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2 Einleitung

2.1 Klinische Relevanz der aseptischen Endoprothesenlockerung

Eine zentrale und bisher ungeloste Langzeitkomplikation der modernen Orthopadie

stellt die begrenzte Standzeit aller im Knochen verankerten Implantate und Prothe-

sen dar. Die Implantation einer Huftendototalprothese ist mit einer Fallzahl von ca.

700.000 im Jahre 2011 (Wengler et al.

2014) eine der haufigsten Standardope-

rationen in den USA und in Deutschland.

Weltweit liegt die Rate bei Uber einer Mil- |

lion primar implantierter Huftarthroplas-

tien (Purdue et al. 2007).

Mit einer durchschnittlichen Implantat-

standzeit von Uber neunzig Prozent nach

zehn Jahren erweist sich die totalendo-

prothetische Versorgung als der Gold-

standard in der Therapie der fortgeschrit- Abbildung 2-1 Rontgenaufnahme einer Hiifte re.
mit periprothetischem Lysesaum (Pfeil) bei asepti-

tenen Coxarthrose (Wright et al. 2001). scher Endoprothesenlockerung

Studien zeigten, dass mit zunehmender Standzeit die Lockerungsrate drastisch an-

steigt. Nach zwolf Jahren weisen bereits 30-50% der Prothesen massive peripro-

thetische Osteolysen auf und mussen durch einen Implantatwechsel therapiert wer-

den (Hallan et al. 2006). Hauptursache dieser mittel- bis langfristigen Komplikation

ist die abriebinduzierte aseptische Lockerung bei 55,2% der Huftprothesen und

29,8% der Knieprothesen (Sadoghi et al. 2013).

Frahere Erstimplantationen von Arthroplastien und eine steigende Anzahl von Pri-

maroperationen, bedingt durch den demographischen Wandel in Deutschland, er-

hohen die durch Lockerung bedingten Revisionsoperationen dramatisch (Wengler

et al. 2014). Fir die USA wird ein Anstieg der Wechseloperationen von 40.000 im

Jahr 2005 um 137% bei Huftprothesen und um 601% bei Knieprothesen in den

nachsten 25 Jahren prognostiziert (Kurtz et al. 2007).

Revisionsoperationen fuhren zu einem progredienten Knochen- und somit Stabili-

tatsverlust und zu einem Anstieg der Komplikationsrate im Vergleich zur Primarim-

plantation (Bohl et al. 2016). Neben den durch die Implantatlockerung bedingten

physischen und psychischen Beeintrachtigungen des Patienten kommt es zu einer
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nicht zu vernachlassigenden okonomischen Belastung des Gesundheitssystems.
Daher ist es essentiell, ein besseres Verstandnis Uber den Pathomechanismus zu
erhalten, um die Rate aseptischer Endoprothesenlockerungen deutlich zu senken
oder gar ganz zu verhindern.

Durch die stetige Weiterentwicklung chirurgischer Operationstechniken und den
Einsatz innovativer Materialien wie Keramik oder quervernetztem ultrahochmoleku-
largewichtigem Polyethylen (crosslinked UHMWPE), die sich durch hervorragende
tribologische Materialeigenschaften auszeichnen, konnte die volumetrische Abrieb-
partikelentstehung bereits gesenkt werden. Die Verwendung harterer Substanzen
fuhrt jedoch zu einer Erh6hung der Anzahl kleiner (<1um) Abriebpartikel, die zu-
satzlich biologisch aktiver sind (Fisher et al. 2004). Die grundlegende Problematik

der abriebgetriggerten periprothetischen Osteolyse bleibt damit bestehen.

2.2 Grundlagen und Klassifikation der Endoprothesenlockerung

2.21 Grundlagen der Endoprothesenlockerung

Die Pathogenese der septischen Lockerung ist durch intraoperative Kontamination
des Implantats oder des periprothetischen Spalts begrundet, die in einer akuten,
putriden Infektion, aber auch als ,low-grade-Infektion“ apparent werden kann. Ne-
ben dieser direkten Kontamination ist auch eine sekundare Infektion der Prothese
durch Bakteriamie, z.B. nach Zahnextraktion oder Bagatellverletzung, maoglich
(Morawietz et al. 2004).

Demgegenuber steht die aseptische Lockerung, atiologisch primar auf die initial feh-
lende Verankerung der Prothese im Knochen - als Voraussetzung zur stabilen Os-
teointegritat - zurtuckfuhrbar (Krismer et al. 1996). Sekundar ist die Prothesenlocke-
rung in einer durch Abriebpartikel induzierten periprothetischen Osteolyse begrin-
det, die zu einem Versagen des Implantats fuhren kdnnen. Biomechanische Fakto-
ren wie auf die Prothese einwirkende Scherkrafte, hohe mechanische Belastungen
oder Mikrobewegungen des verwindungssteifen Implantats gegenliber den umge-
benden marginal elastischen Knochenstrukturen induzieren potenziell direkt den
aseptischen Lockerungsprozess, fuhren jedoch simultan zu einer gesteigerten Pro-

duktion von Abriebpartikeln (Landgraeber et al. 2014).
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Hauptentstehungsort der Abriebpartikel, die bereits in den 1990er Jahren als zent-
rale Trigger der periprothetischen Lyse identifiziert wurden (Dumbleton et al. 2002;
Willert 1990), ist der mit dem Inlay aus Polyethylen artikulierende kunstliche HUft-
kopf aus Keramik oder Metall. Aufgrund dieser haufig eingesetzten Gleitpaarung
besteht die Mehrheit der in die Synovia abgegebenen Abriebpartikel aus Polyethy-
len, gefolgt von Metallpartikeln und Polymethylmethacrylat-Knochenzementparti-
keln, sofern eine Zementierung durchgefuhrt wurde.

Diverse Studien diskutierten die Mechanismen der Abriebpartikelmigration aus der
Gelenkhohle an die Knochen-Implantat-Grenze. Als Quintessenz ist festzuhalten,
dass Mikrobewegungen des Implantats sowie Druckpeaks der intrakapsularen Sy-
novialflussigkeit - bis zu 700mmHg bei Belastung (Aspenberg et al. 1998) - oszillie-
rend Gelenkflussigkeit in das Implantat-Knochen-Interface pressen.

Diese hydrodynamischen Druckwellen fuhren primar zu einer Dissektion des peri-
prothetischen Interfacebereiches mit folgender Reorganisation zur Synovial-like In-
terface Membrane (SLIM). Sekundar werden in der Gelenkflussigkeit geloste Ab-
riebpartikel an die Implantat-Knochen-Grenze gepumpt. Je kleiner die Partikel,
desto weiter penetrieren sie das Gewebe entlang des Implantats (Konttinen et al.
2005).

Die anfallenden Abriebpartikel konnen zu einem geringen Teil durch perivaskulare
Lymphgefalle abtransportiert werden. Entstehen mehr Abriebpartikel als abtrans-
portiert werden kdnnen, dekompensiert das System und es entstehen periprotheti-
sche Lysen (Willert 1990).

Diese Osteolysen sind Resultat einer durch zellulare Phagozytose von Abriebparti-
keln initiierten aseptischen Inflammation. Die bei diesem Prozess gebildeten Zyto-
kine fuhren zu einer gesteigerten Proliferation aktiver Osteoklasten (OC) aus Oste-
oklasten-Vorlauferzellen (OPC) und zu einer Rekrutierung weiterer immunpotenter

Zellen.
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2.2.2 Erweiterte Konsensus-Klassifikation der Endoprothesenlockerung
Die erweiterte Konsensus-Klassifikation unterteilt die SLIM in 4 Subtypen anhand

definierter histopathologischer Kriterien?:

Typ I: Neosynovialis vom abriebinduzierten Typ

- Arthrofibrose abriebinduziert, Implantatallergie

Typ II: Neosynovialis vom infektiosen Typ

Typ I Neosynovialis vom Mischtyp

Typ IV: Neosynovialis vom Indifferenztyp

- Arthrofibrose nicht-abriebinduziert

Die weiteren Uberlegungen konzentrieren sich aus Ubersichtsgriinden auf die asep-
tische Endoprothesenlockerung gemaf Typ | der Neosynovialis.

Pathognomonisch fur die Typ | Pseudomembran ist die massive Infiltration von Mak-
rophagen und mehrkernigen Riesenzellen, die Abriebpartikel phagozytiert haben.
Vereinzelt sind Lymphozyten detektierbar. Auffallig ist, dass Abriebpartikel oft von

nekrotischen Arealen umgeben sind (Krenn et al. 2014).

2.2.3 Immunologische Mechanismen der aseptischen Endoprothesenlocke-
rung

Im Fokus der abriebpartikelinduzierten aseptischen Inflammation stehen Makropha-
gen. Diese sind traditionell als Phagozyten des angeborenen Immunsystems klas-
sifiziert (Rao et al. 2012).

Die zugrundeliegenden zellularen Mechanismen der Interaktion und Aktivierung von
Makrophagen bei der Phagozytose von Abriebpartikeln und die daraus folgende
Ausschuttung inflammatorischer Mediatoren sind nicht abschliefend geklart. Der
Terminus ,Phagozytose” beschreibt einen internalisierenden Prozess, bei dem Par-
tikel wie Bakterien, Viren oder totes Zellmaterial in die Zelle aufgenommen werden.
Durch Bildung des ,Phagosoms®, eines membran-gebundenen Vesikels, wird dieser
Vorgang prozessiert (Nagata et al. 2010).

Studien zeigten, dass Abriebpartikel als ,Danger-associated molecular Pattern

Molecules® (DAMPs) mit Hochregulation intrazellularer Inflammasome (Caicedo et

2 Akzidentiell treten Osteonekrosen, Osteomyelitiden im Implantatlager oder Periprothetische Ossifikationen in
allen Subtypen auf.
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al. 2013) oder als ,Pathogen-associated molecular Pattern Molecules® (PAMPSs)

uber ,Pattern-recognition Rezeptoren® (PRRs) detektiert werden (Lahdeoja et al.

2010).

DAMPs PAMPs Macrophage
via inflammasome via TLR/NF-xB
& ?
=

#

IRAK

TNF receptor

. NADPH

= ¢
ROS
2
Inflam-
masome ZASC S

Pro-caspase-1 Caspase-1

< )

IL-16, prolL-1p,
IL-18, 18,33, etc.
1L-33,

etc.

1L-1B,
1L-18, TNF-q-====== J
1L-33, IL-6
et IL-12
1) 2)

Abbildung-2-2 Schematische Darstellung der intrazelluldaren Signalkaskaden auf Abriebpartikel im

1)

2)

Makrophagen (Signalkaskaden laufen parallel ab und interagieren)

DAMPS erhohen die intrazellulare Konzentration Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und NADPH
durch lysosomale Destabilisierung. ,NOD-like Receptors® (NLRs) wie z.B. NALP3 (NACHT, LRR and
PYD Domains containing Protein 3) und ASC (Apoptosis-associated speck-like Protein containing a
CARD) reagieren auf diese intrazellulare Stressreaktion mit der Formierung eines Multiproteinkomple-
xes, den sogenannten Inflammasomen. Der aktive Inflammasomkomplex spaltet Pro-Caspase 1 zu
Caspase 1 (auch ,Interleukin-1 converting Enzyme® genannt). Durch die Bildung von Caspase 1
kommt es zur Freisetzung von IL-1f und IL-18 (Mariathasan et al. 2007).

Die Adapterprotein (MyD88) abhangige, abriebpartikelaktivierte TLR Signalkaskade fuhrt tber eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zu partikelinduzierten Osteolysen und Produktion von Tu-
mornekrosefaktor o (TNF-a), IL-18 und IL-12 (Beutler 2004).

(Abb. aus Landgraeber et al. 2014)



Einleitung

PRRs wie ,toll-like Rezeptoren (TLRs) oder ,Scavenger-Rezeptoren® sind evoluti-
onar konservierte transmembranare Signalrezeptoren. Sie befinden sich auf den
Oberflachen von Zellen des angeborenen Immunsystems und ermoglichen die De-
tektion und Phagozytose potenziell pathogener, infektioser Strukturen (Leifer et al.
2016).

DAMPs sind nicht-infektiose Gefahrensignale und induzieren die intrazellulare In-
flammasom-Aktivierung. Neben anorganischen Substanzen wie z.B. Abriebparti-
keln kdnnen auch intra- bzw. extrazellulare Proteine oder DNA zur Bildung dieser
cytosolischen Inflammasomkomplexe fuhren (Bianchi 2007). Diese heterogene
Gruppe organischer DAMPs wird bei mechanischen, strahlenbedingten oder giftas-
soziierten Gewebsschaden freigesetzt.

Konsens besteht dartber, dass es durch die Interaktion von Abriebpartikeln mit
Makrophagen zur Ausschuttung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1a, IL-1p,
IL-6, IL-10, IL-11, IL-15, TNF-a (Tumor Necrosis Factor a), TGF-a (Transforming
Growth Factor a), GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor),
M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor) und EGF (Epidermal Growth Factor) und der Chemokine IL-8, MCP-1 (Mo-
nocyte Chemotactic Protein 1), MIP-1 o (Macrophage Inflammatory Protein-1 o) und
CCL17/TARC (Thymus and Activation Regulated Cytokine) kommt (Landgraeber et
al. 2014). Hervorzuheben ist, dass die zellulare immunologische Reaktion durch
GrolRe, Form, Inkubationszeit, Oberflachenbeschaffenheit und Anzahl der Partikel
stark beeinflusst wird (Purdue et al. 2006). Besonders kleine Partikel sind laut Green
et al. (1998) biologisch aktiver und fihren in vitro zu einer hdheren Zytokinausschut-
tung bei Makrophagen.

Die Interaktionen dieses Zytokinmilieus sind komplex und Gegenstand aktueller
Forschung. Ubereinstimmung besteht darin, dass durch dieses pro-inflammatori-
sche Milieu weitere immunpotente Zellen wie Fibroblasten, mehrkernige Riesenzel-
len, Osteoklasten und Osteoblasten sowohl direkt als auch indirekt aktiviert werden
(Abbildung 2-3). Neben Zellen des angeborenen Immunsystems konnen auch Zel-
len des adaptiven Immunsystems involviert sein. Besonders der -im Vergleich zu
anderen Zellen des adaptiven Immunsystems - in der SLIM dominierende T-Helfer
Lymphozyt (TH1) kann eine unkontrollierte aseptische Infammation durch Rekru-

tierung und Aktivierung weiterer Makrophagen fordern (Revell 2008).

10
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Abbildung 2-3 Schematische Darstellung der intra- und interzellularen Interaktion von Makrophagen
nach Abriebpartikelkontakt.

Abriebpartikelaktivierte Makrophagen rekrutieren/ aktivieren durch Zytokine und Chemokine weitere Immunzel-
len. (Abb. aus Landgraeber et al. 2014)
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2.3 Zelltod

Der Begriff des ,Zelltods” ist als irreversibler Plasmamembranintegritatsverlust de-
finiert (Kroemer et al. 2009).

Im Kontext der aseptischen Endoprothesenlockerung zeigen sich neben periprothe-
tischer Osteolysen und einer abriebinduzierten, aseptischen Inflammation auch
apoptotische Reaktionen der Abriebpartikel phagozytierenden Makrophagen in vivo
(Landgraeber et al. 2006; Olga L. Huk 2001) und in vitro (Catelas et al. 1999). Daher
ist es essentiell, das Verstandnis Uber die Mechanismen der Apoptose, die
Clearance des anfallenden Zellschrotts wie z.B. Apoptotic Bodies und die mogliche
Potenzierung einer abriebinduzierten Inflammation weiter auszubauen.

Die Grundlagen der Apoptose und weiterer Zelltodmechanismen werden im Folgen-
den genauer erlautert. Aktuelle Zelltodstudien diskutieren eine Plethora an weiteren
programmierten und unprogrammierten Zelltodsignalwegen (de Almagro et al.
2015; Fuchs et al. 2015; Lalaoui et al. 2015; Tait et al. 2014).

2.3.1 Apoptose

Die Apoptose stellt die am besten charakterisierte und evolutionar konservierte
Form der genetisch programmierten, aktiven Form des Zelltods dar.

Apoptotische Prozesse sind auf die Aktivierung intrazellularer Signalmediatoren -
Caspasen - angewiesen, die durch extrinsische oder intrinsische Stimuli aktiviert
werden konnen. Caspasen (Cystein-dependent Aspartate-specific Proteases) lie-
gen in der Zelle als inaktive Vorstufen (Pro-Caspasen) vor und werden durch prote-
olytische Spaltung aktiviert. Neben apoptoseinduzierenden Funktionen initiieren

Caspasen auch pro-inflammatorische Signalwege (Shalini et al. 2015).

2.3.1.1 Intrinsischer (Bcl-2 regulierter) Signalweg

Der intrinsische Signalweg wird durch intrazellularen Stress wie z.B. irreparable
DNA-Schaden, oxidativen Stress, Hitzeschock oder endoplasmatisch-retikularen
Stress initiiert. Dies fuhrt zu einer Hochregulation verschiedenster Transkriptions-
faktoren mit Aktivierung von Bax und Bak, die proapoptotische Proteine der apopto-

seregulierenden Bcl-2 Familie® sind (Westphal et al. 2011).

3 Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer); Bax (BCL2 associated X protein); Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)

12
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Die Aktivierung von Bax oder Bak stellt den ,Point of no Return® dar, an der die Zelle
den apoptotischen Signalweg beschreitet. Bax und Bak bilden Homooligomere, die
die aullere Mitochondrienmembran penetrieren und zu einem Verlust des trans-
membranaren Potenzials fuhren (Czabotar et al. 2014). Daraus folgt der Austritt von
apoptoseinduzierenden Proteinen* (Lalaoui et al. 2015) aus dem Intermembran-
raum. Cytochrom C fusioniert mit Procaspase-9, dem Adapterprotein APAF1
(Apoptotic Protease Activating Factor 1) und dATP zum aktivierten Caspase-9 Ho-
loenzym, dem Apoptosom. Dieses spaltet und aktiviert die Effektor-Caspasen-3 und
-7, die zu den typischen apoptotischen und morphologischen (3.4.2) Veranderun-
gen fuhren (Li et al. 1997).

Die apoptoseinduzierenden Proteine SMAC/DIABLO (Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases) und HTRA 2 (High Temperature Requirement protein A2)
blockieren den genetisch codierten Apoptoseinhibitor IAP (Inhibitors of Apoptosis
Proteins), neutralisieren somit dessen anti-apoptotische Aktivitat und fihren zu wei-
terer Caspaseaktivitat (Chai et al. 2000).

2.3.1.2 Extrinsischer Signalweg

In vielen Zellen, speziell Immunzellen, ist die extrinsische Zelltodinduktion durch die
Bindung von Todesliganden an eine Subgruppe der membranstammigen TNF-Re-
zeptor Familie getriggert. Apoptosesignale, z.B. ein irreparabler intrazellularer
Schaden oder der Verlust der Zelladhasion, kdnnen interzellular weitergeleitet wer-
den (Kiraz et al. 2016). Die am besten charakterisierten Liganden sind der Fas-
Ligand (bindet an CD95) und TNF-a (bindet an TNFR1).

Die Todesrezeptoren besitzen eine cytoplasmatische homologe Sequenz, die so-
genannte ,Death Domain®. Bindet der Ligand an den Rezeptor, kommt es zur Clus-
terbildung dreier ,Death Domains® mit einem intrazellularen Adaptermolekul zum
DISC (Death inducing Signaling Complex). Dieser membranstandige Komplex be-
wirkt die Aktivierung von Procaspase-8 und die Initiation der Apoptose (Lalaoui et
al. 2015).

Gemeinsam mit dem intrinsischen Signalweg konvergiert der extrinsische in einer

gemeinsamen Endstrecke, der Aktivierung des Schlusselmediators Pro-Caspase-

4 Cytochrom C, Second Mitochondria-derived Activator of Caspases, Apoptosis-Inducing Factor, High Tem-
perature Requirement Protein
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3. Caspase-3 fuhrt durch Interaktion mit CAD (Caspase-Activated DNAse) zum Ab-
bau von DNA?® und der Strukturproteine Laminin und Aktin (Elmore 2007).

2.3.1.3 Clearance apoptotischer Zellen

Die ,immunologisch stille” Elimination apoptotischer Zellen stellt die finale Stufe des
programmierten Zelltodes dar. Frihapoptotische Zellen schitten chemotaktische
»ind-me“ Signale wie Fraktalkin, Lysophosphatidylcholin, Spingosin-1-Phosphat
und die Nukleotide ATP und UTP aus, die zur Migration von professionellen Pha-
gozyten an die sterbende Zelle fihren (Hochreiter-Hufford et al. 2013). Sogenannte
.eat-me“ Signale markieren apoptotische Zellen durch Expression von Calretikulin,
Annexin oder des Phospholipids Phosphatidylserin an der MembranaufRenseite.
Diese Markierung ermoglicht eine effiziente Differenzierung in vitale und apoptoti-
sche Zellen. Die Detektion apoptotischer ,eat-me® Signale gelingt Uber eine
Plethora an Rezeptoren auf der Oberflache von Phagozyten. Wahrend des frih-
apoptotischen Prozesses wird potenziell inflammatorisch oder immunogen aktiver
intrazellularer Inhalt - DAMPs - (Bianchi 2007) in Form von Apoptotic Bodies ver-
packt und abgeschnurt (Kinchen et al. 2007).

Apoptotic Bodies sind 1-5um grol3e exosomale Vesikel, die zellulare Komponenten
wie DNA, RNA, Histone oder ribonukleare Proteine durch eine Plasmamembran
umhullen (Gyorgy et al. 2011). Makrophagen phagozytieren die Apoptotic Bodies
kurz nach ihrer Freisetzung. Da es wahrend des Prozesses zu keinem Austritt von
freien zellularen Bestandteilen kommt, wird eine noninflammatorische Elimination
der DAMPs ermdglicht.

Die Digestion der Apoptotic Bodies fuhrt physiologisch zu einer Ausschuttung im-
munsuppressiver Zytokine wie z.B. TGF- (Transforming Growth Factor ) oder IL-
10 (Elliott et al. 2010). Nicht eliminierte spatapoptotische Zellresiduen gehen in ei-
nen autolytisch-nekrotischen Prozess Uber. Da die Plasmamembran nekrotischer
Zellen permeabel ist, kommt es durch den Austritt von intrazellularem Inhalt -
DAMPs - zur Initiation einer immunologischen, proinflammatorischen Reaktion.
Diese Autolyse wurde von Wyllie et al. (1980) als sekundare Nekrose bezeichnet.
Sowohl eine drastisch erhdohte Apoptoserate als auch eine Stérung der apoptoti-

schen Clearance-Funktion kann zu apoptotischen Zellresiduen mit Ausbildung von

5 Chromatinkondensation (Pyknosis), Chromatinfragmentation (Karyorrhexis)
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Pathologien fuhren.

2.3.1.4 Apoptotische Prozesse im Kontext der abriebpartikelinduzierten En-
doprothesenlockerung
Bisher thematisierten nur wenige Studien die abriebpartikelinduzierte Apoptose® im
Rahmen der aseptischen Endoprothesenlockerung.
Erste Hinweise auf eine Beteiligung apoptotischer Aktivitat in der periprothetischen
Membran aseptisch gelockerter Huft- oder Knieprothesen lieferte Zhang et al.
(1999) durch den immunhistochemischen Nachweis des apoptoseregulierenden
Proteins Bax’. Abriebpartikel, besonders Metallpartikel, demaskieren sich als die
primaren Induktoren apoptotischer Prozesse, vorrangig phagozytierender Zellen, in
situ (Stea et al. 2000). Weitere Studien wiesen apoptoseassoziierte Marker in peri-
prothetischen Membranen nach und diskutierten die Hemmung der partikelinduzier-
ten Apoptose als potenzieller pharmazeutischer Angriffspunkt (Olga L. Huk 2001;
Reno et al. 2003). Landgraeber et al. (2006) gelang der Nachweis der Uberexpres-
sion p53- bzw. BAK-positiver Makrophagen und Riesenzellen in der Interfacememb-
ran aseptisch gelockerter Prothesen. Wurde die Funktion der Apoptose im Locke-
rungsprozess von Prothesen bislang als protektiv diskutiert, gingen Landgraeber et
al. (2009) erstmalig von einer pathologischen Apoptose aus.
Die selektive Hemmung apoptoseassoziierter intrazellularer Signalkaskaden in ei-
nem Maus-Osteolyse-Modell hebt die Bedeutung der Apoptose im aseptischen Lo-
ckerungsprozess von Implantaten hervor. Die Verwendung eines Pan-Caspase-In-
hibitors fuhrte sowohl zu einer Minderung der partikelinduzierten Apoptose als auch
der Osteolysen durch Osteoklasten (Landgraeber et al. 2009).
Ein Zusammenhang zwischen periprothetischen Osteolysen und apoptotischen
Prozessen liegt somit auf der Hand. Der dahinterstehende Pathomechanismus

konnte aber bisher nicht gefunden werden.

2.3.2 Nekrose
Die Nekrose ist definiert als unkontrolliert ablaufender Zelltod mit Absenz apoptoti-
scher oder autophagischer Prozesse als Folge massiver pathologischer Zellschadi-

gungen durch traumatische, infektiose oder ischamische Ereignisse.

6 Pubmed Recherche ergab 35 Treffer auf die Stichworte ,apoptosis aseptic loosening” (Stand: 26.12.2016)

” Bax (BCI-2 Associated X protein) stellt einen Co-Faktor des Tumorsuppressorgens p53 dar und wirkt pro-
apoptotisch
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Diese letalen Lasionen fihren zu einem Zusammenbruch des Zellmetabolismus mit
anschliefender Ruptur der Plasmamembran und einem Anschwellen der Zelle.
Durch den Verlust der Membranintegritat kommt es zum Austritt freier zellularer Be-
standteile - DAMPs - der toten Zelle, die eine inflammatorische Reaktion des Im-
munsystems provozieren (Golstein et al. 2007).

Anders als die vollstandige Clearance apoptotischer Zellreste kbnnen nekrotische

Zellen mittels Makropinozytose nur teilweise eliminiert werden (Krysko et al. 2006).

2.3.3 Nekroptose: Eine programmierte Nekrose

Aktuelle Studien terminologisieren eine neue, kontrollierte Form des nekrotischen
Zelltods als ,Nekroptose®, da sowohl nekrotische als auch apoptotische Charakte-
ristika identifizierbar sind. Die Nekroptose ist als programmierter, Caspase-unab-
hangiger Zelltod definiert, initiiert durch die Aktivitat der Schlisselmolekile RIPK-
1, -3 (Serine/ Threonine Receptor interacting Protein Kinase) und MLKL (Mixed Li-
neage Kinase like) (Lalaoui et al. 2015).

Nekroptotische Stimuli werden durch Rezeptoren der TNF-Superfamilie vermittelt,
die bei Aktivierung den intrazellularen RIPoptosomkomplex? bilden (Vanden Berghe
et al. 2014). RIPK-1 und -3 sind beides Substrate der aktiven Caspase-8. Die Spal-
tung fuhrt zur Initiation des apoptotischen Signalwegs und simultan zur Hemmung
extensiver Nekrose. Ist kein proapoptotisches Caspase-8 vorhanden, formt RIPK-1
und -3 zusammen mit MLKL das Nekrosom (de Almagro et al. 2015). Aktiviertes
MLKL durchlauft eine Konformationsanderung und bildet eine Strukturdoméane aus,
die die Plasmamembran penetriert. Dies fuhrt zum Verlust der Membranintegritat

und zum inflammatorischen Exitus der Zelle (Hildebrand et al. 2014).

2.3.4 Autophagie

Das ,Nomenclature Committee on Cell Death® empfiehlt die Verwendung des Be-
griffs der ,Autophagie” ausschlieRlich bei Zelltodprozessen, deren Progress durch
pharmakologische oder genetische Hemmung autophagischer Signalwege limitiert
werden kann (Galluzzi et al. 2015).

Die Autophagie stellt einen lysosomabhangigen Prozess dar, der die Autodigestion

kleinster intrazellularer Molekule als auch ganzer Organellen ermdglicht. Durch

8 Komplex aus: deubiquiniertem RIPK-1, FADD (Fas-associated protein with Death Domain), Caspase-8 und
cFLIP (Cellular FLICE (FADD-like IL-1B-converting enzyme)-inhibitory protein)
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Umhullung des zu eliminierenden Materials in intrazellularen Vesikeln formt sich das
Autophagosom im Cytoplasma. Die Fusion des Autophagosoms mit Lysosomen
fuhrt zu einem Abbau des organischen Inhalts (Mizushima 2011).

Eine basale, niedrige Autophagierate existiert in jeder ruhenden Zelle. Die Stimula-
tion autophagischer Prozesse erfolgt als Respons auf Stresssituationen wie Nah-
rungsmittelkarenz oder zytotoxische Stimuli. Durch exzessive Autophagosomenak-
kumulation kann die Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zytotoxische

Werte erreichen und den Tod der Zelle induzieren (Yu et al. 2006).

2.3.5 Pyroptose

Die Pyroptose ist eine Caspase-abhangige Form des programmierten Zelltods und
eo ipso inflammatorisch. Im Unterschied zur ebenfalls Caspase-initiierten Apoptose
basiert der pyroptotische Signalweg auf der Aktivitat der proinflammatorischen
Caspasen-1 und -5 (Tait et al. 2014).

Ausloser des pyroptotischen Zelltods sind verschiedene pathogene Stimuli, beson-
ders aber virale oder bakterielle Infektionen, die Uber eine Hochregulation intrazel-
lularer Inflammasome Caspase-1 aktivieren. Neben Unterschieden auf molekularer
Ebene lasst sich die Pyroptose auch morphologisch klar von der Apoptose abgren-
zen, da die Caspase-1 Aktivitat mit osmotischer Lyse und einem Anschwellen der
Zelle assoziiert ist. Caspase-1 spielt eine Schlusselrolle fur die Ausschuttung der
inflammatorischen Zytokine IL-B und IL-18 und die Zelltodinduktion (Bergsbaken et
al. 2009).
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2.4 Periprothetische Osteolysebildung als Endstadium der asepti-
schen Endoprothesenlockerung
Die Knochenstruktur unterliegt physiologisch einem kontinuierlichen Gleichgewicht
aus Knochenaufbau und Knochenabbau. Dieses komplexe dynamische System
wird durch RANK (Receptor Activator of NF-kB) und seinen zugehdrigen Liganden
RANKL reguliert. Osteoprotegerin (OPG) kann als sogenannter Fangrezeptor
RANKL antagonisieren. RANKL aktiviert nicht nur nachgeschaltete Signalwege der
Osteoklastogenese, sondern moduliert durch Verlinkung mit anderen Signalwegen
die Homoostase physiologischer als auch pathologischer ossarer Prozesse
(Leibbrandt et al. 2009).
Die Entstehung von Osteolysen sind mit der Aktivitat von Osteoklasten als primar
knochenresorbierenden Zellen vergesellschaftet. Studien zeigten jedoch, dass
auch die mit Osteoklasten ontogenetisch eng verbundenen Makrophagen bzw. mul-
tinuklearen Riesenzellen nach Abriebpartikelkontakt zu einer low-grade Knochen-
resorption fahig sind (Athanasou et al. 1992).
Durch die abriebpartikelinduzierte Aktivierung der Makrophagen werden sowohl in-
direkt, durch ausgeschuttete Zytokine, als auch direkt, durch eine Erhdhung des
RANKL/OPG-Quotienten, vermehrt Osteoklasten aus Osteoklasten-Vorlauferzellen
(OPCs) rekrutiert (Mandelin et al. 2003). Die Hochregulation der periprothetischen
Osteoklastenaktivitat fuhrt im Finalstadium zur osteolytischen Aufhebung der stabi-
len Osteointegritat des Implantats im Knochen und schlussendlich zur Lockerung
der Prothese (Landgraeber et al. 2014). Der genaue Mechanismus der Aktivierung
und Interaktion von Abriebpartikeln bzw. Zytokinen mit Osteoklasten ist nicht ab-
schlieend geklart.
Osteoblasten halten als Antagonisten der Osteoklasten die Homdostase zwischen
Knochenaufbau und -resorption aufrecht. Neben gesteigerten proresorptiven Fak-
toren endet somit auch eine abriebpartikelinduzierte Storung der knochenbildenden

Osteoblasten in der Bildung von Osteolysen (Purdue et al. 2006).
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Abbildung 2-4 Schematische Darstellung der Regulation von Osteoklasten durch Abriebpartikel

OPCs immigrieren in den periprothetischen Bereich und reifen unter dem Einfluss von RANKL zu aktiven
Osteoklasten aus. Makrophagen, Fibroblasten, Lymphozyten und Osteoblasten kénnen diesen Regelkreislauf
durch die Ausschittung von Chemokinen oder proinflammatorischen Zytokinen beeinflussen. Osteoprotegerin
und Interferon-y hemmen die Osteoklastenausreifung. Abriebpartikel (rot) verstarken (+), hemmen (-) oder
beeinflussen potenziell (?) die osteolyseinduzierende Prozesse (Abb. aus Purdue et al. 2006)
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2.5 Fragestellung der Arbeit

Im Kontext der aseptischen Endoprothesenlockerung zeigen sich neben periprothe-
tischer Osteolysen und einer abriebinduzierten Inflammation auch apoptotische Re-
aktionen der abriebpartikelphagozytierenden Makrophagen.

Die Verwendung eines Apoptose-Inhibitors im 0.g. Maus-Osteolyse-Modell fihrte
sowohl zu einer Minderung der Apoptose als auch der abriebpartikelinduzierten Os-
teolysen (Landgraeber et al. 2009). Dies erscheint paradox, da es sich bei der
Apoptose, im Gegensatz zur Nekrose, um einen programmierten ,protektiven Zell-
tod“ handelt, der keine weiteren Zellschadigungen oder inflammatorische Reaktio-
nen induziert.

Ziel der vorliegenden Studie ist es, mittels eines Zellkulturmodells mit ,live-Imaging®“-
Technik den abriebpartikelinduzierten Zelltod zytomorphologisch genauer zu quali-
fizieren und im Vergleich mit Kulturen ohne Abriebpartikelkontakt zu quantifizieren.
Inflammatorische Prozesse, induziert durch Partikel oder Apoptotic Bodies, werden
anhand eines ELISAs untersucht.

Insbesondere soll evaluiert werden, ob die bei der Phagozytose von Abriebpartikeln
entstehenden Zellresiduen, primar die Apoptotic Bodies, weitere Zellschadigungen

oder eine Inflammation induzieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Thp-1 Monozyten Zellkultur
3.1.1 Auftauen/ Einfrieren der THP-1 Zelllinie

Im Auftauprozess wurden die in flussigem Stickstoff (-196°C) eingefrorenen Zellen
zugig in 20ml vorgewarmtem Zellkulturmedium (37°C) resuspendiert und zur Elimi-
nation des zytotoxischen Dimethylsulfoxids (DMSO) zehn Minuten bei 300g sedi-
mentiert. AnschlieBend wurden die Zellen in frischem Medium mit 20% Fetalem Kal-
berserum (FCS) in Kultur gebracht und nach drei Tagen mit normalem Zellkultur-
medium subkultiviert. Fur die Kryolagerung der THP-1 Zellen in flussigem Stickstoff
musste das Einfriermedium vorgekdhlt, 5x108 THP-1 Monozyten in 1ml Einfrierme-
dium resuspendiert und in Kryordhrchen uberfuhrt werden. Die Rohrchen wurden
fur 24 Stunden in einer Styroporbox bei -80°C heruntergekuhlt und anschlieRend in

den Kryotank tberfuhrt.

3.1.2 Kultivierung der THP-1 Zelllinie

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer Scanlaf Zellkul-
turbank. Die in Suspension wachsende THP-1 Zelllinie wurde in 75-T Corning Zell-
kulturflaschen unter konstanten Bedingungen in einem Inkubator bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und einem atmospharischen CO2-Gehalt von 5% kultiviert. Das Zell-
kulturmedium setzte sich aus RPMI 1640 Medium mit 10% FCS und zur Prophylaxe
einer potenziellen bakteriellen Kontamination mit 100U/ml Penicillin und 100pg/ml
Streptomycin zusammen. Alle drei Tage wurde das Nahrmedium vollstandig ersetzt
oder die Monozyten auf neue Zellkulturflaschen gesplittet. Nach maximal zwanzig
Passagen wurden die THP-1 Zellen verworfen und neue Zellen aus der Kryolage-

rung aufgetaut.

3.1.3 Stimulation der THP-1 Zelllinie

1x10%ml THP-1 Zellen wurden nach einem etablierten Protokoll (Park et al. 2007)
mit 8nM PMA? in DMSO, das zur Differenzierung von Monozyten zu MLCs fiihrt, in
6-well Zellkulturplatten oder 8-well IBIDI-Mikroskopiekammern inkubiert. Nach 48
Stunden differenzierten sich die THP-1 Monozyten zu adharenten MLCs aus. Nicht-

adharente Zellen und PMA wurden durch dreimaliges Waschen mit

9 Phorbol-12-myristat-13-acetat
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Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) entfernt und die persistierenden adharenten
Zellen nach einem Mediumwechsel unter einem inversen Lichtmikroskop morpho-

logisch kontrolliert.

3.1.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl

20ul der Zellsuspension wurden im Verhaltnis von 1:1 mit Trypanblau zur Anfarbung
und Detektion toter Zellen resuspendiert. Nach Uberfiihrung von 20l dieser Sus-
pension in eine Einmal-Zahlkammer (SD100 Slides) konnten die vitalen Zellen mit-
tels Zellzahler (Cellometer Auto T4) automatisch ausgezahlt werden. Blaugefarbte

und somit tote Zellen wurden von der Zellzahlbestimmung ausgeschlossen.

3.2 Abriebpartikel

Kommerziell erhaltliche Polyethylenpartikel (Ceridust® VP 3610) wurden von der
Firma Clariant (Gersthofen, Deutschland) fur die Durchfuhrung der Experimente be-
zogen. Laut Herstellerangaben betragt die elektronenmikroskopisch bestimmte
durchschnittliche Partikelgrof3e 1,75um = 1,43um (Median 1,42um), der Anteil der
biologisch aktiveren Partikel <1um 35%. Der Vergleich der biologischen Aktivitat
von Ceridust Polyethylenpartikeln mit UHMWPE-Abriebpartikeln, generiert aus
Huftsimulatorexperimenten, ergab, dass auch die kommerziell erhaltlichen Po-
lyethylenpartikel in vivo potente Osteolyseinduktoren sind (von Knoch et al. 2004).
Die Kobalt-Chrompartikel stammen von der Firma BioEngineering Solutions Inc.
(USA) und sind laut Hersteller mit einer durchschnittlichen Partikelgrof3e von 0.9um
beziffert.

Die Kobalt-Chrompartikel imponierten morphologisch als kleine, scharfkantige oder
runde lichtundurchlassige, schwarze Partikel. Partikel aus Polyethylen waren als
blasig geformt bzw. gesprenkelt erkennbar und bildeten wie auch die Kobalt-Chrom-
partikel Konglomerate.

Zur Vermeidung einer Kontamination der Zellkulturexperimente wurden 5mg Parti-
kel Uber 48 Stunden in 10ml 70%igem Ethanol sterilisiert und anschliel3end bei ma-
ximaler Geschwindigkeit'® dreilig Minuten sedimentiert. Dieser Vorgang erfolgte
zweimal. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Partikel in sterilem Zell-
kulturmedium aufgenommen und auf eine Konzentration von approximierten 6x10’

Partikeln/ml mittels Zellzahler (Cellometer Auto T4) eingestellt, um konstante

10 3000g
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Inkubationsbedingungen zu erlangen. Zur Gewahrleistung keimfreier Inkubations-
bedingungen wurden die im mit Antibiotika versetzten Medium aufgenommenen
Partikel auf einer LB- und Blutagarplatte ausgestrichen. Im Inkubator erfolgte die

Bebritung Uber 48 Stunden unter taglicher Kontrolle auf Koloniebildung.

Abbildung 3-1 Kobalt-Chrompartikel (20x)

(b)

Abbildung 3-2 Polyethylenpartikel
Partikel: Konglomeratbildung (20x)

23



Material und Methoden

3.3 Generierung und Isolation von Apoptotic Bodies

1,5x108 THP-1 Zellen wurden pro Well in 3ml Nahrmedium in 6-well Zellkulturplatten
ausgesat, zu MLCs ausdifferenziert (vgl. 3.1.3) und im Anschluss mit Kobalt-Chrom-
und Polyethylenpartikeln im Verhaltnis von 10:1 (Partikel/ Zellen) coinkubiert. Nach
48 Stunden Coinkubationszeit erfolgte die Sammlung der Uberstande aus der 6-
well Platte in einem 50ml Falcon und die folgenden Zentrifugationsschritte, basie-
rend auf einem modifizierten etablierten Protokoll (Crescitelli et al. 2013), zur Isola-
tion der ABs:

Uberstand Uberstand
A in 2ml
Eppendorf
PBS
300g,10Min. 300g,10Min. 21.000g,45Min.
e)
% E/O_E ®'®
®.© @
@ o°

Abbildung 3-3 Ubersicht Isolationsprotokoll von Apoptotic Bodies

a) gesammelte Ubersténde mit Zellbestandteilen, Partikeln, ABs; b/c) Sedimentation gréRerer Zellbestandteile
und Partikel bei 300g fiir 10 Minuten, Verwerfen des Pellets; d) Aufteilung des US auf mehrere 2ml Eppendorf
Reaktionsgefalie; e) Sedimentation der ABs bei 21.000g fiir 45 Minuten, Aufnahme in 200ul Medium; optional:
Waschen der ABs mit 2ml PBS, erneute Sedimentation der ABs bei 21.000g, 45 Minuten

Die nach diesem Protokoll von 99,9% der Partikel und grobem Zellschrott aufgerei-
nigten ABs wurden in 200ul Zellkulturmedium bei -20°C gelagert. Es wurde mit im-
mer konstanter THP-1 Aussaatdichte in den 6-well Platten und Partikel-Zell-Ratios
gearbeitet, um auch eine konstante ABs-Ratio zu generieren.

Das empirisch bestimmte zelltodinduzierende Arbeitsvolumen aus der Stocklosung
mit isolierten ABs fur die Experimente zur Evaluation der durch ABs induzierten

Zellschadigungen betrug 70ul pro ml Zellkulturmedium. Zum Ausschluss einer
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mikrobiellen Kontamination erfolgte auch hier der Ausstrich auf LB- und Blutagar-

platten.

3.4 ,live-cell” Imaging Zeitraffer-Video-Mikroskopie

3x10* THP-1 Zellen wurden pro Well in 300ul Nahrmedium in 8-well IBIDI-Mikro-
skopiekammern ausgesat und zu MLCs ausdifferenziert (s.h. 3.1.3). Im Anschluss
erfolgte nach zweifachem Waschen mit PBS die Coinkubation der MLCs in Farbe-
medium mit ABs oder Abriebpartikeln im zehnfachen Verhaltnis von Partikeln zu
Zellen.

Zur Validierung des Einflusses der Partikel oder ABs auf die Vitalitat der Zellen
diente die alleinige Inkubation von MLCs in Farbemedium als Negativkontrolle. Jede
Versuchsbedingung wurde doppelt angesetzt und das Experiment mindestens drei-
mal, an jeweils drei verschiedenen Tagen, wiederholt.

Dem Farbemedium wurden sowohl die Fluoreszenzfarbstoffe Propidiumiodid (PI)
und Annexin V gekoppelt an FITC (Fluoresceinisothiocyanat) direkt vor den Experi-
menten als auch Kalziumchlorid in einer Konzentration von 2nM zugesetzt, da die
Bindung des Apoptosefarbstoffs Annexin an Phosphatidylserin kalziumabhangig ist
(van Engeland et al. 1998). Zur Minimalisierung zytotoxischer Effekte des Pis und
somit Manipulation der Versuchsergebnisse wurde die minimale Farbekonzentra-

tion austitriert.

Tabelle 3-1 Farbemedium

Volumen/ Konzentration Inhaltsstoffe
IBIDI Mikroskopiekammer 290yl THP-1 Farbe-
(Gesamtvolumen: 300pl/well) 2nM medium
Sterilfiltrieren CaCl,
Apoptose: 10ul
Nekrose: 20l Annexin FITC
Propidiumiodid

3.4.1 Leica DMI-6000B Settings

Die ,live-cell Imaging“ Zeitraffervideos wurden in einem inversen, automatisierten
Forschungsmikroskop (Leica DMI-6000B) mit eingebautem Inkubator unter kon-
stanten Bedingungen von 37°C und 5% atmospharischem CO. aufgenommen. Die

Bestimmung der Apoptose- bzw. Nekroserate der THP-1 Zellen erfolgte neben der
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Beurteilung morphologischer Faktoren mittels Differenzialinterferenzkontrast-Licht-
mikroskopie (DIC) auch durch die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe mit einer Hg-

Lichtquelle.

Tabelle 3-2 Anregungs- und Emissionsfilter

Anregungsfilter Emissionsfilter

Morphologie: DIC 40x
Apoptose: Annexin FITC 490nm+10nm Green 490nm£10nm
Nekrose: Propidiumiodid TxRed 555nm+12,5nm TxRed 605nm+26nm

Die Aufnahme, Verarbeitung und Analyse der Zeitraffervideos erfolgte mit der Soft-
ware Leica LASF'".

Da MLCs adharent sind und die Abriebpartikel bzw. Abs absinken, wurde in jedem
IBIDI-well auf mindestens drei zentrale Positionen am Bodenglas der Mikroskopie-
kammer fokussiert. Mit der Zuschaltung der adaptiven Fokuskontrolle ,AFC* erfolgte
die Sicherstellung eines scharfen Bildes Uber zwolf Stunden. Jede der markierten
Positionen wurde uber zwolf Stunden alle finf Minuten automatisch angefahren und
fotografiert. Die Videos setzten sich aus den Einzelbildern der unterschiedlichen

Positionen zusammen.

3.4.2 Zelltoddetektion mittels morphologischer Kriterien und Annexin/ PI-
Farbung

Die Apoptosedetektion mittels Annexin V und einer Gegenfarbung mit dem Dann-
interkalierenden Farbstoff und Nekrosemarker Pl ist eine Methode, bei der mit FITC
fluoreszenzmarkiertes Annexin V an Phosphatidylserin (PS) bindet. PS ist ein wich-
tiger Bestandteil von Zellmembranen und befindet sich ausschliel3lich an der Innen-
seite der Plasmamembran einer vitalen Zelle. Apoptotische Zellen verlieren durch
Translokation von PS in die Aul3enschicht, den sogenannten ,Phosphatidylserin-
flip“, ihre Membran-Asymmetrie. Annexin V bindet an PS und ist daher zur Identifi-
zierung frhapoptotischer Zellen geeignet (Koopman et al. 1994).

Sind Zellen nekrotisch und ihre Membran wird permeabel, bindet initial sowohl Pl
dannDNA-Fragmente im Zytoplasma der Zelle als auch Annexin V an PS an der

Innenseite der Plasmamembran. Neben nekrotischen Zellen kdénnen auch

1 Version: [BETA] 3.2.0.8846 [Leica Microsystems]
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spatapoptotische Zellen eine Doppelfarbung mit Pl-positivem Zellkern und Annexin

V positiver Plasmamembran ausbilden.

Abbildung 3-4 Schematische Darstellung frithapoptotischer (a) vs. spatapoptotischer (b) Zellen

Fabecharakteristika: Annexinbindung (griin), PI (rot) positiver Zellkern

Klassisch nekrotische Zellen imponieren morphologisch initial durch die Exvagina-
tion von ,Bubbles®, gefolgt vom Platzen der Zelle, wohingegen apoptotische Zellen
durch das Phanomen des ,Membrane-blebbing®, ,Cell-rounding” und ,Cell-shrinka-
ging“ sowie der Karyopyknose und Chromationkondensation charakterisiert sind
(Rello et al. 2005).

Die Quantifizierung vitaler Zellen und der Zelltodrate in den Zeitraffervideos erfolgte
alle zwei Stunden (0,2,4...10,12 Stunden) Uber eine manuelle Auszahlung unter Be-

urteilung 0.g. morphologischer und fluoreszenzcharakteristischer Eigenschaften.

3.4.3 Statistische Auswertung der Zelltoddetektion

Die statistische Auswertung der Apoptose-, Nekrose- und Vitalitatsrate von MLCs
nach Apoptotic Bodies- bzw. Partikelkontakt wurde mit dem Tabellenkalkulations-
programm Excel (Version 15.20) und dem Statistikprogramm GraphPad Prism (Ver-
sion 5.04) durchgefuhrt. Die absolute Anzahl an Zellen im Sichtfenster des Mikro-
skops war uber zwolIf Stunden nicht konstant, da sich die MLCs Uber den Boden der
Mikroskopiekammer fortbewegten. Aus diesem Grund erfolgte zu jedem Zahlpunkt
die Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung des Verhaltnisses von
Apoptose-, Nekrose- und Vitalitatsrate aller im Sichtfenster detektierbaren MLCs in
relativen Zahlen.

Zur Ermittlung der partikel- bzw. ABs-induzierten Zelltodrate wurde das arithmeti-

sche Mittel der naturlichen Mortalitatsrate der Negativkontrollen, beeinflusst durch
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extrinsische Faktoren wie z.B. die Inkubationsbedingungen, von den Zelltodevents
der Coinkubation des jeweiligen Zahlpunktes subtrahiert.

Die Datensatze zur Zelltoddetektion entsprachen nicht den Kriterien der
Gauly’schen Normalverteilung. Die Prufung auf statistisch signifikante Unter-
schiedshypothesen zwischen den Kontrollgruppen und den mit Partikeln oder ABs
coinkubierten MLCs erfolgte daher mittels des nonparametrischen Mann-Whitney-

U-Tests. Als statistisch signifikante Ergebnisse gelten Werte von p<0,05.

Tabelle 3-3 Zellanzahl pro Zahlpunkt

Experiment MW £ SD Zellzahl pro Zahlpunkt Experi-
mentan-
zahl

Negativkontrolle 651,3 £ 15,42 Zellen n=12

Kobalt-Chrom 534,86 + 14,45 Zellen

Negativkontrolle 445,71 £ 17,30 Zellen n=9

Polyethylen 272,57 + 17,31 Zellen

Negativkontrolle 152 + 5,13 Zellen n=9

AB 296,71 £ 5,99 Zellen
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3.5 Humaner TNF-a ELISA (Immunassay)

Die Durchfihrung eines ELISAs (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) stellt ein
Verfahren zum quantitativen Nachweis spezifischer Stoffe wie Proteine, Enzyme
oder Zytokine dar. Die Durchfuhrung des TNF-a Immunassays orientierte sich an
dem vom Hersteller beigeflugten Protokoll (vgl. 8.6).

Der Boden einer 96-well Mikroplatte ist mit einem monoklonalen Antikorper, spezi-
fisch fiir TNF-o,, gecoated. Das im Uberstand enthaltene TNF-a. der Positivkontrolle
(Medium enthalt Lipopolysaccharide (LPS)), des Standards und der Samples bindet
an den immobilen Antikdrper am Boden der Mikroplatte. Nachdem ungebundene
Substanzen durch einen Waschgang entfernt wurden, erfolgt die Addition eines
TNF-a spezifischen, Enzym-gebundenen, polyklonalen Antikorpers. Das ungebun-
dene Antikorper-Enzym Reagenz wird entfernt und eine farbige Substratlosung hin-
zugefugt. Der Farbumschlag erfolgt proportional zur initial gebundenen Menge an
TNF-o und kann als Optische Dichte (OD) mittels Mikroplatten-Lesegerat genau
detektiert werden. Der Standard, die Positivkontrolle und die Samples werden im-
mer paarig auf TNF-a untersucht. Die Bestimmung der OD erfolgt parallel bei
450nm und 570nm, da zur Wellenlangenkorrektur die ausgelesenen Werte der gro-
Reren Wellenlange subtrahiert werden.

Dieses Verfahren wird als quantitative Sandwich Immunassay Technik bezeichnet.
Die minimaldetektierbare Dosis (MDD) an TNF-a in einer Probe betragt laut Her-

stellerangaben 1,6pg/ml.

3.5.1 Isolation zytokinhaltigen Uberstands aus den Coinkubationen

Zur Gewinnung der im Uberstand der Coinkubationen enthaltenen Zytokine wurden
1,5x10% THP-1 Zellen pro Well in 3ml Nahrmedium in 6-well Zellkulturplatten aus-
gesat und zu MLCs ausdifferenziert (s.h. 3.1.3). Im Anschluss erfolgte nach zweifa-
chem Waschen mit PBS die Cokultivierung der MLCs mit ABs und einem 1:1 Ge-
misch aus Polyethylen- und Kobalt-Chrompartikeln im Verhaltnis von 20:1 (Abrieb-
partikel/ Zellen).

Als Negativkontrolle diente die alleinige Kultivierung der MLCs. Jede der Bedingun-
gen wurde mindestens als n= 5 angesetzt. Da verschiedene Ansatze mit unter-
schiedlichen Inkubationsbedingungen gefahren wurden, ist die summierte Anzahl
der Experimente (n) nicht in allen Versuchsreihen identisch. Nach zwolf Stunden

Cokultivierung wurden die Uberstinde abgenommen und mdgliche
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Verunreinigungen durch Partikel oder Zellschrott bei 21.000g 45 Minuten sedimen-
tiert und verworfen. Die Proben wurden direkt ohne Zwischenlagerung und unter

Verwendung eines Immunassays auf TNF-a analysiert.

3.5.2 Kalkulation der TNF-a Konzentration

Aus den paarig bestimmten ODs des Standards, der Positivkontrolle und der Samp-
les wurde das Arithmetische Mittel gebildet. Die Kalibrierung des ELISAs mit dem
Nullwert erfolgte durch die Subtraktion der durchschnittlichen OD der Negativkon-
trolle (kein TNF-o) des Standards von allen Messwerten.

Die gemittelten ODs der Standardreihe wurden gegen die bekannten, korrespon-
dierenden TNF-a Konzentrationen aufgetragen und eine Standard-Regressionsge-
rade konstruiert.

Durch das Einsetzten der bekannten OD-Werte in die Funktionsgleichung der Re-
gressionsgeraden konnte die unbekannte TNF-oa Konzentration in den Proben kal-

kuliert werden (vgl. 8.8).

30



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Qualitative Auswertung der Coinkubation mit Partikeln

Die Analyse der zwolf Stunden Zeitraffervideos zeigte, dass die vitalen MLCs sofort
mit den Partikeln und ABs interagierten. Vitale THP1-MLCs stellten sich als 30-
80um grol3e, einkernige und an das Bodenglas adharente Zellen dar.

Funktionell und morphologisch lieRen sich zwei Makrophagentypen differenzieren:
Grolde, sessile MLCs bildeten lange Pseudopodien aus, an denen die Kobalt-
Chrom- und Polyethylenpartikel adharierten und internalisiert wurden. Kleine, runde
MLCs migrierten kontinuierlich amoboid Uber das Bodenglas der Mikroskopiekam-
mer und phagozytierten oder transportierten Partikel mittels ,Cell-dragging” an der
Aulenseite der Plasmamembran.

Diese Interaktion von MLCs mit Partikeln fuhrte, im Vergleich zur Negativkontrolle
ohne Partikel, zu einer Hochregulation apoptotischer Zelltodevents (s.h. 4.3.3).
Apoptotische Zellen lieRen sich in den Zeitrafferaufnahmen morphologisch anhand
des Schrumpfens der Zelle, des initialen ,Membrane-blebbings® und der zeitversetz-
ten Grunfarbung mittels Annexin-FITC charakterisieren.

Die MLCs reagierten auf den Partikelkontakt mit einer gesteigerten Abschnirung
exosomaler Vesikel bzw. ABs. Spatapoptotische Zellen wiesen nekrotische Charak-

teristika auf.
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Abbildung 4-1 ,klassisch® apoptotische Zelle

1) THP-1 Zelle vital 2) Membrane-blebbing, Entstehung von ABs (Pfeil) 3) ,rounding®, Annexin-FITC einfach-
positiv, frihapoptotisch 4) Annexin-Fitc, Pl doppelpositiv, spatapoptotisch; Bilder, extrahiert aus den Zeitraffer-
aufnahmen (Leica DMI6000B Fluoreszenzmikroskop; 40x)
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Neben apoptotischen lield sich auch eine geringe Anzahl an nekrotischen Zelltode-
vents in allen angesetzten Versuchsbedingungen detektieren. Nekrotische Zellen
imponierten Uber ein Anschwellen bzw. Platzen der Zelle und einer zeitgleichen An-

farbung mit Propidiumiodid.

1) 2) 3) 4)
Abbildung 4-2 ,klassisch® nekrotische Zelle

1) THP-1 Zelle vital, pra-Partikel Phagozytose 2) Platzen der Zelle, post-Partikel Phagozytose 3) PI einfachpo-
sitiv, frihnekrotisch 4) Annexin-Fitc, Pl doppelpositiv, spatnekrotisch; Bilder, extrahiert aus den Zeitrafferauf-
nahmen (Leica DMI6G000B Fluoreszenzmikroskop; 40x)

4.2 Qualitative Auswertung der Coinkubation mit Apoptotic Bodies

Die Coinkubation der ABs mit vitalen Makrophagen zeigte einen Anstieg der Zell-
todrate, die nicht als eindeutig apoptotischer oder nekrotischer Zelltod zu definieren
war. Initial fuhrte der Kontakt von MLCs mit ABs zum ,Membrane-blebbing“ und zur

Entstehung weiterer ABs. Im Verlauf des Zelluntergangs kam es dann zum Platzen

der Plasmamembran mit sofortiger Doppelfarbung durch Pl und Annexin-FITC.

1) 2) 3) 4)

Abbildung 4-3 ,,nicht-apoptotischer” Zelltod, ABs-induziert

1) THP-1 Zelle vital 2) ,Membrane-blebbing®, Entstehung von ABs (Pfeil) 3) marginal Annexin-FITC-positiv,
Lbubbles®, Platzen der Zelle 4) Annexin-Fitc, Pl doppelpositiv; Bilder, extrahiert aus den Zeitrafferaufnahmen
(Leica DMIB000B Fluoreszenzmikroskop; 40x)
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Abbildung 4-4 Momentaufnahmen, extrahiert aus den Zeitraffervideos

Negativkontrolle (1), Coinkubation von Thp-1 mit Kobalt-Chrom- (2), Polyethylenpartikeln (3) und Apoptotic Bo-
dies (4) nach Oh, 4h, 8h, 12h; (Leica DMI6000B Fluoreszenzmikroskop, Annexin (griin) friher Apoptosemarker,
Propidiumiodid (rot) Nekrosemarker, Doppelfarbung (rot-griin) spater Apoptosemarker/ Nekrose; 40x)
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4.3 Quantitative Auswertung der Zeitraffer Videos

Dargestellt sind die relativen Anteile vitaler, nekrotischer oder apoptotischer bzw.
»nicht-apoptotisch® zelltoter MLCs in Prozent (y-Achse: Rate in Prozent; 1=100%)
zu jedem Zahlpunkt (x-Achse: Zeit in Stunden). Sterne markieren signifikante Un-

terschiede zwischen der Negativkontrolle (wei3) und den Coinkubationen

(schwarz).
* = p< 0.05
* = p< 0.01
E= p< 0.001
R = p< 0.0001

4.3.1 Vitale Zellen

Die Anzahl der vitalen MLCs unterschied sich zwischen der Kontrollgruppe und den
mit Kobalt-Chrompartikeln coinkubierten THP-1 Zellen in den ersten zwei Stunden
nicht signifikant (p> 0.05). Nach vier Stunden wurde ein signifikanter (p< 0.05), ab
acht Stunden ein hochsignifikanter (p< 0.001) Abbau der Vitalitatsrate der mit Ko-

balt-Chrom coinkubierten MLCs gegenuber der Negativkontrolle festgestellt.
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Diagramm 4-1 Vitalitatsrate Kontrollgruppe vs. Kobalt-Chrom coinkubierte MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubation gegenliber Negativkontrolle, Minimum: 51,45% Ko-
balt-Chrom, 72,44% Negativkontrolle)

Bei der Coinkubation der MLCs mit Polyethylenpartikeln zeigte sich ein signifikanter
Abfall der Vitalitatsrate nach sechs (p< 0.05) bzw. nach acht Stunden (p< 0.01) im

Vergleich zur Negativkontrolle.
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Diagramm 4-2 Vitalitdtsrate Kontrollgruppe vs. Polyethylen coinkubierte MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubation gegentber Negativkontrolle, Minimum: 63,6% PE,
77,9% Negativkontrolle)

Die Coinkubation der Apoptotic Bodies mit MLCs ergab einen signifikanten Abfall
der Vitalitatsrate bereits nach zwei Stunden (p< 0.05) im Vergleich mit der Negativ-

kontrolle. Nach vier Stunden wurde der Unterschied hochsignifikant (p< 0.001).
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Diagramm 4-3 Vitalitdtsrate Kontrollgruppe vs. Apoptotic Bodies coinkubierte MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubation gegenlber Negativkontrolle, Minimum: 19,68% AB,
77,8% Negativkontrolle)

Zusammenfassend liel3 sich zeigen, dass die Coinkubation von Kobalt-Chrom- bzw.

Polyethylenpartikeln mit MLCs zu einem signifikanten und tendenziell linear
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verlaufenden Abfall der Vitalitatsrate fuhrte. Die ABs induzierten einen approximiert

logarithmisch verlaufenden Einbruch der Anzahl vitaler Zellen.
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4.3.2 Nekrotische Zellen

Der Vergleich der Nekroseraten zwischen den Negativkontrollen und den mit Ko-
balt-Chrom- bzw. Polyethylenpartikeln coinkubierten MLCs ergab keinen signifikan-
ten Unterschied.

Chrom-induzierte Nekrose
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Diagramm 4-4 Nekroserate Kontroligruppe vs. Kobalt-Chrom coinkubierte MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubation gegenlber Negativkontrolle, Maximum: 6,78% Ko-
balt-Chrom, 10,48% Negativkontrolle)

Polyethylen-induzierte Nekrose

25+
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12,
Diagramm 4-5 Nekroserate Kontrollgruppe vs. Polyethylen coinkubierte MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubation gegeniiber Negativkontrolle, Maximum: 6,65% PE,
7,81% Negativkontrolle)

43.3
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4.3.3 Apoptotische Zellen

Die Apoptoserate der mit Kobalt-Chrompartikeln coinkubierten MLCs war ab vier
Stunden signifikant (p< 0.05), ab sechs Stunden (p< 0.01) und ab acht Stunden
hochsignifikant (p< 0.001) gegenuber der Negativkontrolle erhdoht. Der durch die

Kobalt-Chrompa

terisiert werden.
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rdabweichung; p-Wert Coinkubation gegeniiber Negativkontrolle, Maximum: 38,1% Ko-
balt-Chrom, 20,78% Negativkontrolle)

Polyethylenpartikel erhdohten die Apoptoserate der MLCs linear ab sechs Stunden
signifikant (p< 0.05) und ab acht Stunden hoch signifikant (p< 0.01).

1004

80

60

40-

20

Apoptotische Makrophagen in Prozent (%)

Polyethylen-induzierte Apoptose

[ Negativkontrolle Apoptose
El PE Apoptose

Zeit in Stunden

38



Ergebnisse

Diagramm 4-7 Apoptoserate Kontrollgruppe vs. Polyethylen coinkubierte MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubation gegentber Negativkontrolle, Maximum: 29,8% PE,
14,29% Negativkontrolle)

Die Rate des ,nicht-apoptotischen® Zelltods war bereits nach zwei Stunden bei den
mit ABs coinkubierten MLCs signifikant und ab vier Stunden hochsignifikant (p<
0.001) gegenuber der Apoptoserate der Negativkontrolle erhoht. Dabei erfolgte der

Anstieg des ,nicht-apoptotischen Zelltods logarithmisch.
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Diagramm 4-8 Rate des ,,nicht-apoptotischen” Zelltods Kontrollgruppe vs. Apoptotic Bodies coinku-
bierte MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubation gegenlber Negativkontrolle, Maximum: 77,71% AB,
14,22% Negativkontrolle)

39



Ergebnisse

4.3.4 Partikel und ABs im Vergleich

Kobalt-Chrompartikel und Polyethylenpartikel erhdhten die Apoptoserate der MLCs
signifikant. Es lie} sich jedoch zwischen den Partikeln kein quantitativer Unter-
schied in der Hohe der Zelltodevents feststellen (p>0,05).

Die Coinkubation der MLCs mit den ABs fuhrte demgegenuber zu einer signifikant
erhohten Zelltodrate im Vergleich mit den Partikel-coinkubierten MLCs. Nach vier
Stunden lief3 sich ein hochsignifikanter (p< 0.001) Anstieg der Zelltodevents detek-

tieren.

0,2h** 4h*** 6,8,10,12h****

2h** 0,4h*** 6,8,10,12h****

100+

©
i

60' ns

40' 1

20

Sulili

Kobalt-Chrompartikel olyethylenpartikel Apoptotic Bodies

'20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Zeit in Stunden

Partikel/ ABs induzierte Zelltodevents in Prozent (%)

Diagramm 4-9 Apoptoserate/ ,,nicht-apoptotischer“ Zelltod Kobalt-Chrom, PE oder ABs coinkubierte
MLCs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Coinkubationen im Vergleich)
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44 TNF-a ELISA
Die Coinkubation von Polyethylen- und Kobalt-Chrompartikeln bzw. Apoptotic Bo-
dies mit MLCs fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der Ausschuttung von TNF-

o im Vergleich zur Negativkontrolle.

TNF-alpha ELISA

TNF-alpha pg/ml

Diagramm 4-10 TNF-o. Konzentration Negativkontrolle vs. Coinkubation mit Partikeln oder ABs

(Mittelwerte + Standardabweichung; p-Wert Negativkontrolle gegentiber Coinkubation mit Partikeln oder ABs,
Mittelwert TNF-a in pg/ml: Negativkontrolle 2,83, Partikel 8,86, ABs 6,42)
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5 Diskussion

Die aseptische partikelinduzierte Endoprothesenlockerung stellt aktuell eine aus-
schlief3lich mittels Revisionsoperation therapierbare Langzeitkomplikation der mo-
dernen orthopadischen Chirurgie dar.

Aktuelle Studien fokussierten nicht nur die partikelinduzierte aseptische Inflamma-
tion, sondern diskutierten auch durch Abriebpartikel initiierte apoptotische Prozesse
im Kontext der periprothetischen Osteolysenbildung (Huk et al. 2001; Landgraeber
et al. 2009; Landgraeber et al. 2014; Landgraeber et al. 2008).

Galt die ,Apoptose” traditionell als eine Form des protektiven, antiinflammatorischen
Mechanismus zur Elimination irreparabel geschadigter Zellen, sind die Auswirkun-
gen uberschielRender, partikelinduzierter apoptotischer Prozesse an der Implantat-
Knochen Grenze auf die Ausbildung periprothetischer Osteolysen weitgehend un-

bekannt.

5.1 Auswertung

In der vorliegenden Studie kann gezeigt werden, dass die Interaktion von Makro-
phagen sowohl mit Prothesenabriebpartikeln als auch isolierten Apoptotic Bodies
zu einer signifikanten Erhdhung der Zelltodrate mit Ausbildung einer lokalen Inflam-
mation fuhrt.

Makrophagen interagieren mit Polyethylen- und Kobalt-Chromabriebpartikeln mit-
tels Phagozytose oder ,Cell-dragging®. Diese Reaktion der Phagozyten auf Partikel
stellt den desperaten immunologischen Versuch der Elimination des alloplastischen
Materials aus dem Gewebe heraus dar. Der Partikelkontakt induziert simultan pri-
mar proapoptotische Signalwege und imponiert durch die Entwicklung einer lokalen
aseptischen Inflammation mittels Ausschuttung von TNF-a.

Ubersteigt die Masse apoptotischer Zellresiduen - vorrangig der Apoptotic Bodies -
die Clearance-Kapazitat der Makrophagen, fihren die Apoptotic Bodies selbst zum
immer unkontrollierteren Zelltod der Phagozyten mit Ausbildung einer lokalen In-
flammation. Primar apoptotische Zellen werden nicht mehr durch vitale Makropha-
gen phagozytiert und gehen in einen proinflammatorischen, sekundar nekrotischen
Prozess uber.

Der durch Apoptotic Bodies induzierte Zelltod der Makrophagen unterscheidet sich
in Quantitat und Qualitat von der durch Partikel induzierten Form. Sowohl morpho-

logisch als auch mittels Apoptose-Nekrose Farbung weisen die Zellen neben
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apoptotischen auch Charakteristika des proinflammatorischen, nekrotischen Zellto-
des auf.
Isolierte Apoptotic Bodies zeigen im Vergleich mit den Abriebpartikeln in der Inter-

aktion mit Makrophagen quantitativ eine nochmalig erhohte letale Potenz auf.
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5.2 Apoptose: Fluch oder Segen der Evolution?

Warum richtet sich ein evolutionar konservierter und protektiver Mechanismus ge-
gen autologes, vitales Gewebe? Dienen apoptotische Prozesse nicht dem Schutz
des Organismus vor irreparabel entarteten oder infizierten Zellen?

Was geschieht mit dem durch apoptotischen Zelltod anfallenden Zellschrott?

Die Antwort auf diese Fragen konnte in verschiedensten fulminanten Krankheitsbil-
dern begrundet liegen, deren Pathogenese mit unkontrolliert apoptotischen Prozes-
sen vergesellschaftet ist.

Begunstigt eine beeintrachtigte Apoptose die Entstehung von Tumorerkrankungen,
fuhrt die Zerstorung korpereigener Zellen durch Uberschiel3ende Apoptose zu fol-
genden Krankheitsbildern (Favaloro et al. 2012):

Multiple Sklerose, Alzheimer'sche Demenz, Creutzfeld-Jakob-Syndrom, BSE, Mor-
bus Parkinson, Zelluntergang nach Schlaganfall oder Herzinfarkt.

Im Rahmen der chronisch inflammatorischen rheumatoiden Arthritis kommt es, ahn-
lich wie bei der Bildung periprothetischer Osteolysen, zur Destruktion autologen Ge-
webes durch eine prolongierte Apoptose. Vorrangig die massive Entstehung von
Apoptotic Bodies triggert einen etablierten Circulus vitiosus, bestehend aus
Apoptose, Inflammation und Osteoklastenaktivitat (Distler et al. 2005).

Canbay et al. (2005) zeigte, dass eine toxisch bedingte, Uberschielende pathologi-
sche Apoptoserate in Leberzellen zu einem massiven Untergang von Hepatozyten
mit der Ausbildung von sekundaren Nekrosen fuhrt. Ist die Clearance-Kapazitat
phagozytierender Zellen Uberschritten, kommt es zur Ausschuttung pro-inflamma-
torischer Substanzen und zur Induktion eines Fibrosierungsprozesses. Gerken re-
sumierte, ,[...] dass eine krankhaft gesteigerte Apoptose den Organismus schadigt.”
(Gerken 2006, S. 85).

Sowohl eine drastisch erhdohte Apoptoserate als auch eine Stérung der apoptoti-
schen Clearance-Funktion fuhren zu apoptotischen Zellresiduen mit Ausbildung von
Pathologien. Storungen des sensiblen Clearance-Systems pradestinieren fur die
Entstehung von Gewebedestruktion, Autoimmunerkrankungen oder Inflammation
(Elliott et al. 2010). Eine ineffiziente apoptotische Clearance durch Alveolarmakro-
phagen ist z.B. bei Asthma-Bronchiale, Cystischer Fibrose und COPD beschrieben
(Henson et al. 2008).
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Als Quintessenz dieser exemplarisch genannten Pathologien ist zu schliel3en, dass
sich auch ein Uberlebenswichtiger Eliminationsmechanismus entarteter Zellen -wie
die Apoptose- gegen korpereigene Strukturen richten kann. Die auslosenden Fak-

toren sind allerdings nicht immer eruierbar und in ihrer Entitat sehr heterogen.
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5.3 Zelltoddetektion mittels live-cell Imaging

Die Evaluation apoptotischer Prozesse, induziert durch Abriebpartikel von Prothe-
sen, erforderte die simultane Beurteilung fluoreszenzcharakteristischer und mor-
phologischer Eigenschaften. Im Fokus der Studie stand die Kinetik der Interaktion
von Makrophagen mit Abriebpartikeln, die Induktion der Apoptose sowie die Einord-
nung der Entstehung und des Responses auf Apoptotic Bodies in die Dynamik des
abriebpartikelinduzierten apoptotischen Prozesses.

Mittels eines live-cell Imaging Fluoreszenzmikroskops lassen sich neben den mor-
phologischen Apoptosecharakteristika auch die etablierte Apoptose-Nekrose Far-
bung gegen die Zeit abbilden (Koopman et al. 1994). Dies ermoglichte die Differen-
zierung zwischen frihapoptotischen, sekundar-nekrotischen und nekrotischen Zel-
len. Uber eine singulare Momentaufnahme - beispielsweise mittels Durchflusszyto-
metrie (FACS-Analyse) - ware die Dynamik der abriebpartikelinduzierten Zelltodki-
netik nicht nachvollziehbar gewesen.

Abriebpartikel werden sowohl in vitro als auch in vivo als Induktoren apoptotischer
Prozesse gesehen (Catelas et al. 1999; Landgraeber et al. 2006; Olga L. Huk 2001).
Die morphologische und fluoreszenzcharakteristische Analyse der abriebpartikel-
und ABs-induzierten Zelltodkinetik zeigte jedoch, dass eine eindeutige Differenzie-
rung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen nicht immer eindeutig mog-
lich war. Dies legt nahe, dass Abriebpartikel, besonders aber Apoptotic Bodies, die
Erhdhung der Zelltodrate auch mittels Hochregulation alternativer, nonapoptoti-
scher Zelltodmechanismen bewirken. Additional zeigte sich teilweise ein flieRender
Ubergang primér apoptotischer Zellen in die sekundare Nekrose, sodass die Fest-
legung des Cut-offs zwischen Apoptose und Nekrose individuell erfolgte.

Um Manipulationen der abriebpartikel- bzw. ABs-induzierten Zelltodraten durch to-
xische Effekte der Apoptose-Nekrose Farbung oder die Inkubationsbedingungen im
Inkubator des Mikroskops zu eliminieren, wurden die Negativkontrollen unter glei-
chen Konditionen wie auch die Coinkubationen aufgezeichnet und analysiert
(Wallberg et al. 2016). Die Coinkubation der isolierten Apoptotic Bodies erfolgte un-

ter identischen Bedingungen wie die Cokulturen mit den Partikeln.
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5.4 THP-1 Monozyten Zellkulturmodell — Grenzen des Modells
Grundlage der Studie ist ein auf die elementaren Mediatoren der aseptischen Lo-
ckerung - phagozytierende Zellen und Abriebpartikel - reduziertes Modell. Dieses
wird isoliert von den komplexen inflammatorischen Interaktionen verschiedenster
humoraler und zellularer Bestandteile des ossaren Milieus untersucht.

Dabei erweisen sich die Starken des Zellkulturmodells zugleich als seine Schwa-
chen. Lassen sich durch die Elimination 0.g. Storfaktoren isoliert Beobachtungen
uber partikelinduzierte Zelltodmechanismen der phagozytierenden Zellen treffen,
bleiben Interaktionen des in situ herrschenden Milieus unbeachtet.

Den zur Phagozytose fahigen Makrophagen wird eine Schlisselrolle in der Ausbil-
dung partikelinduzierter periprothetischer Osteolysen zugesprochen (Rao et al.
2012). Daher stehen diese im Fokus dieser Arbeit. Aktuelle Studien veranderten
jedoch die Sichtweise auf ,den Makrophagen® drastisch, da die klassisch dichotome
Einteilung in proinflammatorische M1 und antiinflammatorische M2 Makrophagen
relativiert werden musste. Aufgrund der Erkenntnis der stimuliabhangigen, adapti-
ven Plastizitdt der Rekrutierung von Makrophagen aus Monozyten resultiert die
aktuell gangige Unterteilung in mehrere Makrophagen-Subtypen (Xue et al. 2014).
Der Terminus des ,Makrophagens® bezeichnet einen CD-14 positiven Phagozyten,
adaptiert und spezialisiert an die Anforderungen des jeweiligen Lokus?.

Das seit drei3ig Jahren extensiv genutzte THP-1 Zellkulturmodell dient der Unter-
suchung von Signalwegen, Mechanismen und Funktionen von Monozyten bzw.
Makrophagen. Die humane THP-1 Monozyten Zelllinie entstammt dem peripheren
Blut eines an Akuter Monozytarer Leukamie erkrankten einjahrigen mannlichen In-
fanten (Tsuchiya et al. 1980). Per se basieren THP-1 Monozyten somit auf einer
Tumorzelllinie und unterliegen daher einem veranderten Zellmetabolismus.
Chanput et al. (2014) zeigte jedoch, dass sich durch PMA differenzierte THP-1
MLCs in ihrem Respons auf externe Stimuli und ihrem Rezeptorprofil nur marginal
von primaren humanen Makrophagen unterscheiden.

Die Studienlage zur Differenzierung von THP-1 Monozyten zu MLCs lasst allerdings
keine einheitliche evidenzbasierte Empfehlung zu, da zahlreiche verschiedene Dif-

ferenzierungsprotokolle existieren. Die in der Literatur beschriebenen

12 Ein Makrophage in der Lunge sieht sich mit einem anderen immunologischen Spektrum konfrontiert als ein
Makrophage auf der Haut, im Knochen etc. und ist daher an die jeweilige Umgebung adaptiert.
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Konzentrationen des im Zellkulturmedium eingesetzten PMAs reichen von 5-
100nM. Park et al. (2007) empfahl eine PMA Stimulation mit 8nM fur 48 Stunden,
da aktivierte MLCs, stimuliert mit niedrigen PMA-Konzentrationen (8nM), sensitiver
auf schwache Stimulanzien reagieren.

latrogen aktivierte THP-1 Monozyten konnen nicht den in-situ an die Knochen-Im-
plantat-Grenze immigrierenden Makrophagen, im Sinne der 0.g. stimuliabhangigen
Plastizitat, entsprechen. Essentiell ist, dass sowohl im Zellkulturmodell als auch in
situ die Phagozytose der Partikel erfolgte und sich eine abriebpartikelinduzierte
Hochregulation der Zelltodrate detektieren lield (Stea et al. 2000). Das zeigt, dass
bezuglich der eingangs genannten Fragestellung die THP-1 Zellen in vitro ein dem
den Makrophagen in vitro entsprechenden Respons abbilden.

Um maglichst klinisch realistische Bedingungen zu simulieren, wurden die Cokultu-
ren mit Kobalt-Chrom- und Polyethylenpartikeln durchgefuhrt. Diese Partikel stellen
in situ den Grofteil der durch die standardmallig eingesetzte Metall- UHMWPE
Gleitpaarung entstehenden Abriebpartikel dar (Willert 1990). Dennoch kann die
Coinkubation von THP-1 MLCs durch die singulare Bolusgabe von Partikeln oder
ABs nur bedingt die klinische Realitat widerspiegeln, da die Abriebpartikelentste-
hung in situ einen schleichenden Prozess darstellt.

Die Coinkubation von Abriebpartikeln mit THP-1 MLCs ist ein etabliertes Verfahren
zur Untersuchung abriebpartikelinduzierter inflammatorischer bzw. apoptotischer
Reaktionen (Landgraeber et al. 2014). Daher basiert die vorliegende Studie auf die-
sem Versuchsmodell.

Die Begrenzung des Beobachtungszeitraums der Coinkubationen mit Partikeln oder
ABs auf zwolf Stunden wurde anhand von Zeitrafferaufnahmen Gber einen Zeitraum
von 48 Stunden definiert. Nach zwolf Stunden stieg sowohl in den Negativkontrollen
als auch den Coinkubationen die Nekroserate Uberproportional an.

Fur die Nutzung eines standardisierten Zellkulturmodells spricht, dass fur jedes Ex-
periment identisch generierte MLCs zur Verfugung stehen und somit eine hohe in-
terexperimentelle Reproduzierbarkeit und hohe Zellzahlen gewahrleistet werden
konnen. Primare Zellen, gewonnen aus humanem Serum oder Knochenmark, un-

terliegen donorabhangigen Faktoren wie z.B. Geschlecht, Alter oder Immunstatus.
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5.5 Humaner TNF-a ELISA

Das Verfahren des Sandwich-Immunassays stellt eine etablierte Methode zur
Quantifizierung ausgeschutteter Zytokine, speziell TNF-a, dar (Hornbeck 2015).
Bereits Merkel et al. (1999) identifizierte den TNF-a als Schlusselmediator im Kon-
text der abriebpartikelinduzierten aseptischen Inflammation. Die Depletion des TNF-
Rezeptors p55 im murinen Calvaria-Modell zeigte einen protektiven Effekt auf die
Ausbildung PMMA-induzierter Osteolysen auf. Der Einsatz des TNF-a-Inhibitors E-
tanercept reduzierte die durch Titanpartikel gesteuerte Knochenresorption und Os-
teoklastogenesis drastisch auf das Niveau der Kontrollgruppe (Childs et al. 2001).
Die Interaktion von Abriebpartikeln mit Makrophagen fuhrte jedoch nicht nur zu einer
Hochregulation von TNF-a, sondern triggert zusatzlich die Ausbildung eines kom-
plexen proinflammatorischen Milieus (Landgraeber et al. 2014).

Im Vergleich mit den ausgeschutteten TNF-a Werten der Positivkontrollen nach Sti-
mulation mit LPS"3 induzieren sowohl Abriebpartikel als auch Apoptotic Bodies nur
einen marginalen, aber signifikanten Anstieg des Zytokins. Das spiegelt das klini-
sche Bild der abriebpartikelinduzierten Inflammation wider, da Abriebpartikel nur
eine lokal begrenzte, aseptische Inflammation initiieren. Diese Ergebnisse decken
sich mit Resultaten anderer Studien zur abriebpartikelinduzierten Osteolyse
(Baumann et al. 2005; Jablonski et al. 2016).

Septische inflammatorische Prozesse, imitiert durch die LPS-Gabe, imponieren
durch ein hochakutes klinisches Bild ggf. mit Ausbildung einer putriden oder syste-
mischen Reaktion. Dies korrespondiert daher mit einer hdheren TNF-a. Ausschut-
tung in vitro.

Die inflammatorische Potenz der Zellresiduen bzw. Apoptotic Bodies untermauert
das Theorem des Circulus vitiosus der partikelinduzierten Apoptosereaktion. Resi-
duale Apoptosekorper sind bereits bei der Destruktion von Knochen- und Knorpel-
gewebe im Rahmen der rheumatoiden Arthritis beschrieben und ein ahnlicher Cir-

culus vitiosus etabliert (Distler et al. 2005).

13 Daten wurden nur als Positivkontrolle angefiihrt und hier nicht gezeigt.
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5.6 Apoptotic Bodies

Der Begriff der ,Apoptotic Bodies® ist terminologisch nicht eindeutig definiert. Kon-
sens besteht dartber, dass wahrend des frihapoptotischen Prozesses intrazellula-
rer Inhalt in Form von Apoptotic Bodies verpackt und abgeschnurt wird (Kinchen et
al. 2007). Dies zeigte sich auch in den Zeitrafferaufnahmen der Cokulturen von
MLCs mit Abriebpartikeln. Im weiteren spatapoptotischen bzw. sekundar nekroti-
schen Verlauf imponierten die MLCs durch einen Verlust der Membranintegritat.
Somit gelangten neben Apoptotic Bodies auch freie zellulare Bestandteile in den
Uberstand der Cokulturen.

Im Kontext dieser Arbeit ist der Begriff der ,,Apoptotic Bodies” daher als im Prozess
des abriebpartikelinduzierten Zelltods freigesetzte Mikrovesikel oder kleinste freie
zellulare Mikropartikel zu definieren.

Bei der Isolation der Apoptotic Bodies aus dem Uberstand der Zellkultur wurde auf
ein etabliertes Protokoll (Crescitelli et al. 2013) zurtckgegriffen, welches zur Elimi-
nation von grobem Zellschrott und Partikeln modifiziert wurde. Es zeigte sich inter-
experimentell, dass nicht absolut konstante Mengen an Apoptotic Bodies generiert
werden konnten, weil die initial eingesetzten Raten an MLCs und Partikeln bzw.
Volumina leicht undulierten. Die in vitro eingesetzte Apoptotic Bodies-Makropha-
gen-Ratio wurde empirisch bestimmt und bedarf einer Verifizierung in vivo.

Aktuell ist die Bedeutung der Apoptotic Bodies als mogliche Trigger der aseptischen
Prothesenlockerung vollig unbekannt, da die in situ anfallende Menge an Apoptotic
Bodies bisher nicht quantifiziert wurde. Offen bleibt, wie effektiv das komplexe
Apoptose-Phagozytose-System im ossaren Milieu arbeitet und welche Faktoren die
Homodostase aus abriebpartikelinduzierter Apoptose und Phagozytose der Zellresi-
duen beeinflussen.

Weitere Erkenntnisse in diesem Zusammenhang konnte ein Re-Transfer der in vitro
entstandenen apoptotischen Zellreste in ein murines Calvaria-Modell bringen. Zu-
dem konnte dann mittels intravital-lmaging die Chronologie des partikelinduzierten,
apoptotischen Prozesses, mit Ubergang in die sekundare Nekrose und Ausbildung
zellularer Residuen, abgebildet werden. Besonderes Augenmerk lage auf der Inter-
aktion eines physiologischen Clearance-Systems mit den residualen Zellfragmen-
ten, primar den Apoptotic Bodies, und der genauen Definition, welcher Qualitat die
Zellresiduen sind (DAMPs, PAMPs, ,klassische“ Apoptotic Bodies).
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Wegweisend ware die Inkubation isolierter Apoptotic Bodies auf der murinen Cal-
varia mit anschliellender Quantifizierung des potenziellen osteolytischen Potenzi-
als. Abschlie3end bedurfte die durch Apoptotic Bodies ausgeldste Form des ,nicht-
apoptotischen® Zelltods einer exakten Definition, mit simultaner Bestimmung des
ausgeschutteten Zytokinprofils mittels Western-blot oder Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR).

Die Folgen der Akkumulation monozytarer Mikropartikel sind bereits im Kontext ver-
schiedenster Autoimmunerkrankungen etabliert, der Pathomechanismus jedoch
meist unklar (Halim et al. 2016). Distler et al. (2005) identifizierte Mikropartikel im
Rahmen der rheumatoiden Arthritis als Induktoren der Matrix-Metalloproteinase-
Proteine (MCP-1 und MCP-2) in Synovialzellen. Diese Proteine bewirken die Zer-
storung der extrazellularen Matrix und die Ausschuttung der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-6, IL-8. Persistierende Mikropartikel fordern einen Circulus vitiosus aus
Inflammation und Synovitis mit finaler Destruktion von Knorpel und Knochenge-

webe.
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5.7 Zelltod im Wandel: Quo vadis?

Traditionell erfolgte eine dichotome Klassifizierung in programmierte, kontrolliert -
apoptotische - oder nicht-programmierte, unkontrolliert ablaufende - nekrotische -
Zelltodformen (Kanduc et al. 2002).

Die Apoptose stellt einen Uberlebenswichtigen und aktiven, physiologischen Me-
chanismus zur Aufrechterhaltung von Gewebshomodostase, Elimination transfor-
mierter, maligner, infizierter oder irreparabel geschadigter Zellen und der Steuerung
embryonaler Entwicklung dar. Apoptotische Prozesse, Caspase-reguliert, galten in
diesem Kontext als ,protektiv, da sie die noninflammatorische ,stille“ Elimination
von Zellen ermodglichen (Elliott et al. 2010). Die Konnotation der Apoptose als rein
~protektiver” Zelltodmechanismus zur Elimination von Zellen ist obsolet, da prolon-
gierte apoptotische Prozesse Ursache verschiedenster Krankheiten sind (Canbay
et al. 2005). Im Kontext der aseptischen Endoprothesenlockerung konnte dieser
Mechanismus bisher nur vermutet werden (Landgraeber et al. 2014).
Unkontrolliert, passiv ablaufende nekrotische Prozesse, induziert durch gravierende
Gewebsschaden oder Verletzungen, wurden als proinflammatorisch angesehen (de
Almagro et al. 2015). Diese klassisch streng divergente Unterteilung muss durch
aktuelle Zelltodforschungen revidiert werden, nachdem neben Apoptose und Nek-
rose mehrere Zwischen- bzw. Ubergangsformen dieser Zelltodqualitaten™ identifi-
ziert werden konnten.

Da die Analyse der durch Apoptotic Bodies initiierten Zelltodqualitat Charakteristika
des nekrotischen Zelltods aufweist, ist die Diskussion dieser Ubergangsformen im
Grenzgebiet zwischen Apoptose und Nekrose obligat.

Humane Zellen sind permanent einem breiten Spektrum potenziell letaler Faktoren
ausgesetzt, die zur intrazellularen Aktivierung spezifischer molekularer Signalwege
fuhren. Identische letale Stimuli kdnnen zur simultanen Aktivierung prafinaler, mo-
lekular unabhangiger Zelltod-Signalkaskaden fuhren, die Uber konvergent genutzte
Molekule miteinander kommunizieren. An diesen Regulatormolekulen entscheidet
sich, intra- bzw. interzellular situativ und multifaktoriell beeinflusst, welcher Signal-

weg den finalen Exitus der Zelle dominiert (Lalaoui et al. 2015).

14 Spekulativ lasst sich anmerken, dass noch weitaus mehr Zelltodmechanismen existieren kénnten, die je-
doch aktuell nicht bekannt sind.
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Beispiel dieser simultanen Aktivierung intrazellularer Zelltodmechanismen durch ex-
terne Stimuli ist die Interaktion der extrinsischen Apoptose und Nekroptose, deren
Signalkaskade parallel durch Mediatoren der TNF-Superfamilie aktiviert wird (Fulda
2014; Vanden Berghe et al. 2014). Ziel des Organismus ist die noninflammatorische
Elimination der Zelle ohne Schadigung peripheren Gewebes. Die aktive apoptoti-
sche Signalkaskade, initiiert durch Caspasen, blockiert die Schlisselmolekule der
Nekroptose RIPK-1 und -3 vorrangig mittels katalytischer Spaltung durch Caspase-
8 (Kaiser et al. 2013). Kommt es jedoch durch einen letalen Insult zu einer irrepa-
rablen zellularen Schadigung - unter Caspasen-Hemmung oder -Defekt - diktiert die
Nekroptose den programmierten Exitus der Zelle und fungiert als ein Backup-Me-
chanismus der Apoptose mit dem Preis einer kontrolliert inflammatorischen Reak-

tion.

Knockdown of
Caspase-8

Knockdown of
RIP1

irano]caspo = )
[Faop | Fiie |
BrRADD] Casps 8 q.ﬁlﬂ:*
necroptosis APOPTOSIS necroptosis
1ockdown of FADD Knockdown of
or caspase-8 RIP3

or c-FLIP

Decision of
necroptosis or apoptosis
at TNFR1 complex Il

NECROPTOSIS SURVIVAL

Abbildung 5-1 Regulation der TNF-induzierten Nekroptose und Apoptose mittels TNFR-I und -Il Rezep-
tor (schematische Darstellung (Abb. aus Vanlangenakker et al. 2011))

FADD, Caspase-8 und c-FLIP: pro-apoptotisch und anti-nekroptotisch
RIP-1: anti-apoptotisch und pro-nekroptotisch, RIP-3: pro-nekroptotisch

Die Interaktion von Autophagie und intrinsischer Apoptose verdeutlicht die hoch-
sensitive Plastizitat des humanen Zelltodsystems. Dient die Autophagie als Mecha-
nismus der partiellen Elimination geschadigter Zellkompartimente und ermaglicht
somit regenerative Prozesse bei passageren Stresssituationen wie Fastenzustan-
den, greift die intrinsische-Apoptose bei grolerem intrazellularem Stress und fuhrt
zur Elimination der Zelle in toto. Studien an Drosophila-Larven zeigten, dass der

Abbau obsoleten Mitteldarm-Gewebes im Rahmen der Metamorphose, bei
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Depletion des apoptotischen Signalwegs, auch autophagieabhangig vollzogen wird
(Xu et al. 2015).

Massive zellulare Schaden, die keinen aktiven und programmierten Eliminations-
mechanismus zulassen, induzieren den passiven Membranintegritatsverlust im
Rahmen einer Nekrose. Dies stellt fur den Organismus die Ultima Ratio dar, da
durch den Austritt proinflammatorischer Substanzen auch sekundar vitale Zellen
destruiert werden (Challa et al. 2010). Die Nekrose fuhrt somit nicht zur selektiven
Elimination der irreparabel geschadigten Zellen, sondern tangiert auch peripheres
Gewebe bis hin zu einer systemischen Reaktion.

Diese exemplarisch genannten Beispiele kommunizierender Zelltodsignalwege ver-
deutlichen die Komplexitat und Plastizitat des Geflechts miteinander interagierender
Todesmechanismen. Dieses System ist aktuell allerdings nur rudimentar verstan-
den.

Im Rahmen der aseptischen Prothesenlockerung stecken Uberlegungen zu ,neue-
ren“ Zelltodmechanismen noch in den Kinderschuhen'. Liu et al. (2016) zeigte,
dass die Hemmung der abriebpartikelinduzierten Autophagie durch 3-MA (3-Methyl-
adenin) zu einer geringeren TNF-o Ausschuttung durch Makrophagen fuhrt. Parallel
dazu bilden sich im murinen Calvaria-Modell nur kleinere Osteolysen durch Hem-
mung der Autophagie aus. Die intrazellulare Aufnahme von gro3en Mengen anor-
ganischer Partikel setzt den Phagozyten unter massiven intrazellularen Stress.
Folglich ist die Hochregulation autophagischer Prozesse zur Elimination irreparabel
geschadigter Zellkompartimente kausaler Bestandteil des Uberlebensprogramms
der Makrophagen.

Sieht sich der Organismus mit immunologisch tolerierbaren Mengen anorganischer
Partikel konfrontiert, stellt sich eine Homoostase aus Partikelphagozytose, Zelltod
durch Apoptose und effizienter Elimination der apoptotischen Zellen ein. Dieser Pro-
zess verlauft ,still“.

Persistieren jedoch apoptotische Zellen, da das physiologische Apoptose-System
Uberlastet ist, gehen die primar apoptotischen Zellen in die sekundare Nekrose

uber. Die erste Eskalationsstufe ist erreicht.

15 Studien zu nekroptotischen oder pyroptotischen Zelltodformen lieRen sich im Rahmen der aseptischen Pro-
thesenlockerung nicht finden. (Stand Pubmed-Recherche: 26.12.2016)
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Die nach der prolongierten Apoptose persistierende Zellmasse, primar die Apoptotic
Bodies, bringen das Phagozytose-System Uber die Induktion eines proinflammato-
rischen ,nicht-apoptotischen® Zelltods nun vollends zur Dekompensation. Spekula-
tiv dominieren programmierte proinflammatorische Zelltodformen wie die Nekrop-
tose oder die Pyroptose den desperaten Clearance-Versuch der Makrophagen.

Obwohl die physiologische Konsequenz und Gemeinsamkeit aller programmierter
und nicht-programmierter letaler Mechanismen die Einleitung des Zelltods ist, dik-
tiert der aktive Signalweg den auf den Zelluntergang nachgeschalteten Respons.
Der dominante Zelltod-Signalweg hat somit fundamentalen Einfluss auf Entstehung

oder Ausbleiben einer Inflammation als Reaktion auf den Zelltod.
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5.8 Fazit

Die Beobachtung apoptoseabhangiger, partikelinduzierter Osteolysenbildung im
murinen Calvaria-Modell warf die Frage nach der potenziellen Triggerfunktion
apoptotischer Prozesse im Pathomechanismus der aseptischen Prothesen-locke-
rung auf.

In dieser Studie kann in vitro gezeigt werden, dass die Hochregulation der abrieb-
partikelinduzierten Apoptose bzw. sekundaren Nekrose in Makrophagen zur Entste-
hung residualer Zellfragmente, primar der Apoptotic Bodies, fuhrt. Diese isolierten
Zellresiduen zeigen ein den Abriebpartikeln entsprechendes proinflammatorisches
Potenzial. Neben der Induktion eines ,nicht-apoptotischen® Zelltods mit nekrotischer
Charakteristik fuhrt die Coinkubation mit Apoptotic Bodies zu einer nochmals mas-
siv gesteigerten quantitativen Zelltodreaktion. Daraus leitet sich ein primar von Ab-

riebpartikeln initiierter, sekundar jedoch Partikel-autonomer Circulus vitiosus ab.

Masse an Zellresiduen oder Abriebpartikeln

Zeit

—Masse an Zellresiduen (DAMPS, Apoptotic Bodies etc.)
individuelle Toleranzgrenze

— Masse an Abriebpartikeln

Abbildung 5-1 Zeitabhéngige Akkumulation der zu phagozytierenden Masse im Kontext der asepti-
schen Prothesenlockerung (schematische Darstellung)

Ubersteigt die Menge anorganischer Partikel eine individuell unterschiedlich hohe Clearance-Toleranzgrenze,
potenziert sich die zu phagozytierende organische Masse durch eine Akkumulation proinflammatorischer Zell-

residuen. Das Phagozytose-System dekompensiert und eine aseptische Inflammation exazerbiert. Es zeigt sich
ein Ubergang vom noninflammatorischen (griin) in ein proinflammatorisches (rot) Milieu.

Dies kann erklaren, warum in vorherigen Studien die Hemmung der Apoptose in
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vivo durch Pan-Caspase Hemmer geringere Osteolysen ausbildete: Die initiale
Hemmung apoptotischer Prozesse resultiert in einer geringeren Abschnurung po-
tenziell proinflammatorischer Zellresiduen wie DAMPs oder Apoptotic Bodies. Das
Ausbleiben der konsekutiv inflammatorischen Reaktion hat somit einen praventiven
Effekt auf die Ausbildung von Osteolysen durch aktivierte Osteoklasten. Folglich
stellt die pharmakologische Hemmung der durch Abriebpartikel induzierten
Apoptose einen potenziellen Therapieansatz dar. Aufgrund der aktuell jedoch nicht
vollstandig absehbaren Langzeitnebenwirkungen einer systemischen antiapoptoti-
schen Therapie ist diese Methode in der vorliegenden Form noch nicht durchfiuhr-
bar. Ein besonderer Fokus muss hier auf das erhohte kanzerogene Potenzial gelegt
werden, da die Apoptose einen Mechanismus zur Elimination irreparabel gescha-
digter Zellen mit hoher Entartungstendenz darstellt. Diskutabel ware neben der pri-
maren Blockade apoptotischer Prozesse auch die Optimierung des Eliminations-
prozesses der Apoptotic Bodies oder der Einsatz immunmodulatorischer Medika-
mente zur Erhdhung der immunologischen Toleranz der als DAMPs-konnotierten
Abriebpartikel. Die topische Applikation antiapoptotischer Substanzen kdnnte die
systemischen Nebenwirkungen einer antiapoptotischen Therapie begrenzen, ada-
quate Applikationsmethoden fehlen momentan allerdings. Derartige Therapiean-
satze lassen sich z.B. in der erfolgreichen Therapie der rheumatoiden Arthritis durch
den systemischen immunsuppressiven Einsatz von Methotrexat (MTX) oder den
neueren Biologicals finden (Smolen et al. 2014). Erfolgsversprechend scheint auch
der Einsatz des korpereigenen von den Adipozyten freigesetzten Peptidhormons
Adiponektin zu sein. Im Tierversuch fuhrte die systemische Gabe von Adiponektin
zu einer signifikant reduzierten abriebpartikelinduzierten Inflammation, geringeren
Osteolysen und weniger apoptotischen Zellen. In klinischen Studien sollte die mog-
liche praventive Wirkung des Adiponektins auf den abriebpartikelinduzierten Locke-
rungsprozess verifiziert werden (Landgraeber et al. 2014).

Neben potenziell pharmakologischen Therapieansatzen musste auch der Einsatz
von neuen Biomaterialien in der Endoprothetik auf das proapoptotische Potenzial
hin untersucht werden. Die etablierten Prothesenwerkstoffe wie Polyethylen oder
Kobalt-Chrom weisen ein vergleichbares apoptotisches Potenzial auf. Daher sollten
auch neuere Werkstoffe wie z.B. Keramik auf die zelltodinduzierende Wirkung hin
untersucht werden.

Unstrittig ist weiterhin, dass dem Prozess der aseptischen Prothesenlockerung eine
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multifaktorielle Genese zugrunde liegt. Biomechanische Faktoren, die Immigration
von Abriebpartikeln an das Knochen-Implantat-Interface im Zusammenspiel mit ei-
ner komplexen Interaktion zellularer und humoraler Bestandteile des Immunsys-
tems fuhren zu einem finalen Versagen der Prothese.

Die Etablierung des auf unkontrolliert apoptotischen Prozessen basierenden Circu-
lus vitiosus im Rahmen der aseptischen Prothesenlockerung bildet den frustranen
Versuch des Organismus ab, alloplastisches Material mittels Phagozytose zu elimi-
nieren. Die Phagozyten scheitern am Abbau des anorganischen Materials und ge-
hen selbst in die Apoptose Uber. Die Schllsselrolle der abriebpartikelinduzierten
Apoptose im Rahmen der aseptischen Prothesenlockerung wird durch den nachge-
schalteten, postapoptotischen Respons deutlich. Der Verbleib unphagozytierter
Apoptotic Bodies initiiert die Ausldosung eines ,nicht-apoptotischen® Zelltodes der
interagierenden Makrophagen und bildet die Basis fur die Exazerbation einer durch
Abriebpartikel gebahnten, inflammatorischen Reaktion. Dieses proinflammatorische
Milieu fordert die Osteoklastogenese und gipfelt schlussendlich in der Ausbildung
periprothetischer Osteolysen.

Die immunologisch ,stille” Apoptose wandelt sich in ein infernales Crescendo.
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Abbildung 5-2 Circulus vitiosus: Apoptotische Zellreste (Apoptotic Bodies, DAMPS etc.) als zentrale
Trigger der abriebpartikelinduzierten Endoprothesenlockerung im Kontext der Zelltoddiversitat

Apoptotische Zellreste entstehen durch die abriebpartikelinduzierte Apoptose (ABs) und die sekundare Nekrose
(DAMPs etc.). Uberschreitet die Menge anorganischer Zellresiduen die Clearance-Toleranzgrenze des Pha-
gozytose-Systems, erfolgt die Autoinduktion eines ,nicht-apoptotischen” (ggf. nekroptotischen, autophagischen
oder pyroptotischen) Zelltods. Diese Zellresiduen aktivieren einen von Partikeln autarken Circulus vitiosus (di-
cke rote Pfeile) und induzieren ein proinflammatorisches Milieu mit einer gesteigerten Osteoklastogenese.
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6 Zusammenfassung

Eine ungeloste Langzeitkomplikation der modernen Orthopadie stellt die aseptische, ab-
riebpartikelinduzierte Endoprothesenlockerung dar. In diesem Kontext zeigen sich ursach-
lich neben Osteolysen und inflammatorischen Prozessen auch apoptotische Reaktionen
der Abriebpartikel phagozytierenden Makrophagen. Die Verwendung eines Pan-Caspase-
Inhibitors fuhrte sowohl zu einer Minderung der Apoptose als auch der Osteolysen. Dies
erschien paradox, da es sich bei der Apoptose im Gegensatz zur Nekrose um einen pro-
grammierten ,protektiven® Zelltod handelt, der keine weiteren Zellschadigungen oder in-
flammatorischen Reaktionen ausldst. Ziel der vorliegenden Studie war es, den abriebparti-
kelinduzierten Zelltod zytomorphologisch genauer zu qualifizieren und quantifizieren. Ins-
besondere sollte evaluiert werden, ob der bei der Phagozytose von Abriebpartikeln entste-
hende Zellschrott, primar die Apoptotic Bodies (AB), weitere Zellschadigungen induzieren.
THP-1 Zellen wurden zu makrophagenahnlichen Zellen (MLC) ausdifferenziert und in einer
Cokultur mit Kobalt-Chrom- und Polyethylenabriebpartikeln inkubiert. Mittels cytomorpho-
logischer Auswertung und einer Annexin-Pl-Farbung erfolgte unter einem ,live-Imaging®
Fluoreszenzmikroskop die Detektion von Apoptose und Nekrose in Zeitraffer-Videos. Aus
dem Uberstand an apoptotischen Zellresten wurden anschlieRend die Apoptotic Bodies iso-
liert und unter gleichen Bedingungen erneut mit zu MLCs ausdifferenzierten THP-1 Zellen
coinkubiert. Die Auswertung der Zeitrafferaufnahmen mit Abriebpartikeln zeigte einen sig-
nifikanten Anstieg der Zelltodrate durch Apoptose. Die isolierte Coinkubation von THP-1
MLCs mit ABs fuhrte zu einer nochmaligen signifikanten Steigerung der Zelltodrate der
phagozytierenden Zellen. Zudem zeigten sich anders als bei dem durch die Abriebpartikel
induzierten Zelltod sowohl morphologisch als auch mittels Apoptose-Nekrose Farbung Ei-
genschaften des unkontrollierten nekrotischen Zelltodes. Die apoptotischen Zellreste, nicht
jedoch die Abriebpartikel, 16sen somit Ubergangsformen der Apoptose und Nekrose aus,
wie sie unlangst auch schon im Rahmen anderer Pathomechanismen beschrieben wurden.
Die vorliegende Studie untermauert erstmalig die These, dass eine hohe primare Apopto-
serate oder ein fehlender Abbau der apoptotischen Zellreste einen Circulus vitiosus ausl6-
sen, der zu einem immer unkontrollierteren Zelltod fuhrt. Dies erklart, warum eine Hem-
mung der initialen Apoptose zu einer Verminderung der Osteolysen flhrt. Daraus lassen
sich potenzielle pharmakologische Therapieoptionen wie z.B. die systemische Hemmung
der Apoptose, die Optimierung der Clearance-Funktion der ABs (Adiponektin) oder der Ein-
satz immunmodulatorischer Substanzen (MTX, Biologicals) ableiten. Neben pharmakologi-
schen Interventionen kénnten auch Innovationen im Bereich der Materialforschung das zell-

todinduzierende Potenzial der Abriebpartikel reduzieren.
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8.4 Abkiurzungsverzeichnis

AB
APAF1
ASC

ATP
Bak
Bax
Bcl-2
CAD
CARD

Caspasen

CCL17/
TARC
CCL22/
MCP-1
COPD

DAMP

dATP
DIC
DISC
DMSO
DNA
EGF
ELISA
FACS
Fas-L

Fas-R/

~<Apoptotische Zellreste (engl. Apoptotic Bodies)

engl. Apoptotic Protease Activating Factor 1

engl. Apoptosis-associated Speck-like protein containing a
CARD

Adenosintriphosphat

engl. Bcl-2 homologous antagonist/killer

engl. Bcl2 associated X protein

engl. B-cell lymphoma 2

engl. Caspase-Activated DNAse

Caspase Rekrutierungs-Domane (engl. Caspase Recruitment
Domain)

Aspartat-spezifische Cysteinproteasen (engl. cystein-
dependent aspartate-specific proteases)

engl. Thymus- and Activation-Regulated Chemokine

engl. CC-chemokine Ligand 22/Monocyte Chemotactic Pro-
tein1

Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (engl. Chronic Ob-
structive Pulmonary Disease)

Gefahr-assoziierte molekulare Muster (engl. Danger-
Associated Molecular Pattern molecules)
Desoxyadenosintriphosphat

Differenzialinterferenzkontrast

engl. Death Inducing Signaling Complex

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (engl. Deoxyribonucleic Acid)

engl. Epidermal Growth Factor

engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay

engl. Fluorescence-Activated Cell Sorting

Fas-Ligand

Fas-Rezeptor/ engl. Cluster of Differentiation 95
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CD95

FCS - Fetales Kalberserum (engl. Fetal Calf Serum)

FITC - Fluoresceinisothiocyanat

GM-CSF - engl. Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor

HTRA 2 - engl. High Temperature Requirement protein A2

IAP - engl. Inhibitors of Apoptosis Proteins

IL - Interleukin

IL-10 - Interleukin 10

IL-11 - Interleukin 11

IL-15 - Interleukin 15

IL-1a - Interleukin 1a

IL-13 - Interleukin 13

IL-6 - Interleukin 6

IL-8 - Interleukin 8

LB-Medium - engl. Lysogeny Broth

LPS - Lipopolysaccharide

M-CSF - engl. Macrophage Colony Stimulating Factor

MDD - Minimaldetektierbare Dosis

MIP-1a - engl. Macrophage Inflammatory Protein 1a

MLC - Makrophagen-ahnliche Zelle (engl. Macrophage-Like Cells)

MLKL - engl. Mixed Lineage Kinase Like

MTX - Methotrexat

MyD88 - engl. Myeloid Differentiation primary response gene 88

NADPH - Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NALP3 - engl. NACHT, LRR and PYD domains containing protein 3

NF-xB - engl. Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells

NLRs - engl. Nucleotide-binding oligomerization domain-Like Recep-
tors

OB - Osteoblast

oC - Osteoklast (engl. Osteoclast)

OCP - Osteoklasten-Vorlauferzelle (engl. Osteoclast-Precursor Cell)

oD - Optische Dichte
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OPG
PAMP

PBS

PDGF
Pl
PMA
PRR

PS
RANK
RANKL
RIPK
RNA
ROS
SLIM

SMAC/
DIABLO
TGF-a
TGF-p
TLR
TNF-a
UHMWPE

uTpP
3-MA

Osteoprotegerin

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (engl. Pathogen-
Associated Molecular Pattern molecules)
Phosphatgepufferte Salzlésung (engl. Phosphate Buffered
Saline)

engl. Platelet-Derived Growth Factor

Propidiumiodid

Phorbol-12-myristat-13-acetat

Muster-Erkennungs Rezeptoren (engl. pattern-recognition
receptors)

Phosphatidylserin

engl. Receptor Activator of NF-kB

engl. Receptor Activator of NF-kB Ligand

engl. Receptor-Interacting serine/threonine-Protein Kinase
Ribonukleinsaure (engl. Ribonucleic Acid)

Reaktive Sauerstoffspezies (engl. Reactive Oxygen Species)
Synovia-ahnliche Zwischenspalt Membran (engl. Synovial-Like
Interface Membrane)

engl. Second Mitochondria-derived Activator of Caspases

Transforming Growth Factor o

Transforming Growth Factor 3

Toll-ahnliche Rezeptoren (engl. Toll-Like Receptors)
Tumornekrosefaktor o
Ultrahochmolekulargewichtiges Polyethylen (engl.
Ultrahigh-molecular-Weight Polyethylene)
Uridintriphosphat

3-Methyladenin
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8.5 Material

8.5.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8-1 Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Bezeichnung Hersteller Bestell-Nr.
Einmal-Zahlkammern (SD100 Slides) Nexcelom Bioscience 91-CMCCP-01
Kunststoffréhrchen, konisch mit Schraubdeckel, 15 ml  Falcon BD 352096
Kunststoffréhrchen, konisch mit Schraubdeckel, 50 ml  Greiner Bio-One 227 261
Mikroskopiekammern (p-Slide 8 well) Ibidi 80826
Mikrotiterplatte (96 Napfchen) TPP 92097
Pipettenspitzen, 100-5000 pl Eppendorf 0030 000.978
Pipettenspitzen, 50-1000 pl Eppendorf 0030 000.919
Pipettenspitzen, 2-200 pl Eppendorf 0030 000.870
Pipettenspitzen, 0,1-10 pl Eppendorf 0030 000.811
Reaktionsgefale, 2,0 ml Eppendorf 0030 120.094
Reaktionsgefale, 1,5 ml Eppendorf 0030 108.116
Reaktionsgefale, 0,5 ml Eppendorf 0030 108.094
Spritzen, 5 ml Terumo SSTO5ES1
Sterilfilter, 500 ml (0,22 ul PorengréfRe) Corning 430049
Zellkultur-Einwegpipetten 25 ml Corning 4489
Zellkultur-Einwegpipetten 10 ml Corning 4488
Zellkultur-Einwegpipetten 5 ml Corning 4487
Zellkulturflasche

Zellkulturplatten, 24 Kammern TPP 92024
Zellkulturplatten, 6 Kammern TPP 92006
Zellsiebe, 100 um Porendurchmesser Falcon BD 352360
Zellsiebe, 40 um Porendurchmesser Falcon BD 352340
Zellsiebe, 30 um Porendurchmesser Partec 04-0042-2316
Zellsiebe, 10 um Porendurchmesser Partec 04-0042-2314
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8.5.2 Gerate

Tabelle 8-2 Verwendete Gerdte mit Herstellerangaben

Gerat Typ Hersteller
Inkubator (Zellkultur) Heracell 150i COz2-Inkubator Thermo Scientific
Inverses Fluoreszenzmikroskop DMI6000 B Leica

Inverses Labormikroskop DM IL LED Leica

Multi-Mode Reader

SpectraMax M5

Molecular Devices

Pipettierhilfe

Pipetus

Hirschmann

Schuttelgerat Vortex Genie 2 Scientific Industries
Vakuumpumpe AA 02 Ditabis

Waage TR64 Sartorius

Wasserbad TW12 Julabo

Werkbank Mars Safety Class 2 Scanlaf

Zellzahler Cellometer Auto T4 Nexcelom Bioscience
Zentrifuge 5424R Eppendorf

Zentrifuge 5810R Eppendorf

8.5.3 Chemikalien

Tabelle 8-3 Verwendete Chemikalien, Zellen, Kits mit Herstellerangaben

Bezeichnung Hersteller Bestell-Nr.
Annexin V (FITC) BioLegend 640906
Calciumchlorid (CaClz) Sigma 223506
Cobalt-Chrom Abriebpartikel

Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka 41641
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth 4984.1
(NazHPOa)

Ethanol, 70 %

Fotales Kalberserum (FCS), deaktiviert Biochrom Lot 0378A
Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit Rndsystems DTAOO0C
Kaliumchlorid (KCI) Sigma P9541
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma P5655
(KH2POa4)

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth 9357.1
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) Sigma P8139-5MG
Polyethylen (PE) Abriebpartikel Clariant Ceridust VP 3610
Penicillin/ Streptomycin Biochrom A 2210
Propidiumiodid BioLegend 421301
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RPMI 1640 Biochrom FG1215

StemPro Accutase Gibco/Life Technologies A11105-01

Stickstoff Chemikalienlager Universitat Essen

Titan (Ti) Abriebpartikel Continuum Blue Technology, UK

Trypanblau Lésung (0,4 %) Sigma T8154

Zelllinie THP-1 ATCC TIB-202
DSMz ACC16

8.5.4 Losungen und Puffer

Tabelle 8-4 Verwendete Losungen und Puffer

Losung/ Puffer

Volumen/ Gewicht

Inhaltsstoffe

PBS

Bemerkung

8.5.5 Zellkulturmedien

80g
29
14,39
29

NaCl

KCI
NaHPO4
KH.PO,4

Mit destilliertem H>O auf 1000ml auffiillen, pH 7,4 einstellen und sterilfiltrie-

ren.

Tabelle 8-5 Verwendete Zellkulturmedien

Medium Volumen/ Gewicht Inhaltsstoffe
THP-1 Zellkulturmedium 445ml RPMI-1640
50ml FBS 0378A
100IE/ml Penicillin/
100ug/mi Streptomycin
THP-1 Farbemedium 445ml RPMI-1640
50ml FBS 0378A
100IE/ml Penicillin/
100ug/mi Streptomycin
Bemerkung 2nM CaCly
Zweifaches sterilfiltrieren.
THP-1 Einfriermedium 10% DMSO
20% FCS
70% RPMI 1640
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8.6 Versuchsprotokoll humaner TNF-o Quantikine ELISA

Die Durchfuhrung des Protokolls orientierte sich an dem vom Hersteller beigefugten
Produktdatenblatts'®.

8.6.1

Material

Waschpuffer: 20ml Wash Buffer Concentrate mit 500ml destilliertem Wasser
verdunnen

Verdunnungsmedium fur den Standard: Calibrator Diluent RD6-35 (1X)
Substratlésung: Color Reagents A und B vermischen im Verhaltnis von 1:1
TNF-o Standard: Losen des TNF-a Standards in 1ml destilliertem Wasser
(10.000pg/ml)

(alle Reagenzien, Standards und Samples mussen auf Raumtemperatur aufge-

warmt werden)

16 Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit, Rndsystems, DTA00C
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8.6.2 Durchfiihrung

1. Herstellung einer Standardverdunnungsreihe

500 pL 500 pL 500 pL 500 uL 500 pL 500 pL

100uLSld.4 7 [ 1 | i [} [

—_—
> o———
T . ' " ' '
7 |
10,000 pg/mL 1000 pg/mL S00 pg/mL 250 pg/mL 125pg/mL 625pg/mL 31.2pg/mL 156 pg/mL

Abbildung 8-1 Standardverdiinnungsreihe (Produktdatenblatt Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit)

2. Addition von 50ul Assay Diluent RD1F in jedes well.

3. Addition von 200ul Standard, Sample oder Kontrolle pro well und Inkubation
als Duplikat Uber 2 Stunden bei Raumtemperatur.

4. Viermaliges Waschen mit jeweils 400ul Waschpuffer

5. Addition von 200ul TNF-a. Conjugate pro well und Inkubation Uber 1 Stunde
bei Raumtemperatur.

6. Viermaliges Waschen mit jeweils 400ul Waschpuffer

7. Addition von 200ul Substrate Solution und lichtgeschutzte Inkubation bei
Raumtemperatur Uber 20 Minuten.

8. Addition von 50ul Stop Solution.

9. Bestimmung der optischen Dichte innerhalb von 30 Minuten.
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8.7 Rohdaten live-cell imaging

8.7.1 Negativkontrolle und Cokultur mit CoCr-Partikeln

A10 N10 L10 | A12 N12 L12
Name ohne Abi partikel A0h NOh | LOh | A2h | N2h [ L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h [ h h h h h h
050620014 1001 2 1 50 3 1 44 6 1 52 12 3 40 12 4 33 1 5 35 16 7 42
050620014 2002 1 0 99 4 0 83 5 1 89 14 1 71 19 4 70 17 10 71 16 1 69
050620014 3003 1 1 105 1 1] 100 7 2| 112 12 6 96 14 12 95 12 15 84 14 15 83
050620014 5005 0 0 57 1 0 55 3 0 54 7 1 53 6 4 47 7 5 48 7 5 52
050620014 7007 2 0 45 4 0 43 4 2 42 9 3 48 6 6 46 5 7 43 7 7 44
6 2 356 13 2 325 25 6 349 54 14 308 57 30 291 52 42 281 60 45 290
Start- realen wert 6 2 356 7 0 325 19 4 349 48 12 308 51 32 291 46 40 281 54 43 290
Gesamt Zellzahl 364 332 372 368 374 367 387
0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,1 0,0 0,8 0,1 0,0 0,7
Prozent 0,02 1 8 2 0 8 5 1 4 3 3 4 4 9 8 013 011 077 0,14 0,11 0,75
A10 N10 L10 | A12 N12 L12
Name ohne Abi artikel A0h NOh | LOh | A2h | N2h [ L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h [ h h h h h h
02082014Caspase_2_Chr Nega-
tivkontrolle 1 0 0 8 0 0 8 0 0 8 1 0 7 1 0 7 2 0 6 3 0 7
02082014Caspase_2_Chr Nega-
tivkontrolle 2 1 1 8 1 1 9 1 1 9 2 2 8 2 1 8 2 2 7 2 2 7
02082014Caspase_2_Chr Nega-
tivkontrolle 3 1 0 8 1 0 8 1 0 7 1 1 6 1 1 6 1 1 6 1 1 6
2 1 24 2 1 25 2 1 24 4 3 21 4 2 21 5 3 19 6 3 20
Start- realen wert 2 1 24 0 0 25 0 0 24 2 2 21 2 3 21 3 2 19 4 2 20
Gesamt Zellzahl 27 25 24 25 26 24 26
0,0 0,8 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,1 0,8
Prozent 0,07 4 9 0 0 0 0 0 0 8 8 4 8 2 1 013 008 079 0,5 0,08 0,77
A10 N10 L10 | A12 N12 L12
Name ohne Abi partikel A0h NOh | LOh | A2h | N2h [ L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h [ h h h h h h
31072014Caspase_1_Chr Nega-
tivkontrolle 1 1 0 29 2 0 28 3 0 27 5 1 24 5 1 24 5 1 24 8 1 24
31072014Caspase_1_Chr Nega-
tivkontrolle 2 0 0 28 0 0 28 0 0 28 4 0 24 5 0 22 5 0 22 7 0 17
31072014Caspase_1_Chr Nega-
tivkontrolle 3 1 0 23 1 0 25 2 0 24 4 1 20 5 1 19 5 1 18 6 1 19
2 0 80 3 0 81 5 0 79 13 2 68 15 2 65 15 2 64 21 2 60
Start- realen wert 2 0 80 1 0 81 3 0 79 11 2 68 13 2 65 13 2 64 19 2 60
Gesamt Zellzahl 82 82 82 81 80 79 81
0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,1 0,0 0,8 0,1 0,0 0,8
Prozent 0,02 0 8 1 0 9 4 0 6 4 2 4 6 3 1 016 003 081 023 0,02 074
A10 N10 L10 | A12 N12 L12
Name ohne Abi partikel A0h NOh | LOh | A2h | N2h [ L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h [ h h h h h h
31072014Caspase_4_Chr Nega-
tivkontrolle 1 0 0 51 0 0 51 3 0 46 5 0 44 6 0 43 12 0 37 13 1 35
31072014Caspase_4_Chr Nega-
tivkontrolle 2 0 0 39 1 0 38 3 0 36 5 0 31 7 0 31 9 1 26 10 2 25
31072014Caspase_4_Chr Nega-
tivkontrolle 3 0 0 28 0 0 28 1 0 26 1 0 26 3 0 23 3 1 23 5 1 20
31072014Caspase_4_Chr Nega-
tivkontrolle 5 0 0 18 0 0 18 0 0 18 1 0 17 2 0 16 4 1 14 4 1 14
31072014Caspase_4_Chr Nega-
tivkontrolle 6 1 0 17 1 0 15 1 0 14 1 0 14 1 0 14 1 0 13 3 0 12
31072014Caspase_4_Chr Nega-
tivkontrolle 7 1 0 17 1 0 17 1 0 17 1 0 18 1 0 18 2 1 16 2 1 16
31072014Caspase_4_Chr Nega-
tivkontrolle 8 1 0 14 1 0 14 1 0 14 2 0 14 3 0 1 5 0 9 5 1 8
3 0 184 4 0 181 10 0 17 16 0 164 23 0 156 36 4 138 42 7 130
Start- realen wert 3 0 184 1 0 181 7 0171 13 0 164 20 0 156 33 4 138 39 7 130
Gesamt Zellzahl 187 182 178 177 176 175 176
0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,1 0,0 0,8
Prozent 0,02 0 8 1 0 9 4 0 6 7 0 3 1 0 9 019 002 0,79 1022 004 074

84



Anhang

Name Cr AOh | NOh | LOh | A2h | N2h | L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h
050620014 9009 0 0 84 0 0 72 5 2 67 12 8 58 14 9 58 14 9 57 16 11 53
050620014 10010 0 0 64 1 0 60 5 2 47 11 6 42 10 8 37 12 6 32 22 7 33
050620014 11011 2 0 49 3 0 53 4 1 51 12 3 38 13 7 36 13 7 37 15 9 27
050620014 14014 0 0 88 1 1 86 5 1 79 19 3 54 21 5 69 22 8 54 23 9 59
050620014 15015 3 0 99 3 0 97 14 3 90 18 6 70 21 9 64 29 10 53 28 10 61

Start- realen wert 5 0 384 3 1 368 28 9 334 67 26 262 74 38 264 85 40 233 99 46 233
Gesamt Zellzahl 389 372 371 355 376 358 378
Prozent 001 000 099 001 000 099 0,08 002 09 019 007 074 020 0,10 070 024 011 065 026 0,12 062
Name Cr AOh | NOh | LOh | A2h | N2h | L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h
02082014Caspase_2_Chr 1 0 0 6 0 0 6 1 0 5 2 1 3 3 1 1 3 1 1 4 1 1
02082014Caspase 2 _Chr 2 1 0 5 2 0 4 2 0 4 2 0 4 2 0 4 2 0 4 2 1 3
02082014Caspase 2 _Chr 3 2 0 8 2 0 8 2 0 7 3 1 5 5 1 3 5 1 3 6 1 2
02082014Caspase 2 _Chr 4 0 0 11 0 0 11 1 0 10 2 0 9 2 0 9 2 0 9 2 0 9

3 0 30 4 0 29 6 0 26 9 2 21 12 2 17 12 2 17 14 3 15
Start- realen wert 3 0 30 1 0 29 3 0 26 6 2 21 9 2 17 9 2 17 11 3 15
Gesamt Zellzahl 33 30 29 29 28 28 29
Prozent 009 000 091 003 000 097 010 0,00 09 021 007 072 032 007 061 032 007 061 0,38 0,10 0,52
Name Cr AOh | NOh | LOh | A2h | N2h [ L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h
31072014Caspase_1_Chr 1 0 0 12 0 0 12 2 0 10 4 0 8 7 0 5 7 0 5 7 0 5
31072014Caspase_1_Chr 2 0 0 4 0 0 4 0 0 4 1 0 3 2 0 3 2 0 3 2 0 3
31072014Caspase_1_Chr 3 0 0 11 0 0 11 2 1 8 3 1 8 2 1 5 2 1 5 2 1 5
31072014Caspase_1_Chr 4 0 0 10 0 0 10 1 0 9 2 0 9 2 1 8 3 2 6 3 2 6

0 0 37 0 0 37 5 1 31 10 1 28 13 2 21 14 3 19 14 3 19
Start- realen wert 0 0 37 0 0 37 5 1 31 10 1 28 13 2 21 14 3 19 14 3 19
Gesamt Zellzahl 37 37 37 39 36 36 36
Prozent 0,00 000 100 000 000 100 014 003 084 026 003 072 036 006 058 039 008 053 039 008 053
Name Cr AOh | NOh | LOh | A2h | N2h | L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h
31072014Caspase_4_Chr 1 1 0 17 2 0 17 2 0 16 2 0 15 3 1 14 7 3 8 9 3 7
31072014Caspase_4_Chr 2 0 0 18 0 0 18 1 0 17 1 0 17 3 0 13 5 0 11 8 0 8
31072014Caspase_4_Chr 4 0 0 39 0 1 38 1 1 37 1 1 37 6 3 27 13 5 20 14 6 18
31072014Caspase_4_Chr 6 0 0 26 2 0 24 2 0 24 3 0 21 5 1 18 8 2 13 9 2 12

Start- realen wert 1 0 100 3 1 97 5 1 94 6 1 90 16 5 72 32 10 52 39 11 45
Gesamt Zellzahl 101 101 100 97 93 94 95
Prozent 0,01 000 09 003 001 09 005 001 094 006 001 093 0,17 005 077 034 011 055 041 0,12 0,47
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8.7.2 Negativkontrolle und Cokultur mit Polyethylenpartikeln

Name ohne Abriebpartikel | AOh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | Adh | N4h | Lah | A6h | Neh | Leh | ASh | N8h | Leh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
050620014 1001 2 1 50 3 1 44 6 1 52 12 3 40 12 4 33 11 5 35 16 7 42
050620014 2002 1 0 99 4 0 83 5 1 89 14 1 71 19 4 70 17 10 71 16 11 69
050620014 3003 1 1 105 1 1 100 7 2 112 12 6 96 14 12 95 12 15 84 14 15 83
050620014 5005 0 0 57 1 0 55 3 0 54 7 1 53 6 4 47 7 5 48 7 5 52
050620014 7007 2 0 45 4 0 43 4 2 42 9 3 48 6 6 46 5 7 43 7 7 44

6 2 356 13 2 325 25 6 349 54 14 308 57 30 291 52 42 281 60 45 290
Start- realen wert 6 2 356 7 0 325 19 4 349 48 12 308 51 32 291 46 40 281 54 43 290
Gesamt Zellzahl 364 332 372 368 374 367 387
Prozent 0,02 0,01 098 002 0,00 098 0,05 001 094 0,3 0,03 084 014 0,09 0,78 0,13 0,11 0,77 0,14 0,11 0,75
Name ohne Abriebpartikel | AOh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | Adh | N4h | Lah | A6h | Neh | Leh | Ash | N8h | Leh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
15082014 1001 3 0 30 3 0 30 4 0 28 5 0 29 6 0 25 7 1 21 7 2 21
15082014 3003 0 0 17 0 0 17 0 0 17 0 0 17 2 0 16 2 0 16 2 0 16
15082014 5005 0 0 18 0 0 18 0 0 19 1 0 18 2 1 17 2 2 16 2 2 16
15082014 6006 0 0 13 0 0 13 1 0 13 1 0 13 1 1 12 2 1 11 2 1 11

3 0 78 3 0 78 5 0 77 7 0 77 11 2 70 13 4 64 13 5 64
Start- realen wert 3 0 78 0 0 78 2 0 77 4 0 77 8 2 70 10 4 64 10 5 64
Gesamt Zellzahl 81 78 79 81 80 78 79
Prozent 0,04 000 096 000 0,00 100 0,03 000 097 005 0,00 095 010 0,03 0,88 0,13 0,05 0,82 0,13 0,06 0,81
Name ohne Abriebpartikel | AOh | NOh | LOh | A2h | N2h | L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
28082014 1001 0 0 12 0 0 13 0 0 14 1 1 13 1 1 11 3 2 11 4 3 6
28082014 2002 0 0 18 1 0 16 1 0 19 2 0 15 2 0 15 4 0 15 4 0 15
28082014 3003 0 0 21 0 0 21 0 0 19 1 0 18 1 0 18 1 0 20 1 0 19
28082014 4004 0 0 14 1 0 12 1 0 12 2 0 12 2 1 13 2 1 11 2 1 11
28082014 5005 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10 0 0 10
28082014 6006 0 0 11 0 0 11 0 0 11 1 0 10 1 1 12 1 1 12 1 1 11

0 0 86 2 0 83 2 0 85 7 1 78 7 3 79 11 4 79 12 5 72
Start- realen wert 0 0 86 2 0 83 2 0 85 7 1 78 7 3 79 11 4 79 12 5 72
Gesamt Zellzahl 86 85 87 86 89 94 89
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,02 0,00 098 0,02 0,00 098 0,08 0,01 091 0,08 003 0,89 0,12 0,04 0,84 0,13 0,06 0,81
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Name PE | Aoh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | A4h | Nah | Lah | Aeh | Neh | Leh | ABh | N8h | Leh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
050620014 20020 0 0 47 0 0 48 1 0 42 6 1 28 10 1 25 11 2 20 11 2 21
050620014 21021 1 0 105 2 0 104 9 3 94 24 3 67 30 5 66 31 7 54 31 7 54
050620014 22022 0 0 66 1 1 64 4 1 62 8 1 49 15 2 47 17 3 46 17 3 39
050620014 25025 0 0 32 0 0 32 2 0 34 4 0 25 5 0 21 5 0 22 5 1 25

Start- realen wert 1 0 250 2 1 248 15 4 232 41 5 169 59 8 159 63 12 142 63 13 139
Gesamt Zellzahl 251 251 251 215 226 217 215
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,01 000 099 006 002 092 0,9 002 0,79 0,26 0,04 0,70 0,29 0,06 0,65 0,29 0,06 0,65
Name PE | Aoh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | A4h | Nah | Lah | Aeh | Neh | Leh | ABh | N8h | Leh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
15082014 11011 0 0 12 0 0 12 0 0 12 1 0 12 3 0 10 5 2 6 5 2 6
15082014 12012 0 0 15 0 0 15 1 0 14 2 0 13 4 0 10 6 0 9 6 0 9
15082014 13013 0 0 14 0 0 10 0 0 14 2 0 11 2 1 10 2 1 10 2 1 10
0 0 41 0 0 37 1 0 40 5 0 36 9 1 30 13 3 25 13 3 25
Start- realen wert 0 0 41 0 0 37 1 0 40 5 0 36 9 1 30 13 3 25 13 3 25
Gesamt Zellzahl 41 37 41 41 40 41 41
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 002 000 098 0,2 0,00 0,88 0,23 0,03 0,75 0,32 0,07 0,61 0,32 0,07 0,61
Name PE | Aoh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | A4h | Nah | Lah | Aeh | Neh | Leh | ABh | N8h | Leh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
28082014 9009 0 0 10 0 0 10 1 0 9 3 0 8 3 0 8 3 1 7 4 1 7
28082014 13013 2 0 25 3 0 27 3 0 26 5 1 24 8 2 20 9 2 19 9 2 19
2 0 35 3 0 37 4 0 35 8 1 32 11 2 28 12 3 26 13 3 26
Start- realen wert 2 0 35 1 0 37 2 0 35 6 1 32 9 2 28 10 3 26 11 3 26
Gesamt Zellzahl 37 38 37 39 39 39 40
Prozent 0,05 0,00 095 0,03 0,00 097 005 000 09 0,5 0,03 082 0,23 0,05 0,72 0,26 0,08 0,67 0,28 0,08 0,65
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8.7.3 Negativkontrolle und Cokultur mit ABs

Name ohne Abriebpartikel | AOh | NOh | LOh | A2h | N2h | L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h

14092014 13013 0 0 15 0 0 15 0 0 16 2 0 15 2 0 12 2 0 15 2 0 15
14092014 14014 0 0 18 0 0 18 0 0 19 2 2 18 3 2 15 3 2 15 3 2 15

0 0 33 0 0 33 0 0 35 4 2 33 5 2 27 5 2 30 5 2 30
Start- realen wert 0 0 33 0 0 33 0 0 35 4 2 33 5 2 27 5 2 30 5 2 30
Gesamt Zellzahl 33 33 35 39 34 37 37
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 100 0,90 005 0485 015 006 079 014 0,05 0,81 0,14 0,05 0,81

Name ohne Abriebpartikel | AOh | NOh | LOh | A2h | N2h | L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h

15092014 1001 0 0 20 0 0 24 2 0 19 3 0 20 3 0 18 3 0 17 3 0 19
15092014 2002 0 0 18 0 0 18 1 0 20 3 1 17 3 1 15 3 1 15 3 1 14
15092014 3003 0 0 13 0 0 13 0 0 13 2 1 9 2 2 9 2 2 9 2 2 8

0 0 51 0 0 55 3 0 52 8 2 46 8 3 42 8 3 41 8 3 41
Start- realen wert 0 0 51 0 0 55 3 0 52 8 2 46 8 3 42 8 3 41 8 3 41
Gesamt Zellzahl 51 55 55 56 53 52 52
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,05 0,00 095 0,94 0,04 082 015 006 079 015 006 0,79 0,5 0,06 0,79

Name ohne Abriebpartikel | AOh | NOh | LOh | A2h | N2h | L2h | A4h | N4h | L4h | A6h | N6h | L6h | A8h | N8h | L8h | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h

18092014 2002 0 0 31 0 0 31 0 0 29 1 0 26 2 1 23 2 3 18 3 4 23
18092014 3003 0 0 20 0 0 20 0 0 21 0 2 18 0 2 18 1 2 17 1 2 17
18092014 4004 0 0 14 0 0 14 3 0 14 3 0 15 3 1 12 3 1 9 3 1 8

0 0 65 0 0 65 3 0 64 4 2 59 5 4 53 6 6 44 7 7 48
Start- realen wert 0 0 65 0 0 65 3 0 64 4 2 59 5 4 53 6 6 44 7 7 48
Gesamt Zellzahl 65 65 67 65 62 56 62
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,04 0,00 09 0,06 0,03 091 0,08 006 085 0,11 0,11 0,79 0,11 0,11 0,77
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Name AB | Aoh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | A4h | Nah | Lah | Aeh | Neh | Leh | ABh | N8h | Leh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
14092014 1001 0 0 31 0 0 31 1 0 29 13 1 8 18 1 5 18 1 5 18 1 5
14092014 7007 0 0 28 0 0 28 4 0 24 15 0 8 18 0 5 18 1 5 20 0 3
14092014 8008 0 0 24 1 0 23 2 1 17 12 1 7 16 1 3 16 1 3 17 1 2
14092014 11011 0 0 24 0 0 24 4 0 20 15 0 10 17 0 8 18 0 7 19 0 6

0 0 107 1 0 106 11 1 90 55 2 33 69 2 21 70 3 20 74 2 16
Start- realen wert 0 0 107 1 0 106 11 1 90 55 2 33 69 2 21 70 3 20 74 2 16
Gesamt Zellzahl 107 107 102 920 92 93 92
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,01 000 099 011 0,01 0,88 061 002 037 0,75 0,02 0,23 0,75 0,03 0,22 0,80 0,02 0,17
Name AB | Aoh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | A4h | Nah | Lah | Aeh | Neh | Leh | ABh | N8h | Lgh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
15092014 6006 0 0 12 5 0 13 9 0 6 9 0 6 9 0 6 9 0 7 9 0 8
15092014 7007 0 0 33 2 1 32 16 2 19 23 3 13 24 3 12 25 3 11 25 3 11
15092014 12012 0 0 15 1 0 17 7 0 10 12 0 5 12 0 5 12 0 5 12 0 5
15092014 14014 0 0 14 4 0 10 9 0 4 10 1 3 10 1 3 10 1 2 10 1 2
15092014 15015 0 0 21 1 0 20 11 0 7 15 0 3 15 0 3 15 0 3 15 0 2

0 0 95 13 1 92 52 2 46 69 4 30 70 4 29 71 4 28 71 4 28
Start- realen wert 0 0 95 13 1 92 52 2 46 69 4 30 70 4 29 71 4 28 71 4 28
Gesamt Zellzahl 95 106 100 103 103 103 103
Prozent 0,00 0,00 1,00 012 0,01 0,87 052 0,02 046 067 004 0,29 0,68 0,04 0,28 0,69 0,04 0,27 0,69 0,04 0,27
Name AB | Aoh | Noh | Loh | A2h | N2h | L2h | A4h | Nah | Lah | Aeh | Neh | Leh | ABh | N8h | Leh | A10h | N10h | L10h | A12h | N12h | L12h |
18092014 5005 0 0 23 0 0 23 9 0 14 20 0 3 22 0 1 22 0 1 22 0 1
18092014 6006 0 0 18 0 0 18 6 0 12 16 0 2 17 0 1 17 0 1 17 0 1
18092014 7007 0 0 15 0 0 15 6 1 8 12 1 2 13 1 1 13 1 1 13 1 1
18092014 9009 0 0 18 1 0 17 9 1 8 13 1 4 15 1 3 15 1 3 15 1 3
18092014 11011 0 0 22 0 0 22 3 0 19 11 0 13 13 0 11 13 0 10 13 0 10

0 0 96 1 0 95 33 2 61 72 2 24 80 2 17 80 2 16 80 2 16
Start- realen wert 0 0 96 1 0 95 33 2 61 72 2 24 80 2 17 80 2 16 80 2 16
Gesamt Zellzahl 96 96 96 98 929 98 98
Prozent 0,00 0,00 1,00 0,01 o000 099 034 002 064 0,73 002 024 081 0,02 0,17 0,82 0,02 0,16 0,82 0,02 0,16
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8.8 Rohdaten TNF-a ELISA

8.8.1 Vortest
Mikroplattenbelegung TNF-alpha ELISA, Vortest:
Standard | Standard Negativ Negativ Negativ Negativ
Standard | Standard Negativ Positiv Positiv Positiv
Standard | Standard | Partikel 1:1 Partikel 1:1 | Partikel 1:10 | Partikel 1:10
Standard | Standard | Partikel 1:10 [ Partikel 1:20 | Partikel 1:20 | Partikel 1:20
Standard | Standard [ Zellschrott Zellschrott | Zellschrott Zellschrott
Standard | Standard [ Zellschrott Zellschrott | Zellschrott Zellschrott
Standard | Standard AB 1:10 AB 1:10 AB 1:10 AB 1:10
Standard | Standard AB 1:20 AB 1:20 AB 1:20 AB 1:20
OD:
450nm 2,4671 2,1210 0,1036 0,1018 0,0950 0,1028
1,4011 1,4335 0,0981 1,9240 1,8497 1,8969
0,8173  0,7869 0,0998 0,1439 0,1238 0,1421
0,4487  0,4547 0,1006 0,1114 0,1187 0,1293
0,2865 0,2802 0,0996 0,1124 0,0961 0,1126
0,1899 0,1876 0,1126 0,1095 0,1137 0,1550
0,1580  0,1453 0,1010 0,1027 0,0988 0,1099
0,0956  0,0928 0,1048 0,1084 0,1080 0,1212
OD:
570nm 0,0654  0,0825 0,0569 0,0512 0,0492 0,0532
0,0549  0,0567 0,0499 0,1037 0,0613 0,0784
0,0512  0,0538 0,0498 0,0875 0,0713 0,0864
0,0579  0,0560 0,0461 0,0563 0,0605 0,0703
0,0507  0,0509 0,0483 0,0506 0,0458 0,0524
0,0499 0,0472 0,0479 0,0533 0,0480 0,0795
0,0498 0,0479 0,0487 0,0485 0,0478 0,0561
0,0472  0,0486 0,0472 0,0492 0,0467 0,0600
OD:
Korrigiert 2,4017  2,0385 0,0467 0,0506 0,0458 0,0496
1,3462  1,3768 0,0482 1,8203 1,7884 1,8185
0,7661 0,7331 0,0500 0,0564 0,0525 0,0557
0,3908  0,3987 0,0545 0,0551 0,0582 0,0590
0,2358  0,2293 0,0513 0,0618 0,0503 0,0602
0,1400 0,1404 0,0647 0,0562 0,0657 0,0755
0,1082  0,0974 0,0523 0,0542 0,0510 0,0538
0,0484  0,0442 0,0576 0,0592 0,0613 0,0612
TNF
pg/ml oD OD-Nullpunkt
1000,00 2,1738 0,0004 0,0043 -0,0005 0,0033
500,00 1,3152 0,0019 1,7740 1,7421 1,7722
250,00 0,7033 0,0037 0,0101 0,0062 0,0094
125,00 0,3485 0,0082 0,0088 0,0119 0,0127
62,50 0,1863 0,0050 0,0155 0,0040 0,0139
31,20 0,0939 0,0184 0,0099 0,0194 0,0292
15,60 0,0565 0,0060 0,0079 0,0047 0,0075
0,00 0,0000 0,0113 0,0129 0,0150 0,0149
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25
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8.8.2 ELISA
Mikroplattenbelegung TNF-alpha ELISA
Standard Standard Negativ QVvD Partikel AB
Standard Standard Negativ QVD Partikel AB
Standard Standard Negativ QvVD Partikel AB
Standard Standard Negativ QVD Partikel AB
Standard Standard Negativ QVD Partikel AB
Standard Standard Negativ QVD Partikel AB
Standard Standard QVvD Partikel AB X
Standard Standard QVD Partikel AB X
OD:
450nm 0,6405 0,6112 0,0977 0,1134 0,1171 0,1108
0,3594 0,3342 0,0862 0,0976 0,1062 0,1042
0,2257 0,2152 0,1027 0,104 0,1059 0,1039
0,1671 0,156 0,1054 0,1036 0,11 0,1051
0,1318 0,1288 0,098 0,1111 0,1129 0,1004
0,114 0,1249 0,0949 0,1104 0,1122 0,11
0,1084 0,0992 0,0999 0,1068 0,1104 0,1053
0,1033 0,0877 0,0957 0,1121 0,1242 0,0951
OD:
570nm 0,0514 0,0471 0,0487 0,0541 0,054 0,0555
0,0506 0,0425 0,0375 0,0411 0,0451 0,0498
0,048 0,053 0,0468 0,0425 0,0448 0,0496
0,0493 0,0503 0,0512 0,0417 0,049 0,0523
0,0487 0,0507 0,0444 0,0489 0,0471 0,0494
0,0475 0,048 0,0412 0,0457 0,0475 0,0561
0,0485 0,0486 0,0449 0,0431 0,0434 0,0474
0,0606 0,043 0,0394 0,0449 0,0519 0,0393
OD:
Korrigiert 0,59 0,5641 0,049 0,0593 0,0631 0,0553
0,3088 0,2917 0,0487 0,0565 0,0611 0,0544
0,1777 0,1622 0,0559 0,0615 0,0611 0,0543
0,1178 0,1057 0,0542 0,0619 0,061 0,0528
0,0831 0,0781 0,0536 0,0622 0,0658 0,051
0,0665 0,0769 0,0537 0,0647 0,0647 0,0539
0,0599 0,0506 0,055 0,0637 0,067 0,0579
0,0427 0,0447 0,0563 0,0672 0,0723 0,0558
TNF pg/ml oD OD-Nullpunkt
250 0,5329 0,0053 0,0156 0,0194 0,0116
125 0,25655 0,005 0,0128 0,0174 0,0107
62,5 0,12625 0,0122 0,0178 0,0174 0,0106
31,25 0,06805 0,0105 0,0182 0,0173 0,0091
15,625 0,0369 0,0099 0,0185 0,0221 0,0073
7,8125 0,028 0,01 0,021 0,021 0,0102
3,90625 0,01155 0,0113 0,02 0,0233 0,0142
0 0 0,0126 0,0235 0,0286 0,0121
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