RPMI 1640
+ stabiles Glutamin
+ 2,0 g/L NaHCO3

(Zusatz: 10 % FCS, 1 % Pen/Strep.)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Western Sure Pen

LI-COR, Lincoln, USA

WST-1 Assay Reagent

Abcam, Cambridge, UK

Xylol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt, Newton, USA

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

In Tabelle 1 sind die fir die Experimente verwendeten Gerate aufgelistet. Tabelle 2 zeigt die

verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Tabelle 3: Primérantikérper fiir die ICC/IHC

Antikorper IgG Verdinnung Hersteller/Bestellnummer
4-HNE-Antikdrper rabbit 1:100 Abcam, Cambridge, UK, ab46545
ASC-Antikérper mouse | 1:100 Cell Signaling, Danvers, USA, sc-514414
Phalloidin Alexa Fluor555 | - 1:100 Cell Signaling, Danvers, USA, 8953
Tabelle 4: Isotypkontrollen fiir die ICC/IHC

Isotypkontrollen Verdiinnung Hersteller/Bestellnummer

Mouse IgG Isotype Control | 1:1250

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, 02-6502

Rabbit IgG Isotype Control | 1:200

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, 02-6102
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Tabelle 5: Sekundérantikérper fiir die ICC/IHC

Sekundarantikorper Reporter Verdiinnung | Hersteller/Bestellnummer

donkey anti rabbit IgG Alexa Flour | 1:1000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA,
555 A-31572

donkey anti mouse IgG | Alexa Flour | 1:200 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA,
555 A-31570

Tabelle 3 zeigt die flr die ICC/IHC verwendeten Primarantikorper, in Tabelle 4 sind die

Isotypkontrollen flr die Farbungen aufgelistet und in Tabelle 5 sind die Sekundarantikérper

aufgefuhrt.

Tabelle 6: Primérantikérper fiir den Western Blot

Primarantikorper MW (kDa) Verdinnung | Hersteller/Bestellnummer

Caspase-1-Antikorper 42 und 20 1:400 eBioscience, Thermo Fisher Scientific,
(p20) Waltham, USA, 14-9823

GAPDH-Antikérper 37 1:1.000 Cell Signaling, Danvers, USA, 2118S

Tabelle 7: Sekundérantikérper fiir den Western Blot

Sekundarantikorper Reporter Verdiinnung | Hersteller/Bestellnummer

Goat-anti-mouse 1gG HRP 1:10.000 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA,
sc-2005

Goat-anti-rabbit IgG HRP 1:10.000 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA,

sc-2030

In Tabelle 6 sind die fir den Western Blot eingesetzten Primarantikérper aufgefihrt. In

Tabelle 7 sind die verwendeten Sekundarantikdrper fir den Western Blot aufgelistet.

Tabelle 8: Gele fiir die SDS-Page

Trenngel 10 % (5 ml)

ddH20 1,9 mi
Acrylamid (30 %) 1,7 ml
Tris (1,5 M, pH: 8,8) 1,3 ml
SDS (10 %) 0,05 ml
Ammoniumpersulfat (10 %) 0,05 ml
TEMED: 0,002 mi
Sammelgel 5 % (3 ml)

ddH20 2,1 ml
Acrylamid (30 %) 0,5ml
Tris (1 M, pH: 6,8) 0,38 ml
SDS (10 %) 0,03 ml
Ammoniumpersulfat (10 %) 0,03 ml
TEMED 0,003 mi

In Tabelle 8 ist die Zusammensetzung der Acrylamid-Gele fiir die SDS-Page gezeigt.
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Tabelle 9: Puffer fiir SDS-Page/Western Blot

NP - 40 Lysepuffer

Tris (pH 7,4) 50 mM

NaCl 150 mM

NP - 40 1%

Sample Buffer (5x)

Glycerol 5ml

SDS 19
B-Mercaptoethanol 2,56 ml

1M Tris-HCL pH 6,8 1,065 ml
Bromphenolblau 3 ul

ddH.0 auf 10 ml aufflllen
Laufpuffer (10x) pH 8,3

Tris 309

Glycin 144 g

SDS 15¢g

ddH20 auf 1 | auffillen
Blotpuffer

10x Tris/Glycin Puffer 100 ml
Methanol 200 ml

ddH.0 700 ml

TBS-T

20x TBS 50 mi
Tween-20 (10 %) 1 ml

ddH.0 950 ml
Strippingpuffer

Guanin Hydrochlorid 286,59

Tris 1,645 g

ddH20 auf 500 ml auffiillen
NP - 40 1ml

Tabelle 9 zeigt die Zusammensetzungen der fir die SDS-Page verwendeten Puffer.

Tabelle 10: ECL-Lésung (enhanced chemiluminescence) fiir den Western Blot

ECL-L6sung: Lésung 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 gemischt

Losung 1:

250 mM Luminol 100 pl
90 mM p-Coumarsaure 44 ul
1M Tris-HCL (pH 8,5) 1ml

ddH20 8,85 ml
Losung 2:

H20: (30 %) 6 pl

1M Tris-HCL (pH 8,5) 1 ml
ddH20 9 mi

In Tabelle 10 ist die Herstellung der ECL-LAsung fir die Detektion im Western Blot

dargestellt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fir die Experimente wurden Mono-Mac-6- (MM6) (Monozyten), Jurkat- (T-Zellen) und
MG63- (osteoblastenahnliche) Zelllinien verwendet. Alle Zellen wuchsen bei 37° C und 5 %

CO2 im Inkubator und wurden mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

Bei den MM6-Zellen handelt es sich um eine humane Monozyten-Zelllinie, die aus dem
peripheren Blut eines 64-jahrigen Patienten mit dem Rezidiv einer akuten monozytischen
Leukdmie gewonnen wurde. Die MM6-Zellen weisen unter anderem in ihrer
Phagozytosefahigkeit und Cytokinproduktion eine groe Ahnlichkeit zu reifen Monozyten auf
(150).

Die Jurkat-Zelllinie wurde aus T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut eines 14-jahrigen
Patienten mit T-Zell-Leukamie hergestellt. Sie wird insbesondere im Bereich der
immunologischen und infektiologischen Forschung eingesetzt, da die Zellen eine ahnliche
Rezeptor-Expression und Interleukin-Produktion wie primare humane T-Lymphozyten
aufweisen (151). Uber die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und RANKL

konnen T-Zellen die Knochenhomoostase beeinflussen.

Die Suspensionszellen (MM6, Jurkat) wurden in Very Low Endotoxin-Roswell Park Memorial
Institute 1640 Medium (VLE-RPMI 1640) (Biochrom, Berlin, Deutschland) mit Zusatz von

10 % hitzeinaktiviertem fetalen Kalberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert.
Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen gesplittet. Hierflr wurden die Zellen aus den
Zellkulturflaschen entnommen, fir 5 min bei 700 g zentrifugiert, das Medium abgenommen,

die Zellen in neuem Medium suspendiert und auf drei neue Flaschen aufgeteilt.

Bei den MG63-Zellen handelt es sich um eine immortalisierte Zelllinie aus
osteoblastenahnlichen Zellen, welche aus dem Osteosarkom eines 14-jahrigen Patienten
gewonnen wurden. Die Zellen weisen ein adharentes Wachstum auf und werden aufgrund
ihrer geno- und phanotypischen Ahnlichkeit zu primaren Osteoblasten haufig in der
Grundlagenforschung z. B. in der Untersuchung von Zell-Material-Interaktionen verwendet
(152). Osteoblasten sind fur die Bildung der Knochenmatrix verantwortlich, zudem regulieren

sie Uber die Produktion von Zytokinen und RANKL den Knochenumbau.

Die MG63 Zellen wurden in Very Low Endotoxin-Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(VLE-DMEM) (Biochrom, Berlin, Deutschland) kultiviert, dem 10 % FCS und 1 %
Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurde. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage gesplittet,
zuvor wurde das Zellwachstum und die Konfluenz am Mikroskop Uberprift. Das Medium
wurde entfernt und die Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und anschlie3end flr

7 min mit 4 ml 0,25 % Trypsin in EDTA im Inkubator bei 37° C bedeckt und dadurch von der
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Oberflache der Zellkulturflasche abgeldst. Das Trypsin wurde mit 10 ml VLE-DMEM Medium
inaktiviert. Die Zellen wurden fir 5 min bei 700 g zentrifugiert und danach in VLE-DMEM

Medium suspendiert und auf drei neue Flaschen aufgeteilt.

Alle Zellen wurden 24 h vor der Stimulation mit den Metallpartikeln ausgesat. Nach 24 h
wurden die Partikel in den entsprechenden Konzentrationen zu den Zellen gegeben. In den
12-Well-Platten (Oberflache = 3,9 cm?) wurden 1*10°, 106, 107 Partikel verwendet, bei den
anderen Wellgréf3en wurden die Partikel- und Zellzahlen entsprechend an die Welloberflache

angepasst. Die Zellzahlen und Partikelmengen sind in den einzelnen Kapiteln dargestellt.

2.2.2 Partikelproduktion

Die verwendeten Partikel wurden aus einer Co-35Ni-20Cr-10Mo-Schmiedelegierung und
einer Ti-6Al-4V-Legierung hergestellt (G. Buchhorn, Universitatsmedizin Géttingen,
Géttingen, Deutschland). Hierfur wurden Stébe einer Legierung in Metallcontainern mit
derselben Zusammensetzung positioniert und mit 100 % Ethanol gefillt. Die Container
wurden kontinuierlich mit einer Frequenz von 1 Hz in einem schragen Winkel kopfiiber
rotiert. Der Winkel der longitudinalen Achse der Container wurde regelmafig verandert, um
eine einseitige Abnutzung zu vermeiden. Durch die Reibung zwischen den Staben und dem
Behalter entstanden Abriebpartikel (153, 154).

Die Partikel wurden filtriert und Partikel mit einer Grélke von mehr als 0,1 ym wurden fiir die
folgenden Experimente verwendet. Daflir wurden die Partikel auf einen Filter mit einer
Porengrofe von 0,1 um gegeben (Polyester PETE Membrane Filters 47mm, Sterlitech Corp.,
Washington, USA) und mittels Vakuumfiltration getrennt. Die Filter wurden getrocknet und
die Partikel in DMEM-Medium suspendiert. AnschlieRend wurden die Partikel Gber Nacht mit
UV-Licht bestrahlt und anschlieBend gezahlt. Fir die Partikelanalyse wurden die gefilterten

Partikel in Ethanol statt in Medium gelagert und ebenfalls mit UV-Licht bestrahlt.

2.2.3 Partikelanalyse im Rasterelektronenmikroskop

Mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) wurden die Gréflke, Morphologie und
Zusammensetzung der Metallpartikel untersucht. Im REM wird die Wechselwirkung eines
Elektronenstrahls mit der Probe zur Bilderzeugung genutzt. Hierdurch sind Auflésungen von
bis zu 1 nm maéglich. Beim Auftreffen der Primarelektronen auf der Oberflache des
Untersuchungsobjekts entstehen durch die Wechselwirkungen mit der Probe
unterschiedliche Signale. Die Oberflachentopografie der Probe kann durch die Detektion von
Sekundarelektronen, die aus der oberflachlichen Schicht der Probe abgegeben werden,
dargestellt werden. Die Anzahl der detektierten Sekundarelektronen hangt von der Neigung

und der Struktur der Probenoberflache ab.
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Die energiedispersive Rontgenanalyse (energy dispersive X-ray spectroscopy, EDS) wird
genutzt, um die chemische Zusammensetzung von Proben quantitativ und qualitativ zu
bestimmen. Wenn die Primarelektronen auf Atome der Probe treffen, kdnnen sie Elektronen
aus der inneren Schale herauslésen. Wird die entstandene Licke durch Elektronen aus
héheren Schalen aufgefillt, entsenden sie dabei eine fir das Element charakteristische
Rontgenstrahlung, welche detektiert werden kann. Im EDS-Spektrum kann man die

Verteilung der unterschiedlichen Elemente in der Probe ablesen.

Die gefilterten Partikel wurden fiir die Analyse im REM auf ein Kohlenstoff-Pad Gbertragen
und es wurde mittels Sputtern eine Goldschicht aufgebracht, um die Leitfahigkeit zu erhéhen.
Die Proben wurden im Vakuum im Rasterelektronenmikroskop FEI Scios DualBeam (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) untersucht und eine EDS-Analyse durchgefuhrt. Bei den
REM-Untersuchungen wurde eine Beschleunigungsspannung von 10 keV bis 25 keV
verwendet. Die Oberflachentopografie der zu untersuchenden Region wurde mittels
Sekundarelektronen bei einer Vergrofierung von 1200x dargestellt. Die Morphologie der
Partikel wurde bei einer 5000-fachen VergréRerung genauer untersucht und die chemische

Zusammensetzung in der EDS bestimmit.

2.2.4 GroRenbestimmung der Partikel

Zunachst wurde die Grofenverteilung der Partikel mittels Laserbeugung im Mastersizer
3000E (Malvern Panalytical GmbH, Nurnberg, Deutschland) gemessen. Hierbei wurden die
in Ethanol suspendierten Partikel mit einem Laser bestrahlt und die Intensitat des
Streulichtes gemessen. Anhand des Beugungsmusters kann die Gro3e der Partikel
berechnet werden. Der Messbereich der Mastersizer 3000E liegt bei einer Partikelgroe von
0,1 bis 1000 pym.

Um eine Agglomeration der Partikel auszuschief3en, erfolgte eine weitere Untersuchung der
Partikel im Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical GmbH, Nirnberg, Deutschland), wo die
Partikel bei 25° C im Ultraschallbad untersucht wurden. Der Durchmesser der Partikel
wurden mit dem Zetasizer Nano ZS mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) in NIBS-
Technik (Non-Invasive Back Scatter) bestimmt. Der Messbereich des Zetasizer Nano-ZS

liegt im Bereich von 0,3 nm bis 10 pm.

2.2.5 Water Soluble Tetrazolium Salt-1-Assay

Zur Untersuchung der Auswirkungen der verschiedenen Metallpartikel-Konzentrationen auf
die Zellviabilitat wurde ein Water Soluble Tetrazolium Salt-1-Assay (WST-1) (Abcam,
Cambridge, UK) verwendet. WST-1 wird in den Mitochondrien durch die Succhinat-
Tetrazolium-Dehydrogenase zu Formazan umgesetzt. Die Menge des gebildeten Formazans

ist abhangig von der Zahl der intakten Zellen und kann photometrisch bestimmt werden.
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Hierfur wurden die verschiedenen Zelllinien (MM6, Jurkat und MG63) fur je 24 und 48 h mit
TiAIV- und CoNiCrMo-Partikeln versetzt. Von allen verwendeten Zelllinien wurden 1*10*
Zellen pro Well einer 96-Well-Platte mit 100 yl Medium angesetzt und nach 24 h mit TiAIV-
und CoNiCrMo-Partikeln stimuliert. In Tabelle 11 sind die Zellkulturansatze und die
Partikelmengen fur den WST-1-Assay dargestellt. Nach der Stimulationszeit von 24 bzw. 48
h wurden in jedes Well 10 pl des WST-1-Reagenz gegeben und fiir drei Stunden bei 37° C
und 5 % COz inkubiert und anschlieend fir eine Minute auf einem Plattenschuttler
durchmischt. Die Menge des gebildeten Formazans wurde bei einer Wellenlange von 430
nm in dem Plattenlesegerat Tecan infinite F200 pro gemessen. Jede Zelllinie wurde als
Dreifachbestimmung mit allen Partikelmengen angesetzt. Von den Proben wurde der

Leerwert eines Kontroll-Wells mit Medium und WST-1 abgezogen.

Tabelle 11: Zellkulturansétze und Partikelmengen fiir den WST-1-Assay

Zelllinie | WellgroRe Zellzahl | Medium Partikelanzahl pro
Well

MMé6 96-Well-Platte 1x10* 100 ul VLE-RPMI | 0,972 x 10, 10°, 10°
(Oberflache = 0,35 cm?) 1640 Medium Partikel

Jurkat | 96-Well-Platte 1x10* 100 ul VLE-RPMI | 0,972 x 10, 10°, 10°
(Oberflache = 0,35 cm?) 1640 Medium Partikel

MG63 96-Well-Platte 1x10* 100 pl VLE- 0,972 x 104, 10°, 10°
(Oberflache = 0,35 cm?) DMEM Partikel

2.2.6 Phalloidin-Red-Farbung

Mit der Phalloidin-Red-Farbung ist es moglich, das Zytoskelett von Zellen zu visualisieren.
Phalloidin ist ein Toxin des Grunen Knollenblatterpilzes (Amanita phalloides) und bindet an
F-Aktin. Fir die Phalloidin-Red-Farbung wurden 1*10° MM6- bzw. Jurkat-Zellen in 24-Well-
Platten ausgesat und mit VLE-RPMI 1640 Medium auf ein Gesamtvolumen von 1 ml
aufgefiillt. Bei den MG63-Zellen wurden 0,2*10° Zellen mit einem Gesamtvolumen von 500 pl
VLE-DMEM in einer 48-Well-Platte ausgesat. Die Wells der MG63-Zellen enthielten
Deckglaser mit einem Durchmesser von 10 mm, auf denen die Zellen anwuchsen. Nach 24 h
wurden die Metallpartikel zu den Zellen gegeben (Partikelmengen siehe Tabelle 12). Nach
24 h Inkubation mit den Partikeln wurden die Suspensionszellen aus den Wells in Tubes
Uberfuhrt und herunterzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 400 ul FCS-freiem

Medium resuspendiert.

Die Deckglaser fur die Suspensionszellen wurden mit Poly-L-Lysin beschichtet, um die
Haftung der Zellen zu unterstitzen. Hierfur wurde in eine 48-Well-Platte ein Deckglas mit
einem Durchmesser von 10 mm in jedes Well gelegt und mit 200 pl Poly-L-Lysin fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckglaser drei Mal mit FCS-freiem
Medium gespdlt. In jedes Well mit einem Poly-L-Lysin-beschichteten Deckglaschen wurden
50 pl der Zelllésung und 500 pl FCS-freies Medium pipettiert und fir 30 min bei 37° C und
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5 % COz in den Inkubator gestellt. Anschlielend wurden die Deckglaschen drei Mal mit PBS
gespult. Die Deckglaser der MG63-Zellen wurden ebenfalls drei Mal mit PBS gesplilt.

Fir die Phalloidin-Red-Farbung wurden die Zellen anschlieend mit 500 ul 4 %
Paraformaldehyd (PFA) pro Well fir 30 min bei Raumtemperatur auf den Deckglasern fixiert.

Danach wurden die Deckglaser erneut drei Mal fir 5 min mit PBS gewaschen.

Fir die Farbung wurden die Zellen fir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln mit 150 pl
Phalloidin-Alexa Fluor 555 (Cell Signaling, Danvers, USA) pro Well inkubiert (20x Losung
(6,6 uM), 1:100 mit PBS verdiinnt). Danach wurden die Deckglaser zwei Mal mit PBS
gespult. AnschlieRend wurden die Deckglaser mit Roti-Mount Flourcare DAPI auf einem
Objekttrager eingedeckt und die Zellkerne dadurch mit DAPI angefarbt. Die Bilder wurden
mit einem Axio Observer Z1 Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit einer

630-fachen Vergroferung aufgenommen.

2.2.7 Immunhistochemie

Mit der 4-HNE-Farbung wurde Synovialgewebe von Primarimplantationen bzw.
periprothetisches Gewebe von Revisionen von MoM-Hiift-TEPs untersucht. Die Patienten
haben der Probenentnahme praoperativ schriftlich zugestimmt (Ethikkommissionsnummer:
No. 150/12 und Tartu No. 227/T-14). Das Durchschnittsalter der Patienten mit
Revisionseingriffen lag bei 70,43 +5,53 Jahren. Bei den Primarimplantationen lag das Alter
im Durchschnitt bei 63,20 +6,14 Jahren.

Der Gewebeproben wurden fur 24 h in 4 % Formaldehyd fixiert und danach im
Gewebeinfiltrationsautomaten (TP1020, Leica Biosystems, NuBBloch, Deutschland)
entwassert. Daraufhin wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet, am Mikrotom in 3 - 4 ym
dicke Proben geschnitten und auf Objekttrager Gbertragen. Die Schnitte wurden zunachst fur
2 x 10 min in Xylol entparaffiniert und anschlief3end in einer absteigenden Alkoholreihe
rehydriert (je 5 min in 100 % Ethanol, 96 % Ethanol, 70 % Ethanol, 50 % Ethanol). Danach

wurden die Schnitte fir 5 min auf einem Schuttler mit dem Dako Waschpuffer gewaschen.

Die Demaskierung wurde fur die Farbung mit 4-HNE mit Trypsin durchgeflhrt. Hierfur
wurden die Gewebe mit dem Dako Pen umrandet und fiir 10 min mit Trypsin bedeckt bei
37° C gelagert. Danach wurden die Schnitte drei Mal fur 5 min mit dem Waschpuffer
gewaschen und fir eine Stunde mit 4 % BSA in PBS bei Raumtemperatur blockiert. Der
Antikérper wurde 1:100 mit dem Antibody Diluent (Roth, Karlsruhe, Deutschland) verdinnt
und die Isokontrolle aus rabbit IgG wurde 1:1000 verdiinnt, um die gleiche Endkonzentration

zu erreichen. Die Proben wurden tber Nacht bei 4° C mit dem Primarantikorper inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden die Schnitte drei Mal fiir 10 min mit dem Dako Waschpuffer

gewaschen und fir eine Stunde mit dem Sekundarantikérper Alexa Fluor 555 rabbit
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(Verdlnnung 1:200) im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die
Objekttrager erneut drei Mal fiir 10 min mit dem Waschpuffer gewaschen und mit Roti-Mount
Flourcare DAPI eingedeckt. Die Bilder wurden mit einem Axio Observer Z1 Mikroskop (Carl

Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit einer 400-fachen VergréRerung aufgenommen.

2.2.8 Immuncytochemie

Fir die ASC-Farbung wurden MM6- und Jurkat-Zellen in 24-Well-Platten ausgesat (1*10°
Zellen pro Well in 500 pl Medium). Die MG63-Zellen wurden in 48-Well-Platten angeziichtet
(0,2*10° Zellen pro Well in 500 pl Medium), deren Wells Deckglaschen mit einem
Durchmesser von 10 mm enthielten. Nach 24 h wurden die Zellen mit den Partikeln
stimuliert. Die Zellansatze und die Partikelmengen fiur die Stimulation sind in Tabelle 12 zu
sehen. Nach einer Inkubationszeit von 24 h mit den Partikeln wurden die Suspensionszellen
aus den Wells in Tubes uberfuhrt und fir 5 min bei 700 g zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde in 400 ul FCS-freiem Medium resuspendiert. In einer 48-Well-Platte wurden
50 pl der Zelllésung und 500 pl FCS-freies Medium pro Well auf ein mit Poly-L-Lysin
beschichtetes Deckglaschen gegeben und fir 30 min bei 37° C inkubiert (siehe 2.2.6
Phalloidin-Red-Farbung). Anschlieend wurden die Deckglaschen aller Zelllinien drei Mal mit
PBS gesplilt.

Zur Fixierung wurden 500 pl einer gekuhlten Methanol-Aceton-Lésung (1:1) flr 5 min bei

4° C in jedes Well gegeben. Danach wurden die Deckglaschen erneut drei Mal mit PBS
gespult. AnschlieRend wurden die Zellen mit Triton permeabilisiert. Dafir wurden 500 pl
Triton (0,1 % in PBS) in jedes Well auf die Deckglaser gegeben und fur 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckglaser drei Mal fir je 5 min auf
einem Schuttler mit PBS gewaschen. Danach erfolgte die Blockierung mit 4 % BSA in PBS
fir 1 h bei Raumtemperatur. In jedes Well wurden 150 pl des ASC-Antikérpers (1:100,
sc-514414, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) bzw. der Isotyp-Kontrolle (1:1250,
Mouse IgG Isotype Control, 02-6502, Thermo Fisher, Waltham, USA) gegeben und Uber
Nacht bei 4° C auf dem Schdttler inkubiert. Nach 24 h wurden die Deckglaser erneut drei Mal
fur je 5 min mit PBS auf dem Schittler gewaschen. Danach wurden 150 pl des Sekundar-
Antikorpers (1:200, Alexa Flour 555 anti mouse, A-31570, Thermo Fisher, Waltham, USA) in
jedes Well gegeben und fir 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur auf dem Schdttler inkubiert.
AnschlieRend wurden die Deckglaser erneut mit PBS gewaschen und mit Roti-Mount
Flourcare DAPI auf Objekttragern eingedeckt. Die Farbungen wurden mit dem Axio Observer
Z1 Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit 630-facher Vergrolierung
aufgenommen. Die vom ASC-Antikérper angefarbte Flache wurde in Fiji (ImageJ) bestimmt

und relativ zur Zellzahl ausgewertet (155).
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Tabelle 12: Ubersicht der Zellkulturansétze und Partikelmengen fiir die ICC

Zelllinie | WellgroRe Zellzahl | Medium Partikelanzahl pro Well
MM6 24-Well-Platte 1x10° 500 pl VLE- 0,486 x 10°, 10°, 107
(Oberflache = 1,9 cm?) RPMI 1640 Partikel
Medium
Jurkat | 24-Well-Platte 1x10° 500 pl VLE- 0,486 x 10°, 10°, 107
(Oberflache = 1,9 cm?) RPMI 1640 Partikel
Medium
MG63 48-Well-Platte 0,2x 10° | 500 pl VLE- 0,255 x 10°, 10°, 107
(Oberflache = 1 cm?) DMEM Partikel

2.2.9 RNA-Isolierung

Fir die Isolierung der Ribonukleinsaure (RNA) fir die quantitative Echtzeit Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) wurden die MG63-Zellen in 12-Well-Platten ausgesat (3*10°
Zellen pro Well in 1 ml VLE-DMEM Medium) und die Suspensionszellen (MM6 und Jurkat) in
24-Well-Platten (1*10° Zellen pro Well in 1 ml VLE-RPMI 1640 Medium). Nach 24 h wurden
die Zellen fir 24 h mit den Partikeln inkubiert. In Tabelle 13 sind die genauen
Partikelmengen und Zellkulturansatze fir die RNA-Isolierung dargestellt. Die
Suspensionszellen (MM6 und Jurkat) wurden aus den Wells in ein Tube Uberfuhrt und fir
5 min bei 700 g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen und 500 pl Trizol
zu dem Zellpellet hinzugegeben. Bei den MG63 Zellen wurde das Medium abgenommen,
500 pl Trizol zu den Zellen in das Well gegeben und die Zellen in ein Tube Uberfiihrt.
Wahrend der RNA-Isolierung wurden die Proben auf Eis gelagert und die Zentrifugen auf
eine Temperatur von 4° C gekuhlt, die Arbeitsflache wurde vorher mit RNase away Spray

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gereinigt.

Die Tubes wurden fiir 10 min bei 17.000 g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Tube
Uberfihrt. Als Nachstes wurden 100 pl Chloroform zu jeder Probe gegeben und fir 20 s auf
dem Vortexer durchmischt. Danach wurden die Proben fur 2 min auf Eis inkubiert und dann
fur 15 min bei 10.000 g zentrifugiert. Die Proben trennen sich bei der Zentrifugation in drei
Phasen, von denen die oberste wassrige Phase abgenommen und weiterverwendet wurde.
Zu dieser Phase, die die RNA enthalt, wurde 250 ul gekuhltes Isopropanol gegeben. Die
Proben wurden gevortext und fur 20 min auf Eis inkubiert, anschlieend wurden sie fur

40 min bei 17.000 g zentrifugiert. Danach wurde das Isopropanol abgenommen und 500 pl
vorgekuhltes Ethanol (70 %) zu dem Pellet hinzugegeben und mehrfach mit der Pipette
gemischt. Die Proben wurden anschlief3end fir 5 min bei 17.000 g zentrifugiert und das
Ethanol abgenommen. Das RNA-Pellet trocknete nun fir ca. 30 min bei Raumtemperatur.
Das Pellet wurde in 12 yl RNase-freiem Wasser gelést und die RNA-Konzentration durch die
Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm am Tecan bestimmt. Zusatzlich wurde der
Reinheitsgrad der Probe durch die 260/280-Ratio bestimmt.
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Tabelle 13: Ubersicht der Zellkulturansétze und Partikelmengen fiir die gRT-PCR

Zelllinie | WellgroRe Zellzahl | Medium Partikelanzahl pro Well
MM6 24-Well-Platte 1x10° 1000 pl VLE- 0,486 x 10°, 10°, 107
(Oberflache = 1,9 cm?) RPMI 1640 Partikel
Medium
Jurkat | 24-Well-Platte 1x10° 1000 pl VLE- 0,486 x 10°, 10°, 107
(Oberflache = 1,9 cm?) RPMI 1640 Partikel
Medium
MG63 12-Well-Platte 3x10° 1000 pl VLE- 1x10° 10, 107 Partikel
(Oberflache = 3,9 cm?) DMEM

2.2.10 Reverse Transkription

Fir die gRT-PCR muss die RNA zunachst in cDNA transkribiert werden. Daflir wurden die
Proben entsprechend ihres RNA-Gehaltes mit RNase-freiem Wasser so verdiinnt, dass eine
Endkonzentration von 1 uyg RNA in 10 uL Wasser erreicht wurde. Zu den verdiinnten Proben
wurden jeweils 10 pl eines RT-Mastermixes hinzugefigt, sodass ein Gesamtvolumen von
20 pl entstand. Die Zusammensetzung des Mastermixes fir die reverse Transkription in
Tabelle 14 gezeigt.

Tabelle 14: Mastermix fiir die Reverse Transkription

Mastermix fiir die Reverse Transkription pro Probe

RT-Buffer (10x): 2yl
dNTPs (25x): 0,8 ul
RT Random Hexamer Primer (10x): 2yl
Multi Scribe RT (50 U/pl): 1ul
RNase-Inhibitor: 1l
RNase freies Wasser: 3,2 ul

Die Proben wurden im Thermocycler (Biorad T100, Bio-Rad, Hercules, USA) fir 10 min bei
25° C, 120 min bei 37° C und 5 min bei 85° C transkribiert und anschliel3end bei -80° C
gelagert.

2.2.11 qRT-PCR

In der qRT-PCR wurde die Expression der Inflammasom-Bestandteile Caspase-1 und
NLRP3 sowie die Expression von IL-18 in MM6-, Jurkat- und MG63-Zellen nach Stimulation
mit CoNiCrMo- und TiAIV-Partikeln gemessen. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase) wurde als konstitutiv exprimiertes Referenzgen bestimmt. Die verwendeten
Primer fur die qRT-PCR sind in Tabelle 15 aufgelistet.
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Tabelle 15: Primersequenzen fiir die gRT-PCR

Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’
Caspase-1 GCC TGT TCC TGT GAT GTG GAG TGC CCA CAG ACATTC ATA CAG
TTTC
NLRP3 GAT CTT CGC TGC GAT CAA CA GGG ATT CGAAAC ACGTGC ATTA
IL-1B ACA GAT GAAGTGCTCCTTCCA  GTC GGA GAT TCG TAG CTG GAT
GAPDH CCCACTCCTCCACCTTTGAC AGC CAA ATT CGT TGT CAT ACC
AG

Zunachst wurde die synthetisierte cDNA im Verhaltnis 1:5 mit RNase-freiem Wasser
verdunnt. Fur jedes Gen wurde ein Mastermix angesetzt. Die Herstellung des Mastermixes
ist in Tabelle 16 zu sehen. Pro Well der 384-Well-Platte wurden 7,5 ul Mastermix und 2,5 ul
cDNA bendtigt. Die Proben wurden als Doppelbestimmungen aufgetragen. Flir jedes Gen
wurden vier Standards und eine NTC (non-template control) mit Wasser ebenfalls als

Doppelbestimmung aufgetragen. Die Proben und die Platte wurden auf Eis gelagert.

Tabelle 16: Mastermix fiir die QRT-PCR

Mastermix fiir die qRT-PCR pro Probe

Forward Primer (10 uM): 0,5 ul
Reverse Primer (10 uM): 0,5 ul
SYBR Green Master Mix: 5ul

RNase-freies Wasser: 1,5 ul

Nachdem die Proben aufgetragen wurden, wurde die Platte mit einer Folie verschlossen und
fur ca. 20 s in einer Plattenzentrifuge zentrifugiert. Die qRT-PCR wurde im Tagman ABI
Prism 7900HT (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit den in
Tabelle 17 dargestellten Einstellungen durchgefuhrt.

Tabelle 17: Einstellungen fiir die qRT-PCR

Temperatur Dauer
Pra-Inkubation 95°C 15 min
Amplifikation (x40) 95° C (Denaturierung) 30s
60° C (Annealing) 30s
72° C (Elongation) 45 s
Schmelzkurve 95°C 15s
60° C 15s
95°C 15s
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Die Daten wurden mit SDS 2.4 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) ausgewertet. Mithilfe der Standards wurden Standardkurven fir die Quantifizierung
erstellt. Aulerdem wurden die Schmelzkurven analysiert, um nachzuweisen, dass es sich
bei den Produkten um die spezifischen PCR-Produkte handelt. Die mRNA-Expression der

untersuchten Gene wurde relativ zur Expression von GAPDH betrachtet.

2.2.12 Herstellung der Standards flr die qRT-PCR

Fir jeden Primer wurde zunachst ein Standard hergestellt und verdinnt. Hierfur wurde fur
jedes Gen eine PCR mit dem Bio Rad T100 Termocycler (Bio-Rad, Hercules, USA)
durchgefihrt. Der Ansatz erfolgte wie bei der qRT-PCR, es wurden 2,5 pl jeder Probe mit
7,5 yl des Mastermix (siehe Tabelle 14) angesetzt. Die Einstellungen flr die PCR stimmten
mit den Einstellungen fir die gRT-PCR am Tagman Uberein (siehe Tabelle 17). Das PCR-
Produkt wurde auf einem Agarosegel (2 %) bei 150 V flr 45 min in der
Elektrophoresekammer aufgetrennt. Hierfir wurden 6 pl des PCR-Produkts, 6 ul Wasser und
2 pl Loading Dye (6x) (New England Biolabs, Ipswich, USA) aufgetragen. Zuséatzlich wurde
ein Groflenmarker (100 bp DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, USA)) aufgetragen,
um die GroRRe des PCR-Produkts zu Uberprifen. Die PCR-Produkte wurden mit dem
Agarosegel Imager Infinity-1000 (peqLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland) dargestellt.

Die Standards wurden wie in Tabelle 18 beschrieben verdinnt.

Tabelle 18: Verdiinnung der Standards fiir die QRT-PCR

Standard 1 999 ul Wasser + 1 yl PCR-Produkt (1:1000)
Standard 2 31 pl Wasser + 1 yl Standard 1 (1:32)
Standard 3 31 pl Wasser + 1 yl Standard 2 (1:32)
Standard 4 15 pl Wasser + 1 pl Standard 3 (1:16)

2.2.13 SDS-PAGE und Western Blot
Fir den Western Blot wurden MM6- und Jurkat-Zellen in 24-Well-Platten angesetzt (1*10°
Zellen pro Well) und auf 1 ml mit VLE-RPMI 1640 Medium aufgefiillt. Die MG63-Zellen
wurden in 12-Well-Platten angesetzt (3*10° Zellen pro Well) und VLE-DMEM Medium bis zu
einem Gesamtvolumen von 1 ml hinzugeflgt. Nach 24 h Zellwachstum wurden die Zellen fur
24 h mit den Metallpartikeln inkubiert. In Tabelle 19 sind die Zellkulturansatze und die
Partikelmengen fur die Zellstimulation fur den Western Blot gezeigt. Nach 24 h Inkubation mit
den Partikeln wurden die Suspensionszellen aus den Wells in Tubes Uberfihrt und fir 5 min
bei 700 g und 4° C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen und 500 pl
gekihltes PBS zu dem Zellpellet hinzugefligt. Daraufhin wurden die Proben erneut fir 5 min
bei 700 g zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen und 150 ul NP - 40 Lysepuffer
(1 % NP - 40) hinzugefigt. Bei den MG63-Zellen wurde nach 24 h das Medium
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abgenommen und 500 pl gekuhlte PBS in die Wells gegeben. Die Zellen wurden mit einem
Zellschaber vom Boden der Wells gel6st und in ein Tube Uberfiihrt. Danach wurden die
Zellen fur 5 min bei 700 g zentrifugiert und wie oben beschrieben mit Lysepuffer behandelt.
Die Proben wurden fir 1 h bei 4° C auf einem Rollschittler gemischt und anschlieRend fur
10 min bei 12.000 g zentrifugiert.

Die Proteinkonzentrationen der Zelllysate wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), wie vom Hersteller empfohlen, bestimmt.
AnschlieRend wurden die Proben mit PBS auf eine Konzentration von 20 ug Protein/20 pl
PBS verdinnt.

Zu jeder Probe mit einem Volumen von 20 ul wurde im Anschluss 4 pl Sample Buffer
hinzugegeben. Die Proben wurden fur 5 min bei 95° C im Heizblock (ThermoMixer C,
Eppendorf, Hamburg) denaturiert, kurz herunterzentrifugiert und auf Eis gelagert. Die Proben

und der GréRenmarker wurden in die Kammern eines 10 % Acrylamid-Gels gefilllt.

Zum Gielden der Acrylamidgele wurden zwei Glasplatten in einem Abstand von 1 mm in eine
Halterung eingespannt. Die entstandene Kammer wurde erst zu ca. 4/5 mit Trenngel (siehe
Tabelle 8) befiillt und mit Isopropanol bedeckt. Nach 30 min Polymerisierung wurde das
Isopropanol entfernt und das Gel mit dH2O gespllt. Danach wurde das Sammelgel (siehe
Tabelle 8) eingefillt, ein 10er-Gelkamm eingesetzt und ebenfalls 30 min Polymerisierung

abgewartet.

Die Proben wurden fir 60 min bei einer Spannung von 130 V in einer mit Laufpuffer gefillten
Elektrophoresekammer aufgetrennt. Nach einer Stunde wurde das Gel aus der Kammer

entfernt und das Sammelgel abgetrennt.

Fir den Western Blot wurde die Gelhalterkassette von der Kathode zur Anode in der
folgenden Anordnung beflllt: Schaumstoffpolster, Filterpapier, Gel, Nitrocellulosemembran,
Filterpapier, Schaumstoffpolster. Alle Bestandteile wurden dabei in Blotpuffer gelagert. Die
Elektrophoresekammer wurde auf einen Magnetrihrer gestellt. Nachdem die
Gelhaltekammer und ein Kuhlakku in die Kammer gestellt wurden, wurde sie mit Blotpuffer
aufgefllt. Das Blotten erfolgte bei einer Stromstérke von 350 mA fiir 1 h. Die Ubertragung
der Proteine auf die Membran wurde mit der Ponceau S-Farbung uberprift. Anschlie3end
wurde die Membran mehrfach gewaschen. Danach wurden die Membranen fur 1 h mit 1 %
BSA in TBS-T bei Raumtemperatur auf dem Schiittler blockiert. Uber Nacht wurden die
Membranen bei 4° C mit dem Primarantikdrper gegen das p20-Fragment von Caspase-1
(1:400, Caspase-1-Antikdrper, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) auf einem Schuittler
inkubiert. Im Anschluss wurden die Membranen 3 x 10 min mit TBS-T gewaschen. Danach

wurden sie fur 1 h mit dem Sekundarantikérper (1:10.000, goat anti-mouse IgG HRP, Santa
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Cruz Biotechnology, Dallas, USA) bei Raumtemperatur inkubiert und erneut 3 x 10 min mit
TBS-T gespuilt. Zum Detektieren wurde 1 ml der ECL-Lésung (siehe Tabelle 10) auf jede
Membran gegeben. Die Banden des GréRenmarkers wurden mit dem WesternSure Pen
nachgezeichnet und die Membranen im Imager (Biorad ChemiDoc MP Imaging System, Bio-
Rad, Hercules, USA) detektiert.

Far die Markierung mit GAPDH wurden die Membranen gestrippt, d. h. die
Antikérperbindungen wurden aufgeldst, sodass die Bindung eines neuen Antikorpers
erfolgen konnte. Hierflir wurden die Membranen zuerst 5 min in TBS gewaschen und dann
fur 2 x 5 min mit 10 ml Stripping Buffer (Tabelle 9) und 70 pl Mercaptoethanol inkubiert.
AnschlieRend wurden die Membranen 3 x 10 min mit TBS-T gewaschen und fir 1h mit 1 %
BSA in TBS-T blockiert. Im Anschluss wurden die Membranen mit dem GAPDH-Antikérper
(1:1.000, Cell Signaling, Danvers, USA) wie fur Caspase-1 beschrieben behandelt
(Sekundarantikérper: 1:10.000, goat-anti-rabbit IgG HRP (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
USA)).

Tabelle 19: Ubersicht der Zellkulturansétze und Partikelmengen fiir den Western Blot

Zelllinie | WellgroRe Zellzahl | Medium Partikelanzahl pro Well

MM6 24-Well-Platte 1x10° | 1000 pl VLE-RPMI 0,486 x 10°, 10°, 10’
(Oberflache = 1,9 cm?) 1640 Medium Partikel

Jurkat | 24-Well-Platte 1x10° | 1000 pl VLE-RPMI 0,486 x 10°, 108, 10’
(Oberflache = 1,9 cm?) 1640 Medium Partikel

MG63 12-Well-Platte 3x10° | 1000 pl VLE-DMEM | 1 x 10° 10° 10’ Partikel
(Oberflache = 3,9 cm?)

2.3 Statistische Auswertung

Die Daten wurde mit GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, USA) ausgewertet.
Die Werte sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Fiir Analysen mit zwei Gruppen wurde der
t-Test verwendet. Bei mehr als zwei Gruppen wurde ein one-way ANOVA mit dem Fisher's
least significant difference oder Dunnett’s multiple comparisons test als post-hoc-Test

angewendet. P-Werte p < 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse
3.1 Erhohter oxidativer Stress in periprothetischem Gewebe von MoM-Patienten
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Abbildung 3: 4-HNE-Farbung von Gewebe der Gelenkkapsel von Revisionsoperationen von MoM-HIift-TEPs (A);
und von Primérimplantationen (B) (orange: 4-HNE, blau: DAPI, 400x Vergré3erung); C) 4-HNE-pos. Fldche der
einzelnen Gewebeproben (Mittelwerte + SEM, 3 Werte pro Probe); D) Ergebnisse des ungepaarten t-Tests fiir die
Mittelwerte der 4-HNE-pos. Fldche von Primér- und Revisionseingriffen (Mittelwert + SEM). **entspricht p < 0,01
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Da oxidativer Stress die Basis fur die Aktivierung des Inflammasoms durch metallische
Abriebpartikel sein kdnnte, habe ich zunachst die Lipidperoxidation mittels 4-HNE Farbung
im Gewebe von finf Patienten mit primaren TEP-Implantationen mit Gewebeproben von
sieben Patienten mit Revisionen von MoM-H(Uft-TEPs aufgrund von aseptischen
Prothesenlockerungen verglichen. Von jeder Patientenprobe wurden drei Bilder
aufgenommen und analysiert. In Abbildung 3 kann man erkennen, dass in den Geweben von
MoM-Revisionseingriffen deutlich mehr 4-HNE-positive Zellen zu sehen sind als bei den
Proben der Priméareingriffe. In den Aufnahmen der Revisionsproben ist zudem der

Metallabrieb in der Hellfeld-Aufnahme zu sehen.

Der Mittelwert der 4-HNE-positiven Flache war bei den Geweben der Revisionseingriffe
signifikant hdher als bei den Proben von Primarimplantationen (Primareingriffe: 0,19 %,
Revisionseingriffe: 2,51 %, p = 0,0012). Der Unterschied zwischen den Mittelwerten betrug
2,32 0,66 %. Der niedrigste Mittelwert der 4-HNE-positiven Flache bei den Revisionsproben
lag bei 0,56 +0,26 % (Rev. 7) und der hichste bei 4,21 £1,65 % (Rev. 3). Bei den
Primareingriffen lag der niedrigste Mittelwert der mit dem 4-HNE-Antikdrper angefarbten
Flache bei 0,0024 +0,0018 % (Prim. 1) und das Maximum bei 0,61 0,38 % (Prim. 3).

3.2 Charakterisierung der eingesetzten Partikel

Die Partikel wurden auf ihre chemische Zusammensetzung und Morphologie im REM
untersucht. Die Ubersichtsaufnahmen zeigen, dass die Partikel von beiden Legierungen eine
grol3e Diversitat in ihren Formen und Gré3en aufweisen. Eine Messung einzelner
PartikelgroRen ergab Grofien von ca. 50 nm bis 15 ym. In den Aufnahmen mit 5000-facher
VergroRerung zeigt sich eine Agglomeration der Partikel. Beide Partikelarten haben eine
unregelmafige Form und eine tUberwiegend raue Oberflache. Die EDS-Spektren der Partikel
zeigen, dass nur Bestandteile der jeweiligen Legierung enthalten sind. Die Analyse der
Partikelzusammensetzung zeigt bei beiden Legierungen, dass die Verteilungen der
Elemente mit kleineren Abweichungen mit den Anforderungen der ISO-Normen (ISO 5832-2,

5832-6) Ubereinstimmen.
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Nickel 34,73 33-37 Aluminium | 4,11 55-6,75
Chrom 19,89 19-21 Vanadium | 4,28 3,56-4,5
Molybdan 12,12 19-11

Abbildung 4: REM-Aufnahmen und EDS-Analysen der CoNiCrMo- und TiAlV-Partikel. A) REM-Aufnahme der
CoNiCrMo-Partikel bei 1200x VergréBerung. B) REM-Aufnahme der CoNiCrMo-Partikel bei 5000x Vergréf3erung.
C) EDS-Spektrum der analysierten CoNiCrMo-Partikel und Vergleich mit der ISO 5832-6. D) REM-Aufnahme der
TiAIV-Partikel bei 1200x VergréBerung. E) REM-Aufnahme der TiAIV-Partikel bei 5000x Vergré3erung. F) EDS-
Spektrum der analysierten TiAlIV-Partikel und Vergleich mit der ISO 5832-3. (156, 157)
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Bei der Messung im Mastersizer 3000E wurde die GroRenverteilung der Partikel mittels
Laserbeugung bestimmt. Die Auswertung basiert auf dem Anteil der Partikel der jeweiligen
GroRenklasse an dem Gesamtvolumen der gemessenen Partikel. Es war ein Unterschied in
der Groflenverteilung zwischen den CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln erkennbar. Bei der
CoNiCrMo-Partikellésung war der Volumenanteil von Partikeln mit einer Grofte > 100 um
deutlich groRer als in der TiAlV-Partikellésung. In beiden Lésungen machen die Partikel mit
einer Grof3e von ca. 10 um den grofiten Teil des Volumens aus. Im Grofienbereich < 10 ym

weisen beide Partikelarten eine nahezu identische GréRenverteilung auf.
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Abbildung 5: GréBenverteilung der CoNiCrMo- und TiAlV-Partikel gemessen mit dem Mastersizer 3000E. A)
GréBenverteilung der CoNiCrMo-Partikel. B) Gré3enverteilung der TiAlV-Partikel.

Die Grofienanalyse der Partikel im Zetasizer Nano ZS erfolgte mittels dynamischer
Lichtstreuung und ist ebenfalls volumenbasiert. Die Messung fand im Ultraschallbad statt.
Die Analyse ergab deutlich kleinere Werte fiir die PartikelgréRen als die Messung im
Mastersizer 3000E. Die Auswertung zeigte bei den CoNiCrMo-Partikeln einen Peak der
volumenbasierten GréRenverteilung bei einer Partikelgré3e von 675 £153,7 nm. Der
Mittelwert der Partikeldurchmesser lag bei 1,17 uym. Bei den TiAlV-Partikeln gab es einen
kleineren Peak bei einem Partikeldurchmesser von 255,3 +47,88 nm und einen zweiten bei
919,8 £240,8 nm. Der mittlere Durchmesser der TiAlV-Partikel betrug 909,4 nm. Der PDI
(polydispersity index) war in beiden Proben > 0,4 (CoNiCrMo: 0,574; TiAlV: 0,695), was auf

eine breite Verteilung der PartikelgréRen hinweist.

A CoNiCrMo _ B _ TiAlV

Abbildung 6: Analyse der Gré3enverteilung der CoNiCrMo- und TiAlV-Partikel im Zetasizer Nano ZS. Der Anteil
der Partikel der jeweiligen GréBenklasse am Gesamtvolumen der Probe ist auf der y-Achse darstellt. A)
GréBenverteilung der CoNiCrMo-Partikel. B) Gré3enverteilung der TiAlV-Partikel.
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3.3 Geringer Einfluss der verwendeten Partikel auf die Zellviabilitat

Mit dem WST-1-Assay wurde die metabolische Aktivitat der Zellen nach der Inkubation mit
den getesteten Partikelmengen untersucht, um einen Eindruck Gber die Zellviabilitat zu
bekommen. Insgesamt zeigte sich, dass die Zellviabilitat der untersuchten Zellen durch die
Stimulation mit den getesteten Partikelmengen tber 24 h nicht oder nur geringflgig reduziert

wurde.

Abbildung 7 zeigt die Zellviabilitdt der MM6-Zellen nach der Stimulation mit den CoNiCrMo-
bzw. TiAlV-Partikeln fir 24 h und 48 h. Es zeigte sich eine leichte Reduktion der Zellviabilitat
nach der Inkubation mit CoNiCrMo-Partikeln fiir 24 h in allen getesteten Mengen. Nach der
Stimulation mit 10° CoNiCrMo-Partikeln war die Zellviabilitdt um 3,31 20,25 % (p = 0,0169)
reduziert. Die starkste Reduktion zeigte sich nach der Stimulation mit 106 CoNiCrMo-
Partikeln (5,87 +0,53 %, p = 0,0005), nach der Stimulation mit 10” CoNiCrMo-Partikeln zeigte
sich ein Abfall um 4,28 +1,1 % (p = 0,004). Abbildung 7B zeigt, dass die Stimulation der
MM®6-Zellen mit TiAIV-Partikeln fur 24 h nicht zu einer signifikanten Veranderung der
Zellviabilitat fuhrte.

In Abbildung 7C sind die Ergebnisse nach einer Stimulation der MM6-Zellen mit CoNiCrMo-
Partikeln fiir 48 h gezeigt. Es zeigte sich eine dosisabhangige signifikante Reduktion der
Zellviabilitat nach der Stimulation mit allen getesteten Partikelmengen (10° CoNiCrMo-
Partikel: 4,22 +0,53 %, p = 0,0019; 10° CoNiCrMo-Partikel: 11,72 +0,61, p < 0,0001; 10’
CoNiCrMo-Partikel: 13,17 £0,79 %, p < 0,0001). Bei der Inkubation der MM6-Zellen mit
TiAIV-Partikeln fiir 48 h zeigte sich bei einer Partikelmenge von 10° Partikeln eine Reduktion
der Zellviabilitat um 5,44 +1,45 % (p = 0,007). Die anderen getesteten Partikelmengen der
TiAIV-Partikel hatten keinen Einfluss auf die Viabilitdt der MM6-Zellen.
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Abbildung 7: Zellviabilitét der MM6-Zellen nach 24 h und 48 h Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln. Die
Partikelmengen von 10%, 10° und 107 Partikeln beziehen sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurden
an die Oberfldchen der verwendeten Wells angepasst. Die Zellviabilitdt wurde zur unbehandelten Kontrolle
normiert. A) 24 h Inkubation mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt zu einer leichten Reduktion der Viabilitdt von MM6-
Zellen (105 CoNiCrMo-Partikel: 0,967 +0,003, p = 0,017; 10° CoNiCrMo-Partikel: 0,941 0,005, p = 0,0005;

107 CoNiCrMo-Partikel: 0,957 +0,011, p = 0,004). B) Die Inkubation mit TiAlV-Partikeln fiir 24 h hat keinen
Einfluss auf die Viabilitat von MM6-Zellen. (10° TiAlV-Partikel: 0,987 +0,030, p = 0,872; 10° TiAlV-Partikel:

0,984 +0,002, p = 0,803; 107 TiAlV-Partikel: 1,043 +0,006, p = 0,188). C) 48 h Inkubation mit CoNiCrMo-Partikeln
fiihrt zu einer Reduktion der Viabilitat der MM6-Zellen (10° CoNiCrMo-Partikel: 0,958 +0,005, p = 0,002;

10% CoNiCrMo-Partikel: 0,883 +0,006, p < 0,0001; 107 CoNiCrMo-Partikel: 0,868 +0,008, p < 0,0001). D) Die
Inkubation von MM6-Zellen mit 10° TiAIV-Partikeln fiir 48 h filhrt zu einer Reduktion der Zellviabilitdt (10° TiAlIV-
Partikel: 0,963 0,004, p = 0,05; 10° TiAlIV-Partikel: 0,946 +0,014, p = 0,007; 107 TiAIV-Partikel:0,986 +0,01,

p = 0,598). Die statische Analyse wurde mit einer ANOVA und einem Dunnett’s multiple comparisons-post-hoc
Test durchgefiihrt. n = 3. * entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001

Der Einfluss der Partikelstimulation auf die Viabilitdt der MG63-Zellen ist in Abbildung 8
gezeigt. Die Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln fiir 24 h flhrte nicht zu einer signifikanten
Veranderung der Viabilitdt der MG63-Zellen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Die
Inkubation der MG63-Zellen mit 10° und 10° TiAIV-Partikeln fiir 24 h fihrte zu einer Abnahme
der Zellviabilitat (10° TiAIV-Partikel: 4,31 0,85 %, p = 0,008; 10° TiAlV-Partikel:

4,05 +0,80 %, p = 0,012). Nach der Stimulation der MG63-Zellen mit 10" TiAIV-Partikel fiir
24 h zeigte sich keine Veranderung der Zellviabilitat. Die Inkubation der MG63-Zellen mit 10°
und 10° CoNiCrMo-Partikeln fiir 48 h hatte gleichfalls keinen Einfluss auf die Zellviabilitat.
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Nach der Stimulation der MG63-Zellen mit 10’ CoNiCrMo-Partikeln fiir 48 h zeigte sich im
Vergleich zu unstimulierten Kontrolle eine erhdhte Zellviabilitat (6,6 £0,90 %, p < 0,0001). Die
Funktionsfahigkeit der MG63-Zellen wurde durch die Stimulation mit TiAlV-Partikeln in den

untersuchten Dosierungen fir 48 h nicht beeinflusst.
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Abbildung 8: Zellviabilitét der MG63-Zellen nach 24 h und 48 h Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikein. Die
Partikelmengen von 10%, 10° und 107 Partikeln beziehen sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurden
an die Oberfldchen der verwendeten Wells angepasst. Die Zellviabilitédt wurde zur unbehandelten Kontrolle
normiert. A) Die Inkubation der MG63-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln fiir 24 h beeinflusst die Zellviabilitét nicht
(10° CoNiCrMo-Partikel: 0,95 +0,0024, p = 0,167; 10° CoNiCrMo-Partikel: 0,96 0,022, p = 0,263; 10”7 CoNiCrMo-
Partikel: 0,97 +0,027, p = 0,58). B) Die Inkubation der MG63-Zellen mit TiAlV-Partikeln fiir 24 h fiihrt zum Teil zu
einer Reduktion der Zellviabilitét (10° TiAIV-Partikel: 0,96 0,008, p = 0,008; 10° TiAlV-Partikel: 0,96 +0,008,

p =0,012; 107 TiAlV-Partikel: 1,01 +0,009, p = 0,76). C) Die Inkubation der MG63-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln
fiir 48 h fiihrt nicht zu einer Reduktion der Zellviabilitat (10° CoNiCrMo-Partikel: 0,99 0,004, p = 0,99;

10°% CoNiCrMo-Partikel: 1,003 +0,003, p = 0,97; 107 CoNiCrMo-Partikel: 1,066 +0,009, p<0,0001). D) 48 h
Inkubation von MG63-Zellen mit TiAIV-Partikeln hat keinen Einfluss auf die Zellviabilitét (10° TiAlV-Partikel:

0,99 +0,012, p = 0,98; 10° TiAIV-Partikel: 0,98 +0,006, p = 0,45; 107 TiAlV-Partikel: 1,04 +0,019, p = 0,072). Die
statistische Analyse wurde mit einer ANOVA und einem Dunnett’s multiple comparisons-post-hoc Test
durchgefiihrt. n = 3. * entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001.
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In Abbildung 9 ist der Einfluss der Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln fir 24 und
48 h auf die Viabilitat der Jurkat-Zellen dargestellt. Bei den Jurkat-Zellen zeigte sich nach der
Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln fir 24 und 48 h keine signifikante Veranderung der
Zellviabilitat. Die Stimulation mit 10° und 10° TiAIV-Partikeln fiir 24 und 48 h hatte ebenfalls
keinen signifikanten Einfluss auf die Viabilitéat der Jurkat-Zellen. Bei der Inkubation der
Jurkat-Zellen mit 10 TiAIV-Partikeln war ein Anstieg der Formazanproduktion im Vergleich
zur Kontrolle um 3,8 +2,12 % (p = 0,35) nach 24 h Stimulation und 2,4 +0,42 % (p = 0,039)

nach 48 h Stimulation feststellbar.

A Jurkat 24 h B Jurkat 24 h
1.5 1.5
o §o
s 5 g . x .
> C J C v -
£ S 1.0- == — E 2 1.0 ==
? c nc
c o c O
28 2e
s 3 2
22 0.5 2 -:E 0.5
<3 <3
T T
4 I
0.0_ T T 0.0_ T T
Ko 10° 10° 10’ Ko 10° 10° 10’
Partikelmenge (CoNiCrMo) Partikelmenge (TiAIV)
C Jurkat 48 h D Jurkat 48 h
1.5+ 1.5
§o 5o
8L o .
ES 1.0 ES 1.0
=X p— =X . —
N c »w c
c o c o
£e £e
5 3 5 3
22 0.5 22 0.5
<3 <3
T T
12 @
0.0- T T 0.0- T T
Ko 10° 10° 10’ Ko 10° 10° 10’
PartikelImenge (CoNiCrMo) Partikelmenge (TiAlV)

Abbildung 9: Zellviabilitét der Jurkat-Zellen nach 24 h und 48 h Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikein. Die
Partikelmengen von 10°, 10° und 107 Partikeln beziehen sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurden
an die Oberfldchen der verwendeten Wells angepasst. Die Zellviabilitdt wurde zur unbehandelten Kontrolle
normiert. A) Die Inkubation der Jurkat-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln fiir 24 h beeinflusst die Zellviabilitét nicht
(10° CoNiCrMo-Partikel: 0,98 +0,039, p = 0,88; 10° CoNiCrMo-Partikel: 0,98 +0,026, p = 0,86; 10" CoNiCrMo-
Partikel: 1,05 £0,015, p = 0,46). B) Inkubation mit TiAIV-Partikeln fiir 24 h reduziert die Zellviabilitat der Jurkat-
Zellen nicht (10° TIAIV Partikel: 0,93 +0,018, p = 0,044, 10° TiAlV-Partikel: 0,94 0,021, p = 0,12; 107 TiAIV-
Partikel: 1,04 +0,021, p = 0,35). C) Die Inkubation der Jurkat-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln fiir 48 h hat keinen
Einfluss auf die Zellviabilitat (10° CoNiCrMo-Partikel: 0,98 0,009, p = 0,26; 10° CoNiCrMo-Partikel: 1,003 +0,005,
p = 0,86; 107 CoNiCrMo-Partikel: 1,05 +0,015, p = 0,46). D) Die Inkubation von Jurkat-Zellen mit TiAlV-Partikeln
fiir 48 h fiihrt nicht zu einer Reduktion der Zellviabilitit (10° TiAlV-Partikel: 0,99 +0,009, p = 0,297;

10° TIAIV Partikel: 0,996 +0,005, p = 0,915; 107 TiAlV-Partikel: 1,024 +0,004, p = 0,039). Die statistische Analyse
wurde mit einer ANOVA und einem Dunnett’s multiple comparisons-post-hoc Test durchgefiihrt. n = 3. * entspricht
p <0,05
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3.4 Unterschiede in der Partikelaufnahme zwischen den getesteten Zelllinien

Mit der Phalloidin-Red-Farbung wurde das Zytoskelett der Zellen angefarbt, um die
Aufnahme der Metallpartikel zu visualisieren. In den Abbildungen 10 bis 12 sind
reprasentative Beispiele der Phalloidin-Red-Farbungen der getesteten Zelllinien nach
Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln fiir 24 h gezeigt. Die Phalloidin-Red-Farbung
zeigt, dass alle getesteten Zelllinien in der Lage waren CoNiCrMo- und TiAIV-Partikel
aufzunehmen. In den untersuchten Zelllinien gibt es keinen Unterschied bei der Aufnahme
zwischen den beiden getesteten Partikelarten. Allerdings scheint es zellartenspezifische
Unterschiede bei der Menge der aufgenommenen Partikel zu geben.

Abbildung 10 zeigt die Aufnahme der CoNiCrMo- und TiAlV-Partikel durch die MM6-Zellen
nach 24 h Inkubationszeit. Man erkennt insbesondere in der Detailaufnahme, dass bei
beiden Partikelarten Partikel innerhalb des Zytoskeletts sichtbar sind.

CoNiCrMo TiAIV

Abbildung 10: Partikelaufnahme in MM6-Zellen. Exemplarische Phalloidin-Red-Férbungen der MM6-Zellen nach
Stimulation mit 107 CoNiCrMo- und TiAIV-Partikeln fiir 24 h. Die Partikelmenge von 107 Partikeln bezieht sich auf
eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurde an die Oberflichen der verwendeten Wells angepasst. Die Zellkerne
sind mit DAPI (blau) angeférbt, das Zytoskelett der Zellen ist mit Phalloidin-Red (orange/rot) angeférbt, durch die
Uberlagerung mit der Hellfeld-Aufnahme sind die Partikel zu sehen. Die Bilder wurden mit 630x VergréBRerung
aufgenommen, fiir jedes Bild ist eine Ubersicht und ein Detailausschnitt gezeigt. A/B) Phalloidin-Red-Férbungen
der MM6-Zellen nach Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln. C/D) Phalloidin-Red-Férbungen der MM6-Zellen nach
Stimulation mit TiAIV-Partikeln.
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In Abbildung 11 ist die Partikelaufnahme durch die MG63-Zellen dargestellt. Beide
Partikelarten werden von den Zellen gleich gut aufgenommen und befinden sich
insbesondere in der Nahe des Zellkerns. Die MG63-Zellen scheinen im Vergleich zu den

anderen beiden getesteten Zelllinien mehr Partikel aufzunehmen.

CoNiCrMo TiAIV

Abbildung 11: Partikelaufnahme in MG63-Zellen. Exemplarische Phalloidin-Red-Férbungen der MG63-Zellen
nach Stimulation mit 107 CoNiCrMo- und TiAIV-Partikeln fiir 24 h. Die Partikelmenge von 107 Partikeln bezieht
sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurde an die Oberfldchen der verwendeten Wells angepasst. Die
Zellkerne sind mit DAPI (blau) angeférbt, das Zytoskelett der Zellen ist mit Phalloidin-Red (orange/rot) angeférbt,
durch die Uberlagerung mit der Hellfeld-Aufnahme sind die Partikel zu sehen. Die Bilder wurden mit 630x
VergréBerung aufgenommen, fiir jedes Bild ist eine Ubersicht und ein Detailausschnitt gezeigt. A/B) Phalloidin-
Red-Férbungen der MG63-Zellen nach Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln. C/D) Phalloidin-Red-Férbungen der
MG63-Zellen nach Stimulation mit TiAlV-Partikeln.
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Die Aufnahme der Metallpartikel durch die Jurkat-Zellen ist in Abbildung 12 gezeigt. Es ist zu
erkennen, dass die Zellen ebenfalls in der Lage sind, beide Partikelarten aufzunehmen, es
besteht hierbei kein Unterschied zwischen den beiden getesteten Legierungen. Allerdings ist
die Menge der intrazellularen Partikel bei den Jurkat-Zellen geringer als bei den anderen
beiden Partikelarten.

CoNiCrMo TiAIV

:.‘.V ..

Abbildung 12: Partikelaufnahme in Jurkat-Zellen. Exemplarische Phalloidin-Red-Fé&rbungen der Jurkat-Zellen
nach Stimulation mit 107 CoNiCrMo- und TiAIV-Partikeln fiir 24 h. Die Partikelmenge von 107 Partikeln bezieht
sich auf eine Well-Oberflache von 3,9 cm? und wurde an die Oberfldchen der verwendeten Wells angepasst. Die
Zellkerne sind mit DAPI (blau) angeférbt, das Zytoskelett der Zellen ist mit Phalloidin-Red (orange/rot) angeférbt,
durch die Uberlagerung mit der Hellfeld-Aufnahme sind die Partikel zu sehen. Die Bilder wurden mit 630x
VergréBerung aufgenommen, fiir jedes Bild ist eine Ubersicht und ein Detailausschnitt gezeigt. A/B) Phalloidin-
Red-Férbungen der Jurkat-Zellen nach Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln. C/D) Phalloidin-Red-Férbungen der
Jurkat-Zellen nach Stimulation mit TiAlV-Partikein.
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3.5 Unterschiedliche Effekte der CoNiCrMo- und TiAlV-Partikel auf die
Genexpression in den getesteten Zelllinien

Um eine potentielle Aktivierung des Inflammasoms zu untersuchen, habe ich in der

gRT-PCR die Expression von NLRP3, Caspase-1 und IL-1f relativ zu GAPDH in MM6-,

MG63- und Jurkat-Zellen nach der Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln fur 24 h

gemessen. Die Expression in den stimulierten Zellen wurde relativ zur unstimulierten

Kontrolle betrachtet.

In den MM6-Zellen war ein Anstieg der NLRP3-Expression nach der Stimulation mit
CoNiCrMo-Partikeln zu beobachten. Nach der Stimulation mit 10¢ CoNiCrMo-Partikeln war
die NLRP3-Expression in MM6-Zellen signifikant erhéht (1,74 £0,29, p = 0,0073). Die
Stimulation mit den anderen getesteten Mengen von CoNiCrMo-Partikeln fihrte ebenfalls zu
einer leichten Zunahme der NLRP3-Expression im Vergleich zur Kontrolle. Die
Caspase-1-Expression der MM6-Zellen war nach der Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln
nicht signifikant verandert, es zeigte sich aber ein konzentrationsabhangiger Anstieg. Die
IL-1B-Expression der MM6-Zellen war nach der Stimulation mit 10’ CoNiCrMo-Partikeln
erhoht. Die anderen Mengen von CoNiCrMo-Partikeln hatten keinen Einfluss auf die IL-13-

Expression in MM6-Zellen.

Die NLRP3-Expression war in MM6-Zellen nach der Stimulation mit TiAlV-Partikeln erhéht.
Nach der Stimulation der MM6-Zellen mit 10° TiAlV-Partikeln kam es zu einer Verdoppelung
der NLPR3-Expression (2,10 0,43, p = 0,0085) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.
Die Caspase-1-Expression war nach der Stimulation mit 10° und 107 TiAIV-Partikeln in den
MM6-Zellen etwa um das 1,5-fache erhéht, wahrend die Stimulation mit 10° TiAIV-Partikeln
keinen Effekt hatte. Insgesamt war die Expression von Caspase-1 in den MM6-Zellen nach
der Stimulation mit TiAlV-Partikeln aber nicht signifikant verandert. Die IL-13-Expression der
MM6-Zellen war nach der Stimulation mit 107 TiAIV-Partikeln erhéht (1,52 0,36, p = 0,13).

Die anderen Partikelmengen hatten keinen Einfluss auf die IL-1B-Expression in MM6-Zellen.
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Abbildung 13: Einfluss der Partikelstimulation auf die Expression von NLRP3, Capase-1 und IL-18 in MM6-Zellen.
Die Expression der untersuchten Gene wurde relativ zu GAPDH ausgewertet und auf die unbehandelten
Kontrollen normiert. Die Dosierungen vom 10°, 105, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine Well-Oberfldche
von 3,9 cm? und wurden auf die Oberfldche der verwendeten Wells angepasst. A) Die Inkubation mit
CoNiCrMo-Partikeln fiihrt zu einer gesteigerten NLRP3-Expression in MM6-Zellen (10° CoNiCrMo-Partikel:

1,17 £0,12, p = 0,48; 10° CoNiCrMo-Partikel: 1,74 +0,29, p = 0,0073; 10" CoNiCrMo-Partikel: 1,23 +0,12,

p = 0,37). B) Die Inkubation mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt nicht zu einem signifikanten Anstieg der

Capsase-1 Expression in MM6 Zellen (10° CoNiCrMo-Partikel: 1,26 0,08, p = 0,65; 10° CoNiCrMo-Partikel:

1,68 +0,38, p = 0,24; 10" CoNiCrMo-Partikel: 2,33 +0,70, p = 0,03). C) Die Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln
fiihrt nicht zu einer signifikanten Verdnderung der IL-1B-Expression der MM6-Zellen (10° CoNiCrMo-Partikel:

1,11 £0,18, p = 0,95; 10° CoNiCrMo-Partikel: 1,33 +0,26, p = 0,85; 107 CoNiCrMo-Partikel: 4,92 +2,34, p = 0,03).
D) Die Inkubation mit TiAlIV-Partikeln fiihrt zu einer gesteigerten NLRP3-Expression in MM6-Zellen

(10° TiAIV Partikel: 2,10 0,43, p = 0,0085; 10° TiAlV-Partikel: 1,16 +0,24, p = 0,66; 107 TiAlV-Partikel:

1,38 0,14, p = 0,31). E) Die Inkubation der MM6-Zellen mit TiAlV-Partikel verdndert die Capsase-1-Expression
nicht signifikant (10° TiAIV-Partikel: 1,58 0,55, p = 0,23; 106 TiAlV-Partikel: 0,97 +0,09, p = 0,95; 107 TiAlV-
Partikel: 1,68 £0,37, p = 0,17). F) Die Inkubation mit TiAIV-Partikeln fiihrt nicht zu einer signifikanten Verdnderung
der IL-1B-Expression in MM6-Zellen (10° TiAlV-Partikel: 1,07 0,17, p = 0,83; 106 TiAlV-Partikel: 0,97 +0,25,

p =0,93; 107 TiAlV-Partikel: 1,52 +0,36, p = 0,13). Die Statistik wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-
post-hoc-Test berechnet. Alle Versuche wurden mit n = 6 durchgefiihrt. ** entspricht p < 0,01
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In den MG63-Zellen zeigten sich keine statistisch signifikanten Veranderungen der
Expression von NLRP3, Caspase-1 und IL-1B durch die Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln.
Nach der Stimulation mit 10° und 10’ CoNiCrMo-Partikeln war die NLRP3-Expression in
MG63-Zellen in etwa verdoppelt. Nach der Inkubation mit 10° CoNiCrMo-Partikeln war die
Expression von NRLP3 nicht verandert. Die Stimulation mit 10" CoNiCrMo-Partikeln fiihrte zu
einer Erhéhung der Caspase-1-Expression, wahrend die anderen Partikelmengen nicht zu
einer Steigerung der Caspase-1-Expression fihrten. Die IL-1B-Expression in MG63-Zellen
war nach der Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln erhéht, der Anstieg war nach der

Inkubation mit 107 Partikeln am gréRten.

Nach der Stimulation mit TiAlV-Partikeln zeigte sich in den MG63-Zellen bei allen
untersuchten Genen keine Induktion, sondern eine Reduktion der Expression im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle. Die NLRP3-Expression war nach der Stimulation mit
TiAIV-Partikeln insbesondere in den Dosierungen von 10° und 10° reduziert. Die Expression
von Caspase-1 war nach der Stimulation mit allen getesteten Dosierungen von
TiAIV-Partikeln reduziert (10° TiAIV-Partikel: 0,23 0,07, p < 0,0001; 10° TiAIV-Partikel:

0,17 +0,07, p < 0,0001; 10’ TiAIV-Partikel: 0,29 +0,08, p < 0,0001). Nach der Stimulation mit
TiAIV-Partikeln war die IL-1B3-Expression in MG63-Zellen im Vergleich zur Kontrolle bei allen
Dosierungen signifikant reduziert (10° TiAIV-Partikel: 0,03 £0,02, p = 0,0005;

10° TiAIV-Partikel: 0,3 £0,29, p = 0,007; 10’ TiAlV-Partikel: 0,16 +0,15, p = 0,002).
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Abbildung 14: Einfluss der Partikelstimulation auf die Expression von NLRP3, Capase-1 und IL-18 in
MG63-Zellen. Die Expression der untersuchten Gene wurde relativ zu GAPDH ausgewertet und auf die
unbehandelten Kontrollen normiert. Die Dosierungen von 10°, 10°, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine
Well-Oberflache von 3,9 cm? und wurden auf die Oberfldche der verwendeten Wells angepasst. A) Die
Stimulation von MG63-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt zu einer nicht signifikanten Steigerung der
NLRP3-Expression (10° CoNiCrMo-Partikel: 2,03 +0,58, p = 0,21; 10° CoNiCrMo-Partikel: 0,98 +0,40, p = 0,98;
107 CoNiCrMo-Partikel: 1,96 +0,87, p = 0,24). B) Die Inkubation der MG63-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt
nicht zu einer signifikanten Verdnderung der Capsase-1-Expression (10° CoNiCrMo-Partikel: 1,12 +0,40,

p = 0,87; 10° CoNiCrMo-Partikel: 0,59 +0,18, p = 0,58; 107 CoNiCrMo-Partikel: 1,71 £0,93, p = 0,34. C) Die
Inkubation mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt nicht zu einem signifikanten Anstieg der IL-1B-Expression in
MG63-Zellen (10° CoNiCrMo-Partikel: 1,69 +0,43, p = 0,69; 10° CoNiCrMo-Partikel: 1,49 1,11, p = 0,77;
107CoNiCrMo-Partikel: 3,61 +2,04, p = 0,13). D) Die Inkubation der MG63-Zellen mit TiAlV-Partikeln veréndert die
NLRP3-Expression nicht (10° TiAlV-Partikel: 0,39 +0,11, p = 0,079; 10° TiAlV-Partikel: 0,39 +0,11, p = 0,081;

107 TiAIV-Partikel: 0,74 +0,44, p = 0,43). E) Die Inkubation mit TiAlV-Partikeln fiihrt zu einer im Vergleich zur
Kontrolle reduzierten Capsase-1-Expression in MG63-Zellen (10° TiAlV-Partikel: 0,23 +0,07, p < 0,0001;

10° TiAIV-Partikel: 0,17 +0,07, p<0,0001; 107 TiAIV-Partikel: 0,29 +0,08, p < 0,0001). F) Die Inkubation mit
TiAIV-Partikeln fiihrt zu einer reduzierten IL-1B-Expression im Vergleich zur Kontrolle in MG63-Zellen (10° TiAIV-
Partikel: 0,03 £0,02, p = 0,0005; 10° TiAIV-Partikel: 0,3 +0,29, p = 0,007; 107 TiAlV-Partikel: 0,16 0,15,

p =0,002). Die Statistik wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc Test berechnet. Alle Versuche
wurden mit n = 6 durchgefiihrt. ** entspricht p < 0,01, *** entspricht p < 0,001
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In den Jurkat-Zellen zeigte sich keine signifikante Veranderung der Expression der
untersuchten Gene durch die Partikelstimulation. Die NLRP3-Expression der Jurkat-Zellen
war nach der Stimulation mit 106 CoNiCrMo-Partikeln leicht erhéht, nach der Stimulation mit
den anderen Partikelmengen zeigte sich keine Veranderung der NLRP3-Expression im
Vergleich zur Kontrolle. Nach der Stimulation mit 10° CoNiCrMo-Partikeln war die Caspase-
1-Expression in Jurkat-Zellen ebenfalls leicht erhoht. Die IL-1B-Expression der Jurkat-Zellen
war nach der Stimulation mit 10° CoNiCrMo-Partikeln reduziert und nach der Stimulation mit
10° CoNiCrMo-Partikeln leicht gesteigert.

Nach der Stimulation mit den getesteten Dosierungen von TiAlV-Partikeln war die NLRP3-
Expression in Jurkat-Zellen nicht verandert. Nach der Inkubation mit 10° TiAlV-Partikeln war
die Caspase-1-Expression in den Jurkat-Zellen minimal erhéht. Die Stimulation mit 10 und
107 TiAIV-Partikeln fiinrte hingegen zu einer Reduktion der Caspase-1-Expression in
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Nach der Inkubation mit 10" TiAIV-Partikeln war die
IL-1B-Expression im Vergleich zur Kontrolle reduziert, wahrend die anderen untersuchten

Dosierungen von TiAlV-Partikeln keinen Effekt zeigten.
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Abbildung 15: Einfluss der Partikelstimulation auf die Expression von NLRP3, Capase-1 und IL-18 in
Jurkat-Zellen. Die Expression der untersuchten Gene wurde relativ zu GAPDH ausgewertet und auf die
unbehandelten Kontrollen normiert. Die Dosierungen vom 10°, 105, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine
Well-Oberflache von 3,9 cm? und wurden auf die Oberfldche der verwendeten Wells angepasst. A) Die
Stimulation von Jurkat-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln veréndert die NLRP3-Expression nicht (10° CoNiCrMo-
Partikel: 0,96 +0,25, p = 0,93; 10° CoNiCrMo-Partikel: 1,44 +0,47, p = 0,30; 107 CoNiCrMo-Partikel: 0,96 +0,24,
p =0,92). B) Die Stimulation von Jurkat-Zellen mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt nicht zu einer verdnderten Caspase-
1-Expression (10° CoNiCrMo-Partikel: 0,86 0,24, p = 0,68; 10° CoNiCrMo-Partikel: 1,33 £0,32, p = 0,34;

107 CoNiCrMo-Partikel: 0,88 +0,26, p = 0,74). C) Die IL-1B-Expression in Jurkat-Zellen wird durch die Stimulation
mit CoNiCrMo-Partikeln nicht veréndert (10° CoNiCrMo-Partikel: 0,37 +0,11, p = 0,27; 10° CoNiCrMo-Partikel:
1,29 +0,67, p = 0,61; 10’CoNiCrMo-Partikel: 0,79 +0,39, p = 0,71). D) Die Inkubation mit TiAlV-Partikeln fihrt
nicht zu einer Veradnderung der NLRP3-Expression in Jurkat-Zellen (10° TiAIV-Partikel: 1,14 +0,19, p = 0,66;

10° TiAIV-Partikel: 1,15 £0,30, p = 0,63; 107 TiAlV-Partikel: 0,93 +0,27, p = 0,83). E) Die Inkubation der Jurkat-
Zellen mit TiAIV-Partikeln veréndert die Capsase-1-Expression nicht (10° TiAlV-Partikel: 1,10 0,19, p = 0,62;
10° TiAIV-Partikel: 0,71 £0,12, p = 0,15; 107 TiAlV-Partikel: 0,64 +0,15, p = 0,07). F) Die Inkubation der Jurkat-
Zellen mit TiAIV-Partikeln hatte keinen Effekt auf die IL-1B-Expression (10° TiAlV-Partikel: 0,97 +0,32, p = 0,93;
10° TiAIV-Partikel: 1,41 £0,40, p = 0,72; 107 TiAlV-Partikel: 0,65 +0,21, p = 0,38). Die Statistik wurde mit einer
ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc-Test berechnet. Alle Versuche wurden mit n = 6 durchgefiihrt.
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3.6 Erhohte ASC-Speck-Bildung in periprothetischen Zellen durch Inkubation mit
Partikeln

In der Immuncytochemie (ICC) wurden ASC-Specks in den Zellen nach Stimulation mit

Metallpartikeln sichtbar gemacht. ASC-Specks entstehen bei der Aktivierung des

Inflammasoms durch die Aggregation von ASC-Filamenten (158, 159). Bei der ASC-Farbung

wurde die vom Antikérper angefarbte Flache pro Zelle ausgewertet und die Veranderung in

den stimulierten Zellen relativ zur Kontrolle bestimmt.

In den MM6-Zellen zeigte sich eine signifikante Zunahme der ASC-Specks nach der
Stimulation mit 106 und 107 CoNiCrMo-Partikeln (CoNiCrMo 10°: 3,66 0,78, p = 0,0075;
CoNiCrMo 107: 3,06 +0,83, p = 0,028). Nach der Stimulation mit 10° CoNiCrMo-Partikeln
zeigte sich nur eine geringe Zunahme der ASC-positiven Flache. Die Stimulation mit

10° TiAIV-Partikeln fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der ASC-Farbung in den
MM6-Zellen (TiAIV 10°: 2,59 +0,56, p = 0,036). Nach der Stimulation mit 10" TiAIV-Partikeln
war die ASC-Farbung in den MM6-Zellen ebenfalls gesteigert, wahrend nach der Stimulation
mit 10° TiAIV-Partikeln eine Reduktion der ASC-positiven Flache im Vergleich zur Kontrolle

zu beobachten war.
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Abbildung 16: Bildung von ASC-Specks in MM6-Zellen durch die Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln
fiir 24 h. Die ASC-positive Flache ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Die Dosierungen vom 105,
10°, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine Well-Oberflache von 3,9 cm? und wurden auf die Oberfldche
der verwendeten Wells angepasst. A) Reprdsentative Aufnahmen der ASC-Férbung der MM6-Zellen nach
Stimulation mit 10° CoNiCrMo bzw. TiAlV-Partikeln fiir 24 h oder ohne Partikelstimulation (Kontrolle) (ASC:
orange, DAPI: blau), Vergré3erung 630x. B) Die Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt zu einer verstarkten
Bildung von ASC-Specks in MM6-Zellen (10° CoNiCrMo: 1,32 +0,29, p = 0,70; 10° CoNiCrMo: 3,66 +0,78,

p =0,0075; 107 CoNiCrMo: 3,06 +0,83, p = 0,028). C) Die Inkubation von MM6-Zellen mit TiAIV-Partikeln fiihrt zu
einer Steigerung der ASC-Férbung (10° TiAIV: 2,59 +0,56, p = 0,036; 10° TiAIV: 0,63 +0,10, p = 0,59; 107 TIAIV:
2,21 0,77, p = 0,099). Die Statistik wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc-Test berechnet.
n = 4. * entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01
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Bei den MG63-Zellen war insbesondere nach der Stimulation mit 10° und 10® CoNiCrMo-
Partikeln eine nicht signifikante Zunahme der ASC-Farbung zu beobachten. Nach der
Stimulation mit 10’ CoNiCrMo-Partikeln zeigte sich keine Veranderung der ASC-positiven
Flache im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Die Stimulation mit TiAlV-Partikeln hatte
keinen Einfluss auf die ASC-Farbung in MG63-Zellen.
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Abbildung 17: Bildung von ASC-Specks in MG63-Zellen durch die Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlIV-Partikeln
fiir 24 h. Die ASC-positive Fldche ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestelit. Die Dosierungen vom 105,
10%, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine Well-Oberflache von 3,9 cm? und wurden auf die Oberfldche
der verwendeten Wells angepasst. A) Représentative Aufnahmen der ASC-Férbung der MG63-Zellen nach
Stimulation mit 10° CoNiCrMo bzw. TiAlV-Partikeln fiir 24 h oder ohne Partikelstimulation (Kontrolle) (ASC:
orange, DAPI: blau), VergréBerung 630x. B) Die Stimulation mit 10° und 10° CoNiCrMo-Partikeln fiihrt zu einer
verstérkten Bildung von ASC-Specks in MG63-Zellen (10° CoNiCrMo: 1,71 0,19, p = 0,24; 10° CoNiCrMo:

1,87 +0,78, p = 0,15; 10" CoNiCrMo: 1,14 £0,21, p = 0,82); C) Die Inkubation von MG63-Zellen mit TiAIV-Partikeln
fiihrt nicht zu einer Verdnderung der ASC-Farbung (10° TIAIV: 1,11 £0,31, p = 0,72; 108 TiAIV: 1,05 +0,22,

p =0,87; 10" TIAIV: 1,04 £0,21, p = 0,89). Die Statistik wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc-
Test berechnet. n =7
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In den Jurkat-Zellen zeigte sich nach der Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln
keine signifikante Veranderung der ASC-Farbung. Nach der Stimulation mit 10° CoNiCrMo-
Partikeln war ein Anstieg der ASC-positiven Flache zu beobachten (1,80 0,37, p = 0,023).
Die Stimulation mit den anderen CoNiCrMo-Konzentrationen flhrte zu einer geringeren
Steigerung. Nach der Stimulation mit 10° und 10" TiAIV-Partikeln war die ASC-Flache um ca.
50 % im Vergleich zur Kontrolle erhéht (TiAIV 108 1,51 +0,42, p = 0,23; TiAIV 10"

1,51 £0,16, p = 0,23). Die Stimulation mit 10° TiAlV-Partikeln hatte keine Auswirkungen auf
die Bildung von ASC-Specks in Jurkat-Zellen.
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Abbildung 18: Bildung von ASC-Specks in Jurkat-Zellen durch die Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlIV-Partikeln
fiir 24 h. Die ASC-positive Fléche ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Die Dosierungen vom 10°,
10%, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurden auf die Oberfldche
der verwendeten Wells angepasst. A) Reprdsentative Aufnahmen der ASC-Férbung der Jurkat-Zellen nach
Stimulation mit 10° CoNiCrMo bzw. TiAlV-Partikeln fiir 24 h oder ohne Partikelstimulation (Kontrolle) (ASC:
orange, DAPI: blau), VergréBerung 630x. B) Die Stimulation mit 10° CoNiCrMo-Partikeln fiihrt zu einer verstérkten
Bildung von ASC-Specks in Jurkat-Zellen (10° CoNiCrMo: 1,80 0,37, p = 0,23; 10° CoNiCrMo: 1,14 +0,16,

p =0,67; 10 CoNiCrMo: 1,25 £0,24, p = 0,46). C) Die Inkubation von Jurkat-Zellen mit 10° und 106 TiAlV-
Partikeln fiihrte zu einer Steigerung der ASC-Férbung (10° TiAIV: 1,02 +0,37, p = 0,96; 10° TiAIV 1,51 +0,42,

p =0,23; 10" TIAIV: 1,51 £0,16, p = 0,23). Die Statistik wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc-
Test berechnet. n =7
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3.7 Steigerung der Caspase-1-Spaltung in den getesteten Zelllinien nach
Partikelstimulation
Im Western Blot wurde das p20-Fragment der Caspase-1 untersucht, welches bei der

Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch Spaltung von pro-Caspase-1 entsteht.

In den MM6-Zellen zeigte sich ein nicht signifikanter Anstieg des p20-Fragments von
Caspase-1 nach der Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln. Nach der Stimulation
mit 10" CoNiCrMo-Partikeln zeigte sich ein Anstieg von Caspase-1 (p20) im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. Die Stimulation von MM6-Zellen mit 10° und 10° CoNiCrMo-
Partikeln hatte keine Auswirkungen auf die Menge der p20 Caspase-1. Nach der Stimulation
mit TiAIV-Partikeln zeigte sich ein konzentrationsabhangiger Anstieg des p20-Fragments von

Caspase-1.
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Abbildung 19: Caspase-1-Spaltung in MM6-Zellen nach Partikelstimulation. Die Caspase-1 (p20) Menge ist
relativ zu GAPDH dargestellt und die Verdnderung wurde auf die unbehandelten Kontrollen normiert. Die
Dosierungen vom 10°, 106, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und
wurden auf die Oberfldche der verwendeten Wells angepasst. A) Repréasentative Aufnahme des Western Blots fiir
das p20-Fragment von Caspase-1 mit MM6-Zellen nach der Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln fiir 24
h. B) Die Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt zum Teil zu einer Erhéhung des p20-Fragments von Caspase-
1.in MM6-Zellen (10° CoNiCrMo: 1,12 +0,28, p = 0,61; 106 CoNiCrMo: 1,01 0,16, p = 0,98; 10" CoNiCrMo: 1,41
10,08, p = 0,12). C) Die Inkubation mit TiAIV-Partikel fiihrt zu einer Steigerung der Caspase-1-Spaltung in MM6-
Zellen (10° TIAIV: 1,35 0,17, p = 0,46; 10° TiAIV: 1,42 0,31, p = 0,37; 107 TIAIV: 1,55 0,52, p = 0,25). Die
statistische Analyse wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc-Test berechnet. n = 3
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Bei den MG63-Zellen zeigte sich ein Anstieg von Caspase-1 (p20) nach der Stimulation mit
CoNiCrMo-Partikeln. Nach der Stimulation mit 10" CoNiCrMo-Partikeln zeigte sich eine
Verdoppelung des p20-Fragments der Caspase-1 (1,96 £0,35, p = 0,0098). Nach der
Stimulation mit 10° CoNiCrMo-Partikeln zeigte sich im Vergleich ein geringerer Anstieg der
Proteinmenge von Caspase-1 (p20). Die Stimulation der MG63-Zellen mit TiAlV-Partikeln
fUhrte nicht zu einer signifikanten Veranderung der Caspase-1 (p20)-Menge. Nach der
Inkubation mit 10° TiAIV-Partikeln war die Menge an Caspase-1 (p20) im Vergleich zur
Kontrolle leicht reduziert. Die Stimulation mit 10° TiAIV-Partikeln fiihrte nicht zu einer
relevanten Veranderung der Caspase-1-Spaltung im Vergleich zur Kontrolle. Nach der
Inkubation mit 107 TiAIV-Partikeln kam es zu einer leichten Erhéhung der Caspase-1 (p20)-
Konzentration in MG63-Zellen.
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Abbildung 20: Caspase-1-Spaltung in MG63-Zellen nach Partikelstimulation Die Caspase-1(p20)-Menge ist relativ
zu GAPDH dargestelit und die Verédnderung wurde auf die unbehandelten Kontrollen normiert. Die Dosierungen
vom 10°, 10%, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurden auf die
Oberfidche der verwendeten Wells angepasst. A) Reprdsentative Aufnahme des Western Blots fiir das p20-
Fragment von Caspase-1 mit MG63-Zellen nach der Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln fiir 24 h. B)
Die Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrt insbesondere nach einer Stimulation mit 107 Partikeln zu einer
Erhéhung des p20-Fragments von Caspase-1 in MG63-Zellen (10° CoNiCrMo: 1,43 0,11, p = 0,17; 10°
CoNiCrMo: 1,19 0,17, p = 0,52; 107 CoNiCrMo: 1,96 +0,35, p = 0,0098). C) Die Inkubation mit TiAlV-Partikel
fiihrt zum Teil zu einer Steigerung und zum Teil zu einer Reduktion der Caspase-1-Spaltung in MG63-Zellen (10°
TiAIV: 0,61 0,09, p = 0,12; 10° TiAIV: 1,12 £0,005, p = 0,61; 107 TIAIV: 1,42 0,30, p = 0,1). Die statistische
Analyse wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc-Test berechnet. n = 3. ** entspricht p < 0,01
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Die Inkubation der Jurkat-Zellen fiihrte nicht zu einer signifikanten Veranderung der Spaltung
von Caspase-1. In den Jurkat-Zellen zeigte sich nach der Stimulation mit 10° und 10°
CoNiCrMo-Partikeln eine leichte Reduktion der Caspase-1 (p20) im Vergleich zur Kontrolle.
Nach der Stimulation mit 10" CoNiCrMo-Partikeln war eine minimale Steigerung der
Caspase-1 (p20) zu beobachten. Die Stimulation mit TiAlV-Partikeln hatte ebenfalls nur

geringfiigige Auswirkungen auf die Caspase-1-Level in Jurkat-Zellen.
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Abbildung 21: Caspase-1-Spaltung in Jurkat-Zellen nach Partikelstimulation Die Caspase-1(p20)-Menge ist relativ
zu GAPDH dargestelit und die Verédnderung wurde auf die unbehandelten Kontrollen normiert. Die Dosierungen
vom 10°, 10°, 107 Partikeln pro Well beziehen sich auf eine Well-Oberfldche von 3,9 cm? und wurden auf die
Oberfidche der verwendeten Wells angepasst. A) Reprdsentative Aufnahme des Western Blots fiir das p20-
Fragment von Caspase-1 mit Jurkat-Zellen nach der Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAIV-Partikeln fiir 24 h.

B) Die Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln fiihrte zu keiner signifikanten Verénderung der Menge des p20-
Fragments von Caspase-1 in Jurkat-Zellen (10° CoNiCrMo: 0,74 +0,19, p = 0,22; 10° CoNiCrMo: 0,84 +0,17,

p =0,43; 107 CoNiCrMo: 1,15 +0,11, p = 0,48). C) Die Inkubation mit TiAIV-Partikeln fiihrt nicht zu Ver&nderungen
der Caspase-1-Spaltung in Jurkat-Zellen (10° TiAIV: 0,92 +0,13, p = 0,74; 10° TiAIV: 0,99 0,10, p = 0,95; 107
TiAIV: 0,86 0,28, p = 0,56). Die statistische Analyse wurde mit einer ANOVA und einem Fisher’s LSD-post-hoc-
Test berechnet. n = 3
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln auf die
Bildung und Aktivierung des Inflammasoms in MM6-, MG63- und Jurkat-Zellen mittels
gRT-PCR, Western Blot und ICC untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass es
Unterschiede bei der Aktivierung des Inflammasoms sowohl zwischen den verschiedenen

Zellarten als auch zwischen den getesteten Partikelarten in der MG63-Zelllinie gibt.

4.1 Rolle von ROS bei der aseptischen Prothesenlockerung

Als potentieller Ausloser fur die Bildung des Inflammasoms wurde der oxidative Stress im
periprothetischen Gewebe von Patienten mit Revisionen von MoM-Hift-TEPs mit Gewebe
von Primarimplantationen durch die Bestimmung von 4-HNE verglichen. 4-HNE entsteht
durch Lipidperoxidation und ist somit ein Marker fiir oxidativen Stress. Zudem ist 4-HNE
selbst auch zytotoxisch und kann Uber verschiedene Signalwege proinflammatorische
Effekte ausldsen (143). Der genaue Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und der
Aktivierung des NLRP3-Inflammason ist noch nicht endgultig geklart. Wahrend in einigen
Studien eine Aktivierung des Inflammasoms durch ROS und 4-HNE gezeigt werden konnte,
haben Hsu et al. 2022 eine mdgliche Inhibition des NLRP3-Inflammasoms durch 4-HNE in
Makrophagen festgestellt (112, 144, 160).

Die 4-HNE-Farbung war im Gewebe von Revisionseingriffen signifikant héher als im Gewebe
von Primareingriffen. Es gab allerdings zum Teil relativ gro3e Unterschiede der positiv
gefarbten Flachen innerhalb der Patientengruppen und zwischen den einzelnen Aufnahmen
der einzelnen Patienten. Zudem war die Anzahl der untersuchten Proben relativ gering
(n=12).

Die Ergebnisse stimmen mit Studien Uberein, die die Bildung von ROS im periprothetischen
Gewebe von MoP-Huft-TEP-Revisionen untersucht haben. Im Gewebe von Revisionen von
MoP-Huft-TEPs konnte ebenfalls eine erhéhte Konzentration von Lipidperoxidations-
produkten im Vergleich zu Primarimplantationen gefunden werden (147). Steinbeck et al.
haben zudem einen Zusammenhang zwischen 4-HNE im Gewebe von MoP-Huft-TEP-

Revisionen und dem Osteolysegrad sowie der Menge an PE-Partikeln festgestellt (146).

Fir MoM-Prothesen wurde die Entstehung von ROS im periprothetischen Gewebe noch
nicht so intensiv untersucht. Allerdings konnte in vitro gezeigt werden, dass Antioxidantien
die durch Titanpartikelstimulation ausgeloste Ausschuttung von TNFa und Aktivierung von
NFkB in Makrophagen senken kénnen (161). In anderen Studien konnte gezeigt werden,
dass die Inhibition von ROS die durch verschiedene Partikel (MSU, Asbest, CoCrMo) oder
Metallionen (Co, Cr, Mo, Ni) induzierte Produktion von IL-1(3 in THP-1-Zellen reduzieren
konnte (105, 136).
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4.2 Zytotoxizitat der Metallpartikel

Im WST-1-Assay konnte zwar nur eine geringfiigige Reduktion der Zellviabilitdt durch die
Partikelstimulation beobachtet werden, allerdings scheinen die Zelllinien unterschiedlich auf
die beiden Partikelarten zu reagieren. Insbesondere nach Inkubation mit CoNiCrMo-Partikeln
konnte bei den MM6-Zellen im Gegensatz zu den anderen Zellarten ein Abfall der
funktionsfahigen Zellen beobachtet werden, dieser Effekt war nach 48 h und bei héheren
Partikelmengen verstarkt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass CoNiCrMo-Partikel auf
MM6-Zellen starker zytotoxisch wirken als TiAlV-Partikel und dass eine langere
Stimulationszeit und héhere Partikelkonzentrationen diesen Effekt zusatzlich verstarken
kénnen. Fur die durchgeflhrten Experimente wurde allerdings nur die Stimulationszeit von

24 h genutzt, in der keine relevanten zytotoxischen Effekte festgestellt werden konnte.

Ein zytotoxischer Effekt von Metallpartikeln oder -ionen in hohen Konzentrationen auf
verschiedene Zelllinien konnte in einigen Studien nachgewiesen werden, wahrend andere
Studien keine Effekte auf die Zellviabilitat feststellen konnten (154, 162, 163). Insgesamt
gelten CoCr-Legierungen, unter anderem aufgrund der Effekte freigesetzter Co- und
Cr-lonen, als toxischer im Vergleich zu TiAlV-Legierungen (163, 164). Dies stimmt mit den
Ergebnissen des WST-1-Assay fur die MM6-Zellen UGberein. In einer Untersuchung von Dalal
et al. zeigte sich ebenfalls eine starkere Reduktion der Zellviabilitdt von Makrophagen nach
Stimulation mit CoCrMo-Partikel im Vergleich zu TiAlV-Partikeln, wahrend in Fibroblasten
und Osteoblasten nur nach Stimulation mit hdheren Dosen CoCrMo-Partikeln ein negativer
Effekt auf die Zellviabilitat nachweisbar war (163). In den meisten Studien wurden allerdings
nur die Effekte von Partikeln auf eine Zelllinie untersucht, weshalb sich die unterschiedlichen

Reaktionen der Zelllinien auf die getesteten Partikelarten nicht vergleichen lassen.

4.3 Unterschiede in der Partikelaufnahme der Zelllinien

Die Aufnahme der Partikel in die verschiedenen Zellen wurde durch die Farbung des
Zytoskeletts mit Phalloidin-Red Uberprift. Es konnte gezeigt werden, dass das Zytoskelett
der Zellen durch die Partikelstimulation nicht geschadigt wurde. Bei allen Zelllinien konnten
intrazellular Partikel nachgewiesen werden. Ein Unterschied in der Aufnahme zwischen
CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln konnte nicht festgestellt werden. Allerdings waren in den
MG63- und MM6-Zellen mehr intrazellulare Partikel nachweisbar als in den Jurkat-Zellen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass es einen Unterschied in der Phagozytosefahigkeit der
verwendeten Zelllinien gibt, der eventuell die Aktivierung des Inflammasoms durch die
Partikel beeinflussen kénnte. Ein Ruckschluss auf den Mechanismus der Partikelaufnahme

ist durch die Phalloindin-Red-Farbung allerdings leider nicht moglich.

Monozyten sind ein Bestandteil des mononuklearen Phagozytensystems (MPS), dessen

Zellen auf die Phagozytose von Pathogenen spezialisiert sind (165). Obwohl es nicht eine
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ihrer Hauptfunktionen ist, besitzen auch Osteoblasten und T-Zellen die Fahigkeit zur
Phagozytose (166, 167). Die verwendeten Zelllinien wurden auch schon in anderen Studien
zur Untersuchung von adversen Effekten durch Metallpartikel oder -ionen genutzt,
Unterschiede in den intrazellular nachweisbaren Partikelmengen wurden allerdings noch
nicht verglichen (72, 142, 166, 168).

Fir den Aufnahmemechanismus der Zellen spielen insbesondere die Grélke und Oberflache
der Partikel eine Rolle. Partikel mit einer Grofie von 150 nm — 10 ym werden insbesondere
Uber Phagozytose in die Zellen aufgenommen (z. B. in Osteoblasten, Makrophagen). Bei
kleineren Partikeln (< 150 nm) spielen die Clathrin-vermittelte und Calveolae-abhangige
Endozytose eine wichtige Rolle (57, 104, 148). Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist
insbesondere bei Partikeln mit einer Grée von ca. 120 nm relevant, wahrend Uber die
Calveolae-abhangige Endozytose vor allem kleinere Partikel (ca. 60 nm) unspezifisch
aufgenommen werden. Zudem gibt es noch Clathrin- und Calveolae-unabhangige

Endozytosewege und die Makropinozytose (> 1 um) (148, 169).

Die Grofie der verwendeten Partikel wurde mit zwei verschiedenen Methoden bestimmt. Die
Analyse mit dem Mastersizer 3000E ergab, dass Partikel mit einer Gréf3e von 10 ym den
grélten Anteil am Gesamtvolumen hatten und der Anteil von Partikeln > 100 um bei den
CoNiCrMo-Partikeln gréRer war als bei den TiAlV-Partikeln. Eine von Katzer et al.
durchgefuhrte Analyse der verwendeten Partikel ergab eine GréRenverteilung zwischen

< 0,5 ym und 200 ym, wobei mehr als 80 % der Partikel eine Grofie < 5 ym hatten (154).
Beim Vergleich dieser Werte muss allerdings beachtet werden, dass die Auswertung der
PartikelgroRen im Mastersizer 3000E und Zetasizer Nano ZS auf dem Anteil der Partikel
einer GrofRenklasse am Gesamtvolumen der gemessenen Partikel und nicht auf einer
Zahlung der Partikel basiert. Dadurch haben Partikel mit einem grof3en Volumen bei der

gleichen Anzahl einen héheren Anteil am Gesamtvolumen als kleinere Partikel.

Um einen Effekt der Agglomeration der Partikel auf die gemessenen Grofien
auszuschlieen, wurden die Partikel im Zetasizer Nano ZS im Ultraschallbad
desagglomeriert und dispergiert. Die Messung im Zetasizer Nano ZS ergab bei beiden
Partikelarten einen deutlich gréReren Anteil von Partikeln < 1 ym am Gesamtvolumen im
Vergleich zu den Messungen im Mastersizer 3000E. Der Mittelwert der Partikeldurchmesser
lag bei 1,17 um fir die CoNiCrMo-Partikel und 0,91 pm fir die TiAlV-Partikel. Ein Problem
bei der Auswertung der PartikelgréRen im Zetasizer Nano ZS ist, dass von einer
monodispersen Losung ausgegangen wird. Es ist aber zu erwarten, dass die Partikel sehr
unterschiedliche GroRen aufweisen, worauf auch der hohe PDI hinweist. Zudem ist die
Methode am besten fir die Auswertung runder Partikel geeignet, da unebene Partikel andere

Streuungseigenschaften aufweisen. In den REM-Aufnahmen kann man allerdings die
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unregelmafige, eckige Form und raue Oberflache der Partikel erkennen. Dies entspricht der

Morphologie von Abriebpartikeln aus Gewebeproben (170, 171).

Insgesamt lasst sich sagen, dass die Analyse im Zetasizer Nano ZS die GroR3e der einzelnen
Partikel besser darstellt, wahrend die Ergebnisse der Mastersizer 3000E-Messungen die
Agglomeration der Partikel widerspiegeln. Eine nicht reprasentative Messung der
PartikelgréRen im REM bestéatigte Partikelgréen zwischen ca. 80 nm und 15 uym, wobei die
meisten gemessenen Partikel < 2 ym gro waren. Zudem sind in den REM-Aufnahmen die
Partikelagglomerate sichtbar, wie sie auch oft in Gewebeproben beobachtet werden kénnen
(56, 172).

Die Grofienangaben von Partikeln, die aus dem Gewebe aus der Prothesenumgebung
gewonnen wurden, schwanken stark im Bereich von wenigen Nanometern bis zu mehreren
Mikrometern. In mehreren Studien wurden Partikel mit einer GroRe von 1 - 100 um aus
Gewebe von Revisionsoperationen isoliert (171, 172). Ein Grof3teil der Partikel scheint
allerdings einen Durchmesser < 1 ym zu haben. In einer Studie von Singh et al. hatte die
Mehrheit der Partikel aus Gewebeproben von MoM-HUft-TEPs eine Grofke von 100 - 500 nm
(170). Zum Teil konnten aber noch kleinere Partikel nachgewiesen werden, in einer Analyse
von Doorn et al. hatten CoCrMo-Partikel aus Gewebeschnitten von MoM-Huft-TEPs z. B.
eine Durchschnittsgréf3e von 42 nm (6 - 744 nm) (56).

Obwohl allgemein angenommen wird, dass insbesondere Partikel mit einer Grofte < 10 um
phagozytiert werden, ist unklar, in welchem GréRenbereich die Partikel die starksten
proinflammatorischen Effekte auslésen (57, 173). Fir Metallpartikel wurde eine Aktivierung
des Inflammasoms durch Ti- und CoCrMo-Partikel mit einer GréRe von 1,1 - 7,3 um
nachgewiesen (54, 65). Caicedo et al. haben gezeigt, dass die IL-13 Sekretion in THP-1-
Zellen nach Stimulation mit CoCrMo-Partikeln mit einem Durchmesser von 6,3 bzw. 7,3 ym
groRRer war als bei Partikeln mit einem Durchmesser von 1,1 bzw. 1,4 um. Zudem war in
dieser Studie die Reaktion bei Partikeln mit einer ungleichmafigen Oberflache starker als bei
runden Partikeln (54).

Die verwendeten Partikelmengen orientieren sich an Werten fir CoCrMo-Partikel, fur die in
anderen Studien bereits eine Stimulation des Inflammasoms nachgewiesen werden konnte
(136). In den durchgefihrten Experimenten war keine eindeutige Abhangigkeit der
Inflammasom-Reaktion von der verwendeten Partikelmenge zu beobachten. Eine mdgliche
Erklarung dafur ware eine limitierte Aufnahmekapazitat der Zellen, durch die héhere
extrazellulare Partikelmengen nicht unbedingt zu einer héheren Partikelaufnahme flhren,
insbesondere wenn es zu einer Agglomeration der Partikel kommt, wodurch die Phagozytose

aufgrund der zunehmenden GréRe zusatzlich erschwert wird.
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Far die Experimente wurde eine Inkubationszeit mit den Metallpartikeln von 24 h gewahlt.
Diese Zeit hat sich in anderen Studien bereits als geeignet herausgestellt, um eine

Aktivierung des Inflammasoms beobachten zu kénnen (54, 136, 137).

4.4 Die Aktivierung des Inflammasoms ist abhdngig von Partikelart und Zellart

4.4.1 Priming des Inflammasoms durch Metallpartikel

In der gRT-PCR wurde die Expression der Inflammasom-Bestandteile Caspase-1 und
NLRP3 sowie von IL-18 in den verwendeten Zelllinien nach Partikelstimulation bestimmt. Die
Expression von NLRP3 wird im Rahmen des Primings gesteigert und fir die darauffolgende
Aktivierung des Inflammasoms benétigt (103). Auch wenn Caspase-1 und ASC in den
meisten Zellen konstitutiv exprimiert werden, konnte eine gesteigerte Caspase-1-Expression
im Rahmen von Entziindungsreaktionen nachgewiesen werden (174, 175). Die Expression
von IL-1P reguliert die Menge an inaktivem pro-IL-1(3, welches nach der Spaltung durch
Proteolyse fur die proinflammatorischen Effekte der Inflammasom-Aktivierung verantwortlich
ist. Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wird zudem durch posttranslationale
Modifikationen wie Ubiquitinierung und Phosphorylierung beeinflusst, welche im Rahmen des

Primings induziert werden (98, 101).

Die Ergebnisse der gqRT-PCR zeigten eine signifikante Steigerung der NLRP3-Expression in
MM®6-Zellen nach der Stimulation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln. Die Caspase-1- und
IL-1B-Expressionen konnten in MM6-Zellen ebenfalls durch beide Partikelarten gesteigert
werden, wobei die Steigerung nach Stimulation mit CoNiCrMo-Partikeln gréRer war als nach
der Stimulation mit TiAlV-Partikeln.

Bei den MG63-Zellen konnte eine Steigerung der Expression der untersuchten Gene durch
CoNiCrMo-Partikel, nicht aber durch TiAlV-Partikel beobachtet werden.

Die Stimulation der Jurkat-Zellen mit den Metallpartikeln I0ste keine eindeutigen
Veranderungen in der Expression von NLRP3, Caspase-1 oder IL-13 aus. Nach der
Stimulation mit 106 CoNiCrMo-Partikeln war ein geringfiigiger Anstieg der untersuchten Gene

zu beobachten, wahrend die anderen Partikelmengen keinen Effekt hatten.

4.4.2 Aktivierung des Inflammasoms durch Metallpartikel
Die Aktivierung des Inflammasoms in den untersuchten Zelllinien durch die Partikel wurde
durch die Auswertung von ASC-Specks und die Bestimmung des p20-Fragments der

Caspase-1 im Westernblot bestimmit.

Bei der Aktivierung des Inflammasoms entstehen ASC-Filamente, welche sich zu
sogenannte ASC-Specks zusammenlagern und fir die Rekrutierung von pro-Caspase-1
verantwortlich sind. Die Farbung der ASC-Specks mittels ICC ermdglicht somit eine

Detektion der Inflammasomaktivierung in einzelnen Zellen (158, 159, 176). Pro-Caspase-1
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wird nach Bildung der ASC-Specks tiber CARD-CARD-Interaktionen an ASC gebunden und
autokatalysiert in eine p10- und eine p20-Untereinheit gespalten. Der aktive Caspase-1-
Komplex spaltet pro-IL-13 und pro-IL-18 in ihre aktiven Formen. Im Western Blot wurde das

p20-Fragment der Caspase-1 als Marker fir die Aktivierung des Inflammasoms untersucht.

In den MM6-Zellen konnte die Zahl der ASC-Specks durch 10° und 10” CoNiCrMo- und
10° TiAIV-Partikel signifikant gesteigert werden. Bei den MG63-Zellen zeigte sich nur nach
der Stimulation mit 10° und 10° CoNiCrMo-Partikeln eine Steigerung der ASC-Specks,
wahrend die Stimulation mit TiAlV-Partikeln keinen Effekt hatte. Bei der Stimulation von
Jurkat-Zellen mit 10° CoNiCrMo-Partikeln und 10° und 107 TiAlV-Partikeln zeigte sich eine
leichte Steigerung der ASC-Specks. Im Vergleich war der Anstieg der ASC-Specks in den
MM6-Zellen starker als in den anderen beiden Zelllinien. In allen verwendeten Zelllinien
lieBen sich zudem auch in den unstimulierten Kontrollen ASC-Specks nachweisen, was ein

Hinweis auf eine Grundaktivitat des Inflammasoms in den untersuchten Zellen sein kdnnte.

Im Western Blot zeigte sich ein ahnliches Bild der Inflammasomaktivierung wie bei der
Analyse der ASC-Specks. Bei den MM6-Zellen wurde nach der Stimulation mit

10" CoNiCrMo-Partikeln ein Anstieg des Caspase-1 p20-Fragments beobachtet, zudem Idste
die Stimulation mit TiAlV-Partikeln einen konzentrationsabhangigen Anstieg aus. Die
Stimulation der MG63-Zellen mit 10" CoNiCrMo-Partikeln bewirkte einen signifikanten
Anstieg der aktiven Caspase-1. Nach Stimulation der MG63-Zellen mit TiAIV-Partikeln zeigte
sich nur nach Stimulation mit 107 Partikeln ein Anstieg der p20-Caspase-1, welcher im
Vergleich zu der gleichen Menge CoNiCrMo-Partikel aber geringer ausfiel. In den Jurkat-
Zellen konnte kein Anstieg der p20-Caspase-1 beobachtet werden. Bei der Bewertung der
Ergebnisse missen die zum Teil groRen Standardabweichungen und die limitierte Zahl der

Western Blots (n = 3) berlicksichtigt werden.

4.4.3 Zellartenspezifische Unterschiede

Die meisten Studien haben sich bislang auf die Aktivierung des Inflammasoms durch
Metallpartikel in Makrophagen konzentriert. Eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
konnte aber auch bereits in anderen Zellen des Immunsystems, Osteoblasten und
Epithelzellen beobachtet werden (97, 177, 178).

Eine mdgliche Erklarung fur die Unterschiede in der Inflammasomaktivierung zwischen den
Zelllinien kénnte die Spezialisierung der MM6-Zellen auf die Aufnahme und Verarbeitung von
Pathogenen sein. Es gibt Hinweise dafir, dass die Aktivierung des Inflammasoms in
Makrophagen zumindest zum Teil von der Aufnahme von Partikeln in das Phagolysosom
und der Freisetzung lysosomaler Enzyme abhangt (54, 65, 179). Da die Jurkat-Zellen in der
Phalloidin-Red-Farbung die geringste Partikelaufnahme gezeigt haben, kdnnte dies eine

mogliche Erklarung fir die geringe Aktivierung des Inflammasoms in dieser Zelllinie
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darstellen. Li et al. konnten eine geringfiigige Steigerung der NLRP3-, ASC-, und Caspase-1-
Expression in Jurkat-Zellen durch alleinige Stimulation mit Ti-lonen nachweisen, eine
Steigerung der IL-1B-Sekretion wurde aber erst durch Kostimulation mit PHA erreicht,
wodurch ebenfalls eine Steigerung der ROS-Produktion erreicht wurde (142). Die
partikelartenspezifischen Unterschiede in der Aktivierung des Inflammasoms in MG63-Zellen
kdnnen ebenfalls ein Hinweis auf die Aktivierung verschiedener Signalwege in den

unterschiedlichen Zelllinien sein.

Die Sekretion und Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine nach
Partikelstimulation in Osteoblasten und Makrophagen wurden bereits in mehreren Studien
miteinander verglichen, entsprechende Daten fur IL-1p oder die Aktivierung des

Inflammasoms liegen aber noch nicht vor (180).

4.4.4 Partikelartenspezifische Unterschiede

Obwohl es allgemein akzeptiert ist, dass Metallpartikel das Inflammasom aktivieren kdnnen,
ist es umstritten, ob Abriebpartikel unabhangig von anderen Faktoren ein Priming des
Inflammasoms auslésen kénnen. Die Bindung von PAMPs an Metallpartikel galt als
Voraussetzung flur das Priming des Inflammasoms in Makrophagen, inzwischen wurde
allerdings auch ein Priming durch endotoxinfreie CoCrMo- und Ti-Partikel nachgewiesen (54,
179, 181, 182). In einer aktuellen Studie von Jamsen et al. wurde gezeigt, dass ein Priming
des Inflammasoms durch TNF unter aseptischen Bedingungen die Aktivierung des
Inflammasoms in Makrophagen durch Ti-, Cr- und Mo-Partikel ermdglicht (183). Die isolierte
Stimulation mit Metallpartikeln spiegelt aulRerdem nicht unbedingt die Bedingungen in vivo
wider, wo das Priming des Inflammasoms zudem durch eine Reihe an DAMPs oder PAMPs

aus dem periprothetischen Gewebe erfolgen kénnte.

Der Unterschied zwischen CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln in der Aktivierung des
Inflammasoms in MG63-Zellen kdnnte fir eine verstarkte Beteiligung anderer
Aktivierungsmechanismen, wie z. B. ROS, in Osteoblasten sprechen. Caideco et al. haben
gezeigt, dass CoCrMo-Partikel mit einer unebenen Oberflache das Inflammasom in
Makrophagen phagozytoseunabhangig aktivieren kdnnen, zudem zeigte sich bei Partikeln
mit einem Durchmesser von 6,3 um eine starkere IL-13 Sekretion als bei Partikeln mit einem
Durchmesser von 1,1 ym (54). In dieser Arbeit war der Durchmesser der CoNiCrMo-Partikel
im Vergleich zu den TiAlV-Partikeln leicht erhéht, was die beobachteten partikelspezifischen
Unterschiede zusatzlich verstarkt haben kénnte, da von Partikeln mit einer groferen
Oberflache mehr lonen freigesetzt werden kdénnen. Metallionen steigern die Bildung von
ROS in den Mitochondrien und kénnen tber diesen Mechanismus zu einer Aktivierung des
Inflammasoms fihren (136, 140—142). Samelko et al. haben zudem gezeigt, dass CoCrMo-

Partikel im Vergleich zu TiAlV-Partikeln eine héhere Produktion von ROS in Makrophagen
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verursachen (184). In einem Mausmodell konnten eine héhere Produktion von IL-13 und
TNF-a sowie eine starkere Induktion von Osteolysen durch CoCrMo-Partikel im Vergleich zu
Ti-Partikeln beobachtet werden (139). Insgesamt missen die Signalwege der
Inflammasomaktivierung durch Partikel in den unterschiedlichen Zellen noch weiter
untersucht werden, um sichere Rickschlisse auf die Effekte von verschiedenen Materialien

ziehen zu kdonnen.

Die Co-35Ni-20Cr-10Mo-Legierung, aus der die verwendeten CoNiCrMo-Partikel hergestellt
wurden, ist fur den Einsatz in medizinischen Implantaten zugelassen und wird hauptsachlich
in zementierten Prothesenschaften eingesetzt (156). Heutzutage kommen allerdings in der

Regel CoCrMo-Legierungen nach ISO 5832-4 mit einem Nickel-Anteil <1 % zum Einsatz (3).

Inwieweit eine bestehende Kontaktsensibilisierung gegen Nickel das Risiko von
Komplikationen nach Implantation einer Prothese mit einer CoNiCrMo-Legierung steigert, ist
umstritten (3). Es gibt Hinweise dafir, dass Nickel-lonen ber die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und die Sekretion von IL-1B die Produktion von IL-17 A/F durch CD4+-T-
Zellen fordern und dadurch eine Rolle bei der Entstehung einer Typ IV-Allergie auf

Metallabrieb spielen kénnten (185).

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind vergleichbar mit Studien, in denen CoCrMo-Legierungen
mit einem deutlich geringeren Nickel-Anteil (< 1 %) verwendet wurden (51, 54). In Studien,
die die proinflammatorischen Eigenschaften verschiedener lonen verglichen haben, wurde
festgestellt, dass Chrom-lonen das Inflammasom starker aktivieren als Nickel-lonen (141).
Dies lasst darauf schlieRen, dass Nickel im Vergleich zu den anderen Bestandteilen der
getesteten Legierung wahrscheinlich nicht den Hauptfaktor fir die Aktivierung des
Inflammasoms darstellt. Um Effekte des Nickel-Anteils der Legierung sicher auszuschliel3en,

misste man aber die Legierungen direkt miteinander vergleichen.

Die untersuchte TiAl6V4-Legierung gehdrt zu den am haufigsten in Implantaten verwendeten
Legierungen. Sie wird unter anderem bei Huft-TEPs fur unzementierte Pfannen oder Schafte
verwendet (3). Die Tibia- und Femurkomponenten von Knie-TEPs werden ebenfalls aus
TiAIV- und TiAINb- oder CoCrMo-Legierungen hergestellt (37).

In den meisten vergleichbaren Studien wurden reine Ti-Partikel eingesetzt (65, 75, 161).
Reintitan wird aber aufgrund der geringen Festigkeit in Endoprothesen seltener eingesetzt
als Titanlegierungen. Der Mengenanteil von Aluminium und Vanadium in der TiAIV-
Legierung liegt zwar nur bei 6 bzw. 4 %, trotzdem kann ein Einfluss auf die Aktivierung des
Inflammasoms nicht ausgeschlossen werden. Insbesondere Vanadium steht auch im
Verdacht, zytotoxische oder allergische Effekte auszulésen (186—188). Da die verwendete

TiAIV- neben der TiAINb-Legierung sehr haufig zum Einsatz kommt, entsprechen die
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verwendeten Partikel in ihrer Zusammensetzung eher den Abriebpartikeln von Patienten mit

einer Endoprothese als reine Ti-Partikel (3).

Die Analyse der chemischen Zusammensetzung der Partikel in der EDS ergab, dass sie
grofltenteils mit den Angaben fir die jeweilige Legierung aus den ISO-Normen
ubereinstimmen. Die geringfluigigen Abweichungen in der Verteilung der Elemente kdnnten

dadurch bedingt sein, dass fir jede Probe nur ein Ausschnitt gemessen wurde.

Auch wenn die getesteten Legierungen nicht in MoM-Prothesen eingesetzt werden, kdnnen
trotzdem Abriebpartikel aus ihnen entstehen. In Hift-TEPs werden Metallpartikel und -ionen
unter anderem an der Steckverbindung von Prothesenkopf und -schaft durch Reibung und
Korrosion freigesetzt. Durch diesen Mechanismus kdnnen auch bei der Verwendung von
MoP-Gleitpaarungen oder Keramik-Képfen klinische relevante Mengen an Metallabrieb
entstehen (59, 60, 189).

4.5 Fazit

In dieser Arbeit wurden erstmalig die Effekte von CoNiCrMo- und TiAlV-Partikel auf
unterschiedliche gelenkstandige Zellarten verglichen. Zusammenfassend zeigten sich
zellartenspezifische Unterschiede in der Partikelaufnahme und der Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms. Es konnte gezeigt werden, dass das Inflammasom nicht nur in
Makrophagen, sondern auch in einer osteoblastenahnlichen Zelllinien (MG63) durch
Metallpartikel aktiviert werden kann. Hier zeigte sich, dass das Inflammasom in MG63-Zellen
fast ausschlie3lich durch CoNiCrMo-Partikel und nicht durch TiAlV-Partikel aktiviert werden
kann. Moglicherweise spielen ROS eine Rolle bei der Aktivierung des Inflammasoms durch
Metallpartikel. Im periprothetischen Gewebe von Revisionseingriffen zeigte sich eine
signifikant erhéhte Menge an 4-HNE als Marker fur oxidativen Stress im Vergleich zu
Synovialgewebe von Primarimplantationen. Es sind weitere Untersuchungen nétig, um die
Aktivierungsmechanismen des Inflammasoms in den unterschiedlichen Zellarten zu
verstehen. Sollte sich der Unterschied in der Aktivierung des Inflammasoms zwischen
CoNiCrMo- und TiAlV- Partikel in Osteoblasten bestatigen, kdnnte dies bei der
Weiterentwicklung von Prothesenmaterialien eine Rolle spielen. Zudem ware es sinnvoll, die
gegenseitige Beeinflussung der gelenkstandigen Zellen, z. B. in einer Co-Kultur, zu

untersuchen.

4.6 Ausblick

Die Implantation von TEPs des Huft- und Kniegelenks gehort zu den am haufigsten
durchgefuhrten Operationen. Zudem wird in Zukunft mit einem weiteren Anstieg der
Implantationszahlen gerechnet (9). Trotz stetiger Verbesserungen des Implantatdesigns von
HUft- und Knie-TEPs ist es bislang nicht méglich, das Auftreten von aseptischen

Prothesenlockerungen zu verhindern. Im Moment stellt eine Revisionsoperation die Therapie
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der Wahl bei einer aseptischen Prothesenlockerung dar. Es wurden diverse
pharmakologische Therapien mit dem Ziel, den periprothetischen Knochenverlust
aufzuhalten und somit die Revisionsoperation hinauszuzdgern, untersucht, von denen aber

bislang keine fir den routinemaRigen klinischen Einsatz geeignet ist.

Falls sich die Hypothese bestatigt, dass die Aktivierung des Inflammasoms eine
Hauptursache fir eine aseptische Prothesenlockerung darstellt, kdnnte eine Inhibition von
IL-1 oder Inflammasombestandteilen zur Therapie genutzt werden (190, 191). IL-1-
Antikorper wie z. B. Anakinra, Rilonacept oder Canakinumab werden unter anderem
erfolgreich in der Therapie der rheumatoiden Arthritis oder CAPS angewendet (127-129,
192). AuRerdem kénnten in Zukunft NLRP3-Inhibitoren eine Mdglichkeit darstellen, die
Produktion von IL-1B deutlich zu reduzieren (99, 193, 194). NLRP3-Inhibitoren werden

aktuell auch als potentielle Therapieoption fur Osteoporose untersucht (194, 195).

Zudem konnte die Entwicklung von haltbareren und biovertraglicheren Prothesenmaterialien
die Abriebmenge und die adversen Reaktionen auf Abriebpartikel reduzieren und somit zu

einer Verbesserung der Prothesenstandzeiten beitragen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln auf die
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in periprothetischen Zellen als mégliche Ursache flr

aseptische Prothesenlockerungen untersucht.

Oxidativer Stress stellt einen potentiellen Aktivator des NLRP3-Inflammasoms dar. In der
immunhistochemischen Farbung von Gewebeschnitten von Revisionen von MoM-H(ift-TEPs
war die Menge von 4-HNE als Marker fir oxidativen Stress im Vergleich zu

Primarimplantationen signifikant erhoht.

Die Aktivierung des Inflammasoms nach Inkubation mit CoNiCrMo- und TiAlV-Partikeln fur
24 h wurde in MM6-, MG63- und Jurkat-Zellen mittels gRT-PCR, Western Blot und
Immuncytochemie (ICC) untersucht. In der Phalloidin-Red-Farbung zeigte sich kein
Unterschied in der Aufnahme zwischen den beiden untersuchten Partikelarten, allerdings
war die Partikelaufnahme der Jurkat-Zellen geringer als bei den anderen Zelllinien. Im WST-
1-Assay konnte ein negativer Einfluss der Inkubation mit den getesteten Metallpartikeln fur
24 h auf die Zellviabilitdt ausgeschlossen werden. In den MM6-Zellen wurden ein Priming
und eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch beide Partikelarten beobachtet. Bei
den MG63-Zellen konnte eine vermehrte Expression von Inflammasom-Bestandteilen und
eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms im Western Blot und der ICC hauptséachlich nach
einer Inkubation mit CoNiCrMo-Partikeln nachgewiesen werden, wahrend die Inkubation mit
TiAIV-Partikeln keinen Effekt hatte. In den Jurkat-Zellen zeigte sich bis auf eine leichte
Erhéhung der ASC-Specks in der ICC keine Reaktion des Inflammasoms auf die Inkubation

mit den getesteten Partikeln.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es zellartenspezifische Unterschiede in der
Partikelaufnahme und der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms gibt. Zudem zeigte sich in
den MG63-Zellen eine Aktivierung des Inflammasoms durch CoNiCrMo-Partikel, wahrend die
Inkubation mit TiAlV-Partikeln keinen Effekt hatte.

Die Ergebnisse stimmen mit anderen Studien Uberein, in denen starkere
proinflammatorische Effekte von CoCr- im Vergleich zu Ti-Legierungen nachgewiesen
wurden (139). Bislang wurden die Effekte von Metallpartikeln auf die Aktivierung des
Inflammasoms Uberwiegend in Makrophagen untersucht. In dieser Arbeit wurden erstmalig
die Unterschiede in der Inflammasomaktivierung zwischen verschiedenen periprothetischen
Zellen verglichen und ein partikelartenspezifischer Unterschied in der Aktivierung des

Inflammasoms in MG63-Zellen durch CoNiCrMo- und TiAlV-Partikel nachgewiesen.
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